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ReSen{ se tyk4& zplsobu selektivnfiho
odstranovadni esterdz z mikrobidlnich
bundk s aktivitou hydrolédzy 7 beta-(4-
~karboxybutanamido)cefalospordnové kyseliny
spodivajic{ v tom, Ze buiky se v prib&hu
nebo po ukonlené submersni kultivaci
bud p¥imo ve fermenta&ni kapalin&, nebo
po odd&len{ bundk z fermentalni kapaliny,
uvedou ve styk s alkalickym prost¥edim
v rozmezi hodnot pH 8,5 a% 12,0. OSetfené
buiky se po separaci ddle dezintegruji
a v ziskaném homogendtu se odstrani zbylé
frakce esterdz kombinacfi p¥idavku flokulatu,
zmény teploty a hodnot pH, naleZ se sraZenina
odstrani separaci, &imZ se zisk& roztok
obsahujfci vysokou aktivitu uvedeného
enzymu bez ne¥ddoucich enzymovgch aktivit.
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Vyndlez se tyk& zplsobu selektivniho odstranovdnf esterdz z mikrobidlnich buné&k
s aktivitou hydroldzy 7-beta-(4-karboxybutanamido)cefalospordnové kyseliny.

Enzym hydroldza 7-beta-(4-karboxybutanamido)cefalospordnové kyseliny (ddle jen hydroléza
glutaryl-7-ACK) katalyzuje hydrolyzu 7-acylaminocefemsloudenin na 7-aminocefemslou&eniny,
zejména 7-beta-(4-karboxybutanamido)cefalospordnovou kyselinu (ddle jen glutaryl-7-ACK)
na 7-aminocefalospordnovou kyselinu (ddle jen 7-ACK). 7-ACK slouZf jako farmaceuticky v¢znamny

meziprodukt pro vyrobu polosyntetickych cefalosporinl, zejména cefalotinu a cefazolinu.

Dosud popsané kmeny mikroorganismi, které jsou schopny syntetizovat pofadovany enzym,
hydroldzu glutaryl-7-ACK, rovnéZ syntetizuji dal3f enzymy, které 2z hlediska p¥ipravy 7-ACK
nejsou z4douci, nebot atakuji 7-acylaminocefemslouleniny jinym a nefddoucim zpisobem. Jde
zejména o beta-laktamdzy a esterdzy.

Je zndmo, %e esterdzy (hydroldzy karboxylovych esterd) tvo¥i velice komplexni skupinu
enzymi a jsou produkovény v bunkdch rostlinngch, #ivo&iZnych i bufikdch mikroorganismil.
N&které z podskupin, nap¥. karboxyesterdzy, arylesterdzy a acetyesterdzy maj{ pom&rn&

Sirokou substrdtovou specifitu a mohou hydrolyzovat té% ¥adu esterl octové kyseliny. Je

zndmo, fe tyto esterdzy jsou velmi rozZffeny u mikroorganismi nejrizné&jsich rodd, zejména

u rodu Pseudomonas, pri&emZ jeden kmen miZe produkovat i né&kolik typl t&chto enzymi (Rodler

a sp., Acta microbiol. Acad. Sci., Hung. 20, 577, 1973; Reddy a sp., Appl. Microbiol. 20, 555, 1970).
Sirok4& specifita d&inku esterdz dovoluje, jak je znémo, katalyzu deacetylace 3-acetoxymetyl-
-cefemsloudenin (jako je napf. cefalosporin C, glutaryl-7ACK a 7-ACK) na jejich deacetylované
derivaty, tj. odpovidajici 3-hydroxymetyl-cefemsloueniny. Vysoce nespecifické intracelulérni
esterdzy rGznych mikrcorganismi jsou té% vyuZivany pro zémérnou p¥ipravu deacetylovanych derivdtd
t&chto sloudenin (Abbot a Fukuda, Antimicrob. Agent. Chemother. 8, 282, 1985; Koneény,

Enzym. Eng. 4, 253, 1978).

Pro p¥ipravu 7-ACK jsou tyto esterdzy neZddouci, vzhledem k tvorb& deacetyl~7~ACK
(3-hydroxymetyl-7-amino-cefem-4-karboxylovd kyselina) a z ni &asto vznikajiciho laktonu
tvorbou cyklu mezi hydroxylovou skupinou v poloze 3 a karboxylovou skupinou v poloze 4.
Ob& tyto sloudeniny zne&isfuji vysledny produkt (7~ACK) a obti%n& se odstranuji p¥i jeho

izolaci.

Pro hydrolyzu glutaryl-7-ACK je vyuZivdno bunék z rodu Pseudomonas &i Comamonas
(Japonské patentové spisy &. 75 101 584 a &. 7 670 884) dédle bun&k z rodl Bacillus, Arthro-
bacter a Alcaligenes (Japonské patentové spisy &. 77 128 293 a &. 7 886 094). V &s. autorskych
osvéd&enich &. 239 293 a &. 260 068 jsou uvedeny produkni kmeny Pseudomonas sp. CCM 3 635
a CCM 3 987 vyufitelné pro er:ymovou p¥ipravu 7~ACK.

Citované produkéni mikroorganismy at ji% samotné, nebo v imobilizované formé&, vykazuji
neZédouc! esterdzové aktivity, a jejich vyuZit{ m4 za ndsledek vySe uvedené komplikace.

Z naznadenych divodl je vyhodné&j3{ pouZiti izolované technické hydrolédzy glutaryl-7-ACK,
kde postupem izolace a ¢i$té&ni v jednotlivych stupnich lze odstranit neZ&douci esterizy,
pop¥. dalsi, s p¥ipravou 7-ACK interferujic{ enzymy.

Pro izolaci hydroldzy glutaryl-7-ACK lze vyuZit obvyklych separaénich postupl pro
ti&t&ni enzymi nebo postupli popsaného Ichikawou a sp. (Agric. Biol. Chem. 45, 2 231, 1981).
Tyto &istici operace jsou v8ak v provoznim m&¥ftku technologicky ndrolné, nebot vyZaduji

kombinaci iontom&nné a gelové chromatografie, srdZeni siranem amonnym, dialyzu a lyofilizaci.

Postup podle pY¥edmé&tného vyndlezu odstranuje zmin&né nevyhody, nebof jednoduchym
selektivnim zplisobem odstrafuje ne2ddouci esterdzy z mikrobidlnfch bunék a umoZfiuje bud
p¥fpravu bun&iné biomasy, kde vice jak 90 % celkové esterdzové aktivity je odstranéno,
nebo ptipravu technické rozpustné hydroldzy glutaryl-7-ACK, kde jsou neZddouci esterdzové
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aktivity odstranény kvantitativn&. Enzymové& aktivn{ biomasa oSetfend postupem podle predm&t~
ného vyndlezu miZe slouZit jako vychozf materidl pro imobilizaci bunék postupem podle

&s. autorského osvé&déenf &. 251 111, které je z4vislé na &s. autorském osvéddeni &. 231 458,
nebo mi%e slouZit jako vychoz{ materidl pro dal¥f postup podle pfedm¥tného vyndlezu, podle
kterého lze zfiskat technicky rozpustny enzym, hydroldzu glutaryl-7-ACK, kterd neobsahuje
ne¥idoucl esterdzové aktivity vibec, a kterd miZe sloufit jako vychozi materidl pro imobilizaci
enzymu principidln& postupem podle &s. autozského osv&dden{ &. 231 656.

Zpisob selektivniho odstranovédnf esterdz z mikrobidlnfch bun&k s aktivitou hydroldzy
7-beta- (4-karboxybutanamido)cefalospordnové kyseliny podle pfedmétného vyndlezu spoliva
v tom, %e se bufiky v prib&hu nebo po ukon&eni submersni kultivace ve fermentadnf kapaling,
nebo po jejich oddélenf z fermenta&ni kapaliny ve formé& bun&&né pasty ¢i zahu¥té&né vodné
suspenze, uvedou ve styk s alkalickym prost¥edim p¥i pH 8,5 aZ 12,0, s v§hodou 10,0 aZ
11,0, p¥i teplot& 5 aZ 40 °C, s vyhodou 25 a% 35 °¢c za nep¥etrZitého michdnf{ a/nebo sténi,
nafe% se oSetfené bunky separujf a po p¥ipad® promyji vodou nebo pufrem, nae%f se popfipadé
oZetfené bufiky desintegrujf a k ziskanému homogennimu homogendtu se p¥id4 flokulant,
s vyhodou flokulant obsahujicf{ frakci polyetyleniminu, v rozmezi koncentraci 0,05 a%
10 % objem/objem, p¥i pH 4,4 a% 7,0, homogendt se zahfeje na 30 aZ 50 Oc, sra%enina se
separuje a v ziskané supernatantni kapalin& se po p¥ipad® znovu upravi{ pH v rozmez{ hodnot
4,0 a%¥ 5,5, s vfhodou 4,5 a%Z 4,7, a vznikld voluminézni sra%enina se op&t separuje.

Uvedenym postupem se zIisk4 bud enzymov& aktivni biomasa, kterd vykazuje pfibliZné
stejnou nebo zv¢Senou specifickou aktivitu hydroldzy glutaryl-7-ACK a minimd&ln{ specifickou
esterdzovou aktivitou ve srovnéni s intaktnf kulturou bunék. Lze pfedpoklddat, Ze zvySeni
specifické aktivity hydrolézy glutaryl-7-ACK miZe byt zpisobeno snifenim permeabilitni
bariéry buné&k a fe ztrita esterdzové aktivity je zplisobena uvolné&nim esterdz z bun&k
v souvislosti se zménami povrchovych struktur bunky a pop¥ipadé® nevratnou denaturaci esterdzo-
vych aktivit. Uvedenym postupem lze dile ziskat roztok bilkovin s obohacenou frakci hydrolézy
glutaryl-7-ACK bez esterdzové aktivity.

% uvedeného je zfejmé pouziti zfskanych materidld pro ekvivalentni imobiliza&ni postupy
zmin&né v popisu vyndlezu. V druhém pi¥fpad® lze vodny roztok obsahujici rozpustnou frakci
hydrolézy glutaryl-7-ACK ddle obohacovat znémymi postupy, vyhodn& srdZfenim organickymi
rozpoustédly. vodny roztok technického enzymu lze rovnéZ zahustit za vakua a uchovévat
ve zmrzlém stavu nebo lyofilizovat.

Aktivita hydroldzy glutaryl-7-ACK byla zjisfovéna m&Fenim rychlosti hydrol¥zy glutaryl-
-7-ACK na 7~ACK v 0,1 M fosfatovém pufru o pH 7,0 p¥i teplot& 37 Oc v oblasti enzymové
kinetiky nultého ¥&du. 7-ACK byla stanovena spektrofotometricky za pouZit{ p-dimetylamino-
benzaldehydu, ktery reaguje se 7-ACK za vzniku barevné Schiffovy baze podle &s. patentového
spisu &. 111 959, v modifikaci podle Balasinghama a sp. (Biochim. Biophys. Acta, 276, 250,
1972) . Jedna jednotka enzymové G&innosti (U) je takové mnoZstvi enzymu, ktexré odpovidd
tvorbé jednohO/umolu 7-ACK za minutu za v§Se uvedenych podminek reakce. 7-ACK byla sledovéna
ddle chromatograficky za poufiti tenké vrstvy celuldzy v systému n-propanol-voda (7:3)

s ninhydrinovou detekci (Rf 0,5).

vzhledem k moZnosti existence n&kolika druhd esterdz hydrolyzujicich estery octové
kyseliny, z nich%# bud v3echny nebo n&kolik se miZe uplatfiovat pfi deacetylaci glutaryl-7-
-ACK a 7-ACK, byla aktivita esterdz zji3fovéna metodou pro stanoveni nespecifickjych esteréz
na zéklad® m&feni rychlosti hydrol§zy alfa-naftylacetdtu (alfa-naftylester kyseliny octové)
na alfa-naftol v 0,1 M tris-HCl pufru o pH 7,5 p¥i teplot& 37 OC v oblasti enzymové kinetiky
nultého #4du. Alfa-naftol byl stanoven spektrofotometricky po reakci s diazoniovou soli
o-dianisidinu (Fast Blue B sil) a v§t¥epu barevné sloudeniny do etylacetdtu. M&feni bylo
provddéno p¥i 520 nm (Seligman a Nachlas, J. Clin. Invest. 29, 31, 1950). Jednotka esterdzové
aktivity (U) je takové mno%fstvi enzymu, které katalyzuje vznik jednoho/umolu alfa~naftolu
za minutu za vy¢3e uvedenych podminek reakce.
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) Specifické aktivity esterdz a hydroldzy glutaryl-7-ACK jsou definovany jako U.q_1 suché
hmoty buné&k nebo U.g_l bilkovin. Koncentrace bilkovin v roztoku enzymu byla sledovéna
podle Lowry a sp. (J. Biol. Chem. 193, 265, 1951).

Pro selektivni odstranovédni esterdz podle predm&tného postupu bylo pouZito produk&nich
mikrobidlnich kmend z rodu Pseudomonas, které byly ziskdny podle &s. autorskych osv&d&eni
&. 239 293 a &. 260 068 a zplisobu submersni kultivace t&chto kment podle &s. autorského
osvéddeni &. 262 502.

Postup je dile doloZen v p¥ikladech provedeni aniZ by se omezoval na mikrobi&ln{
producenty hydrolézy glutaryl-7-ACK a zpusoby jejich submersni kultivace.

P¥{klady provedeni
P¥{klad 1

50 g vlhké separované buné&né pasty Pseudomonas sp. CCM 3 987 po ukon&ené kultivaci
bylo suspendovédno v o bjemu 1 litr 0,05 M Na-bikarbondtového pufru o pH 10,7 a sm&s byla
michdna 3 hodiny p¥i 30 Sc. poté byly bunky separoviny centrifugac{ (10 000 g/20 minut)
a promyty 0,1 M fosfdtovym pufrem o pH 7,0.

OSet¥end bun&&nd pasta vykazovala ve srovndni s intaktnimi bufikami p¥ed ofet¥enim
95 % specifické aktivity hydroldzy glutaryl-7-ACK a 10 % plvodni specifické aktivity esterdz.

P¥{iklad 2

Byla provedena submersni kultivace kmene Pseudomonas sp. CCM 3 987 ve fermenta&nim
tanku zpisobem popsanym v &s. autorském osv&dieni &. 262 502, Po 30 hodindch submersni
kultivace byl za michdnf, vzdu3né&ni a potenciometrické kontroly pH postupné ze z&sobniku
vndSen do vyrostlé kultury sterilni roztok &pavkové vody fedény destilovanou vodou 1:1
dokud pH nedosdhlo hodnoty 10,7. Poté byla kultura michdna a vzduin&na za t&chto podminek
po dobu 18 h a buiiky byly separovdny na odst¥edivce Sharples do formy bun&&né pasty.

Specifickd aktivita hydrol&zy glutaryl-7-ACK bun&k byla 60 U.g-1
nespecifickych esterdz byla 2,6 U.g-I suché hmoty, coZ je 130 % aktivity hydroldzy glutaryl-

suché hmoty a aktivita
~7-ACK a 1,5 % aktivity esterdz ve srovndni s intaktnimi buiikami ve 30. h kultivace.
P¥1klaad 3

Submersni kultivace kmene Pseudomonas ps. CCM 3 987 byla provedena stejnym zplsobem
jako v p¥ikladu 2 s tim rozdi{lem, #%e tprava pH kultury &pavkovou vodou na hodnotu pH 10,7
byla provedena ve 48. h kultiva&nf a kultura byla michéna a vzdu¥n&na za stejnych podminek,
avdak pouze po dobu 3 h.

Bunky byly separovdny odst¥ed®nim a specifick& aktivita hydroldzy glutaryl-7-ACK
bun&k byla 75 U.g~!
hydroldzy glutaryl-7-ACK a 5,5 % aktivity esterdz ve srovndn{ s aktivitou intaktnfch bun&k

suché hmoty a aktivita esterédz 8 U.g-1 suché hmoty, cof je 150 % aktivity
ve 48.h kultivace.
P¥{klad 4

Submersn{ kultivace stejného kmene mikroorganismu a oSet¥enf bun&k bylo provedeno

stejnym zpisobem jako v p¥fkladu 3 s tim rozdilem, Ze tdprava pH kultury ve 48, h kultivace
na hodnotu 10,7 byla provedena pomalym ddvkovdnim 20% roztoku hydroxidu sodného.
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Specifickd aktivita hydroldzy glutaryl-7-ACK byla 54,6 U.q_1 suché hmoty bunék a
aktivita esterdz 12,9 U.g—l suché hmoty, co? je 109,2 aktivity hydroldzy glutaryl=-7-ACK
a 8,9 % aktivity esterdz ve srovndni s intaktnimi bunkami ve 48. h kultivace.

rP¥t{i{klad 5

Submersn{ kultivace kmene Pseudomonas sp. CCM 3 635 a oSetfeni bun&k bylo provedeno
stejnym zplsobem jako v p¥fkladu 3 s tim rozdilem, e tprava pH kultury ve 48 h kultivace
byla provedena postupnym p¥iddvdnim pevného uhli&itanu sodného do hodnoty pH kultury 10,2.

Specifickd aktivita hydrolézy glutaryl-7-ACK bala 20 U.g-1 suché hmoty bunék a specifickd
aktivita esteréaz 9,5 U.g_1 suché hmoty bun&k, co% je 118,8 % aktivity hydroldzy glutaryl-
-7-ACK a 6,6 % aktivity esterdz ve srovnidni s intaktnimi bufkami ve 48. h kultivace.

P¥iklagd 6

Byla provedena submersni kultivace a o%etfenf{ bun¥k Pseudomonas sp. CCM 3 987 pf¥i
pH 10,7 stejnym zpisobem jako v p¥fkladu 3.

600 g vlhké hmoty (pasty) bundk zIskanych odstfedénim na separdtoru Sharples bylo
suspendovéno v 0,02 M fosfatovém pufru o pH 7,0 na celkovy objem 2 litry. Sm&s byla vychlazena
na teplotu 5 %% a provedena desintegrace bun&k &tyindsobnym prichodem 3t&rbinovym mechanic~
kym desintegritorem Manton-Gaulin (15 M -~ STA, USA) za tlaku 400 MPa. Mezi jednotlivymi
cykly byla suspenze chlazena na teplotu 5 °c a mikroskopicky sledovén stupeh desitnegrace
bunék.

za michdni a potenciometrické kontroly pH byla postupné& p¥iddvéna k popsanym zplhsobem
z{skané desintegrované suspenzi bun&k 2,0 M roztok kyseliny octové a hodnota pH nastavena
na 6,2, nadef byl po %dstech p¥iddvdn vodn§y roztok flokulantu (Sedipur-CL-930, BASF, NSR)
do jeho vysledné koncentrace v suspenzi 0,2 %. Poté byla sm&s vytemperovdna na 40 % a
ponechdna pfi této teploté& za ob&asného promichdni 30 minut. Po této dob& byl buné&&ny
detrit odst¥eddn p¥i 10 000 g. 2ziskany supernatant byl vychlazen na teplotu 5 °¢ a pH
nastaveno na hodnotu 4,6 postupnym p¥iddvédnim 2,0 M kyseliny octové za nep¥etrZitého michéni.
Po 15 minutdch mfich&ni byla voluminézn{ sraZenina odst¥ed&na (16 000 g) a pH ziskané super~-
natantni kapaliny bylo upraveno na hodnotu 7,0 postupaym pf¥iddvénim 1,0 M roztoku hydroxidu sodného
v prib&hu nepfetrZitého michéni.

ziskany roztok (1,2 litru) byl prosty aktivity nespecifickych esterdz a obsahoval
1 380 U hydrol4zy glutaryl-7-ACK a 3,5 g bilkovin v litru. Specifick& aktivita hydrolézy
glutaryl-7-ACK byla 394 U.g_1 bilkovin. Celkovy vyt&Zek enzymu hydroldzy glutaryl-7-ACK
z buné®né suspenze byl 30 %.

PREDMET VYNALEZU

Zpisob selektivniho odstranovén{ ester&z z wmikrobidlnich bun&k s aktivitou hydroldzy
7-beta~ (4-karboxybutanamido) cefalosporénové kyseliny, vyznadujicl se tfm, %e se bufky
v prib&hu nebo po ukondeni submersnf{ kultivace ve fermenta&ni{ kapalin&, nebo po jejich odd&le-
ni z fermentadni kapaliny ve form& bun&®né pasty &i zahuSt&né vodné suspenze, uvedou ve styk
s alkalickym prost¥edim p¥i pH 8,5 a% 12,0 s vyhodou 10,0 a¥ 11,0, p¥i teplot& 5 a% 40 %¢c
8 vyhodou 25 a% 35 °c za nepfetr¥itého michédnf a/nebo st&ni, nale? se oSetfené bunky separuji
a popffpadé promyjf vodou nebo pufrem, nadef se pop¥ipad® odetfené buiky desintegruj{
a k ziskanému homogendtu se p¥id4 flokulant, s vyhodou flokulant obsahujic{ frakci polyetylen-
iminu, v rozmezi koncentraci 0,01 a¥ 10,0 % objem/objem, p¥i pH 4,4 a% 7,0, homogendt
se zah¥eje na 30 a%¥ 50 Oc, sraZenina se separuje a v zfskané supernatantni kapalind se
popt{pad& znovu upravi pH v rozmez{ hodnot 4,0 a% 5,5, s vfhodou 4,5 a% 4,7 a vznikld
voluminézni sraZenina se opét separuje.
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