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Imobilizovany biokatalyzdtor pro enzymovou redukci
nikotinamidadenindinukleotidu a zpdsob jeho piipravy

(57) Imobilizovany biokatalyzdtor pro enzy-
movou redukci nikotinamidadeninukleotidu
obsahuje 1 az 60 hmot. dild vlhkych permea-
bilizovanych bunék Arthrobacter ureafaciens,
s vyhodou Arthrobacter ureafaciens 08M 1076
uloZeného ve sbirce mikroorganismd katedry
biochemie a mikrobiologie Vysoké Skoly che-
micko-technologické v Praze pod &islem 1076,
na 1 hmot. dil susiny gelotvorné latky, na-
pfiklad algindtu, akrylamidu, agaru, kapa-
carageenanu a genu-carrageenanu. Zplsob pPfi-
pravy imobilizovaného biokatalyzdtoru spo&i-
vé v tom, Ze se vlhké promyté bakteridlni
bufiky poptfipadé permeabilizované suspendujl
do roztoku gelotvorné létky, nadez se sus-
penze pifevede v gel sréZenim, polymeraci a/
nebo ochlazenim a popiipadé se provede per-
meabilizace imobilizovanych bungk.
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Vynilez se tykd imobilizovaného biokatalyzdtoru pro enzymovou redukci nikotinamidade-

nindinukleotidu (NAD*) v jeho redukovanou formu (NADH) a zplisobu jeho pEFipravy.

Redukovany nikotinamidadenindinukleotid se pouzivé p¥i enzymovém stanoveni fady orga-
nickych slougenin, v biochemickém vyzkumu a pfi enzymové pEipravé nékterych organickych
sloutenin., Zatimco nikotinamidadenindinukleotid je vétiinou pfipravovén izolaci z bunék

kvasinek, jeho redukovand forma se ziskdvd redukci izelovaného nikotinamidadenindinukleoti-

du. Nejtastdji je pouzivédna redukce pomoci imobilizovanych &istych enzymd, napf. alkoholde-
hydrogenasy (E.C.1.1,1.1.), maldtdehydrogenasy (E.C.1.1.1.37, E.C.1.1.1.38, nebo E.C.1.1,1.
39) nebo formdtdehydrogenasy (E.C.1.2.1.2.) za pouzit{ p¥isludnych enzymovych substréta,

donoru vodiku. PouZiti imobilizovanych enzym& pro tento proces vyZaduje technicky i

jako
4. Proto

ekonomicky ndra&nou izelaci pfislusnych enzymdl, jejichz stabilita Je zna&né omezen
bylo navrZeno pouziti celych, permeabilizovanych nebo rozdrcenych bungk mikroorganismd jako
zdroje pfisludnych dehydrogenas, pfipadn& hydrogenas pro enzymovou redukeci nikotinamidade-
nindinukleotidu. Isuzumi Y. a sp. (J. Ferment. Technol. €1, 135, 1983) pouzivaji k tomuto
utelu permeabilizované buiky mikroorganismi s vysokou aktivitou formitdehydrogenasy, aviak
k probéhnuti redukce je zapotfebi pomérng dlouhd doba (3 hod. pro redukci 60 % pFitomného

nikotinamidadenindinukleotidu), coz vede k s4steénému rozkladu vzniklého produktu ve slou-
geniny, jeZ inhibuji reakce dehydrogenas, gim? se redukovany nikotinamidadenindinukleotid
znehodnocuje. Z pfidaného mravencanu, slou¥iciho zde jako donor vodiku, se pfi pouZitém pH
uvoliiuje tékavd mravenéi kyselina, pisobici korozivn& na zafizeni a drdZdivé na sliznice
pracovnikl. U rozdrcenych.bunék Achromobacter parvulus (Yokoyama §. a Suye S., franc. pa-
tent 2562089) je pro redukci 98 ¥ pfidaného nikotinamidadenindinukleotidu zapotfebi dokonce
6 h. Také enzymavé hydrogenace niketinamidadenindinukleotidu v jeho redukovanou formu plyn-
nym vodikem za soufinnosti imobilizovanych bakteridlnich bungk (Klibanov A.M. a sp., Bio-
technol. Letters 2, 445, 1980, Matsunaga T. a sp., Biotechnol. Biceng.27, 1277, 1985) vyZa-
duje 5 aZ 6 h pfi velmi nizkych koncentracich produktu 0,8 mM. PEifom je u tohoto postupu
velmi ndrognd manipulace s plynnym vodikem, jenz se v modifikaci popsané Matsunagem a sp.
pouzivd dokonce za tlaku 10 MPa. .

Uvedené nevyhody odstraiiuje biokatalyzdtor pro enzymovou redukci nikotinamidadenindi-
nukleotidu podle vyndlezu, ktery obsahuje 1 aZ 60 hmot; dilt vlhkych permeabilizovanych bu-
nék bakterie Arthrobacter ureafaciens Krebs a Eggleston, s vyhodou Arthrobacter uré?faciens
DBM 1076, uloZené ve shirce katedry biochemie a mikrobiologie Vysoké skoly chemicko-techno-
logické v Praze pod &islem 1076, na 1 hmot. dil gelotvorné latky napfiklad algindtu, akryl-
amidu, agaru, kapa-carrageenanu nebo genu-carrageenanu. i%;

Zpusoh pfipravy biokatalyzdtoru podle vyndlezu spotivd v tom, Ze se vlhké, popEipadé
permeabilizované buiiky Arthrobacter ureafaciens suspenduji do roztoku gelotvorné ldtky,
nage? se suspenze pfevede v gel vysrdZenim, polymeraci a/nebo ochlazenim, popfipadé se pak
provede permeabilizace bungk. Permeabilizaci je vhodné provddét tfepdnim s acetonem nebo
jinym rozpoustédlem, pdsobenim povrchové aktivni 14tky, napPiklad dodecylsulfdtem nebo opa-
kovanym zmrafovénim bunék. Takto pEipraveny biokatalyzdtor se pouZije v pfitomnosti fosfatu
a nmetabolizovatelnych sacharidd, jekoZto jediného zdroje vodiku k enzymové redukci rozpu§-
t&ného nikotinamidadenindinukleotidu v jeho redukovanou formu. Biokatalyzdtor miZe byt po-
uZit vsddkové v reaktoru za mirného michdni nebo v kolon& s pritokem reakini smési. MuZe
byt pouZivan opakovan&, nebof si zachovdvd aktivitu po dobu 7 aZ 14 dnt.

Hlavni vyhoda imobilizovaného biokatalyzdtoru je jeho mimoFddn& vysokd aktivita, jez
umoZiiuje naptiklad redukci trojndsobného mnoZstvi (po&itdno na objem hydratovaného kataly-
z&toru) 20 mM nikotinamidadenindinukleotidu b&hem 1 h s vytéZzkem 90 aZ 95% redukavaného
nikotinamidadenindinukleotidu. Dal3i vyhodou tohoto biokatalyzdtoru je jeho vysokd stabili-
ta, takZe maZe byt pouZivdn kontinudln& nebc opakovang po dobu 14 dnl i vice, coZ vede k
tispordm na pfipravé mikrobidlnich buné&k i biokatalyzdtoru. Mimof4dn& vyhodné je, Ze bioka-
talyzator podle vyndlezu umoZiiuje poufiti metabolizovatelnych sacharidii jake donoru vodiku
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pii enzymové redukci, cof pPed&i ostatni postupy pc ekonomické a v nékterych pripadech takeé

hygienické strdnce.
Vyndlez je v dalsim bli’e objasnén v pfikladech provedeni, aniZ by se jimi omezoval.
Piiklad 1

Arthrobacter ureafaciens DBM 1076 se aerobné kultivuje pfi 30° C v prostfedi o pH.7,2
obahujicim v 1 litru: 20 g glukosy, 1,0 g (NH4)2504‘ 0,1 g M9504.7 HQD, 8,7 g K2HP04, 10g
sugeného kvasnitného autolyzdtu a 10 g peptonu. Po 18 h kultivace se bufiky odstfedi pfi
800 g a promyji vodou. 15 g vihkych bun&k se rozmichd v 30 ml v 1,5 % (hmot./obj.) vedného
roztoku algindtu sodného a takto vznikld suspenze se kape pomoci stfikatky do 0,05 M 83012
obsahujiciho 10 % (hmot./obj.) glukosy. Pak se sréZeci roztok odstrani filtraci ptes skle-
nénou fritu a imobilizované bufiky se na frité promyji 0,05 M roztokem CaClzv Tris-HC1l pufru
o pH 9,0. Promyté imobilizované bufky se michaji 15 min v dvojndsobném objemu acetonu, na-
ge? se aceton slije a jeho zbytky se odstrani proudem vzduchu. Takto pfipraveny biokataly-
zétor se pfidd k trojndsobnému mnozstvi (hmot./obj.) reakéni smési obsahujici (v kone&nych
koncentratech) 20 mM nikotinamidadenindinukleotid, 40 mM MgClz, 0,05 M CaClz, 1 mM NaN31
1 % (hmot./obj.) kyseliny metafosforedné zneutralizované pomoci IN NaOH a 2 % (hmot./obj.)
glukosy v Tris-HCl pufru o pH 9,0 a inkubuje se za mirného michdni 1 h pfi 30° C. Pak se
reakdni kapalina odd&li od biokatalyzédtoru filtraci pfes fritu a z filtrdtu se nékterym ze
zndmych postupl izoluje redukovand forma nikotinamidadenindinukleotidu. Biokatalyzdtor se
pouZije pro daldi podil reak&éni smési. Jeho stabilita zistdvd zachovdna po dobu 7 aZ 14 dnd.

Priklad 2

Bufiky Arthrobacter ureafaciens DBM 1076 se ziskaji postupem uvedenym v piikladu 1 a
promyji vodou. K 10 g vlhkych bun&k se ptidd 20 ml destilované vody, 4 g monomeru akrylami-
du a 0,4 g N,N'-methylen-bis-akrylamidu a po rozmichdni se nechd ztuhnout pfi teploté 7 aZ
129 €. 7 této hmoty se nafe?ou krychliiky o hran& 2 az 3 mm, jeZz se pak michaji 15 min s
dvojndsobnym objemem acetonu, aby se imobilizované bufiky permeabilizovaly. Pak se aceton
slije, ziskany biokatalyzdtor se promyje vodou a naplni do kolony, kterou se poté nechd pro-
tékat reakéni smés stejného sloZeni jako v piikladu 1. Rychlost pritoku reakéni smési se
voli tak, aby se veskerd reakéni smés v koloné vyménila béhem 45 aZ 70 min. Tento kontinu-
dlni zpUsob mlZe probihat aZ 14 dnd a miZe byt také kdykoliv pferu$en a znovu obnoven. Vy-
téZnost redukovaného nikotinamidadenindinukleotidu je kolem 95 % vneseného nikodinamidade-
nindinukleotidu. 7 eludtu se izoluje redukovany nikotinamidadenindinukleotid nékterym ze
zndmych postupd,

PREDMET VYNALEZU

1. Imobilizovany bickatalyzdtor pro enzymovou redukci nikotinamidadenindinukleotidu v redu-
kovanou formu, vyznatujici se tim, Ze obsahuje 1 aZ 60 dilt hmot. vlhkych permeabilizo-
vanych bunék Arthrobacter ureafaciens, s vyhodou Arthrobacter ureafaciens DBM 1076 ulo-
Zeného ve sbirce mikroorganismt katedry biochemie a mikrobiologie Vysoké Skoly chemicko-
technologické v Praze pod &islem 1076, na 1 dil hmot. su8iny gelotvorné ldatky, napifiklad
algindtu, akrylamidu, agaru, kapa-carageenanu a genu-carrageenanu.

2. Ipldsob pfipravy imobilizovaného biokatalyzdtoru podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se
vlhké promyté bakteridlni buriky popifipadé permeabilizované suspenduji do roztoku gelo-
tvorné ldtky, nateZ se suspenze pfevede v gel srdZenim, polymeraci a/nebo ochlazenim a
poptipadé se provede permeabilizace imobilizovanych bunék.
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