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Zpusob 'piipravy 2-hydroxy-4-metylmaselné kyseliny pomoci

nitrilazy a za¥izeni k pfipravé této kyseliny

Oblast techniky

Vynalez se - tykd nového zphsobu pfipravy kyseliny
2-hydroxy-4-metylthiobutanové (HMTBA) a/nebo jejich amonnych
" soli (HMTBS).

Dosavadni  stav techniky

Kyselina 2-hydroxy-4-metylthiomaselnd a Jjeji soli se
uZivaji JiZ dlouho pro vyZivu zvifat Jjako nahraZzka za
methionin, nebot jsou vyhodn& v kapalné formé&, coZ usnadiuje

vyuziti ve firmach vyrdbé&jicich krmiva.

Pfiprava - kyseliny 2-hydroxy-4-metylthiobutanové

chemickou cestou Jje znadma JjiZ déavno. Evropské patenty
EP 142 488 a EP 143 000 popisuji hydrolyzu 2-hydroxy-4-metyl-
thiohydroxy—butyronitrilu (HMTBN) veb dvoufazovém procesu.
Prvni faze spo&ivad v tom, Ze se plsobi na 2-hydroxy-4-metyl-
thiobutyronitril silnou anorganickou kyselinou jako Jje napf.
kyselina chlorovodikovd nebo kyselina sirové. V.nésledqjici
fdzi, po natedéni vodou, se dokoné&i hydrolyza pfi zvySené
teploté. Kyselina 2—hydroxy—4—metyithiobutanové se pak

v .extrahuje_ . _organickym___rozpouitédlem, __které _neni _ dobfe

misitelné s vodou, Jjako Je mnapf. keton, vyhodné metyl- "

‘isobutylketon, a rozpoudtddlo se pak odstranin odpa¥enim.
AvSak tento zplsob vyroby, ktery se vyuZivad v prumyslu, ma
nékteré nevyhody. Zv1a3té tu, Ze Jje produkovano znaéné
mnoZstvi siranu amonného, pfinejmensim odpovidajici léatkovému

mnoZstvi vneseného nitrilu, ktery se musi odstrahovat, a tak

se vytvari prﬁmyslovylodpad, coZ neni v souladu s politikou .
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“ochrany Zivotniho prostfedi. Tento zplisob vyroby navic
vyZaduje velké  mnoZstvi  rozpoustédla, které se musi
recyklovat | | .
| Jlne zplsoby, nap?. popsané v-patentech USA

3 773 827 a 4 353 %24, spcc

:()<

v hydrolyze 2-hydroxy-4-
metflthiobutyronitri;u kyselinou chlorovodikovou a pak
koncentraci média & separaci vytvofeného chloridu amonného.
Je obtiiné odstranit stl Stejné jaké'v pfedchozim zminéném
/prlpade a navic vznlkla kysellna ma silné zabarvenl » -
Zouseo pfipravy chemlckou hydrolyzou metylthlohydroxy—
“proplonltrllu,.ktery spocivé, podobne jako pgedchOZl zpusoby,

v provedeni hydrolyzy v prostfedi' se sirou, -je popsén

v ‘evropském patentu ¢&. 330 521: Smés se gisteZn& neutralizuje

hydroxidem amOnHYm a pak nasleduje. dvoufézovéu separace.

‘Organlcka faze obsahuja vétsinu .kyseliny 2- hydroxy— -metyl-

thlomaselne a vodna faze. obsahuje vétsinu vznlkleho siranu

 amonného. Ordanicky roztok se, po odpafenlbvody, ‘kterou také
obéahuje, filtruje, aby seé odstranil rozpudtdny siran amonny.
- Kyselina - 2—hydroxy—4—metylthiobutahové se pak .nafedi malym
mnoZzstvim vody a stabilizujé malym mnontvim kyseliny‘sirové.
Vodny roztok, po eliminéci fVOdy,. umoiﬁuje ziskat- siran

- amonny, ktery lze pfimo'uplatnit na trhu. TakZe tento zpﬁsbb

Castecneé odstranuje nevyhody zpusobu podle predChOZlhO stavu‘-

-techniky,’ alespon co se tyce pou21t1 ' organlckych

_rozpoustédel, «ale nefresi vubec _problém spojeny s odstranenlm_;

anorganlckych Soll

Mezi patenty tykajlc1ml se SOll kyseliny 2—hydroxy—44 '

'metylthlomnselne je ttreba uvest patenty USA &. 2 745 745,
2 938 053 a- 3 175 000, které se tykaji vapenatych a amonnych
SOll : Na smé&s ziskanou hydrolyzou 2-hydroxy-4- metylthlo—

butyronltrllu se pusobi hydrox1dem vapenatym nebo uhllc1tanem V

vapenatym. Slran_vapenatynse pak vysra21, coz vede k uvolnéni
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hydroxidu amonného, . ktery vytvofi amonnou sl kyseliﬁy
2-hydroiy—4—metylthioméselné. " Ale opét zde - je  problém

odstranit siran vépenaty, ktery zustava.

Zplusob, jak je . popsan- v prvnim vy3e citovaném
patentovém  dokumentuy, spoivajici v provedeni hydrolvzy
a extrakce organickym rozpoudté&dlem a pak neutralizaci

organického rozpoustédla hydroxidem amonnym, Je také popsan
v mezinéfodni patentové pfihlééCe WO 96/01808. Tento zplsob,
tak jako vétsina zpﬁSobﬁ dfive  popsany;h, vede. ke wvzniku
létkového‘mnbistQi 1 mol_siraﬁu amonného naikaidyil_mol do
reakce vstupujiciho nitrilu a navic vyiaduje recyklovéani
Velkého.mnoistvi-organigkého>rozpou§tédla. TakZe neni mozZné
.timto zplsobem ziskét rothk_aﬁonhé soli'kyseliny_ZjhydroXy;
4-metylthiomdselné 'pfi‘ vynéloieni. ptﬁmyslové thodnYchv
- nakladu. ' | .
'Eouéiti nitrilazy jako katalyzétoru hydroley’nitrilové
‘skupiny na karbokleVOu skupinu Jje poprvé popséno Jjako .
vynilez v patentové pEihladce USA &. 08/809 184, podané .
20. b¥ezna 1997; Ténto ﬁroces‘véak neni vhodny'pro vyuziti
v prﬁmyéldvém " méritku v;hledem- k hedostateéné aktivité

mikroorganismli, které syntetizuji nitriléazu.

Podstata vyﬁélézu

. ¥_souZasnosti byl zjisténo, jak popisuje pEedkladany
'vynéléz, ée je mozZné ziskat kyselinu 2—hydroxy—4;metyl—thio_
butanovou a/nebo‘-jejif.amonnbu stl ehzymatitkou cestou -
v ?rﬁmyslovém..méfifkuf 's vysokym théikem["'bez bouiitirl
rozpoudtédel a bez pfﬁVodni,produkce.anofganicchh;SOli. |

P¥edmétem bfedklédaného'vynélezu je pro§o'zpﬁSQb pfipraﬁy
kyselinyx 2—hydrbxy—4—metyltﬁioméselné '(HMTBAjf‘A/nebbf amonné
soli o kyseiiny- 2—hydfoxy?4—mgtylthioméselné'/ ._(HMTBS)




enzymdatickou  hydrolyzou 2—hydroxy—4—metylthiobutyronitrilu,

spoc1vajlc1 v tom, Ze

a) v prvnim kroku se pr1prav1 biologicky materlal ktery ma

nltrllazovou aktivitu,

L) v druhém kroku se imcbilizuje = uvedeny  bioclogicky
- material,

T ¢) ‘ve tretim k:oku' se A2—hydroxy—4—metylthipbutyronitril

vystavi pﬁsobéni_imobilizovaného'biologického materidlu,

aby se ziskala }amonné sﬁl' kyseliny 2—bydtoxy—4—metyl—
thlomaselne, / 4 |

d), ve &tvrtém kroku se sl ZLSkana podle bodu c) voliteln&

premenl na OdeVldalel kysellnu a

e) v patém . kroku se prod_k, z1skanv podle odstavce ¢) nebo

d) koncentrdje.

Popis obrézkl

Na obrazky, které jsou v nasledujici Céasti popsény,. se

odkazuje v prib&hu podrobného popisu pfedkladaného vyndlezu.

Obr. 1 pfedstavuje schematické znazornepl elektrodlalvzacnl _

bufiky pouZité ve volitelné fazi d), pfic¢emZz obr. 1A Je
elektrodlalyzacnl bunka S blpolarnl membranouy, kterd ma t¥i
oddily a obr. 1B prestaVUJe elektrodialyzaclni. . buiiku

s_bipolarni membranou a dvéma oddily.

Obr. 2 je schema-prﬁmyslového zaFizeni k provadéni zpasobu

podle pfedklédaného vynalezu.

Obr. 3 je restrik&ni mapa plazmidu pRPA-BCAT 1 aZ '5.
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. Obr. 4 znazorfiuje strategii sekvencovani fragmentu Velikosti

1130 bp‘obsahujiciho‘sekvenci DNA (na obrazku oznalena nitB)

,kédujigi' polypeptid, - ktery m& nitrildzovou aktivitu podle

rpfedklédaného vynédlezu. CislajseftYkaji identifikace primerd

&)

pouZitych pro sekvencovani a také oznaleni Ml

W8]

TTaAT v
LW a M13REV.

-Obr. 5.je restrik&ni mapa plazmidd pRPA-BCATIZ a pRPA—BCATlB.

Obr. 6. ukazuje vysledky elektroforezy na 10% SDS PAGE gelu'
exprese sekvenc1 DNA podle predkladaneho vynalezu ve kmenech
E. coll BLZl(DE3)/pRPA—BCAT12 o BLZl(DE3 /pRPA-BCAT13,
- BL21 (DE3) /pRPA- BCAT12+pXL223l a. BL21(DE3)/pRPA—BCAT13+pXL223l.
*azdé draha odpov;da mnozZstvi le ug rozpﬁstnYch “proteint

a pfipadné& ekvivalentnimu objemu hrubé a nerozpustné frakce.

Obr. 7 ukazuje vysledky élektroforézy na 10% SDS-PAGE gelu:
exprese sekvenci - DNA podle piedklédaného vynélezu ve kmenech
E. coli :DHS5a/pRPA-BCAT3, DHSo/pRPA-BCAT6, DHSa/pRPA-BCAT6E+pXL2035,
RPA—BIOCAT76. KaZda dréha odpo lda mnOZSLVl 10 ug rozpusfnyCh
pfoteinﬁ a prlpadne ekvwvalentnlmu . objemu hrubé

a nerozpustné frakce.

. Obr. 8 je restrik&ni maba plazmidu pRPA-BCAT14

p
/

exprese sekvenc1 DNA podle predkladaneho vynalezu ve kmenech
P. putida G2081(pRPA—BCAT;4), G2081(pRPA BCAT23), G2081 (pRPA- BCAT24),
kmenech A. - faecalis ATCC875Q(RPA;BCAT14), AECC8750(RPA~BCAT23),
ATCC8750 (RPA-BCAT24) . KaZda draha odpovidd mnoZstvi 10 ug
rogpustnYCh proteinﬁ‘a pfipadné ekvivalentnimu.objemu hrubé

a nerozpustné frakce.

n? w;ﬁOb L9 ukazuje vysledky elektroforezy na lOOWSDSAPAGE gelujni_ e
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10 predstavuje restrikéni mapu plazmidu pCGL1087.

Obr. 11 je restrikéni mapa plazmidu p0S48.7.

. g .
Podrobny popis vynalezu .-

Prvni krok-zpﬁsobu pfipravy‘kyseliny Z;hydroxy—4-metylv'

thiomadselné Je pfiprava.‘biolqgického_ materidlu, ktery. ma

nitrildzovou aktivitu. Biologicky materidl mGZe obsahovat

vlastni énzymaticky roztok jakd takovy anebo celé -buniky nebo

castl bunek majlc1 nitrildzovou aktivitl.

Vyhodné  se pouZije karoorganlsmus exprimujici

nitriléazu.

\

Nitrildza m@Ze byt z mikroorganismu, zvlasté pak

'z mikroorganismu rodu.Alcaligenes, Rhodococcus nebo Gordona,

' vyhodné se jedna o 'AICaligenes faecalis, ' Rhodococcus sp.

HT 29-7

a Gordona terrae, a-vyhodn&ji Jde o kmeny popsane

v patentové pfihlasce USA &. 08/809 184.

Vyhodné se pouZije  mikroorganismus, ktery . exprimuje

nitrilédzovou aktivitu, ziskany pfenosem genetické informace

kédujici

mikroorganismu. Konkrétn& je moZné-uZit kmene E. coli, ktery

nitrilazu rodiovského organismu do hostitelského

kbexprimuje chapérdnovyfprotéin GroESL,'ke zvySeni vaonnoéti

rekomblnantnlho kmene K tomu Gcelu je mozné pOuZit jakYkoliV'

_vhodny_ vektor,“zvlaste pak plazmldovy vektor.

. Nukleotldova sekvence pouZLta v tomto prlpade se umlstl

pod - kontrolu 51gnalu, " které ,umoznujl jeji  expresi

v hostitelské bufice . HoStitelské bunky. se mochou vybrat budto

z pfokafyotickych systémﬁ'jako jsou napf. Gram p021t1vn1 nebo

‘ gram—negatiVni 'baktérie,_ nebo eukaryotlckych systémll jako

jsou napr

Akvasinky, houby, nebo 1 jakekollv da151 systemy

Slgnaly pro F¥izeni ~exprese se vyberou v ZaVlSlOStl na




e (XX X J se * o0 e
e e . o e e e o
L d L ] L) o e o e o L]
L e o 9 o o000 o LE X ) LXK ]
¢ o ¢« o . . .

[ XXX ] L X ] L X ] . e0 L X ]

pouZitém hostiteli. Pro tento uZel se DNA kodujici nitrilazu
vlozi do vektortl autonomnd se replikujicich anitf vybrané

hostltelske bunky nebo do 1ntegrat1vn1ch vektoru. vybraneho

hostltele. akové vektory je mozZné prlpraVLt metodaml, ktere
jsou odbornikovi obecn& znamé a vysledné konstrthy se vloii

do Vhddného hostiteie_ sgandardnimi metédamiv Jako Je napt.
elektroporace. '

»Jako hostitelské mikroorganismy je t¥eba zminit zejména
Aléaligeneé faeéalis,' Pseudpmonas putida) E. coli, nebo
mikrodréaniSmy rodu Bacillus, Corynebacterium;fStreptomycesba
Saccnaromyces, Kluyveromyces, Penlc1lllum a Aspergillus. A

Vyhodnym vektorem pro expresi v E. coli je plaszd
PRPA-BCATS. - " |

Druhy krok‘zpﬁsobu’podle pfedkladaneho vynalezu époéivé
v imobili;éci bidLogického materi&lu. tato imobilizace se
§Yhodné brdvede v pfitomnbsti pevné matrice, a umozni ziskat
pevné ééstiCe,vjejichi_velikost,vtva: a mechanicky odpor je
mozné kontrolovat. - Do ddvoluje souéaéné’ pouZiti poly-
1a7et1dlpovaho polymeru nebo jinych 2651tovac1ch c1n1de1

Imoblllzace‘ se mlZe - tykat budto. celych bunék nebo
bunék, 'které byly pefmeablllzovany. Také .se miZe tyxat
enzymového roztoku 'zcela' bez bunék. Enzymy pouzité 'pro
, imobilizaci'jsoulnitrilézy.’ o ‘ ' ‘ ‘
| Zpﬁsob imobilizace spoliva v imobilizaci akti§niho;

.biologického materidlu v pevné matrici, zejména s Casticemi

velikosti od 1 pm do 500 um, vyhodhé.vellkostl od 10 um do
- 200 pm,‘é sice pﬁsobeniﬁ phemického ¢inidla, které reagﬁjé
 _s amanVle(NHz, NH}, 'karboxyrbVYva (COOH),_,hydroxylonmi
(OH), = thiolovymi (Sﬁ) ‘nébo  amidonmi '(CONHZ);/SKQpinami .

blologlckeho materlalu a n051ce (matrice). Takové chemické

c1g1dla také ¢&ini blologlcky materlal a- materlal n051ce- -

~nerozpustDYm~(ihsolubilizuji) ve vpde. lekana hmota je velml
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tvarnad a = umoZfiuje vytvafet = &astice poZadovaného - tvaru

a velikdsti. Sbudrinqst a tvrdost téchto &astic ‘je zvySeha

ususSenim.
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0 az 200 %’,thtnoétQich. Timto - inaktivnim biologickym
-materiélem mohou byt proteiny (albumin hébo'ielatina)xnebo
polysacharidy (chitosan, k-karagen nebo alginat).

Inertni nosic& (matrice)g do bktefého je bioldgicky

materidl vloZen, - Je polymerni a mbzZe ) byt sloZen

2 hydrbfébhich nebo hydrofilnich,'poréznich nebo_neporéznich,
or@anicchh nebo anorgahick?ch Castic. Vhodhy materidl Céastic

je, aniZ by tento vylet vynadlez néjak omezoval, nap?.

iontoménicové 'erSkyficeL oxid hliﬁity, syntetickeé 'oxidy‘

k¥emidité, kfemelina a silikagely, zeolity, dFfevé&né uhli, ve

vodé nerozpustné prbtéiny jako'napf. gluten a polysacharidy

Jjako napf. Skrob. _
‘ ‘Inertni material matrice se miZe pfidat v mnoZstvi 0,01
~az 200 %  hmotnostnich " vzhledem k mnoZstvi ‘biologického

materialu, vvhodné& v mnoZstvi 10 az 100 %.

Chemicka ~ ¢inidla, pouzZitd k odstranéni rozpustnosti

(insolubilizaci) biologického materialu .mohou byt polymery

Biologicky material pro imobilizaci miZe volitelné take

bifunkénich mQLékul, které reaguji S aminqumi (NH,, 'NH), =

karboxylovymi (COOH), hydroxylovymi (OH), thiolovymi (SH)

_mebo _amidovymi (CONH;) funk&nimi skupinami. K té&mto polymertm

pat¥i napf. polymery azetidinu, polyetylenimihu, polyamidu,

a isokyénétu, alginatové -gely, Vgely k—karagenu,_ aminy jako
_napt. hexametylendiémin, aldehydy jako napff'glutéréldehyd,
kaiboxyloyé | kyséliny’ jéko 4‘napf; kyselina adipové
‘a'iéokyahéty. | o o ‘

Imobilizace miZe byt provedena s vyuZitim jedhoho nebo

'Anékolika téchto chemicchh ¢inidel. Chémické ¢inidlo -se prida
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v takové koncentraci, Ze ptedstavuje ‘1 aZ .50%  hmotnostnich

vzhledem k mnoZstvi biologického materidlu a nosné matrice.

[o}

"MnozZstvi odpovidajici 5 aZ.BO % Jje v?hddné, aby se ziskaly
dostateéné pevné Ccéastice, které si udfii vysokou aktivitu

¢ vnit¥ni difnuzi’
S Vnlitrr
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IS o rir~h ne ~11

_ .
a u kterych nejsou prvbler'

DY
Trvani zeSLtovaCLho oSetfeni je mezi 0,5 a 24 hodlnaml
Teplota je prl procesu 1moblllzace vaykle v rozmezi 4

az 65 °C/ vyhodna'je teplota 20 aZ 40 °C. Teplota je pti

procesu imobilizace -velmi =z&visld na stabilité pouZiteho

vblologlckeho materlalu _

| ' Hodnota pH Jje prl procesu imobilizace obvykle v rozmezi

5}-az 11, vyhodné dje pH 6 aZ 10, vyhodn&j3i je smérem

k alkaliékému 1pH. Volba  pH' je také zévislé'.na: rezistenci

vbiologického materiélﬁ a-vhodné pH odbornik snadno urci. '
Vytvoreni blokaLaTyzatoru by mélo umozZnit jeho vyuziti

v libovolném systému, zejmena na pevném loZi. ' ‘_
Jednim ze zplisobll pripravy muze‘byt extruze. Pro tehto

ucel Jjsou biologicky materidl a nosicovy material zesitovany

'prldanlm jednoho nebo nékolika zesitovacich &inidel. Po tomto

. oSetfenl Jje nerozpustna hmota ziskana ‘odstfedénim nebo

vyvloékdvénim (flokulaci) a filtraci. Suéina ve vYéi‘alequﬁ
10% je-thbdou.‘Tato hmota Je potom'extrudovana.'z extrudefu
se Ziskaji‘ tenké vélééky ("vermicelli") ‘vyhodné& s primérem
mezi 0,3 aZz 0,5 mm a délkou mezi 1 az 10 mm. Tyto‘véleéky se

~ pak mohou sféronizovat (upravit na ku;OV}te castlce)' Poté se

J

‘ziskané &astice sudi.

" Dal3im zpusobem - pfipravy. miZe byt obalovani
rozprasSovanim.. PFi tomto zpisobu se Dbiologicky matériél
'smichad s jedn1H1' nebo . nékolika’ chemickYmi : éinidly- . PO

zreagovanl je Smés rozprasovana na n031covy material v podobe

tenke vrstvy, Timto zpusobem se ZlSkajl granule s prumernou

hodnotou praméru mezi 0,1 .éi 0,2 mm. Volltelne se takto
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ziskané Castice mohou ponofit do roztoku reduk&niho &inidla,

-napkt. bbrohydridu sodného, aby se redukovaly iminové funk&ni

skupln/ vytvorene behem 2e51te11

~ ~

C stlce zwskane timto zpusobent jsou dostatecné odolné

mmmmm .' LT e ad . €
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1021 nebo v michaném reaktoru.

. ‘Treti krok - zpusobu podle. predkladaneho vynalezu znamena
pouz;t .1moblllzovany - biologicky material v kolone‘ nebo
v réaktorﬁ. Cilem >tohoto kroku Jje kontinualné& produkovat

amonnou N stl f.‘kyseliny | 2 -hydroxy-4 metylthlomaselne

oz 2—hydrbxy—4—mety1thiobutYronitrllu Kolony nebo reaktory

jsoﬁ naplnény &istym nebo Paredenym roztokem 2~ ~hydroxy-4- .

métylthiobutyronitrilu nebo sm&si ,Obsahujlc; '2—hydroxy—1_

‘ ,metyl—thiobutyronitrii -2 amonnou ‘sl kyseliny 2-hydroxy-4-

metyl- thlomaselne

‘Kolony nebo reaktory jsou vyhodne pouiivény'pfi teploté

mezi 10 aZz 60 °C a hodnote PpH mezi 5 aZ 9.

Prvni systém pouZity pro vyrobu ‘pddle pfedklédaného -

vyndlezu mZe sestavat ze dvou nebo vice kolen navzadjem

spojenych do série :s naplni, Vddného rothku =2—hydroXy—4—

‘ metylthiobutyronittilu na vrcholu prVniho"sloupcé a soulasnd

's doplnovanlm 2-hydroxy-4 metylthlobutyronltrllu do ostatnich

kolon v mnozstVL, které . je omezeno rozpustnostl této

slouéeniny v reak&ni sm&si. Tento systém $é nazyva' stupfiovy

sysfem

se DOUlee ‘Jjedna ko1ona nebo nékolik kolon spogenych navzajem
pdralelne do uzavrenebo okruhu. V tomto sytému se nepretr21te

dodava 2- hydroxy 4- metylthlobutyronltrll do’ okruhu a reaklni

- médium sevnepretrzlte dodava pomoci pumpy, takZe se udrzuje

»konstahthi objem v dkruhuQ Tento systém se nazyva okruhovy. -

Typ rektoru pouz1ty ve zplsobu. podle predkladaného

' vynalezu mizZe byt reaktor s pevnym lozem, fluidnim‘loiem'nebo

v systemu podle drﬁheho provedenl p%gﬁﬁladaneho Vynalezu"u
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s kontinualné& michanym loZem. VYhodhé jsou reaktory s pevnym

loZem, nebot jejich pouZiti zmenduje problémy s odérem, které
mohou - nastatb u 1lmobilizovanych bunéénych Castic. Pokud se

Ufije mikroorganismus jako takovy, pak Jje vyhodné pbuiit

michany reaktor spojeny s ultrafiltraéni jednotkou . pro

kontinu&lni separaci mikroorganismu od poZadovaného produktu.-

Ctvrty stupen, ktery Jje volitelny, spociva v konverzi

amonné soli kyseliny 2—hydroxy~4—metylthioméselné ' na
pfisludnou kyselinu. Tento krok je moZné provest jednlm ze

dvou . zpUsobi: budto elektrodlalyzou pomoci dvou—' nebo.

tfikompartmentového elektrodlalyzacnlho - zafizeni, nebo

zahfivanim  vodného - roztoku 'nasledovanym extrakci typu

kapalina/kapalina.

V zavislosti na pouiité elektrodialyzaéni metodé Jje

mozZné péUZit budto dvou- .. nebo tfikompartmentové

elekLrodlaWyzacnl zafizeni.

~Terminem "kompartment" se rozumi prostor, ktery je mezi -

dvéma membranami, tj.mezi bipoladrni a homopolarni membréanou
nebc "dvéma prilehlymi homopoléarnimi - memebranami. Termin
"burika" v souvislosti s elektrodilyzacnim zafizenim .oznacuje

sadu dvou nebo t¥i kompartmentd. Termin "zasobnik" oznaduje

ﬁtvar'sloZeny z 5 aZz 300 takovych bunék. Elektrodialyzagni
‘zafizehi »(elektrodialyzérﬂ ‘se sklada ze - zésobniku
a samozre]me z anody a katody

Homopolarnl membranyp_ktere ,,,,, Se“mohou vyu21t Ve zpﬁs@bum;wﬁ

podle predkladaneho vynalezu,‘se dell na dve velke skuplny
podle - zpusobu vyroby. /

' Heterogennli-membrény‘ jsbu',VYrbbeny z ilontoménicovych
pryskyfic 'smﬁéhénYch " s pojiVeﬁ v‘jako  je‘l .papf.
polyv1nylchlorld polyetylen apod. Takie se moﬁou’ vytvofit

potazenlm napr tkanlny z polyesteru nebo. polyakrylonltrllu

- "
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Je také moZné uZit homogenni membrény ziskané zavedenim

funkcnich skupin do inertniho nosice chemickym nebo-

radiochemickym roubovanim. Néjéastéji uZivana chemickad metoda
zahrnuje zavedeni funké&nich  skupin do .latexu polymeru

obsahujiciho aromatické kruhy, .jako je nap¥. stven/divinvl-

‘benzen- nebo stryrehybﬁtadien. Takto funkcionalizovany latex

mizZe slouZit k naneseni na tkaninu, - podobné jako

u heterogennich membran. Radiochemicki metoda obecné spociva

v 'tom, Ze se pUsobenim zaFeni roubuje aromatickad sloucenina,

jako napf. -styrén, na inertni nosié jako napf. polyetylénovy

nebo polytetraflporoetylénovy‘list. Funkéni skupiny Jjsou pak

rvneseny na aromatické kruhy stejné jako v chemické metodé.-

"vyhodné sulfonétbvé " skupiny. Aniontové menbrany vyhodné

Il

Kationtové vyménné membrany obsahuji silné kyselé’

ékupinY} vétSinou sulfonatové skupiny/ ‘neboc - slabé kyselé’

skupiny, Casto karboxylové skupiny. Méné Easto obsahuji

'kysélé skupiny jako PO}", HPO, , AsO:*" a SeO; .

- "Aninotové vyménné membrany obsahuji silné Dbazické

skupiny, cCasto kvarterni amoniové skupiny, nebo slabé bazické

skupiny, casto ., aminové skupiny. Z¥idka obsahuji bazické

skupiny - jako - kvarterni fosfoniové 'skupiny~ nebo sulfoniové
skupiny. | '

Ve zplUsobu podle  pfedklédaného vynalezu kationtové

membrany vyhodné obsahuji ~silné kyselé skupiny ‘a z nich

amoniové skupiny.

Bipoldrni menmbrény Jjsou souborem dvou menbran, jedné
kationtové a druhé aniontové.. KdyZ Je takovdto membréna

vystavena . pusobeni vodpovidajiciho. - elektrického ~pole,

solvataéni voda v mézimembranovém prostoru disociuje na ionty '

14

i

H" a OH, které migruji émérem.nke katod& prachodem skrz

kationtovou stranu a smérem k anodé pruchodem skrz aniontovou

.bbsahuji.silnémbaZickéwskupiﬁyp a~z;niéhﬁvyhédné«kvaréernbvnw?ﬁw:
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.strand. membrany. Jako ptiklady takovych ‘membran mohou byt
uvedenyrbipolérni membrany,. které prodavaji firmy Aqualytics,
Touyama Soda nebo FuMaTech o

Anoda eWeKtrodlalyzeru je tvortena 'materiély obvykle
uZivanymi pro elektrodlal zu “iako de népf. graflt nikl nebc
titan pokryty vrstyou 'vzécnYCh kovﬁ"nebo- jejich oxidq,
zejména platinou. Katoda eiektrodialyzéru je také tvofrena:
‘materiély obvykle uZivanymi pro.elektrédiaLYZuvjako je napt.
grafit, merezova ocel nebo nikl‘ ’

Elektrodlalyzer je naplnén vodnym roztokem, ktery se mé
zprécovat Je také nezbytné c1rkulovat roztok anolytu k anode
a roztok katolytu ke katod&. MaZe se také wuZit 'IOZLOk'
'jedlneho‘elektrolytu. Ve zpﬁsébu podle.pfedklédaného vynalezu
~Je okfuh s jedinym elektrdlytem. zceia vpostaéujici. ﬁlohou
elektrolytu Jje zajistit dostate&nou vodivost. VYhodné je_tato—‘
Vodivost'tovna nebo-vétéi‘néi 20 milisieméns na 1 .centimetr -

(mS/cm), aniZ by véak. spodni hraﬁice této hodnoty byla
kritickad pro provadéni zpﬁ§obu podle‘pfedklédaného vynélezu.

PouZity elektrdlyt je ionizovatelné slouéenina Jjako
‘nap¥. sil, kyselina nebo baze. ‘Eléktrolytém .je  vyhodné&
neelektrdaktivﬁi sloﬁéenina' VYhodné'je pou5iti neutrélnich

soli jako jsou sirany, kyselln jako je kysellna sirova nebo

© bazi jako je napt. hvdrox1d sodny.

PouZitad proudovid hustota je obecné v rozmezi od . 0,2 do

nmLf5;kA%m?wamVYhodnévje~Vwrozmezi édv074ed¢=&mkA/m%r”=r¥wﬂ~¥w*f~ﬂ9~“4*~"

Vhodna teplota pro provadéni zplsobu podle_pfédkladaného
Vynélezﬁ fmusi byt v rozsahu rkompatibilhim  %é stabilitou. =
Amembrén VYhodné‘jebipﬁsob pro&édép pfi teploté.v rozmezi od
30 do 60 °C.. | ’ ,, N ‘ |

Elektrodlalyzer mnazZe  pracova§ rﬁanmi ,zpﬁSQby} MazZe
pracovat kpntinuélné,' tJ. roztok kontinuélhé protéka

- zésobnikem, ¢&ili né&kolik stupi@l miZe byt umisténo v sérii,
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- pokud to vyiaduje uroven zpracévéni/ které ma bYt.dosaZeno.
_Elektrodialyzér mizZe také lpracovat davkové, zpracovévany
roztok c1rku1uje.v zasobnlku dokud neni dosazeno pozadovane
Urovné zpravovani. A nakonec miZe elektrodlalyzer pracovat
i v primém orutokovem re21mu S castecnou rec1rkulac1

‘Podle prvni Varlanty p;ovedenl predkladaneho vynalezu

‘disociace amonné soli na- kyselinu 2-hydroxy-4-metylthio-

butanovou . a hydroxid amonny . se uskutédfiuje v elektro-
dialyzacni bunce E bipolérnimi‘ membranami, ktera m& tri

kompartmenty, ]ak je schematlcky znazorneno na obr 1.'

,‘Elektrodlalyzacnl za¥izeni vhodné k proyadenl' zplsobu

Jpodle 'pfédklédanéhd vynalezu se sklada z,rﬁzny;h
'kompartmeﬁtﬁ, VYmeéenYCh | kationfonmi. »membrépami (MC),
bipolérnimi membrénami ‘Oﬁﬂ a aniontonmi n@mbrénami'(MA).
Tyto kompartmentv se d&li na solny kompartmet (S), ze kterého

se .Cerpa sloudenina pro separaci, ba21ckv kompartment (B)

a’ kysellnovy kompartment (A), kde se baze a kyseLlnéb

regenerovane ze SOll koncentrujl _

| Soli amonlaku jscu vneseny do- soinéhc kompartmentu{
Plsobenim elektrického pole amonné ionty migruji smérem ke
katodéd a opoustéji: kompartment . S a \prochézéji skrz
';kationtovou‘ »Vyménnou~ _membranu” '(katlontovou membranu).
a kombiﬂﬁji se s“ionty 'OH— ' Z aniontoe strany blpolarni
meémbrany, kde dochazi 'k disociaci vody: Vllvem ‘eleﬁrlckeho
;,pole,L,W%";$m?wﬁé_“mﬁwm?mgﬁwr;qgu;;wk=ﬂmwﬁmw+fgn,v
Soucasné karboxylatové ionty. (2therxy—4—ﬁetylthio—

butanoat) migruji smérem -k anodg, opoudtdii kompartment

S pruchodem pres aniontOvou”'VYménou‘ membrénu (aniontovou

membranu) . Po pruchodu daldim kompartmentem (A) se protonuji

p¥ebytkem H ionttd z'kationtdvé strany bipolérhi membrany.

T¥i ‘soQSedici, kompartmenty (B), (R) a (S) tvoFi

eléktrodialyzaéni buiku.

e e
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.Q Ve druhe Varlante provedenl podle predkladaného vynalezu

'docha21 k regener;CL "kyseliny 2- hydroxy 4- metylthlobutanove

. v elektrodialyza&ni bufice s bipolarnlml membranami se dvéma

kompartmenty, Jjak jsdu. znézornény Ba obr. 1B. Tyto dva

kompartmenty Jjsou vymezeny katidntonmi membranami a ptripadné
bipolarnimi mgmbranami Tyto kompartmenty tvorl solny/kysell?
novy kompartment(S/A) a bazicky kompartment (B) .

Aanné soli se vnesou do kompartmentu S/A. PﬁSobenim :
elektrického' pole ‘émonné-'ionty migruji sﬁérem ke katodéi
a bpouétéji kompartment‘-S/A a prochézeji<,skré kationtovou
vyménnou membrénu"(kationtovou membranu) a kombinuji. se
HS ionty OH™ z anlontove strany bipoiérni membrany, kde
docha21 k dlsoc1ac1 vody Vllvem elekrlckeho Dole

Soucasné se kompartment S/A okyselu]e .(ac1d1f1kuje)
-v-dﬁSiedku vzniku H' iontdl =z kationtové strany bipolarni’
membrany. Dva 'soUéedici komparﬁmenty ”(B) a (S/A) It&ofi'
 elektrodialyza&ni bufiku. ‘ |
‘Toto uspofadéni méa ‘VYhOdu v nizké ’spotfebé‘ éneréie,
a navic umoznaje ménit po Zadovany pomer sul/kyselLua.

Aby'-elektrodlalyzerv débfe pracoval,‘ mé&la by byt
dostateéﬁé e;ek:ické vodivosf bazického kompartmentu (stejné.
»tak’vjakO»‘kyselinovéhQ _kompartmenfu' v prloade vtfikompart—
mentového 1uspofédéni)> é “je moZné ]1 prlpadne _upravit

podplrnym 'elektrolytem Tedy vodlvost roztoku, hydroxidu‘

"weamonneho“se muze zvySLt prldavkem amonneé.. sollﬁgako Je..napf. o o ...

siran amonny. o o o

Ve 'VYhodné Varianté :pfedklédaného- Vynéieiu se pouZivé.
24hydroxy—4;(metylthio)butanoét amdnny.

Ve thbdném provedeni podle pfedklédgného_Vynélezu_se do
Solnéhp »kompartmeﬁtu - tfikompértmenthé ‘elektrodialyzaéni
bﬁﬁky; vnese .'smés kyseliny 2—hydroxy—4fmetylthidméselné'va

‘Zahydfoxy—4~metylthiobthronitrilu.‘S&l se disociuje jak bylo
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uvedeno vy3e na- 2—hydroxy;4—metvlthiobutyrét a migruje-
sﬁérem k anodé, kde konvertuje na kysellnu 2-hydroxy- 4- metyl-
thioméselnou, amonne “ionty mlgrujl sm&rem ke katode, kde se
B premenujl na hydrox1d amonny, a v solnem kompartmentu zlistava
voda a nenremenenv 2 hydroxy-4- metylthlobutyronltrll,'bktéry
Jje recyklovan v hydrolyzacéni koloné. ' |
Pomoci tepélné metody je. kyselina pfeménéna tim, Ze sé
posune rovnovéhai»mezi' amonﬁou Sbli a . Volnbu kyéelinou
zahfétim Vanéhbﬁ roztoku _obohacéného HMTBS a ,odstranéﬁim
uvolﬁovéného_";hydrOXidu amonného. Tbho lze- dbséhnoutj
zahfivénim' ve vakuu  nebo. pfi ,afmosféfickém " tlaku budto.
s anebo béz vytésﬁovénif Pouiiti CO3 pod tlakem je vyhodne
k usﬁadnéni' posunu rovnovahy. Smés ,HMTBS “a HMTB se ZlSka

s mnoZstvim 5 az 99 ° 3 HMTBA,’Vyhodne s 10 aZ 50 % HMTBA

vzhledem Kk celkovemu 'souétu mnoistvi HMTBA a HMTBS.

.‘VlSkOtha techto roztoku. je mezi, 1200 a 30 mm?s™t (1200 ai ,

30 cSt) a vyhodné mezi 2OO a 50 mm?s™ (200 aZ 50 cSt) pri
25 °cC. | P L

Castené s vodou misitelného nebo s vodou ~ nemisitelného

Vodné roztoky se mqhou,rozloiit extrakci kyseliny pomoci

.rbzpouétédla © Existuje velky pOéét Afozpoﬁétédel pfo tento . -

7 ﬁéel. Vyhodnym rozpoustedlem jsou Cs az Cs ketony (obsahujiéi'
‘5 aZz '8 atoml uhllku), zvlaste metyllsobutylketon,'etery jako
napt., isopropvlétér/ alkoholy jako napr lsopropanol estery,
Q=terc1aln1ram1ny"3ako naprﬂ.trloktylamln Vyhodna rozpoustedla_
| ve zpusobu podle predkladaneho vvnalezu jsou aceton, MIBK,
iSopropanol, lsopropylacetat, isobutyléter nebo propyléter,
‘THEF nebo trloktylamln Pdmér-vodné.féie k brganické fazi neni
l'krltlcky Avsak z hlediska uc1nnost1 by nemél byt n1251 nez-
mlnlmalnl pomer 1: l a z hledlska flnancnl vyhodnostl by nemel
presahnout pomer_l,B Vyhodny podle predkladaneho vynalezu je

. pomér lfl,S\aZil:Z. o _ . =
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Extrakci Jje moZné provédét ‘kontinudlné nebo davkové,

jakymkoliv technologlckym ext;akénim postupém v typu

kapalina/kapalina. Kaskadova ' nebo protiproudové
michaci/dekanta&ni  zatizeni, odstfedivé_”’ektraktory nebo
naplfiové &i patrové kolony jsou pfiklady vhodnych zafizeni.

Vodny ' roztok zbaveny volné kyseliny se miZe znovu

”ipraéovévat, tolikrat kolikrat je pdtfeba,’dokud se nedoséahne

- Uplného odstranénivhydroxidu amonného, pokud je to Zadoucl.

Organicka féze se zpfacovévé tak, aby"se izolovaia
HTMBS. To .se provadi vyhodné odparenlm rozpbustedla.‘nebo
extrakci horkou vodou. Aby se zabranﬂlo prlpadnemu poskozenl
HMTBA, oéetfeni‘horkbu Vodou se miZe za pomoc1_vakua udrZzet

tak nizko jak je to jen moZné.

'~V obou téchto zplsobech disociace amonné soli wvznika

vodny roztok hydroxidu‘amonného. Ten se mlZe zpracova» tak,

hydroxidu amonného v jednom nebo né&kolika stupnich s tlakem
nebo bez tlaku je vyhodna. Pfedbéiny vytésfovaci stupen by

mohl* byt vvhodny. Koncentrovany roztok hydroxidu amonného se

miZe vracet pro syntézu' kyseliny kaynovodikové, 'ktéré je

soucdsti syntézy 2-hydroxy-4- metylthlobutyronltrllu
V patém stupnl se koncentruje vodny ‘roztok HMTBS a/nebo
volné kysellny.>To se vyhodné& provadi odparenlm vody

pPredmétem vynalezu je také vyrobni zafizeni pro

sprovédéniT”tzpﬁsobu.fépodie; pfedklédanéhoam vynalezu.. Takové _

zatizeni Je schematlcky zndzornd&no na obr. 2 a sklada.s

- aby se hydroxid amonny koncentroval. Destllace a koncentrace

z pfivodﬁ 1l a g, urc¢enych pro vnéaseni MTPA kyanhydrlnu a vody '

do reaktoru 3. - Reaktor 3 ma fixni»loie S recirkulaCL, ktere‘

je naplnéno lmoblllzovanyml enzymy nebo bakterlalnlml kmeny
Cast roztoku se odvadi z reaktoru 3 do koncoveho reaktoru 4.

quncovac1 reaktor 4 je opét typ s pevnym lozem

s .imobilizovanymi- enzymy  nebo  bakterialnimi kmeny .
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Koncentrovany roztok HMTBS se 21skava na vystupu z reaktoru 4

‘prostrednlctVLm vytoku S.

Koncentrovany roztok HMTBS Jje mozné dale zpracovat dvema
zcéla-odllsnyml zpusoby v zavislosti na poZadovaném koneclném

pro@uktuﬂ o B /

Pokud Jje poZadavkem ziskat produkt .obsahujici Vysoky

podil HMTBS, pak je produkt z vytoku E veden do odpafovace 6,

"ktery umoZiiuje- koncentrovat" produkt a pak je na vytbku 8

ziskan koncentrovany roztok obsahujlc1 zejména HMTBS a malé

mnozstVL volne kyseliny. Prebytecna voda a take frakce

Vhydrox1du amonneho jsou odvadény vvtoxem 7.

Pokud se’ pozaduje ziskat produkt obsahujlc1 vysoky podll

Vo Wn

(D

ky5611hv, koncentrovany roztok HMTBS }z vvtoku 5 je

-veden do blpolarniho dialyzac¢niho systému 9. V tomto systému

jé do vE&t3i &i men3i miry hydroxid amonny oddélen»od kyseliny .

elektrodialyzou. Smé&s zbavend amoniaku se pak ziska na vytoku

11 a pak se koncentruje odpafovaCem 12, -aby se  ziskal
koncentrovany .roztok obsahujici pfédevéim . volnou kyéelinu
a jﬁn'"elmi maélo nebo vibec Zédnou HMTBS. Roztok obohaceny

hydrOXLdem amonnym se odvadl vytokem 10. Hydroxid amonny se

pak ziska- vytesnenlm v 15. Vytekajlc1 hydrox1d amonny se muZe

‘Koncentrovany roztok hydroxidu amonného se pak muZe vracet

pro syntézu HCN .

.SWYQ 5Nasledujici_;pfikLadymmpfedklédanéth;yynélegummslguii

k ilustraci vYnélezu)aniZ by ho jakkoliv omezovaly.

‘koncentrovat» destilaci v 16, voda se pak ziskava v 18.°
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Priklady provedeni vynalezu

4

‘Priklad 1

Purifikace a sekvencovani N-konce nitrilééy ‘
Nitriléza byla' 'purifikovéna ve»riétyfech stupnich.
Souhrnny prehled purifikace je uveden v tabulce 1.
@ "Bufiky Alcaligenes faecalis byly kultivovany 24 hodin ve’
30 °C v minimalnim médiu v prltomnostl benzonitrilu
(0,5 g/l). Po odstfedéniikultury byl pelet prenesen -do pufru
‘TG (25mM Trls HC1l, - 10 % ‘(hmot}/objemj glycerol, pH . 7,5) (
a‘bunecna‘suspenze byla oSetfena ultrazvukem,xaby se ziskal -
hruby extrakt. Hrubv extrakt’ byl pak o%et¥fen siranem amonnym
az do f30 % saturace. lekana srazenyna se resuspendovala
v. pufru TG a pak dialyzovala proti 2 litfﬁm stejného pufru
 pfes noc; Ziskany”roitok'se pak'naneél_iohtoméniéovou koLonu
Q SAepharoée -Fast'AElow HR 26/10. pfedem ekvilibrovanou TG
‘ pufrem. Nitriladza pak byla eluovana pomoci gradiéntu'NaCL‘od B
d‘ do 1 M. ‘Fr2k¢e> obsahujici aktivitu - byly smichéany
a.koncentrace siranu amonného byla- upravena na 1 M. sztok
byl pak nanesen na hydrofobni interakcni kolonu fen?lsefarOZJ
HR5/5 pfedent ekvilibrovanou TG " pufrem S prldavkem
. . 1M j(NHJQSO4; Aktivita bylé ‘elroéha vgradieptem siranu
amonného od 1 M .do 0 M. o N ‘
s e i mam e e MO lekUlova, - hmotnost. protelnu byla ;jggﬁqyagagwggigzggwﬂv

-flltraCL'a byla urcena na asi 260 kDa. Na' gelu SDS—PAGE byl

' pozorovan jediny péas velikosti 43 kDa (95% . c1stota) Jedna se.
tedv pravdepodobne 0 proteln se strukturou aoe, kde hmotnost“ ‘

o je 43 kDa.
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Tabulka 1 |
. Souhrnny" prehled purlflkace nltrllazy
_ Celkovy Celkbvé .| Specifickd |vytézek |Purifik.
Frakce o proFein. aktivita |aktivita - proteinu |faktor
L (mg) (umol/h) | (umol/h.mg) | (%) o
. Cele bunky . | 955 | 4300 4,5 | 100 1
hruby extrakt 2400
- siraniamonny - | -850
QHSL 26/10 3 360 120 0,3 | 27
MonoO HR 5/5 | 1,5 240 160 0,15, 35
. Irenylsefaroza T | 120 110 0,1 24

7,0, 30 °c.

Priklad. 2

\
[

@

'vykazujl 35 aZ 57% 1dentlbu ve 14 zbytcich.

Klonovéani nitrilazy z Alcaligénés faecaiis ATCC8750

faecalls IM3 (Kobayashi_et.al., Proc. Natl. Acad.

Pavodce se p:otbv

Sekvence NH,-konce nitriladzy =z pfikladu 1

.Pbdminky: Koncehtrqce nitrilu .50 M, fosfatovy pufr lOOmM:pH

vykazuje

- Uplnou ideﬁtituhse sekvenci N-konce nitrilazy z Alcaligenes

Sci. USA

90: 247- 251, 1993), pEigemz N- koncé pakterialnich nitrilaz

. domnivé,"”ie hitrllaza,: podle . predkladaného"'vynélezu
=$m#m=$“=_§u}ifikovan£;imkmene ATCC 8750 je=§”d55ﬁ1=f=fﬁ%f3?6ﬁﬁ"6"§§11

Kobayashl et al ’ | o
Klonovac1 »strategie Zahrnovala"amplifikaci genuvAprd

tuto nltrllazu pomoci polymerazove retezove reakce,(PCR)‘na
genomove DNA kmene . ATCC8750 ‘pomoci: dvou ollgonukleotldovych
prlmeru odvozenych na zaklade sekvence, kterou publlkovall

. Kobayashl et al

\

B A O D S T St e e L vy e i
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Oligonukleotidové primery byly syntetizpovény tak, Ze
jeden‘hybridizbval s 5" -koncen a'druhy s 3’—koncem‘sekvence,

'kterdp'publikovalixKobayashi et al.

5° (PCRAF1) : CCGGGATTCATATGCAGACAAGAAAAATCGTCC (Sek id. &. 1)
3’ (PCRAF2): TCCTTCTGCGTCCCCGATCCCGCAT (Sekvence id. &. 2)

Prlmer PCRAFl obsahuje 12 nukleotldu na 5° —konCL, které
umoznlly vnesenl restrlkcnlho mlsta pro enzymy EcoRI &a Ndel
',prot; smeru (normalnl transkrlpce) od pocatecnlho kodonu ATG:
'.Primer‘PCRAFZ umoinil‘vneéeni restrikéniho mista'pro enzym
. BamHI. Génomové»DNA Alcaligenes fatcalis kmene ATGC8750>byla
extrahovana postuoem s pouZitim CTAB, ktérv Dublikovai Asubel
et al., \Current Protocols - in Molecular 'Biology;' John .
Wlliey & Sons, Inc., 2.4.1‘; 2.4.5). 100 ng DNA bylo pouZito
pro PCR. Aby se ﬁénila Speéifiénost reakce) byly téstovény
rtizné koncentrace MgCly dié AsUbela et al. v celkovém objemu
reakce 100 gl‘a s.2 5 jednotkami‘Taq DNA polymerézy (Perkin
Elmér).'Dvé‘daléi<reakce PCR Dbyly provedeny s 1,5 mM WéClz
a 5% DMSO nebo 5% formgmldem. Termocykler Perkin Elmer 9600
byl naprOgramovén‘proinésledujlcl posloupnosti: 'S mlnut 95°¢C, A
"pak 30 éyklﬁ (3¢ sekund 95 °C, 30 sekund 55 °C, 45 sekund .7'2 ,
Coe : °C)’ a nakonec 4 minuty 72 °C. Produkty amplifikaéé’ byly

analyzovany elektroforézou na 0,8% agarézovém. gelu. Hlavni

byl ampllflkovan, ve vSech reakcich,: _ale 's nejvet51
specifi¢nosti v reakci s 11,5 mM 'Mgciz.é.'S%. DMSO. Reakéni
produkt ZLSkanyvV~téchto podminkéch byl.péneChén'pro‘daléi
kroky. Vzorek Dbylo oéetféﬁ'A proteinézdﬁ - K, extrahovan
fenolem/chloroforn&nl a. pak prec1p1tovan etanolem Pelét‘byl
resuspendovan a 1nkubovan»2‘hod1ny ve 37 C se 40 jednotkaml

epZymu"EcoRI a 40 jednotkami enzymu"BamHI. Po. rozdéleni

ww%m1fpésﬁ<jehoz vellkost odeVLdala ocekavane velikosti - 1,15, KD e
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elektroforézou na 0,7% agardzovém gelu byl vyriznut pas

:velikosti 1/15'kb a extrahovan. TakZe DNA. mohla byt kxlonovana-

do vektoru pBSK (StrataQeneJ La Jolla, USA) otevfeného pomoci
EcoRIFBamHi“obvyklym'zpﬁsobem. 5 ﬁeZévilechvklonﬁ nazvanych
pRPA-BCAT 1 az 5 byle'pak analyzoyéno enzymetickYm éfépenim
plazmidu enzymy,NdeI, EcoRI, BamHI, BspMi a BglII (viz obr;

3). Ziskany vzorec odpovidal teoretickému restrikénimu vzorci.

plazmidu ziskaného stejnym zpUsobem se sekvenci, kterou

publikovali Kobayashi et al. Kmen XL1Blue (pRPA-BCAT3) byl

uloZen v Holandské sbirce mikrodrganisml Centraalbureau Voor’

'Schimmelcultures (CBS) pod cislem CBS 998-96.
pFiklad 3
_Sekvencovéﬁi. fragmentu. 1130 Dbp obsahujiciho.'DNA ‘kédﬁjici

-polypeptld S nltrllazovou aktivitou

Inzert klonovany do plazmidu pRPA- BCAT3 byl sekvencovan

firmou Genome Expres S.A. (Grenoble, Francie)z 'DNA pfipravené

v laboratcofi minipreparaci (pomoci soupravy Wizard mini-prep,
Promega) - Strategie ‘sekvencovani ‘tohoto fragmentu,
provedeného obvyklym zplsobem odbornikovi znédmym, -Jje

znazornena na obr. 4. Deset" Vnitfnich oligbnukleotidovah

upere:u'(oznacenych c1sly 623 az 629 a 681 aZ 682 na obr. 4) 

bylo. . syntetizovéano na zaklade. sekvence nltrllazv

- 2- Alca7igenes' faecalis JMB_"(Kobayashi ~.zal.) .. Tato. .sada_

prlmeru byla doplnena univerzalnimi primery "reverse" a "M12

forward". Kazdy usek byl sekvencovan ne]mene jednou na kazdem o

 fetézci DNA. |

lekana _'DNA,: sekvence vykazuje dve odlidnosti ve

_ srovnanl‘ s publlkovanou :éekvenei:: jedﬁa% odliSnost: Jje ve
.stfuktufe,.které je‘pfedpoklédanYm terminetoremftfanskripce,

a druhd je' v nitrildzovém genu, - zvaném nitB, . a sice
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substituce Asn?’® — Asp. tyto dva useky byly znovu

‘ sekvencovény v ‘laboratofi na—plazmidech pRPAfBCATl, 2, 4 a5
se dvéma spec1f1ckym1 prlmery 710 a 682 (viz bbr. 4) . Zaména
C > T v p021c1 1412 {ve smyslu c1510van1 genu »jakl ho

likbvali Kcbayashi et al.) wv.dseku termindtoru byla

naleiena ve véech_klonegh. Je to tedy'mutaceﬂ které-odliéuje

dva kmeﬁy Alcaligenes faecalis . Zéméﬁa A —> G vV pozici 1138

je pPitomna pouze v plazmidu pRPA-BCAT3. Jde tedy o m@taéi

vnesenou Taqg DNA polymerézod,v,pfﬁbéhu PCR.
Priklad 4

Expreée nitrilazy v E;léoli BL21 -(DE3) o ' o
Pro potvrzeni identifikacé klonované sekvence DNA

sLnitfiléZOVYm vgenem, byl gen nitB umistén pod Ikontrolu
genovéhO'promotomi ®10 faga T7,(PI7)»hésledujicim.postupem;
Inzerty' NdeI-BamHI velikosti 1,13 kb Z'plazmidﬁ_ pRPA—BbAT3

a pRPA BCATA by7v klonovany do vektoru pXL2432, éimi vznikly
vektory pRPA-BCAT12 a pRPA- BCAT13 znazornéné na obr. 5.
Rodicovsky vektor pXL2432‘ je hybrld useku plazmidu pET9.
(Stﬁdier'et al., Methods in Eniymol. 185:,60—89( 1990) mezi
misty Accl a EcoRI,'ktery,obSéhﬁje replikacéni po&éatek (ORI)

a sélektovatelny marker 'kédujici rezistenci = ke kanamycinu
(Kah), a ﬁséku mezi mnisty vEcoRI  a Accl plazmidu pETlla "
“(Novagen “IndT, TMadison, "W, USE),” KtSEy "obsaniije’ Expre¥hiT
’ kazetu, . fepreserpvy<'gen lacl a 'gén ‘regulujici pocet kopii
 ROP. L | | |

_ KuItivacé ' bakterii byla‘v provédéna v<viindukénich
\podmlnkach Kmen (Novagen Inc Madison, WI, USA).obsahujici
iplazmld pRPA- BCAT12, kmen BL21(DE3>, obsahujigi-:plazmid'
 pRPA-BCAT13 a také kmen BL21(DE3) ébsahﬁjici plaimid pXL24321.
: byly kultlvovany 16 hodln v - médiu LB prl 37 °C (Milief, 1972,’

T S e TR T D T N e N e e
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Experiments in Molecular Genetics, Cold Sprongfvharbor'

Laboratory, Cold: Spring Harbor, N.Y.) obsahﬁjicim 50 ug/ml
kanamyﬁlnu a pak bylo inokulovano stejne médium 1/100 objemu

pfi stejné teplot Kdyz kultury dosahly ODgoo mezi 0,5 a 1,

G);

Hf* déﬁ IPT ve vv’:y sledné l T koncentraci. Po daléi
6hodlnove kultiVacivbyly bakterie odebrany. Stejny postup byl
aplikovan pfi kultivaci kmenu BL21(DE3) obsahujiciho plézmidy

PRPA-BCAT12 a pXL2231, kmenu BL21(DE3) obsahujiciho plazmidy

plazmidy pxL2432 a pXL2231 s tim, Ze byl do kultiva&niho

média pfidan tetracyklin v“mnontvi' 12 pg/ml. Plazmid

pfihladka FR 90/05185 z 24. 04. 1990) patfi do inkompatibilni

§kupiﬁy IncP a Jje proto kompagibilni s plazmidy -pRPA-BCAT1Z

a pRPA-BCAT13, kterad maji replika&ni po&atek plazmidu ColEL.

Jeho vSelektovatelnyﬁk.markerent je rezistenbe k tetracyklinu

a nese fragment EcoRI—HindIII velikosti 2,2 kb obsahujici

geny GrokES a GroEL kédujici molekulédrni chaperony E. coli

(Fayet et ‘al., 1986, Mol. Gen. Genet. 202,: 435-445). Exprese

'_pRPA—BCATlB a pXL223l, a takéb kmenu- BL21 (DE3) obsahujiciho.

nitrilézy byly analyzovana na 10 % SDA-PA gelulv hrubé frakci

po - sonikaci ‘bunék | anebo po ‘odstfedéni - v peletu

arsupernatantu.'VYSledky jéou'znézornény na obr. 6 a ukazuji -

Uroven exprese 'nitrilézy (nitB) v extraktech bunék, Ve

ktechh alespoil jeden plazmid bbsahuje'inzert s nitB, avdak

proteintien ¥ podstate v nerozpustne forme dEKo 11V pEitomonst ™

plazmldu pXL2231 umozZnuje ZVYSlt rozpustnou frakc1 nitrilazy.
Obr . 6">znazornuje ukazuje_ vysledek -na gelu, kde M
pfedstévuje molekuiovy ‘marker S‘Vellkostmlv uvedenymi v kDa

a jednotllve drahy jsou

- A, DagaG predstavujl hrubé frakce BLZl(DEB)’+pRPArBCAT12 ,

BL21 (DE3) + pRPA-BCAT13 a BL21 (DE3) + XL2432,

pXL2231, ktery je odvozeny z vektoru pXL1635 (viz patentova, -
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- B, E a H predstavuji supernatanty ziskané zé stejnych
kmeni, ' ' |
- _C; F a I'pfedStgvuji pelety ziskéné'ze stejnych kmenﬁ,,
. J, N a Q jsou hrubé frakce ziskané z BL21(DE3) + pXL2231 +
1(DE3) + pXL223

32,

AN
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CAT1Zz, BL
23

31 + XL2

>

- K, O 2 R jsou supernatanty ziskané ze stejnych kment a

- L, Pas jsod pelety ziskané ze stejnych kment.

Kmen BL21 (DE3) /pRPA-BCAT12 + pXL2231 byl nazvan
' RPA-BIOCAT126, kmen BL21(DE3)/pRPA—BCAT13 + pXL2231 byl’
;f nazvan RPA-BIOCAT127. - Aktivita - ﬁitrilézy v kulturéach.
| RPA-BTOCAT126 RPA-BIOCATI27 a v kultuFe RPA-BIOCAT66, .Kterd
odpovidala BLZl(DE3)/pXL2432, bylé ' stanovena nésledujicim
zpusobem. Bakterie byly kultivovény stejné, Jjak bylo popséno
v pfedchozim,fextu, aZ na to, Ze byl zmé&nén Celkévy objem
kultury (50 ml) a stlédné koncentrace IPTG (O,l‘mM)} Kﬁltury;
byly odsqfedéhy a. pak ©pelet nasat dd 10 ml lOOmM
.kaliumfosfatového pufru pH, 7,0. Hydrolyza ‘HMTBN " byla
provedenaus SQO pul.  této suspenze, ktera se pfidala.kJSOO"plf
ZOomeroztoku HMTBN pH 7,0.4Kinetika’hydr0192y.byly ziskana
‘smichédnim 100 pl této‘smési S 9dO'ul 0,1N kyseliny fosforecné
v pravidelnych intervalech od 1 do 4 hodin. MnoZstvi vzniklé
mMT32 bylo_snalyzovano pomoct EPLC jak je popsno v patentove

pfihlasce USA &. 98/809 184. Vysledky jsou uvedeny v tab. 2.
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Tab. 2. : R ' _ ‘

‘Aktivity kmenll RPA-BIOCAT66, RPA-BIOCAT126 a RPA-BIOCAT127

pfipraven plazmid . pXL2391 ligaci

RPA- Médium Aktivita |

Indukce - Doba ) OD550
BIOCAT | kultivace (U)
66 LB Knm 0,1 mM IPTG 24 hodin 2,5 0
126 |LB Km Tc | 0,1 mM IPTG | 24 hodin 2,4 | 15
127 | LB Kn Tc | 0,1 mM IPTG | 24 hodin | 1,9 T 10

Zkratky: Km: kanamycin 50 pg/ml,” Tc: 'tetracyklin 12 ug/ml, 
U: kg HMTBA vytvoFené za 1 hodinu na'lfkg suché hmotnosti

‘ Pro '.z§956ni rozpustnosti  exprimovaného polypeptidu
nitrilazy byl zkonstruovan plazmid pRPA-BCAT37. Nejdfive byl
fragmentu -EcoRI-Pvull’

velikosti 5,9 kb z plazmidu‘pDSK5l9 (Keeﬁ et al., 1988, Gene .

.70 191-197) oéetfeného_ polymerézbu Klenowa s ffagmentem

HindIIL Velikosti 2056 Dbp 2z plazmidu pHP45QSp. (PrehtkL
a Krisch, 1984, Gene '29:. 303-313) oSetreného 'nukléézog
z fazolu (Phaseolus'Aﬁreus). PlgzmidprL2391‘byl‘pak étépen
enzymy Smal a Sacl a byl do ného vloZen inzert velikosﬁi\:
2,3 kb,ﬁesouci-OperOn'GroESL‘Z plazmidu.pXL2231‘naétépeného““

HindIII a o3tFeného Klenowem a.pék Stépeného SacI.‘Plazmid

 pRPA-BCAT37 je tedy derivétemn plazmidu RSF1010 s vy3%im .

‘Zislem poitu kopii ne# plazmid pXL2231 a - kompatibilni

s plazmidy nesoucimi .= polatek
. ! N

colEl - a- 'rezistenci ke

streptomycinu, jako marker. tento plazmid byl vloZen do kmenu

BL21 (DE3) /pRPA-BCAT12, . &im? ' vznikl .kmen RPA-BIOCAT171.

Aktiviﬁa,'uvedené-v tab. 3, byla mé&fena na kultufe obdobné

.tomﬁ,rco'jii_bqu‘popséno s tim rozdilem, Ze tétfacyklin‘byl

nahrazén\streptomycinem vaOncehtraci 100 pg/ml.~

N
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Tab. 3 |
Aktivita’kmenu RPA-BIOCAT171
RPA- Médium . Indukce. "~ Dcba ODseo Aktivita
BIOCAT o o kultivace [ | (U
171 LB Km Sm O/l mM IPTG 24 hodin 3,2 ' <14

Zkratky: Km: kanamycin SO«ug/ml - Sm: streptomvc1n lOO ug/ml

- U: kg HMTBA vytvorene za 1 hodlnu na 1 kg suché hmotnosti

P¥iklad 5
Exprese nitrilézy v . bufikdch E. coli DHS5a

Pro tento a l<‘byl zkonstruovén plazmid- pRDA—DCnTO

'm

klonovanlm. fragmentu Scal-NdeI velikosti 0,6 kb =z pXL2158

ObSahUlelhO promotor Ptrp a vazebné mlsto pro rlbozom RBScII

(Levy-Schill et al., 1995, Gene 161: 15- 20).-do plazmldu'

pBCAT3 (viz obr. 3). Exprese bylo-dosaieno v bakteriich‘kmen

DH5a obsahujlc1ch plazmld pRPA—BCAT6 a/nebo plazmid pXL2035

(Levy-Schill "et al.) nasledujlc1m postupem Prekultura bylai

inkubovéna 16 hodin ve 37 °C v medlu M9 s glukdzou ((Miller,

1972/‘Experiments_in Molecular Genetlcs, Cold Sprlng‘Harbor

kaseinovych éminokyselinﬁ\'IOO»_ug/ml ;tryptofanu. a 100 pg/ml
karbehicilinﬁ: "Pro . kmeny obsahujici’ pXL2035 byl pfidén

kanamycin v mnoZstvi 50 ng/l,'Exprese se- zaCala projevovat po

Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.) ' obsahujicim  0,4%

’nafedéni saturované kﬁltury '1/100 stejnym médiem ale bez.

tryptofanu pfi inkubaci 8 aZ 16 hodin ve 37 °C.
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‘Analyza - SDS-PAGE extraktd z riiznych kmen - byla
provedené stejné jak bYlo,popséno v pfedchQZimvpfikladu a je

5

,znazorneno ne obr. 7.

Na obr 7 M‘ﬁfeds avuje molekulovy marker s vellkostmL'

&édenﬁmi v kDa a jedﬂ_tllve drahv jsour
- L, I, F a C predstavujl hrube frakce DHSo+pRPA-
BCAT/3,/6,/6 + pXL2035, RPA-BIOCATT6, '

- K, HE, a B predstavuji supernatanty‘ziskané ze -stejnych’

-kmena a L
J G, D a A predstavujl pelety ZlSkane ze stejnych kment.
R Plazmld _ pPRPA+BCAT6 umozZnil - ziskat malé mnoZstvi
. pEevainé nerozpustného' polypeptidu ,velikosti' 43 kDa .
Koexprese GroE z plazmidu - pXL2035 sniZila éxpreéi, ‘ale po

tfech nésledﬁ?éh subkulturéCh~kmenu'DHSa(pRPA—BCAT6+pXL203S)

se Vybrany kmeﬂ RPA-BIOCAT76 vratil k plvodni hodnotée expresef

'polypeptidu'nitrilézy,_ktery byl praktlcky zcela rozpustny
Testy akt1v1ty byly. provedeny stejnym zplisobem jaky byl jiz
‘popsan v predchozim p;;kladg a Jejlch vysledky jsou uvedeny

v . tab. 4.

Tab. 4.

P

U Aktivita kmenfl DH5ct (pPRPA-BCAT3), DHS5oL(pRPA-BCATE), ' DHSe: (pDRPA-"

BCAT6+ pXL2035) a RPA—BIOCAT76

=h sprem nite ST MESSEm e M SR S SRt s oty TrpE 1 G TRET el = - P —— s [ ——

‘Kmen B : Medlum o Doba | ODgso | Bktivita
' | ' ' kultiVace_v (U)
DHSa(pRPA—BCATs)v't' . 5 cb | 24 hodin 4_ v_ 0
‘ DHSa(pRPA-BCAT6). ". v M9 Cb 24 hodin. | . 4 | ‘0,6’
DHSOL(pRPA«BCAT6+ px12035) | M9 cb Km 24 hodin 3 » 1,6
.‘RPArBIOCAT76 o T ,za' M9‘Cb’Kﬁrﬁ,f‘24 hodin 3,8 5
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Zkratky Km; kanamyc1n 50 ug/ml Cb: karbenyCLlln 100 ug/ml
U: kg HMTBA vytvorene za 1 hodlnu na 1. kg suche hmotnostl

Tato data Ukazﬁji, ze kbexprésé GroE “ﬁmbéﬁujel zvyéit 

expresi n1f‘1"1]7—17\7 a Ze konvendni Qo]ol(hcz kmen

2
% |- ! 4 sl LlicdlY a4 LT AOLLVZIILILL STl T AT ile \ il Y

_ subkulturach také pfispiva ke zvySeni aktivity rekombiﬁant{
. . Priklad 6

Expresejnitriléiy'v Pseudomonas putida a_AlCaligenesvféecalis: ‘
' Expresni Systémﬁ popsény v pEikladu 5 byl‘ pouZzit pro .
. pfipravu’ Qitriié;y"v Pseudomonas pﬁtidaa a Alcaiigeneé‘ﬁ
| faecélis#ﬁffagment4NdeI—XbaI velikosti 1,14 kb z pRPA—BCATG'
;obsahujici ‘gen -nitB byl vloZen do mist NdeI-Xbal vektoru
pXL1989 vektor pXL1289 Je derlvat pKT230 (Bagdasarian_-et
al., 1981 gene. 15.’ 2377247) nesouci multihostiteléky
 feplikaéni' ‘pocéatek (oriV) pro Gram- negatlvnl - bakterie
a obsahujici fragment EcoRI- NdeI velikosti 120 bp nesouC”‘
Ptrp promotor a RBSCIL z pXLaad'(batta et'aL L930 DNA And
-CEll Biol.9: :129-137) a inzert ‘Ndel- XbaI kodujlc1 gen .CobA
(Crouzet et ai. 1990, J. Bacterlol._l72, 5968—5979)‘a inzert
- Xbal-bamHI obsahujici terminétér TrrmBl;z, pXL534  (Latta -
« et aii;-1990(_DNA And Cell Biol.9: 129-137). Ziskanj»p}azmid'
v vprPA;BCATl4 - Jje -tédy fderivétenﬁ pKT230 : obsahﬁjicim  'gen
-vvmwé?afeziéteﬁcem“ke kanamyc1nu=h(Kan) a—*—gen=-nltB'—'-'pod——kont1:ol‘ou-=’--=h e
Ptrp RBSCII (viz, obr 8). , }
s prubehu vnadeni plazmlmi do E .colli kmene DHSa\byl
seléktovan Speleley klon, ktery exprlmuje nltrllazu, jejlz
molekulova hmotnost na SDS-PA gelu byla 44 kDa mlsto 43 kDa..
‘Plazmid neseny,tlmto klonem prltom vykazuje stejny-;estrlkcnlg
-Vzofec- jako‘_ﬁlazmid pRPA—BCATl4 ‘a byl ﬁrotd naéVéh PRPA-
;BCAT24;‘ Nakoneé by1v'qunstrQOVén-;jeéLéi plézmid"pRPA—BCATZB'

.o
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~ stejnym épﬁsobem jako plazmid pRPA-BCAT14 a? na nésledujici
imodifikace:'Fragment Stul-BsmI velikosti 136. bp z pRPA-BCAT6
byl nahrazen fragmentem StuI—BémI z PRPA-BCAT4. Plazmid pRPA-
BCAT23 proto" exprlmuje nitrilazu nitB se zbytkem Asn v p021c1 N
.279 - : ' ' »

Plazmidy  pRPA-BCATI4, 23 - a 24 byly = vneseny.
elektroporadi do Pseudoménas putida kmene G2081. Kmen G2081
je odvozen fqd kmene - KT2440 (Bagdaéarian a Timmis 1981,
v Hofschneid a Goebel, Topics in Microbiology andvamﬁnology,
47, Springér Vetlag,vBerlin)'selekcifna spontanni rezistenci
ke kyseliné nalidixové a rifampycinu; Vektor pKT230 byl uZit
jako kontrolni plazmid. o _ B o o ~ . . -

Plazﬁidy pR?A—BCATl4, pRPD BCAT23, 'pRP-.BCAT24 a pKT230
‘pak byla extrahovény z kmenf Pseudomonas,putlda, aby mohly
byt znovu vneseny do kmene ATCC8750' Alcaligenes faecalis
(= RPA-BIOCAT1).  Kmeny 62081(pRPAABCAf14>(' Gzoal(pRPAQ
: BCAT23),'G2081(pRPA~BCAT24% a Gz081 kaT230) byly spole&né
s kmeny RPA~BIOCATl(pRPA4BCATl4) RPA—BIOCATl(pRDA-BCAT23)
'G2081 (pRPA-BCAT24) a G208;(pﬁx230) kﬁitivovénv pfes noc pfi
30 °C v LB médiu obsahujlc1m 50 mg/l kanamyClnu Prekultury
byly nafedény. 1/100 do ‘nového medla M9 . oosahujlc1ho 50 mg/l
kanamyCLnu a- lnkuoovany 20 hodin p¥i 30°C.
Exprese nltrllazy byla hodnocena na SDS-PA gelu v hrubé
frakci po sonikaci bunek v peletu po odstredenl
- 8- V,supérnaténtu Vysledky jsou uvedeny nanobnr-9 V--.-p-ifipadéf-+=.-.=._..=~mw
kmenu RPA= BIOCATl(pKTZBO) a G2081(pKT230) byl nanesen na gel
pouze hruby extrakt (drdhy A a I). |

-Na obr. 9‘M_pfedstavujeVmolekulovy_marker s‘velikostmi
uvedenymi v kDa a jédhotli&é‘dréhyljsoﬁg'_ o
- B, D a F predstavujl hrubé frakce RPA-BIOCATTI (pRPA-
|  BCAT14)' RPA BIOCATTl(pRPA BCAT23) a  RPA4BIOCATTl(pRPA—

BCAT24) ’
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- C,’ E a _G pfedstavujil subernatanty ziskané - ze stejnych
.kmenﬁr. ' '

- H . pfedstavuje pelet ziskany ;z.kmene, RPA;BIOCATTi(pRPA¥
BCAT24) , | - - -

- T T
vy 13

a o) ] né z Vmchn G201
BCAT14), G2081(pRPAJBCAT23)'a G2081 (pRPA-BCAT24) ,
- K, N a P Jsou supernatanty ziskané ze Stejnyth kmehﬁ a

- Q je pelet ziskany z kmene GZOBl(pRPA—BCAT24).

Tehto experiment ukazal, Ze kmeny Pseﬁdomonas putida
exprimuji velka mnoZstvi ’tfeéh foZpustnyéh polypeptida
- nitrilaz a kmen Alcaligenes faéca;is'exprimuje pouze-jediny
- polypeptid nitrilézy, a sicé o velikosti 44 kDa. »Testy
‘aktivity, provedene steanm zplsobem jak bylo JjiZ popséno’
v predchQZLm prlkladL 4, ukazaly Ze kmenv 6208 (pRPA—BCAT23ﬁ,
’GZOSl(pRPA—BCATZd) a RPA—BTOCATl(pRPA BCPT24) prpjevuji na

HMTBN nltrllazovou aﬁthltU
Pfiklad 7

‘Exprese nitrilazy v Corynebacterlum glutamlcum

Nltrllaza byla exprlmovana v kmeni. CGL1010 :(¥'ATCC
14752) pomoci plézmidu,?cspB, (Peyret et al., 1993,.Molecular
Microbicl. 9: 97-109). .Fragment velikosti 530 bp I obsahujici

"“promotor‘ PcspB “byl” ampllflkovan z"plazmidu’ pCGLSlS“KPeyréf“"

et al.) pomoc1 ollgonukleotldovych prlmeru KS1 a KSZ

KS1: 5 -ACGCGTTCGACCAGATCGTCAAGTTGTGG-3  (Sekvence id. &. 4)
KS2: 5" -CATAGAGGCGAAGGCTCCTTG-3" (Sekvecne id. &. 4)

Po _néétépeni SaiI byl fragment.,velikosﬁi 530 bp
quhovénﬂ do plazmidu pBSK .(Stratgehe, La Jollé, USA)
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-otevEeného néétépenim Sall a EcoRV, &imZ wvznikl plazmid
pCGL1084. Adaptér EcoNI/NdeI byl pfipraven hybridizaci
,oligonukleotidﬁ K38 a KS9E |

KS8: 5 -TCARCGAGCCTTCGCCTCA-3” (Sekvence id. &. 5)

KS9: 5°-TATGAGGCGARGGCTCCTTG-3° (Sekvence id. . 6)

»Nitriiézovy gen byl ekﬁrahovénsz plaZmidu pRPAfBCAT6_vé
formé fragmentu NdeI-Xbal velikosti l[L kb. Tento fragmént
byi‘pomoéi‘adaptéru'EcoNI/NdeI vloien'do pCGL1084 na3tépeného
vEcoNig,a_'XbaI,' &im? vznil plazmid ijGLlO86.f Fragment
Sall/BamHI z'pCGL1086 obsahujici PcspB::nitB byl pak kiono#én
do'plazmidu pCGL482 (PeYret et;al.) do mist Sall a BaﬁHi,A
coZ dalo vzniknou plazmidu pCGL1087. Plazmid pCGL 1087 (viz -
obr. 10) je kyVadlovy ("éhuttle") vektor 2aloieﬁy na vektoru
pBIl (Santamaria et. al., 1984, J. gen. Microbiol. 130:
2237-2246, ktery obsahuje replikacéni poéétek z pACYC 184
- rozpoznavany ‘ v E. coli, - gen kédujici rezistenci
X chloramféﬁikqlu (Cm) aifﬁzni_gen PcspB: :nitB.

, Plazmidy pCGL‘1087'avpCGL482 byly_vneseny elektroporaci
‘do bunék'CGLlOIO‘postupEm ktery popsali,Bonnémy et al., 1990
©(FEMS Microbiol. Lett. 66: 263-270). Bo kultivaci 20 hodin
ve 37 °C v 3,7% infuznim - médiu "mozek;srdce" (Difco
Laboratories, Detroit, TUSA) s»pfidavkemf 5 mg/l Chibram:

FenikolU v s 2 e - -

_ rTesty nitrildzové aktivity byly provedeny na vzdrCich
z kultur stejn& jako v pfikladu 4. Vysledky ukazaly, Ze kmen
CGL1010(pCGL1087) mé&l nitrildzovou aktivitu, zatimco kmen:

 CGL1010/pCGL482) nem&l Zadnou.
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peiklad 8

Exprese nltrllazy v Streptomyces llVldanS
’ Nltrllaza byla exprimovana v kmenu 'TK24 Streptomyces
'.Iiv1dans (Hopwood et al.,‘>l985, 'Genetié Manipulatidn of
. Strepomyces: A Laboratorty‘Manual, The John Innes Foundatioﬁ,
Norwich) pomeci plazmidu pIJ602lV(Takané et‘a;,, 1995{'Gene
- '166“133 137) a promotoru PtipA (Holmes et al., 1993, EMBO J..
| 12: 3183-3191). ‘ | S |
© Plazmid pUCl9'(YaniSCh—Perroh et al.; i985, Genom‘33f->
.103—119) byl modlflkovan delec1 (odstranénim) fragmentu Tfil
velikdstw ‘140 bp 3tépenim enzymem Tfil, oéétfenimAKlenOWOVYm
enzymem a-opetovnwn uzavrenlm ("selfllqaCL")'vekﬁdru. Takto
ziskany plazmid byla otev¥en stepenim EcoRI‘a'BamHI,,aby byld
_moiné klonovat = fragment "ECoRI-bamHI >Velikbsti 1,15 kb .
'obsahujici ‘gen nitB z pRPA-BCAT3. plazmid pOS48.4 takto
ziékany mé&l unikatni 3tépné misto pro enzym Tfil mezi genem
 nitB,‘a' mistem BémHIL Toto misto bylo vyuZitb pro VloZepi’
inzertu - fragmentu 1thg‘-vélikosti 2,3 kb, :ziskahého"
z plazmidu-pHP45thg (Blondelet-Rouault et al.,‘Gene, podénd\‘
k puBlikacf) vystepenlm BamHIAyaA,po ofetfeni Klenowen.
Fragment thg obsahuje gen..pro hygrbmycinfosfotransferazu»“
{hyqg) ze—Streptomyces hygroécopicﬁs (Zalacaln et al 1986,
Nuci. ‘Acids' Res. 14 i565—1581) a> udeluje Streptomyces )

“I1iIvidans “reZLSteQCL K hygromyCLnu TTPIEzZmid pOS48 S”Vtaktd%’ék—”‘“
21skany byl pou21t X 1zolac1 fragmentu NdeI- BamHI velikosti '
3,35 kb QbsqhuJLCLho n;trllaZOVj gen naslcdovany genem hvg,

8 ktery byl klonovan do plazmldu pIJ6021 (Takano 'et "al.)
otevreneho enzymy NdeI a BamHI. Jellkoz se plazmld pIJe02l

: repllku]e pouze Vv bunkach JStreptomyces, byla_;llgacnl‘ smes
t:ansfdrmoVéna‘ kohﬁenéniml“zpﬁsobem .(Hopwoddu:ét ai,).’do,

 ¢Streptomyéés' lividans TK24 a byly selektovany = klony,

A T T T e
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reziétentni k 200 mg/l hyéromycinu .(Boehringer Manheim) .
Plazmldova DNA byla extrahovana z téchto kloﬁﬁ Standardnim
zpusoben (Hopwood et al.) a po analyze se ukazalo, Ze jejich
restrikéni vzorec ‘skutecné& odpovidal o&ekavanému konstruktu
nazvanému p0S48.7 (viz obr. 11)- | ,
i vaa-'kmeny Streptomycés  livjdans  obsahujiéi - p0s48.7
a. také klon- obsahujici  plazmid pIJe6021 -bylyf kultivovényv‘
'; . - v 50 ﬁl média TSB (Tryptic Soy Brofh, Difco) pri 30°C po dobu
| 72:hodin se selekci & ‘Smg/l,’kanamycinu- a pak, byl pfidén
thiostréptonl'v 5mg/1 ‘koncentraci a kultiVacé pokfaéovaia
daWSlch 18 hodin v podminkéach podle Hopwooda et al. Pak byla
kultura skllzena byl proveden - test akt1v1ty stejné jako
;~, - iv prlkladu 4. Vysledky ukazaly, Ze kmen StreptémYces lividéns
TK24 (p0s48.7) expfimoval hitrilézovou'aktivitu, iatimcq kmen

TK24 (pIJ6021) nikoliv.
" PFiklad 9

Hydrc‘yza MHTBN jlqjml nlgrllaZle ,
Primarni sekvence nltrllazy Comamonas testosteroni sp.,
Jjak ji popsali Levy SChll et al. 1995 vykazuje 31% 1dent1tu
. S prlmarnl sekvenc1 nltrllazy podle predkladaneho vynélezu.
_— ’ Rekomblnantnl kemn E. co;l TGl (pXL2158 pXL2035) ktery
_ éxprimujevnitriléml'z Comamonas .testosteroni byl kultivovan - |
_w%@hﬁ1V'pbdminkéch dle. Levy—Séhil et ..al..~1995,_ bun&ny.. pelet bylﬁ_ﬁzu_.m
pak 1nkubovan ve 100mM fosfatovem pufru pH 7,0 s 50mM HMTBN "
prl 30 °¢. Zméfena akt1v1ta byla 2,3 kg/h kg ‘CS. Podobneyjako
nitrilaza podle predkladaneho vynalezu , je 'niﬁrilézd
z Comamonas testosteronl schopna hvdrolyzovat HMTBN.

Dale udaje uvedené v prlkladu 4. s plazmldy PRPA- BCATlZ

a. pRPA BCAT13 ukazu31, Je. substltuce _ sn279, - Asp279

P
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v nitriladze z' Alcaligenes faecalis umoZiuje konzervovat,

aktiVitu na HMTBN.

Prldavanl nosice

5 -g suchych buné&k bylo prldano do 20 g vody s hodnotou
QH nastavenou na 7;0. Potrebne mnozstVLI(VLZ tabulka) nosice
(CELIfE .545, Prolabo, Francie) bylb pridéano ‘a ,dokonalé
homogéniiaci : byla .suspehzc :zesiténa pfidavkem 15 %

glutaraldehydu (vzhledem k celkove .suché hmotnosti). a'_pak

'10 % polyetyleniminu (SEDIPUR, BASF, Némepko). Suspenze se

micha;a.-1‘ hodinu pfi teploté mistnosti. Suspenie pak byla

vyvlockovéna pfidavkem 0,001% aniontového flokulacniho -

Einidla Superfloc A100. Zesiténa hmota pak byla izolovéna
filtraci. '

Takto ziskanéa hmota byWa znovu zeslténa 'pfidavkem 10 %

‘polyazetldlnu (KYMENE 557, Hercules, USP) Vzh1edem k celkov

) .o L
}suché hmotnostl Hmota, jesté za vlhka, byla extrudovana,skrz

hub1c1 S prumerem 0,5 mm a ususena

Aktivita castlc ZLSkanych extruzi byla stanovena zpusobem‘

popsanvm v patenove prlhlasce USA é.A08/8O97184, na’ kteroa se

tlmto odkazujeme

m;.wgwmm.%vumwf;Noéiéﬁﬁggmw ,,wr,whwﬂwgkgivitaﬁ4%ywﬂ,ﬂf”wfgnﬁmﬁr;__wmw%h
‘ 0g T . 100_'4
2,5 g . B
v‘é g f’ . — :A1250'

Pridavek . nbsiée k buﬁkém podétatné - zvysil jejich

akt1v1tu Pokusbbyl opakovan s tim, ZQUCELITEjbyl nahrazen

PP KPORL S o
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péeniénYm'glutenem (Roquette/ Francie) C&ste&né rozpustnym ve

deé'nebo Zelatinou (SBI, Francie) ﬁplné rozpustnou ve vode.

Nosic (a1 Aktivita (%)
. 0 g — -~ 100

5 g glutenu . _ ' 160

5 g Zelatiny .|~ nestanovenox

* Nebylb stanoveno, protoﬁe bunécna - suspenze névloékovala
a nebylé mo?né ji zachytit filtract - ‘
" Tento - pfikiad» ukdzal, - Ze CELITE mlZe byt  nahraz§n

glutenem; -V pripads, - Ze.. ‘se pouzila ielatina' (zcela

rOzpustné), 'vytvorenl katalYéétoru- vySe popsanYm‘ Zpﬁsobemz

(extruzi) je nemoznc.
Priklad 11

- 10 g’ﬁE. coli BIOCAT171 z pfikladu 4 pF¥ipravenych

aérobni kultiyaci‘v;LB médiu bylo smichidno s 10 g CLARCEL78
%CECA,'Fréncie)vv SOO‘g 100mM fosfatového pufru, pH 7,0. Po

'homogenizaci se'pfidalo 6 g '255 giutaraldehydu a suspenze-sé

mlchal als mlnut pfi teplote mlstnostl Pak se pfidaly 2 g

'polyetylenlmlnu a jeste 6 g 25° glutaraldehydu Cela Smeés se

- mmlchala_mff hodlnu prl teplote mlstnostl Smes se” ﬁak'WMﬁ

vyvlockovala prldavkan 5 ml roztoku SUPERFLOC 'A100 na O, 2/

(CYTEC, FranCLey. Vznikla hmota se lzoLovala filtraci a do.

ziskané pasty se pr1m;chalo.16'g 12,5 % polyazetidinu (KYMENE

557, Hercules, USA) ‘a pak'byla'extrudqvéna'hubici~s prumérem
0,5 mm. Takto ziskané tenké valedky "nudliky" ("vermicelli")

. se {usuﬁ;iy%~pfi 35 °c v suéérné‘ a pak byly ponoteny na
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30 minut do lazn& 1% NaBH, v 50mM boratovém pufru pH 10,0.

Biokatélyzétor byl pak opléchnut destilovanou vodou.

Biokatalyzator byl uskladnén V’5°C nebo pri teplbtéimistnosti‘

v 500mM fosfatovém pufru pH 8,0.

' Termostatovana kolona s vnitfnim prumérem 3 cm a VJskou
45 cm byla naplnéna 100 g _blokatglyzatoru.: Kolona byla
' napbjéna 'na . pumpu - prostfednictvim recirkulaé&ni okruhu.
Celkovy objém takto vzniklého reaktoru byl 430 ml. Okruh byl
naplnén ~.25% roztokem amoﬁib&é soli kyseliny hydroxy-
metylthioméselhé. sztok_vbyl' nanadsen na 'kolonut smérem ze
shora dOlﬁ.prﬁtokem~201/hdd Voda, ktera probihala plé&stém

kolony a vymenlkem tep1a umoznovala udrZovat teplotu na 35°C.

Demlnerallzovana voda - se ledavala do okruhu .rvchlostl 80
g/hod a Z—hydroxy~44metylthlobutyron1tr1l rychlosti 20 g/hod.

.Nadbyteény objem reakéniho média se odpafoval dnem kolony,

takze celkovy objem W'obvodu‘byl udrZovan konstantni. TakZe
byl ziskén kontinudlni pratok svrychloSti konverze nitrilu
95%.. . Vyslednd& koncentrace vodného rdztoku‘ amoniové soli
2-hydroxy—4—métylthioméselné kyseliny na.nv95£upu z reaktoru

byla 25%.

 Priklad 12

Elektrodialyzér pouZityf v'tomto ptikladu obsahoval

wzasobnlk s=dev1t1 buitkami .s. plochou. .aktivnihoopovrchu_2.dm?, . . ..

: prlcemz ‘kazda bunka byla slozena ze dvou kompartmentl

nasledujicim zpﬁsobeﬁf :

- solh?/kyseliﬁovy kompartment: omezen 'ﬁa katodovév'strané

kationtovou QYménnou membranou Neosepta CMB od firmy
Tokuyémé; Soda a na -anoaové -Strané rkationfovou stranou

‘bipolarni membrany- Aqualytic, a

C s
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- - bazicky kompartment: omezeny na anodové strané kationtovou -

membranou  a na katodové stran& aniontovou stranou
bipolarni membrény.. .
Anoda byla vytvofena =z titanu potéZeného blatinoul
Katoda byla =z nerezove oceli. v  ‘
Elektrolyt obsahujlc1 vodny roztok 51ranu sodneho mel
vodivost 100 mS/cm ve 40 - °C. Rychlost c1rkulace v misté

el@ktrod oyla 2 x lOO l/hod Ob]em byl 5 1.

oe

Ba21cky kompartment byl na pocatku naplnen 5 11
roztoku siranu amonného.

So1ny/kysellnov1 kompartment byl na pocatku naplnén 5 1

‘roztoku 1,44 mol/l améniové soli. kyseliny = 2-hydroxy-4-

metyithiobﬁtanové.

.Rycthst recirkulace byla' ‘nejdrive nastavena na
130 l/hod pro solny/kysellnovy kompartment a 190 1l/hod. pro
baZley kompartment. |

Elektrodialyza byla provedena - ‘davkovym  zplsobem

(s recirkulaci) pfi prum&rné teploté 40 °C. Intenzita proudu

byla nastavena na O9AR, coZ poskytovalo proudovou hustotu

0,45 kA/m2"

Po '155 ' minutéach éinnosti’ zafizeni '~ vodivost

Y solnem/kyselem kompartmentu poklesla z 59 na 7 8 mS/cm

Solny/kjsellnovy kommartment ,obsahoval 1,35 mol/1

o0

ve

;rforme kysellny r__whn,vamﬁwwvnﬁ,wwéwﬁb;mé;fwimﬁi;mﬁé;,ﬂwwnTmemph

Faradicky vytéZek byl vypocten na 71 % a spotfeba energie

byla 0,53 kWh na 1 kg vytvoreqe kysellny.
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© priklad 13

Elektrodialyzér pouiity"v tomto prikladu obsahoval

zasobnik s osmi bufikami uspofidanymi stejné& jako v pfikladu

12,

Bazicky kompértmentﬂbyl na‘poéétku naplﬁén 5;27 1 1%

roztoku siranu amonného. - - ' ’ =

SolnY/stelinon' kompartment byl na pocatku naplnén
4,85 1 roztoku 1,39-mol/l amoniové soli kyseliny Z—hydroxy-4—_
-metylthiobutanové. | |
Rychlost recirkulaée byla nejdfive nastavena na 60 1/hod .

_ pro solnY/kyselinovy..kompartment. & 150 1/hod pro bazicky

kompa tment.

ElektrodialYia byla'“ provedeha davkovym - zpusobem

(s recirkulaci) pf¥i prumérné teplote 40 °C. Intenzita proudu‘

'byla,nastaVena na 9A, coiZ poskytovalo proudovou hustotu 0,45

kA/m2.

Po 172 minﬁtéch o Einnosti Zéfizeni '  vodivosf
v.'solném/kyselém kompartmentu poklesla z 59 9, 5 mS/cm ‘

Kone&ny objem Solneho/kyseleho kpmpartmentu byl 4,67 1.

Solny/kyselinovy kompartmentvobsahoval 1,24 mol/1l kyseliny
thydfoxy—4-metylthiobutano§é . a 0,148, mol/1  2—hyd£oxy;4~
metylthiobutanoéé. Kbnvefze.byla 86%.,Faradicky VYtéZek byl

'Vypoéten na 74 $ a spotfeba energie byla urcena na 0,58 kWh

- ena - «1-=-kg;-v_y-tvo tené -kyseliny.- — = R R . __T,, e

PFiklad 14

"V tomto ‘pfikladu Dbylo pouzito obdobné- zafizeni jako

\'% prlxladu 13.

Ba21cky kompartment byl na- pocatku naplnen 5,46 l 1%

' roztoku siranu amonneho
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Solny/kysellnovy kompartment byl na 'poéétku naplnén

5, 23 1 roztoku 1, 24 mol/l amoniové soll kysellny 2 hydroxy 4-.
metylthlobutanove

- ‘Rychlost. replrkulace byla - nejdrlve ‘-nastavena na 90 l/hod

- pro solny/kysellnovy kompartment a 150 1/hod Dro bazmcky

. kompartment _ ‘
.EleKtrOQLalyza " byla provedena . dévkdem zplUsobem
“ " (s rec1rkulac1) pfi primérné teploté& 40 °C. Intenzita proudu

byla .nastavena na ‘14 A, coZ poskytoValo proudovou hustotu '
0,7 XA/m2. | | | |
‘Po © 105 minutéch ginnosti zafizeni vodivost -
Y solném/kyselém'kompartmentu poklesla 2'57 6 na‘9 8 mS/cm.
é» ' ‘Koneéné sloZeni rovtoku v solného/kyselého komﬁaYLme“tu
bylo nasledujici: '
1,28 ~‘mol/l . kyselina 2—hydfoxy¥4—metylthiobutahové
a 0,14 mol/1 2—hydfoxy—4fmetylthiobutanoét. ‘ Kon?erze ' byla ~i“
86%. Produkt bYl tedy z_90%‘ve'formé>kyseliny. '

Priklad 15

- Bylo | pouZLto zatrizeni _ podbbﬁé zafizeniA pouiitému
v prlkladu 13 | ‘

- »: . Pokus byl proveden s obsahem baziékého- kompartmentu
| ktéry byl ziskan jako vysledek pfiklédu>l4. ' ’
,,%‘wﬁ”wm.w.§mf;S@lﬂY/kysel&novywwkompartmeﬁtggbylwwﬁav~poéétku:wmaﬁknénv =:
} .5 2 1 roztoku i 44 mol/l amohné soli kyseliny"24hydroxy—4—

metylthlobutanove o | - : |

Rychlost reCerulace byla nejdrlve nastavena na 50 1l/hod

pro .solny/kysellnovy kompartment a 150 1/hod pro bazicky
komparfment. | o . o
o Eléktrodialea ‘byla prvedeha ,dévkbvym zplisoben

(s*recirkulaci) pfi prﬁmérné teploté 42 °C. Intenzita proudu
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byla nastavena na 19 A, coz poskytovalo broudovou hustotu
0,95 kA/m2. | | |

Po 53 mlnutach ' &innosti zarlzenl vodivost
v solnem/kyselem kompartmentu poklesla z 59 na 27 mS/cm |

Konecny objem solneho/kyseleho kompartmentu byl 4, 85 1.

Slozenl bylo nédsledujici: 0,87 mol/l . kyseliny
24hydroxy—4?metylthiobutanoﬁé a 0,56 mol/lv 2-hydroxy-4-
metylthiobutanoétu, Mira konverze bVla 56%. Finélni produkt-

byl z 61% ve formé& kyseliny.. Faradlcky vytezek byl v;poctenl

na 83 % a spotreba energle byla urcena na 0, 7 kWh na 1 kgl'

vytverené kyseliny.

* Priklad 16

200,1 g HMTBS . koncentrace pribliZné = 1,5M . bylo

koncentrovano davkovym zplsobem vV rota&ni .odparce. Teplota

" 1dzné ’byla 45 + 5 °C. - Tlak byl regulovédn na pfibliZné

2,5 x 10° Pa (25 mbar)} Teplota bv destiladnim zafizenl se

a od 25.°C na podatku destilace aZ do 40 °C na Jjejim

. konci. Po tfrech hodinach Dbylo ziskéno' 41,9 g Zlutého

viskdzniho média s nésledujicimi charakteristikami.

Viskozita pfi 25 °C (mm® s). 1150

$SHMTBA (Br/BrOs) S _ 83,3

Comm e emEgm s opome mer g F _ambvo @R memam s 3e com e ooz

Po nastavenl titru (natedénim vodou) byl ziskan produkt

s nésledujicimi charakteristikami:

: Viskozita pri 25 °C (mm® s7°) . 396

SHMTBA (Br/BrOs) - 1 79,5

mmden s EemR v TR DLW TGRS .1 BRTT THA CERRLIT MSTOWINEAE COWETo. L UCTOWET 4TE CHPG Y . e 3T . i SR
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Pdtenciometricky ‘byla"zjiéténa nasledujici distribuce

hmoty:
% HMTBS, 81,6
¢ HMTBA 5.0

. Pomé&r ploch monomeru nebo dimer(/ (monomer + dimery) byl

s _stanoven pomoci HPLC:
Monomef/(monomer } dimery) lOO
} ,Dimery/(ménomer-+ dimery) 0
CQZ znamena, Ze Zadné dimery nebyly detekovany.
priklad 17
200,0 g HMTBS koncentrace pEibliZng 1,5 M bylo
‘koncentrovano davkovym zplsobem v rotaini odparce. Teplota
lazné byla 121 + 5 °C. .Tlak byl fegulovéh ﬁaA pfiblizﬁé
9,5 x 10 VPa  Teplota. v deStiléénim zatizenl se ménila od
100 °C na poéétku destilace az do 113 °C na jejim konci. Po
tfech hodinéch byld ziskéano 41,$'g Zlutého viskézniho.média’
S nésiedujicimi Charakteristikami.
‘ Viskozita prL 25 °C (mw s ) =
. . %HMTBA'(Br/B:Oa) _ — , 50,7

Po nastaveni titru (nafedénim vodou) byl ziskan produkt
s nasledujicimi ‘charakteristikami:

do
N

Viskozita p¥i 25 °C (mm? s°%). 117 -
SHMTBA (Br/BrOs;). - I R
e
ki

R A e s (M ms e i S et Ve TN N e g N

T ey ey
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Pdtenciometricky byla zjisténa nésledeici-IQistribuce
hmoty: | - '

oo

HMTBS 81,6
M

o0

TBA " 6,0

Pomér ploch monomeru nebo dimer&/(monomer + dimery) byl
, stanoven pomoci HPLC:
" Monomer/ (monomer +. dimery) 95

5,0

Dimery/ (monomer + dimery)

e

‘Priklad 18

40 g.}ﬁo bylo p¥ridano ke 100,0 g média z pfikladu 17.
Médium bylo extrahovano 75,0 g isopropyléteru. Po rozdé&leni
fazi bylo po odpafeni'orqanické faze ziskano 25,6 g HMTBA

s nasledujicimi charakteristikami.

Stanoveni
MQnomer/(ﬁonOmer + dimery) (% plochy) -97
Dimery/(monomer + dimery),(%fplochy) ' 3,0
Viskozita pZi 25 °C (mm® s 1) N G




Priklad 19

,Stérﬁuti roZtokﬁ'pbpsanYch v predchozich p¥ikladech

_ Priklad 16 |P¥iklad 17 [P¥iklad 18
Déba uchoﬁévénilvé 25 °C 40 «dntt | 40 dnﬁ 100 dnt
Viskézita>(mm25—l).  ' 387 ' 116 ] g6
MOnonomer/(monomer+dimer5 '106,0 : ~_95,Q‘ 82
Dimery/ (monomer+dimer) \ 0,0 ~ ' S,Q.v Cl8>5

"’ROZtéky v pfikladech 16 a 17 nemé&ni obsan dimert va'

40 dnech skladovani. . = . o
i
k £
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1. ZpLSOb ‘ pfipravy ‘ky§eliny ‘»2fhydrogy—4—metylthioméselné‘
(HMTBA) a/nebo amonné soli kyseliny 2-hydroxy-4-metyl-
thiomdselné (HMTBS). enzymatickou hydrolyzou 2-hydroxy-4-
metyithiobutYronitrilu, vyzna é‘u jici s e t i m,
Ze ‘ | | .  _ . o -
a)v.prvnim'kroku se!pfipravi biologicky material, ktery mé 

nifrilézovou akﬁivitu, _ |
b)v druhém = kroku sé" ﬁvedény biologicky material
imobilizuje; | : _ .
c)ve tfetim kroku se 2—hydroxy—4—metylthiobutyronitril
vvstavi plisobeni  takto lT@blllAOVdDEhO biblogického
matellalu, aby se 21skala amonna sl kysellny 2= bydroxy—
a- meththlomaselne, ‘
d)ve &tvrtém kroku se prlpadne sal 21skapa podle kroku c\"
pfemdni na OdeVlda]lCl kyselinu a » ‘
e)v Datem kroku- se produkt ziskany podle kroku c) nebo d)

koncent r uj e.

2. Zpusob podle " naroku -1 v yznadcdujici se timn;
zZe nltrllazova akthlta se ziska z nltrllazy A7callgenes,

‘vvhodne druhd faecalls

_§ Zpusob . podle m_.“Q;nérokuu“_qwt;;l;w“hwwmneSO%;?mmwﬁ2ﬁ¢_gﬁwv .

vyznacuij- l c i s e tim Ze nitrildzova aktivita -
se zlska z genetlcke.informacé kédujici nitrilazu, ktera

- se exprimuje v hostitelském organismu.. .

4. Zpﬁsob , podle . narokl ! o az 3
vyzna¢é&uiji c i se ti m, e ' hostitelsky

mlkroorganlsmus je Escherichia coli nebo patfi do rodu
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Bacillus, Corynebacterium, Streptomyces, Saccharomyces,

'Kluyveromyces, Penicillium a Aspergillus.

N
o}

ﬁ b podle naroku l vyznacdujici se tim,

i

genem klonovgnym do plazmldu PRPA- BCAT3 ktery je ulozZen

v CBS pod &islem CBS 998-96.

.-Zpﬁéob podle kteréhokoliv -z pfedchozith» naroklt 1 aZ 5

vyvznadcuijic i s e tim, s Ze nitrildza  je

koexprimovédna s chaperonovym proteinem.

. Zplsob podle ndroku 1 vy znacdu j ici se £t imn,

Ze chaperonovy prote1n je GroESL z Escher7ch1a coli.

. Zpusob - podle - kteréhdkoliv Sz pfedﬂhoiicb "~ narokn

Vvyznaduijici s e T 1 m, Ze blologlcky H@terlal

podle‘krokd a) se 1moblllzuje na pevny nosic.

. Zpisob podle néarcku 8 v yznadcuijilc i se t im,

Ze 'pevny nosi¢ mé& dJdastice velikosti v rozmezi: 1 um  az

500 pm, vyhodn& .10 um_af 200 um, a je pfidan v mnoZstvi
odpovidajicim 0,01 % aZ 200 % hmotﬁostnich} thodnévlo,a
aZ 100 % hmotnostnich biologického materidlu.

Ze pevny nosic se vybere ze skuplnv obsahu]1c1

- iontoméni&ové pryskyrlce, e

- oxid hlinity, | }

—'syntetlcke ox1dy kremlclte,‘kfemeiinﬁ a silikagely,
; zeollfy,

- dfevene.uhli,

‘tLl dzovad aktivita se ziskd z nlcrlLazy kddované:

Zpusob podle naroku S v vy z'nadu j ici se ti m, .

Y
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- ve vodé Césteéﬂé rozpustné proteiny a
- polysacharidy. |
11. Zpusob podle néaroku 10 v y zZn a E u j ici se t im,
fe pevny nosié je gluten. | | |
12. Zp&sob.podle néfoku 8,V’V z n‘a c u Fici se tinm,
* Ze se pouZije alespoil jedno chemické &inidlo k ze51tenl
nebo zruSeni rozpustnost1 ’(1nsolub1l;zac1) blologlckehd
materidlu a hosiée. H
13. Zpﬁsob podle‘néroku 12.v y.zn a‘E u j‘iIC’i ‘s e t'im,
zZe chemlcxc c1n;dlo se vybere ze sxupwny obsahujici
-vpolymerv polyazetldlnu, »
= polymery polyetyleniminu,.
- polymery polyamidu,
- polymery’isokyanéﬁu,
.~ algindtové gely,
- kéragénévé'gely,
- aminy," o
- aldehydy, _
—»karboxy10ve kysellny a
. - 1sokyanaty
ol 14..3D0s0R . ipodle ... NATOKE .o 10: oo winaF e el
vyznacéu j ici is'e toiom, Ze biologicky material
a nosic se SmlChajl Za pfitgmnosti chemického éihidla,
aby se ziskala pasta, které/se extruduje a su3i.
15. Zpisob podle naroku 10 baZ' 13

“VYZ"laCU.lel S e

£ im,

ie_biologicky materidl
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a alespoii jedno chemické &inidlo se smichaji a pak

‘nanesou na nosi¢ v podobé& tenké wvrstvy.

. 16. Zplsob podle .kteréhokoliv .oz pfedchozich ‘naroki
vyznacdchuij i‘c i s e t i m,.Zé smés HMTBS a HMTBA,
obsahujici alesponn 60.% HMTBA, vyhodné alespoii 80% HMTBA,
doplnék je HMTBS, se ziska -elektrolytickou ' disociaci
odpovidajici amonné soli, pfidemz se wuvolfiuje hydroxid |
amonny; ’ '

17. ZpUusob podle ndroku 16 v y z n a & u jici se ti mp
Ze disociace se provadi v elektrodialyzalnim zaFizeni
s bipolarnimi membranami, které ma t#i kompartmenty; ’

18. Zpusob podle néroku 16 vy z n a & u j 1ci se tim,
Ze disociace se 'provadi v elektrodi?lyzaénim  zarizeni
s bipolarnimi menbréanami, které ma dva kompartmenty!

19. Zplsob. podle  kteréhokoliv = z naroka 1 az 15
vyznadujici se tim Ze smds HMTBS a HMTBA
se ziska zahfivanim roztoku amonné soli.

20. Zplisob . podle naroka 16- as 19

vyznacujilci se tim Ze uvoliovany hydrdkid

-amonny seée destiluje, koncentruje a recykluje v'syntéZé

Vodny roztok ziskany zpﬁsobeniipodlew‘nérok& 16 az. 19,

ktery ’obéahuje _smés HMTBA a HMTBS, pfi
hmotnosti HMTBA/ (EMTBA + HMTBS)je S % aZ 99,9 %, vyhodnd

10 % aZ 50 %.




R At N TA
[ J ¢ o @ l.‘:.. ..: ..:
0‘..‘0.. ..6. [ 2 on L X ]
49
20 .  zafizeni Tk provadenl zplsobu podle naroku 1

vyznac ujici se ti m, Ze obsahuje
- Jeden . nebo ,nekollk freaktorﬁ (3,4) naplnenych
imobilizo&ahyml enzymy nltrllazovou aktl itou nebo

S
ostitelskymi - . mikroorganismy

imobi

|—

ovanvmi - h

i

IN

" o ~exprimujicimi enzym s nitrilazovou aktivitou,
- pfipadné alespon jedno elekrodialyzaéhiuzafizeﬁi (9) a_
“ - zafizeni (6, 12) koncentrujici vysledny produkt.
23. Plazmid pRPA BCAT3, ktery je uloZen v CBS. pod cCislem CBS
998-96. | |




/7

Obr. 1A

M8 MC MB

Obr. 1B




2/7

17

16

14

10

Obr.




3/7
f1() origin
coRl 701
Amp -
¢ § PRPA-BCAT 1 3 5

BSpM‘ 1504
Obr. 3 BamH! 1839
- BamHi
: nitB o
]
M13 FWD 627 9 ) ) l
| R 1 B - | IRy A O ERTIE T
_—? | e (‘ 6 626 625 629 ) 9
e g 624 582—)
< < sy
100 bp
obr. 4




coRV 0.19
BamH! 0.32

. EcoRLE.SI.. /ﬁndllIAO».OZ e e

Hindlil 6.29

Kan

PRPA-BCAT12 3
ORI DRPA-BCAT13 v

6.51 Kb

Accl 4.70 ROP

Obr. 5 ECORV 2.77

ABCVDEF-GbHI'JKLNOOOMORS

- 37,4 kDa

-« 31 kDa
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45kDa » |9
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31 kDa = |®
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Obr. 7
EcoRI 0.00 ingill 0.07
_ Ndel 0.12
\l gl 0.56
s BamHl 1.25
bal 1.26
BamHi 7,79
&
. indilt 2.64

12.60 Kb
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Obr. 10

EcoNI 4,57
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Kpnl 10.90

Kpnl 9.61

BamH! 9.60
Hindill 9.50

ahyg pOS48.7

11.30 Kb

Hindill 7.20

Ndel 6.10

Kpnl S.40

Obr. 11
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