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Pouzité zkratky

AU — jednotka absorbance
BSA — hovézi sérovy albumin
DMSO - dimethylsulfoxid
EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina
HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie
LDsy — davka, kterd zpisobi po jednorazovém podani uhyn 50% zkoumanych
organismu
organismu
PEG - polyethylenglykol
PVA - polyvinylalkohol
SDS — dodecylsiran sodny
TRIS - tris(hydroxymethyl)-aminoethan
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1 UvoD

1.1 Vyskyt nitrila

(kyanoglykosidech, kyanolipidech). V mensi mife se v organismech nachazeji volné
nitrily, mezi které patii naptiklad prekurzor rostlinného hormonu indol-3-acetonitril, nebo

ricinin vyskytujici se ve sko€ci obecném (Ricinus communis) (viz Obrazek 1).
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konjugaci (katalyzovanou glukosyltransferasami) nitrild o—hydroxykyselin a sacharida.
Reakce ovSem muUze probihat i opaénym smérem (v tomto piipadé¢ za katalyzy
glukosidasou), kdy se hydrolyzou kyanoglykosidi uvoliluje kyanohydrin, ktery se
spontanné nebo enzymové rozklada za vzniku kyanovodiku (viz Obrazek 2). Tato reakce je
podstatou jedovatosti hoikych mandli a dalSich rostlin obsahujicich kyanoglykosidy [1]
(srov. s Tabulkou 1, str. 2).

R
aminokyseliny —»—>»—>» T}CN
Ry oxidoreduktasa
O,, NAPDH l
R OH glukosyltransferasa‘ R1><O
R, CN glukosidasa Ry CN
R %xynitrilasa l
0 + e
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Obrazek 2. Biosyntéza a biodegradace kyanoglykosidu.



Odhaduje se, ze vice nez 800 rostlin obsahuje kyanoglykosidy; nékteré z téchto latek
ziejmé slouzi jako ochrana proti riznym patogenim ¢i byloZzraveim. Mezi nejznameéjsi
glykosidy (viz Obrazek 3 a Tabulka 1) patfi amygdalin (zdroj: slivon trnka — Prunus
spinosa L.), sambunigrin (zdroj: bez cerny — Sambucus nigra), linamarin (zdroj: len
uzitkovy — Linum usitatissimum L.), prunasin (zdroj: kdoulon obecna — Cydonia vulgaris) a

acacipetalin (zdroj: Acacia constricta) [1, 2]

CH,OH
H O 0O—=CH, CH,OH CH,
oH' H H A O o CHg
HO oH H CH,
H OH HO H
H OH
amygdalin linamarin
HsC CHs
CH,OH CH,OH I
H 0o CN H 0 o CN
oH' H oH'
HO HoCHs HO H
H  OH H OH
prunasin acacipetalin
Obrazek 3. Ptirodni kyanoglykosidy.
£ HCN v rostliné g
Rostlina (mg/100g rosliny) Kyanoglykosidy
Maniok 77-104 Linamarin a
lotaustralin
Boby chinonu (dozrala semena), 300-400 Linamarin a
Puerto Rico, ¢erné lotaustralin
Len (vrcholky rostlin) 910 Llnamarln. a
lotaustralin
Jetel listy 3-352 Linamarin a
lotaustralin
Bambus (klicici vrcholky) 800 Taxifyllin
Mandle 290 Amygdalin
Broskev plod 160 Amygdalin
Divoka tresen listy 90-360 Amygdalin

Tabulka 1. Ptiklad rostlin obsahujicich kyanoglykosidy a vyskyt HCN v nékterych
¢astech rostlin [3, 4]. KCN: LD Lg orams (Elovék) = 2,86 mg/kg, LDsg oraime (POtkan) = 5 mg/kg.



V nékterych celedich rostlin (Sapindaceae, Hippocestaneaceae, Boroginaceae) se
spolu s triacylglyceroly vyskytuji v rizném mnozstvi i kyanolipidy [5] (viz Obrazek 4).

Hydrolyzou kyanolipida (podobné jako kyanoglykosidil) se uvoliuje toxicky kyanovodik.

RCOO—CH, RCOO—CH,
C=CH, [C=CH-CN
RCOO-HC\ H,C
CN
CH
ks
RCOO—CH, HsC—C
C=CH-CN CH-CN
RCOO—CH, RCOO
R = alkyl

Obrazek 4. Razné typy kyanolipidu vyskytujicich se v ptirodé.

ProtoZe nitrily patfi mezi latky oblibené v primyslovych organickych syntézach,
neni prekvapivé, ze se dostavaji do prostiedi jako polutanty. Dal$im zdrojem syntetickych

nitrild v pfirode¢ jsou herbicidy jako naptiklad ioxynil a bromoxynil (viz Obréazek 5).

Br CN I CN

HO HO
Br |

Obrazek 5. Bromoxynil (I) a ioxynil (II) (herbicidy).
1.2 Enzymy hydrolyzujici nitrily

ProtoZe se v pfirod¢ vyskytuje velké mnozstvi nitril, je pochopitelné, Zze u fady
organismu existuji enzymy, schopné tyto vesmés toxické latky degradovat. Nitrily mohou
byt degradovany riznymi druhy enzymi (oxygenasami, hydrolasami). Tato prace se
zaméfila na enzymy hydrolyzujici nitrily, pfedevsim nitrilasy. Men$i pozornost byla
vénovana bakterialnim enzymiim nitrilhydratase a amidase.

Hydrolyza nitrild mutze probihat jednokrokové (za katalyzy nitrilasou) nebo

dvoukrokové (za katalyzy nitrilhydratasou a amidasou) (viz Obrazek 6, str. 4).



nitrilasa

(EC3.5.5.1)
. E +H,0 . +2 HzO ¢
nitrilhydratasa Y amidasa
(EC 4.2.1.84) (EC3.5.1.4) i .
RCN » RCONH, » RCOO + NH,4
+ H,0 + H,O

Obrazek 6. Enzymy hydrolyzujici nitrily.
1.2.1 Nitrilasa (EC 3.5.5.1)

Nitrilasa je enzym, ktery je schopen hydrolyzovat nitrily za vzniku karboxylovych
kyselin a amonného kationtu. Vlivem boc¢nych reakci muze vznikat rizné mnozstvi
ptislusného amidu jako vedlejsiho produktu (viz Obrazek 7).

Hydrolyzou uvolnény amonny kation se muze stat zdrojem dusiku pro syntézu
bilkovin. Nitrily tedy slouzi fadé¢ mikroorganismii jako zdroj dusiku, ¢ehoz se vyuziva pfi

indukci nitrilasové aktivity, kdy se jako jediny zdroj dusiku pouzivé nitril [6].

I
R—C—NH,
-EXH || + EXH
OH - o)
+EXH +H,0 | NH, ;
R—CN ——> R—C-XE R—Cli—NHz —> R—C—XE
+ HzOl - EXH
o]
//
R—C
\
OH

Obrazek 7. Pravdépodobny pribéh nitrilasou katalyzované hydrolyzy nitril za
vzniku karboxylové kyseliny a amidu jako vedlej$iho produktu [7].

E =enzym, X =S



Nitrilasa neobsahuje Zadny kofaktor (na rozdil od nitrilhydratasy). Pfedpoklada se, ze
v jejim reakénim centru se vyskytuji thiolové skupiny cysteinu [8, 9] Nitrilasy jsou enzymy
skladajici se ze 16 1 vice identickych podjednotek [8, 9], vétSinou s velikosti podjednotky
okolo 40 kDa (Tabulka 2).

Molekulova hmotnost_

* Organismus T ;qusirétoié specifita ~ Nejlepsi substrat  nativniho enzymu opt?:um :;t?rll::r'r‘\
T . = (podjednotky) (kDa)
Acinetobacter sp. AK 226 akrylonitril akrylonitril 580 (41+43) 8 50 °C
Alcaligenes faecalis ATCC 8750 akrylonitril p -aminobenzonitril 460 (32) 7.5 40-45°C
Bacillus pallidus Dac 521 aromatické nitrily 4-kyanopyridin 600 (41+72) 6-9 65 °C
Comamonas testosteroni alifatické nitrily adiponitril oligomer (38)
Fusarium oxysporum f.sp. melonis aromatické nitrily benzonitril 550 (37) 6-11 40 °C
Fusarium solani IMI 196840 aromatické nitrily 1,4-benzodinitril 620 (76) 78-9/1

halogenované

Klebsiella pneumonie ssp. Ozaenae 4-hydroxybenzonitrily bromoxynil 74 (32) 9,2 35°C
Nocardia (Rhodococcus) NCIB 11216 aromatické nitrily m -brombenzonitril 560 (45) 7-95 30°C
Pseudomonas sp.(Sl) alifatické nitrily akrylonitril 41 (41)
Rhodococcus ATCC 39484 aromatické nitrily 2-furanokarbonitril 560 (40) 7.5 30 °C
Rhodococcus rhodochrous J1 aromatické nitrily 3-chlorbenzonitril 410 (40) 7.6 45 °C

Tabulka 2. Charakteristiky vybranych nitrilas [8]

Nitrilasy byly objeveny u nékterych druhi rostlin (Brassicaceae, Graminaceae,
Musaceae) [10], kde se ucastni ptemény indol-3-acetonitrilu na kyselinu indol-3-octovou,
ktera je vyznamnym rostlinnym rdstovym hormonem. Nitrilasa byla také objevena
v rostlin€ Arabidopsis thaliana [11], které je vzhledem k sekvenovanému genomu
vénovana velké pozornost [12].

Nejcastéji se vsak nitrilasy vyskytuji u bakterii (pfedev§im u rodd Rhodococcus,
Arthrobacter, Nocardia a Pseudomonas [13]), kde jsou tyto enzymy v poslednich dvaceti
letech intenzivné zkoumany.

Fungalni nitrilasy nejsou na rozdil od svych bakteridlnich protéjskli prostudovany
v takovém méfitku, na rozdil od svych bakterialnich protéjski. U fady vlaknitych hub
(Penicilium, Myrrothecium, Fusarium, Aspergillus [14]) jiz byly nitrilasy objeveny, ale
zatim byly purifikovany a casteCné charakterizovany pouze dva enzymy, oba zrodu
Fusarium [15, 16]. Je tedy ziejmé, Ze vlaknité houby jsou potencidlnim zdrojem mnoha
dalSich nitrilas.

V Tabulce 2 jsou ptehledné uvedeny nékteré charakteristiky vybranych nitrilas a je
vidét, Zze vétSina nitrilas ma podobné pH optimum a velkou molekulovou hmotnost

nativniho enzymu.



V dnesni dobé se kromé prirodnich enzymu stale vice pouzivaji rekombinantni
enzymy, exprimované nejastéji v E. coli, nebo rostlinach tabaku (rekombinantni nitrilasa

z Arabdopsis thaliana).

1.2.2 Nitrilhydratasa (EC 4.2.1.84) a amidasa (EC 3.5.1.4)

Nitrilhydratasa katalyzuje hydrataci nitrilu na amid, ktery je substratem dalsiho
enzymu, amidasy, kterd vznikly amid hydrolyzuje na karboxylovou kyselinu a amonny ion
(viz Obréazek 6, str. 4).

Nitrilhydratasa je metaloenzym vyZadujici ionty Fe'' nebo Co'™ a vyskytujici se
vétSinou jako dimerni nebo tetramerni enzym [8§].

Podobné jako nitrilasa se v celé fad¢ organismi vyskytuji i nitrilhydratasa a amidasa,
ptedevsim u raznych druhi bakterii (4grobacterium, Bacillus, Comamonas, Pseudomonas,
Rhodococcus) [17], ale i ve vyssich organismech (Candida, Cryptococcus) [17]. Tyto dva
enzymy, podobné jako nitrilasa, produkuji hydrolyzou nitrild karboxylové kyseliny, ale
pomér vzniklého amidu a kyseliny zde zavisi na pomérném zastoupeni obou enzymu a
reak¢énich podminkach, pfedevsim teploté, nebot’ tyto enzymy maji zpravidla rizna teplotni

optima [18].
1.3 Pouziti nitrilas, nitrihydratas a amidas

Enzymy hydrolyzujici nitrily ziskavaji na oblibé v organickych syntézach, a to
predevsim tam, kde je tfeba zpracovavat tepelné labilni latky, protoze klasicka hydrolyza
nitril vyzZaduje extrémni hodnoty pH, vysoké teploty a tlak. Déle se vyuziva chemo-,
stereo- a regioselektivity [19] téchto enzymu, coz je nesporna vyhoda.

Casto je limitujicim faktorem §ir§iho pouziti téchto enzymii v primyslu jejich nizka
stabilita nebo mald vyté€Znost zorganismi. Presto se jiz enzymy z nékolika druht
mikroorganismti vyuzivaji v chemickych vyrobach a postupné se zlepSuje komercni
dostupnost téchto enzym [20, 21].

Pomoci bunék Rhodococcus equi (pii vyuziti jejich amidasové aktivity) se podafilo
pii 35 °C selektivné hydrolyzovat (R,S)—naproxenamid na (S)-naproxen (s enantiomernim
ptebytkem 99% [22]) (viz Obrazek 8, str. 7). (S)-Naproxen je nesteroidni antiflogistikum

ptibuzné ibuprofenu.



Pomoci enzymu z Acinetobacter faecalis ATCC 8750 byla z (R,S)-mandelonitrilu
ziskana pti 91% konverzi Cista kyselina (R)-mandlova [23] (viz Obrazek 8), kterd ma
vyznamné pouziti ve farmaceutickém primyslu jako vychozi surovina pro syntézu

antibiotik.

3 CHs

CH
Rhodococcus equi ;
CH30 33°C cHy0

(R,S) - naproxenamid
(S) - naproxen

OH
OH
CN Acinetobacter faecalis ATCC 8750
> H
32°C coo

(R,S) - mandelonitril

(R) - mandlova kyselina

Obrazek 8. Stereoselektivni biotransformace katalyzované bakteridlni amidasou a

nitrilasou.

Vyborné lze demonstrovat ptiklad (E,Z)-selektivity a diastereoselektivity u syntézy
kyseliny (F)-cis-3-(2-kyanocyklohex-3-enyl)propenové (viz Obrazek 9, str. 8) ze smési
izomerd nitrild pomoci rekombinantni nitrilasy z Arabidopsis thaliana, kdy ze Cctyt
moznych (E,Z)- a diastereoizomerti m4 tato nitrilasa vysokou specifitu pouze pro jeden

z nich [24].
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Obrazek 9. Chemoenzymaticka syntéza kyseliny (F)-cis-3-(2-kyanocyklohex-3-

enyl)propenové.

Nejvyznamnéjsi pramyslové uplatnéni zatim nalezla nitrilhydratasa (z Rhodococcus
rhodochrous) pii vyrobé akrylamidu (viz Obrazek 10), kterého se enzymatickou hydrataci

vyrobi 30 000 tun ro¢né [25, 26].

Rhodococcus rhodochrous

imobilizovane buiky HoC—=

CONH,

Y

HZC:\
CN

Obrazek 10. Priamyslové pouziti nitrilhydratasy R. rhodochrous pii biosyntéze

akrylamidu.

Déale je tento enzym primyslové vyuzivan pifi hydrataci 3-kyanopyridinu na

nikotinamid (viz Obréazek 11) [27], ktery slouzi jako nutri¢ni doplnek.

CN CONH,
’ X Rhodococcus rhodochrous | AN
_ - _
N N

Obrazek 11. Enzymova hydratace 3-kyanopyridinu za vzniku nikotinamidu.



Nitrilasa z R. rhodochrous J1 byla navrzena pro vyrobu 3- a 4-kyanobenzoové
kyseliny a kyseliny nikotinové [28, 29, 30]. Tento enzym lze téZ pouZzit pro vyrobu
kyseliny pyrazinové (aktivni agens proti patogennim houbam) [29] (viz Obrazek 12).
Nitrilasa z A. thaliana ztejmé katalyzuje in vivo hydrolyzu indol-3-acetonitrilu. Tato
reakce probihad u vétSiny rostlin, kde se uplatiiuje kyselina indol-3-octova jako auxin (viz

Obrazek 12).

CN COOH
©/ Rhodococcus rhodochrous J1 I
nitrilasa
CN CN
CN COOH
Rhodococcus rhodochrous J1
. > 11
NG nitrilasa NG
CN COOH
E\/r Rhodococcus rhodochrous J1 | X
> [11
N/ nitrilasa N/
N N
X Rhodococcus rhodochrous J1 AN
P i v
nitrilasa _—
N CN N COOH
CH,CN CH,COOCH
©I—\_H Arabidopsis thaliana @
> \%
N nitrilasa N
H H

Obrazek 12. Uplatnéni bakteridlnich a rostlinnych enzyml v biotransformacich
nitrild.
[ - 1,3-dikyanobenzenu na kyselinu 3-kyanobenzoovou
IT - 1,4-dikyanobenzenu na kyselinu 4-kyanobenzoovou
III — 3-kyanopyridinu na kyselinu nikotinovou (nutriéni doplnék)
IV — pyrazinkarbonitrilu na kyselinu pyrazinovou (agens proti patogennim houbam)

V — indol-3-acetonitrilu na kyselinu indol-3-octovou (auxin)



2 CIL PRACE

Cilem prace bylo:
1) Ziskat preparat fungalni nitrilasy s vysokou specifickou aktivitou, ktery by byl také
dlouhodobé stabilni.
2) Pro zvyseni aktivity bun€k a bunééného extraktu nalézt nové induktory, pfipadné zlepsit
zpuasob kultivace.
3) Nalézt vhodné stabilizatory enzymu a zjistit optimalni podminky pro uchovavani
enzymu.

4) Optimalizovat zplisob imobilizace enzymu pro opakované pouziti pfi biokonverzich.
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3 MATERIAL A METODY

3.1 Mikroorganismy

V diplomové praci byly pouzivany kultury mikroorganismdu, které byly uchovavany
v lednici pfi 4 °C na modifikovaném mediu podle Czapka — Doxe (viz 3.2 — medium 1;
vlaknité houby) nebo na masopeptonovém agaru (viz 3.2 — medium 6; bakterie).

Jednalo se o tyto mikroorganismy: Aspergillus niger K10, Fusarium solani O1,
Rhodococcus equi A4.

A. niger byl plivodné uzivan pro vyrobu kyseliny citronové v Lachemé Kaznéjov a je
ulozen ve Sbirce kultur hub Piirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy (CCF) v Praze.

R. equi A4 1 F. solani Ol jsou izolaty z prostiedi (pidy). Kmen R. equi [22] byl
identifikovan Referen¢ni laboratofi pro korynebakteria 3. lékatské fakulty Univerzity
Karlovy v Praze a je uloZzen ve Sbirce mikroorganismti Masarykovy Univerzity (CCM)
v Brné. Kmen F. solani [31] byl identifikovan ve Sbirce kultur hub Pfirodovédecké fakulty

Univerzity Karlovy (CCF) v Praze a je uloZzen tamtéz.

3.2 Kultivaéni a udrzovaci media

Vsechna pouzivana media maji sviij zéklad v mediich uvedenych v [32], pfipadné

modifikace jsou uvedeny nize.

Medium 1 (modifikované pevné medium podle Czapka — Doxe, pro uchovavani
sbirkovych mikroorganismit)

Ptedpis pro 1 litr vysledného media

K;HPO4 lg

KCl 0,5¢g
Kvasni¢ny extrakt 0,05¢
FeSO4.7H,0 0,01 g
CoCl,.6H,O 0,001 g
ZnS0O4.7H,0 0,0067 g
Sacharosa 20¢g
Agar 15¢
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Tyto latky se rozpusti v destilované vodé tak, aby celkovy objem roztoku byl 970 ml.

Po sterilizaci media se za aseptickych podminek pfidaji nize uvedené latky
rozpusténé v 30 ml roztoku voda : methanol (2:1), sterilizované filtraci ptes filtr s velikosti
péra 0,22 um.

3-Kyanopyridin 2g

MgS0,4.7H,0 05¢g

Medium 2 (modifikované kapalné medium podle Czapka — Doxe)

Na rozdil od media 1 se ptfidava pouze 15 g sacharosy a Zadny agar.

Po sterilizaci media se za aseptickych podminek pfidaji nize uvedené latky
rozpu$téné v 30 ml roztoku voda : methanol (2:1), sterilizované filtraci ptes filtr s velikosti

péra 0,22 um (viz 3.5.3).

2-Kyanopyridin 2g
Valeronitril 025¢g
MgS0,4.7H,0 0,5¢g

Medium 3 (kultiva¢ni medium bohaté na zZiviny)

Navazka na 1 litr media

Sacharosa 30¢g
NaNO; 2g
Sladovy extrakt 5g
Kvasni¢ny extrakt S5¢g

Pted sterilizaci se pH upravi na hodnotu 7,3.

Medium 4 (kultiva¢ni medium pro indukeci nitrilasové aktivity)

Na rozdil od media 1 neobsahuje sacharosu a agar.

pH takto ptipraveného roztoku se pted sterilizaci upravi na pH 7,3.

Po 1 hodiné kultivace v tomto mediu se pfidaji nize uvedené latky rozpusténé v 30

ml roztoku voda : methanol (2:1), sterilizované filtraci ptes filtr s velikosti péra 0,22 um

(viz 3.5.3).
2-Kyanopyridin 3g
MgS04.7H,0 0,5¢g
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Medium S (sladinovy agar)
Medium 3 s ptidavkem 15 g agaru

Medium 6 (masopeptonové medium pro uchovavani R..equi)

Navazka na 1 litr media

Hovézi extrakt 3g

Pepton 10g

NacCl S5¢

Agar 15¢
Vodovodni voda dolit do 1 litru

Pied sterilizaci se pH upravi na hodnotu 7,1.

Medium 7 (kultiva¢ni medium pro R. equi)

NaCl 0,1g
K2HPO4 1,03 g
KH,PO4 0,75 g
EDTA 0,015¢g
ZnS04.7H,0 0,0067 g
MnS0,4.H,O 0,0013 g
FeSO4.7H,0 0,0015 g
CoCl,.6H,O 0,49 mg
CuS0O,4.5H,0 0,72 mg
Na;Mo004.2H,0 0,45 mg
Glycerol 10g

Doplnit do 980 ml destilovanou vodou.

pH se pied sterilizaci upravi na hodnotu pH 7.

Oddélen¢ se sterilizuji roztoky (kazdy zvlast) MgSQO4.7H,0 (20 g/l1) a CaCl,.2H,0
(3,1 g/l). Pied ofkovanim se za aseptickych podminek pfida do kazdé baiky (s 98 ml

media) 1 ml z kazdého roztoku (viz 3.5.3).
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3.3 Chemikalie a materialy

3.3.1 Substrdty enzymii

Oznaceni  Substrat

1a benzonitril

2a 2-tolunitril

3a 3-tolunitril

4a 4-tolunitril

ba 2-kyanopyridin

6a 3-kyanopyridin

7a 4-kyanopyridin

8a 2-hydroxybenzonitril

9a 3-hydroxybenzonitril
10a 4-hydroxybenzonitril
11a 2-fenylacetonitril
12a 2-fenylpropionitril
13a 3-fenylbutyronitril
14a 2-chlorbenzonitril
15a 3-chlorbenzonitril
16a 4-chlorbenzonitril
17a acetonitril
18a propionitril
19a butyronitril
20a isobutyronitril
21a valeronitril
22a indol-3-acetonitril

Tabulka 3. Oznaceni substrati pouzivanych pro biotransformace

Vsechny pouzivané substraty pochazely z komerc¢nich zdroji. VSechny substraty,

kromé Sa — 7a, mély analytickou Cistotu. Stupen Cistoty substrati Sa — 7a byl nizsi —

jednalo se o cisté chemikalie pro syntézu (Cistota > 98%).
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Obrazek 13. Strukturni vzorce nitrill, pouzivanych jako substraty, a jejich produkta.



3.3.2 Pufry

50 mM, 100 mM TRIS/HCI pufr
Tris(hydroxymethyl)-aminoethan (50 mM 6,05 g/l; 100 mM 12,10 g/1)
pH upraveno na pozadovanou hodnotu piidavkem koncentrované (32 — 38%)

kyseliny chlorovodikové.

50 mM fosforecnanovy pufr pH 8
A:Na,HPO,4.12H,0 17,9 g/l

B: KH,PO, 6,8 g/l

Roztoky A a B se smichaji v poméru 81:19.

Glycinovy elektrodovy pufr pH 8,3

Zasobni Skrat koncentrovany roztok

TRIS 15,1 ¢
Glycin 9% g
10% roztok SDS 50 ml

Doplnit destilovanou vodou do 1 litru. Pro pouziti je tfeba roztok Skrat zfedit .

Dithiothreitolovy pufr pH 6,8

TRIS 6,05 g/l
Dithiothreitol 15,42 g/1
SDS 20 g/l

Bromfenolova modi 1 g/l
Glycerol 100 g/l
Doplnit destilovanou vodou do 1 litru a pH upravit kyselinou chlorovodikovou na

hodnotu pH 6,8

50 mM TRIS/HCI + 0,8 M siran amonny pH 7 — 9
TRIS 6,05 g/l
(NH4)2S04 105,71 g/l

pH se upravi koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pozadovanou hodnotu.
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50 mM TRIS/HCI + IM siran sodny pH 8
TRIS 6,05 g/l
Na,;S04.10 H,O 322,2 g/l nebo Na,SO4 142,04 g/l

pH se upravi koncentrovanou kyselinou chlorovodikové na pozadovanou hodnotu.

50 mM TRIS/HCI pufr + 10mM, 150 mM, 1 M NaCl; pH 7,6, 8
TRIS 6,05 g/l
NaCl (10 mM 0,58 g/l, 150 mM 8,77 g/l, 1 M 58,44 g/l)

pH se upravi koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pozadovanou hodnotu.

Nasyceny roztok siranu amonného, 1 mM EDTA, 50 mM TRIS/HCI, pH 8

TRIS 6,05 g/l

EDTA 0,372 g/l

(NH4)2SOq4 760 g/l

V 1 litru vody se rozpusti 600 g (NH4),SO4, 6,05 g TRIS a 0,372 g EDTA. Po
uplném rozpusténi vSech komponent se po malych davkach (cca 10 g) pfidava siran
amonny. Po jeho uplném rozpusténi se ptida dalsi davka. Kdyz se jiz dalsi siran nerozpusti,
odfiltruje se nerozpustény siran a pH se upravi na pozadovanou hodnotu pomoci

koncentrované kyseliny chlorovodikové.

Fyziologicky roztok + 0,1% Tween
NaCl 8,5 g/l
Tween 80 1 g/l

HPLC pufry

10%, 30% acetonitril, 0,1% H3;PO,

Acetonitril (100 ml/l, 300 ml/1), 86% H;PO4 (1 ml/l), voda pro HPLC (dolit
do 1 litru)

10%, 20% acetonitril, 5 mM fosforecnanovy pufr, pH 7
Acetonitril (100 ml/l, 200 ml/l), Na,HPO4.12H,0 (1,79 g/1), voda pro HPLC (dolit
do 1 litru), pomoci 86% H3;PO, upravit pH na hodnotu 7.
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Univerzdlni pufr Brittonuv — Robinsonuv pH 1,8 — 11,98 [33]

Roztok A: kyselina borita 2,42 g/l
kyselina octova 2,3 ml/l
kyselina fosfore¢na (86%) 2,7 ml/l

Roztok B: NaOH 8 g/l

Roztok o pozadovaném pH (v rozmezi 1,8 — 11,98) se piipravi pfilitim roztoku B

(0 — 100 ml) ke 100 ml roztoku A viz [33].

Mcllvaine — citran fosforecnanovy pufr [34]

Roztok A: kyselina citronova 21,01 g/

Roztok B: Na,HPO,4.12H,0 53,65 g/l

pH 3: 39,8 ml roztoku A + 10,2 ml roztoku B, doplnit do 100ml
pH 4: 30,7 ml roztoku A + 19,3 ml roztoku B, doplnit do 100ml
pH 5: 24,3 ml roztoku A + 25,7 ml roztoku B, doplnit do 100ml

3.3.3 Chromatografické kolony

ACE C8, 5um, 250 x 4 mm (Advanced Chromatography Technologies, USA)
Nova — Pak C18, Sum, 150 x 3.9 mm (Waters Associates, USA)
Polymer IEX H' 8um, 250 x 8 mm (Watrex, CR)

Kolony pouzivané pro imobilizaci proteinu:

HiTrap Fast Flow kolony o objemu 1ml (Amersham Bioscience)
Butyl Sepharose

Octyl Sepharose

Phenyl Sepharose

Q Sepharose

Kolony pouzivané pro purifikaci proteini:
HiPrep Amersham Bioscience

Superdex 200 10/300 GL, objem kolony 24 ml
Sephacryl S-200 16/60 HR, objem kolony 120 ml
Q Sepharose 16/10 FF, objem kolony 20 ml
Phenyl Sepharose 16/10 FF, objem kolony 20 ml
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3.4 Pristroje a zarizeni

Mikrocentrifuga Mini Spin Plus (Eppendorf, Némecko)

Thermomixer Compact a Thermomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)
Ttepacka Lab-Shaker (Adolf Kithner AG, Svycarsko)

Ockovaci box MSC 9 (Jouan, Francie)

Analytické vahy (Mettler, Némecko)

Vahy Scout SC6010 (Ohaus, USA)

Lyofilizator LYOVAC GT2 (Leybold — Heraeus, Némecko)

Pfistroj na &isténi vody pro HPLC Watrex Ultrapur (Watrex, CR)

Autoklav Kestler (LTE Scientific, Anglie)

pH metr pH/ION 3401 (WTW, Némecko)

Cerpadlo s fidici jednotkou Waters 600 Controller (Waters Associate, USA)
Detektor PDA 996 a Autosampler plus 717 (Waters, USA)

Injektor Rheodyne model 7725 (Rheodyne Inc., USA)

Vakuova pumpa DOA V130NB (Waters — Millipore, USA)

Pfistroj na vyrobu imobilizovanych preparatd LentiKats® (MEGA, CR)
Pumpa Delta Chrom SDS 030 a DeltaChrom SDS 020 (Watrex, CR)
Spektralni UV/VIS detektor, Spektra 100 (Thermo Separation Products)
Termostaticky box Delta Chrom Temperature Control Unit (Watrex, CR)
BioSys 510, BioSys 500 (Beckman, USA)

AKTA prime Plus (Amersham Bioscience, Svédsko)

Spektrofotometr UV-1202 (Shimadzu, Japonsko)

Centrifuga Beckmam J2-21 a J-6B (Beckman, Irsko)

Centrifugaéni rotory Beckman JA-10, JA-20, JS-5.2 (Beckman, Irsko)
Mrazak Advantage (-70 °C)

Oscila¢ni mlynek MM 200 (Retsch, Némecko)

Bodotavek SMP (Bibby Sterilin, Velka Britanie)

Vakuova odparka Rotavapor — M (Biichi, Svycarsko)

Software: Millenium Chromatography Manager; Microsoft Office 2000; Microsoft
Windows 2000; CSW — Chromatography Station for Windows 1.7; PrimeView 5.0
(Unicorn 5.01)
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3.5 Mikrobiologické metody

3.5.1 Sterilizace

Vsechna kultivaéni media, laboratorni sklo a ptedméty pouzivané pii o¢kovani byly
sterilizovany v autoklavu 30 min, pti 120 °C a tlaku 100 kPa. 2-Kyanopyridin,
3-kyanopyridin, valeronitril a MgS04.7H,0 (mimo medium 7) byly sterilizovany filtraci

ptes membrany s velikosti port 0,22 pm.
3.5.2 Kultivace na pevném mediu

Pro kultivace na pevném mediu byly pouzivany sterilni plastové Petriho misky
o priméru 9 cm.

Pevné medium 1 (viz 3.2) bylo pouZivano pro uchovavani kultur vléknitych hub. Po
inokulaci byly kultury F. solani (inokulace myceliem) inkubovany 3 dny pfi 28 °C, kultury
A. niger (inokulace spérami) po dobu 3 az 10 dni do vysporulovani.

Kultury R. equi byly po inokulaci (medium 6, viz 3.2) inkubovany jeden den pfi
28 °C.

Poté byly vSechny narostlé kultury uchovavany v lednici pii 4 °C.
3.5.3 Kultivace v kapalném mediu

3.5.3.1 Aspergillus niger

Kultivace 4. niger probihala ve 100 ml kapalného media 2 (viz 3.2) (97 ml media +
3 ml oddélené sterilizovaného 2-kyanopyridinu, valeronitrilu a siranu hofecnatého)
v Erlenmeyerovych bankach o objemu 500 ml na tfepacce (200 otac¢ek/min, excentricita
5 cm) pii teplot¢ 28 °C. Kultura byla do kapalného media inokulovana spérami za
sterilnich podminek ze zasobni kultury na pevném mediu (viz 3.5.2).

Ke kultufe na pevném mediu bylo pfidano 10 ml fyziologického roztoku s 0,1%
Tweenem. Sterilni o¢kovaci klickou byly spéry a mycelium opatrn€ uvolnény a smichany
s roztokem. Timto roztokem bylo pomoci sterilni pipety zaockovano 0,5 — 1 ml tohoto
homogenatu do jedné bariky se 100 ml media 2. Kultivace probihala 2 — 3 dny pfi teploté
28 °C.
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3.5.3.2 Fusarium solani

Varianta 1, Kultivace probihala podobné jako v pfipad¢ A. niger (k ofkovani se
nepouzivalo spér, ale mycelia).

Varianta 2, Dvoukrokova kultivace [16]: Do Erlenmeyerovych banék o objemu
500 ml s 200 ml bohatého media 3 (viz 3.2) byla zaockovana kultura F. solani stejné€ jako
ve varianté 1. Po 30 — 48 hodinach bylo mycelium zfiltrovano, promyto mediem 4 (bez
2-kyanopyridinu) a ve sterilnim prostiedi rozdéleno do 500 ml Erlenmeyerovych ban¢k s
97 ml media 4 (do stejného poctu ban€k jako v prvnim kroku). Po 1 hoding kultivace pti
28 °C byly do kazdé baiky pfidany 3 ml roztoku 2-kyanopyridinu a MgS0O,4.7H,0 podle
navodu (viz 3.2). Po 24 hodindch bylo mycelium zfiltrovano, proplachnuto 50 mM
TRIS/HC] pufrem (pH 8), zmrazeno pii -70 °C a poté lyofilizovino 24 hodin.

Lyofilizované mycelium bylo uchovavano piti -20 °C.

3.5.3.3 Rhodococcus equi

Ke kultufe R. equi na pevném mediu (3.5.2) bylo pfidano 7 ml fyziologického
roztoku. Sterilni oCkovaci klickou byla kultura homogenizovana do roztoku. 1 — 2 ml
suspenze bunék byly zaockovany do 100 ml media 7 (viz 3.2) v Erlenmeyerové barice o
objemu 500 ml. Poté bylo do kazdé banky pfidano jeste 100 pl acetonitrilu. Takto
zaockované medium bylo inkubovano pii 28 °C za tfepani (200 ot./min, excentricita 5 cm)

1 — 2 dny, dokud opticka densita pfi 610 nm nedoséhla hodnoty alespoii 1 AU.
3.5.4 Sklizeri mycelia

Narostla biomasa byla zfiltrovana na Bilichnerové nalevce za vakua a proplachnuta

50 mM TRIS/HCI pufrem (pH 8).
3.5.5 Sklizeri bunék Rhodococcus equi

Narostlé buniky byly odstfedény (30 min pfi 5000 g a 4 °C). Poté byly
resuspendovany ve fosforecnanovém pufru (50 mM, pH 8) a znovu odstfedény (30 min,
5000 g, 4 °C). Takto upravené buiky byly uchovavany pti teplot€ -20 °C, nebo byly

okamzité zpracovany (viz 3.8.2).
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3.6 Lyofilizace

Vzorky (mycelium, enzym) urcené k lyofilizaci byly umistény do kulatych bané€k
(nebo byly do téchto ban¢k vlozeny mikrozkumavky se vzorkem), zmraZeny kapalnym
dusikem nebo pii teploté -70 °C a lyofilizovany pii teploté mistnosti a tlaku piiblizn¢ 10 Pa
po dobu nejméné 12 hodin.

Jako protektanty byly zkouseny 2% roztoky sacharosy, xylitolu a trehalosy, dale
1 mM roztok EDTA.

3.7 Méreni pH

pH bylo méteno pomoci pHmetru pH/ION 3401 (WTW, Némecko) kalibrovanym
pomoci standardnich pufri na pH 7 a pH 4.

3.8 Purifikace a charakterizace enzymi

3.8.1 Pr#iprava bunécného extraktu z viaknitych hub

Priprava bunécného extraktu z A. niger: Zfiltrované mycelium bylo zmrazeno
kapalnym dusikem a rozdrceno v tieci misce na prasek. Na 1 g takto rozdrceného mycelia
byly pfidany 3 ml TRIS/HCI pufru (50 mM, pH 7,6). Rozdrcené mycelium s pufrem bylo
michano na ledové lazni 30 minut. Poté byly zbytky mycelia oddéleny centrifugaci pfi
13 000 g (4 °C, 30 min). Ziskany extrakt byl srazen nasycenym roztokem siranu amonného
do nasyceni 40 — 50%. Vznikld peleta byla resuspendovdna v tak malém mnoZstvi
TRIS/HCI pufru, ve kterém se jes§té rozpustila, a tento ¢astecné purifikovany extrakt (dale
jen siranova frakce enzymu) byl uchovavan pfi teploté 4 °C pro kratkodobé pouziti. Pro
delsi uchovéavani byl rozdélen do mensich objemut a zamrazen pii -70 °C.

Priprava bunécného extraktu z F. solani: K lyofilizovanému myceliu, rozetfenému v
treci misce na prasek, byl piidan TRIS/HCI pufr (50 mM, pH 8; 3 ml na 1 mg vlhkého
mycelia, tj. na 0,15 mg lyofilizovaného mycelia) a smés 30 minut michana na ledové lazni.
Poté byly zbytky mycelia odstranény pii 13 000 g (4 °C, 30 min). Takto ziskany extrakt
byl uchovavan v lednici pii 4 °C. V ptipadé potfeby byl novy extrakt snadno vyroben

z lyofilizovaného mycelia uskladnéného pii -20 °C.
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3.8.2 Priprava bunécného extraktu z bakterie Rhodococcus equi A4

Odstedéné buiky (2 ml velmi husté suspenze) R. equi byly pievedeny do
vymrazené (pii -20 °C) achatové misky oscilatniho mlynku MM 200 a byly pifidany
sklenéné kulicky (balotiny; o priméru 0,25 — 0,50 mm) ve stejném objemu jako suspenze
bunék. Poté byly buiiky mlety 35 min pfi frekvenci 30 Hz.

K rozemletym buiikkdm bylo pfidano 5 ml 50 mM TRIS/HCI pufru (pH 8) a mleti
v mlynku pokra¢ovalo 20 min pfi frekvenci 20 Hz.

Nakonec byly rozemleté buriky odsttedény (10 000 g, 20 min, 4 °C) a supernatant
(bunéény extrakt) byl uchovavan v lednici pii 4 °C (1 — 2 tydny) nebo okamzité pouzit
k imobilizaci (viz 3.9.4).

3.8.3 Purifikace enzymii

Pro purifikaci proteini byla pouzivana zatizeni BioSys 500, BioSys 510, ale zejména
Akta Prime Plus, ktera se sklddala z ¢erpadla, UV detektoru (280 nm) a vodivostniho
detektoru. Tato sestava byla pfipojena k pocitaci, kde byla zaznamendvand data
zpracovavana programem PrimeView 5.0 (Unicorn 5.01).

Pro purifikaci nitrilasy z 4. niger byla vyuZzita metoda, kterou vypracoval v rdmci své
doktorské prace O. Kaplan. Jako prvni krok bylo pouzito frakéni sraZeni bunécného
extraktu roztokem siranu amonné¢ho v 50 mM pufru TRIS/HCl (pH 7.6), v rozmezi
40 — 50% nasyceni. Vznikla sraZenina byla odstfedéna a nasledné resuspendovana
v 50 mM TRIS/HCI pufru (pH 7,6). Takto ptipraveny hruby extrakt byl nejprve 30 minut
centrifugovan pii 4 °C a 13 000 g a poté aplikovan na kolonu Sephacryl S-200, kde byl
k eluci pouzit 50 mM TRIS/HCI pufr (pH 7,6) obsahujici 150 mM NaCl. Elu¢ni rychlost
byla 0,5 ml/min. Aktivni frakce byly bez zahusténi aplikovany na iontoméni¢ovou kolonu
Q Sepharose 16/10 a eluovany gradientem 10 mM — IM NaCl v 50 mM TRIS/HCI pufru
(pH 7,6) po dobu 90 min. Elu¢ni rychlost byla 1 ml/min. Aktivni frakce z tohoto kroku
byly zahus$tény na molekulovych sitech Centriprep YM-30 (s velikosti port pro molekuly
do 30 kDa) pti 1500 g a 4 °C. Takto zahu$tény purifikovany enzym byl skladovan
v roztoku obsahujicim sorbitol (20%) pii -70 °C.

Pro purifikaci F. solani byl pouzit obdobny purifikaéni protokol, jen sraZeni siranem
amonnym bylo vynechdno (vzhledem k niz$i G¢innosti) a vSechny pouzité pufry mély
pH 8. Takto purifikovana nitrilasa byla skladovana v -70 °C v roztoku obsahujicim 5,5%

sacharosy.

23



3.8.4 Stanoveni bilkovin

Bilkoviny byly stanovovany reakci s Coomassie Brilliant Blue R-250 (Protein Assay,
Bio-Rad) [35]. Kalibrace byla provadéna na roztok hovéziho sérového albuminu (BSA)

v rozmezi koncentraci 0,1 — 0,6 mg bilkovin/ml.
3.8.5 Elektroforéza

SDS elektroforéza byla provadéna metodou podle Laemmliho [36]. Jako zaostfovaci
gel byl pouzit 5% polyakrylamidovy gel a jako délici gel 12% polyakrylamidovy gel.

Vzorky na elektroforézu byly nejprve 5 minut inkubovany (95 °C) s
dithiothreitolovym pufrem, potom zchlazeny na ledu. Takto pfipravené vzorky byly
nanaSeny na gel. Nanaselo se 5 — 10 ul vzorku o pfiblizné koncentraci 0,3 mg bilkovin/ml.

Pti pouziti dvou gelli bylo na zaostfovacim gelu napéti 80 V a proud 30 mA. Kdyz
proteiny vzorku doséhly rozhrani gelii, bylo napéti zvySeno na 130 V a proud na 50 mA.
Jako elektrodovy pufr byl pouzivan glycinovy pufr pH 8,3.

Jako standardy byly pouzivany BSA (66 kDa) a standard Amersham Bioscience
s Sirokym rozmezim molekulovych hmotnosti proteind (6 500 aprotin, 14 000 lysozym,
21 000 inhibitor trypsinu, 30 000 ,carbonic anhydrasa“, 45000 ovalbumin, 55 000
glutamat dehydrogenasa, 66 000 BSA, 80 000 transferrin, 97 000 fosforylasa b, 116 000 -
galaktosidasa, 205 000 myosin).

Gel byl barven bud’ pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250 nebo pomoci dusi¢nanu

stiibrného. Obarveny gel byl uchovavan v 1% kyseliné octové.

Barveni dusicnanem stFibrnym

Roztok Doba ptisobeni

30% ethanol + 10% kyselina octova 3 x 30min

20% ethanol 10 min

Voda 10 min

0,2 g/l Na;S,03 1 min

Voda 2x20s

2 g/l AgNO; (Cerstvy roztok) 30 min

Voda 10s

0,7 ml/l formaldehyd, 30 g/l K,CO3, 10 mg/l Na,S,0; do vybarveni proteint 2 — 4 min
1% kyselina octova uchovavani
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3.8.6 Stanoveni optimdlnich reakénich podminek, stability, vilivu inhibitori a

kosolventii

3.8.6.1 Stabilita pFi skladovani
Byly zkouSeny stability enzymu pii skladovani bunééného extraktu a Castecné
purifikovaného enzymu.
Teploty skladovani byly -70 °C, -20 °C, 4 °C a laboratorni teplota (20 — 22 °C). Po
riznych casovych intervalech byly odebirany vzorky a stanovena jejich aktivita

s benzonitrilem, jak je uvedeno v 3.10.

3.8.6.2 Vliv kosolventii
Pro zjisténi vlivu kosolventd byl benzonitril rozpustén v riznych rozpoustédlech do
koncentrace 500 mM. Z téchto roztokl byl ptidavan do reakéni smési tak, aby ptidavek ze

zasobniho roztoku byl 5% objemu reakéni smési (aktivita zjiStovana podobné jako v 3.10).

3.8.6.3 pH optimum
pH optimum nitrilasy bylo méfeno podobné jako aktivita extraktu (viz v 3.10). Misto
50 mM pufru TRIS/HCI (pH 8) byly vSak pouZity pufry v rozmezi pH 3 — 12.
pH 3 — 7 Mcllvaine
pH 7 - 9 TRIS/HCI
pH 9 — 12 Britton — Robinson

3.8.6.4 Teplotni optimum
Teplotni optimum se stanovovalo v 50 mM TRIS/HCI pufru (pH 8), kdy byl enzym
10 minut inkubovan ptfi dané teploté a poté byla zméfena jeho aktivita pfi této teploté

(viz 3.10).

3.8.6.5 Teplotni stabilita

Enzym byl ve smési o objemu 95 pl (50 mM TRIS/HCI (pH 8) spolu enzymem),
kterd neobsahovala substrat, tfepan v Thermomixeru pfi teploté 45 °C. Poté byla s takto
inkubovanym roztokem provedena reakce za standardnich podminek (viz v 3.10).

Stanoveni teplotni stability pfi 28 °C probihalo bez tfepani; roztoky byly umistény
v temperované mistnosti, termoboxu. V ¢asovych intervalech byly odebirany vzorky a
stanovena aktivita pii 45 °C.

Stabilita mycelia a LentiKats® byla stanovovéana v reak¢éni smési obdobné, jak je

uvedeno vyse.
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3.8.6.6 Stanoveni substratové specifity
Substratova specifita byla stanovovana pro ¢aste¢né purifikované enzymy (viz 3.8.3).
Do standardni reakéni smési (viz v 3.10) byl misto benzonitrilu pfidan zkoumany substrat

z 500 mM zasobniho roztoku v methanolu.
3.9 Imobilizace

3.9.1 Imobilizace celych bunék F. solani v gelu — technologie LentiKats®

Tento postup je pltvodni technologii firmy genialLab Technologie (v licenci firmy
MEGA). Viz [31, 37]

Materiél pro pfipravu preparatu LentiKats®™

Polyethylenglykol (PEG)

Polyvinylalkohol (PVA)

Destilovana voda

Lyofilizované mycelium

6 g PEG se rozpusti v79 ml vody a za stalého michadni se zahfeje na teplotu
90 — 100 °C (na magnetickém michadle s ohfevem). Po zahrati se pfida 10 g PVA a smés
se micha do Gplného rozpudténi PVA. Poté se necha roztok zchladnout na teplotu pfiblizné
25 °C a ptida se lyofilizované mycelium (v na§em piipadé 0,5 g lyofilizovaného mycelia
z F. solani). Smés se dlkladné zamicha, aby doslo k homogennimu rozloZeni mycelia
v gelu. Takto pfipraveny gel se pomoci specidlniho pfistroje navrzeného firmou genial.ab
Technologie (viz Obrazek 15, str. 27) natiskl na polystyrenové podlozky. Nerezové jehly
ptistroje se ponoii do gelu, poté se zvednou a otisknou se na polystyrenové podlozky, kam
se necha stéci gel s myceliem za vzniku ¢astic LentiKats® (Obrazek 14). Ty se susi pii
laboratorni teplot¢, az ztrati 75% puvodni hmotnosti.

Takto pfipraveny imobilizovany biokatalyzator se

skladuje pti teploté -20 °C.

T 200
' 400 pm

Obrazek 14. Hotovy imobilizovany preparat LentiKats®.
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""" N Pozn. Pii vyrobé LentiKats® se na rozdil od originalniho
. navodu nedoporucuje pouZiti mikrovlnné trouby. Spatné se
kontroluje teplota smési a dochazi k negativnimu ovlivnéni

polymerace.

Obrazek 15. Pfistroj na pfipravu imobilizovanych biokatalyzatora LentiKats®.
3.9.2 Imobilizace nitrilasy na hydrofobnich kolondch

Pro imobilizaci na kolonach, kde dochazi k vazb¢ proteinii pomoci hydrofobnich sil,
byly zvoleny kolony HiTrap firmy Amersham Bioscience o objemu 1 ml (Butyl Sepharose
a Phenyl Sepharose). Imobilizace se provadély v 50 mM TRIS/HCI pufru (pH 8)
obsahujicim siran amonny (0,8 M; viz 3.3.2).

Pozadované mnozstvi enzymu bylo desetkrat nafedéno timto pufrem a 30 minut
centrifugovano pii 10 000 g a 4 °C. Tento roztok byl nanesen na kolonu pfi eluéni rychlosti
0,25 ml/min. Prochazejici pufr byl jiman, a pozdé€ji analyzovan (zméfena aktivita — viz
3.10), aby bylo mozno zjistit, jaké mnozstvi biokatalyzatoru se na koloné zachytilo. Po
naneseni enzymu byla kolona promyta 50 mM TRIS/HCI pufrem (10 — 20 ml) se siranem
amonnym (0,8 M) o pozadovaném pH pfi rychlosti priitoku 0,25 ml/min [38].

Takto ptipravend kolona byla umisténa do vodni 14zn€ o pozadované teploté.

Substrat enzymu byl rozpustén v siranovém pufru a temperovan spolu s kolonou na
vodni lazni. Pritok byl nastaven podle pozadavkil v rozmezi 0,2 — 1 ml/min.

Frakce byly sbirdny pomoci sbérace frakci nebo manudlné a analyzovany pomoci
HPLC.

Kolony s imobilizovanym enzymem byly uchovavany v 50 mM TRIS/HCI pufru se
siranem amonnym (0,8 M) pii 4 °C.

Pro odstranéni enzymu byly kolony promyty 50 mM TRIS/HCI pufrem (pH 8),

destilovanou vodou a nakonec 20% ethanolem, v kterém byly pii 4 °C uchovéavany.
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3.9.3 Imobilizace nitrilasy na iontoménicovych kolondch

Pro imobilizace pomoci iontovych sil byla pouzivana Q Sepharosova kolona o
objemu 1 ml HiTrap, Amersham Bioscience.

Imobilizace probihala podobné jako v pripad¢ (3.9.2), ale misto pufru se siranem
amonnym byl pouzivan 50 mM TRIS/HCI pufr o pozadovaném pH.

Kolony byly po pouziti bud’ promyty pufrem a uskladnény pii 4 °C pro dalsi pouziti
jako imobilizovany biokatalyzator, nebo byly proplachnuty 1 M roztokem NaCl,
destilovanou vodou a nakonec 20% ethanolem, uskladnény pii 4 °C a ptipadné pouzity pro

dalsi imobilizaci enzymu.
3.9.4 Imobilizace amidasy a nitrilhydratasy z R. equi

Extrakt z R. equi (viz 3.8.2) obsahujici amidasu a nitrilhydratasu, byl imobilizovan
na Butyl Sepharosovou kolonu.

Pozadované mnozstvi extraktu bylo desetkrat natedéno TRIS/HCI pufrem (50 mM,
pH 8) obsahujicim 0,8 M (NH4);SO4 nebo 1 M Na,SO4 (viz 4.3.5) a odstiedéno pii
10 000 g a 4 °C, 30 min.

Dale se jiz postupovalo jako v ptipadé€ 3.9.2, jen za pouziti vySe uvedenych pufri.
3.9.5 Koimobilizace nitrilasy a amidasy

Imobilizace probihaly na Butyl Sepharosové koloné¢.

Pozadované mnozstvi extraktu z hub a R. equi bylo smichano a desetkrat nafedéno
TRIS/HCI pufrem (50 mM, pH 8) obsahujicim 1 M Na,SOy4 (nebo 0,8 M (NH4),SOg4 (viz
3.3)).

Dale se jiz postupovalo jako v pfipadé 3.9.2, ale za pouziti vyse uvedenych pufrt.
3.9.6 Kovalentni nosice

Pro kovalentni imobilizaci byl jako nosi¢ pouzivan komeréni piipravek AmberzymTM
Oxirane Resin (Rohm and Haas, Philadelphia, USA), ktery vaze proteiny pomoci
kovalentni vazby volnych aminoskupin lysinu na oxiranovy kruh.

Pro viechny imobilizace byl pouzivan 50 mM fosfore¢nanovy pufr o pH 8.

Nitrilasa z F. solani (0,36 U) byla imobilizovana v 1 ml fosfore¢nanového pufru

na 50 mg suchého nosice.
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Imobilizace byla provadéna pii 22 °C za mirného tfepani v Thermomixeru
(300 ot./min) v mikrozkumavkach po dobu 24, 48 a 72 hodin. Po této dobé byl nosic tfikrat
promyt pufrem a centrifugovan pti 1000 g 15 s. Z aktivit supernatantii bylo zjiSt€éno

mnozstvi imobilizovaného enzymu.
3.10 Biokonverze nitrila

Pro inkubaci reakénich smési a provadéni reakci byly pouzity pfistroje Eppendorf
Thermomixer Comfort a Eppendorf Thermomixer Compact. Inkubace i reakce probihaly

pti 850 ot./min v mikrozkumavkéch o objemu 1,5 ml.
3.10.1 Stanoveni aktivity

Reakce byla provadéna ve 100 pul 50 mM TRIS/HCI pufru, obsahujiciho 25 mM
benzonitril, 5% obj. methanolu jako kosolventu a enzymovy preparat (20 az 60 pg
proteinil).

Reakéni smés (95 ul pufru spolu s enzymem) byla preinkubovana 10 minut pii
teploté 45 °C a reakce byla zahajena pfidavkem 5 pl 500 mM benzonitrilu rozpusténého
v methanolu. Po 10 minutach byla reakce zastavena pfidavkem 10 pl 1 M HCIL
Precipitované proteiny byly odstiedény pti 13 000 g po dobu 5 minut a produkty reakce
byly analyzovany pomoci HPLC.

3.10.2 Stanoveni aktivity lyofilizovaného mycelia

Do mikrozkumavky bylo odvdZzeno 3 — 6 mg lyofilizovaného mycelia a pfidano
950 ul TRIS/HCI pufru (pH 8). Tato smés byla inkubovéana 10 minut za michani pti 45 °C
a reakce byla zahdjena pfidanim 50 pl S00 mM benzonitrilu rozpusténého v methanolu. Po
10 minutach bylo odebrano 500 pl smési a pfidano k 50 pul 1M HCI. Tento vzorek byl
centrifugovan 5 minut pti 13 000 g. Produkty reakce byly analyzovany pomoci HPLC.

3.10.3 Stanoveni aktivity mycelia imobilizovaného v LentiKats®

Aktivita se stanovovala podobng, jak je uvedeno v 3.10.2, ale navazky LentiKats®
byly 30 — 60 mg.
Preparaty LentiKats® byly také pouzivany pro opakované biotransformace, kdy po

probéhnuti reakce byly ¢astice biokatalyzatoru centrifugovany 5 s pfi 500 g. Roztok nad
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LentiKats® byl odstran&n pomoci pipety, a LentiKats® byly proplachnuty reakénim pufrem
a znovu odstiedény. Tento postup byl opakovan tiikrat. Poté byl biokatalyzator pouzit pro
dalsi biokonverzi, a po ni opé&t promyt. Celkem byl jeden preparat LentiKats® pouzit pro

Ctyti biotransformace. Produkty reakce byly analyzovany pomoci HPLC.
3.10.4 Stanoveni aktivity enzymu imobilizovaného na Amberzym™

Aktivita imobilizovaného enzymu byla méfena se 100 mg odstiedéného vlhkého
nosice pfi teploté 45 °C, v 1 ml fosfore¢nanového pufru (50 mM, pH 8) obsahujiciho
25 mM benzonitril. Po 10 minutach bylo zreakéni smési odebrano 500 pl roztoku a
ptidano k 50 pul 1 M HCI. Takto upraveny vzorek byl odstfedén pii 13 000 g (5 min).
Vzniklé produkty byly stanoveny pomoci HPLC.

3.10.5 Stanoveni aktivity enzymu imobilizovaného na koloné

Kolonou s imobilizovanym enzymem protékal pfislusny pufr (viz. 3.9.2), ktery
obsahoval rozpustény substrat (10 nebo 25 mM benzonitril, 10, 25 nebo 40 mM
4-kyanopyridin, 3-kyanopyridin nebo 2-kyanopyridin). Jimané frakce byly analyzovany
pomoci HPLC.

3.10.6 Stanoveni aktivity extraktu R. equi

3.10.6.1 Stanoveni nitrilhydratasové aktivity

Reakéni smés (500 pl) obsahovala TRIS/HCI pufr (pH 8), 30 — 70 pg proteind (50 pl
extraktu) a 10 mM benzonitril (10 pl ze zasobniho 500 mM roztoku v methanolu).
Preinkubace 1 reakce byly provadény pti 35 °C.

Roztok byl preinkubovan 5 minut a poté byla reakce zahdjena ptidavkem
benzonitrilu a po 10 minutach zastavena ptidavkem 100 pl 1 M HCL Precipitované

proteiny byly odstranény centrifugaci (13 000g, 5 min).
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3.10.6.2 Stanoveni amidasové aktivity

Reak¢ni smés (500 pl) obsahovala TRIS/HCI pufr (pH 8), 30 — 70 pg proteint (50 pl
extraktu) a 2,5 mM benzamid (12,5 pl ze zasobniho 100 mM roztoku v methanolu).
Preinkubace i1 reakce byly provadény pti 45 °C.

Roztok byl preinkubovan 5 minut a poté byla reakce zahajena piidavkem benzamidu
a po 15 minutach zastavena ptfidavkem 100 pl 1 M HCI. Precipitované proteiny byly
odstranény centrifugaci (13 000 g, 5 min).

Vzniklé produkty byly u obou stanoveni analyzovany pomoci HPLC.

3.10.7 Biokonverze kyanopyridini lyofilizovanym myceliem

Lyofilizované mycelium houby Fusarium solani bylo pouZito pro preparativni
biokonverze roztok 2-, 3- a 4-kyanopyridinu.

Reakce probihala pii 28 °C v Erlenmeyerovych barikdch o objemu 500 ml na
tiepacce s excentricitou 5 cm pfi 70 ot./min. Objem reakénich roztokt byl 100 ml.

Byly pouzity 100, 200, 350, 500 a 1000 mM roztoky 3- a 4-kyanopyridinu
v destilované vodé a dale roztoky 100 mM 2-, 3- a 4-kyanopyridinu v 50 mM TRIS/HCI
pufru (pH 8) nebo 50 mM fosfore¢nanového pufru (pH 8).

Pro biokonverze bylo odvazeno 30 — 200 mg lyofilizovaného mycelia tak, aby na
100 ml 1 M roztoku 3-kyanopyridinu bylo pouzito asi 650 U, a na 100 ml 1 M roztoku
4-kyanopyridinu asi 250 U nitrilasy. ProtoZze je 4-kyanopyridin lepS§im substratem nez
3-kyanopyridin, bylo pro jeho biokonverzi pouzito men$i mnozstvi nitrilasy. U nizSich
koncentraci substratii bylo mnoZstvi pouzité nitrilasy imérné mensi.

Reakce probihaly 24 — 72 hodin, poté byly reakéni roztoky zfiltrovany pies papirovy
filtr a okyseleny pfidavkem 10 ml 1 M HCI. Precipitované proteiny byly odstiedény pti
10 000 g (30 min, 4 °C). V prib¢hu reakce byly odebirany vzorky k analyze pomoci
HPLC.
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3.10.8 Biokonverze kyanopyridinu imobilizovanym myceliem — LentiKats®

Pomoci LentiKats® byly provadény biokonverze 100 mM roztokii 2-, 3- a
4-kyanopyridinu v TRIS/HCI pufru (pH 8) nebo v 50 mM fosfore¢nanovém pufru (pH 8)
podobné jako v postupu 3.10.7

3.10.9 Isolace produktu biokonverze kyanopyridini 7 reakénich smési

Reakéni smés z biokonverzi kyanopyridind (viz 3.10.7 a 3.10.8) byla po ukon¢eni
reakce zfiltrovana, okyselena 1 M HCI (ptidavek 10% reakéniho objemu) a odstfedéna pii
10 000 g (30 min, 4 °C). Takto upraveny supernatant byl zahu$tén na vakuové odparce a
zahustény roztok lyofilizovan.

Z roztoki, kde byla pouzita pufrovand reakéni smeés, byly produkty extrahovany
bezvodym methanolem, extrakt odpafen na vakuové odparce a odparek znovu extrahovéan
methanolem. Tento postup byl nékolikrat opakovan. Cistota produktii byla ovéfovana

pomoci HPLC a pomoci stanoveni teploty tani na elektrickém bodotavku.
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3.10.10 Vypocet aktivity

Jednotka nitrilasové aktivity (1 U) je mnozstvi enzymu, které za 1 minutu pfeméni
1 umol substratu (podobné 1 U amidasové a nitrilhydratasové aktivity).
Specificka aktivita bunélnych extraktd a caste¢né purifikovanych enzymi je

mnozstvi nitrilasové aktivity v 1 mg proteinu.

C
A _ prod.
spec. —

Cprotein X treakce
Specificka aktivita lyofilizovaného mycelia a LentiKats® je mnozstvi nitrilasové
aktivity v 1 mg suSiny mycelia, pfip. v 1 mg ¢astic LentiKats®.

Cp rod.

Aspec. =
mLentiKats, mycelium X treakce

Pro vztah mezi celkovou a specifickou aktivitou enzymu plati tato rovnice:

Acelk. = Aspec. XV x Cprotein

Specificka aktivita enzymu imobilizovaného na koloné¢ byla vypoCtena podle

rovnice:

CprodA X Vg

Aspec. =
mprotein

Acex. = celkova aktivita enzymu (U)

Agpec. = specificka aktivita (U/mg proteinu) nebo (U/mg LentiKats® nebo lyofilizovaného
mycelia)

Cprotein = koncentrace proteinli (mg/ml)

Cprod. = soucet koncentraci produktd reakce (pmol/ml)

treakce = €as reakce (min)

M protein = MNOZstvi imobilizovanych proteint (mg)

M [ entiKats, mycelium = NMOtNOSt LentiKats® nebo lyofilizovaného mycelia (mg)

ver = eluéni rychlost (ml/min)

V = objem vzorku (ml)
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3.11 Chromatografické metody

3.11.1 HPLC

Pro analyzu produktl reakci byla pouzivana vysokotlaka kapalinova chromatografie
na reverzni fazi, za pouziti kolon C18 a C8 a iontoméniéovéa kolona IEX H" (viz 3.3).
Pritok byl pro vSechny analyzy na kolonach C18 a C8 shodny, tj. 0,9 ml/min [39];
v ptipadé kolony IEX H" byl priitok 0,5 ml/min.

Pro analyzu latek 1 — 4, 8 — 16 a 22 (Tabulka 3, str. 14) byla pouzivana kolona C18 a
jako mobilni faze pouzivan 30% acetonitril + 0,1% kyselina fosfore¢na.

Pro analyzu latek 5 — 7 byla pouzivana kolona C8 a jako mobilni faze 10%
acetonitril v 5 mM fosfore¢nanovém pufru (pH 7).

Pro analyzu latek 17 — 21 byla pouzivana kolona IEX H" a jako mobilni faze 9 mM
kyselina sirova.

Jako detektor bylo pouzivano diodové pole, v rozsahu 210 — 300 nm.

Nastiik provadél automaticky systém pomoci smy¢ky o objemu 20 pl. Vzorky byly
fedény na koncentraci 0,1 — 1,5 mM zkoumané latky, zpravidla 10krat, 10% acetonitrilem.

Data byla zpracovavana pomoci programu Millenium Chromatography Manager 2.0,
piipadné programem CSW. Mnozstvi latek bylo stanovovano porovnanim ploch jejich
pikl s plochou pikd standard.

Vsechny chemikalie pouzivané pro chromatografii byly filtrovany pies filtr
s velikosti pora 0,47 pm.

Retencni Casy a spektralni maxima délenych latek jsou uvedeny v Tabulce 4 (str. 35;
pro kolonu C18), v Tabulce 5 (str. 36; pro kolonu C8) a v Tabulce 6 (str. 36; pro kolonu
IEX HY).
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. e retenéni -absorbéni
oznaceni latka N c o,

¢as (min) maximum (nm)

1a benzonitril 59 222,8
1b benzamid 2,1 225,2
1c benzoova kyselina 3,4 228,7
2a 2-tolunitril 9,7 227,5
3a 3-tolunitril 10,8 228,7
3b 3-toluamid 3,0 210,0
3c 3-toluova kyselina 51 233,4
4a 4-tolunitril 10,1 233,4
4b 4-toluamid 2,5 236,9
4c 4-toluova kyselina 5,0 239,3
8a 2-hydroxybenzonitril 3,5 210,0
9a 3-hydroxybenzonitril 3,3 213,0
9c 3-hydroxybenzoova kyselina 2,1 210,0
10a 4-hydroxybenzonitril 3,0 2440
10c 4-hydroxybenzoova kyselina 2,0 210,0
11a 2-fenylacetonitril 6,1 210,0
11c 2-fenyloctova kyselina 3,4 210,0
12a 2-fenylpropionitril 10,1 210,0
12c 2-fenylpropionova kyselina 54 244,0
13a 3-fenylbutyronitril 9,6 210,0
14a 2-chlorbenzonitril 9,8 229,9
14c 2-chlorbenzoova kyselina 5,7 222,0
15a 3-chlorbenzonitril 11,8 227,5
15¢c 3-chlorbenzoova kyselina 6,3 229,9
16a 4-chlorbenzonitril 11,1 235,7
16b 4-chlorbenzamid 3,0 235,9
16¢c 4-chlorbenzoova kyselina 6,6 239,3
22a indolylacetonitril 6 216,9

Tabulka 4. Separace latek na koloné¢ C18 (Sum, 3,9 x 150 mm, Waters), a jejich
absorb¢ni maxima v rozmezi 210 — 300 nm (podminky separace: 35 °C, pritok 0,9 ml/min,

faze 30% acetonitril + 0,1% kyselina fosfore¢na).
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retencni absorbéni

oznaceni latka . . .

¢as (min) maximum (nm)
5a 2-kyanopyridin 12,9 216,9
5b pikolinamid 8,9 218,1
5¢ pikolinova kyselina 3,56 210,0
6a 3-kyanopyridin 11,1 215,8
6b nikotinamid 5,3 213,4
6¢C nikotinova kyselina 3,5 210,0
7a 4-kyanopyridin 12,2 2111
7b isonikotinamid 51 212,2
7c isonikotinova kyselina 3,5 214,6

Tabulka 5. Separace kyanopyridind na koloné C8 (5um, 4,0 x 250 mm, Advanced
Chromatography Technologies Inc.) a jejich absorbéni maxima v rozmezi 210 — 300 nm
(podminky separace: 35 °C, priatok 0,9 ml/min, mobilni faze 10% acetonitril v5 mM

fosfore¢nanovém pufru, pH 7).

retenéni absorbéni

oznacéeni latka . . A

. ¢éas (min) maximum (nm)
17a acetonitril 7 210
17b kyselina octova 16,1 210
18a propionitril 7 210
18b kyselina propionova 20,3 210
19a isobutyronitril 71 210
19b kyselina isobutanova 24,8 210
20a butyronitril 71 210
20b kyselina butanova 27,6 210
21a valeronitril 7,2 210
21b kyselina valerova 45,4 210

Tabulka 6. Separace alifatickych nitrild na kolon¢ IEX H' (8um, 250 x 8 mm,
Watrex, CR) a jejich absorbéni maxima v rozmezi 210 — 300 nm (podminky separace:

35 °C, prutok 0,5 ml/min, mobilni faze 9 mM kyselina sirova).
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4 VYSLEDKY

4.1 Indukce nitrilasové aktivity

Na zakladé¢ vysledka ziskanych béhem doktorské prace O. Kaplana byl jako induktor
nitrilasy pro kmen F. solani O1 zvolen 2-kyanopyridin v kombinaci s valeronitrilem. Ve
snaze ziskat co nejvyssi vytézek nitrilasové aktivity na 1 litr media byly v této diplomové
préci vyzkouSeny dva rtizné zpasoby kultivace (Tabulka 7, str. 38).

V prvnim pokusu byly 2-kyanopyridin (20 mM) a valeronitril (3 mM) pfidany do
media 2 (viz 3.2) jiz pfed jeho zaockovanim. Takto ziskané mycelium meélo pomérné
vysokou specifickou aktivitu (ca. 0,78 U/mg lyofilizovaného mycelia), a také celkova
produkce nitrilasy byly uspokojiva (437 U/l media).

Ve druhém pokusu bylo nejprve v mediu, bohatém na ziviny (viz medium 3, kap.
3.2), avSak neobsahujicim induktor, ptipraveno velké mnozstvi biomasy bez (nebo jen se
stopami) nitrilasové aktivity. Tato biomasa pak byla pfevedena do mineralniho media (viz
medium 4, kap. 3.2) sinduktorem 2-kyanopyridinem (30 mM) jako jedinym zdrojem
dusiku, a takto v burikach indukovéana nitrilasova aktivita. Tato metoda se ukézala jako
velice ptinosna. Doslo sice ke snizeni specifické aktivity lyofilizovaného mycelia o 40%,
nicméné tuto skute¢nost plné kompenzuje fakt, ze celkova produkce nitrilasy z jednoho
litru se zvys$ila Skrat. Pfi dvoukrokové kultivaci bylo pouzivano 200 ml bohatého media,
nebot’ vyrostlo 2krat vice mycelia nez pti kultivaci ve 100 ml, aniz by do$lo k ovlivnéni
aktivity mycelia indukované pfi jeho inkubaci v mediu 4.

Vzhledem k témto dobrym vysledkim byla pii kultivaci F. solani nadéale pouzivana
pouze dvoukrokova kultivace.

Jak bylo zjisténo béhem doktorské prace O. Kaplana, u kmene A. niger se tato
metoda neosvéd¢ila. Pro tento kmen byla proto v této diplomové praci pouzivana vyhradné
jednokrokova kultivace v mediu s 2-kyanopyridinem (20 mM) a valeronitrilem (3 mM)

(viz 3.2).
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Hmotnost lyofilizovaného ’ Specificka aktivita

Foic Zisk
- mycelia (U/mg lyofilizovaného . .
- (g /litr media) - mycelié)f (U,/ litr med'a)
Jei”°!‘r°"°"é 0,562 0,778 437
ultivace
D‘f”'?m"""é 4,790 0472 2260
ultivace
Navyseni 8,5 0,6 5

Tabulka 7. Porovnani jednokrokové a dvoukrokové kultivace F. solani.

Pozn. Pfi jednokrokové kultivaci jsou induktory (20 mM 2-kyanopyridin, 3 mM
valeronitril) pfitomny v mediu 2 (viz 3.2) jiz od zaéatku kultivace. Pfi dvoukrokové
kultivaci nejprve mycelium naroste na mediu bohatém na ziviny (medium 3, viz 3.2), poté
je pteo¢kovano do media chudého na Ziviny (medium 4, viz 3.2.), ale s obsahem induktoru

(30 mM 2-kyanopyridinu) jako jediného zdroje dusiku.
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4.2 Vlastnosti nitrilas

4.2.1 Teplotni stabilita

4.2.1.1 Stabilita pri skladovani

Stabilita nitrilasy z A. niger byla zkoumana se siranovou frakci enzymu (jako
nejcastéji pouzivanym enzymovym preparatem) pii teplotach skladovani: -70 °C, -18 °C,
4 °C a 20 °C (viz Obrazek 17, str. 40)

Pro kratkodobé skladovani enzymu (I — 3 dny) bylo vhodné enzym nemrazit a
skladovat ho v lednici pii 4 °C, naopak pii dlouhodobém uskladnéni (déle nez 5 dni) bylo
mnohem vhodnéj$i enzym rozdélit na mensi objemy (aby se nemusel rozmrazovat cely
extrakt, ale jen nezbytné nutné mnozstvi) a zmrazit ho. Mnohem lepsi nez zmrazeni pfi -
18 °C se ukazalo hluboké zmrazeni pfi -70 °C, kdy byl extrakt ptiblizné dvakrat stabilnéjsi
(doktorska prace O. Kaplana).

Skladovani pii laboratorni teploté¢ se ukézalo jako krajné nevhodné, protoze po
2 dnech vykazoval enzym pouze 2,5% pivodni aktivity. Ve snaze zvysit stabilitu enzymu
pti laboratorni teploté byly zkouSeny rizné potencialni protektanty, roztoky sacharidu a
riznych soli (viz Obrazek 16, str. 40). Ostatni protektanty (5 — 20% sacharosa, 1 — 10 mM
EDTA) nemély prokazatelné stabiliza¢ni u¢inky na takto skladovany enzym.

Jako nejlepsi ze zkouSenych protektantd se jevil 30% roztok glycerolu, ale 1 zde
doslo po dvou dnech skladovani enzymu pfi laboratorni teploté k poklesu na 22% ptlivodni
aktivity. Nicméné zde bylo zachovano 10krat vy$$i mnoZstvi aktivity nez v piipadé
nechranéného enzymu. Je tedy patrné, Ze pro tento enzym existuji perspektivni protektanty.

Césteéné purifikovana nitrilasa z 4.niger, inkubovana 1 hodinu v pufru (pH 8) pii
35 °C ztratila 10% své pavodni aktivity a pfi 45 °C 40% aktivity (doktorska prace O.
Kaplana).
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Obrazek 16. Vliv stabilizdtori na aktivitu siranové frakce enzymu z A. niger

skladované pii laboratorni teploté po dobu 48 hodin. Pivodni aktivita 0,77 U/mg proteind.
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Obrazek 17. Vliv teploty skladovani na aktivitu siranové frakce enzymu z 4. niger

(doktorska prace O. Kaplana). Pivodni aktivita 0,1 U/mg proteint.
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U F. solani bylo stanoveni stability nitrilasy (Tabulka 8, str. 42) provadéno s
bunéénym extraktem, protoZe sraZeni extraktu siranem amonnym nebylo na rozdil od A.
niger prili§ u¢inné a bunéény extrakt byl dostate¢né aktivni.

U tohoto extraktu z F. solani byla zjiSténa vyssi stabilita nez pro extrakt z 4. niger.
Skladovani extraktu pfi 4 °C ukdzalo, ze aktivita klesne na polovinu ptivodni hodnoty
prumérné za 22 dni a pro ¢aste¢né purifikovany enzym skladovany pii 4 °C bylo zji§téno,
ze aktivita klesne na polovinu za 35 dni.

Casteéné purifikovany enzym (viz 3.8.3) skladovany pti -70 °C ztratil po 85 dnech
30% své aktivity, ale stejny enzym, ktery obsahoval 5,5% sacharosy jako protektantu
neztratil aktivitu po 75 dni.

Velice vhodné bylo pro dlouhodobé skladovani lyofilizované mycelium F. solani,
skladované pti -20 °C, které neztracelo aktivitu po 120 dni (Tabulka 8, str. 42) a bylo
z ného mozno kdykoliv pfipravit velmi aktivni bunéény extrakt bez nutnosti kultivace.
Jednou kultivaci (16 banék; 3,2 litru) bylo mozno ziskat az 18 g lyofilizovaného mycelia.

Podobné stabilni jako lyofilizované mycelium byly preparaty LentiKats®
(uchovavané pii -20 °C), které neztratily aktivitu po 140 dni (Tabulka 8, str. 42).

Pfi testovani stability nitrilasy v extraktu z F. solani, piipadné v myceliu (nebo
myceliu imobilizovaném v LentiKats®) pii vysSich teplotich byl enzymovy preparat
uchovavan v pufru o pH 8. Substrat (benzonitril) byl ptidan az v okamziku méfeni aktivity
(viz 3.8.6.5).

Nitrilasa z F. solani ma teplotni optimum 45 °C (viz 4.2.3), ovSem zadny
z enzymovych preparatd neni pfi této teploté dlouhodobé stabilni. U vSech zkouSenych
preparati poklesla aktivita na polovinu piivodni hodnoty za ptiblizn¢ 4 hodiny. Naopak pfi
28 °C, kdy je aktivita v porovnani s teplotnim optimem pfiblizné¢ polovi¢ni, vykazovaly
vSechny preparaty dobrou stabilitu, nejvyssi pak lyofilizované mycelium, u kterého nebyl

pozorovan pokles aktivity po dobu 3 dnu (viz Tabulka 8, str. 42).
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Biokatalyz ator ‘e ?S;Ir:g? P |V?Y<’>I_oc‘.as aktlvgty pfi dané wteplotév(hqd)
___-20°C 4°C_ 28°C___45°C
- . . neklesne po neklesne
Lyofilizované mycelium 0,5 120 dni 0o 3 dny 45
Lyofilizované mycelium 0.027 ° neklesne po 178 45
imobilizované v LentiKats : 140 dni '
Bunéény extrakt 3,9 22 dni 90 4

Tabulka 8. Vliv teploty na stabilitu nitrilasy z F. solani

Pozn. Vzorky byly uchovavany v 50 mM TRIS/HCI pufru (pH 8) pii 28 °C a 45 °C.
Pii 45 °C byly vzorky uchovavany za mirného michani v Thermomixeru. Pti 28 °C byly
vzorky uskladnény v temperované mistnosti (termoboxu). Vzorky pti 4 °C a -20 °C byly
uchovavény v lednici, resp. mrazéku.

* Aktivita na 1 mg LentiKats
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4.2.2 Vv kosolventu

VétSina nitrilG je obtizné rozpustna ve vodé ¢i vodnych pufrech, proto je tieba
pouzivat jako kosolventy organickd rozpoustédla, jejichz vliv na enzym jist€ neni
nezanedbatelny. Z tohoto divodu jsme vyzkouseli aktivitu enzymu s benzonitrilem, ze
kterého jsme pfipravili zakladni roztoky (500 mM) v rtiznych organickych rozpoustédlech.
Jako referenéni vzorek jsme pouzili roztok benzonitrilu v methanolu. Zakladni roztoky
byly pfidavany do reak¢éni smési tak, aby zastoupeni organickych rozpoustédel bylo 5%
(koncentrace benzonitrilu 25 mM).

Je ziejmé, ze ne vSechny solventy ovliviiyji aktivitu enzymu stejn€. NejhorSim ze
zkouSenych rozpoustédel byl 2-propanol a naopak nejvhodnéj$im nami béZné pouzivany
methanol (Obrazek 18 a Obrazek 19, str. 44) [40]. Srovnani s aktivitou vici benzonitrilu
v pufru bez piidavku rozpoustédla je do uréité miry skresleno tim, Ze se jednalo o emulzi,
nikoliv o pravy roztok, protoZe benzonitril se ve vodnych roztocich prakticky nerozpousti,
podobné jsou zkresleny vysledky pro dalsi rozpoustédla nemisitelna s vodou.

Pfi pouziti 10% roztokli alkohold (methanolu, ethanolu, 2-propanolu) je aktivita
nitrilasy z 4. niger velmi nizka nebo zadna (0-5%), naopak u F. solani je inhibi¢ni vliv

téchto alkoholi malo znatelny.
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Obrazek 18. Vliv kosolventli (5% reakéniho objemu) na aktivitu siranové frakce

enzymu z A. niger. Pozn. Referen¢ni hodnota byla stanovena pro roztok benzonitrilu

v methanolu (5%).
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Obrazek 19. Vliv kosolventi (5% reakéniho objemu) na aktivitu castecné

purifikovaného enzym z F. solani. Pozn. Referenéni hodnota byla stanovena pro roztok

benzonitrilu v methanolu (5%).
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4.2.3 Teplotni a pH optimum enzymu

Nitrilasa z F. solani vykazovala nevyrazné teplotni optimum kolem hodnoty 7 a byla
vysoce aktivni v pomémeé Sirokém rozmezi hodnot pH (6-10; viz Obrazek 20, str. 46).

Enzym dosahl maximalni aktivity pti 45 °C. Pti vysSich teplotach jeho aktivita velmi
rychle klesala, takze pti 55 °C byla pouze asi 14% maxima (viz Obrazek 21, str. 46).

Teplotni a pH profil nitrilasové aktivity A. niger byl stanoven diive (doktorska prace
O. Kaplan a [40]). Tyto charakteristiky jsou u obou enzymt velmi podobné, pouze s tim
rozdilem, ze nitrilasa z 4. niger (pti stanoveni u celych bun€k) ma vyraznéjsi pH optimum
s maximem Vv okoli pH 7 a je téz aktivni pii pH 3. Extrakt z této houby pak vykazuje
optimum pii pH 8.

4.2.4 Stabilita enzymu p¥i lyofilizaci

Siranova frakce enzymu z A. niger byla zmrazena pfi teploté¢ -70 °C nebo teploté
kapalného dusiku.

Pii lyofilizaci v kapalném dusiku a po op€tovném rozpusténi lyofilizovaného
preparatu dochazi ke ztraté¢ az 75% aktivity, kdezto pti zmrazeni na -70 °C ke ztrat¢ 32%
aktivity. Ani tato ztrata ovSem neni zanedbatelna, a proto byly zkouSeny 2% roztoky
ruznych protektantli (viz Obrazek 22 a 23, str. 47). Jak je vidét z Obrazku 22, pii pouziti
trehalosy lze ztratu aktivity lyofilizaci snizit az na necelych 10%. Takto pfipravené
lyofilizované vzorky byly po dobu 14 dni skladovany pfi laboratorni teploté. Jejich aktivita
ovSem jesté dale klesala (o 15-35% pivodni aktivity), ale ve srovnani s nechranénym
enzymem, ktery po této dob¢ Gplné ztratil aktivitu, nebyla tato ztrata tak velka.

Jako dalsi potencialni protektant byl zkouSen 1 mM roztok EDTA, ke které byly
pfidany 2% roztoky sacharosy, trehalosy a xylitolu. Nicméné EDTA spiSe stabilitu
lyofilizovanych preparatu snizovala (viz Obrazek 23, str. 47).

Ze vzorki ptipravenych z F. solani bylo lyofilizovano pouze mycelium (po zmrazeni
pii -70 °C). Toto lyofilizované mycelium (skladované pii -20 °C) si uchovalo svou
plvodni aktivitu po dobu 120 dni (viz 4.2.1.1). Uchovavani lyofilizovaného mycelia, ze
kterého 1ze kdykoliv ptipravit aktivni preparat, se proto ukazalo jako velmi uzite¢né.

ProtoZe se tato metoda ukézala jako dostacujici, nebyly prozatim lyofilizovany jiné

preparaty.
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Obrazek 20. pH optimum nitrilasy z F. solani .

Pozn. Stanoveni byla provedena s lyofilizovanym myceliem. 100% - maximéalni

dosazena aktivita
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Obrazek 21. Teplotni optimum nitrilasy z F. solani.

Pozn. Stanoveni byla provedena s bunéénym extraktem. 100% - maximalni dosazena

aktivita
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Obrazek 22. Porovnani stabilizaénich vlastnosti 2% roztokd riznych protektanti na
aktivitu nitrilasy z 4. niger. Enzym byl zmrazen pii -70 °C.
Zelen¢ — puvodni aktivita, modfe — aktivita po lyofilizaci, ¢ervené — aktivita

lyofilizovaného vzorku po 14 dennim uchovavani pfi laboratorni teploté.
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Obrazek 23. Porovnani stabiliza¢nich vlastnosti 2% roztokl riznych protektantti na
aktivitu nitrilasy z 4. niger. Enzym byl zmrazen pii -70 °C.

Modfe — bez pouziti EDTA, ¢ervené — s pouzitim 1 mM EDTA.
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4.3 Imobilizace

Pro imobilizace enzymi byly voleny Setrné metody, jako zachyceni celych bun¢k
v gelu (kopolymeru PEG a PVA; LentiKats®), nekovalentni vazba na iontomé&nide
(Q Sepharosu) a hydrofobni chromatografické materialy (Phenyl Sepharosu a Butyl
Sepharosu). Pro srovnani byla také vyzkouSena kovalentni vazba na nosi¢ oxiranového

typu (AmberzymTM).

4.3.1 LentiKats®

Pro imobilizaci touto technikou bylo pouzivano vyhradné lyofilizované mycelium
F. solani, které bylo stabilnéjs$i nez mycelium A. niger (viz 4.2).

Do preparatd LentiKats® bylo imobilizovano 0,5 g lyofilizovaného mycelia
s celkovou aktivitou 460 U a bylo ziskano celkem 13 g LentiKats® o celkové aktivité
350 U. Podatilo se tedy imobilizovat 76% aktivity, zbylych 24% aktivity pravdépodobné
ziistalo v kopolymeru, ktery jiz nelze pouzit pro piipravu LentiKats® (pro nizkou hladinu
kopolymeru v Petriho misce, ze které se LentiKats® tisknou), coz je nevyhodou této
technologie.

Volné buriky 1 LentiKats® vykazovaly vysoké nitrilasové aktivity v Sirokém rozmezi
mezi pH 6 — 10 (viz Obrazek 24, str. 49). Optimalni pH bylo nicmén¢ u imobilizovanych
bun¢k posunuto smérem k vys§im hodnotam. To miize byt zptisobeno rozdily pH v mediu
a v bezprostfednim okoli bunék.

Vliv teploty byl velmi podobny jak pro volné buriky, tak i pro LentiKats® — oba
preparaty mély nejvyssi aktivitu pti 45 — 50 °C a pii vySSich teplotach aktivita rychle
klesala (viz Obrazek 25, str. 49).

Teplotni stabilita LentiKats® byla méfena v pufru (pH 8) a preparaty byly
inkubovany pii 28 °C, resp. 45 °C. Pii 28 °C byly LentiKats® inkubovany v temperované
mistnosti, pii 45 °C za mirného michani v Thermomixeru (viz Tabulka 8, str. 42, Obrazek
26 str. 50). LentiKats® podobné jako ostatni enzymové preparaty F. solani nevykazovaly
dlouhodobou stabilitu pii 45 °C, ale pii nizsich teplotach (28 °C) byly stabilnéjsi. Ze
ziskanych dat bylo vypoc¢teno, ze pii 45 °C klesne aktivita na polovinu za 4,5 hodin, ale pfi

28 °C az za 170 hodin (viz Obrazek 26, str. 50).
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LentiKats® stejné jako viechny imobilizované preparaty jsou uréeny pro opakované
pouziti. Proto bylo zkouseno opakované pouziti LentiKats® pro biokonverze benzonitrilu
(10 mM) v TRIS/HCI pufru (50mM, pH 8) a 30 °C. Po ¢tyfech pouzitich preparatu pro

tficetiminutové konverze doslo k poklesu aktivity pouze o 20% (viz Obrazek 27 str. 50).
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Obrazek 24. pH Optimum lyofilizovaného mycelia F. solani imobilizovaného v

LentiKats®. Volné buiiky (#), buiiky imobilizované v LentiKats® ().
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Obrazek 25. Teplotni optimum lyofilizovaného mycelia F. solani imobilizovaného v

LentiKats®. Volné buriky (), buriky imobilizované v LentiKats® (4).
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Obrazek 26. Teplotni stabilita LentiKats® pii pH 8 a 45 °C (Eervend) nebo 28 °C
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Obrazek 27. Opakované pouZiti LentiKats® pro biokonverze benzonitrilu (10 mM)

v TRIS/HCI pufru (50mM, pH 8) pfi 30 °C.
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4.3.2 Hpydrofobni kolony

Bunécné extrakty byly imobilizovany na komeréné dostupnych hydrofobnich
kolonach o objemu 1 ml. Tyto kolony byly pouZivany jako kontinualni bioreaktor:
pufrovany roztok substratu, obsahujici siran amonny, protékal kolonou a pravidelné byly
jimany frakce k analyze produkti.

Z t&chto kolon byla nej¢astéji pouzivana Butyl Sepharosova kolona, pti¢emz ostatni
kolony (Phenyl Sepharosa, Octyl Sepharosa) meély srovnatelné vlastnosti. Prednostni
pouzivani této kolony bylo dano spiSe dostupnosti materialu v laboratofi, nez cilenym
vybérem; nicméné tato kolona se velmi osvédcila.

Butyl Sepharosa byla pouzita pro imobilizace nitrilasy jak z A. niger, tak
z F. solani. Nitrilasa z F. solani se opét ukazala jako stabiln€j$i enzym nez nitrilasa
z A. niger. Dal$i vyhodou nitrilasy z F. solani byla produkce mensiho mnozstvi amidi pii
dlouhodobych konverzich kyanopyridint.

Enzym z A. niger imobilizovany na Phenyl a Octyl Sepharosové kolony vykazoval
pfi pratoku 0,5 ml/min a pH 8 podobné vlastnosti jako pfi imobilizaci na Butyl Sepharosu.

Na vsech kolonach dochazelo pii pouziti extraktl z F. solani i A. niger k imobilizaci
vice nez 90% nitrilasové aktivity, pficemz se na koloné nezachytilo pfiblizné 20%

proteind; doslo tedy k ¢astecné purifikaci imobilizovanych extrakta.

4.3.2.1 Teplotni optimum
Piedpokladalo se, Ze teplotni optimum imobilizovaného enzymu bude podobné jako
optimum rozpustného enzymu (vzhledem ke zkuSenostem s LentiKats®), a proto bylo
zkouSeno pouze malé rozmezi teplot (20, 35 a 45 °C). Aktivita pti 20 °C byla pfiblizné

25% maximalni aktivity (dosazené pti 45 °C) a pfi 35 °C asi 75% maximalni aktivity.

4.3.2.2 pH optimum
Pro imobilizované enzymy z A. niger i F. solani byly zkouSeny 50 mM pufry
TRIS/HCI s pH 7-9. Protoze pH v tomto rozmezi nemélo na nitrilasovou aktivitu vyrazny

vliv, byly pouzivany pufry o pH 8, tedy pti pH optimu rozpustného enzymu.

4.3.2.3 Teplotni stabilita
Byly testovany teploty 20, 35 a 45 °C. Pii teplotach 20 a 35 °C nevykazovaly
imobilizované bunétné extrakty z A. niger nebo F. solani po 30 minutach Zadnou

pozorovatelnou ztratu aktivity. Pii 45 °C doslo za 30 minut ke ztraté asi 15% aktivity
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v ptipadé A. niger a asi 10% v ptipadé F. solani. Tato méfeni byla provedena s 5 mM

benzonitrilem jako substratem.

4.3.2.4 PouZiti pro hydrolyzu heterocyklickych nitrilii

Imobilizované enzymy byly pouzity pro biokonverze 3- a 4-kyanopyridinu, kdy
vznikajici kyseliny a amidy maji primyslovy vyznam (nutriéni dopliky krmiv -
nikotinamid, kyselina nikotinova; tuberkulostatika — kyselina isonikotinova).

Podobné jako bunééné extrakty obou hub, tak i jejich imobilizaty vykazovaly vyssi
aktivitu pro 4-kyanopyridin v porovnani s benzonitrilem (2,5x vys$i aktivitu pro F. solani i
A. niger). Pro 3-kyanopyridin vykazoval A. niger tietinovou aktivitu v porovnani
s benzonitrilem, a F. solani ptiblizné 90% aktivity pro benzonitril.

U nitrilasy z A. niger bylo mozZno pozorovat, ze ke 100% konverzi dochazi u
4-kyanopyridinu po delsi dobu nez u 3-kyanopyridinu (srov. Obrazek 28 a 29, str. 53). To
bylo alespori ¢aste¢né zpusobeno vyssi aktivitou enzymu pro 4-kyanopyridin. V tomto
pokusu bylo pro oba substrity pouzito stejné mnozstvi imobilizovaného enzymu. Pro
ziskani srovnatelného vytézku konverzi obou substratu je tedy v ptipadé 3-kyanopyridinu
tteba imobilizovat imérné véts§i mnozstvi enzymu.

U nitrilasy z F. solani bylo dosazeno dlouhodob¢ vysokych konverzi (viz Obrazek 30
a 31, str. 54). Pti konverzi 10 mM 4—kyanopyridinu pomoci tohoto enzymu bylo dokonce
dosazeno 100% konverze po dobu vice nez 72 hodin.

Pokud byl pro biotransformace pouZivadn benzonitril, byl do reakéniho pufru
pfidavan ze zasobniho roztoku v methanolu tak, Ze methanol byl pfitomen v 5%
koncentraci. Tento fakt se nejspiSe podilel na rychlém poklesu aktivity enzymu (viz
Obrazek 32, str. 55). Jednak doslo nejspise k destabilizaci vazby na nosi¢, a za druhé se
jisté projevil vliv methanolu na samotny enzym (viz 4.2.2).

Pokud byly pouzité kolony simobilizovanym enzymem skladovany pii 4 °C,
dochézelo vlivem skladovani k nevelkym ztratam aktivity; po sedmi dnech a celkem dvou

pouzitich doslo ke ztraté¢ 30% pavodni aktivity.
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Obrazek 28. Konverze 3-kyanopyridinu (10 mM) pomoci nitrilasy z A. niger
imobilizované na Butyl Sepharose (7,2 U, 35 °C, elu¢ni rychlost 0,25 ml/min).
3-kyanopyridin (4), kyselina nikotinova (), nikotinamid ()
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Obrazek 29. Konverze 4-kyanopyridinu (10 mM) pomoci nitrilasy z A. niger
imobilizované na Butyl Sepharose (7,2 U, 35 °C, eluéni rychlost 0,25 ml/min).

4-kyanopyridin (4), kyselina isonikotinova ( ®) isonikotinamid ()
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Obrazek 30. Konverze 3-kyanopyridinu (10 mM) pomoci nitrilasy z F. solani
imobilizované na Butyl Sepharose (14 U, 35 °C, elu¢ni rychlost 0,25 ml/min).
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Obrazek 31. Konverze 4-kyanopyridinu (10 mM) pomoci nitrilasy z F. solani
imobilizované na Butyl Sepharose (22 U, 35 °C, eluéni rychlost 0,25 ml/min).

4-kyanopyridin (4 ), kyselina isonikotinova (®) isonikotinamid (@)
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Obrazek 32. Konverze benzonitrilu (25 mM) pomoci nitrilasy z F. solani

imobilizované na Butyl Sepharose (17 U, 35 °C, 0,25 ml/min). Reak¢éni smés obsahovala
5% methanolu.

benzoova kyselina (@), benzonitril (A)
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4.3.3 Iontoménicové kolony

Q Sepharosova kolona o objemu 1 ml byla pouZzivana pti pH 8 a prtitoku 0,5 ml/min.
Imobilizovany bunéény extrakt z 4. niger vykazoval podobné vlastnosti jako enzym
imobilizovany na Butyl Sepharose. Rozdil byl pozorovan pouze v priibéhu eluce vznikajici
kyseliny benzoové. Zde se projevil vliv iontovych interakci kyseliny benzoové s nosi¢em a

eluce tohoto produktu byla na poc¢atku pokusu zpomalena (viz Obrazek 33).
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Obrazek 33. Eluce benzonitrilu a kyseliny benzoové z Q Sepharosové kolony
s imobilizovanou nitrilasou. (TRIS/HCI pH 8, 35 °C, pritok 0,5 ml/min).

koncentrace kyseliny benzoové (#), koncentrace benzonitrilu/10 (A)

4.3.4 Kovalentni nosice

Jako kovalentni nosi¢ byl pouzivan komeréni preparat Amberzym™ (Rohm a Haas,
USA). Nosice tohoto typu obsahuji oxiranovy kruh, ktery se tcastni kovalentni vazby
enzymu (Obrazek 34).

0]

Nosie™ 2

+ PR
H,N Enzym > Nosié/\(\NH/\Enzym

OH

Obrazek 34. Kovalentni imobilizace enzymu na nosi¢ s oxiranovym kruhem

(AmberzymTM).
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Imobilizace byly provadény ve fosfore¢nanovém pufru, protoze TRIS/HCI pufr
snizuje ucinnost imobilizace — obsahuje aminové skupiny, které inhibuji imobilizaci
enzymu, ke které dochazi prostfednictvim volnych aminovych skupin enzymu.

Pro tyto imobilizace se pouzival bunéény extrakt z F. solani.

Enzym imobilizovany na Amberzym™ se pouzival pro opakované biokonverze
benzonitrilu.

Jako nejvyhodnéjsi se ukazala imobilizace probihajici 48 hodin (viz Tabulka 9).

Takto imobilizovany enzym byl pouzit pro opakované biokonverze benzonitrilu, kde

po tiech cyklech nedoslo k poklesu aktivity, oproti ostatnim imobilizacim.

Cas imobilizace  Imobilizovana Ztrata aktivity po 3

(hod) aktivita (%) - cyklech (%)
24 51 27
48 93 0
72 92 7

Tabulka 9. Imobilizace nitrilasy z F.solani na nosi¢ Amberzym™.
Podminky imobilizace: 22 °C, fosfore¢nanovy pufr (pH 8), 0,36 U

Aktivita méfena pii 45 °C, fosfore¢nanovy pufr (pH 8), reakéni doba 10 min.

4.3.5 Koimobilizace nitrilasy a amidasy

Pfi pasobeni nitrilasy muze vznikat jako vedlejsi produkt amid, ktery pti biokonverzi
4-kyanopyridinu nitrilasou z A. niger mize tvofit az 36% celkového produktu. NaSim
cilem bylo co mozna nejvice snizit mnozstvi vznikajictho amidu, naptiklad pouzitim
amidasy, kterd by vznikajici amid pfevadéla na zadouci produkt — karboxylovou kyselinu.
Jako zdroj amidasy jsme pouzili R. equi, se kterym jsme v laboratofi jiz méli zkuSenosti
[18].

Zkouseli jsme dvé metody imobilizace: prvni, kdy byly nitrilasa, amidasa a
nitrilhydratasa koimobilizovany na jedné kolonég, a druhou, kdy byly enzymy z R. equi a
nitrilasy imobilizovany kazda na zvlastni kolonu (dale jen sériova imobilizace).

Prozatim jsme jako jediny substrat pouzivali 40 mM 4-kyanopyridin v siranovém
pufru (viz Obrazek 35 a 36, str. 59), ale tato metoda bude jist¢ mit dobré vysledky i pro

jiné substraty.
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Pfi imobilizaci enzyml z R. equi je béhem biotransformace zpocatku patrny vliv
nitrilhydratasy (zvySeni mnozZstvi vznikajiciho amidu). Doba, po kterou lze tento jev
pozorovat, zavisi na mnozstvi imobilizované nitrilhydratasy. ProtoZe tento enzym ma ale
oproti amidase a nitrilase mensi tepelnou stabilitu, klesa s ¢asem jeji aktivita vyraznéji, nez
aktivita ostatnich dvou enzymu. Vliv nitrilhydratasy ovSem neni patrny pifi uplnych
konverzich kyanopyridind, pii sériové imobilizaci.

Po prvnich obtizich pfi imobilizaci, kdy se nedafilo snizovat mnoZzstvi amidu,
ptestoze jsme veédeéli, Ze se nam dafi amidasu imobilizovat (podle méfeni mnoZstvi
proslych bilkovin), jsme provedli nékolik testd na inhibici amidasy rtiznymi solemi, které
se bézn¢ pouzivaji pfi hydrofobnich chromatografiich. Zjistili jsme, Ze soli obsahujici
amonné ionty se projevuji jako rizné silné inhibitory amidasové aktivity (viz Tabulka 10).
Proto jsme pro dalsi imobilizace nahradili 0,8 M siran amonny 1 M siranem sodnym.

Po tomto zlepSeni se nam jiz podatilo snizit mnoZzstvi vznikajiciho amidu imobilizaci
nalezitétho mnozstvi amidasy. Pro F. solani se nam podafilo pfi koimobilizaci snizit
mnozstvi vznikajiciho isonikotinamidu pod jedno procento, a pfi pouZiti stejnych mnozstvi
enzymu pii sériové imobilizaci dokonce pod jedno promile.

U A. niger se nam prozatim podafilo omezit mnozstvi vznikajiciho amidu na 5%, ale

toto mnoZstvi bude mozno pravdépodobné jesté snizit.

Sal (1M) Aktivita
(NH,),SO, 5%
NH,CI 7%
Mocovina 9%
CH;COONH, 41%
KCI 90%
NaCl 97%
Na,SO, 98%
Sacharosa 105%

Tabulka 10. Vliv roztoki soli a sacharosy (1M) v TRIS/HCI pufru (50 mM, pH 8) a
35 °C na aktivitu amidasy.

Kontrola (100%): aktivita amidasy v TRIS/HCI (50 mM, pH 8), 35 °C.
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Obrazek 35. Biokonverze 40 mM 4-kyanopyridinu koimobilizovanymi enzymy z
F. solani a R. equi.

Podminky reakce: TRIS/HCI (50 mM, pH 8) s 1M Na,SOy4, 35 °C, 5 U amidasové
aktivity a 23 U nitrilhydratasové a nitrilasové aktivity.

4-kyanopyridin (4), kyselina isonikotinova (W), isonikotinamid ()
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Obrazek 36. Biokonverze 40 mM 4-kyanopyridinu koimobilizovanymi enzymy z

A. niger a R. equi.
Podminky reakce: TRIS/HCI] (50 mM, pH 8) s 1M NaySO,, 35 °C 19 U amidasové
aktivity a 70 U nitrilhydratasové a nitrilasové aktivity.

4-kyanopyridin (4 ), kyselina isonikotinova (W), isonikotinamid ()
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4.4 Preparativni biokonverze

4.4.1 Lyofilizované mycelium

Pii konverzich kyanopyridind pti 28 °C vykazovalo mycelium F. solani dobrou
stabilitu. Men$i vytéznost neékterych konverzi si vysvétlujeme spiSe inhibici substratem,
nez ztratou aktivity. Je mozno vylou¢it vliv zmény pH, nebot’ ani vzniklé kyseliny
neposunuly hodnoty pH media p#ili§ od optima nitrilasy. Pribéh konverzi je mozZno
sledovat na Obrazcich 37 — 41, na str. 62 — 63; vysledky jsou piehledné shrnuty v Tabulce
11.

Koncentrace I\.ll'noistvi' .
4-kyanopyridinu Iyoflllzoyaneho Amid (%) Konverze
mycelia (U)
100mM 25 1,8 100%
200mM 52 1,8 100%
300mM 91 1,8 100%
500mM 145,6 2 100%
1000mM 260 2,1 40%
Koncentrace M_noistvi .
3-kyanopyridinu Iyoflllzoyaného Amid (%) Konverze
mycelia (U)
100mM 52 <1 100%
200mM 156 <1 100%
300mM 286 <1 68%
500mM 416 <1 27%
1000mM 676 2,5 4%

Tabulka 11. Vytéznost konverzi kyanopyridini a mnoZstvi mycelia pouzité pro

biokonverze

Nebyl pozorovéan rozdil mezi konverzemi v TRIS/HCI pufru nebo fosfore¢nanovém
pufru (oba pufry pfi pH 8 a koncentraci 50 mM). Konverze, kde byly kyanopyridiny
rozpus$tény pouze v destilované vode, rovnéz probihaly bez vyraznych zmén, podobné jako
pfi pouziti pufrovanych roztokd. Na konci konverze mély vSechny roztoky pH v rozmezi
6,6 — 7.4, takze nebylo tfeba roztoky pufrovat vzhledem k dosti Sirokému pH optimu
enzymu (viz 4.2.3)

Z reakénich smési byly po skonceni reakce izolovany produkty. Izolace produktu

z konverze 3—kyanopyridinu nebyla pfili§ Gsp€sna. Nedafilo se dostatecné vy¢istit reakéni
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smés od substratu, ani jeji opakovanou extrakci bezvodym methanolem. Naproti tomu
izolace kyseliny isonikotinové z roztoku, kde doslo ke 100% konverzim, se podaftila. Jako
nejlep$i metoda se ukazalo ¢aste¢né odpatfeni vzorku na vakuové odparce, kdy jsme
odparili zbytky kyseliny chlorovodikové, ktera se piidavala po skonceni reakce pro
precipitaci proteinti. Takto mirné zahu$tény vzorek se nechal ptes noc lyofilizovat. Vznikl
bily prasek, ktery pfi analyze na HPLC nevykazoval zadné zbytky kyanopyridinu, jen
kontaminaci isonikotinamidem do 2%.

Teploty tani téchto latek byly stanoveny na bodotavku. Kyselina isonikotinova
preciSténa extrakci methanolem méla teplotu tani vys$si nez 300 °C (isonikotinova kyselina
ma teplotu tani 311 °C), ale pfi extrakci doslo ke ztraté témer 40% produktu.

Ostatni vzorky (lyofilizované) isonikotinové kyseliny mély na bodotavku teplotu tani

270 °C.
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Obrazek 37. Konverze roztokd 4-kyanopyridinu lyofilizovanym myceliem F. solani

v destilované vodé pii 28 °C .
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Obrazek 38. Konverze roztokii 3-kyanopyridinu lyofilizovanym myceliem F. solani

v destilované vode¢ pii 28 °C .
200mM ¢,350 mM m, 500mM A, 1 M=
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Obrazek 39. Konverze 100mM roztokii 4-kyanopyridinu nitrilasou z F. solani ve
fosfore€nanovém pufru (50 mM, pH 8) pii 28 °C .
lyofilizované mycelium (11 U) m, LentiKats® (4 U) A
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Obrazek 40. Konverze 100mM roztokii 3-kyanopyridinu v destilované vodé¢

nitrilasou z F. solani pti 20 °C .

lyofilizované mycelium (26 U) m, LentiKats® (120) A
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Obrazek 41. Konverze 40mM roztokG kyanopyridini lyofilizovanym myceliem
F. solani (6U) v TRIS/HCI pufru (50 mM, pHS) pti 28 °C.

pikolinové kyselina e, nikotinova kyselina m, isonikotinova kyselina A

4.4.2 LentiKats®

Preparaty LentiKats® byly pouZitelné pro biokonverze kyanopyridind, nicméné bylo
tteba pifidavat velkd mnoZstvi téchto preparati do reakénich smési, vzhledem k jejich
nepftili§ vysoké specifické aktivité.

Priibéh konverzi pomoci LentiKats® 1ze sledovat na Obrazku 39 a 40 str. 63.
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4.5 Purifikace

4.5.1 A. niger

Nalezeni postupu purifikace nitrilasy z 4. niger bylo soucasti jak této diplomové
prace, tak doktorské prace O. Kaplana, jejimz piedmétem je mimo jiné detailni
charakterizace tohoto enzymu.

Prvnim krokem pouzitym p#i purifikaci bylo srazeni siranem amonnym, kde doslo
k odstranéni 80% bilkovin pi1 zachovani 50% aktivity.

Protoze byla zjiSténa vysokd molekulova hmotnost nativniho enzymu (gelovou
filtraci na Superdexu 200; hmotnost vétsi nez 650 kDa), byla jako daldi krok pouzita
gelova filtrace na Sephacrylu S-200 (viz Obrazek 42, str. 67). Touto metodou sice nebylo
mozno stanovit molekulovou hmotnost nativniho enzymu, ale dosSlo k odstranéni 74%
bilkovin pfi zachovani 91% aktivity oproti ptedchozimu kroku. Touto metodou doslo také
k odsoleni vzorku, takZe se mohl bez dalSich Gprav nanést na iontoméni¢ovou kolonu
s Q Sepharosou (viz Obrazek 43, str. 67)), kde byly zachycené proteiny eluovany
gradientem 1 M roztoku NaCl. Pfi této metodé doslo k odstranéni 75% proteint pii ztraté
42% aktivity.

Celkové doslo k precisténi enzymu 18,7krat s vytézkem 24% plvodni aktivity
(viz Tabulka 12).

Pii ptedchozich pokusech byla po sraZeni siranem amonnym pouzita hydrofobni
kolona (Phenyl Sepharosa). Zde doslo k vyznamnému nafedéni vzorku a zna¢né ztraté
celkové aktivity. Specificka aktivita se pfi tom piili§ nezvysila. Proto byla tato metoda

z dalSich pokust vynechana.

Proteiny Specificka Celkova Vytézek - Purifikace

(mg) aktivita (U/mg) - aktivita (U) (%) (n&sobek)
Hruby extrakt 116,0 50 570,0 100,0 1,0
Siran amonny
(40-50% nasyceni) 23,0 11,0 263,0 46,0 2,3
Gelova filtrace 6,0 39,0 2420 42,0 8,0
lontomenicova 15 92,0 139,0 24,0 18,7

chromatografie

Tabulka 12. Postup purifikace nitrilasy z 4. niger K10.
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4.5.2 F. solani

Pii purifikaci F. solani bylo sraZeni siranem amonnym vynechano. V tomto kroku
sylo sice odstranéno az 60% bilkovin, ale nedoslo ke zvyseni specifické aktivity, naopak
e ztraté az tii ctvrtin celkové aktivity (pfi srazeni v rozmezi 50 — 70% nasyceni, pficemzZ
od 50% nasyceni doslo k odstranéni jen €asti bilkovin a ztraté jen 5% aktivity, nad 70%
bylo mén¢ nez 10% aktivity).

Jinak byl postup shodny s purifikaci nitrilasy z 4. niger. I nitrilasa z F. solani

nativni forme¢ vykazovala vysokou molekulovou hmotnost.

Celkové doslo k ptecisténi enzymu 4,8krat s vytézkem 24% puvodni aktivity (viz
abulka 13). Celkové navySeni aktivity tak bylo vyrazné niz$i nez v pfipadé nitrilasy

A. niger. Je vak tieba vzit v ivahu, Ze aktivita hrubého extraktu byla u F. solani vice nez

X vy$§i nez u 4. niger.

Proteiny Spéciﬁcké - Celkova ~ Vytézek Purifikace

~(mg) aktivita (U/mg)  aktivita (U) (%) (nasobek)
Hruby extrakt 22,0 10,5 230,1 100,0 1,0
Gelova filtrace 3,8 22,4 85,5 37,2 2,1
lontomenicova 11 50,0 55,0 23,9 48

chromatografie

Tabulka 13. Postup purifikace nitrilasy z F. solani
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Obrazek 42. Eluéni profil nitrilasy z A. niger pti gelové filtraci na kolon¢ Sephacryl

S-200; nitrilasova aktivita zvyraznéna ¢ervené.
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Obrazek 43. Eluéni profil nitrilasy z 4. niger na Q Sepharosové koloné — eluce

gradientem 10mM — 1M roztoku NaCl; nitrilasova aktivita zvyraznéna Cervené, gradient

NaCl modfe.
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Obréazek 44. Eluéni profil nitrilasy z F. solani pfi gelové filtraci na kolon¢ Sephacryl

S-200; nitrilasova aktivita zvyraznéna ervené.
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Obréazek 45. Eluéni profil nitrilasy z F. solani na Q Sepharosové kolon¢ — eluce
gradientem 10mM — 1M roztoku NaCl; nitrilasova aktivita zvyraznéna Cervené, gradient

NaCl modfe.
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4.5.3 Elektroforéza v prostiedi SDS

Pomoci elektroforetického déleni v prosttedi SDS se nam podafilo zjistit Cistotu
purifikovaného enzymu a zjistit molekulové hmotnosti enzymovych podjednotek.

Barveni pomoci Coomassie Blue naznacilo, Ze nitrilasa z A. niger by mohla byt
homogenni (byl pozorovan pouze jeden prouzek (,,band*) pti 35 kDa), ovSem pfi barveni
stiibrem se objevil jesté slaby prouzek pti 60 kDa (viz Obrazek 46).

Pti barveni purifikované nitrilasy z F. solani (viz Obrazek 47, str. 70) pomoci
Coomassie Blue byly detegovany dva hlavni proteiny, prvni s molekulovou hmotnosti 39
kDa a druhy 77 kDa, déale byly pfi barveni stiibrem pozorovéany jest¢ dalsi dva slabé
prouzky v oblasti 28 kDa a 45 kDa.

Je tedy vidét, ze purifikace F. solani neprobéhla Upln€¢ a enzym lze s nejvétsi
pravdépodobnosti jesté dale purifikovat.

Z uvedenych dat je vidét, ze ob¢ nitrilasy maji podobné velké podjednotky.

A B
1 2 3 4 1 2

kDa o kDa
80 _| .
88— = 66 — e

) 45 — @

, &
30 —i “'- o

) 24 — i

M — - -——..

— — o

Obrazek 46. SDS-PAGE nitrilasy z 4. niger (doktorska prace O. Kaplan).

A Barveni stfibrem B Barveni Coomassie Blue

draha draha

1 — standard 1 — standard

2 — siranova frakce enzymu 2 —iontoméni¢ova chromatografie
3 — gelova filtrace (Sephacryl S —200) (Q Sepharose)

4 — iontoméni¢ova chromatografie (Q Sepharosa)
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Obrazek 47. SDS-PAGE nitrilasy z F. solani.

Barveni Coomassie Blue

Draha 1 -BSA
2 — marker

3 — iontoméni¢ova chromatografie (Q Sepharosa)

4 — gelova filtrace (Sephacryl S —200)
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4.6 Substratova specifita

Substratova specifita byla stanovovana pro ¢asteéné purifikované enzymy, pfi€emz
byl jako referencni substrat zvolen benzonitril. Reakéni smés obsahovala 5% methanolu
jako rozpoustédla pro substraty, které byly do reakéni smeési pfidavany z 500 mM
zasobnich roztokl (na kone¢nou koncentraci 25 mM).

Relativni aktivity nitrilasy z 4. niger a F. solani pro rizné substraty jsou shrnuty
v Obrazku 48.

Aktivita pro F. solani byla stanovena jako ubytek substratu. Substratova specifita

nitrilasy A. niger byla ptevzata z doktorské prace O. Kaplana.
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Obrazek 48. Relativni substratova specifita ¢aste€né purifikovanych nitrilas, kontrola

(100%): aktivita pro benzonitril.

modfe — A. niger, Cervené — F. solani
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S DISKUSE

5.1 Indukce aktivity

Béhem diplomovych praci K. Nikolaou a O. Kaplana byly ze sbirkovych kultur a
izolatt z ptirody vybrany kultury s nitrilasovou aktivitou, které byly dale zkoumany. Jako
induktor nitrilasové aktivity byl nejprve pouzivan 3-kyanopyridin [41] .

Pfi zkoumani vlastnosti nitrilasy z A. niger (bé¢hem doktorské prace O. Kaplana)
byly misto 3-kyanopyridinu zkouseny jiné induktory. Z tohoto vyzkumu vysel jako
nejlepsi induktor 2-kyanopyridin v kombinaci s valeronitrilem. Smés téchto dvou nitrild
indukovala nitrilasovou aktivitu nejen u druhu A. niger, ale i jinych druht vlaknitych hub
zkoumanych b&¢hem doktorské prace O. Kaplana (Fusarium oxysporum, F. solani,
Penicillium multicolor). Pti pouziti té€chto nitrild doSlo ke zvysSeni specifické aktivity az

400x u A. niger, a 150x u F. solani (viz Obrazek 49).

B 3-kyanopyridin + NaNO3
12 M 2-kyanopyridin + NaNO3

B 2-kyanopyridin + valeronitril

Specificka aktivita
(U/mg proteinli)

Aspergillus Fusarium Fusarium Fusarium Penicillium
niger oxysporum oxysporum solani multicolor
CCF 1414 CCF 483

Obrazek 49. Indukce nitrilasové aktivity u riznych druhii vlaknitych hub, doktorska
prace O. Kaplan a [40].

Kombinace induktori byla pouzZivana pro indukci nitrilasové aktivity pfi
jednokrokovych kultivacich u obou druht vlaknitych hub zkoumanych v této diplomové

praci (A. niger, F. solani). Nicméné vliv valeronitrilu na zvyS$eni specifické aktivity nebyl
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ofili§ vyznamny (max 10% zvySeni), a proto nebyl tento nitril (i vzhledem ke své
iedovatosti, LD50 mys = 191 mg/kg) pouzit pfi dvoukrokovych kultivacich (1. krok: nartist
velkého mnozstvi biomasy, 2. krok: indukce nitrilasy v napéstované biomase).

Pomoci dvoukrokové kultivace se ndm u F. solani podatilo zvysit vytézek nitrilasové
aktivity, kdy z jednoho litru media bylo mozno ziskat vice nez 2000 U nitrilasové aktivity.

Pouzitim induktoru (2-kyanopyridinu), ktery zvySoval specifickou aktivitu u
Ivoukrokové kultivace, jsme ziskali velké mnozstvi aktivniho preparatu, ktery byl vhodny
¢ pfimému pouziti pti biokonverzich, nebo z néj bylo mozno pfipravit extrakt, ktery se
nohl dale vyuzivat pro imobilizaci a purifikaci nitrilasy.

Valeronitril ani 2-kyanopyridin nebyly dosud popsany jako u¢inné induktory nitrilas
bakteridlnich ani fungdlnich). Jedinou zminkou o pouziti 2-kyanopyridinu k indukeci
itrilasy je prace zabyvajici se enzymem z bakterie Nocardia rhodochrous, ale v tomto
siipadé nebyl pozorovan rozdil mezi indukci 2-kyanopyridinem a 3-kyanopyridinem [42].
lako zvla§té uCinny induktor bakteridlnich nitrilas byl pro kmeny Rhodococcus
‘hodochrous K22 a J1 pouzit isovaleronitril[43]. Nitrilasy vlaknitych hub byly dosud
ndukovany alifatickymi nitrily (acetonitrilem, propionitrilem, (iso)butyronitrilem) nebo
yenzonitrilem [15, 16].

Produkce nitrilasy byla jiz dfive popsana u jiného kmene F. solani [15], ale produkce
ohoto enzymu kmenem zkoumanym v této diplomové praci byla mnohonédsobné vyssi.
/ ptedchozi praci byla celkova produkce nitrilasy jen asi 60 U ptesto, Ze byly pouZivany
relké objemy kultivaéniho media (asi 15 1). Dvoukrokova kultivace byla v minulosti
youzita pro F. oxysporum, které poskytlo asi 140-830 U nitrilasy na litr media [16]. V této
liplomové préci byla dosazena je$té vysS§i produkce nitrilasy — nejméné 2,8x vyssi ve

rovnani s F. oxysporum [16] a asi 550x vy$§i nez u F. solani O1 [15].
5.2 Stabilita nitrilas

Stabilita enzymt je dalezitym faktorem pro jejich uchovavani, stabilni enzym lze
fipravit ve vétSim meéfitku a postupné ho spotfebovavat, naproti tomu mén¢ stabilni
:nzym je tieba neustale pfipravovat, nebo pouzivat stabilizatory.

Pro skladovani nitrilasy z A. niger se nejvice osvédc¢ila hluboce zmrazena siranova

rakce enzymu, kde zbytkovy siran amonny jisté sehral roli protektantu. Pro kratkodobé

vvvvvv
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Oproti tomu nitrilasa z F. solani neméla zadné velké naroky na skladovani, nebot’ jiz
skladovani bunééného extraktu pti 4 °C se ukazalo jako dostacujici. Bunéény extrakt byl
nékolik dni stabilni i pii 28 °C.

Je tedy patrno, Ze extrakt z F. solani byl n€kolikrat stabilnéj$i nez siranové frakce
enzymu z A. niger.

Lyofilizace siranové frakce enzymu z 4. niger se ukazala jako nepraktickd, a to i za
pouziti sacharidd jako protektanti. Naproti tomu lyofilizace mycelia F. solani, se ukdzala
jako velmi praktickd, nebot’ lyofilizované mycelium zustava aktivni po n€kolik mésici.

Organicka rozpoustédla jako kosolventy jsou nezbytnosti v fad¢ pfipadd, kdy se jako
substrat pouzivd ve vodé nerozpustny nitril, zaroveii ale jejich piidavek negativné
ovliviiyje aktivitu enzymu, takze je tfeba snizit mnoZstvi téchto rozpoustédel na minimum.
Také rozpustnost substrat limituje pouziti nitrilas pro jejich konverze. Jako substraty jsou
tedy nejvhodnéjsi ve vodé rozpustné latky.

Z uvedenych dat je patrno, Ze nitrilasa z F. solani se jednozna¢né ukazala stabilné;si
neZ nitrilasa z A. niger a to nejen pii uchovavani ve form¢ extraktu, ale 1 pf1 méfeni
aktivity v reak¢ni smési v pfitomnosti kosolventl.

Nami zkoumané nitrilasy patfi ve srovnani s ostatnimi nitrilasami (bakteridlnimi i
fungalnimi) mezi relativné termostabilni enzymy s teplotnim optimem mezi 45-50 °C [7].
Tyto nitrilasy pfipominaji svou termostabilitou nitrilasu z F. solani [15], ale jsou pfi
zvySenych teplotach vyrazné stabilnéj$i nez enzym z F. oxysporum [16], ktery rychle ztraci

aktivitu pfi teplotach jiz nad 40 °C.

5.3 Purifikace nitrilas

Protoze reakce bunéfnych extraktd mohou byt ovliviiovany dal§imi enzymy i
nizkomolekularnimi latkami, je pro charakterizaci enzymu vzdy vyhodné jeho purifikace.

U purifikovaného enzymu lze zjistit jeho substratovou specifitu a vliv jinych latek na
jeho aktivitu, aniz by tyto udaje byly zkresleny interakcemi s ostatnimi enzymy a
nizkomolekularnimi latkami. Tyto vlastnosti se mohou od bunéfnych extrakta lisit.
V neposledni fadé lze u purifikovaného enzymu zjistit jeho aminokyselinovou sekvenci,
diky které lze pripravit dany enzym expresi v jinych mikroorganismech, nebo provést jeho

cilené mutace.
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Ackoliv byly pro nitrilasy zobou mikroorganism@ pouzity stejné purifikacni
protokoly, bylo pfecisténi u 4. niger téméf 4krat u¢innéjsi nez u F. solani, coz muze byt
zpusobeno vét§im mnozstvim bilkovin, které se vyskytuji v A. niger na rozdil od F. solani.
Pro F. solani byl ziskan enzym s poloviéni specifickou aktivitou nez pro 4. niger. Protoze
byla u enzymu A. niger zjisténa kopurifikace s jinymi bilkovinami (,,heat shock protein*
Hsp 60, ,,ubiquitin conjugating protein®; doktorska prace O. Kaplana), lze pfepokladat, Ze
specificka aktivita nitrilasy z A. niger bude vy$si nez 92 U/mg. Muzeme tedy ptedpokladat,
Ze 1 specificka aktivita pro nitrilasu F. solani bude jes§té vyssi nez 50 U/mg bilkovin, a to 1
vzhledem k tomu, Zze podle SDS-PAGE nebyla purifikace provedena uplné. Nicméné i tak
je nami stanovena specificka aktivita tohoto enzymu mnohonasobné vyssi, neZ bylo
zjisténo Harperem u nitrilasy z jiného kmene F. solani (1,66 U/mg proteint [16]).

Elektroforetickou analyzou ¢asteéné purifikovanych enzyma se zjistilo, Ze
podjednotky obou nitrilas (4. niger, F. solani) maji pravdépodobné velmi podobnou
molekulovou hmotnost (35 resp. 39 kDa) jako vétSina ostatnich nitrilas (kolem 37-46 kDa;

srov. s Tabulkou 2, str. 5, [8]).
5.4 Substratova specifita

Nejvyssi substratovou specifitu maji obé nitrilasy pro 4-kyanopyridin a dale pro
aromatické nitrily substituované v para poloze elektronegativnim substituentem (halogen,
hydroxylova skupina).

Tyto substituenty snizuji elektronovou hustotu na kyanoskupiné a zvySuji tak
u¢innost nukleofilniho ataku (viz Obrazek 7, str. 4) sulthydrylové skupiny aktivniho centra
enzymu na substrat.
pro aromatické uhlovodiky s elektronegativnim substituentem v poloze ortho, kdy naopak
dochazi k deaktivaci kyanoskupiny. To je v8e ve shodé s vysledky ziskanymi pro
Harperem purifikovanou nitrilasu [15].

Stereo-, chemo-, a regio-selektivita nebyla u obou nitrilas zatim dostate¢né presné

stanovena.
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5.5 Imobilizace

Enzym byl v této praci nejcastéji imobilizovan na hydrofobnich nosic¢ich, kde se
podaiilo dosdhnout vysokého vytézku imobilizace a dobré stability. Nitrilasy z A4. niger i
F. solani vykazovaly pii teploté 35 °C aplnou stabilitu minimalné po 24 hodin, kdy po
celou dobu bylo mozno dosahnout 100% konverze 10 mM roztoku 4-kyanopyridinu.
Aktivita pii 35 °C je asi o tietinu nizsi nez pii 45 °C (teplotni optimum enzym ), ale pti
této teploté enzymy vykazuji nékolikanasobné niz$i stabilitu.

Obé nitrilasy produkovaly ze zkousenych substratti jako vedlejsi produkt amid. Jeho
mnozstvi se diky sou¢asnému plisobeni imobilizované amidasy z R. equi podafilo sniZit.
Amidasa se na rozdil od nitrilhydratasy ukézala jako velice stabilni pii teploté 35 °C a
pH 8. Bylo také zjisténo, Ze amonné soli jsou inhibitory amidasy, takze nemohl byt
aplikovan bé€zné pouzivany siran amonny, ktery byl nahrazen siranem sodnym, se kterym
bylo dosazeno lepSi aktivity amidasy a negativni vliv na nitrilasu nebyl pozorovéan.

Diky koimobilizaci nitrilasy spole¢né s amidasou a nitrilhydratasou bylo dosazeno
nejen 100% konverze, ale i ziskan Cisty produkt, kyselina isonikotinové. Je tedy ziejmé, ze
za pomoci nitrilasy a amidasy lze ziskat témér Cisté karboxylové kyseliny z pfislusnych
nitrilad.

[ jiné metody imobilizace se ukazaly jako perspektivni. Mycelium imobilizované
v LentiKats® bylo opakované pouzivano pro biokonverze benzonitrilu. Dochazelo sice ke
ztratam aktivity, ale ty byly mensi nez kdyby byl pouzit neimobilizovany enzym, nehled¢
na vyhody snadného pieneseni LentiKats® do nové reakéni smési, a tedy i jejich op&tovné
pouziti.

V piipadé LentiKats® slouzil kopolymer také jako protektant nitrilasy. Je to patrné
naptiklad z posunu teplotniho a pH optima, kdy byly LentiKats® stabiln&jsi i pi vyssich
teplotach a pri skladovani (- 20 °C) si i po n€kolika mésicich uchovavaji piivodni aktivitu.

Imobilizace na kovalentni nosi¢ se ukéazala jako pouzitelna, ovSsem vzhledem k delsi
dob¢ imobilizace (2 dny) vhodna spiSe pro stabilngjsi nitrilasu F. solani.

Prace tak piispéla k rozsifeni poznatkli o mozZnostech imobilizace nitrilas, ktera je
povaZovéna za obtiznou vzhledem k labilité vétSiny téchto enzymui. Enzymy konvergujici

nitrily byly zatim imobilizovany hlavné metodou zachyceni celych bun€k v rGznych
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hydrogelech a také adsorpci bunék na Dowex 1 nebo chemickou vazbou na polysulfonové
membrany [44]. Mén¢ byla pouzivana imobilizace bunéénych extrakti nebo Caste¢né
purifikovanych enzyml. Nedavno byla predstavena nova metoda imobilizace nitrilas
spocivajici v precipitaci hydrofobnim c¢inidlem (dimethoxyethanem) a vzajemné vazbé
molekul enzymu (,,cross-linking*) dextranpolyaldehydem jako velmi Setrnym bifunkénim
¢inidlem [45].

V této diplomové praci se zejména osvéd¢ila hydrofobni vazba enzymu na pevné
nosi¢e (napt. Butyl Sepharosu) jako alternativni metoda pro velmi Setrnou imobilizaci
nitrilas. Tento zptsob imobilizace mize byt dale vylepSen. Bude napiiklad vyzkouseno,
zda lze snizit koncentraci siranu amonného nebo siranu sodného, aniz by byla negativné
ovlivnéna vazba enzymu na nosi¢. Pfi této metodé¢ by mélo dojit k odstranéni dalSich
kontaminujicich proteint, nebot’ je znamo, Ze nitrilasy se vaZzou na hydrofobni nosice vétsi
silou nez vétSina ostatnich proteind. Déle bude testovdna moznost imobilizovat ¢aste€né
purifikované enzymy. Oba zplsoby by mély vést ke zvySeni specifické aktivity

imobilizovaného enzymového preparatu.
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6 SOUHRN

Z rodu Aspergillus niger a Fusarium solani se podatilo ziskat diky pouziti novych
induktori ve vysokém vyté€zku nitrilasy s dobrou specifickou aktivitou, které se ovSem
znaéné lisi svou stabilitou. Obé vykazuji podobné substratové specifity, kdy nejlep$im
substratem je 4-kyanopyridin a naopak nejhor$imi substréty jsou alifatické nitrily, takze se
jedna o aromatické nitrilasy.

Pozorovali jsme podobné vlastnosti obou enzymii pii purifikaci — jednd se o enzymy
s vysokou molekulovou hmotnosti, které obsahuji velké mnozstvi podjednotek.
Molekulovd hmotnost jedné podjednotky je pravdépodobné 35 kDa (4. niger), resp. 39
kDa (F. solani), a hmotnost nativniho enzymu je v obou ptipadech vétsi nez 650 kDa.

Imobilizace enzym0 byly velmi aspé€sné, a to pii pouziti riznych nosi¢l. Tyto
imobilizované enzymy byly dlouhodobé stabilni a pouZitelné nejen pro konverze nepfilis
koncentrovanych substrati (do 40 mM), ale byly pouzivany i pro konverze vyssich
koncentraci (az 100 mM), kdy dochézelo k jejich Gplné konverzi a mohly tak byt ziskany
cenné produkty ve vysoké Cistoté (kyselina nikotinové a isonikotinova).

Imobilizace roz$ifily moznosti pouziti nitrilas. Enzymy jsou pfi imobilizaci ¢aste¢né
chranény pted vlivy prostedi (pH, teplota), zvlasté pii imobilizaci v LentiKats®. Hlavng
v§ak lze imobilizovany enzym pouzit opakované, ¢imz se vice zhodnoti pfipravené
mnozstvi enzymu.

Zavérem lze konstatovat, ze tato diplomové prace prinesla nové poznatky o
zplisobech pfipravy, vlastnostech a prakticky vyznamnych aplikacich nitrilas, které jsou

v biokatalyze vysoce cenénymi enzymy.

78



7 SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] Moravcova J.: Biologicky aktivni piirodni latky, skriptum, VSCHT Praha, str. 50-51,
(2003)

[2] Legras J.L., Chuzel J., Arnaud A., Galzy P.: World J. Microbiol. Biotechnol. 6,
83-108, (1990)

[3] Conn E. E., Neuberger A., Jukes T. H.: Int. Rev. Biochem. Nur. I. A 27, Baltimore, 21-43
(1979)

[4] Nartey F., Venesland B., Conn E. E., Knowles C. J., Westley J., Wissing F.: v knize Cyanide in
Biology, Academic Press, London, 115 (1981)

[5] Avato P., Pesante M.A., Fanizzi F.P., Santos C.A.D.: Lipids 38, 773-780 (2003).

[6] Kaplan O., Martinkova L., Zptsob indukce nitrilasy u vldknitych hub. PV 2005-345

[7] Kobayashi M., Goda M., Shimizu S.: Biochem. Biophys. Res. Commun. 253, 662-666
(1998)

[8] O'Reilly C., Turner P.D.: J. Appl. Microbiol. 95, 1161-1174 (2003)

[9] Cowan D., Cramp R., Pereira R., Graham D., Almatawah O.: Extremophiles 2 (3),
207-216 (1998)

[10] Bestwick L.A., Gronning L.M., James D.C., Bones A., Rossiter J.T.. Physiol.
Plant. 89, 611-816 (1993)

[11] Bartling D., Seedorf M., Mithofer A., Weiler E.W: Eur. J. Biochem 205, 417-424

(1992)

[12] Osswald S., Wajant H., Effenberger F.: Eur. J. Biochem 269, 680-687 (2002)

[13] Kobayashi M., Nagasawa T., Yamada H.: Eur. J. Biochem. 182 (2), 349-356 (1989)

[14] Kato Y., Ooi R., Asano Y.: Appl. Environ. Microbiol. 66, 2290-2296 (2000)

[15] Harper D.B.: Biochem. J. 167, 685-692 (1977)

[16] Goldlust A., Bohak Z.: Biotechnol. Appl. Biochem. 11, 581-601 (1989)

[17] Martinkova L., Mylerova V.: Curr. Org. Chem. 7, 1279-1295 (2003)

[18] Piepechalova I., Martinkova L., Stolz A., Ovesna M., Bezouska K., Kopecky J.,
Kien V.: Appl. Microbiol. Biotechnol. 55, 150-156 (2001)

[19] Martinkova L., Kien V.: Biocatal. Biotransform. 20 (2), 73-93 (2002)

[20] Katalog firmy Jiilich Chiral Solutions, www.julich.com

[21] Katalog firmy BioCatalytics, www.biocatalytics.com/Enzymes.pdf

79



[22] Martinkova L., Prepechalova 1., Olsovsky P., Kien V.. Biotechnol. Lett. 17,
1219-1222 (1995)

[23] Yamamoto K., Oishi K., Fujimatsu I., Komatsu K., Tani Y.: J. Ferment. Bioeng 73,
125-129 (1991)

[24] Effenberger F., Osswald S.: Tetrahedron: Asymmetry. 12 (18), 2581-2587 (2001)

[25] Nagasawa T., Yamada H.: Pure Appl. Chem. 62, 1441-1444 (1990)

[26] Kobayashi S., Nagasawa T., Yamada H.: Trends. Biotechnol. 10, 402-408 (1992)

[27] Shimizu S., Kobayashi M.: Curr. Opin. Chem. Biol. 4, 95-102 (2000)

[28] Kobayashi S., Nagasawa T., Yamada H., Appl. Microbiol. Biotechnol. 29, 231-233
(1988)

[29] Shimizu S., Ogawa J., Kataoka M., Kobayashi M.: Adv. Biochem. Eng./Biotechnol.
58, 45-87 (1997)

[30] Martinkova L., OlSovsky P., Piepechalova 1., Kfen V.: Biotechnol. Lett. 17 (11),
1219-1222 (1995)

[31] Kaplan O.: Biotransformace nitrilai vlaknitymi houbami: Diplomova prace VSCHT
Praha, Fakulta potravinaiské a biochemické technologie (2004)

[32] Catalogue of Cultures, Bacteria, Fungi, 6th edition, Masaryk University Brno (1999)

[33] Vohlidal J., kol., Chemické tabulky, SNTL, Praha, 264-268 (1982)

[34] Mcllvaine T.C.: J. Biol. Chem. 49, 183 (1921)

[35] Bradford M.M.: Anal. Biochem 72, 248-254 (1976)

[36] Laemmli U.K.: Nature 227 (259), 680-685 (1970)

[37] Jekel M., Buhr A., Wilke T., Vorlop K.-D.: Chem. Eng. Technol. 21, 275-278 (1998)

[38] Vejvoda V., Kaplan O., Bezouska K., Martinkova L.: J. Mol. Catal. B: Enzymatic 39,
55-58 (2006)

[39] Snajdrova R., Kristova-Mylerova V., Crestia D., Nikolaou K., Kuzma M., Lemaire
M., Gallienne E., Bolte J., Bezouska K., Kfen V., Martinkova L.: J. Mol. Catal. B:
Enzymatic. 29, 227-232 (2004)

[40] Kaplan O., Vejvoda V., Plihal O., Pompach P., Kavan D., Fialova P., Bezouska K.,
Mackova M., Cantarella M., JirkQi V., Kfen V., Martinkova L.: Appl. Microbiol.
Biotechnol., v reviznim fizeni

[41] Nikolaou K.: Biotransformation of nitriles into amides and acids by enzymes from
filamentous fungi, Diplomovda prace PiF UK Praha, Katedra genetiky a
mikrobiologie (2004)

80



[42] Vaughan P.A., Knowles C.J., Cheetham P.S.J.: Enzyme Microb. Technol. 11 (12),
815-823 (1989)

[43] Kobayashi M., Yanaka N., Nagasawa T., Yamada H.: FEMS Microbiol. Lett. 77 (1),
121-123 (1991)

[44] Colby J., Snell D., Black G.W.: Monatsch. Chem. 131 (6), 655-666 (2000)

[45] Mateo C., Palomo J.M., van Langern L.M., van Rantwijk F., Sheldon R.A.:
Biotechnol Bioeng. 86, 273-276 (2004)

81



8 SEZNAM PUBLIKACI A POSTERU
Clanky

1) Vejvoda V., Kaplan O., Bezouska K., Martinkova L.: Mild hydrolysis of nitriles by the
immobilized nitrilase from Aspergillus niger K10, J. Mol Catal. B: Enzymatic 39,
55-58 (2006)

2) Kaplan O., Vejvoda V., Pi§vejcova A., Martinkova L.: Hyperinduction of nitrilase in
filamentous fungi, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. v tisku

3) Kaplan O., Vejvoda V., Plihal O., Pompach P., Kavan D., Fialova P., Bezouska K.,
Mackova M., Cantarella M., Jirkd V., Kfen V., Martinkova L.: Purification and
characterization of nitrilase from Aspergillus niger K10, Appl. Microbiol. Biotechnol.,
v reviznim fizeni, doporuceno k publikaci

4) Vejvoda V., Kaplan O., Klozova J., Cejkové A., Jirka V., Stloukal R., Martinkova L.:
Mild hydrolysis of nitriles by Fusarium solani strain O1, Folia Microbiol., v tisku

Postery

1) Kaplan O., Kuba¢ D., Vejvoda V., Cantarella M., Cantarella L., Kfen V.,
Martinkova L.: Synthetic applications of nitrile hydratases, amidases and nitrilases:
process improvement by using each enzyme at its optimum conditions, Multistep
Enzyme Catalysed Processes, Graz, 18. — 21. 4. 2006, abstrakt str. 59

2) Kaplan O., Vejvoda V., Plihal O., Pompach P., Kavan D., Bezouska K.,
Cantarella M., Spera A., Martinkova L.: Purification and characterizaction of a nitrilase
from Aspergillus niger K10, Biotrans 2005, Delft, 3. — 8. 7. 2005, abstrakt str. 177

3) Kubac D., Vejvoda V., Slamova K., Kaplan O., Piikrylova V., Testera A. M., Liz R,
Gotor V., Lemaire M., Gallienne E., Bolte J., Martinkova L.: Mild conversion of
nitriles by free and immobilized nitrile-converting enzymes, Biotrans 2005, Delft,

3. - 8. 7.2005, abstrakt str. 195

82



Svoluji k zapiijéeni této prace pro studijni ucely a prosim, aby byla fadné vedena

evidence vyputjcovatell.

Jméno a pfijmeni adresa Cislo OP Datum vypujceni Poznamka




