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1. Abstrakt

Preparation of pure enantiomers is very important part of chemical synthesis of
industrially and pharmaceutically useful compounds. In recent years traditional chemical
synthesis is replaced by biotransformations. Biotransformation means the use of isolated
enzymes, enzymatic systems or whole cells in catalysis of chemical reactions. In
comparison with chemical synthesis it has certain advantages. In this work the activity of
yeast strains Saccharomyces uvarum K8, Saccharomyces cerevisiae K12, Torulopsis
azyma K43, Torulopsis sphaerica K46 and Candida tropicalis K49, K51 a K52 in catalysis
of reduction 6-bromo-2-tetralone, 7-hydroxy-2-tetralone and 7-methoxy-2-tetralone was
studied. Products of these reductions are used in preparation of pharmaceutical drugs.

Suitable conditions for biotransformations were found and it was proved that the
yeast strains Saccharomyces uvarum K8 and Candida tropicalis K52 are able to produce 2-
tetralones with ee greater than 90% with conversion 100% after four-hour
biotransformation.

This thesis is written in Czech.



Ptiprava Cistych enantiomeril je v soucasnosti kliCovou soucasti chemické syntézy
mnoha primyslové a farmaceuticky vyznamnych latek a trendem poslednich let je
postupny odklon od tradicni chemické syntézy k vyuzivani biotransformaci.
Biotransformace znamena vyuzivani izolovanych enzymu, celych enzymovych systémi
nebo celych bunck ke katalyzovani chemickych reakci a oproti chemické syntéze piinasi
fadu vyhod. V této praci byla proveéfovana biotransformacni aktivita kvasinkovych kmenti
Saccharomyces uvarum K8, Saccharomyces cerevisiae K12, Torulopsis azyma K43,
Torulopsis sphaerica K46 a Candida tropicalis K49, K51 a K52 pii katalyze redukce 6-
bromo-2-tetralonu, 7-hydroxy-2-tetralonu a 7-methoxy-2-tetralonu na ptislusné alkoholy,
coz je vyznamny reakéni krok pfi syntéze nekterych 1éciv.

Byly nalezeny vhodné reakéni podminky pro biotransformaci a zjisténo, ze kmeny
Saccharomyces uvarum K8 a Candida tropicalis K52 jsou schopny poskytovat 2-tetraloly s
ee vySSim nez 90% pifi soucasné 100% konverzi substratu pii ctythodinové

biotransformaci.



2. Teoreticky uvod

2.1 Biokatalyza

2.1.1 Historie a priumyslové vyuziti

Historie vyuzivani biokatalyzy saha do doby pied vice nez 8000 lety do oblasti
Sumeru, kde byly mikroorganismy vyuzivany pro vyrobu piva. Mikroorganismy byly
vyuzivany pro vyrobu alkoholickych napoji velmi dlouho dobu pfed svym vlastnim
objevem. Mezi dalsi takzvané tradi¢ni biotechnologie se kromé vyroby alkoholu fadi
vyroba octa, syrit a mlé¢nych vyrobkl obecné.

Mezi prvni primyslové vyuzivané procesy V moderni historii patii naptiklad vyroba
kyseliny octové z ethanolu pomoci mikroorganismu Acetobacter imobilizovaného na
dfevénych hoblinach, ktera byla provadéna ptiblizn€ od roku 1815.

Dalsi z pramyslové pouzivanych biokatalytickych metod je napiiklad produkce
vitaminu C, pouzivana jiz vice nez 70 let, ve které je pomoci enzymu katalyzovana oxidace
sorbitanu na sorbosu. Priimyslové vyuzivané jsou i hydroxylace steroida @,

V soucasnosti existuje vice nez 130 riznych, pramyslové vyuzivanych
biotransformaci a jejich pocet stale nartista. VétSinou se jedna o procesy slouzici K vyrobé
prekurzori farmaceuticky nebo agrochemicky vyznamnych latek. Tyto vyrobni procesy
jsou nejcastéji katalyzovany hydrolasami, oxidoreduktasami nebo lyasami. VyuZivangjsi je
sice katalyza pomoci enzymovych katalyzatord, ale je pravdépodobné, ze v prubéhu Casu
bude dochazet k CastéjSimu vyuzivani celobunécnych katalyzatorl, protoze jiz nyni je
Casto mozné zabranit nezddoucim bo¢nim reakcim a metabolizaci pozadovanych produktt
(jako dalsimu kroku k pozadované biotransformaci) metodami genového inZenyrstvi.
Navic, pii pouZiti celobunéénych katalyzatorti, butika sama zajiSt'uje regeneraci kofaktorii
reakce. Zvlasté zajimavou se jevi moznost kombinovat enzymy z riznych mikrobialnich
kment v rekombinantnich mikroorganismech, coz mize vést k vyrazné vétsim vytézkiam i
Cistoté produktii @

Hlavni vyhoda biokatalyzy ovSem leZi ve schopnosti enzymil katalyzovat chemické

reakce za nenaro¢nych reakénich podminek, jako je teplota, pH nebo tlak, a jejich obvykle



velmi vysoka regio- a stereoselektivita. Opticky aktivni sekundarni alkoholy, mezi néz
patii i 2-tetraloly, jsou jednémi z nejpouzivangjsich intermediatd pro vyrobu 1é¢iv a dalSich
vyznamnych chemickych latek. Jejich redukce z prochiralnich ketonu je jednim z
nejvyuzivanéjSich zpiisobu, jak zavést do molekuly chiralitu, protoze vznikajici chiralni
alkoholy jsou snadnou konvertovatelné na dal§i derivaty. Diky témto vlastnostem
V soucasnosti roste mnozstvi prumyslové aplikovanych metod slouzicich k zavadéni

®

chiralnich center pomoci biokatalyzy ‘”. Nejrychleji pfibyva pramyslovych procest

vyuzivajicich alkoholdehydrogenasy.

2.2 Enzymové katalyzatory

Hlavni vyhodou enzymovych katalyzatorti je, ze se ke katalyze pouziva jeden
enzym, nebo systém dvou az tfi, coZ znamena, Ze je mozné S€ sndze vyhnout nezadoucim
vedlej$im reakcim a s nimi spojenému snizeni enantioselektivity a vytéZnosti reakce. Pfi
vyuziti enzymové katalyzy je navic relativné zrychlen piistup substratu k enzymim. Diky
tomu muze byt zna¢né zjednodusen cely vyrobni proces. Nevyhodou je nutnost doplnovat
do reakéni smési potiebné kofaktory, ptipadné zavést systém jejich regenerace. Regeneraci
kofaktorti bude vénovana ¢ast v kapitole 2.6.1.

Dalsim faktorem znevyhodnujicim pouzivani enzymovych katalyzatorti je jejich
obvykle znacnad citlivost vi¢i vysokym koncentracim substrati nebo organickym

rozpoustédlim @6

2.3 Celobunécné katalyzatory

Katalyza celobunécnymi katalyzatory je, z hlediska biokatalyzy, starSi, nez
pouzivani enzymovych katalyzatorti. Piedevs$im kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae

© vaci enzymovym katalyzatorim

jsou pro biokatalyzu vyuzivany jiZ nékolik desetileti
maji celobunééné katalyzatory nckolik vyhod, nejvyznamnéjsi, alesponn pii oxidacné-
redukénich reakcich, jsou vnitini bundné systémy regenerace kofaktora ). Enzymy
vyuzivané v celobunéénych katalyzatorech jsou navic zpravidla stabilngjsi diky jejich
umisténi uvniti bunék.

Existuje velké mnozstvi mikroorganismt schopnych provadét riizné biokatalytické



reakce a jejich pocet se neustdle zvySuje o rekombinantni mikrobidlni kmeny. Cilem
tvorby rekombinantnich kment je pfedevSim omezit nezddouci bocni reakce a pokud

mozno omezit tvorbu izoenzymu s riiznou enantioselektivitou.

2.4 Enzymy

Enzymy jsou bilkoviny katalyzujici chemické reakce v biologickych systémech,
kde umoznuji, aby reakce probihaly za fyziologickych podminek. Latka, kterd je na
pocatku enzymové reakce, se nazyva substrat, latka, kterd je jejim vysledkem se nazyva
produkt. Rychlost reakce muze byt enzymy zvySena piiblizné o 6 az 17 fadd, podobné jako
Vv pfipadé pouziti anorganickych katalyzator. Na rozdil od vétSiny anorganickych
katalyzatorti pracuji zpravidla pti pH v rozsahu 5-8, za teplot do 100°C (ale nejcastéji
v rozmezi 20-40°C) a pii atmosférickém tlaku. Jejich nejvétsi vyhodou je také jejich
vysoka specifita vic¢i substratu, vaci typu reakce, jez katalyzuji a také velmi castd
stereospecifita.

V roce 1894 navrhl Emil Fischer takzvany model ,,zamku a klice* vysvétlujici
vysokou specifitu enzymi vic¢i substratu. Podle tohoto modelu se enzym i substrat
nachdzeji ve specifickych geometrickych konformacich, které do sebe ptesn¢ zapadaji ®
Tento model v roce 1958 doplnil Daniel Koshland na model ,,indukovaného ptizptisobeni‘
(Obr. 1, str. 12). Podle jeho navrhu je nutné zauvaZzovat vysokou flexibilitu proteinové
struktury enzymu, coZ ma za nasledek neustdlé zmény v konformaci enzymu béhem
navazovani substratu do aktivniho mista. Substrat tak svym navdzanim zméni geometrii
molekuly enzymu, ¢imz mu umozni provadeéni jeho katalytické funkce ®

Tento upraveny model vysvétluje nejen vysokou substratovou specifitu enzymi, ale
1 zpusob, jakym jsou b&hem reakce stabilizovany pfechodové stavy molekuly. Pravé
prostifednictvim stabilizace pfechodovych stavil, spole¢né se snizovanim aktivacni energie
reakce, enzymy katalyzuji chemické reakce.

Je dilezité si také uvédomit, Ze enzymy obvykle mohou danou reakci katalyzovat

V obou smérech, nicméné¢ se tak ned¢je ve vSech ptipadech.



substrat tvar enzymu se méni podle

produktv‘
¢

nasedajiciho substratu
{ aktivni misto

N/

4

= = =

Substrat vstupuje do Enzym substratovy Komplex enzymu s Produkty opoustéji
aktivniho mista enzymu  komplex produkty aktivni misto enzymu

Obr. 1: Schéma enzymové reakce podle modelu indukovaného piizpisobeni
(upraveno dle wikipedia.org)

2.5 Rozdéleni enzymii

Enzymy lze na zéklad¢ jejich aktivity délit do Sesti zakladnich tfid. Nasledujici text
obsahuje jejich struény popis a priklad biokatalytické reakce, ktera je v primyslu
V soucasnosti pouzivana s vyuzitim enzymu (nebo celobunééného katalyzatoru) z dané

ttidy.

a) Oxidoreduktasy

Enzymy katalyzujici rtizné oxidacni nebo redukéni reakce, které zahrnuji
prenos vodikového atomu nebo elektronti. Zahrnuji Sirokou $kéalu enzymi, jako
ptiklad 1ze uvést dehydrogenasy, katalyzujici pienos vodikového atomu ze
substratu na akceptor NAD", NADP" nebo flavin ‘% (Obr. 2), nebo oxidasy, které

katalyzuji prenos vodikového atomu ze Substratu na molekularni kyslik ™ (Obr. 3,
str. 13).

CHy CHs
<D | R Aﬂ/ dehvdrogenasa <O | T N
5 P 0 N ) HO

3.4-methylendioxyacetofenon NADH NAD &3 4-meth endi ox yfensd ) -2 -propancl

Obr. 2: Syntéza (S)-(3,4-dimethyldioxyacetofenyl)-2-propanolu katalyzovana dehydrogenasou

-10 -



HO
2 - =

3 oxidasa, O, CH3
.__,f" e Jm- -.ffa L
] o COOH ] o COOH
R )-2-fenox v propionova kys. (24" -hydros yFenos v)-proplonova kys.

Obr. 3: Syntéza (R)-2-(4’hydroxyfenoxy)-propionové kyseliny vyuzitim oxidasy

b) Transferasy

Enzymy ze skupiny transferas katalyzuji ptfenos funkénich skupin
obsahujicich uhlik, dusik, fosfor nebo siru, jako jsou naptiklad acetyl, methyl nebo
fosfat. Jako ptiklad je uvedena vyroba glukosa-6-fosfatu z glukosy (tedy pienos

fosfatové skupiny), katalyzovana enzymem glukokinasou @ (Obr. 4).

OH oPo,”
H OH H OH
[:||—||-| H glukokinasa O|—||_| H
HO OH " HO OH
H  OH H OH
glukosa ATP ADP glukosa-§-fosfat

Obr. 4: Syntéza glukosa-6-fosfatu pouZitim glukokinasy

c) Hydrolasy

Hydrolasy katalyzuji hydrolytické S$tépeni molekul, pfi nichz je substrat
rozdelen na dvé nebo vice mensich molekul za adice vody. Podle formy substratu
jsou déleny na lipasy (esterasy; §tépi esterovou vazbu), proteasy (St€pi peptidickou
vazbu), nukleasy (Stépici vazby v nukleovych kyselinach) a fosfatasy (katalyzuji
defosforylaci molekul). Jako piiklad je uvedena lipasou katalyzovana hydrolyza
methyl-p-methoxyfenylglycidatu *® (Obr. 5, str. 14).

-11 -



H/OH
o
H3C HO
o
o. t pasa 5 RJ-2.5-p-m ethox vfeny glyeilova kys.
n CH, - +
HAC - + H,0 0
0 - MeOH

) 8]
%( ~ch,
m ethyl-p-methox vensd glyed dat 0
HSC HO

methyl (R 5)-2.3 -p-methox vieny glvei dat

Obr. 5: Lipasou katalyzovana hydrolyza methyl-p-methoxyfenylglycidatu

d) Lyasy

Lyasy, n¢kdy také nazyvané synthasy jsou enzymy katalyzujici $tépeni
vazeb C-C, C-O, C-S, C-N nebo C-halogen jinym zptsobem, nez je oxidace nebo
hydrolyza, a opacné reakce. Od ostatnich enzymu se odliSuji tim, ze vyzaduji pouze
jeden substrat pro svou reakci, ale dva pro reakci opa¢nou. Ptikladem vyuziti lyas
je syntéza (S)-aspartové Kyseliny nebo (S)-maleinové kyseliny z kyseliny fumarové
W AD (Obr. 6a7).

fumarasa

COOH COOH
HoOC = = HOOC /\‘/
H.O
- OH
kys. fumarova ks, ¢&)-maleinova
Obr. 6: Syntéza kys. (S)-maleinové fumarasou
aspartasa
COOH COOH
MNH,
NH5
ky=. fumarova kys. (5l-aspartova

Obr. 7: Syntéza kys. (S)-aspartové aspartasou

e) Isomerasy
Isomerasy obecné katalyzuji konformacéni zmény v molekule nebo

intramolekularni pienosy funkénich skupin. Nejcastéji vyuzivanym procesem

-12 -



katalyzovanym isomerasami je pfeména glukosy na fruktosu, provadéna pomoci
enzymu glukosaisomerasa (Obr. 8).

Isomerasy, predevSim racemasy, jsou z pramyslového hlediska potencialné
velmi piinosné enzymy, protoze teoreticky umoziuji pifeménu jednoho
enantiomeru na opacny. Moznosti prumyslového vyuziti racemas jsou prozatim

nulové, predevsim kvuli jejich nedostatecné aktivité i stabilité.

oH

H OH
E]HH H glukosaisomerasa
HO OH *
H OH

L

glukosa

Obr. 8: Isomerace glukézy katalyzovana glukesaisomerasou

f) Ligasy

Ligasy jsou enzymy katalyzujici spojovani dvou molekul. Jejich vyuziti v
pramyslovém méfitku, je prozatim spiSe minimalni nebo zZadné, mohou byt ale
vyuzity pro mimoribozomalni syntézu peptidd, piipadné k syntéze nukleovych

kyselin @,

2.6 Alkoholdehydrogenasy

Alkoholdehydrogenasy, zkracen¢ ADH, enzymy ze skupiny oxidoreduktas, jsou
s vyjimkou hydrolas primyslové nejvyuzivanéjSimi enzymy. ADH jsou v soucasnosti
jednémi z nejlépe prozkoumanych enzymi a byly mezi prvnimi oligomernimi enzymy, u
nichz byla ur¢ena sekvence aminokyselin a jejich struktura. Jsou pfitomny v podstaté ve
vSech Zivych organismech a diky své schopnosti zpracovavat Siroké spektrum substrati
(linearni 1 vétvené alifatické alkoholy, primarni a sekundarni alkoholy, polyoly, fenoly a
k nim pfisluSejici ketony a aldehydy) jsou zapojeny do velkého mnozstvi metabolickych
drah. U vyssich zivo¢ichii a mnohych mikroorganismii slouzi tyto enzymy piedevsim k
pfeméné toxickych alkoholii na aldehydy. V nékterych piipadech ale oxidace alkoholu

muze vést k zvySeni toxicity, jako je tomu naptiklad v ptipadé¢ methanolu, ktery je

-13-



oxidovan na vysoce toxicky formaldehyd. VétSina kvasinek a mnohé bakterie vyuzivaji
ADH ke katalyze opa¢né reakce. ADH se tak velmi vyznamné podili na procesu

fermentace glukosy, kterou lze zapsat souhrnné jako

glukosa + 2 ADP + 2 P — 2 CH3CH,OH + 2 CO, + 2 ATP + 2 H,0 @

Béhem glykolyzy je glukosa konvertovana na acetaldehyd a pyruvat a acetaldehyd
je nasledné redukovan na ethanol piisobenim ADH, &¢imz se regeneruje kofaktor NAD".
Energeticky vytézek glykolyzy neni vysoky a zda se, ze primarnim Gc¢elem tvorby ethanolu
je likvidace konkuren¢nich mikroorganismt v prostfedi. Nékteré druhy kvasinek jsou
schopny oxidovat vznikajici ethanol zpé&t na acetaldehyd a vyuZzivat ho tak jako alternativni
zdroj energie v piipadé, ze v zivném mediu je nizka koncentrace glukosy.

VétSina organismi muze exprimovat n€kolik raznych alkoholdehydrogenas, v
pripadé clovéka je to obvykle nejméné Sest, u kvasinek obvykle jedna nebo dvé.
Kvasinkova ADH se sklada nejéastéji ze Ctyi podjednotek a ma molekulovou hmotnost
ptiblizné 140 kDa (Obr. 9).

Obr. 9: Trojrozmérné zobrazeni kvasinkové ADH I

V aktivnim misté ADH se ve vétSiné pripadi nachdzi atom zinku, ktery je kliCovy
pro vazbu substratu.

Mechanismus katalyzy je dobfe prozkoumany u lidské ADH a reakce probihd v
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celkem osmi krocich:
1. Navazani koenzymu NAD" na enzym
Navazani substratu (alkoholu) koordina¢ni vazbou na zinek

Deprotonace na His-51

2
3
4. Deprotonace nikotinamid ribosy
5. Deprotonace na Ser-48

6. Deprotonace navazaného alkoholu

7. Piesun H' z alkoxidového iontu na NAD®, &¢imZ vznikdi NADH a

aldehyd/keton vazany koordina¢né na atom zinku
8. Uvolnéni produktu (aldehyd/keton)

U kvasinek probiha dana reakce obdobnym zptsobem, ale opa¢nym smérem (16)

2.6.1 Kofaktory a koenzymy

Nékteré enzymy vyzaduji neproteinovou slozku, ktera se navdze na samotny
enzym, pro svou katalytickou aktivitu. Tyto neproteinové slozky jsou nazyvany kofaktory
nebo koenzymy, a mohou byt i anorganické (ionty kovil) i organické (hem, flavin). Je-li
kofaktor trvale navazan na enzym, oznacuje se jako prosteticka skupina. Kofaktor obvykle
neni na enzymy vazan kovalentné.

Vétsina ADH potiebuje ke své funkci jako kofaktor nikotinamidové kofaktory
NAD(P)H, které slouzi jako donory vodikovych iontd (nebo jako akceptory, v ptipadé
NAD(P)*"), vyjimecngji flavinové kofaktory (FAD*/FADH) " nebo methoxanthiny ®®
(Obr. 10). ADH zavislé na FAD*/FADH a methoxanthinech jsou vyuzivany predevsim pro
reakce provadéné Vv laboratornim méftitku 19 dale se zde proto budu zabyvat pouze ADH

zavislymi na nikotinamidovych kofaktorech a regeneraci téchto kofaktort.

0 /‘3{
R1)J\ R, . Ry Rz
4+

MNADH MAD
Obr. 10: Schéma redukce katalyzované NAD-dependentni alkoholdehydrogenasou
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Pfi pouziti ADH jako enzymového katalyzatoru je nutné dopliovat do reakéni
smési prislusné kofaktory. Vzhledem K jejich vysoké cené¢ je velmi vyhodné pii

biokatalyze pouZivat systém regenerace kofaktoru % (Obr. 11).

substrat kofaktor \

[S}Etém regenerace kofaktom J

red. [ oxid. kofaktor /

Obr. 11: Obecné schéma regenerace kofaktoru

produkt

Pro regeneraci kofaktoru pti enzymové katalyze 1ze vyuzit tyto zdkladni postupy:
a) Elektrochemicka regenerace
Protoze kofaktory v podstaté pouze ,pfepinaji“ mezi oxidovanym a
redukovanym stavem, elektrochemické metody se nabizeji jako logicka metoda
jejich regenerace. Pfima katodova redukce NAD(P)" oviem dosahuje nizké

;o . o1+ vz ’ v 7 ’ r v 7 v . ... (21
ucinnosti kvili nezddoucim boc¢nim reakcim, které v reakéni smési probihaji (e

(22) (23)

Z tohoto diivodu byly vyvinuty organické i anorganické prenasece elektronti
(z angl. ,electron shuttle) (24, Typické organické prenaseCe sestavaji
Z rozsahlych konjugovanych systému (Obr. 12), jako ptiklad anorganického
pienasece Ize uvést molekulu [(CsMes)*Rh(2,2’bipyridin)(H.0)]*" @2,

HLC
K\ > 5 o |
| N—
SN |
i v _ N
| | >—N SO4H
Nz 8 <
HAC CH3
methyiviologen 1,10 fenantralin-3, 6-dion 22" azine- bis( 3-ethylbenz othiaz olin-§-sulfonat

Obr. 12: Piiklady typickych prenaSeci elektroni pouZivanych pri elektrochemické regeneraci
kofaktoru

b) Chemicka regenerace

K chemické regeneraci kofaktorti lze vyuzit anorganickych soli, jako je
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napfiklad NayS,03, které poskytuji pomérmné dobré vysledky, ale pfi jejich
vySSich koncentracich dochazi k vysolovani enzymu z roztoku @8 Dalsi
moznosti je vyuziti organokovovych sloucenin jako katalyzatori pfenosu a

plynného vodiku jako zdroje vodikovych ionti @

c) Fotochemicka regenerace
Pro fotochemickou regeneraci kofaktoru NAD(P)H lze vyuzit svétlem
indukovanou  produkci  methylviologenu  (Obr.  12) v pfitomnosti
dihydrolipoamiddehydrogenasy nebo ferredoxinreduktasy a pridavkem latek
zvySujicich fotosenzitivitu (komplexni slouceniny ruthenia nebo zinku),
polovodict (sulfidy kadmia nebo oxidy titanu) nebo vhodnych barviv

(metylenova modi) (28) (29) (30),

d) Enzymaticka regenerace

K provadéni enzymatické regenerace existuji dva zdkladni mozné ptistupy —
enzymoveé spfazend a substratové spfazend regenerace (z angl. ,.enzyme-
coupled* a ,,substrate-coupled®).

Pti enzymové sprazeném postupu se do reakce zavadi druhy enzym a
kosubstrat, ktery je jim zpracovavan opacnou redoxni reakci, nez jakou provadi
prvni enzym, ¢imZz se regeneruje kofaktor. Kosubstrat je pii reakci
spotfebovavan a je nutné ho doplinovat @),

Biotransforma¢ni reakce s enzymové sprazenou regeneraci kofakotru
vyzaduji pouziti dvou enzymi, proto je substratové spiazena reakce jejich
vyhodnou alternativou. Pii substratové spiaZzené regeneraci kofaktoru se
vyuziva plvodniho enzymu ke zpracovani piidaného kosubstratu (napt. 2-
propanol) na koprodukt (2-propanon). V reakéni smési tak dochazi dasledkem
kompetice substratu a kosubstratu ke vzniku dynamické rovnovahy. Odvadénim
produktu nebo koproduktu zreakéni smési lze tuto rovnovahu vhodnym

zpiisobem ménit, aby dochézelo k regeneraci kofaktoru reakce ©2.
Pii provadéni biotransformaci S pouzitim ADH ve formé celobunéénych

katalyzatori se ve vétSin¢ pripadi vyuziva ptidavku glukosy, isopropanolu, kyseliny

mravenc¢i nebo glycerolu, pfipadné se vyuZzije bun€k bez jakéhokoliv ptidavku, a vnitini
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metabolické systémy samy zajist'uji regeneraci kofakort. Mira regenerace kofaktoru muize
velmi vyrazng zaviset na koncentraci i druhu piidané latky 2.

V pifipadé¢ vyuzivani rekombinantnich kmenii Casto nastava problém, kdy je
pozadovany enzym rekombinantnim mikrobidlnim kmenem exprimovan v mnohem vétsi
mife, nez u normalniho kmene, a vnitini metabolické pochody buitky nedokazi dostate¢né
rychle a efektivné regenerovat kofaktor. Podpofit regeneraci kofaktoru lze, podobné jako
Vv ptipad¢ enzymovych katalyzatorti, enzymovym nebo substratovym spfazenim.

V piipadé enzymového sprazeni se kromé exprese pozadovaného enzymu v buiice
podpoii i exprese glukosadehydrogenasy, coz zajisti rychlejsi glykolyzu a rychlejsi
regeneraci kofaktori ®¥,

Pti substratovém spraZzeni se vyuziva kmentl s vysokou odolnosti vic¢i organickym
rozpoustédlim a ptidavku 2-propanolu jako kosubstratu, podobné jako u enzymovych

katalyzatorti 35)

2.7 Enantioselektivita

Enantiomery, nebo také optické isomery, jsou molekuly, které nejsou ztotoznitelné
se svym zrcadlovym obrazem (Obr. 13). Zpravidla se jedna o molekuly, které nemaji
rovinu symetrie. Dva rGzné enantiomery se neliSi ve vétSin€ fyzikalné-chemickych
charakteristik, ovSem jejich odliSnost je velmi dileZitd z hlediska biologické aktivity.
Riizné enantiomery mohou mit v Zivych soustavach casto velmi odlisné ucinky, zatimco
jeden muze mit zadouci terapeuticky efekt, druhy byva velmi Casto toxicky. Vyhodou
biokatalyzy pted chemickou syntézou je, kromé& jiného, pravé moznost piipravy Cistych

enantiomerdu.

COOH | HOOC
/iH H)\
1S by Ho T

Obr. 13: Typicky prFiklad dvou enantiomeri — (S) a (R) kyselina mlééna

V ptipadé syntézy 2-aminotetralinil je timto krokem pravé redukce 2-tetralonti na 2-

tetraloly. Molekula 2-tetralonu je planarni (nebereme-li v ivahu mozné postranni fetézce),
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zatimco vznikajici 2-tetralol jiz mize byt ve formé¢ dvou riiznych enantiomerd.
Enantiomericka Cistota se obvykle uvadi jako tzv. ,,nadbytek enantiomeru® (z angl.

»enantiomeric excess‘), zkracené ee [%], definovany jako

I[RI-31]
ee[%] =%-100 @)

kde [R] a [S] jsou relativni koncentrace jednotlivych enantiomert. Eec muZe formalné
nabyvat hodnot v intervalu od 0 do 100%, pfi¢emz je nutné vyznacit, ktery z enantiomerti
je ve smési v nadbytku. Kvili ptehlednosti je v této praci uvadéno ee v intervalu od -100%
do 100%, kdy kladnych hodnot nabyva pro nadbytek enantiomeru (R) (ptipadné (A) u

neznamych enantiomert) a zapornych hodnot pro nadbytek enantiomeru (S) (pfipadné

(B)).
2.8 Produk¢ni mikroorganismy

Produkéni mikroorganismy jsou nedilnou soucasti biokatalyzy, at' jiz jako
celobunééné katalyzatory nebo producenti enzymi. Kritéria pro jejich vybér se velmi lisi
Vv zavislosti na konkrétni aplikaci, nicméné existuji ur€itd obecna pravidla, jimiz se jejich

vybér fidi.

2.8.1 Naroky na produk¢ni mikroorganismy a jejich zdroje

Pti vybéru vhodného produkéniho mikroorganismu pro provadéni biotransformace
je dulezité sledovat nékolik faktor. Nejdilezitési je schopnost transformovat substrat na
pozadovany produkt, pfipadné exprimovat pozadovany enzym, v co nejkratSim Case a bez
toxickych vedlejsich produkti nebo za soucasné produkce enzymi s nezadouci aktivitou.
Mikroorganismus musi byt geneticky co nejstabilngj$i, aby u n& nedochazelo k rychlym
mutacim zpusobujicim ztratu pozadované aktivity, piipadné¢ k vyvoji patogenity nebo
nezadoucich vedlejSich drah transformujicich substrat. DalSimi poZadovanymi vlastnostmi
jsou co nejrychlejsi rust a metabolismus, vysoka tolerance vuci koncentraci substratu i

produktim biokatalyzy, ptipadné¢ wvici organickym rozpoustédlim, a co nejmensi
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pozadavky na zivné medium.

Vyhodné je, ma-li mikroorganismus vlastni mechanismus na obranu pied
mikrobidlni kontaminaci, jako je naptiklad zména pH zivného media nebo produkce
metabolith inhibujicich rist cizich mikroorganismu. Tyto faktory vSak nesmi rusit spravny
pribéh biotransformace.

Zdrojem cistych kultur produkénich mikroorganismti mohou byt pfirodni materidly,
Casté je také pouziti mikrobialnich kultur ze sbirek raznych laboratofi nebo instituci.
Hledame-li novy produk¢éni mikroorganismus v piirod€, nejcastéji je mozné jej nalézt
v materialech dlouhodobé zatizenych substratem nebo jeho analogem, napiiklad v
kontaminované pad¢, odpadnich vodach, apod.

Dalsim krokem je pak optimalizace podminek pro riist mikroorganismu a pro
samotnou biotransformaci, které ovSem nejsou vzdy totozné, nékdy mikroorganismy
mohou potiebné enzymy exprimovat pouze na zakladé nutricniho stresu nebo neptiznivych

podminek, v nékterych piipadech také zalezi na ristové fazi mikroorganismu.

2.8.2 Kultivace a Zivna media

Vyuziti zivych bunék pii biotransformacich s sebou nese nutnost jejich kultivace.
Zivné medium musi obecné vyhovovat viem narokiim na Ziviny daného mikroorganismu.
Zivnd media musi bezpodmineéné obsahovat zdroj energie, uhliku, dusiku a ostatnich
biogennich prvkill a pro naro¢néjsi mikroorganismy nebo specidlni ucely 1 zvlastni ristové
faktory (vitaminy, aminokyseliny, anorganické soli apod.). Krom& toho musi Zivné
medium také mit vhodnou vlhkost, optimélni pH, vhodny osmoticky tlak a optimélni redox
potencial. Pozadavky na Zivné piidy se u riznych mikroorganisma 1i$i a neexistuje
zadné kultivaéni medium vhodné pro vSechny mikroorganismy. Znalost kultivacnich
narokd mikroorganismu je klic¢ova pro UspéSnou kultivaci a umoZznuje zvolit medium tak,
aby jeho sloZeni zaroven potlacovalo rist nezadoucich mikroorganismil.

K provadéni jednordzovych i kontinualnich kultivaci se témét vyhradné pouZzivaji
tekutd media, protoze ta umoziuji nejsnadnéjSi odvod metaboliti a pozadovanych
produktt a zaroven pridavani novych substrati a Zivin. Vyhodou, oproti ztuzenému mediu,
je také moznost okamzitého stanoveni hodnoty pH, obsahu zivin a metabolitd a mnozstvi

biomasy.
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Krom¢ narokll na Zzivné medium je pfi kultivaci nutné dbat i na néroky
mikroorganismu na vné&j$i prostfedi — napiiklad relativni vlhkost vzduchu, teplotu,

ptitomnost kysliku apod.
2.9 PB-tetralony a jejich derivaty

B-tetralony, neboli 2-tetralony, jsou ketonové derivaty tetralinu, cyklické
slouCeniny se systematickym nazvem 1,2,3,4-tetrahydronaftalen (Obr. 14). Tetralony maji
slabé polarni charakter, ve vodé jsou témef nerozpustné, rozpousti se dobie v organickych
rozpoustédlech. Diky piitomnosti delokalizovaného elektronového systému ve struktufe
molekuly tetralony absorbuji svétlo v UV oblasti.

Kromé zna¢ného vyznamu pro farmacii se 2-tetralond a jejich derivati vyuziva
Vv primyslu pfi vyrob€ barviv a plastl a v minulosti mély zna¢ny vyznam pii studiu

receptorti neurotransmiterd.

4 5
| i
o
1 8
Obr. 14: VVzorce tetralinu (vlevo) a 2-tetralonu s vyzna¢enym ¢islovanim atomi

2.9.1 Farmakologické vlastnosti

Samotné 2-tetralony maji maly nebo zadny farmaceuticky vyznam, jsou ale
vhodnym reaktantem k ptipraveé chirdlnich 2-tetraloli, které jsou dillezitymi stavebnimi

bloky fyziologicky aktivnich latek, pfedevsim 2-aminotetralint (Obr. 15).

/

N

Obr. 15: Obecny vzorec 2-aminotetralinu
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2-aminotetraliny jsou strukturni analogy amfetaminti a pfi testovani na zvifatech
byl prokazan i podobny stimulacni efekt, ale s vyrazné nizs§i Gc¢innosti (36) Hydroxy
derivaty 2-aminotetralinii se vazi na serotoninové, dopaminové a adrenalinové receptory
(37) (38) (39) (40) methoxy derivaty 2-aminotetralinti jsou schopny reagovat s melatoninovymi

receptory “V “2)

. Chlorované derivaty 2-aminotetralinti ovliviiuji hladinu serotoninu
Prosttednictvim téchto efekti mohou byt vyuzity pii 1€cbé depresi a uzkostnych poruch a
dalSich dusSevnich onemocnéni, nebo k potlaceni nasilného chovéani. Mohou byt také
pouzity pti 1é¢be alkoholové zavislosti a je popsan i jejich Gcinek na sexualni chovani “3)
Mezi farmaceuticky vyznamné slouceniny obsahujici 2-aminotetralinovy skelet
patii latka nazvana amibegron (Obr. 16). Amibegron je slou¢enina vyvinuta firmou Sanofi-
Aventis a jednd se o prvni objevenou latku, ktera je selektivnim agonistou [3-
adrenoreceptoru a soucasn¢ dokaze pii oralnim podavani u¢inné pronikat do centralniho
nervového systému pies hematoencefalickou bariéru. Prostfednictvim amibegronu bylo

také prokazano, Ze i piisobeni na 33-adrenoreceptor mize mit antidepresivni ucinky “4),

Cl
@\/\ /J/\:L/jL
O CH
o _ N T O/\ﬂ/ 13
i H
OH O

Obr. 16: Amibegron

Krom¢ jiz zminéného antidepresivniho uc¢inku amibegron potlacuje uzkost a stres,
jak bylo prokazano testy na zvifatech a pozdéji i klinickym testovanim. Firma Sanofi-
Aventis nicméné oznamila v roce 2008 zastaveni vyvoje b&hem treti faze klinického
testovani kvili vaznym vedlej$im ucinkim 1éku, které zahrnuji poruchy vniméni,
motorickych funkci a vyvoj silné zavislosti > “#©),

Jako dalsi farmaceuticky vyznamné derivaty 2-tetraloni Ize zminit slouceninu
s nazvem MK-0499 (Obr. 17, str. 25), jez je zkoumana pro své antiarytmické vlastnosti a je
potencidlnim lékem k prevenci nekterych srde¢nich chorob “7) 3 flossonol (Obr. 18, str.

25), ktery vykazuje cytotoxické vlastnosti a je potencialné vyuzitelny pii 1écbé leukémie
(48)
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Obr. 17: MK-0499
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0

Obr. 18: Flossonol

2.9.2 1-tetralony

sekretas, které jsou potencialné G¢inné pii 1é¢bé Alzheimerovy choroby

vedlejsich u¢inkd, souvisejicich s poruchami vnimani

Podobné ucinky jako derivaty 2-tetralonli maji 1 nékteré derivaty 1-tetralond. Jejich

analoga se vyuzivaji pfi syntéze 1€kt uzivanych pifi 1écbé schizofrenie a inhibitort B-

(49)

Nejznaméjs$im derivatem 1-tetralond je slouéenina nazyvana setralin (Obr. 19),
obsazena v piipravcich s obchodnim nazvem Zoloft nebo Lustral. Setralin ptsobi jako
selektivni inhibitor zpétného vychytavani serotoninu (z angl. ,,selective serotonin reuptake
inhibitor), pouziva se pii 1é¢bé depresi a izkostnych poruch. Jeho ucinek je podobny jako

u ostatnich antidepresiv, jeho velkou vyhodou je vys§i UCinnost a menSi zévaznost

(50)

"
HN

cl

Cl
Obr. 19: Setralin
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2.9.3 Syntéza 2-tetralonii

Existuje mnoho zpusobu pfipravy 2-tetralonti, Casto parcialnimi redukcemi
Z derivatd naftalenu, ale jsou i jiné moznosti. Jako piiklad je uvedena syntéza 1-tetralonii
Haworthovou reakei z benzenu a sukeinyl anhydridu ®V (Obr. 20) a nasledny sled reakei,
kterymi je 1-tetralon isomerizovén na 2-tetralon ®2 (Obr. 21, str. 27). Samotna isomerizace

1-tetralonii na 2-tetralony probiha s relativné vysokymi mezivytézky, celkova vytéznost

sledu reakcti je asi 33-57%.
redukce
Cl H —_— -

H”
—_—
LH/OH
o

Obr. 20: Syntéza 1-tetraloni Haworthovou reakcei

0
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Obr. 21: Isomerizace 1-tetraloni na 2-tetralony

2.9.4 Konverze 2-tetralont na 2-tetraloly

Jak jiz bylo uvedeno, pravé redukce 2-tetralonii na 2-tetraloly je klicovym krokem
pfi syntéze biologicky aktivnich tetralinovych derivatd, protoze timto krokem se do

molekuly zavadi chirdlni centrum.

2.9.4.1 Chemicka

Chemickou redukci, naptiklad pomoci NaBHj4;, vznikd racemickd smés obou
enantiomerl, coZ je samoziejmé& neZadouci, a CiSténi smési s cilem ziskat pouze jeden
enantiomer byva naro¢né, drahé a nepftili§ ¢inné. Chceme-li provadét enenatioselektivni
redukci 2-tetralonti na 2-tetraloly, je nutné zavadét specialni postupy, ¢asto zahrnujici
nakladné a vysoce toxické katalytické systémy, jako je naptiklad ruthenium 63 69, Timto

postupem se ovSem zpravidla zvySuje nebezpeci kontaminace nékterym z reaktantd.
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2.9.4.2 Biokatalyticka

Alternativou k tradi¢énim postuptim chemické syntézy je biokatalyza. Je popsano
mnoho mikroorganismii, schopnych redukovat 2-tetralony na piislusné 2-tetraloly,
napiiklad Trichosporon capitatum, Rhodococcus erythropolis, Escherichia coli,
Saccharomyces cerevisiae, Phaseolus aureus, Aspergillus niger a dalsi © ©® 67 (8) (9,
Piedevsim rekombinantni systémy zalozené na E. Coli a genech z téchto mikroorganismu
dosahuji velmi vysoké enantioselektivity. Velkou mérou ale enantioselektivitu ovliviiuje
také struktura substratu, pti bioredukci rizné substituovanych 2-tetralonti pomoci kvasinek
Saccharomyces cerevisiae se enantioselektivita pohybuje od téméf Zzadné po velmi
vysokou v zavislosti na tom, o jak substituovany 2-tetralon se jedna (60)

Mezi 2-tetralony, jejichz biotransformace je v literatufe popsana, patii predevsim 6-
bromo-2-tetralon (prekurzor amibegronu), rizné methoxy- (substituované v polohach 5, 6,
7 a 8) a dimethoxy- derivaty (polohy 5,6; 6,7; 7,8, 5,8), hydroxy derivaty (polohy 5 a 8) a
karbomethoxy derivaty (substituované v polohach 1 a 3). Popsany jsou i biotransformace

2-tetralonti rizné substituovanych v poloze 1.
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Cil prace

Cilem této prace bylo provéfit aktivitu sedmi vybranych kmeni kvasinek
(Saccharomyces uvarum K8, Saccharomyces cerevisiae K12, Torulopsis azyma K43,
Torulopsis sphaerica K46, Candida tropicalis K49, K51, K52) pii biotransformaci 6-
bromo-2-tetralonu, 7-hydroxy-2-tetralonu a 7-methoxy-2-tetralonu na ptislusné alkoholy a
nalézt optimalni podminky, pii nichz tato biotransformace bude probihat s nejvyssi

konverzi a enantioselektivitou.
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3. Material a metody

3.1 Chemikalie

Chemikalie: Vyrobce:
Agar Oxoid, Ltd.
D-glukosa Lachema s.r.o.
Ethanol J.T. Baker
Ethylacetat Lach:ner s.r.o.
Glycerol Penta

HCI Lach:ner s.r.o.
Hexan J.T. Baker
Isopropanol J.T. Baker
Kvasni¢ny autolyzat (YE) BD

NaBH, Lachemas.r.o.
NaHCO; Lachema s.r.o.
NaOH Lach:ner s.r.o.
Pepton (Bacto-pepton) BD

Sladina (malt extract) HiMedia Laboraties Pvt. Ltd.

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. nebo vyssi.

-28 -



3.2 Substraty a produkty biotransformace

Pouzivané substraty a produkty jejich redukce a jejich Ciselné znaceni jsou

znazornény na obrazcich 22, 23 a 24.

Br Br
H_
/ICO/ /Ej@/
0 HO
1 5

Obr. 22: Schéma redukce 6-bromo-2-tetralonu (1) na 6-bromo-2-tetralol (5)

i H* -
| = - | =
)] OH HO OH
2 i

Obr. 23: Schéma redukce 7-hydroxy-2-tetralonu (2) na 7-hydroxy-2-tetralol (6)

| i
NaSO CH
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m /
CH

0 4”fo*”3

jejich redukce na 7-methoxy-2-tetralol (7)

.....

Substraty 1, 2 a 3 byly poskytnuty firmou Zentiva a.s., substrat 4 a produkty 5, 6 a
7 byly pripraveny dle metod 3.6.4 a 3.7.3.
Enantiomery alkoholtl 5, 6 a 7 jsou oznaceny pismeny (R) a (S), ptipadné (A) a (B)

u neidentifikovanych enantiomert (napt. 6(R), 6(A)).
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3.3 Biologicky material

Saccharomyces uvarum - K8
Saccharomyces cerevisiae - K12
Torulopsis azyma - K43

Torulopsis sphaerica - K46

Candida tropicalis - K49, K51 a K52

Vsechny pouzivané kmeny kvasinek pochazely ze Sbirky primyslové vyuzitelnych

mikroorganismit VUPP, Praha. Kmeny byly uchovavany jako glycerinové konzervy pfi

teploté -80°C.
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3.4 Pouzité pristroje

Analytické vahy AE200
Aparatura pro evaporaci za snizen¢ho tlaku RV-10
Centrifuga Universal 32R
HPLC —set odplynova¢ DGU-20A5
chromatograf LC-20 AD
vzorkovac SIL-20 AHT
termostat CTO-10 ASVP
UV/VIS detektor SPD-20 A
kolona Chiralpak AD-H, 0,46cm/25 cm
pH metr inoLab pH Level 1
Laboratorni tiepacka Minishaker MS1
Laboratorni tiepacka Lab-Shaker
Laminarni box BIO96
Orbitalni inkubator RBC9043
Spektrofotometr UV-120-02

Zatizeni k rozbijeni bunék ultrazvukem XL-2000
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Mettler, Svycarsko
IKA, Némecko
Hettich, Némecko

Shimadzu, Japonsko

Daicel, USA

WTW s.r.o., CR

IKA, Némecko

Adolf Kiihner AG, Svycarsko
Labox, CR

Gallenkamp, Velka Britanie
Shimadzu, Japonsko

Microson, Belgie



3.5 Zivna media

Slozeni medii je uvedeno pro vysledny objem 1000 ml.
YP medium (pH =5,5)

pepton 20 g

YE10g

YP +glc

slozeni viz YP medium + glukosa 2 g

YP +glyc

slozeni viz YP medium + glycerol 2 g

Sladina (pH =5,4)
sladina (malt extract) 20 g

pepton 5 g

Sladinovy agar

slozeni viz Sladina + agar 23 g

3.6 Obecné metody

Provedeni experimentii Se v konkrétnich ptipadech lisilo, v tomto oddilu jsou proto
uvedeny postupy obecnych metod a v nasledujici kapitole provedeni jednotlivych
experimentl. VSechny experimenty byly provadény jako tfi paralelni stanoveni a vysledné
hodnoty jsou uvedeny jako priméry vysledkii téchto paralelnich stanoveni (statisticky

odlehlé hodnoty nebyly pro vypocet priméru pouzity).
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3.6.1 Priprava kultivaénich medii

Media byla pfipravovana smisenim vSech jejich slozek, doplnénim vodou na
pozadovany objem a upravou pH pomoci NaOH nebo HCl. Media poté byla rozlévana
V potiebnych mnozstvich do banék a sterilizovana pti 120°C 30 minut. Sladinovy agar byl

po sterilizaci rozlévan na sterilni Petriho misky.

3.6.2 Extrakce

Extrakce byla provadéna vzdy z1 ml vzorku v2 ml Eppendorfové zkumavce.
+Vzorek byl extrahovan 2x0,5 ml ethylacetatu 20 minut na laboratorni tfepacce, odstiedén,
organicka faze byla odd€lena a evaporovana za snizeného tlaku v exikatoru. Pevny podil
byl poté znovu rozpustén v 1 ml hexanu. Timto postupem byl vzorek pfipraven ke
chromatografickému stanoveni na HPLC nebo TLC.

Pomoci extrakce ethylacetitem bylo mozné extrahovat ze smési i substrat 3,
prestoze byl diky své formé malo rozpustny v organickych rozpoustédlech. U substratu 3
se ve vodném prosttedi ustanovuje rovnovaha mezi 3 a 4; extrakci je ketoforma odebirana
z vodného prostiedi a dochazi k posunu rovnovahy, diky ¢emuz je substrat 3 z vodného
prostfedi vyextrahovan jako 4. Obsah substratu 3 byl proto vZdy stanovovan jako obsah

vyextrahovaného substratu 4.

3.6.3 Chromatografické metody

Pro orientacni detekci vSech tfi substrati biotransformace 1 jeji produkty byly
vyuzivany chromatografické metody TLC. Ke stanoveni TLC byly pouzity plastové
desticky pro TLC (typ 60 Fas4, vrstva silikagelu 0,2 mm, Merck). Jako mobilni faze byla
pouzivana smés rozpoustédel o sloZzeni 50% hexan a 50% ethylacetat. Stanoveni bylo
pouze orientacni, slouzici k ovétfeni ptitomnosti substratu nebo produktii biotransformace a
pro porovnani signali bylo nutné pouzivat standardni vzorky. K detekci signalti bylo
pouzito barveni jodem.

Pro pfesnéd stanoveni byla vyuZzivana metoda HPLC s chirdlni kolonou a detekci

signalu spektrofotometricky pii vinové délce 220 nm, ve které maji 2-tetralony i 2-tetraloly
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vysokou absorbanci. Nalezeni sloZzeni mobilni faze a parametri metody vhodnych pro
detekci bylo predmétem experimentu 3.1 (metoda 3.7.1).

Pro obé stanoveni byly jako vzorky pouzity extrakty v organickych rozpoustédlech
piipravené dle metody 3.6.2.

Metodou HPLC byly stanovovany predev§im dva parametry, nadbytek enantiomeru

(z anglického ,,enantiomeric excess®, ee), zde definovany jako

[R]-[S]
[R]+[s]

ee = - 100 [%] 2)

kde [R] a [S] jsou relativni koncentrace jednotlivych enantiomer, a miru konverze

k definovanou jako

[RI+[S]

k= Rsivn

-100 [%] 3)

kde [VL] je relativni koncentrace vychozi latky.

3.6.4 Priprava standardnich vzorku

Jako standardni vzorky substrati slouzily roztoky substratd 1 a 2 v ethanolu a
substratu 3 v destilované vodé o koncentraci 100 g/l. Jako standardni vzorky 2-tetralolt
byly pouzivany vzorky substratd 5, 6 a 7 zredukovanych ze substrati 1, 2 a 4 na
racemickou smés alkoholti pomoci NaBHj.

Tato redukce probihala podle schématu na obr. 25. Byla provadéna v Eppendorfové
zkumavce Vv ethanolu dvojnasobkem molarniho mnozstvi NaBHy oproti substratu, ktery byl
pritomen v koncentraci 1 g/l. Reakce probihala 30 minut za sou€asného michani, reakéni

smés byla nasledné odstfedéna a zfiltrovéana.

R ) R
Q@E — g /OCE
0 R HO =

Obr. 25: Obecné schéma redukce 2-tetralonti pomoci NaBH,
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3.6.5 Priprava biomasy

Neni-li uvedeno jinak, kultivace na tekutych mediich i biotransformace vzdy
probihala za ptistupu vzduchu na tfepacim stroji s amplitudou 25 mm pii 200 otackach za
minutu, a pti teploté 27,5°C. Kultivace na ztuzenych mediich probihala na Petriho miskach
pii teploté 27,5°C

Prace s mikroorganismy byla provadéna asepticky v laminarnim boxu.

Inokulum bylo pfipraveno z pracovnich glycerinovych konzerv vyockovanim na
sladinovy agar. Z misek bylo po 24-hodinové kultivaci pfipraveno tekuté inokulum (1
klicka do 25 ml YP media v 50 ml Erlenmayerové bance, kultivace 24 hodin). 1 ml tohoto
inokula bylo pouzito k zaockovani 100 ml kultivatniho media v 500 ml kultivacnich
baikéch.

10% bunééna suspenze byla pfipravena z 24 hodin rostouci kultury na sladinovém
mediu odstifedénim a resuspendovanim bun¢k v 0,1M fosfatovém pufru nebo tekutém
zivném mediu na 10% w/v.

Mnozstvi biomasy v zivném mediu bylo stanovovano jako hodnota ODgg, tedy

absorbance kultiva¢ni kapaliny pfi vinové délce 600 nm.

3.7 Provedeni jednotlivych experimenti

3.7.1 Zavedeni detek¢nich metod pro 2-tetralony a 2-tetraloly

Ke zjisténi vhodného slozeni mobilni fdze bylo vyuZito standardnich roztokt 2-
tetralonil a pfisluSnych alkohold, pfipravenych dle metody 3.6.4 a nafedénych ptisluSnym
rozpoustédlem na koncentraci 0,1 g/l. Zkouseno bylo nékolik rtiznych pomérd smési
organickych rozpoustédel, pifedev§im smési hexan-isopropanol a hexan-etanol. Slozeni
pouzivanych mobilnich fazi a podminky stanoveni jsou uvedeny v Kapitole 4.1.

Extrakce a naslednd analyza pomoci HPLC byla provedena i pro samotné bunky
kvasinek, aby bylo néasledné mozné takto ziskané pozadi odecist od chromatogramil a

nedochazelo k ruSeni stanoveni latkami, které se ptirozen¢ vyskytuji v bunikach.
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3.7.2 Ovéreni biotransformacni aktivity

Pfi inokulaci 25 ml sladiny v 50 ml bankéach byl do kultiva¢ni kapaliny piidan
standardni roztok substratu 1, 2 nebo 3 tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,1 g/l. Po
24-hodinové kultivaci byl 1 ml kultiva¢ni kapaliny extrahovan a analyzovan HPLC.

Experiment byl proveden tak, aby byly provéfeny vSechny mozné kombinace

substratu a kmenu.

3.7.3 Zavislost miry konverze a enantioselktivity na formé substratu

Substrat 4 byl ptipraven ptidavkem NaHCO;3; do standardniho roztoku substratu 3,
¢imz bylo upraveno pH na hodnotu 10, pfi které dochazi k uvolnéni ketonu z aduktu.
Reakce probihala dle schématu na obr. 26. Substrat 4 byl nasledné vyextrahovan z reak¢éni
smési obdobné jako v metodé 3.6.2.

Kultiva¢ni kapalina (24-hodinova kultivace na sladin€¢) byla rozplnéna do
dvanactijamkové kultivaéni desticky a doplnéna substratem 3 nebo 4 o0 vysledné
koncentraci 0,1 g/l.

Experiment byl proveden se v§emi zkoumanymi kmeny.

S pH =10 S

¥

MaS0 4 L
OH

~CHs -NaSO; o

0 0 o

Obr. 26: Schéma uvolnéni 4 z 3 p¥i vysokém pH

3.7.4 Vliv kultivac¢ni teploty na enantioselektivitu a miru konverze

V piipadé€ tohoto experimentu byly pouZity tfi kombinace kvasinkovych kmenti a
substratd, vybrané na zakladé vysledki experimentu 4.2 (metoda 3.7.2), konkrétné K46 +
1, K12 + 2a K52 + 3.

2 ml 10% bunécné suspenze v sladin€ v kultivacnich desti¢kach s pfisluSnym
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substratem o koncentraci 0,1 g/l bylo inkubovano pfi teplotach 27,5°C a 37°C. V €asovych
intervalech byly odebirany vzorky, extrahovany a pomoci HPLC stanovena konverze

substratu a ee produkti.

3.7.5 Porovnani miry biotransformace v celych a rozbitych buiikiach

Rozbijeni balotinami: K 1 ml 10% bunécné suspenze v pufru bylo ptidano 0,5 ml
balotin (0 0,4 — 0,7 mm), smé&s byla tfepana na laboratorni tfepacce pii 800 otdckach za
minutu po dobu 30 minut.

Rozbijeni ultrazvukem: 1 ml 10% bunécné suspenze v pufru byl podroben sonikaci
ultrazvukem o frekvenci 22,5 kHz. Sonikace probihala 1 minutu v ledové lazni.

Do vsech zkumavek byl ptidan piislusny substrat (K12 + 2, K46 + 1, K52 + 3) tak,
aby jeho vysledna koncentrace byla 0,1 g/l a glukosa, aby jeji vysledna koncentrace byla
5% (w/v). Po ¢tythodinové biotransformaci byly vzorky vyextrahovany a byla u nich

stanovena konverze a ee.

3.7.6 Vliv zdroje uhliku a energie na rist a expresi Zidanych enzymiu

Po 24-hodinové kultivaci kvasinek K8, K46 a K52 na ¢tyfech riiznych mediich
(YP, YP+glc, YP+glyc a sladina) byl u téchto kultur stanoven nardst biomasy a nasledné
z nich ptipraveny 10% bunééné suspenze v pufru. Po 2 ml takto ziskané bunécné suspenze
bylo rozpipetovano na kultivaéni destiCku, doplnéno ptisluSnymi substraty o vysledné
koncentraci 0,1 g/l a inkubovéano 4 hodiny. Poté byly vzorky vyextrahovany a analyzovany

pomoci HPLC.

3.7.7 Ristové kiivky vybranych kment

24-hodinové kultivace jednotlivych kvasni¢énych kment (K8, K46 a K52) probihaly
v 500 ml kultivacnich bankéach se 100 ml media (YP pro K46 a K52, YP+glyc pro K8)
paraleln¢ bez substratu a s pfisluSnym substratem o koncentraci 0,1 g/l. V Casovych

intervalech byly odebirdny vzorky ke stanoveni ODggo. V piipad€ pfitomnosti substratu
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byla stanovena i konverze a ee.

3.7.8 Zavislost enantioselektivity a konverze na rustové fazi

24-hodinové kultivace kmenti K8, K46 a K52 probihaly v 500 ml kultivacnich
baiikach se 100 ml media (YP pro K46 a K52, YP+glyc pro K8). V ¢asovych intervalech
bylo odebirano po 2 ml kultivacni kapaliny, které byly inkubovany v kultiva¢nich
destickach s pfislusSnym substratem o koncentraci 0,1 g/l po dobu 4 hodin. Poté byla u

t&chto vzorku stanovena konverze a ee.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Zavedeni detekénich metod pro 2-tetralony a 2-tetraloly

Pro pfesnou detekci vSech pouzivanych substratl i produkta biotransformace byla
zavedena metoda HPLC s chirdlni kolonou s pouzitim smési hexanu a isopropanolu v
riznych pomérech pro kazdy ze substrati a detekci analytl spektrofotometrickym
detektorem pti vinové délce 220 nm. Grafy 1-6 (str. 41 a 42) jsou chromatogramy nazorné
zobrazujici polohy piki pro jednotlivé vychozi latky i produkty, v jejich popisu je uvedeno
ptislusné slozeni a rychlost pratoku mobilni faze.

Pti hledani optimalniho sloZzeni mobilni faze bylo cilem pfedevSim dostateéné
rozliSeni pikt pfi relativné kratkém case analyzy. Obojiho bylo dosazeno, chromatogramy
ukazuji, ze piky jsou od sebe dostatecné vzdalené a jejich plochy se neptekryvaji, analyza
jednoho vzorku trvala 15 minut.

Enantiomery 5 (vzniklé redukci 1), pfi rozdéleni pomoci HPLC, byly
identifikovany s vyuzitim literatury, pro ostatni nebylo mozné tato data dohledat.
Identifikace jednotlivych enantiomerii by pfesahovala ramec této prace, je dale pouzivano
obecné oznaceni. Neznamé enantiomery jsou oznaceny jako (A) a (B), naptiklad tedy 6(A)
a 6(B).

Nevyhodou pouzivané mobilni faze je, ze se na chromatogramu pii analyze
extraktu z bun¢k objevuje 1 velké mnoZstvi vyextrahovanych necistot, coz v nékterych
ptipadech Caste¢né interferovalo s métenim. Dobrou alternativou k pouZiti smési hexanu a
isopropanolu jako mobilni faze, je i smés etanolu a hexanu, ktera poskytuje dobré rozliSeni
pikt pfi krat§im Case analyzy a je méné€ ovlivnéna interferujicimi latkami v analyzovaném
vzorku, nicméné pouZzivani téchto rozpoustédel by bylo vyrazné nakladnéjsi, proto tato

smés nebyla pouZivana.
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Graf 1: Chromatogram pro substrat 1 s vyzna¢enym pikem a retenénim ¢asem p¥i pritoku
rozpoustédla 1,3 ml/min a sloZeni mobilni faze 97,5% hexanu a 2,5% isopropanolu.
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Graf 2: Chromatogram pro produkty 5(S) a 5(R) s vyznaenymi piky a retenénimi ¢asy p¥i pritoku
rozpoustédla 1,3 ml/min a sloZeni mobilni faze 97,5% hexanu a 2,5% isopropanolu.
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Graf 3: Chromatogram pro substrat 2 s vyzna¢enym pikem a retenénim ¢asem p¥i pritoku
rozpoustédla 1,3 ml/min a sloZeni mobilni faze 85% hexanu a 15% isopropanolu.
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Graf 4: Chromatogram pro produkty 6(A) a 6(B) s vyzna¢enymi piky a reten¢nimi ¢asy pri pritoku
rozpoustédla 1,3 ml/min a sloZeni mobilni faze 85% hexanu a 15% isopropanolu.
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Graf 6: Chromatogram pro produkty 7(A) a 7(B) s vyzna¢enymi piky a reten¢nimi ¢asy p¥i pritoku

'

1203
1104
100
o0
807
707
&0
50
407

o)
=]

=
o o o

T

229

7-metoxy-2-tetralon

12927

O nTonTonh

T T T T T T T T T T T T T
6.0 70 ] 100 1.0 120 130

T
140

min
tas

Graf 5: Chromatogram pro substrat 4 s vyzna¢enym pikem a retenénim ¢asem p¥i pritoku
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4.2 Ovéfeni biotransformacni aktivity

Screening kvasinek ze ,,Sbirky primyslové vyuzitelnych mikroorganismi* VUPP,
Praha na biotransformaci 2-tetralonii na pfislusné alkoholy byl proveden pracovniky
Laboratofe enzymovych technologii MBU AV. Prvnim nasledujicim krokem bylo ovéfeni
biotransformacni aktivity u 7 vybranych kmeni kvasinek pro substraty 1, 2 a 3.

Graf 7 zobrazuje ee jednotlivych kvasinek pro kazdy ze t¥i substratd po 24-
hodinové kultivaci s pfidanim substratu biotransformace pouze na zacatku kultivace.

V tabulce 1 jsou zobrazena ptesna data.
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Graf 7: Ee jednotlivych kment kvasinek pro tfi rizné substraty po 24-hodinové kultivaci

Tabulka 1: Ee a konverze jednotlivych kmenit kvasinek pro tfi rizné substraty po 24-hodinové
kultivaci

substrat 1 2 3
kmen ee[%] konverze [%] ee[%] konverze [%] ee[%] konverze [%]
K8 -27,6 99,9 -11,2 99,9 -99,9 99,9
K12 34,6 99,9 64,4 99,9 43,5 99,9
K43 47,0 99,9 24,3 83,8 -29,4 99,9
K46 -64,4 99,9 -3,1 99,9 -75,6 99,9
K49 7,6 97,6 -32,0 69,9 -99,9 96,9
K51 26,7 99,9 41,6 92,6 -99,9 99,9
K52 -31,2 83,7 -64,4 65,5 -99,9 99,9

Schopnost redukovat 2-tetralony na 2-tetraloly se u vSech sedmi kment potvrdila,
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navic na zaklad¢ tohoto pokusu bylo mozné vyvodit piedbézné zavéry. Predevs§im to, Ze
schopnost biotransformace je zjevné vazana na ruzné typy ADH, protoze u stejnych
substrati meély rizné kvasinky zcela odlisnou enantioselektivitu biotransformace. Dale je
vidét, ze po priblizné 24 hodinach je ve vétsin€ piipadil témet vSechen substrat preménén
na produkty.

Na zdkladé téchto vysledkli byly pro dalsi pokusy vybrany pouze nékteré

kombinace substratt a kvasinkovych kment, piehledné je zobrazuje tabulka 2.

Tabulka 2: Kombinace substrati a kvasinkovych kmenu pouZivané v nasledujicich experimentech

substrat 1 2 2 3
kmen K46 K8 K12 K52

Kombinace byly vybrany s ohledem na nejvys$$i moznou enantioselektivitu vici
danému substratu, s vyjimkou substratu 2. Kmen K12 je kvasinka Saccharomyces
cerevisiae jejiz aktivita pfi biotransformaci 2-tetralont jiz byla v literatuie pomérné dobie
popsana (60), pro dalsi pokusy byl proto vybran kmen K8, tedy Saccharomyces uvarum, u
kterého tato biotransformaéni aktivita dosud popsana nebyla. S kmenem K12 bylo
provedeno nékolik srovnavacich pokusii, nicméné nékteré specifické parametry jiz byly
stanovovany pro kmen K8. Neni-li v nasledujicich experimentech uvedeno jinak, pak byly
k biotransformacim tyto vybrané kvasinkové kmeny pouzity vzdy v kombinaci se

substratem pfifazenym k nim v tabulce 2.

4.3 Zavislost miry konverze a enantioselektivity na formé

substratu

Substrat 3 byl k dispozici ve formé& aduktu se sifi¢itanem sodnym. To zvySuje
rozpustnost tohoto substratu ve vodé a snizuje rozpustnost v organickych rozpoustédlech,
coz muze ovliviiovat jeho biologickou dostupnost, miru konverze a enantioselektivitu.
Pokud ano, mohlo by byt vyhodné zménit formu vSech substratii na adukty se sificitanem
sodnym a dosdhnout tim vyS$$i enantioselektivity nebo konverze substratu. Vysledky

pokusu jsou uvedeny v grafu 8 (str. 45)
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Graf 8: Porovnani biotransformace substratu 3 a 4

Je zitejmé, Ze enantioselektivita procesu ani konverze nebyla téméf ovlivnéna
formou substratu, s vyjimkou kmentt K49 a K51. Enantioselektivita u téchto kmenti byla u
riznych forem substratu 3 pomérné vyrazné odliSnd, ale vzhledem k tomu, ze v dalSich
experimentech tyto kmeny jiz nebyly sledovany, nebyla tomuto faktu vénovana dalsi
pozornost.

Molekula substratu 3 se v obou formach pti biotransformaci pravdépodobné chova
zcela totozn€, nebylo proto jiz nutné ovéfovat piipadné odlisnosti v biotransformaci,
Vv pfipad€, kdy by substraty 1 a 2 byly pfevedeny na formu aduktu. Jedinou vyhodou
odlisné formy substratu 3 tak zistava jeho rozpustnost ve vodé, diky cemuz se 1ze vyhnout
nutnosti pouzivat organicka rozpoustédla. Na druhou stranu, v mnozstvich, ktera byla pro
stanoveni pouzivana, neni toxicita rozpoustédel pro kvasinky vysoka a jejich pouziti proto

nemélo prakticky zadny vliv na rast kvasinek ani biotransformaci.

4.4 VIiv Kultivacni teploty na enantioselektivitu a miru

konverze

Je jednozna¢nym faktem, Ze rist a rychlost déleni bun¢k je ovlivnéna teplotou.
ProtoZe se ale nékteré enzymy mohou vice exprimovat pii fyziologicky ne zcela ptfiznivych
podminkach, je vhodné provéfit vice teplot pro kultivace a biotransformace.

Grafy 9-11 (str. 46 a 47) srovnavaji postupné zmény v miie konverze a pomeér
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enantiomerl v ¢ase pro jednotlivé kombinace kvasinek a substratii.
Konverze substratii byla velmi vysoka (>95%) jiz po tiech hodinach, proto neni

v grafu uvedena. Orientacné je mozné fict, Ze nartst biomasy byl vyssi pii teploté 27,5°C,
coz je ocekdvany vysledek, vzhledem k obvyklym rastovym charakteristikdm kvasinek,

presné hodnoty ODggo ale nebyly v tomto experimentu stanovovany.

m27,5°C
m37°C

4 22
¢as [hod]

Graf 9: Graf zavislosti ee na ¢ase béhem kultivace a biotransformace pro kmen K12 a substrat 2 pii
ruznych teplotich
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Graf 10: Graf zavislosti ee na ¢ase béhem kultivace a biotransformace pro kmen K46 a substrat 1 pii
ruznych teplotich
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Graf 11: Graf zavislosti ee na ¢ase béhem kultivace a biotransformace pro kmen K52 a substrat 3 p¥i
ruznych teplotach

Jak je vidét, mira enantioselektivity je v daném rozmezi témér nezavisla na teploté.
Prvni hodnota v grafu 10 (str. 46) je velmi odli$na, ale to mohlo byt zpisobeno nizkou
mirou konverze a tedy i velkou chybou pfi stanoveni ee.

Z vysledku dale vyplyva, ze zatimco u kmene K12 (Graf 9, str. 46) se pomér
enantiomert v pribéhu biotransformace téméf neméni, u kmend K46 (Graf 10, str. 46) a
kmene K52 (Graf 11) je zfejma vyrazna zména v ¢ase. Tomuto jevu bude vénovana ¢ast

diskuze v kapitole 4.8 (str. 54).

4.5 Porovnani miry biotransformace v celych a rozbitych

bunkach

ProtoZe vyuziti izolovanych enzymi piindsi jisté vyhody oproti pouZiti zivych
bunck, je vhodné se alesponn okrajové zabyvat i timto problémem. Cilem tohoto
experimentu bylo ovéfit moznosti rozbijeni bunék (ultrazvukem nebo balotinami) a
nasledné zjistit, nakolik si homogenizat bunék zachovava schopnost biotransformovat
substrat.

Grafy 12 a 13 (str. 48) ukazuji rozdily v ee a konverzi substratu po ¢tyfhodinové

biotransformaci mezi zivymi bunkami, buifikami rozbitymi ultrazvukem a builkami
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Graf 12: Porovnani ee biotransformace celymi a dezintegrovanymi buiikami
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Graf 13: Porovnani konverze p¥i biotransformaci celymi a dezintegrovanymi buiikami

Hodnota ee pro kmen K46 pro buiniky rozbijené ultrazvukem nemohla byt
stanovena, vzhledem Kk tomu, ze konverze substratu po ¢tythodinové biotransformaci byla
nulova. Z toho vyplyva, ze ultrazvuku nebo nedostate¢né chlazeni béhem sonikace vedly k
nevratnému poskozeni enzymut zprosttedkovavajici redukci substratu nebo regeneraci
kofaktort reakce (ptipadné obou téchto systém).

S vyjimkou kmene K46 se zda, Ze si kvasinky 1 po rozbiti zachovavaji schopnost
biotransformace, byt je jejich aktivita snizena. U vSech pouzitych kment je vidét vyrazné
snizeni konverze u dezintegrovanych bunék oproti celym bunkam. Béhem dezintegrace tak
zcela zjevné dochéazi k poskozeni enzymovych systému buniky. Snizeni aktivity mize byt

zpusobeno, kromé vSeobecné zastavy nebo naruseni metabolickych pochodu, 1 destrukci
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membran, na nichZ mohou byt potfebné enzymy lokalizovany, nebo narusenim systému
regenerace kofaktoru NAD, jak jiz bylo uvedeno vyse.

U kmene K52 je vidét i vyrazny rozdil v ee v zavislosti na zplisobu dezintegrace
bunék. Jedna zisoforem ADH je zfejme, v piipadé této kvasinky, citlivéjsi k rozbijeni
balotinami a nachylngjsi k denaturaci. V piipadé kmene K12 enantioselektivita viditelné
pfi dezintegraci bunck klesd, u kmenti K52 a K46 je naopak vidét, ze ee mize byt
Vv ptipad¢ pouziti rozbitych bunék naopak vyssi.

Pti zhodnoceni rozdilti mezi rozbijenim bunék balotinami nebo ultrazvukem se zda,
ze pro kazdy kmen bude vhodnéjsi jind metoda dezintegrace, piestoze obecné se
Kk rozbijeni kvasinkovych bun¢k témét vyhradné pouzivaji balotiny. Pro kmen K52 ma
pouziti balotin viditeln¢ velmi negativni efekt na ee, u kmene K46 zjevné neni mozné
K rozbijeni pouzit ultrazvuk.

Provadéni biotransformaci prostfednictvim enzymovych katalyzatorti piedstavuje
velmi zajimavou alternativu k biotransformacim pomoci celobunéénych katalyzatord,

cilem prace ovSem bylo provéfit predev§im moznosti biotransformace pomoci celych

bunék.

4.6 Vliv zdroje uhliku a energie na rust a expresi Zadanych

enzymu

DalSim, jiz dfive jmenovanym faktorem, ktery miiZe mit vliv na expresi Zadanych
enzymul a tim na enantioselektivitu procesu a miru konverze substratu, je zdroj uhliku a
energie pii rustu kvasinek. Graf 14 (str. 50) zobrazuje miru pfiristku biomasy na

jednotlivych médiich po 24-hodinové kultivaci.
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Graf 14: Porovnani p¥irastku biomasy po 24-hodinové kultivace na médiich s riiznymi zdroji uhliku a
energie

Z grafu je zfejmé, ze optimalnim zdrojem uhliku pro vSechny tfi kmeny byla
glukosa, velmi dobrych vysledkl bylo dosazeno i u glycerolu a s vyjimkou kmene K46 i u
sladiny (obsahujici velké mnoZstvi oligo- a polysacharidi).

V grafech 15 a 16 (str. 50 a 51) je vidét vliv zdroje uhliku a energie pfi ristu

kvasinek na miru konverze a enantioselektivitu pfi nasledné ¢tythodinové biotransformaci

Vv pufru.
o
o
o K8
o)
@) m K46
= K52

YP YP +glc YP + glyc sladina
kultivaéni media

Graf 15: Konverze substrati po ¢tyfhodinové biotransformaci v zavislosti na zdroji uhliku
V kultivaénim médiu
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Graf 16: Ee produkti po ¢tyFhodinové biotransformaci v zavislosti na zdroji uhliku v kultivaénim
médiu

Jak je vidét, mira konverze je na vSech zivnych médiich téméf stejna, naproti tomu
ee zaviselo na zdrojich uhliku a energie. Kmen K8 dosahuje vyssich hodnot ee na médiich
S vyS8im obsahem sacharidii nebo glycerolu, zatimco kmeny K46 a K52 dosahovaly

nejvyssich hodnot ee na YP médiu bez jakychkoliv aditivnich latek.

4.7 Riistové krivky vybranych kmeni

Graf 17 (str. 52) zobrazuje rustové kiivky pro kmeny K8, K46 a K52. Pro kazdy
kmen je zobrazena ristova kiivka v YP mediu, v piipadé kmene K8 v YP+glyc. Zivna
média byla vybrana na zdklad€¢ pfedchoziho pokusu s cilem provéfit riistové kiivky pfi
podminkach, ve kterych vznikaji v nejvy$sim podilu ¢isté enantiomery.

V grafu jsou porovnany ristové kiivky pro kultivaci v médiu bez ptidaného

substratu biotransformace a s pfidanym substratem.
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Graf 17: Ristové kiivky kvasinkovych kmenit p¥i kultivaci s a bez piidaného substratu

biotransformace

Rustové parametry pro jednotlivé kmeny jsou, alespoii v médiu bez ptidaného

substratu biotransformace, zjevné velmi podobné. Lag faze pro vybrané kmeny v pouzitém

zivném médiu trva priblizné¢ 4-6 hodin a nastupujici faze exponencialniho ristu trva

dalSich asi 10-12 hodin. Po pfiblizn¢ desetihodinové fazi staciondrniho ristu, tedy po 22

hodinach od zaockovani, jiz za¢ina nastupovat faze postupného odumirani.

Jak je vidét, rychlost ristu bun€k byla vyraznéji ovlivnéna piidavkem substratu

pouze u kmene K46. Je mozné, ze pro tuto kvasinku je substrat toxicky a nebo je

v disledku redukce substratu zahlcen systém regenerace kofaktoru, coz nasledné limituje

rast bunék.

Korelaci mezi nariistem biomasy, konverzi substratu a zménou ee v Case pfi

kultivaci s pfidanim substratu pti zaockovani zobrazuji grafy 18-20 (str. 53 a 54).
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Graf 18: Konverze, ODgy a ee pr¥i kultivaci s pfidavkem substratu od za¢atku kultivace pro kmen K8

Prvni hodnota ee u kmene K8 byla pravdépodobné ovlivnéna velmi nizkou
konverzi substratu v této fazi rlstu. Je vidét, Ze konverze substratu je v tomto piipadé

relativné pomald, zatimco ee se v ¢ase téméf neméni a zlstava konstantni.
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Graf 19: Konverze, ODgq a ee pri kultivaci s pfidavkem substratu od za¢atku kultivace pro kmen K46

U kmene K46 je konverze vyrazné¢ rychlejsi, nez u kmene K8, relativné velmi malé
mnozstvi bun¢k dokaze velmi rychle redukovat substrat. Pomér enantiomerd se béhem

kultivace méni, ale tato zména neni ptilis velka.
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Graf 20: Konverze, ODgqy a ee pri kultivaci s pfidavkem substratu od za¢atku kultivace pro kmen K52

U kmene K52 probihala konverze nejrychleji ze vSech tii kment, stejné tak je u
tohoto kmene nejvyraznéji vidét zména ee v pribéhu kultivace.
Na zaklad¢ vysledku je zfejmé, Ze enzymy potiebné k biotransformaci jsou v burice

ptitomny neustale, jejich exprese tedy neni indukovana substratem.

4.8 Zavislost enantioselektivity a konverze na rustové fazi

Jak jiz bylo feceno, V riznych fazich ristu se mohou exprimovat rizné enzymy
V jiném mnozstvi. Grafy 21-23 (str. 55 a 56) zobrazuji konverzi a ee pro jednotlivé
kvasinky pfi biotransformaci provedené v daném objemu kultiva¢ni kapaliny. Sloupce
v grafech ukazuji miru konverze a ee po Ctythodinové biotransformaci, kiivka ODggo

znazoriuje rustovou fazi, ze které byl odbér kultivacni kapaliny proveden.
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Graf 21: Srovnani ee a konverze po ¢tyFhodinové biotransformaci s buiikami odebranymi v rizné fazi
ristu pro kmen K8
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Graf 22: Srovnani ee a konverze po ¢tyrhodinové biotransformaci s buiikami odebranymi v riizné fazi
rustu pro kmen K46
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Graf 23: Srovnani ee a konverze po ¢tyfhodinové biotransformaci s buiikami odebranymi v rizné fazi
ristu pro kmen K52

U kment K8 a K46 je mira konverze pii odbéru do Sesté hodiny kultivace relativné
nizka, coz je zpiisobeno malym mnoZstvim bunék v odebraném objemu média. U kvasinek
K52 je schopnost konvertovat substrat na produkty viditelné vétsi. Mira konverze je
celkové nejvyssi u odbéri priblizné od 8 hodin kultivace a néasledné se drzi v piiblizné
stejné¢ vysokych hodnotéach, tj. okolo 90-100%. Leps$i rozliSeni aktivity v jednotlivych
fazich ristu by bylo moZné ziskat pii pouZiti vysSich koncentraci substrati.

Postupné se ménici hodnoty ee poukazuji na ménici se podminky (jako je pH,
mnozstvi enzyma apod.) béhem kultivace nebo biotransformace. Reakce katalyzovana
ADH probiha castecné i v opacném smeéru a nasledné je znovu oxidovany substrat
redukovan, coZ pfi riznych podminkach vede k rozdilnym hodnotam ee.

Aby bylo mozZné provétit, do jaké miry probihd tato pfeména, bylo by vhodné
sledovat ménici se ee v Case pifi inokulaci kvasinkového kmene do zivného média
obsahujiciho racemickou smés 2-tetralolti.

Zmeéna exprese enzymu provadéjicich biotransformaci je velmi dulezitym faktorem
pti biotransformaci, a ziskani pfesnéjSich dat v tomto ohledu by bylo nezbytné pro isolaci

enzymu.

Data ziskand provedenymi experimenty poskytuji dulezité¢ informace pro ptipad,

kdy by byla redukce 2-tetralonti ptevadéna do primyslového méfitka. V takovém piipadé
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by ovSem bylo velmi dilezit¢ experimentidlné zjistit o vybranych kmenech dalsi
charakteristiky, jako je naptiklad vliv koncentrace substratu, vliv koncentrace Zivin apod.
Dal$im vhodnym cilem by mohla byt identifikace enzymt provadéjicich redukci 2-
tetralont na prislusné 2-tetraloly a jejich exprese v rekombinantnich mikroorganismech
s cilem zvyseni vytézkl biotransformace.

Nutné by dale bylo i identifikovat enantiomery produkované jednotlivymi kmeny a

optimalizovat metodu jejich izolace z reak¢ni smési a purifikace.
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5. Souhrn

Provedenymi experimenty bylo dosazeno téchto vysledku:

Byla nalezena vhodna slozeni mobilni faze pro detekci jednotlivych substrati i
produktii biotransformace, a to sice smés hexanu a isopropanolu v poméru 97,5:2,5 pro
6-bromo-2-tetralon (1) a ptislusné alkoholy (5), 85:15 pro 7-hydroxy-2-tetralon (2) a
ptislusné alkoholy (6) a 95:5 pro 7-methoxy-2-tetralon (3, 4) a ptislusné alkoholy (7).

Z celkem sedmi testovanych kvasinkovych kmenti ze Sbirky primyslové vyuzitelnych
mikroorganismit VUPP, Praha byly jako nejvhodnégjsi pro biotransformace 2-tetralont
na zakladé hodnot ee vybrany kmeny Saccharomyces cerevisiae K12, Saccharomyces
uvarum K8, Torulopsis sphaerica K46 a Candida tropicalis K52.

Byla ovétena skuteCnost, Ze biotransformace probihd u vétSiny testovanych
kvasinkovych kmentll se stejnou enantioselektivitou a konverzi u substratu ve formé
ketonu i ve formé sodnosifi¢itého aduktu.

Vliv teplot v rozsahu 27,5°C - 37°C na prubéh biotransformace se ukazal jako velmi
maly.

Dezintegrace bunék méla negativni vliv na konverzi substratt, v ptipadé kvasinek K46
a K52 v malé mife pozitivn€ ovlivnila enantioselektivitu biotransformace.

Jako nejvhodnéjsi zdroj uhliku z hlediska rychlosti ristu byla pro kvasinky K8, K46 a
K52 glukosa. Zatimco u kmene K8 piidavek sacharidl (ptfipadné glycerolu) vyrazné
zvysil enantioselektivitu reakce, v ptipadé kvasinek K46 a K52 doslo k jejimu snizeni.
Mira konverze nebyla zdrojem uhliku ovlivnéna.

Bylo ovéfeno, Ze u kmeni K52 a K46 se, na rozdil od kmene K8, meéni ee
biotransformace v zavislosti na rustové fazi kvasinky, konverze substratu byla ve vSech
rustovych fazich ptiblizné stejna.

U kmenti K8 a K52 se podaftilo nalézt podminky, jako je sloZeni media, teplota, riistova
faze kvasinek apod., kdy je pfi biotransformaci moZné dosahnout velmi vysoké
hodnoty ee produkti (>90%), kmen K46 dosahoval ve vétSiné ptipadli pouze nizkych

hodnot ee a pro vyuziti k biotransformacim proto neni vhodny.
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