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SUMMARY

Bioprospect, the bulletin of the Biotechnolo-
gy Society is a journal intended to inform the
society members about the most recent deve-
lopments in this field. The bulletin should sup-
ply the vitaly important knowledge directly
to those who need it and to those who are able
to use it properly. In accordance with the rules
of the Society, the Bulletin also deals with both
theoretical and practical questions of biotech-
nology. Articles will be published informing
about the newest theoretical findings, but many
planned papers are devoted to fully practical
topics. In Czech and Slovak Republic there is
a growing gap between basic research and pro-
duction. It is extremely important to reverse
as soon as possible the process of further open-
ing of the scissors, and we hope the Bulletin
will help in this struggle by promoting both

research and practice in our biotechnology.
The Bulletin should facilitate the exchange and
targeted delivery of information. In each issue
there will be advertisements of products such
as chemicals, diagnostics, equipment and
apparatus, which have already appeared on the
Czech and Slovak market, or are projected
enter it. Services, free R&D or production
facilities can also be advertised. The editorial
board, together with the executive commitee
of the Biotechnology Society, hope that maybe
some information published in the Bulletin,
or some new contacts based on it, will give
birth to new cooperations with domestic
or foreign research teams, to collaborations,
joint ventures or strategic alliances providing
access to expertise and financing in interna-
tional markets.

The editorial board invites all of You, who
are involved in the field called biotechnology,
and who are seeking contacts in Czech and
Slovak Republic, to advertise in the Bulletin
BIOPROSPECT, which is mailed directly
to more than one and a half thousand Czech
and Slovak biotechnologists.

For more information contact the editorial
board or directly:

Petra Lipovovd, PhD. (editor in chief)
ICT, Technicka 3

166 10 Prague 6, Czech Republic
Phone +420 220 443 028

e-mail: petra.lipovova@vscht.cz

http://bts.vscht.cz



UVODEM
Vazeni piatelé,

lou¢ime se s rokem 2011 timto ¢tvrtym cislem nase-
ho Bioprospectu a pfipominame si nasSe vyznamnéjsi
aktivity. Tou prvou byl jiz tradi¢ni seminafi ,Novinky
v oblasti genetickych modifikaci”. Stru¢ny obsah vétsi-
ny prednéasek byl letos poprvé publikovan v nasem
Bioprospectu (¢. 2) misto dfive vyddvaného samostat-
ného sborniku. Termin seminéfe v r. 2012 ozndmime
zacatkem piistiho roku. Nejvyznaméjsi udalosti tohoto
roku bylo mezinarodni biotechnologické symposium
Biotech 2011, které probihalo spole¢né s 5. Cesko-3vy-
carskym symposiem ve dnech 15. — 17. ¢ervna 2011
v Narodni technické knihovné v Praze. Bezprostiedné
po praiském symposiu nasledovalo ve dnech 19. -
- 22. ¢ervna 2011 postsymposium Olomouc Biotech
2011 organizované nasimi partnery z Centra pro bio-
technologicky a zemédélsky vyzkum regionu Hana
a Palackého univerzity v Olomouci. Toto symposium
bylo specializované na rostlinné biotechnologie. Vsem
Gcastnénym i ostatnim zajemc@im bychom radi pfipo-
méli, ze jsou a budou aktualni webové stranky naseho
symposia (www.biotech2011.cz). Na téchto webovych
strdnkach jsou vystaveny vybrané fotografie a tiskové
zpravy o naSem symposiu, ¢esko-3vycarské spolupraci
v biotechnologiich, spolupraci mezi VSCHT v Praze
a ZHAW ve Wadenswilu a ETH v Zurichu a jiné zajima-
vosti. Dal3i symposium Biotech 2014 se pléanuje opét
za 3 roky v Praze a pak by se organizace symposia méla
opét vratit do Svycarska. Jak jsme Vas jiz informovali,
vybrané c¢lanky ze symposii v Praze a v Olomouci
budou publikovéany ve zvlastnim cisle vyznamného
biotechnologického casopisu vydédvaném nakladatel-
stvim Elsevier ,Biotechnology Advances”. V soucasné
dobé probiha recenzni fizeni dodanych rukopist.

Vyznamnym krokem v rozsifeni spoluprace s EFB
(Evropskou federaci biotechnologii) je dohoda na zii-
zeni regionalni kanceléfe pfi Centru pro biotechnolo-
gicky a zemédélsky vyzkum regionu Hana v Olomouci
(viz www.efb-central.org, otevii regional branch
offices). Domnivame se, Ze tato udélost podpofi nejen
nasi spolupraci s EFB, ale také ozivi ¢innost nasi spole¢-
nosti v oblasti celé Moravy.

Ve druhé poloviné roku probéhla fada aktivit ve spo-
lupraci s nasimi partnery. Uvedl| bych napi. konferenci
ANAEROBIE 2011, seminafe studentd ustavii VSCHT
v ramci prezentace studentské odborné c¢innosti
a tradi¢ni biotechnologicky seminaf studentd Ustavu
biochemie a mikrobiologie. Pfiznivé je také pfijiman
celoro¢ni e-mailovy informacni servis nasi spole¢nosti.
Pro ndval préce spojeny zejména s organizaci mezina-
rodniho symposia se nam naopak nepodafilo aktuali-
zovat web nasi spolecnosti, coz patfi mezi nase di-
lezité ukoly v pfistim roce. Pristi rok je také rokem
volebnim. Podle nasich novych stanov uskutec¢nime
volby per rollam na podzim pfistiho roku. Vase névrhy
a podnéty muzete poddavéat jiz nyni na adresu
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danka.pokorna@vscht.cz (resp. postou na adresu
Ing. Dana Pokorna, CSc, Ustav technologie vody
a prostiedi, VSCHT, Technickd 3, 166 28, Praha 6).
Na tyto adresy také laskavé posilejte zmény Vasi pos-
tovni adresy (posilani Bioprospectu) i e-mailové adresy
(pro snadné;jsi komunikaci a informacni servis).

V pfistim roce probéhne opét fada vyznamnych
biotechnologickych akci. Z nich bychom snad mohli
pfipomenout 15th International Biotechnology
Symposium and Exhibition konané 16. — 21. 9. 2012
v Daegu, Korea (www.ibs2012.org) a European
Congress on Biotechnology ve dnech 23. — 26. 9. 2012
v Istanbulu (www.ecb15.org). Deadline k poslani
abstrakt je koncem unora, resp. biezna (u ECB).
Data konani obou kongrest jsou nestastné blizka,
takZze ucast na obou je nemozna. Ostatni akce EFB
naleznete na jiz uvedenych webovych strankach
(www.efb-centra.org).

Doufame, ze vybér ¢lankd publikovanych v tomto
Cisle Vas potési a radi si je piectete, téSime se na Vase
prispévky pro dalsi ¢isla Bioprospectu a na Vasi ucast
na nasich akcich. Pfejeme Vam pfijemné proziti Vanoc
a po cely pfisti rok pevné zdravi, pohodu a mnoho
Uspéchi ve Vasem osobnim i profesnim Zivoté.

S pozdravy Vasi
Jan Kas a Petra Lipovova

i
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Vesele Vinace
$tastng Novg rak 2012



1°" WORLD CONGRESS OF ENVIRONMENTAL
BIOTECHNOLOGY-2011 (WCEB-2011) - DOJMY A POZNATKY

Pokorna Dana, Zabranska Jana
Ustav technologie vody a prostiedi, VSCHT Praha

Ve dnech 19. — 22. fijna 2011 se v ¢inském mésté
Dalian uskute¢nil BIT's 1%t Annual Low Carbon Earth
Summit 2011, v jehoz rdmci probéhl jako subkonfe-
rence World Congress of Environmental Biotechnology
EnviroBio 2011 (WCEB 2011) s tématem ,zdravéjsi,
akce se zucastnilo pfiblizné 300 ucastnik( ze viech
kontinent(i svéta. Ceska republika zde méla své &tyfi
zastupce (z nichz tii jsou ¢leny Biotechnologické
spole¢nosti), ktefi se aktivné zapojili do programu
kongresu (pfednasky ,Denitrification of Industrial
Wastewater with High Concentration of Nitrates and
Sulfates”, ,Biological Removal of Hydrogensulfide from
Biogas”, ,Biological Pumping of the Atmospheric
Carbon by the Plants” and ,Nanoparticles and Plants
in Environment”).

Dé&jisté kongresu, mésto Dalian, lezi na vychodé Ciny
na jiznim cipu poloostrova Liandong na pobiezi
Zlutého mofe. Pfijemné klima, nadhernd pfiroda
a rozsahlé plaze z néj délaji vyznamné turistické leto-
visko. Kromé turistiky se mésto rozviji i po strance pri-
myslové a obchodni a neni divu, Ze se zde kond celd
fada svétovych kongrest, pro jejichz ucely je zde World
Expo Center. Tento rozséhly komplex byl postaven
v roce 2004 a hosti kazdoro¢né fadu mezinarodnich
a narodnich veletrh(, vystav a kongrest.

V fijnu se tedy toto centrum stalo hostitelem WCEB
2011. Hlavnim cilem této akce byla vyména poznatkd
a zkusenosti s aplikacemi biotechnologii v oblasti sni-
Zovani emisi a ochrany Zivotniho prostfedi a posileni
vztahG mezi prdmyslem, vyzkumnymi laboratofemi,
vlddnimi agenturami, soukromym sektorem a vysokymi
Skolami. Tematicky mél tento kongres velmi Siroky
zabér, takze si kazdy z ucastnik(i nasel to, co ho pravé
zajimalo.

Konference byla tematicky rozdélena do 9 okruhd.

1. Vyzkum v oblasti Zivotniho prostiedi

Tento okruh byl velice uzce zaméfen na specialni
otazky z oblasti vyzkumu environmentalni mikrobiolo-
gie s dirazem na padni mikrobiologii a mikrobial-
niho inZenyrstvi. Rozsah a charakter pfispévk( potvrdil
rostouci zdjem o vyzkum biotechnologii v oblasti
mikrobiologie mofi, geomikrobiologie, toxikologie
a ochrany Zivotniho prostiedi.

2. Hlavni biotechnologie v oblasti zZivotniho
prostiedi

V oblasti biotechnologii ochrany Zivotniho prostiedi
byl vénovan velky zdjem otdzkdm genovych technolo-
gii, technologiim mikrobidlni imobilizace. Dale byla
zastoupena bioinformatika, pouZiti senzord pro online

74

monitoring kvality vod, biofilmovych reaktord i pouZziti
izotopl v bioremediacich a biodegradaci, napf. pouziti
izotopu uhliku jako indikatoru biologické aktivity. Velka
pozornost byla zaméfena na procesy kultivace mikrobi-
alni kultury v suspenznich a néplriovych reaktorech
v oblasti denitrifikace a v anaerobnich technologiich.

3. Biotechnologie pro priimyslové odpady

V sekci zabyvajici se biotechnologiemi pro priimyslo-
vé odpady (potravinaiské, textilni apod.) se ucastnici
mohli sezndmit s celou fadou postupl a technologii
spojenych s jejich zpracovanim a likvidaci. Toto téma je
natolik rozsahlé a pfispévky byly natolik tematicky roz-
tfisténé, Ze neni jednoduché udélat shrnujici zavér
z této sekce. Objevily se zde pfispévky popisujici napf.
biologickou rozlozitelnost chlorovanych herbicid(,
odstranovéni Cr(VI) pomoci adsorp¢nich geld, modelo-
vani a simulace Anammox procesu v membranovém
reaktoru aj.

4. Nakladani s komunalnimi a krajinnymi odpady

Sekce zabyvajici se zpracovanim tohoto typu odpadi
byla velice zajimava, protoze se zabyvala hlavné netra-
di¢nimi postupy jejich vyuziti ¢i jiného nakladani. Mezi
zajimavé postupy vyuziti na pi. biologicky rozlozitel-
ného komunalniho odpadu byla jeho aplikace jako
substratu pfi péstovani hub. Po jejich sklizni méze byt
zbyly nerozlozeny kompost obsahujici konsorcium
mikroorganism( a lignocelulolytickych enzym0 uspés-
né pouzit na odstrariovéni kontaminantd v padé, vodé
a vzduchu nebo pii vyrobé bioethanolu. Byly také
zminény biotechnologické postupy napf. pro systém
Cisténi zasolenych vod z odvodnéni kanadskych dalnic
v zimé, biotechnologie pro likvidaci pesticidi atd.
Nedilnou soucésti sekce byla témata monitoringu
znedisténi vzduchu a jeho dopadu na lidské zdravi
z pohledu odbornik( z rlznych mist nasi planety.

5. Biologické procesy odstrafiovani znecisténi

Tato sekce byla zaméfena na hlavni polutanty Zivot-
niho prostiedi. Velkd pozornost byla vénovéana slouce-
ninam dusiku a siry a procesim spojenym s jejich
odstrafiovanim - biologicka nitrifikace, denitrifikace
a odsifovani. Pozornost byla rovnéz zaméfena na to-
xické kovy — As, Cu, Zn, Cd a zpUsoby zapojeni bakterii
nebo rostlin do jejich zpracovani. Zajimavy byl pfispé-
vek vénovany odstranovani kadmia z pidy péstovanim
Cd akumulujici ryze (Japonsko). Jako zafizeni vhodna
pro odstrafiovani polutant( ze Zivotniho prostiedi byly
zmifovany napi. vysokoucinné biofiltrace ¢i membra-
nové bioreaktory.



6. Monitoring toxinu

Vliv amonnych iontd na vodni Zivocichy, biomarkery,
na zékladé jejichz biologické odezvy na polutanty je
hodnocen jejich toxicky vliv na Zivé organismy, ELISA
detekce dioxing, to jsou jen nékteré metody a postupy
hodnoceni latek, které maji toxicky vliv na Zivotni pro-
stfedi, prezentované na této akci.

7. Bioprodukty a biometody

Tato sekce pfinesla zajimavy pohled na inovativni
metody a materidly nahrazujici materidly povazované
diive za neSkodné. Oviem s rozvojem postupd hodno-
ceni jejich Skodlivého vlivu na Zivotni prostiedi a lidské
zdravi byl pfistup k nim pfehodnocen a i zpfisnénim
limitd byly zafazeny mezi latky zdravi Skodlivé. Zmirime
zde napf. nahrazeni amalgamovych plomb, které byly
jiz v nékterych statech (Japonsko, Norsko, Déansko,
Svédsko) zakazany, dentdlnim biomateridlem vyvinu-
tym z derivatG palmového oleje.

8. Obnovitelna energie z odpadu

S rostoucim odporem k jaderné energii, ktery se pro-
jevuje jiz i v nékterych evropskych statech rozhodnutim
o uzavieni jejich jadernych elektraren, a s ohledem
na klimatické zmény v souvislosti s produkci skleniko-
vych plynd, se do popiedi zajm0 dostévaji technologie
produkujici alternativni zdroje energie. Vedle fotovolta-
ickych a vétrnych elektraren jsou to pravé biotechnolo-
gie, které dokazou vyprodukovat ekologickou energii
z odpad(, ¢imz pfispivaji k jejich likvidaci. Prispévky
zmitovaly vedle produkce biopaliv z odpadniho oleje
z kuchyni nebo palmového oleje také produkci bio-
plynu z komunalniho nebo zemédélského odpadu
nebo cilené péstovanych plodin. Rostlinny materiél je

vieobecné vhodnym substratem pro produkci bioplynu
anaerobnimi technologiemi, oviem jejich obsah htie
rozlozitelnych celulézovych a ligninovych slozek inspi-
roval autory nékterych pfispévkd k prezentaci enzyma-
tickych pridavka, které by jejich rozlozZitelnost mély pfiz-
nivé ovlivnit. Jako metoda vhodna pro produkci ekolo-
gické energie z biomasy byla rovnéz zminéna moznost
jeji pyrolyzy a zkapalnéni za vysokého tlaku (1 - 6 atm)
a teploty (200 - 300 °C).

9. Legislativa a obchod v oblasti biotechnologii
Zivotniho prostiedi

Tato sekce byla nejméné zastoupena a v podstaté
se omezila na firemni prezentace. Z védeckého hledis-
ka tedy nepfinesla pfilis nového. Uastnici se mohli
ale sezndmit s konkrétnimi prezentovanymi komer¢né
dodavanymi biotechnologiemi.

Vedle zminénych tematickych sekci byla soucasti
kongresu také posterova sekce, ve které prezentovali
své vysledky mladi védci. Tato sekce nebyla pfilis
rozsahla snad i proto, Ze mladi védecti pracovnici méli
vyhrazenu sekci, kde mohli prezentovat vysledky své
prace formou piednasek. Objevila se tu velice tzce
specializovana témata, ktera byla ve vétSiné pfipadu
prezentaci vysledk( disertacnich praci.

Celkové pfinesl kongres ucastnikiim kongresu cenné
informace prezentované v mnoha velice kvalitnich
prispévcich. Vedle toho byla velkym pfinosem také spo-
lecenskd stranka této akce, ktera pfispéla k navéazani
mnoha osobnich kontaktd mezi védci z rGznych
kontinentd, béhem kterych dochézelo k vyménam kon-
krétnich zkuSenosti z feSenych problematik a maze
v budoucnosti rezultovat v mozné spolupraci mezi
$pickovymi vyzkumnymi pracovisti a univerzitami.

Tento pfispévek vznikl v ramci Feseni projektu ¢. TAO1020798, program Alfa, TA CR.
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ODBORNE PRiSPEVKY

VYUZITi B-KAROTENU V ORGANISMU

Eliska Glasova

Ustav Biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, glasovae@vscht.cz

Uvod

B-Karoten ma v nasem téle mnoho funkci. Stimuluje
rGst zivocisnych bunék, spravny vyvoj kosterniho ske-
letu a ma taktéz vliv na reprodukci. Je také prekurzo-
rem vitaminu A, ktery se davéd do souvislosti s nasi
odolnosti proti zhoubnému bujeni.

Klinicky vyznam mé stanoveni B-karotenu pfedevsim
jako screeningovy test pfi podezieni na malabsorp¢ni
syndrom. ZvySend hladina B-karotenu je popséna
u hypothyreodzy, diabetu mellitu, myxedému, nefrotic-
kého syndromu, hyperlipoproteinémii a u zZen v té-
hotenstvi.

Pfi provadéni epidemiologickych studiich, byl proka-
zén pozitivni vliv B-karotenu na lidech se zvySenym
rizikem kardiovaskularnich chorob, ¢i rakoviny. Kili-
nické testy vsak ukazaly, Ze synteticky pfipraveny
B-karoten, byt ma stejnou strukturu, nema stejny fyzio-
logicky ucinek jako p-karoten ziskany z ovoce
a zeleniny.

Karotenoidy a B-karoten

Z chemického hlediska patfi karotenoidy do skupiny
tetraterpenoidd a jedna se o oligomery isoprenu.
Vlastni karotenoidy se vyznacuji pouze nékolika varian-
tami uhlikového skeletu: maji bud’ ryze alifaticky
fetézec nebo fetézec zakonceny jednim ¢i dvéma cykly
(Sesticlennym nebo péti¢lennym). Karotenoidy se déli
na dvé zakladni skupiny: nenasycené alifatické uhlovo-
diky nazyvané karoteny a kyslikaté slou¢eniny odvoze-
né od karotend, které se nazyvaji xanthofyly.

Spolu s dalSimi karotenoidy byl B-karoten i se svou
strukturou popsan v roce 1930 a nejprve byl povazovén
za vitamin.! Dnes jiz vime, Ze se jedna o prekurzor
esencidlniho vitaminu A u Zivocichll a o Zlutocervené
barvivo u rostlin. Ze viech karotenoidd se vyskytuje
nejcastéji.

Vitamin A

Vitamin A (retinol) je polyisoprenova sloucenina
obsahujici B-ionovy kruh. Pod nazvem vitamin A jsou
zahrnovany létky Zivocisného pavodu, majici biologic-
kou aktivitu vitaminu A. Jsou skladovény, prevainé
jako retinolester, v jatrech. VétSinu aktivity v téle
piedstavuje retinol (nutny pro reprodukci vétsiny
zivocisnych druh(i) a jeho dva derivaty, retinal (ddlezity
pro vidéni) a kyselina retinovd (podporuje rdst, zrani
bunék a jejich diferenciaci a ma také dulezitou roli
v udrzeni normalni funkce a struktury epitelidlnich
bunék.>

Isomery B-karotenu: 9-cis versus all-trans

Isomery B-karotenu lIze najit ve viech rdznych for-
mach. Kazda dvojna vazba na uhlikovém fetézci mlze
existovat jak v cis, tak i v trans podobé. Cis isomery
jsou vice polarni a vice rozpustné v tucich nez trans
isomery.> *

Nejvice se v pfirodnich zdrojich vyskytuji all-trans
formy, které jsou strukturné identické jako synteticky
produkovany B-karoten.>

Jak vsak bude popséno dale, navzdory tomu, Ze
strukturné jsou tyto molekuly stejné, v klinickych
studiich nemaji stejné vysledky.

Metabolismus p-karotenu a retinolu

Enzymovym Stépenim [B-karotenmonooxygenasou
(EC 1.14.99.36), ktera se nachazi ve sténach traviciho
traktu a v jatrech®, jedné molekuly B-karotenu vznikaji
dvé molekuly retinolu. Toto Stépeni vyuziva moleku-
larni kyslik a je vyssi v pfitomnosti Zlucovych soli.
Ve stievni sliznici je retinal redukovéan na retinol enzy-
mem retinaldehydreduktasou (EC 1.1.1.300) vyuziva-
jici k tomu NADPH.” Pouze mala ¢ast retinalu je oxido-
vana na kyselinou retinovou. Vétsina retinolu je esteri-
fikovdna s nasycenymi mastnymi kyselinami a inkor-
porovana do chylomikrond v lymfé, a ty pak vstupuji
do krevniho obéhu. Jsou pfeménény na chylomikrono-
vé Castice, které i s retinolem v nich obsazenym vychy-
tavaji jatra.>

Ke stépeni B-karotenu dochazi, pouze pokud télo
nedostavd dostate¢né mnozstvi vitaminu A v potrave.
Jako zdroj tohoto vitaminu je totiz B-karoten 6x méné
Gc¢inny nez samotny retinol.®

CHz

R-karoten

RB-karotenmonoxygenasa
ci H

H )
5C Hz P
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chy  retinal retinaldehydrogenasa
HzC CH.
3 Ej(s\)\/\/t\/c”ao”
S e e
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o i COOH
R

i kyselina retinova

Obr. 1: Struktura B-karotenu, a jeho metabolit.
http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/
/misc_topics/vitamina.html (upraveno)



Zdroje B-karotenu v potravé

Nejvétsi obsah B-karotenu je v zeleniné s ¢ervenym
nebo Zlutym zabarvenim a v zelené zabarvenych
listech zeleniny. Vstiebavani B-karotenu zavisi
na tom, zda zelenina byla syrova ¢i vafena (u varené
zeleniny je vstiebavani vétsi) ¢i jakou stravu béiné
konzumujeme. Bylo popsano, Ze pokud se v nasi
stravé vyskytuje vice tuku, bude p-karoten lépe
vstiebavan.®

Nadbyte¢ny p-karoten v téle se vylouc¢i moci
nebo stolici. Pouze v piipadé, ze télo nema
dostatek vitaminu A bude pB-karoten metabolizovén
na retinol. Denni davka pB-karotenu by se méla
pohybovat mezi 5 000 - 25 000 IU (mezinarodni
jednotka - Interna-tional Unit, coz odpovidéd hodnoté
3 - 15 mg).>

Karotenemie, hypervitaminoza, hypovitaminoza
a avitaminoza vitaminu A

B-Karoten Ize bezpe¢né konzumovat ve velkych dav-
kach (az 180 mg, tj. 300 000 IU denné). Ve vétsich
davkdch muize zpGsobit stav zvany karotenemie.
U takto postizeného ¢lovéka se jeho pokozka zbarvi
Zluto-oranzové diky zvySenému ukladani pigmentu.
Nejvice je toto zabarveni vidét na dlanich a chodidlech.
Jedna se o vratny stav a od hypervitaminozy vitaminu
A se da odlisit pozorovanim barvy skléra oci.
U karotenemie je sklérum bilé a u hypervitaminosy
Zluté.

Hypervitaminosa vitaminu A muze byt nebezpec-
néjsi. Opakované nadmérné davky jsou toxické (napf.
béhem téhotenstvi mohou ohrozovat vyvoj plodu).
Toxicita vznikd jiz pfi dennim pfijmu 50 - 60 mg
retinolu. Nejcastéjsi symptomy jsou alopecie, ataxie,
bolesti ve svalech a kloubech, bolesti hlavy, projevy
hepatotoxicity a poruchy klze a vidéni.

B-Karoten je podminéné esencélni slozka nasi
potravy. Stava se esencialnim pouze v piipadé,
ze télo trpi nedostatkem vitaminu A tj. nedostat-
kem zZivoc¢iSné potravy. V zapadnim svété je dnes
nedostatek vitaminu A vidan jen zfidka. Jednd se
vétSinou o poruchy vstifebavani tukd (napi. nedo-
statek Zlu¢i pifi onemocnéni Zlu¢ovych cest)
a o pacienty v dlouhodobé intenzivni péci. lJinde
ve svété je nedostatek vitaminu A samoziejmé
spojen s hladovénim.

Pfiznaky jsou Seroslepost, poruchy kize a sliznic,
poskozeni spojivek a rohovky, zméknuti o¢ni rohovky,
ztrata chuti k jidlu, sucha pigmentovana klze kolem
vlasovych folikulti a degenerace hlenotvornych bunék.
Vlysychani a rohovaténi sliznic se projevuje nejen u odi,
ale i u sliznic traviciho, dychaciho a mocového Ustroji,
Je také porusena imunitni funkce, nejvice aktivita T
bunék.®

Avitaminosa zpGsobuje zéastavu rdstu (vitamin
A pusobi také jako rlstovy faktor) a vyvoje organt
(jedna se hlavné o pohlavni organy) a tézké o¢ni one-
mocnéni.
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B-Karoten a jeho vliv na pacienty a AIDS

B-Karoten je potencialni anti-oxidant. Zhasi totiz sing-
letovy kyslik a inhibule lipidovou peoxidaci. Stejné
ucinny je i v napravé skody zpdsobené volnymi radika-
ly.

Podporuje také nasi imunitu, protoze zvySuje pro-
dukci T bunék, monocytl a NK (z angl. natural killer)
bunék.’? Také produkce CD4+ bunék maze byt zvySena
podavanim velkych davek p-karotenu.'

Diky své schopnosti zvySovat imunitu, byl B-karoten
zafazen do klinickych studii zabyvajicich se studiem
viru HIV a autoimunitni poruchy, kterou tento virus
zplsobuje AIDS. Tyto studie se zabyvaly vlivem B-karo-
tenu na bilé krvinky pacientd nakazenych virem HIV
nebo trpicich jinou autoimunitni chorobou. Hladina B-
karotenu v krvi byla u téchto pacientd snizena.'*

Zvyseni piijmu B-karotenu v potravé (ne jako potravi-
novy doplnék) zpGsobilo zvySeni produkce CD4+
bunék a u vice jak 11 % pacinetl byla pozorovéna
remise pfiznakd jako jsou nocni poceni, horecka,
ztrata hmotnosti, vy¢erpanost a prijem.'

B-Karoten a nemoci srdce a kadivaskularniho
systému

Literarni Udaje o vlivu B-karotenu na kardiovaskularni
systém jsou Casto protich@idné. Po mnoho let ukazo-
valy epidemiologické studie pozitivni vliv zvySeného
pfijmu karotend. Proto, kdyz byly provedeny klinické
studie, byl ofekdvan podobny vysledek. Nicméné se
ukézal pravy opak. ZvySeny pfijem syntetického B-karo-
tenu zvysil riziko propuknuti kardiovaskularni choroby.
Toto téma neni jesté dostatecné objasnéné, ale ma se
za to, Ze pfijem karotenl v potravé mé ochranny uci-
nek, zatimco synteticky B-karoteny muze byt Skodlivy.'

B-Karoten jako anti-karcinogen rakoviny plic?

Podobné jako u nemoci kardiovaskuldrniho systému,
existuje podobna otézka i co se tyce funkce B-karotenu
jakoZto anti-karcinogenu.

Epidemiologické studie ukazuji pozitivni vliv, ale kli-
nické studie prokézaly zvysené riziko vzniku rakoviny
plic. Bohuzel ani tento vysledek neni mozné prezento-
vat s jistotou, nebot nékteré tyto studie byly provadény
na dlouholetych kuféacich a lidech se zvySenou rodin-
nou zatézi. Tim byl znehodnocen i vysledek testu.'”
Zavér

B-Karoten, prestoze byl popsan jiz pfed 80-ti lety
v sobé skryva jeSté mnohd tajemstvi. Sledovani jeho
hladiny v organismu vyuZivdme pfi stanoveni diagn6z
rGznych chorob a pfi sledovani celkového stavu orga-
nismu. Nadéje, Ze nam pomuze v boji s rakovinou ¢i
onemocnénimi kardiovaskularniho systému sice klesla,
ale je tfeba provést jesté dalsi studie. Ze soucasnych
poznatkli vSak vyplyvd to, co se potvrzuje znovu
a znovu, Ze jist zdravé a konzumovat ovoce a zeleninu
je naprostd nutnost a tento Zivotni styl se neda nahra-
dit konzumaci potravinovych doplrikd.
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Souhrn

Glasova E.: VyuZiti B-karotenu v organismu.

Prekurzor vitaminu A, B-karoten, je esencidlni slozkou nasi potravy. Stimuluje vyvoj Zivocisnych bunék, kosterniho skeletu a rovnéz
ma vliv i na reprodukci. K jeho metabolickému zpracovani, kdy z jedné molekuly B-karotenu vznikaji Stépenim dvé molekuly retinolu,
dochazi pouze pii nedostate¢ném pfijmu vitaminu A z potravy. Epidemiologické studie prokazaly pozitivni vliv vyssiho pfijmu B-karo-
tenu v potravé. U sledovanych skupin doslo ke snizeni rizika propuknuti kardiovaskularnich chorob a rakoviny. Klinické testy provadéné
se syntetickym B-karotenem v3ak tento zavér nepotvrdily a naopak naznacily potencialni Skodlivost syntetického B-karotenu. Tyto testy
viak bude tieba jesté zopakovat.

Klicova slova: B-karoten, vitamin A, karotenemie, fyziologicky vyznam B-karotenu

Summary

Glasova E.: Use of B-carotene in the organism.

Precursor of vitamin A, B-carotene, is an essential component of our diet. It stimulates the development of animal cells, skeletal frame
and also stimulates the reproduction. Metabolic processing of B-carotene, where splitting of one molecule of B-carotene formed two
molecules of retinol, only occurs when the body has insufficient intake of vitamin A. Epidemiological studies have demonstrated the
positive effect of higher intake of B-carotene in the diet. The monitored groups shown reduced risk of outbreaks of cardiovascular
diseases and cancer. However clinical trials with synthetic B-carotene did not confirm this conclusion and indicated the potential
harmfulness of synthetic -carotene, but these tests will need to be repeated.

Keywords: B-carotene, vitamin A, carotenemia, physiological importance of 3-carotene

MIKROBIALNiI PRODUKCE 1-BUTANOLU

Michaela Linhova
Ustav kvasné chemie a bioinZenyrstvi, VSCHT Praha, linhovam@vscht.cz

Uvod a 172/2010, které stanovi povinnost pfidavat bioslozku

Zajem o tzv. biopaliva v poslednich letech roste do VPOhO”n\"Ch hmot pouZivanych pro dopravni dcely
hlavné diky stalému zvy3ovéni znetisténi Zivotniho pro- Vv Ceské republice od 1. ¢ervna 2010 v mnoistvi
sttedi spolu s globalnim oteplovanim a omezenymi ~ minimalné 4,1 % objemovych bioslozky do motoro-
zasobami fosilnich paliv. Hled4 se tedy energie, kterd ~ vych benzind a 6 % objemovych bioslozky do moto-
by byla privétivéjsi k zivotnimu prostiedi a zaroven také rové nafty. Dnes jsou nejrozsifenéjsimi biopalivy bio-
aby tento zdroj energie byl obnovitelny'. Tyto snahy nafta (nejéasté&ji tzv. MERO - methylester fepkového
vyustily ve vydani smérnic Evropského parlamentu oleje, pfipadné EERO - ethylesther fepkového oleje),

a rady ¢. 2003/30/ES a 2009/28/ES. Pfimou reakci na bioethanol (ethanol vyrobeny kvasnou cestou)
tyto smérnice bylo vydéni ¢eskych zakon(i 86/2002 Sb. a bioplyn2. Dalsi bioslozkou, kterou Ize pouzit, je
o ochrané ovzdusi spolu s jeho zménami 180/2007 Sb. 1-butanol produkovany mikrobidlni cestou, jeho
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Tabulka I: Porovnani vybranych vlastnosti 1-butanolu, ethanolu a benzinu* >

vlastnosti n-butanol ethanol benzin
spalné teplo pfi 25°C [kl.mol"'] 2676 1377 4230 - 4442
vyhievnost [MJ.I"'] 29,2 23,6 34,7
molarni hmotnost [g.I"] 74,12 46,07 100 - 105
hustota pii 15°C [kg.I"] 0,8135 0,7935 0,725 - 0,775
hygroskopicky, moznost vyuZiti stavajiciho méné nez ethanol, ano, nelze vyuzit stavajici _
potrubniho zafizeni Ize vyuzit stavajici potrubi potrubi
oktanvove (':ISIO (vyzkumné metoda méfeni 96 129 91 - 98
— meéstsky provoz)
oktanové C|slo'(n_1c-)torova metoda méfeni 78 102 8 — 88
— provoz na dalnici)
stechiometricky pomér vzduch/palivo 11,2 9,0 14,6
vyparné teplo [MJ.kg] 0,43 0,92 0,36

vyhodou je to, Ze mé podobné vlastnosti jako benzin,
a proto jim lze nahradit (stejné jako ethanolem) cast
fosilnich paliv vyuzivanych v sektoru dopravy. Dalsi
vyhodou 1-butanolu oproti ethanolu jako biopaliva je
niz8i vybusnost a korozivita spolu s nizsi nachyl-
nosti k pohlcovani vody a vy3s$im obsahem energie
v molekule. Vy3si koncentrace bioethanolu v palivu
muZe vést az k zamrzani paliva v nadrzi v zimnich mési-
cich. Ethanol ve smési s vodou je navic korozivni,
a proto je zde nebezpeci naruseni standardné pouzi-
vanych tésnicich materidll v zafizenich pouzivanych
pii pfepravé paliva2. Nejvyyznamnéjsi rozdily ethanolu
a 1-butanolu jsou uvedeny v Tab. | spolu s porovnanim
téchto hodnot s benzinem.

Pokud srovname biotechnologickou vyrobu 1-buta-
nolu a ethanolu, je ekonomicky vyhodnéjsi proces
vyroby ethanolu. 1-butanol je produkovan solvento-
gennimi druhy rozsadhlého bakteridlniho anaerobniho
rodu Clostridium. Nejznaméjsimi zastupci jsou C. ace-
tobutylicum a C. beijerinckii, ktefi produkuji 1-butanol
béhem tzv. aceton-butanol-ethanolové (ABE) fermen-
tace. Hlavni produkty 1-butanol a aceton nemaji
zadny potravinaisky vyznam (jako je tomu v pfipadé
fermentacni vyroby ethanolu), jsou pouzivény jako roz-
poustédla pro technické aplikace®. Vyznamnou vyho-
dou klostridii oproti kvasinkdm Saccharomyces cere-
visiae (nejvice vyuzivany producent ethanolu), kterou
je také nutné brat v tvahu, je jejich schopnost zkvaso-
vani Sirsi skalu surovin.
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Metabolismus solventogennich klostridii

Rod Clostridium je velice rozséhly a jeho zastupci se
vyskytuji na mnoha mistech s rlznymi zdroji energie
a uhliku (sedimenty, plda, v travicim traktu zvifat,
na kompostech atd.), proto maji také rozdilny metabo-
lismus a enzymovou vybavu. Z hlediska ziskavani ener-
gie a vyuzivani zdroj uhliku jsou solventogenni klostri-
die chemoorganotrofové®. Velké mnoZstvi druh( je také
schopno fixovat atmosféricky dusik. Jako zdroj uhliku
a energie vyuzivaji prevazné sacharidy (nékteré druhy
jsou schopny vyuZivat také glycerol), které jsou meta-
bolizovéany v prvni fadé na organické kyseliny
a nasledné pak na aceton, butanol a ethanol (ABE) roz-
poustédla. K rozkladu monosacharidl vyuzivaji
Embden-Meyerhof-Parnasovu (EMP) metabolickou
drahu.

Fermentace hexos je rozdélena na 2 ¢asti, acido-
genni a solventogenni (Obr. 1). Béhem prvni faze
buriky rychle rostou a produkuji karboxylové kyse-
liny (méselnou a octovou) spolu s vodikem a CO,.

Produkce téchto kyselin snizuje extracelulédrni pH
a zifejmé stimuluje tvorbu enzymd nutnych k tvorbé
rozpoustédel. V solventogenni fazi se produkce kyselin
a vodiku snizuje, zpomaluje se rlst bunék a pH média
se mirné zvysi v zavislosti na mnozstvi spotfebovanych
kyselin®. Pfevazna cast kyseliny maselné je redukovéna
na 1-butanol, zatimco u kyseliny octové je to asi jen
55 % a zbytek je dekarboxylovan na aceton a CO,’.
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Obr. 1: Schéma rozkladu glukosy na ABE pomoci klostridii®. Enzymy katalyzujici tyto reakce: (1) laktat dehydrogenasa, (2) pyru-
vat-ferredoxin oxioreduktasa, (3) NADH:ferredoxin oxidoreduktasa, (4) NADPH:feredoxin oxidoreduktasa, (5) hydrogenasa,
(6) fosfat acetyltransferasa, (7) acetat kinasa, (8) acetaldehyd dehydro-genasa, (9) ethanol dehydrogenasa, (10) thiolasa,
(11,12) acetoacetyl-CoA:acetat/butyrat-CoA transferasa, (13) acetoacetat dekarboxylasa, (14) 3-hydroxybutyryl-CoA dehydroge-
nasa, (15) krotonasa, (16) butyryl-CoA dehydrogenasa, (17) fosfat butyltransferasa, (18) butyrat kinasa, (19) butyraldehyd
dehydrogenasa, (20) butanol dehydrogenasa
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Predpokladéd se, ze prechod metabolismu z acido-
genniho na solventogenni je odpovédi bunék
na nepfiznivé podminky (nizké pH), tzv. detoxifika¢ni
obranny mechanismus’.

Hlavnim produktem ABE fermentace je 1-butanol
doprovazeny acetonem a zanedbatelnym mnozZstvim
ethanolu®. Pfesné slozeni produktl zavisi na pouzi-
tém klostrididlnim kmenu a vnéjsich podminkach
fermentace, poméry jednotlivych ldtek se mohou
ménit, aceton se v nékterych piipadech nemusi tvofit
nebo je déle redukovén na isopropanol pomoci isopro-
panol dehydrogenasy (C. beijerinckii)’. C. butyricum
naopak produkuje 1,3 propandiol®.

Sporulace solventogennich klostridii

Pro vétSinu druhd klostridii je tvorba 1-butanolu
vazana na tvorbu charakteristickych ovélnych nebo
sférickych endospor, které casto ,dufi” tycinky, ¢imz
vznikaji typické klostridialni (cigarovité) tvary bunék®>.
Tvorba endospor je velice stary, komplexni proces,
znamy hlavné u Gram-pozitivnich bakterii. Je to charak-
teristicky rys rodt Bacillus, Clostridium, Thermoactino-
myces, Sporolactobacillus, Sporosarcina, Desulfotoma-
culum a Sporomusa. Pro bakteridlni endospory jsou
charakteristické nasledujici vlastnosti: jejich metabolis-
mus Ize popsat jako dormantni (klidovy), je to dlsled-
kem zcela dehydratované cytoplasmy; pii pozorovani
ve fazovém kontrastu jsou to svétlé az zafivé objekty;
jsou rezistentni vi¢i mnoha chemickym a fyzikdlnim
¢initeldm, které by vegetativni buriky usmrtily®.

Rozsahlé morfologické a molekularni studie klostridii
a Bacillus subtilis (modelovy mikroorganismus sporu-
lace) naznacuji, ze maji velice podobny mechanismus

sporulace, i kdyz jejich pozadavky na vnéjsi prostiedi
jsou znac¢né odlisné. U rodu Bacillus je podnétem
ke sporulaci nedostatek Zivin na rozdil od klostridii,
kde je ke sporulaci nutny dostatek glukosy (nebo
jiného zdroje uhliku a energie) spolu s amonnymi
ionty a vlastnim sporula¢nim stimulem je pokles pH
fermenta¢niho média. Popsanim genomu C. aceto-
butylicum ATCC 824 (jako modelového mikroorga-
nismu ABE fermentace) bylo zjisténo, Ze mnoho gent,
identifikovanych jako ddlezitych pro sporulaci rodu
Bacillus, zde chybi'. Tabulka Il shrnuje nékteré rozdily
mezi C. pasteurianum a B. subtilis jakozto zastupci
rodl Clostridium a Bacillus, u kterych byla velice
dobfe popséna sporulace. C. pasteurianum je vyji-
mecny druh z pohledu vyvinu sporového plasté, ktery
na rozdil od ostatnich klostrididlnich druhl ptfedchéazi
tvorbu kortexu.

Ke sporulaci klostridii dochazi nejcastéji ke konci
exponencialni faze rlstu a trvad piiblizné 10 hodin
v zdvislosti na kmenu a podminkach sporulace.
Akumulace kyselin v médiu jako kone¢nych metabolitd
pocatecni faze kultivace zplsobuje inhibici buné¢ného
déleni nasledovanou iniciaci sporulace a prfechodem
k solventogenni fazi metabolismu''. Obrazek 2 znazor-
fuje pravé tento prechod od symetrického bunéc¢ného
déleni k asymetrickému déleni bunky za vzniku dvou
nestejné velkych polovin s Uplnym genomem, ale
s rlznou budoucnosti spory a sporangia (mateiska
burika, ve které vznikla spora).

Spora po pieneseni do vhodnych podminek opét
prechézi ve vegetativni bunétnou formu procesem,
ktery se nazyva kli¢eni (germinace). Pokud jsou spory
vystaveny néjakému vhodnému stimulu, jsou schopny

Tabulka II: Rozdily mezi C. pasteurianum a B. subtilis'® ®

vlastnost pfi sporulaci B. subtilis C. pasteurianum

indukce nedostatkem Zivin + -

7 morfologickych stadii sporulace + +

tvorba granulosy - +
JKlostridialni” tvar buriky - +

vyvin sporového plasté pied kortexem + -

délka sporulace 6-7h 9-10h
maturace s_péry spojena s tvorbou dipikolinové kys. + +

a zménou indexu lomu svétla

SpoOA hlavnim regulatorem sporulace + +
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prejit na aktivni metabolismus (a to i po az nékolika-
leté dormanci) v 1 minuté. Zakladni podminkou je
dostatek vody, kterd vsak musi obsahovat vhodné
ziviny pro budouci mnozeni vegetativnich forem. Poté
dochazi ke ztraté ochrannych prvk( spory (exosporium,
plast, kortex) s ndslednym uvolnénim dipikolinové
kyseliny. Po proteolytickém odstranéni proteint chréani-
cich genom dochazi jiz k nastartovani metabolismu
a vytvoreni viech struktur vegetativni formy. Potiebnd
energie v rannych stadiich kli¢eni je ziskana rozkla-
dem 3-fosfoglyceratu, ktery je akumulovan ve velkém
mnoZstvi ve spofe™.

maturace
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uvolnéni spor:
2z matefské bur| yi
tvorba

/
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sporového
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/% <
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presporového

septa

Obr. 2: Bunéény cyklus a stadia sporulace Clostridium
pasteurianum’> 4

Spojeni sporulace s tvorbou rozpoustédel je
z biotechnologického hlediska nevyhodné, protoze se
zpomali rdst a buriky spotfebovévaji zna¢nou davku
energie na vlastni sporulaci, proto se objevily snahy
tyto procesy oddélit. Zlep3eni efektivity procesu by
mohla zajistit pfiprava asporogennich mutantd; aspo-
rogenni bunky C. acetobutylicum jsou schopné
produkce produkovat rozpoustédla az v koncentraci
11 gk ™

Suroviny pro mikrobialni vyrobu 1-butanolu

Nejcastéji pouzivanymi surovinami pro ABE fermen-
taci jsou kukufice, cukrova fepa nebo melasa
a syrovatkovy permeét. Cena substratu nejvice ovliv-
ruje ekonomickou rentabilitu vyroby 1-butanolu fer-
mentacni cestou®.

Melasa, pramyslovy vedlejsi produkt pfi vyrobé cukru
z cukrové titiny, byla Uspésné pouzivana pii pramys-
lové produkci rozpoustédel v jizni Africe do pocatku
osmdesétych let. Melasa obsahuje zhruba 50 % sa-
charosy, kterd je mikroorganismy rozklddéna na glu-
kosu a fruktosu a déle pak degradovéna glykolytickymi
drahami. Syrovatkovy permeat je odpadnim produktem
pfi vyrobé syri a obsahuje 44 — 50 g.I"' laktosy. Tento
substrat je bohaty na minerdlni latky, a proto neni
potieba je pfidavat do fermenta¢niho média'. Diky
vysoké amylolytické aktivité klostridii jsou schopny tyto
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mikroorganismy efektivné vyuzivat Skrob. Mohou tedy
vyuzivat kukufici, Zito, kasavu a brambory jako substrat
k produkci rozpoustédel bez nutnosti hydrolytické
pfedupravy. Brambory a odpad z brambor se jevi jako
ekonomicky vhodny substrat pro vyrobu rozpoustédel,
ale bylo dosazeno pouze nizsich koncentraci roz-
poustédel'. Kasava se nepotvrdila jako vhodny sub-
strat pro klostridie ani, pokud byla obohacena o 20 %
kukufi¢cnou kasi nebo o néjaky dalsi zdroj dusiku.
Dal$im substratem mohou byt jeruzalémské artycoky,
které obsahuji velké mnozstvi oligomernich fruktand,
a proto musi byt hydrolyzovény za pouziti inulinasy
a musi byt také doplnény kukufi¢cnou nebo sojovou
kasi'>. Jable¢né vylisky jsou zemédélskym odpadem
obsahujici zhruba 100 g.kg' cukrli (67 g.kg' fruktosy,
23 gkg' glukosy a 10 g.kg' sacharosy) a jsou dalsi
moznou surovinou pro klostridie's. Bylo zjisténo, Ze
biomasu mikroskopickych fas Dunaliella lze taktéz
pouzit jako substrat pro ABE fermentaci. Ukazalo se,
ze tuto biomasu je vhodné doplnit o glycerol a pouzit
pro fermentaci C. pasteurianum, kdy kromé 1-butano-
lu je produkovan také 1,3-propandiol’.

Vlysokd cena melasy, kukufice a syrovatkového per-
meatu déla z ABE fermentace vyrobu rozpoustédel,
ktera neni schopna ekonomicky konkurovat syntetické
vyrobé z ropy. Proto byly hledény jiné mozné substraty
pro tento proces, vhodnymi se jevi tzv. energetické
plodiny napfiklad proso, stovik, ozdobnice ¢inska
a pSeni¢nd, zitna, ryzova a kukufi¢nd slama™, které
obsahuji vysoky podil celulézy a hemicelulézy.
Napfiklad p3eni¢na slama, kterd je v Evropé béinym
zemédélskym odpadem, obsahuje 35 — 40 % celulosy,
20 — 30 % hemicelulosy a relativné nizky obsah ligninu
(pod 20 %). Solventogenni klostridie bohuzel nedoka-
zou lignocelulosové materidly pfimo zkvasovat, proto je
nutné tuto surovinu pied vlastni fermentaci prevést
na jednoduché sacharidy. To se déje vétSinou kombi-
naci fyzikalné-chemické hydrolyzy za zvy3ené teploty
a tlaku a plsobeni cinidel (nejcastéji ziedénych kyse-
lin), po které nasleduje enzymova hydrolyza pomoci
komercnich celulolytickych preparétd, coz zase cenu
suroviny zvysi.

Produkéni mikroorganismy

Dnes je zndmo velké mnozstvi druhl produkujici
ABE, které se od sebe lisi nejCastéji v typu a poméru
rozpoustédel, které produkuji a typem substratu,
na kterém nejlépe rostou. Pro produkci rozpoustédel
se nejcastéji vyuzivaji druhy C. beijerinckii a C. acetobu-
tylicum. C. beijerinckii produkuje rozpoustédla v téméf
stejném poméru jako C. acetobutylicum ale misto
acetonu muze v nékterych pfipadech tvofit isopropa-
nol. Dalsi kmeny produkujici rozpoustédla jsou C. pas-
teurianum, C. saccharobutylicum, C. aurantibutyricum,
C. carboxidivorans a C. tetanomorphum. C. auran-
tibutyricum produkuje spolu s 1-butanolem aceton
i isopropanol'. C. carboxidivorans ATCC BAA-624, izolo-
vany ze zemédélské kalové nadrie v Oklahomé,
dokaze vyuzivat syngas k tvorbé rozpoustédel. Hlavnim



produktem této fermentace ale neni 1-butanol ale
ethanol'. Z hlediska vyuziti ABE fermentace pro vyrobu
bioslozky do benzinu a nafty se jako vyznamny kmen
jevi C. tetanomorphum, kde vysledné produkty fermen-
tace tvoii pouze ethanol a 1-butanol bez acetonu,
kdy obé tyto slozky Ize pfidévat do paliv (aceton pfida-
vat nelze). Dalsi vyhodou tohoto kmene je produkce
rozpoustédel jiz v exponencialni fazi rdstu u nesporu-
lujicich bunék, coz by bylo z biotechnologického
hlediska vyhodnéjsi'.

Dals$i moznosti jsou tzv. asporogenni kmeny,
u kterych se zachovala produkce rozpoustédel a které
byly pfipraveny jako GM kmeny nebo izolovany
z dlouhodobé kontinualné kultivované kultury™. Jak jiz
bylo zminéno dfive, sporulace neni z biotechno-
logického hlediska pro vyrobu 1-butanolu vyhodna.
S témito kmeny bylo dosazeno ¢asto velice dobrych
vysledkd prevainé, co se tyka vytéinosti a produktivity
1-butanolu, v soucasné dobé se tyto kmeny jevi
jako velice vhodné pro budouci priimyslovou vyrobu
1-butanolu.

Dal$i moznosti jsou kmeny geneticky upravené
s cilem zvysit produkci rozpoustédel, zvysit toleranci
k 1-butanolu, rozsifit mnozstvi vyuzitelnych substratd,
zvysit vytéznost 1-butanolu na vyuzivany substrat
a snizit produkci kyselin ve prospéch rozpoustédel
nejlépe pfimo 1-butanolu. Napfiklad inaktivaci genu
solR*?' dojde k tvorbé rozpoustédel dfive nez
u nemodifikovanych kmen( (¢asové néstup rozpou-
Stédlotvorné faze odpovida kyselinotvorné fazi)*. DalSi
moznosti je inaktivace genl buk a pta, které koduiji
enzymy butyrat kinasu a fosfotransacylasu, ¢imz dojde
ke zvyhodnéni metabolické drahy produkce rozpousté-
del®. Nair et al?°, Harris et al?'??> a Tummala et al?
s geneticky modifikovanymi kmeny doséhli velice slib-
nych vysledkd pro pfipadnou primyslovou produkci.
Bylo také ucinéno velké mnozstvi pokust o sestrojeni
kmene, ktery by dokazal pfimo vyuzivat celulosu jako
substrat (bez nutnosti predupravy). DalSim krokem
byly snahy o vneseni nékterych gentl z celulolytickych
klostridii jako jsou C. thermocellum, C. cellulolyticum
a C cellulovorans do solventogennich kmen(, nic-
méné celulasovd aktivita takto vytvofenych kmen( je
stale velice nizka*.

Kromé cilenych zdsaht do genomu mikroorganism
se pouzivd chemickda nebo fyzikdlni mutageneze.
K témto ucelim se pouzivaji rizné chemické muta-
geny nebo UV zafeni. V roce 2002 si Blaschek et al.?*
nechali patentovat dnes jiz velice znamy a Uspésny
kmen C. beijerinckii BA101, zmutovany N-methyl-N9-
nitro-N-nitrosoguanidinem, se kterym lze dosahnout
vyssi koncentrace 1-butanolu (18,6 g.I' oproti béiné
dosahovanym 13 g.I'").

V dnesni dobé je vkladéno také mnoho nadéji
do konstrukce rekombinantniho neklostridialniho
mikroorganismu, ktery by produkoval vyrazné vyssi
mnozstvi 1-butanolu. Nemoznost produkce 1-butanolu
nad 20 gl se pfisuzuje toxickému efektu 1-butanolu
na produkéni mikroorganismus. Vnesenim klostridial-
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nich gentd do mikroorganism0 tolerujicich vyssi kon-
centrace 1-butanolu by se tedy zlepsila celd ekonomi-
ka procesu ABE fermentace. Tolerance k 1-butanolu
je ale u vétsiny mikroorganisma velice podobna 2 %>.
Moznym kandidatem na hostitelsky mikroorganismus
se vsak jevi Pseudomonas putida, u které bylo zjisténo,
7e dokaze rdst i pfi 60 g.I'" 1-butanolu®.

Uspofadani procesu ABE fermentace

Pii snaze ucinit ABE fermentaci ekonomicky konku-
renceschopnou vici syntetické vyrobé 1-butanolu je
kladen dlraz mezi jinymi také na to, jakym zplsobem
co nejvyhodnéji uspofadat tento proces. V priimyslu se
pouzivala nejcastéji vsaddkova fermentace. Mezi jeji
vyhody patii mensi riziko kontaminace, jednoducha
nevyhody zase neproduktivni ¢asy procesu (lag faze,
sterilace, pInéni a Cisténi bioreaktoru), moznd inhibice
substratem a produktem.

Vlyhodou piitokovaného uspofadéni procesu fermen-
tace je postupné davkovani substratu do bioreaktoru
a tim zamezeni substatové inhibice a zvy3eni produkti-
vity. Pfi sou¢asném odstrariovéni produktu béhem pfi-
tokované kultivace Ize dosédhnout prodlouzeni doby
kultivace a celkové tak ziskat vétsi mnozstvi produktu.

Kontinudlni uspofadéni bioprocesu je vhodné ke zvy-
Seni produktivity procesu hlavné z ddvodu odstranéni
neproduktivnich ¢asli procesu. Naopak nevyhodou
tohoto otevieného systému je vyssi riziko kontaminace
a degenerace produk¢ni kultury spolu s vy$$imi naroky
na udrZeni anaerobni atmosféry. Degenerace je zpUso-
bena predevsim selekénim tlakem, ktery zvyhodnuje
rostouci populaci, tvofici kyseliny. Diky dvoufazo-
vému procesu produkce rozpoustédel (acidogenni
a solventogenni faze), ktery je spojen se sporulaci,
je dosahovano pii kontinudlnich kultivacich pouze
tzv. pseudoustdleného stavu. Pokud nejsou buriky
v bioreaktoru néjakym zplGsobem imobilizovany,
je koncentrace rozpoustédel v médiu zhruba polovi¢ni
v porovnani se vsadkovym procesem. Imobilizaci nebo
recyklaci bunék spolu se separaci 1-butanolu z média,
Ize zvysit produktivitu?e.

Modifikaci kontinuélni kultivace je dvoustupriové
kontinudlni uspoiadani bioprocesu, kdy v prvnim stup-
ni jsou produkovany prevazné kyseliny, zatimco ve dru-
hém stupni naopak rozpoustédla. Tento proces?
umoznuje dosdhnout podobnych vysledkd jako pfi
vsadkové kultivaci.

Zavér

Ackoli tradice fermentacni vyroby 1-butanolu saha az
do doby prvni svétové valky, v disledku neschopnosti
této vyroby ekonomicky konkurovat vyrobé butanolu
z ropnych zdrojd, doslo k jejimu vyraznému omezeni.
V soucasné dobé se primyslové vyrabi biobutanol
pouze v Cin&?. Vzhledem ke snizujicim se zdsobam
ropy lze v budoucnu ocekavat rostouci zajem o tuto

technologii. Pokud se podafi eliminovat nedostatky,
které tento proces provézeji, vytvofit stabilni hyperpro-



dukéni kmen s vysokou toleranci vi¢i 1-butanolu pfispét ke zpomaleni vyuzivani ropnych zasob
(klostridialni nebo jiny geneticky upraveny mikroorga- a prodlouzit tak cas pro hledani novych zdrojt
nismus), ktery je schopen vyuZivat levné suroviny, energie.

mohla by fermenta¢ni vyroba 1-butanolu vyrazné

v

Tato studie byla zpracovdna s finanéni podporou projekti TIP & FR-TI1/218, vyzkumného zdméru
MSM6046137305 a z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum MSMT ¢ 21/2011
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Souhrn

Linhova M.: Mikrobialni produkce 1-butanolu

V poslednich desetiletich je snahou Evropského spolecenstvi sniZit zavislost svych ¢lenskych statt na ropnych zdrojich, coz vede k zdjmu
o procesy, které vyuzivaji obnovitelné zdroje energii. Jednim z nich je proces vyroby 1-butanoluy, ktery je realizovdn pomoci riiznych
solventogennich druhd klostridii. Butanol se fermenta¢nim zptisobem produkuje pfi aceton-butanol-ethanolové fermentaci, kdy v prvni
fazi procesu dochézi k tvorbé organickych kyselin a v druhé fazi procesu, ¢asto spojené se sporulaci produkéniho kmene, se tvofi
rozpoustédla. Dvoufazovy charakter fermentace vyrazné komplikuje regulaci procesu a toxicita produktd bréni dosazeni jejich vysoké
koncentrace. Aby byla zvy3ena efektivita tohoto procesu, je provddén intenzivni vyzkum, zaméfeny hlavné na zlep3eni produkénich
vlastnosti kmend, zvySeni jejich odolnosti k 1-butanolu, vyuziti levnych surovin a zvyseni celkové produktivity procesu. Pokud se podafi
vyrobni cenu biobutanolu sniZit, mohl by diky svym vyhodnym vlastnostem slouZit jako kosolvent do motorového paliva, do kterého se
dnes jiz pfidava ethanol a odddlit tak nevyhnutelné vycerpani fosilnich paliv.

Kli¢ova slova: 1-butanol, Clostridium, ABE fermentace, sporulace

Summary

Linhova M.: Microbial production of 1-butanol

An effort of European Community to reduce its dependence on fossil fuels provokes increased interest on processes using renewable
energy resources. One of them is the fermentation process of 1-butanol production using various types of solventogenic clostridia.
Biobutanol is produced by aceton-butanol-ethanol fermentation process consisting of two phases - acidogenic and solventogenic,
which is associated with sporulation. Biphasic nature of fermentation significantly complicates the process control and product toxicity
prevents the achievement of high concentration of solvents.

To increase the efficiency of this process, an inventive research focused on improving the production characteristics of strains, increa-
sing their resistance to 1-butanol, the use of cheap raw materials and amelioration of overall productivity of the process is carried out.
If the production cost of biobutanol would be reduced, it could be advantageously used as an additive to petrol which could postpone
the depletion of fossil fuels.

Keywords: 1-butanol, Clostridium, ABE fermentation, sporulation
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SOUCASNE TRENDY APLIKACE ENZYMU
DO PRACICH PRASKU A CISTICICH PROSTREDKU

Miroslava Spacova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, miroslava.spacova@vscht.cz

Uvod

Praci prasky a distici prostiedky jiz davno nejsou
pouze smési chemickych detergentl, surfaktantd
a bélicich ¢inidel. Moderni biotechnologie maji za-
sluhu na tom, Ze se tyto civiliza¢ni nezbytnosti staly
za poslednich 60 let mnohem ,zelenéjsi” k Zivotnimu
prostiedi. Prostiedkem k tomuto pokroku byla prede-
vSim aplikace enzymu. Jako prvni byly do formulace
pracich praskd v 60. letech 20. stoleti zavedeny prote-
olytické enzymy, postupné doplnéné o amylasy, lipasy
a v neposledni fadé i celulasy. Kromé zvyseni Ucin-
nosti pfi odstranovani jednotlivych slozek necistot
a Spiny, poskytly proteasy, lipasy a amylasy dalsi vyho-
dy pro zZivotni prostiedi v redukci spotieby vody, zkra-
ceni doby prani a predevsim snizeni teploty prani.
Celulasy zase pomahaji ochrariovat prané pradlo
a udrzet jeho stéle novy vzhled. Navic jsou enzymy zis-
kadvany z obnovitelnych zdroji a jsou v pfirodé odbou-
ratelné. Zvyseni efektivity pracich a cisticich prostredkd
vedlo také k formulaci vysoce koncentrovanych pro-
stfedk( a tim sniZeni spotieby v pfirodé tézko degrado-
vatelnych obalovych materiélG. Za poslednich 40 let se
enzymy staly z minoritni slozky klicovou komponentou
pracich a disticich prostiedkd.

Enzymy se staly stfedem zajmu pro vylepSovani
a inovace. Enzymy musi byt schopné pusobit ve formu-
laci pracich praskd casto za nepfirozenych podminek —
za extrémniho pH, vysoké teploty a v rdmci komplexni
matrice povrchové aktivnich latek, oxida¢nich cinidel
a dalsich komponent. Nedostate¢nost enzymi Ccelit
témto podminkdm skytala potencidl pro vylepSo-
vani. Metodami rekombinantnich DNA technologii
a proteinového inzenyrstvi byly vytvofeny a vypro-
dukovany enzymy, které pracuji za danych podminek
a jsou efektivnéjsi.> Proteinové inZenyrstvi k tomu
vyuzivd dva koncep¢né rozdilné pfistupy — racionalni
design a fizenou evoluci. Raciondlni design na zékladé
znalosti struktury proteinu vnasi mutace jednotlivé
metodou mistné cilené mutageneze. Naproti tomu
fizend evoluce ndhodné generuje rozséhlé knihovny
mutovanych gend, ve kterych jsou nasledné screenin-
gem nebo selekci hledany geny s nejlepsimi vlastnost-
mi. Nastroji pro tvorbu téchto knihoven jsou molekular-
né-biologické metody jako je ndhodné-chybujici PCR,
pouziti mutdtorovych kmend, cirkularni permutace?
nebo miseni genti (angl. DNA shuffling)*. Rizena evolu-
ce tak napodobuje ve zkumavce Darwinovskou evo-
luci, ale tyto procesy vyznamné urychluje.3

Dalsim pfistupem pfi hledani enzyma s lepSimi vlast-
nostmi je vyuZziti pfirozené biodiversity organismd, at uz
se jedna o skenovéni rozlicnych metagenomd, izolaci
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enzym@ z novych organism(* nebo vyuziti enzymu
extremofil(°.

Nésledujici odstavce budou vénovény vyvoji enzym(
pouzivanych v pracich prascich. Zde musi byt enzymy
funkeni za alkalického pH 8-10, musi byt stabilni
a funkéni v relativné Sirokém rozpéti teplot (30 -
- 60 °C), musi odoldvat ucinkim oxidaénich ¢Einidel,
musi byt odolné vici chelatdm a koneckoncl byt rezi-
stentni i proti svym spolubojovnikdim proti necistotam
— proteasam.

Proteasy

Historie pouZziti proteolytickych enzym v pracim pro-
stiedku se datuje zpét do roku 1914, kdy dva némecti
védci Rohm a Haas pouzili pankreaticky extrakt obsa-
hujici trypsin, chymotrypsin a dalsi proteasy pankreatu.
V soucasnosti je 89% proteas prodanych na trhu apli-
kovéno do detergentnich prostiedkd. Hlavni podil
na tom maji subtilisin a/nebo alkalické proteasy
z rGznych druhd rodu Bacillus.> Uspéch subtilisinu tkvi
v jeho stabilité a nizké substratové specifité. Presto
doslo od roku 1984, kdy byl prvné modifikovan, k jeho
neustalému vylepSovéni az do té miry, Ze v roce 1996
byla jiz kaidd z 275 aminokyselin BPN subtilisinu
modifikovana mistné cilenou mutagenezi v rdmci
racionalniho designu nebo pozdéji riznymi metodami
ndhodné mutageneze.>® Ukazkovym pfiikladem racio-
nalniho designu byla substituce Met222 aminokyseli-
nou, ktera je stabilni vi¢i oxidaci peroxidem vodiku.
Ten je spole¢né s peroxokyselinami castym bélicim
¢inidlem v pracich prascich. Vlastnost methioninu oxi-
dovat na sulfoxid byla znéma jiz dlouho pfedtim, nez
byla prvné pouzita mistné cilena mutageneze.® Protoze
takto modifikované subtilisiny nepfinesly ocekavané
vysledky, co se tyfe Ucinnosti odstrariovédni necistot,
je stabilita v(¢i oxidaci vzhledem k ucinnosti enzymu
pfedmétem studia jesté v soucasnosti.

Yang a kol.” pouzili mutantni gen pro subtilisin E
M222A, kde je pravé v pozici 222 methionin substituo-
vany alaninem, ktery je rezistentni k oxidaci, pro zvy-
Seni termostability tohoto enzymu. VyuZili k tomu
ndhodnou mutagenezi pomoci PCR. Sekvenaci genu
nalezeného termostabilniho mutanta byla odhalena
bodové mutace v zaméné adeninu A za guanin G
v kodujici oblasti (triplet AAT se zménil na AGT a tedy
doslo k substituci aminokyseliny asparaginu N v pozici
118 za serin S) a soucasné v nekddujici oblasti, ktera
zménila sekvenci mista Stépeni pro Pst |. Mutaci navo-
dili v PCR podminkdch zménou poméru dATP/dGTP
na 1/10, ¢&imZ bylo mozné zvysit pravdépodobnost sub-
stituce A-G nebo T-C. Polocas inaktivace mutanta



M222A/N118S pii 65 °C byl 80 min ve srovnani s 13
minutami u vychoziho mutanta M222A a 15 minutami
u nemutovaného subtilisinu E. Ziskany termostabilni
mutant subtilisinu si zaroveri zachoval schopnost nebyt
inaktivovan oxidaci a je tedy vhodnym kandiddtem
pro poutziti v pracich prascich.” Stabilita vici oxidaci je
zadouci predevsim v granulovanych pracich prascich,
kde jsou enzymy v piimém kontaktu s bélicimi Cinidly.
Naopak v tekutych pracich prostiedcich je nejvétsi
problém pfi pouZiti proteas autoproteolyza.®

Pridavani proteolytickych enzym( pfispélo v 70. letech
v Evropé ke snizeni teploty prani z 95 °C na 60 °C.! | tato
teplota vSak pusobila denaturaci pouzivanych enzym.
Pfi honbé za zvySovanim vykonnosti pracich praska byla
pravé termostabilita proteas prvnim cilem pro zlep3eni.
Prikladem vyuZiti biodiverzity organism( je pouziti alka-
lické proteasy izolované z Bacillus cereus. Tato alkalickd
proteasa vykazovala ve srovnéni s proteasami z komer-
¢nich pracich praskd vyssi proteolytickou aktivitu pfi
SirSim rozpéti teplot. Zatimco proteasy v komer¢nich pra-
cich prascich si zachovaly po hodinové inkubaci pii tep-
loté 40 °C jesté 70% proteolytické aktivity, pii 50 °C uz
jen 30 %. Alkalickd proteasa z B. cereus si v prostiedi
téchto pracich praskt zachovala 80% proteolytické akti-
vity jak pfi 40 °C tak pii 50 °C.® Tato alkalicka proteasa je
tedy piikladem, Ze pouZiti dalSich novych enzymi
v detergentnich prostiedcich je cestou, jak zvysit jejich
ucinnost.

V soucasnosti se vSak objevuje i poptavka po enzy-
mech, které jsou Gcinné i za relativné nizkych teplot.
DlGvodem je nejen snizeni spotieby energie pfi prani,
ale obliba luxusnich odévnich materiald, které vyzaduji
nizké teploty pfi prani (20 — 30 °C). Zde se otevira pole
pusobnosti pro enzymy izolované z extremofilQ, resp.
alkalofilnich psychrofilnich organism.

Charakteristickym znakem mnoha enzym( z psychro-
filnich organism je vysoka katalytickd aktivita za nizkych
teplot, ale nizka termostabilita za stfednich a vysokych
teplot.>® Miazaki a kol.° se zaméfili na zvySeni termosta-
bility a aktivity u psychrofilniho subtilisinu S41. PouZili
piistup fizené evoluce. Kombinaci metod nahodné
mutageneze, satura¢ni mutageneze a rekombinace
in vitro, tzv. miseni gend (angl. DNA shuffling) vytvorili
knihovnu mutantd, ve které byl hleddn mutant, ktery by
mél vy3si termostabilitu, aniz by u néj byla kompromito-
vana aktivita za nizkych teplot. Nalezeny mutant 3-2G7
vykazoval 3x vyssi specifickou aktivitu v rozmezi teplot
od 10 °C do 60 °C oproti plvodnimu subtilisinu S41.
Rizenou evoluci tak byl nalezen mutant, ktery potvrzuje,
Ze je mozné soucasné zvysit aktivitu za nizkych teplot
a stabilitu za vysokych teplot. Pokud bychom porovnali
pfistup fizené evoluce s raciondlnim designem
u podobného experimentu s psychrofilnim subtilisinem
S39, ktery se velmi po-doba subtilisinu S41 (sdili 88,3 %
mutagenezi bylo vytvofeno pét variant substituci
u subtilisinu S39, z nichz pouze jedind byla efektivni.
Tato mutace byla navic u subtilisinu S39 jiz zndma
ve zvy3eni stability k vysokym teplotdm.®
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| pfes neustélé vylepSovani proteas se ocekava, ze Ize
dosdhnout jesté lepSich vysledk@i kombinovénim
metod fizené evoluce s raciondlnim designem nebo se
skenovanim metagenomu. V obou pfipadech je viak
stéZejnim krokem metodika hledani pozitivnich mutan-
td, kde jsou jesté vyrazné skryté rezervy.®

Amylasy

Ackoliv amylasy jsou tradi¢né pouzivany pii zpraco-
vani skrobu, nasly uplatnéni i v detergentnich prostied-
cich. V soucasnosti je obsahuje 90 % tekutych deter-
gent(."° Stejné jako proteasy musi i amylasy plsobit
v silné alkalickém pH za relativné vysokych teplot.
Pfitom vétSina a-amylas pochazejicich z roda Bacillus
jako jsou enzymy izolované z B. licheniformis (BLA),
B. amyloliquefaciens (BAA) a B. stearothermophilus
(BSA) degraduji Skrob za kyselého pH, tudiz byly
v pracich prascich nepouzitelné. Objev prvni alkalické
o-amylasy byl publikovan v roce 1971"" a od roku 1975
se o-amylasy béZné pouzivaji v pracich prascich™.

Amylasy vsak kromé pH a teploty musi odolévat
pusobeni proteas a oxida¢nim a chelata¢nim cinidlGm.
Pravé posledni dvé jmenovand cinidla délaji védciim
pii aplikaci amylas v pracich prostfedcich nejvétsi
vrasky. Ukazalo se, Ze amylasy nevydrii v prostiedi
s nizkym obsahem védpenatych iontl a jsou velmi sen-
zitivni k oxidacim. V soucasnosti byly publikovany
vysledky o nalezeni a nasledném vylepseni nové alka-
lické o-amylasy AmyK izolované z roku Bacillus izolatu
KSM 137. Jeji termostabilita byla zvySena mistné cile-
nou mutagenezi, kdyZz na zédkladé homologie s BLA
(nejvice termostabilni o-amylasa) odstranili aminoky-
seliny Arg181-Gly182 a Arg124 vymeénili za prolin.
Tento mutant ziskal také rezistenci k chelata¢nim ¢inid-
Itm, ale stile byla tato odolnost nizSi nez u BLA.
Pozdéji tato skupina védcl izolovala dalsi alkalickou
o-amylasu z rodu Bacillus izolatu KSM-K38, pravdépo-
dobné nového druhu rodu Bacillus. Objevena amylasa
AmyK38 pievysuje svou aktivitou a stabilitou viici che-
latatnim a oxida¢nim c¢inidlim enzym BLA. Dokonce
pro pouZiti v pracich prascich mé lepsi optimalni
teplotu s nejvy3si aktivitou enzymu pfi 55 °C. Jedinym
potencidlem pro vylepSeni metodami proteinového
inZenyrstvi je jeji termostabilita. Pfistup racionalniho
designu byl v tomto pfipadé pfekonan nalezenim jiné
nové amylasy.

Lipasy

Zatimco proteasy byly prvné v komer¢nim pracim
prasku poutzity v 60. letech, amylasy v letech 70., prvni
lipasa pro pouziti v pracich prascich byla pfedstavena
az v roce 1988 firmou Novo Nordisk (nyni Novozymes)
v Japonsku.! Vétsina lipas ma pfitom vhodné vlastnosti
pro aplikaci do pracich praskd. Plsobi vétSinou
v neutrélnim az alkalickém pH a nejvyssich aktivit dosa-
huji v rozmezi teplot 30-60 °C."" Navic jsou vétSinou
velmi dobfe odolné k oxida¢nim cCinidlim a nékteré
nejsou vibec zavislé na obsahu vapenatych iontd.
Pro aplikaci do detergentnich prostiedkl se vyuziva



v soucasnosti pfedevsim lipasy Lipolase™ izolované
pivodné z houby Humicola Ilanuginosus (nyni
Thermomyces lanuginosa) exprimované rekombi-
nantné v Aspergillus oryzea a lipolas Lumafast™
a Lipomax™ z rod(i bakterie Pseudomonas.'?'* Objevuji
se v3ak nové lipasy izolované z novych druhd. Lipasa
izolovana z Ralstonia picketii byla v kompozici
s komer¢nimi pracimi prasky o 24 — 27 % Gcinnéjsi
v odstranéni olivového oleje nez samotny praci prasek.
Podobné vysledky byly ziskany také u lipas z Candida
cylindracea a Aspergillus niger."* Velky potencial
pouziti maji samoziejmé opét i enzymy izolované
z extremofild. Sharma a kol. izolovali alkalickou termo-
stabilni lipasu z nového termofilniho druhu rodu
Bacillus RSJ-1. Tato alkalicka lipasa vykazovala nejvyssi
aktivitu pfi pH 8 — 9 za teploty 50 °C a jesté po 120
minutach pii 50 °C si zachovala 90 % své plvodni
aktivity. EDTA jakozto chelata¢ni ¢inidlo neovlivnilo jeji
aktivitu, naopak pfitomnost oxidacnich ¢inidel
a surfaktantd aktivitu redukovala. V pfitomnosti vétsiny
testovanych komercnich detergent si lipasa zachovala
vice jak 55 9% své plvodni aktivity, v nékterych dokon-
ce vice jak 90 %. Svymi vlastnostmi je pfedurcena pro
moznou aplikaci do pracich prostfedkd.'

Skenovanim knihovny konstruované z metagenomu
moiského sedimentu na lipolytickou aktivitu byl nale-
zen gen lipasy aktivni za nizkych teplot EML1. Exprese
tohoto genu v E. coli dala vznik lipase rEML1, ktera
vykazovala nejvyssi aktivitu pfi pH 8 a 25 °C, pficemz
jesté pfi 5 °C si zachovavala 50 % aktivity. Byla testova-
na na stépeni nékolika v pfirodé se vyskytujicich olejt
a nejlépe hydrolyzovala triacylglyceroly s mastnymi
kyselinami, které maiji v fetézci vice jak 8 uhlik. Navic
byla odolnd k detergentnim ¢inidlGm.'® Prestoze jeji
optimalIni pH je o néco nizsi, nez by bylo vhodné pro
pouziti v pracich prascich, je mozna jeji aplikace do
dalSich detergentnich prostfedk( aplikovanych za niz-
kych teplot. Pfipadné zvySeni jejiho optimalniho pH
meto-dami proteinového inzenyrstvi by ji ucinilo vybor-
nym kandiddtem pro poutziti do pracich praskd, které
maji byt Gcinné za nizkych teplot.

V soucasnosti je takovym enzymem Lipolase Ultra™
vyvinutd firmou Novozymes, ktera ma vylepsenou tcin-
nost za teplot pod 20 °C. Nahrazenim zaporné nabité-
ho aspartétu v pozici 96 za neutralni hydrofobni leucin
doslo k redukci odpudivych sil v misté kontaktu
enzymu s lipidem."

Pomaly vyvoj komercni lipasy pouzitelné v deter-
gentnich prostiedcich byl dan predevsim nizkymi
vytézky fermentace a teprve za pouziti rekombinantnich
DNA technik byly vytvofeny lipasy s dobrym pomérem
vykon/cena. Proteinové inZzenyrstvi se pak zaméfilo pre-
devsim na vylepSeni dvou nedostatkd — stability vdci
proteasam a ucinnosti lipas pfi prvnim prani.

Stabilita v(i¢i degradaci proteasami byla u lipasy izo-
lované z P. glumae vylep3ena mistné cilenou mutage-
nezi. Racionalnim podnétem byl obecné znamy fakt,
e vétsina proteas z rodiny subtilisinu a chymotrypsinu
nejsou schopné stépit neobvyklou vazbu na C-termi-
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nalnim konci v misté Stépeni. Mezi takové neobvyklé
vazby patfi i vazba na prolin. Zavedenim mutace H154P
a nasledné S151R byl vytvofen enzym s vysokou
proteolytickou stabilitou.®

Po zavedeni Lipolasy do formulace pracich prostied-
ka vyvoj sméroval k vytvoreni lipasy, ktera bude tcinna
jiz pfi prvnim prani. Efekt lipasy byl totiz viditelny az
po nékolika cyklech prani, pficemz bylo zjisténo,
Ze ma nejvétsi efekt pfi obsahu vody v tkaniné okolo
20 - 40 9%, ¢ili az béhem suseni pradla. Firma
Novozymes dale vylepsila za pomoci proteinového
inZenyrstvi v tomto ohledu Lipolasu a od roku 1995 ji
distribuuje pod nazvem LipoPrime™, ale dalsi vyzkum
této oblasti pokracuje."”

Celulasy a oxidoreduktasy

Celulasy se pfidavaji do pracich praskd za Gcelem
zmék¢ovani a uchovani ,stile nového” vzhledu. Plsobi
pfimo na bavinéna vldkna a odstrariuji Zzmolky vznika-
jici béznym noSenim a pranim a zachovévaji barvu
pradla. Timto plsobenim jsou celulasy unikatni.""”
Byla to pravé alkalicka celulasa z bakterie izolované
z afrického Soda Lake, kterd byla jako prvni extremo-
zym poutZitéd v pracich prostfedcich.™

V soucasnosti se zkouma i moznost nahradit bélici
¢inidla v pracich prascich peroxidasami a oxidasami.
Doposud byla pouzita peroxidasa z Coprinus cireneus
pro zamezeni zapirdni pradla. Enzym byl vyvinut
firmou Novozymes a je distribuovdn pod nasvem
Guardzyme™.!

Zavér

Ve vyvoji modernich pracich prostiedkl hraji hlavni
roli enzymy a jejich vylepSovédni metodami proteino-
vého inZenyrstvi a rekombinantnich DNA technologii.
Se zvySenim Gcinnosti pracich praskd se sniZila jejich
spotieba a zaroven zatizeni Zivotniho prostiedi jak
jejich vylu¢ovanim do odpadnich vod, tak nizsi spotie-
bou obalovych materidlt. Diky enzymim se staly
v piirodé lépe degradovatelné. Velkd mnoizstvi fosfatl
piidavanych ke zmékéeni vody bylo nahrazeno zeolity,
které jiz nevazou ionty ve vodé napevno, ale funguiji
jako iontoménice a jsou pfirodé vlastni.

VyuZitim enzymu z psychrofilnich organism( ¢i gene-
tickymi modifikacemi pouzivanych i novych enzym se
déle snizuje teplota nutnd pro U¢inné odstranéni necis-
tot béhem prani, ¢imZ se sniZuje spotieba energie.
Tim vSim se praci prostiedky staly mnohem pfivétive;jsi
Zivotnimu prostiedi nasi planety a je nezpochybnitelné,
zZe pravé pristup modernich biotechnologii na tom ma
nenahraditelné zasluhy. Ocekéva se, ze kombinaci
pfistupl fizené evoluce s racionalnim designem ¢i se
skenovanim metagenomtd bude moziné nalézt jesté
Gc¢innéjsi enzymy. StéZejnim krokem pfitom zlstava
identifikace vhodnych mutant( z obrovskych knihoven.
Ke tvorbé mensich knihoven s uzdim spektrem mu-
tantd by mohlo pfispét kombinovéni rliznych pfistupt
s udaji z vypocetniho modelovéni, bioinformatiky
a ze strukturnich analyz protein(.
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Souhrn

Spacova M.: Soucasné trendy aplikace enzymii do pracich praski a &isticich prostiedkd

Soucasnym trendem v aplikaci enzymi do pracich praskd a cisticich prostfedkd je vylepSovani vlastnosti pouzivanych enzym@ meto-
dami proteinového inZenyrstvi a rekombinantnich DNA technologii za Gi¢elem ziskat G¢inné&jsi praci nebo ¢istici prostiedek s co nejle-
pSim pomérem vykon-cena za soucasného snizeni spotieby energie pfi prani. Pro vylepseni vlastnosti enzymi, jako je vysoka aktivita
enzymu v Sirokém rozpéti teplot za extrémniho pH a stabilita vi¢i oxida¢nim a chelataé¢nim ¢inidlim, se pouZivaji dva koncepéné
rozdilné pfistupy — raciondlni design a fizena evoluce. V soucasnosti je snaha o kombinaci téchto pfistuptl pro vytvofeni enzym s jesté
lepsimi vlastnostmi. StéZejnim krokem je vak vytvoieni efektivnich metod pro selekci vhodnych mutant(i. ReSerse se na piikladech vyle-
pSeni a objeveni novych enzymi snazi sledovat soucasny trend pfi aplikaci enzym( do pracich praskd.

Klicova slova: proteasy, amylasy, lipasy, celulasy, praci prasky, fizena evoluce, raciondlni design

Summary

Spacova M.: Current trends in the application of enzymes in detergent

In the last decades enzymes applied to detergents are continuously improved for their properties. In order to get more effective deter-
gents with the best ratio performance-cost enzymes are changed by methods of protein engineering and recombinant DNA technolo-
gy and novel enzymes are isolated from various organisms. Ideal enzymes characteristics for application in detergents like activity
in broad range of temperature, in extreme pH and stability against oxidative and chelating agents are acquired by two different appro-
aches - rational design and directed evolution. Recently, there are expectations that significantly improved enzymes can be still made
by combining both approaches or in combination with screening of metagenome. However, the development of methods for selection
of useful mutants from libraries is the crucial step. This review brings an insight into a few examples of recently improved and/or novel
enzymes for application in laundry detergent.

Keywords: proteases, lipases, amylases, cellulases, laundry detergent, directed evolution, rational design
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MIKROBIALNi PRODUKCE CHONDROITINU

Zuzana Bohackova
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Uvod

O produkci mikrobidlnich polysacharidCi posledni
dobou velmi roste zdjem, a to zejména kvili jejich
potencidlnimu vyufziti v biotechnologickych aplikacich.
Je zndmo nékolik patogennich bakterii produkujicich
kapsularni polysacharidy, které vyuzivaji jako ochran-
nou bariéru vi¢i nepfiznivému vnéjSimu prostiedi
a pfipadnym infekénim casticim. Tyto kapsule se vétsi-
nou skladaji z polymert podobnych glykosaminoglyka-
ndm. Glykosaminoglykany jsou také nezbytné struk-
turni  komponenty extracelularni hmoty savcl
a vyuZivaji se pro své jedinec¢né vlastnosti v medicing,
farmacii a kosmetickém primyslu. VétSina komer¢né
dostupnych glykosaminoglykant je ziskavéna ze Zivoci-
Snych zdroji, bakterie by tedy byly idedlnim doplriko-
vym zdrojem glykosaminoglykanovych derivatd. Dnes
se pomoci bakterii vyrabi napf. hyalurononové kyselina
(Streptococci), ktera se dfive extrahovala z hiebinki
slepic. Doposud ale biotechnologicka produkce hepari-
nu a chondroitin sulfatu nebyla ve vétsi skéale zave-
dena. Vysokd poptdvka po téchto polymerech
a védecké usili vsak Gispésné vede k vyvijeni fermenta-
¢nich procesd, které jsou piedmétem tohoto ¢lanku.

Extracelularni hmota a glykosaminoglykany

Extracelularni hmota je gelovity material, ktery
vypliiuje prostor mezi jednotlivymi burikami v tkanich
zvitat a drzi je pohromadé. Zarover je to prostiedi,
skrze které muize mezi burnkami difundovat kyslik
a ziviny. Strukturné je slozena z vlaknitych protein(,
jako jsou kolagen, elastin, fibronektin a laminin,
a z heteropolysacharid(i, zejména glykosaminoglykant
(GAG). Tyto heteropolysacharidy jsou nevétvené poly-
sacharidové fetézce, slozené z opakujicich se disachari-
dovych jednotek. Aspori jeden sacharid v jednotce
obsahuje aminoskupinu, nejcastéji se tedy jednd
o N-actetylglukosamin nebo N-acetylgalaktosamin.
Druhy sacharid vétSinou byva uronova kyselina.
Diky pfitomnosti karboxy- nebo sulfo- skupiny
na sacharidech nesou glykosaminoglykany velky
zdporny naboj.

Na zakladé slozeni disacharidu, typu vazby
a pfitomnosti sulfatovych skupin se glykosamino-
glykany déli do ¢tyr zékladnich skupin: 1) hyaluronany,
2) chondroitin sulfat (CS) a dermatan sulfat (DS),
3) heparan sulfat a heparin, 4) keratan sulfét'.

Chondroitin sulfat
Chondroitin sulfat je vSudypfitomny homopolymerni
glykosaminoglykand obsahujici pouze jeden typ disa-
charidové jednotky (4GIcA 1 — 3 GalNAc, viz Obr. 1).
In vivo, béhem polymerace, se na néj pomoci sulfo-
transferas navazi sulfo-skupiny a vznikd tak polymer
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s O-sulfoskupinami v rdznych pozicich. Chondroitin
sulfaty jsou klasifikovany jako CS-A, B, C, D, E, F,Ka O,
podle toho, jak jsou sulfatovany. Chondroitin sulfaty
extrahované ze zvifecich zdroji jsou pak vétSinou
smési téchto rdznych typld. Tyto rozdily v sulfataci
mohou zplsobovat rizné Gcinky a bylo také zkou-
mano rizné farmaceutické vyuZiti CS*34,
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Obr. 1: Disacharidova jednotka chondroitin sulfatu.

Hojné zastoupeni CS v lidském organismu, u savct
a bezobratlych odrazi jejich centrdlni roli v mnoha bio-
logickych procesech. Mohou fungovat jako regulatory
ristovych faktor(, cytokind, chemokinl, adhesnich
molekul a lipoprotein(, a to diky interakcim mezi
chondroitinovymi sacharidovymi doménami a ligandy
téchto proteind®. K isolaci a analyze bylo pouzito
mnoho rlznych zdrojd, nicméné komerc¢né dostupné
chondroitin sulfaty pochazi vétSinou z hovézi trachei,
nosniho septa vepfe, kufeci hrudni chrupavky, zralo¢i
ploutve a z rybi chrupavky.

Hlavni vyuziti chondroitin sulfdtu je zejména lécba
artritidy, nicméné vyzkumy ukazaly, ze chondroitin sul-
fat ma potencialni vyuziti coby antivirélni a antiinfek¢ni
latka, dale ho Ize uplatnit v tkanové regeneraci
a tkariovém inZenyrstvi nebo jako biomarker pro sledo-
vani nadord'.

Pro vznik kvalitniho farmaceutického produktu je
velmi dullezitd identita a kvalita chondroitin sulfatu.
Potencidlni kontaminanty zahrnuji proteiny ze zdrojo-
vého organismu, organickd rozpoustédla pouzita
v ,downstream” procesech a malé organické molekuly
nebo adjuvans pouzitd pfi purifikaci. DalSim problé-
mem pii pouZiti ZivociSnych zdrojl je také risk prfenosu
vird a prionl, proto by biotechnologickd produkce
této molekuly byla vyhodna.

Kapsularni polysacharidy - biotechnologicky zdroj
glykosaminoglykant

Povrchové polysacharidy produkované nékterymi
bakterialnimi druhy mohou byt rozdéleny do tfi
skupin podle toho, jakym zplsobem jsou pfipojeny
k buné¢nému povrchu a jaké vykazuji vlastnosti. Tyto tfi
skupiny jsou tvofeny: 1) O-antigeny, které jsou sou-



¢asti lipopolysacharidd (LPS), 2) kapsularnimi polysa-
charidy (CPS) a 3) exopolysacharidy (EPS), které
nejsou kovalentné na buriku vazény.

Kapsuldrni polysacharidy jsou kovalentné véazany
k fosfolipidlim ¢i lipidim A v bunéénym membranach.
Typicka kapsule je sloZzena z anionickych polysacharidd,
z rlzné substituovanych nenabitych polymer(i a také
obcas z proteint. Kapsulérni polysacharidy jsou du-
lezité pro adherenci k povrchim, pro patogenesi
a zejména pro svou schopnost odolavat nepfiznivym
vnéjsim vlivim>¢. Déle se také predpoklada, ze kap-
sule chrani pfed baktericidnimi Gcinky bakteriofagd
a komplementem?’.

Nékdy je kapsule slozena z polymerd podobnych
glykosaminoglykantim a v téchto pfipadech je obrana
imunitniho systému pomoci protilatek omezeng,
jelikoz glykosaminoglykany bakterii maji velmi podob-
nou strukturu jako glykosaminoglykany télu vlastni.
Podobnost mezi mikrobialnimi kapsuldrnimi polysa-
charidy a vysoce specialisovanymi slozkami eukaryo-
tické extraceluldrni matrix je zajimava v rdmci vyuZiti
pro biotechnologické aplikace.

Bakterie produkujici kapsularni polysacharidy, jejichz
hlavni slozkou je opakujici se disacharidova jednotka
chondroitinu, jiz byly isolovany, ale pfesto doposud
neni zavedena biotechnologicka produkce na industri-
alni drovni. Problémem je napf. nizkd vytéZznost anebo
bezpec¢nostni otazka pfi kultivaci velkého mnozstvi
patogennich mikroorganismd.

Jako piiklad maze slouzit uropatogenni bakterie
Escherichia coli O5:K4:H4, kterd je schopna syntetizo-
vat kapsuldrni polysacharid, jehoz opakujici se di-
sacharidovad jednotka je slozena z GIcA a GalNAc
a terminalniho furanosového residua fruktosy vaza-
ného pies P vazbu. Tato kostra je podobna nesulfatova-
nému chondroitinu az na pfitomnost residui fruktosy®.
Podobné kmeny Pasteurella multocida typu F vykazuji
schopnost produkce nesulfatovaného chondroitinu®.

Glykosyltransferasy a enzymaticka produkce
chondroitinu

De Angelis pracoval na P. multocida kmenech produ-
kujicich glykosaminoglykany, isoloval a charakterizoval
glykosyltransferasy z P. multocida typu F a vydal patent
na gen pro chondroitinsynthasu a metody s ni spo-
jené'®. Vynalez se zabyva in vitro pouzitim purifikované
glykosyltransferasy k ziskani fetézcG chondroitinu
o specifickém mnozstvi residui'’.

Tento autor také nedavno publikoval metodu
k vyrobé rekombinantniho chondroitinového poly-
meru pomoci exprese genu pro glykosyltransferasu
v rodu Bacillus'.

Fermentacni produkce chondroitinu

Prvni praci na téma biotechnologicka produkce
K4 polysacharidu za vyuziti fermentace byl clanek
od Manzoniho'. Tato prace spocivala ve vsadkové
fermentaci mikroorganismu E. coli 0O5:K4:H4 ve 14-ti

Obr. 2: Escherichia coli K4 pod transmisnim elektronovym mikroskopem, zvétseno 28000x (lit. ).



vsadkova fermentace bakterialni kultury Escherichia coli O5:K4:H4

gt

deaktivace biomasy — zahfati na 80 °C po 10 min

-

ultrafiltrace (tangencialni tok, cut-off 10 — 300 kDa)

-

aplikace proteasy

-

frakcionace K4 nizko- a vysokomolekularnich frakei (10 — 300 kDa)

-

precipitace ethanolem (80% v/v)

-

rekonstituce K4 polysacharidu

gt

sulfatace K4 polysacharidu a zisk 4,6-chondroitinsulfatu

Obr. 3: Produkce chondroitin sulfatu zacinajici od purifikace kapsularnich polysacharid(i ziskanych fermentaci E. coli K4 (lit. ).

litrovém fermentoru. K rdstu bylo pouzito médium jiz
diive zminéné Rodriguezem®. Cely proces trval
pfiblizné 24 hod a maximalni dosazena koncentrace
biomasy byla 2,5g , L' pfi 8 hod experimentalniho
¢asu. K4 kapsularni polysacharidy se vyskytovaly pfeva-
zné v supernatantu v koncentraci 300 mg/L, zbytek
polysacharidi o koncentraci 32 mg/L byl stéle spojen
s bunécnou sténou. K purifikaci kapsulérnich polysa-
charidli ze supernatantu byla pouzita centrifugace,
ultrafiltrace a precipitace. Autofi ovéfili, Ze 70 % extra-
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celularnich K4 polysacharid mélo vysokou molekulo-
vou hmotnost a bylo zadrzeno na 300 kDa ultrafiltracni
membréané. Zbyvajici nizkomolekularni produkty byly
zachyceny ultrafiltraci na 10kDa membrané.

Podobny proces byl patentovan Zoppettim'. Po fer-
mentaci nasledovala purifikace, ktera zahrnovala také
chromatografii a material, ktery byl precipitovan piebyt-
kem ethanolu, byl pouzit k chemické sulfataci budto
v pozici 4 nebo 6 GalNAc, ktery doposud nebyl pozoro-
van v pfirodnim chondroitin sulfatu'.



V poslednich letech je snaha o vyvoj biotechnolo-
gické metody, ktera by umoifiovala produkci
a purifikaci chondroitinu ve velkém meéfitku. Pro tyto
ucely byl vyzkousen pfirozeny producent fruktosilova-
ného chondroitinu, E. coli 05:K4:H4. Hlavni studie
se zaméfila nejdfive na charakteristiku fysiologie E. coli
K4 v experimentu na tfepacce, aby stanovila opti-
malni kultiva¢cni podminky pro rlst mikroorganismu
a korelovala je s produkci polymeru'. Bylo navrieno
jednoduché a ekonomické médium obsahujici glycerol
jako hlavni zdroj uhliku a sojovy pepton jako komp-
lexni zdroj dusiku a toto médium se projevilo jako
Uspésné v malovsadkovych a kontinudlnich experimen-
tech. Fermentacni strategie v kontinualnim moédu byly
vyvinuty na zakladé jednoduchého exponencidlniho
profilu pInéni, aby byla zvySena produkce biomasy a K4

polysacharidu. Byla dosazena maximélni densita bu-
nék 56 g L' a titr kapsularnich polysacharidd roven
1,4 gL', coz 7krat zvysSilo predchozi uvadéné vysledky
(200 mgL", lit.’3).

V patentové publikaci W02008/133350 A1 (lit."")
Suzuki popsal metodu pro produkci chondroitinu, ve
které transformoval kmen E. coli K5 produkujici UDP-
GlcA IPTG indukovanym plastidem (pTrcHis) obsahuji-
cim kfoA a kfoC geny. KfoA gen kéduje UDP-glukosa-
4-epimerasu a kfoC gen chondroitin polymerasu’®.
Plasmid s kfoC genem byl kultivovdan v CYG médiu
a vykazoval findlni vytézek chondroitinu 52 mgL".

Dalsi pfiklady biotechnologickych vyrobnich procest
k zisku chondroitinu nebo CS, budto zalozenych
na enzymatické biotransformaci, nebo na fermenta-
¢nim procesu, jsou uvedeny v tabulce nize.

Tab. 1: Piiklady biotechnologickych vyrobnich procest k zisku chondroitinu nebo chondroitinsulfatu.

mikroiorganismus produkt proces vytézek reference
fenzym
vsadkova fermentace (14 1)
purifikace:
precipitace — Cetavion 80-90 mgL-! lit. 8
opakovana precipitace 80%
EtOH
K4 kapsularni vsadkova fermentace (14 1)
polysacharidy (CPS) purifikace:
ultrafiltrace na 10kDa ;
Eschelrfc!?ia coli el in 200 mgL-" lit:12
05:K4:H4 opakovana precipitace 80%
EtOH
vsadkova fermentace 420 mgL-' K4 lit:. 29
chondroitin-4-sulfat, ; oo
chondrotin-G-sulfata | 9STuidoslace 2 selekdivni . it 15
chondroitin-4,6-disulfat SR
K4 CPS kontinualni fermentace (21) 1,4gL" lit. 18
Escherichia coli - transformace pTrcHis-kfoCA A A
010:K5:H4 chondroitin S 52 mgL lit.
desulfato\(gny chemoenzymaticka synthesa nezminéno lit. 9
chondroitin
klonovani pmCS a in vitro i fit, 10
: ticky test na aktivitu | Moo o0 -
Pasteurella muitocida MR
chondroitinsynthasa pmCS . exprese pmCS v Bacilius spp.
chondroitin rast na tfepacce (150 ml)
purifikace: nezminéno lit. 12
precipitace - Cetylpyridinium
opakovana precipitace EtOH
Bacillus natto chondroitin sulfat rUst na tiepacce 237,7 mgL-! lit. 20
Chondroitinpolymerasa o, in vitro elongace exosacharidu ) w91
Z E. coliK4 Trakesonapdriing chondroitinu pomoci K4 CP .
I@ska chondroitin in vitro elongace CS fetézc( - lit. 22
chondroitinsynthasa
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Zavér nebo adjuvans pouzitd pfi purifikaci. Dalsim problé-

Chondroitin a jeho derivéty jsou ddleZitymi glykosa- mem pii pouZiti Zivocisnych zdrojii je take risk pre-
minoglykany vyuZivanymi v mediciné, farmacii nosu vird a priond, proto by mikrobialni produkce
i kosmetickém pramyslu. Zejména pro farmaceu- chondroitinu ve velkém méfitku byla velmi vyhodna.
tické vyuziti je pozadovana vysokd kvalita tohoto Doposud se podafila produkce chondroitinu a jeho
produktu. Potencialni kontaminanty pfi vyrobé derivatl za vyuziti bakteridlnich kmenl E. coli
ze Zivocidnych zdroji zahrnuji proteiny ze zdrojo- 05:K4:H4 a Pasteurella multocida v laboratornim
vého organismu, organickd rozpoustédla pouzita meéfitku, pfevod technologie do primyslového méfitka

v precistujicich procesech a malé organické molekuly je ve vyvoji.
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Souhrn

Bohackova Z.: Mikrobialni produkce chondroitinu

Chondroitin sulfét je v3udypfitomny homopolymerni glykosaminoglykan obsahujici pouze jeden typ disacharidové jednotky
4GlcA B1 — 3 GalNAc. Glykosaminoglykany jako takové jsou nezbytné strukturni komponenty extracelularni hmoty savcll a vyuZivaji se
pro své jedine¢né vlastnosti v medicing, farmacii a kosmetickém praimyslu. Vétsina komeréné dostupnych glykosaminoglykant je dopo-
sud ziskdvana ze Zivocisnych zdrojd, bakterie by tedy byly idedlnim doplitkovym zdrojem glykosaminoglykanovych derivata.
Biotechnologicka produkce heparinu a chondroitin sulfatu ale doposud nebyla ve vétsi skale zavedena. Vysoka poptavka po téchto poly-
merech a védecké Usili v3ak uspésné vede k vyvijeni téchto fermentaénich procest.

Klicova slova: chondroitin sulfat, glykosaminoglykan

Summary

Bohackova Z.: Microbial production of chondroitin

Chondroitin sulphate is a ubiquitous homopolymeric glycosaminoglycan containing only one type of disaccharide unit
4GlcA B1 — 3 GalNAc. Glycosaminoglycans as such are inevitable structural components of mammalian extracellular matrix and for their
exceptional properties they are being used in medicine, pharmacy and cosmetic industry. Majority of commercially available glycosami-
noglycans is still recovered from animal sources; therefore bacteria would be an ideal additional source of glycosaminoglycan deriva-
tes. Despite this, biotechnological production of heparin and chondroitin sulphate has not been implemented on bigger scale yet.
However, high demand after these polymers and scientific effort are successfully leading to development of these fermentation
processes.

Keywords: chondroitin sulphate, glycosaminoglycan
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PREHLED PRiISTUPU K OVLIVNENIi VLASTNOSTi ENZYMU

Iva Hlavackova

Ustav biochemie a mikrobiologie, VSCHT Praha, iva.hlavackova@vscht.cz

Uvod

Enzymy jsou jako biokatalyzatory vyuzivany v mnoha
pramyslovych odvétvich a své misto maji i v medi-
cinskych aplikacich. V primyslovych procesech zvy3uji
konversi a kontrolovatelnost reakci a omezuji mnozstvi
vedlejsich produktt, snizuji spotfebu energie a dovolu;ji
vyuziti obnovitelnych zdrojd. PouZiti enzymovych
technologii ma vsak svd omezeni, a to nejen proto,
ze reakce uspésné probihajici ve zkumavce vypada
zcela jinak v primyslovém meéfitku. Na enzymy jsou
kladeny vysoké néroky z hlediska jejich stability (tep-
lotni, v rozpoustédlech a pfi skladovani), katalytické
aktivity a specifity. Pro nové aplikace jsou mnohdy
zadouci enzymy s novymi vlastnostmi, jako je jind sub-
stratova specifita, schopnost katalyzovat jiné reakce
nebo odlisné pH optimum. Nejdéle pouzivanym zpUso-
bem zvySeni stability enzym( je imobilizace. Déle Ize
poutzit stabiliza¢ni ¢inidla nebo kovalentni modifikace.
Vlastnosti enzym( Ize také caste¢né ovlivnit zménou
podminek, v nichz probiha reakce, mlze to byt napf.
zména rozpoustédla ¢i tlaku. Novéjsimi metodami jsou
rekombinantni techniky vyuzivajici postupy racionalni
nebo kombinatorické.

Stabilizace enzymli pomoci stabiliza¢nich cinidel

Stabilitu rozpustnych enzym( Ize zvysit pfidavkem
sacharidd ¢i polymerd, které svou pfitomnosti znevy-
hodnuji rozbalovani proteinu a tim stabilizuji jeho ter-
ciarni (i kvarterni) strukturu. Dale je moiné pouzit
pridavek sloucenin interagujicich s vodou (glycerol)
nebo dal3ich sloucenin (ionty a iontové slouceniny).'

Stabilizace enzymii pomoci kovalentnich modikaci

Casto pouzivanymi modifikaénimi ¢inidly jsou slouce-
niny na bazi sacharid. Vneseny sacharidovy fetézec
umoziiuje tvorbu novych vazeb, intermolekulédrnich
i intramolekularnich a timto zplsobem ziejmé cukerné
zbytky v glykoproteinech zvy3uji stabilitu molekuly vici
teploté, proteolyze, a chemickym denatura¢nim cinid-
[Gm.? 3 Modifikace enzymu muze byt provadéna mono-
sacharidy (glukosa, fruktosa), redukujicimi disacharidy
(maltosa, laktosa), ale i polysacharidy (Skrob, celulosa).
Polysacharidy maji na stabilizaci enzymu vétsi ucinek
nez monosacharidy nebo disacharidy. V pfipadé, ze se
jako modifika¢ni ¢inidlo pouzije bifunkéni slouc¢enina
(glutaraldehyd, bisdiazobenzidin, hexamethylen diiso-
kyanat), dojde k prokfizeni molekul enzymu a tim
k jeho zesiténi. Prokfizeni enzymu vede k vy$si termo-
stabilité a zvySeni aktivity v nepolarnich organickych
rozpoustédlech. Timto zplsobem Ize zvysit i stabilitu
vicepodjednotkovych enzym.'
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Imobilizace a stabilizace enzymii

Pfi imobilizaci je enzym uzavien do omezené oblasti
pii soucasném zachovani jeho aktivity. Ve vétSiné pfi-
padl jsou imobilizaci pfiznivé ovlivnény vlastnosti
enzymu jako je termostabilita, stabilita v SirSim spektru
hodnot pH a stabilita pfi skladovani. V pfipadé vicepod-
jednotkovych enzym@ se sniZi riziko disociace podjed-
notek. Enzym maze byt v imobilizované formé pouzit
opakované a kontinudlné. DalSim pfinosem imobiliza-
ce je snadnd izolace a purifikace produktu enzymové
reakce. Prestoze s sebou imobilizace pfindsi fadu
vyhod, je nutné zvazit i nékterd negativa spojena
s touto technikou. Pfi imobilizaci obvykle dochazi
k castecné ztraté katalytické aktivity a snizeni afinity
enzymu k substratu.*

Velmi casto se imobilizace provadi pomoci vazby
na pevné nosice, které mohou byt porézni i neporézni.
Nejstarsi a nejjednodussi metodou imobilizace je fyzi-
kalni adsorpce, pfi niz ale ¢asto dochazi k uvolfiovéni
enzymd. Lepsi vysledky jsou pfi vazbé enzymu na ione-
xy, kde je vsak nutna volba optimélniho pH pro nava-
zani. Vyhodou nekovalentniho zplsobu imobilizase je
zachovani vysoké aktivity enzymu a moznost opétovné-
ho pouziti nosi¢e. Nejpevnéji je enzym na nosi¢ nava-
zan v piipadé kovalentni imobilizace, ktera je zaloZena
na chemické reakci funkénich skupin pfislusného
nosice a proteinu. V pfipadé glykoproteinli mohou byt
k ukotveni vyuzity také sacharidové fetézce. Nevyhodou
kovalentni imobilizace je riziko snizeni katalytické akti-
vity, jako ddsledek reakce aminokyselinového zbytku,
ktery se nachazi v aktivnim misté. Toto riziko Ize vsak
odstranit imobilizovanim enzymu pomoci protilatky
proti nému nebo pomoci mistné cilené mutageneze.>¢

Enzym také muze byt zabudovan do gelu (polyakry-
lamid, agarosa), do polopropustné membrany (duta
vlakna, ultrafiltra¢ni membrany) nebo uchovan
v podobé kapsule obalené vrstvou polymerniho mate-
ridlu. Pfi imobilizaci enzymu do kapsuli nedochazi
k Zddnym chemickym interakcim mezi enzymem
a polymerem, proto je metoda vhodna pro imobilizaci
citlivych proteinG. Vyhodou této metody je také
moznost imobilizace vice enzymi nebo celych bunék ¢i
jejich casti do jedné kapsule.” Enkapsulaci do polyme-
ru nebo do magnetické vrstvy lze vytvofit i nanocastice
obsahujici pravé jednu molekulu enzymu. Vrstva obklo-
pujici enzym je velmi tenka a porézni, proto nebrani
pfistupu substratu do aktivniho mista ani oddisocio-
vani produktu. ®

Enzymy v organickych rozpoustédlech

Pro enzymové reakce je pfirozené vodné prostiedi,
ale nékteré substraty se ve vodé rozpousti jen velmi



Spatné nebo viibec. Tento problém lze vyfesit pouzitim
nevodnych prostiedi nebo smésnych (voda+organické
rozpoustédlo). V organickych rozpoustédlech vsak
dochazi ke ztraté enzymové aktivity az o nékolik fadd
oproti vodé. Aktivitu enzym( lze v téchto rozpoustéd-
lech zvysit, pokud pfi lyofilizaci enzymu pfiddme kos-
motropni cinidlo (napi. KCl) nebo jejich kombinaci.
Kosmotropni soli interaguji s vodou a zvysuji hydrataci
proteinu, pfidavek téchto soli nejspiSe zvySuje pocet
kataliticky aktivnich mist. DalSim typem médii jsou
nevodna polarni rozpoustédla. Typicky obsahuji 1-alkyl-
3-methylimidazolové soli v PF, nebo BF,, jsou tekuta
v Sirokém rozmezi teplot a rozpousti velké mnozstvi
sloucenin. V téchto rozpoustédlech nedochézi k tak
velké ztrété enzymové aktivity jako v nepoldrnich
rozpoustédlech, v nékterych pfipadech dochézi ke sta-
bilizaci enzymu nebo také zvyseni enantioselektivity.?

Vysoky tlak jako stabilisacni Cinidlo

Ve vétsiné pripadt vysoky tlak enzymy inaktivuje.
Jsou vsak piipady, kdy je tomu naopak a vysoky tlak
muiZe enzymy stabilizovat ¢i zvysit jejich aktivitu. Prav-
dépodobné se tak déje diky zméné reakéniho mecha-
nismu, pfimé zméné ve struktufe enzymu nebo vlivem
zmény fyzikalnich vlastnosti (viskozita, pH) rozpoustédla
nebo substratu. Viysoky tlak muize stabilizovat jedno-
duché enzymy i enzymy s vice podjednotkami.”

Racionalni rekombinantni techniky

V pfipadé, ze je zndma struktura enzymu, reakéni
mechanismus katalyzy a pfipadné mechanismus sbalo-
vani, Ize navrhnout vhodné modifikace, genetické ci
chemické, které povedou ke zlepSeni nékterych vlast-
nosti enzymu. Existuje nékolik strategii navrhu vhodné
modifikace pro stabilizaci enzymu, jednou z nich je rigi-
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Souhrn

Hlavackova 1.: Piehled pfistupii k ovlivnéni vlastnosti enzymt

difikace struktury. Mize se ji docilit napfiklad vklada-
nim disulfidovych nebo solnych mustk( a optimalizaci
helixt. Pomoci cilené mutageneze Ize ziskat i enzymy
s vys3i stabilitou vici teploté nebo stabilni pfi jiném pH
a stabilizovat vicepodjednotkové enzymy." '' Jinym
moznym postupem pro ziskani nového termosta-
bilniho enzymu je vytvofeni chimérniho proteinu
z homolognich enzym( s rliznymi teplotnimi optimy.2

Kombinatorické rekombinantni techniky

Kombinatorické techniky vyuZivaji tzv. fizené evoluce,
jejimz myslenkovym zakladem je napodobeni pfirodni
evoluce. | kdyz se jedna o napodobeni pfirodniho déje,
jsou produkovany molekuly, které by pfirozenou evo-
luci vzniknout nemohly, jsou vSak vhodné&;jsi pro primy-
slové aplikace. Nejdfive se vytvofi velkd knihovna
mutantl za cileného vyuZiti procesti zpUsobujicich
ndhodné zmény genetické informace, mize se jednat
o plsobeni chemickych ¢i fyzikdlnich mutagen(,
error-prone PCR, DNA shuffling nebo pouziti kmend
s oslabenymi opravnymi mechanismy. Nasledné se
provede selekce Gspésnych variant a jejich namnozeni.
Vétsinou cely proces probéhne vicekrat, vidy s mutanty
vybranymi v pfedchozim cyklu.

Zavér

Cilem tohoto textu bylo stru¢né seznameni ctenare
se soucasnymi metodami ovlivnéni vlastnosti enzymd.
Kromé starsich technik zalozenych na stabilizaci enzy-
mu (imobilizace, stabiliza¢ni ¢inidla, kovalentni modifi-
kace) a optimalizace média pro reakce se stéle vice
rozvijeji nové metody zalozené na pouZziti rekombi-
nantnich technik. Potencidl téchto rekombinantnich
metod je hlavné v moznosti ziskani novych enzymo-
vych vlastnosti.

8. Hegedus |, Nagy E: Chem Eng Sci 64, 1053 (2009).

9. Panke S, Wuuolts MG: Curr Opin Biotechnol 13,
111 (2002).

10. Eisenmenger MJ, Reyes-De-Corcuera JI: Enzyme
Microb Technol 45, 331 (2009).

11. Eijsink VGH, Bj rk A, Gaseidnes S, et al.: J
Biotechnol 113, 105 (2004).

12. Kamondi S, Szilagyi A, Barna L, et al.. Biochem
Biophys Res Commun 374, 725 (2008).

Enzymy jsou jako biokatalyzatory s prospéchem vyuZivany v mnoha prdmyslovych odvétvich. Pouziti enzymovych technologii je omeze-
no nizkou stabilitou enzym pfi technologickych vyrobnich procesech. Na enzymy jsou kladeny vysoké naroky z hlediska jejich stability
(pfi skladovani, teplotni a v rozpoustédlech), katalytické aktivity a specifity. Casto jsou potfeba enzymy s novymi vlastnostmi. Nejdéle
pouzivanym zplsobem zvyseni stability enzym( je imobilizace, dale Ize pouzit stabiliza¢ni ¢inidla nebo kovalentni modifikace. Vlastnosti

metodami umoziiujicimi ziskat enzymy s novymi vlastnostmi jsou rekombinantni techniky vyuzivajici postupy racionélni nebo kombina-

torické.

Klicova slova: enzymy, enzymové inZenyrstvi, imobilizace, rekombinantni techniky



Summary

Hlavackova 1.: An overview of approaches to influence the properties of enzymes

Enzymes as biocatalysts are used with benefit in many industrial processes. The use of enzyme technology is limited by the low stabi-
lity of enzymes in technological production processes. The technological processes are demanding in terms of enzyme stability (during
storage, temperature stability and stability in organic solvents), catalytic activity and specificity. There are often needs for enzymes with
new properties. The longest used way to enhance the stability of the enzyme is immobilization, also the stabilizing agents can be used,
or covalent modifications. Properties of enzymes may also be partially affected by changing conditions in which the reaction takes place,
a solvent or pressure can be changed for example. Newer methods which allow production of enzymes with new properties are recom-
binant techniques using rational and combinatorial methods.

Keywords: enzymes, enzyme engineering, immobilization, recombinant technology
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