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1. Uvod

Baeyerove-Villigerove (BV) oxidacie predstavuja
silni metodiku organickej syntézy na vlozenie kyslika
medzi dva atomy uhlika spojené vézbou. Typickymi rea-
gentmi s peroxy kyseliny ¢i peroxid vodika. Od objavu
reakcie A. Baeyerom a V. Villigerom v roku 1899 (cit.") sa
dosiahol pokrok v pochopeni mechanizmu aj pri predpove-
dani migracnych preferencii. BV oxidécia cyklickych ke-
tonov umoznuje syntézu asymetrickych laktonov, cennych
medziproduktov v organickej syntéze. Aj ked pristupy
s vyuzitim organokovovych &inidiel?, &i environmentalne
prijatelna oxidéacia v kvapalnej fize pouZitim chemicky
modifikovaného silikagélu® sa zlep3uju, efektivna priprava
tejto triedy zlicenin sa stdva doménou biokatalytickych
metdd. Bioekvivalentom chemickych katalyzatorov st
enzymy monooxygenazy (MO). Patria do podtriedy rodiny
oxygenaz. MO st schopné vlozit’ jeden atdm molekularne-
ho kyslika do organického substratu. Druhy atéom je redu-
kovany za tvorby vody. MO urychl'uji hydroxylacie alifa-
tickych a aromatickych alkoholov, epoxidécie alkénov,
heteroatomové oxidacie, ako aj BV transformacie. Baeye-
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Obr. 1. Vznik a pasobenie flavin-4a-hydroperoxidu vo flavoenzymoch'
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rove-Villigerove monooxygenazy (BVMO) hraju délezita
ulohu v metabolickych drahach. Katalyzuju krok v degra-
dacii acetonu®, cyklickych alifatickych ketonov’, linear-
nych ketonov®. Podielajii sa na konverziach steroidov’,
biosyntéze seskviterpenoidov®, aflatoxinov’. Nasli sa aj
MO schopné oxidovat’ Siroku Skalu syntetickych substra-
tov. Niektoré z tychto enzymov si  enantio-
komplementarne'®. S rozvojom génového inZinierstva sa
otvorila cesta pre konstrukciu geneticky modifikovanych
mikroorganizmov s nadexpresiou génov kddujlcich po-
trebné enzymy.

2. Mechanizmus BVMO

V8eobecne prijimany mechanizmus enzymatickej BV
oxidacie sa opiera o vysledky ziskané pre cyklohexandn-
monooxygenazu (CHMO), izolovanu z Acinetobacter cal-
coaceticus NCIMB 9871 (cit.'"). Enzgm ma FAD ako
prosteticktl skupinu. Jeho substratmi st NADPH a kyslik.
Biokatalyticky proces je spustany redukciou flavinadenin-
dinukleotidu FAD (obr. 1). Nasleduje oxid4cia kyslika za
vzniku flavinperoxidového anionu. Ten je oxidacnym nuk-
leofilngm ¢&inidlom v BV reakcii. Uto¢i na karbonylovi
skupinu  substratu, vznika tetraédricky = Criegeeho
intermediat'>. Preskupenim vznika lakton a 4a-hydroxy-
flavin. Katalyticky cyklus je uzavrety odstranenim vody za
tvorby FAD, uvol'nenim produktu a kofaktoru. Bolo doka-
zané, ze pre migraciu alkylu a odstranenie karboxylovej
kyseliny: 7) migrujuca CC vézba musi byt v antiperipla-
narnej pozicii voci peroxy vizbe a i) uvolnenie elektronu
z atomu kyslika na povodne pripojeny migrujuci subjekt
ma zasadny vyznam pre zmenu alkylu a vyzaduje volny
par v anti-polohe na atome kyslika'® (obr. 2). Izotopovo
znacené substraty potvrdili, Ze fragmentacia tetraédrického
intermediatu pri oxidaciach katalyzovanych BVMO pre-
bicha so zachovanou konfiguraciou na migrujucom centre,
podobne ako pri chemickej oxidacii'*. Z tohto dévodu je
mozné, aby CHMO katalyzovali regio- a enantioselektivne
oxidacie tym, Ze povolia len jednu CC vizbu v antiperipla-
narnom usporiadani k OO vizbe v Criegeeho intermediate.
Vzhl'adom k tomu, ze FAD je pevne viazany na enzym,
interakcie substratu s aminokyselinami v aktivnom mieste
ovplyviuji toto usporiadanie a vyber migracnej skupiny.

Tento mechanizmus sluzi ako vzor pre ostatné
BVMO; NADH ako aj NADPH sa vyskytuju ako kofakto-
ry pre MO a prosteticka skupina FAD moéze byt nahradena
flavinmononukleotidlom FMN'®. Na zaklade krystalovej
Struktary fenylacetonmonooxygenazy (PAMO) sa zistilo,
ze aktivne miesto obsahuje konzervovany arginin (R337).
Ten bol navrhnuty ako stabilizaény agens peroxyflavinu'.
Zistenie BVMO Struktir prinieslo svetlo v mnohych otaz-
kach fungovania tychto enzymov, ale detaily jednotlivych
katalytickych krokov ostdvaju neobjasnené: Ako BVMO
stabilizuju peroxyflavinovy medziprodukt? Aké konfor-
macné zmeny nastavaju v enzyme pocas celého katalytic-
kého cyklu?
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Migrujuca
skupina

Obr. 2. Stereoelektrénové naroky pre migraciu''

3. Syntetické aplikacie

Vysoka selektivita, minimalny negativny efekt na
zivotné prostredie a fakt, ze E. coli/BVMO mozu byt l'ah-
ko nakultivované, ich ¢ini hodnotnymi néstrojmi v rukach
chemikov. S poctom BVMO nadexpresnych systémov
rastie Skdla enantioCistych laktonov a esterov pripravenych
cestami biotransformacie. Mnoho laktonov je klucovych
v syntéze bioaktivnych latok, a preto su vysoko Ziadanymi
chemikdliami'’.

Bicyklické  laktony st doleZité v syntéze
prostaglandinov'” zodpovednych za kontrakciu a relaxciu
hladkého svalstva, stahy a dilataciu ciev, kontrolu krvného
tlaku, modulaciu zapalovych reakcii. Pouzivaji sa aj pri
priprave cyklosarkomycinu s protinadorovymi tGé¢inkami'®.
Dnes sa niektoré bicyklické laktony daju pripravit’ biooxi-
daciou racemického substratu v kilogramovych mnoz-
stvach niekol’kymi dostupnymi BVMO'". Celobunkové
rekombinantné E. coli s CHMO boli pouzité v 55 litrovom
reaktore v prevadzke firmy Sigma-Aldrich®.

y-Butyrolaktény zohravaju tlohu v syntéze terapeutic-
kych latok?'. Baklofén, agonista kyseliny y-amino-
maslovej, bol syntetizovany z prochiralneho 3-p-chlo-
rofenyl-cyklobutanénu. Pozadovana chiralita sa dosiahla
BV oxidaciou uskuto¢nenou vlaknitou hubou Cunningha-
mella echinulata®. 7 y-butyrolaktonu mézu byt syntetizo-
vané B-aminokyseliny®. y-Butyrolaktony st medziproduk-
tami pri syntéze lignanov znamych pre svoje antileukemic-
ké, antiviralne, antifungalne a antineoplastické uginky**;
pri syntéze inhibitora RNA polymerazy>, tirandamycinu®®;
pri syntéze inhibitora fosfatdzy serinu/treoninu, kalykulinu
A (cit.”). y-Butyrolaktény vznikaju spontannym preskupe-
nim kaprolakténov, ktoré st produktami oxidacie 4-hydro-
xycyklohexanénov.

Heterobicyklické laktony sa vyuzivaji pri vyrobe
antibiotika (+)-showdomycinu, halogénovaného sekundar-
neho metabolitu ¢ervenych rias (+)-trans-kumazinu alebo
analogov goniofufurdnu, ktoré st cytotoxické pre l'udské
rakovinové bunky®®.

6-Valerolaktony st délezitymi stavebnymi ¢lankami
syntéz. Su vyuzivané v syntéze leukotriénu B5 (cit.”),
konstanolaktonu™ a feroménu komara®'. Substituované
laktony, rovnako ako ich keténové prekurzory, su casto
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spojené s prijemnymi vOnami a si pouzivané v parfémoch
a arémach.

Mnoho neddvno objavenych BVMO potrebuje roz-
siahlejSi testovanie na identifikaciu plného rozsahu ich
substratovej zdkladne a selektivity. S komplexnejSimi pro-
filmi tychto enzymov a ich mutantov sa objavia nové bio-
katalytické cesty k inym dolezitym stavebnym ¢Elankom
organickej syntézy'®.

Kysliku ako substratu BV biooxidécie sa nevenuje
dostato¢na pozornost. Jeho rozpustnost v roztokoch je
nizka, preto sa predpoklada, Ze jeho koncentracia v médiu
modze byt limitujucim faktorom rychlosti bioreakcie. Ok-
rem technickej narocnosti merania aj toto je dovodom,
pre¢o doteraz nebolo namerané K, BVMO pre kyslik.
Tento fakt obmedzuje kinetické modelovanie biotechnolo-
gického procesu len na empiricku rovinu. Koimobilizacia
biokatalyzatora s kyslikovymi nosi¢mi, ktord pomohla
glukoza oxidaze zvysit aktivitu takmer dvojnasobne®, by

Tabul’ka I

Referat

mohla sluzit’ ako predloha pre BVMO.

4. Enzymova selektivita

BVMO su unikatne vo svojej vysokej stereospecifici-
te, a zaroven maju Siroka substratovu zékladiu. T4 je popri
prirodnych obohatend o vela syntetickych substratov
(tab. I). Zvlastnu selektivitu BVMO spociatku pomahalo
vysvetlit modelovanie aktivneho centra enzymov. Boli
vytvorené viaceré modely, ktoré sa snazili predpovedat
selektivitu ¢i uz na zéklade priestorového usporiadania
(napr. cubic space model®®) alebo mechanizmu reakcie®.
Od roku 2004 je znama prva krystalova Struktira BVMO,
a to termostabilnej PAMO (cit.*"). Neskor sa podarilo
krystalizovat aj CHMO®, ale krystalova Struktira vacsiny
BVMO je nad’alej nezndma.

Prehl'ad BVMO s EC ¢islom a mikroorganizmom, z ktorého pochadzaju a substratmi, ktoré¢ dokazu oxidovat’

Enzym EC cislo Skr. Mikroorganizmus Substratova zakladna
Cyklopentanon EC1.14.13.16 CPMO Comamonas sp.> aromatické ketony™
monooxygenaza’>> (pdvodne Pseudomonas sp.*’)  konjugované ketony™
Cyclohexanon EC 1.14.13.22 CHMO Acinetobacter sp.** cyklické, bicyklické,
monooxygenaza®* Arthrobacter sp.* tricyklickeé,
Brachymonas sp.*' heterocyklické ketony®’
Brevibacterium® sulfidy®
Exophiala jeanselmei® ditiény, ditiolany’’
Nocardia sp. 10 terciarne, sekundarne
Rhodococcus sp.*° a hydroxylaminy*®
Xanthobacter sp.** epoxidacie dimetyl a dietyl
vinyl fosfatu®
(Keto)steroidna EC1.14.13.54 (K)SMO Cylindrocarpon radicicola® zli¢eniny pribuzné steroidom
monooxygenéza>® Rhodococcus rhodochrous® zapojené do metabolickych
Aspergillus tamarii*® drah®
Penicillium sp.*’
4-Hydroxyacetofenon EC 1.14.13.84 HAPMO Pseudomonas fluorescens® aryl ketony, alifatické,
monooxygenaza’® Pseudomonas putida® aromatické a heteroaromatic-
ké ketony, sulfidy®
Fenylaceton EC 1.14.13.92 PAMO Mycobacterium tuberculosis®  aromatické, alifatické ketony
monooxygendza®’ Thermobifida fusca® a sulfidy®
Monocyklicka EC MMKMO Rhodococcus e}jzthropolis38 monocyklické monoterpénoveé
monoterpén 1.14.13.105 ketony a substituované
keton cyklohexanény™
monooxygenélza38
Alifaticka ketén - AKMO Mycobacterium tuberculosis™®  alifatické ketony s kratkym
monooxygenaza'® Pseudomonas fluorescens’' otvorenym retazcom”'
Pseudomonas putida’®
Cyklododekanén - CDMO Rhodococcus ruber™ dlhoretazcové cyklické
monooxygenaza'® ketony™
Cyklopentadekanon - CPDMO Pseudomonas sp.5 dlhé (C15) a kratke (C5, C6)

.16
monooxygenaza

cyklické a bicyklické ketony®
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Vdaka zisteniu kryStalovej Struktiry PAMO sa poda-
rilo ozrejmit’ jej stereospecificitu napr. pre kinetické rozli-
Senie linedrnych N-chranenych P-aminoketénov. Vysvet-
l'uje sa stérickymi obmedzeniami v aktivnom mieste enzy-
mu v dosledku predizenej slucky z aminokyselinovych
zvySkov 440446 v blizkosti reaktivnej peroxy-skupiny
FAD (cit.*®). Naopak CHMO z Rhodococcus sp. predizenti
slu¢ku nema, vznika vicsie ,,vrecko®, don sa moze viazat
tak (S)-, ako aj (R)-enantiomér a dochadza k neselektivnej
konverzii.

Aj napriek zisteniu kryStalovej Struktiry niektorych
BVMO, dovody restrikcie mnohych substratov enzymami
nie su zname. Napriklad porovnanim krystalovej Struktiry
PAMO a modelu SMO sa nepodarilo zistit, ktoré¢ zvysky
v PAMO brénia konverzii steroidov®’.

5. Problémy BV biooxidacii a ,,scale-up“ procesu

Tak ako vSetky procesy v biotechnologii, aj BV oxi-
dacie sa potykaju s prekazkami, ktoré treba eliminovat,
aby sa navrhol ekonomicky vyhodny systém. V pripade
BV reakcii sa okrem tradi¢nej bilancie, ¢o najlacnejsich
substratov a ¢o najcistejSicho a trhovo Uspesného produk-
tu, pridavaju aj iné problémy.

Jednym je hladanie vhodného biokatalyzatora. Mno-
ho mikroorganizmov ma v genome kdédované BVMO.
Vicsinou maji nizku aktivitu. Preto sa pristipilo k dizaj-
novaniu rekombinantnych buniek s nadexpresiou prislus-
nej MO. Pre BV oxidécie je rekombinantny celobunkovy
systém vyhodny z hl'adiska regeneracie kofaktora hostitel’-
skou bunkou. Vyuzitie izolovanych BVMO je z pohladu
lability a purifikacie zatial’ malo efektivne. Zvysit’ stabilitu
biokatalyzatora by mala pomoct’ imobilizécia.

Dalsim problémom je toxicita niektorych substratov
reakcie. In situ SFPR (dodavanie substratu a odoberanie
produktu = z angl. Substrate Feeding Product Removal)
tento problém, zda sa, dokéaze riesit. Biokatalyticky proces
vyuzivajici adsorpénu Zivicu prekonava limitacie inhibicie
substratom a produktom. Tento proces bol aplikovany na
preparativnu oxidaciu (-)-(1S, 5R)-bicyklo[3.2.0.]hept-2-
-6n-6-6nu (cit.*®).

Pri optimalizacii procesu nemozno zabudnut’ na kys-
lik. Do systtmu sa moéze dodavat prevzduSnovanim
(vzduchom ¢i priamo kyslikom), ¢o mdze na druhej strane
sposobit’ prchanie volatilnych substratov. Zasobovanie
kyslikom a kontrola parametrov bioprocesu st rozhoduji-
ce. Vzt'ah medzi hustotou biomasy a dodavanim kyslika v in
situ SFPR celobunkovej BV oxidacii bol prestudovany®.

BV oxidacia bola uskuto¢nena v kilogramovom me-
ritku. Racemicky substrat bicyklo[3.2.0.]hept-2-én-6-6n
bol premeneny s takmer 100% enantiomérnou Cistotou.
Bola pouZzitd kombinécia in situ SFPR, kontrola pritokova-
nia glycerolu a vylepSenie okysli¢ovania’. Z hladiska
dosiahnutych vytazkov aj separacie produktu bol uspeSny
scale-up biooxidacie z laboratéria do poloprevadzky
(200 dm®)"".
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6. Vyber biokatalyzatora

BVMO su zavislé na kofaktoroch, ¢o komplikuje ich
vyuzivanie. Flavin je pevne viazany na enzym a regeneruje
sa v katalytickom cykle. NAD(P)H vsak musi byt dodava-
né v ekvimoldrnom pomere. Vzhl'adom k jeho cene by mal
byt in situ recyklovany (i) v druhej enzymatickej reakcii
alebo (ii) v metabolizme bunky'’. Konvenény pristup rege-
neracie BVMO cez NADPH bol porovnany so zjednoduse-
nym modelom vyuZivajucim svetlo a flavin’®. Flavin méze
byt fotochemicky redukovany elektronovym donorom
(EDTA). Tento pristup je atraktivny, ale zatial' malo efek-
tivny.

6.1. Izolované enzymy

NAD(P)", kofaktor BVMO, sa moze daliim enzy-
mom redukovat’ na tkor pridaného podporného substratu
ako donora. Dvojenzymovy systém musi byt uskutocneny
in situ a reakéné podmienky musia byt pre oba enzymy
kompatibilné. To komplikuje pouZitie tychto systémov pre
synteticku chémiu'®. Najpouzivanejsia metoda na recykla-
ciu NADH vyuziva format dehydrogenazu (FDH), ktora
katalyzuje oxidaciu formatu”® na CO,. Pomocny substrat
ani vedlajs$i produkt nespdsobujui inaktivaciu ¢i inhibiciu
a mozu byt I'ahko odstranené z reakénej zmesi. Rovnova-
ha sa posuva v prospech tvorby prchavého CO,, teda reak-
cia prebicha v pozadovanom smere. FDH je komercne
dostupnd a moze byt imobilizovana.

Az donedavna sa ako najefektivnejs$ia metoda regene-
racie NADPH pouzival systém glukdza-6-fosfat (G6P)/
glukoza-6-fosfat dehydrogenaza (G6PDH). G6PDH z Leu-
conostoc mesenteroides je lacna, stabilna a prijima NAD"
aj NADP" (cit.”"). Nevyhodou je vysoka cena G6P. Vylep-
Senie priniesla mutantnd format dehydrogendza z Pseudo-
monas sp., ktorej aktivne miesto bolo zmenené viacbodo-
vou riadenou mutagenézou” tak, aby spiialo priestorové
poziadavky pre NADP". Tento systém bol uspesne pouzity
pre biotransformacie izolovanymi CHMO (cit.”®).

Riesenie problému regeneracie kofaktorov BV oxida-
cii je tzv. ,.closed-loop* syst¢tm. BVMO bola spojena
s alkoholdehydrogendzou (ADH) z Thermoanaerobium
brockii. Dehydrogenaza premeni alkoholovy substrat na
keton, zatial’ o sa NADP" redukuje. V ndslednom enzy-
matickom kroku BVMO premeni keton na lakton a rege-
neruje NADP. T4to metdda bola optimalizovana pouZitim
makromolekulového koenzymu polyetylénglykol-NADPH
v membranovom reaktore’’. Miesto hydroxy-prekurzora
moézu byt na recyklaciu kofaktora pouzité aj iné alkoholy,
napr. 2-propanol. Takéto systémy boli navrhnuté pre vel-
kokapacitné fermentécie’.

Roku 2008 bol pripraveny fluzny protein z BVMO
a fosfit dehydrogenazy. Tento enzym efektivne uskutocnil
BV oxidacie pouzitim bezbunkového systému’.

Okrem enzymatickej regeneracie kofaktoru sa testuje
aj elektrochemickd a fotochemickd regeneracia. Napriklad
pouzitim oxidu cini¢itého na elektrode sa moze dosiahnut
vysokoefektivna elektrochemické regeneracia nikotinami-
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dovych kofaktorov bez mediatora™. Fotochemickou rege-
neraciou NADH vyuzivajicou viditeI'né svetlo absorbova-
né TiO, obsahujicim uhlik a [Cp*Rh(bpy)(HZO)]2+ ako
katalyzator, sa pri optimalnych podmienkach dosiahla
takmer 64% konverzia®'

6.2. Celobunkové systémy

Mikroorganizmy poskytuju prirodné systémy recykla-
cie pre kofaktory. Proces Cistenia bielkovin a potencial
zniZenia stability enzymu je eliminovany. V mnohych
pripadoch st bunky I'ahko kultivované a uskladnené, preto
predstavujii vyhodny zdroj katalytickej aktivity'’. Pouzitie
celobunkovych katalyzatorov zahina eventualitu neziadu-
cich vedl'ajsich reakcii, pretoze substrat aj produkt moézu
byt premenené inymi enzymami pritomnymi v bunke.
Takéto konkurencné procesy znizuju vyt'azok pozadovanej
reakcie. Da sa s tym stretntit’ pri celobunkovych konver-
zidch s pévodnymi kmenimi, ked’ze d’alsi krok v metaboliz-
me je hydrolyza laktonu. Obist’ tito prekazku je mozné
pridanim  inhibitora  enzymu, napriklad tetraetyl
pyrofosfore¢nan®.

Rekombinantna baktéria Corynebacterium glutami-
cum exprimujuica CHMO (cit.®) sa ukézala ako lepsia
alternativa nez E. coli. Je stabilna v pritomnosti organic-
kych zlucenin vd’aka charakteristickym obalovym Strukta-
ram. Co je dolezitejsie, metabolizmus baktérie umoziuje
vysoku regenerdciu NADPH. V pritokovanom systéme sa
dosiahlo niekol'’kondsobné zlepSenie Specifickej aj objemo-
vej produktivity.

6.3. Rekombinantné bunky ako biokatalyzitory BV
oxidacii

Druhym pristupom na eliminaciu neziaducich vedlaj-
Sich reakcii je vyuZitie rekombinantnych kmeiiov. Nadpro-
dukcia ziadanych enzymov mdze byt dosiahnutd pomocou
silného promotora. V dosledku toho je mnozstvo rekombi-
nantného enzymu podstatne zvySené oproti ostatnym enzy-
mom v bunke a reakcia, ktoru katalyzuje, sa stava v orga-
nizme dominantnou. Tento pristup bol potvrdeny pre
CHMO 1z Acinetobacter v kmenoch S. cerevisiae®
a E. coli®.

Nutnou podmienkou pouzitia plazmidov v rekombi-
nantnych DNA  technologiach je ich zadrzanie
v bunkach®. Vi&sina klonovacich vektorov nesie antibio-
tické markery kvoli selekcii rekombinantnych buniek.
Problémom v priemyselnych aplikicidch ostdva stabilita
plazmidov v nepritomnosti selekéného antibiotika, ktoré
kvoli zvySeniu nakladov a nezelanému ,,zneCisteniu“ pro-
duktu v produkénom médiu absentuje.

Pre bakterialne plazmidy s nizkym poctom kopii bola
identifikovand a charakterizovana genetickd funkcia (ozn.
par z angl. partitioning znamenajuceho segmentaciu) nut-
né na udrzanie plazmidu v exponencidlne rastiicej populé-
cii buniek. T4 uskutoctiuje aktivnu distribiiciu molekul
plazmidovej DNA do dcérskych buniek®’. Plazmidy s vy-
sokym poctom kopii nie si v nepritomnosti antibiotika
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stabilné. Imobilizdcia ich stabilitu zvySuje. Stabilizacia
plazmidu pTG201 v imobilizovanych bunkach E. coli nie
je zapriCinena transferom plazmidov medzi bunkami ani
zvySenim mnoZstva kopii plazmidu. Bunky neobsahujice
plazmid imobilizované a kultivované s bunkami obsahuju-
cimi plazmid nemézu tito kultaru prerast™.

Informécie o stabilite plazmidov v rekombinantnych
kvasinkach S. cerevisiae boli zhrnuté z hl'adiska moleku-
larnej, bunkovej, inZinierskej a environmentélnej roviny™.
Stabilita plazmidov moéze byt zvySenad manipulaciou
v zloZeni plazmidu a jeho Struktury, modifikaciou genetic-
kych a fyziologickych vlastnosti hostitela a kontrolou
prostredia kultivacie. Na molekularnej urovni sa zlepSenie
v stabilite plazmidovych konstruktov dosahuje inzerciou
$pecifickych DNA sekvencii vplyvajlicich na replikaciu
a segmentaciu, rovnako ako na modifikaciu genotypu hos-
titel'a. Biochemicki inzinieri sa primarne koncentruji na
environmentalne manipuldcie zahffiajice zloZenie média,
selekény tlak, mnozstvo rozpusteného kyslika, teplotu, pH,
rezimy kultivacie. Z mnozstva stratégii zatial' uspeli iba
selektivne pody a autotrofné kmene. Vysoko definované
média st ekonomicky naro¢né pre komercné aplikacie.
Preto sa hl'adajii iné premenné, ktoré by zabezpecili stabi-
litu plazmidov aj v neselektivnych podach.

Imobilizacia zabezpecuje vysoké koncentracie buniek
a produktivitu produktu génu, tak ako stabilitu plazmidu
na dlhsi ¢as v porovnani s kultirou volnych buniek. Preto
je pravdepodobné, ze tato technika bude preferovana pre
rekombinantné bunky v neselektivnom médiu. Nie je vSak
vela informacii o imobilizovanych rekombinantnych kva-
sinkdch, najmd o mechanizme zvySujicom stabilitu
plazmidov®®.

7. Imobilizacia

Imobilizacia je definovana ako lokalizacia buniek, jej
Casti alebo enzymov do definovaného miesta v priestore so
zachovanim katalytickej aktivity. Techniky imobilizacie
moézu byt rozdelené do 5 skupin podla fyzikalnych me-
chanizmov  spoOsobujlicich  imobilizaciu.  Adsorpcia/
adhézia, kovalentné uchytenie, sietovanie, entrapment,
enkapsulacia.

7.1. Imobilizacia a Baeyerove-Villigerove oxidacie

Ked’ je biotransformacia uskuto¢nena pomocou enzy-
mu, reaktant a produkt s v roztoku, separacia produktu je
zlozitd a enzym je zni¢eny. Naproti tomu, imobilizovany
enzym moze byt’ rychlo odfiltrovany z reakéného média,
znovu pouzity a produkt nie je enzymom kontaminovany.
Zlepsenie konverzie zaleZi od enzymu, imobiliza¢nej mat-
rice (enzymy viazané na anorganické materialy s vacsi-
nou stabilnejSie ako tie viazané na organické polyméry)
a reak&nych podmienok'®. Ciastogne purifikovana CHMO
z rekombinantnej E. coli bola imobilizovana na Eupergit C
spolu s 2-propanolom a ADH (Thermoanaerobium broc-
ki), ako systémom na regeneraciu NADPH (obr. 3A). Imo-
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Tabulka IT
Prehlad imobilizovanych systémov Baeyerovych-Villigerovych biooxidacii
Biokatalyzator Imobilizatnd Imobiliza¢na Testovanie Vytazok Substrat Reakény
technika matrica stability objem
CHMO* (cit. ¥)  kovalentné EupergitC 20 cyklov 100% tioanizol 2ml
uchytenie (U24 hod) do 16. cyklu
13 cyklov 100% rac-bicyklo[3.2.0] 2 ml
(U24 hod) do 3. cyklu hept-2-én-6-6n
CHMO (cit. *®)  entrapment polyakrylamid 1 cyklus (5 dni) 81% 2-norbornanén 1,01
1 cyklus (8 dni) 76% L-fenchén
1 cyklus (10 dni) 79% D-fenchon
1 cyklus (10 dni) 89% (+)-gafor
1 cyklus (10 dni) 75% (+)-dihydrokarvon
CHMO (cit.*")  fyzisorpcia modifikovana 15 cyklov 67-59% 2-oxocyklo- 50 ml
agardza (U24 hod) do 5. cyklu hexyloctova
kyselina
Geotrichum entrapment polyakrylamid 1 cyklus 99% cyklohexanén 20 ml
ca.ndgigium agar z Prerocladia (72 hodin) 92%
(cit- ™) alginat vapenaty neselektivna
k-karagénan reakcia®
polyvinylalkohol
chitozan
E. coli/CPMO  enkapsulacia  alginat sodny, sulfat 3 cykly 91% 8-oxabicyklo[3.2.1] 20 ml
(cit. %) celulozy a poly (U48 hod) okt-6-én-3-0n
(metylén-co-
guanidin)
E.coli/ CHMO enkapsulacia alginat sodny, sulfat 14 cyklov 75-100%  rac-bicyklo[3.2.0] 100 ml
(cit. %) celulozy a poly (91 dni) hept-2-én-6-6n
(metylén-co-
guanidin)
E. coliiCPMO  enkapsulacia  alginat sodny, sulfat 2 cykly 100% 4-metyl- 50 ml
(cit. 7" celuldzy a poly (22 hodin) cyklohexanon

(metylén-co-
guanidin)

“Koimobilizovana s ADH z Thermoanaerobium brockii na regeneraciu, ° prebieha monooxygenécia aj redukcia

bilizacia stabilizovala enzym a umoznila jeho opétovné
pouzitie® (tab. II).

Uz v roku 1989 bola publikované praca® o BV oxida-
cii keténov imobilizovanou CHMO. Ako imobilizacna
matrica bol pouzity polyakrylamidovy gél a NADPH bolo
regenerované in situ pomocou G6PDH z Leuconostoc me-
senteroides. Niekol'ko laktonov bolo, za pouZitia tohto
systému, uspesne syntetizovanych s vysokym vytazkom.

Koimobilizdcia CHMO a G6PDH bola vylepSena
kovalentnou modifikdciou povrchovych aldehydovych
skupin  poroéznej agarézy aminovymi  skupinami
polyetyléniminu®'. Po optimalizacii faktorov ovplyviiuji-
cich aktivitu koimobilizovaného enzymu sa zachovalo
87,2 % aktivity a bolo zaznamenané zvySenie efektivity
(Vinax/Kim) vo€i vol'nému enzymu.
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V stcasnosti su biotransformécie celymi bunkami
dostupnejSie a chemikmi prijatel'nejSie ako biotransforma-
cie izolovanymi enzymami'®. Geotrichum candidum, kata-
lyzujica monooxygenaciu a/alebo redukciu cyklohexano-
nu, bola imobilizovand metdédou entrapmentu do Sestich
polymérnych matric: polyakrylamid, alginat vapenaty,
agar, k-karagénan, PVA a chitézan (tab. II). Bunky imobi-
lizované v 2,5% PAA Specificky produkuju z cyklohexa-
nénu e-kaprolakton. Ak je matricou agar z Pterocladia,
systém moZze uskutoctiovat’ redukciu substratu aj BV reak-
ciu (obr. 3C) v zavislosti na pristupe kyslika®.

S ohladom na ,zelené* technoldgie boli vyvinuté
polyelektrolytové kapsule (PEK) tvorené na baze alginatu
sodného, sulfitu celulézy a poly(metylén-co-guanidinu)
(obr. 3B). Tieto kapsule sa ukazuju ako univerzalny na-
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Obr. 3. (A) Kovalentné uchytenie enzymu (E-NH,) na Euper-
git C cez epoxid, vznika -CH,~NH- viizba; (B) Detail Strukti-
ry membrany polyelektrolytovych kapsil, A" alginat sodny,
CSsulfit celulozy a P*poly(metylén-co-guanidin); (C) En-
trapment v agare z Pterocladia, rozdiel v pristupe Kyslika pri
réoznom mieSani spdsobuje prepinanie medzi redukciou
a oxidaciou cyklohexanénu

stroj imobilizacie. Ich pouZitim sa dosiahla stabilizacia
glukodza oxidazy® a moznost’ opakovaného pouZitia buniek
Nocardia tartaricans pri hydrolyze cis-epoxysukcinatu®.
Pozitivny dopad enkapsulacie bol pozorovany pri imobili-
zacii rekombinantnej E. coli/CPMO (tab. II). Konverzia
8-oxabicyklo[3.2.1.]okt-6-¢én-3-6nu  vol'nymi  bunkami
E. coli/CPMO prebiehala rychlejSie ako imobilizovanymi,
ale percento konverzie po 48 h bolo porovnatel'né. ZlepSe-
nie bolo zaznamenané pri skladovacej stabilite
katalyzatora”. Rovnaky enkapsulaény protokol bol pouzi-
ty aj pri testovani kontinualneho systému BV biooxidacie
v minireaktore®® apri sledovani viability E. coli/CPMO
pocas biotransformacie 4-metylcyklohexanonu’’ (tab. II).
Uspesna priemyselna aplikicia kapsil bude vyzadovat
optimalizaciu konfiguracie reaktora, ekonomicku vyvaze-
nost’ procesu a vyvoj technoldgie pre ich produkciu v prie-
myselnom meradle. UZ teraz sa PEK vyrabaju v laborato-
riu kontinudlne a reprodukovatelne. Pouzitim priemysel-
ného enkapsulatora od firmy EncapBiosystems sa jeho
vykonnost d4 oproti laboratornemu prototypu zvySit
z radovo desiatok gramov za hodinu na stovky gramov za
hodinu. Momentélne sa velkokapacitne v kilogramovych
mnozstvach vyrabaji metodou entrapmentu imobilizaty
LentiKats® (MEGA a.s., www.mega.cz), vd'aka ktorym sa
dosiahli excelentné vysledky napr. pri fermentacnej pripra-
ve etanolu’®.
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8. Zaver

Kedze produkty BV reakcii st dolezitymi interme-
didtmi syntéz farmaceuticky vyznamnych latok, optimali-
zacia, s cielom znizenia ekonomickej narocnosti procesu
a zvySenia selektivity ¢i produktivity, je vysoko ziadana.
Biotechnologie sa ukazali ako vel'mi efektivna posila orga-
nickym chemikom, kedZe BVMO, ako bioalternativa
k chemickym katalyzatorom, dokazu selektivne oxidovat
neskutocne Siroku paletu syntetickych substratov. Pomoc-
na ruku podali aj geneticki inzinieri, ktori vedia pripravit
geneticky modifikované mikroorganizmy s nadprodukciou
zelanych biokatalyzatorov. Zatial’ sa vSak zd4, Ze imobili-
zacia, ako technologia umoziujuca mnohonasobné dlho-
dobé vyuZitie biokatalyzatora, je v oblasti BV oxid4cii
nedocenena. Jej atraktivita spo¢iva v moznosti zvysit po-
&iatoénu koncentraciu substratu®, ochranit’ biokatalyzator
pred negativnym G&inkom organickych rozpustadiel'”
pouzivanych na solubilizaciu BV substratov, stabilizovat’
izolovany enzym'®' &  zlepdit geneticka  stabilitu
mutantov'®, ¢o by mohlo vyrazne pomoct’ aj v oblasti BV
oxidacii.

Tato publikdacia bola vytvorenda v ramci projektu
VEGA 1/0229/12.
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Baeyer-Villiger (B-V) biooxidations catalyzed by B-V

monooxygenases have been studied because their products
are precursors of important pharmaceuticals including
antiviral, antifungal, antileukemic or anticancer drugs.
Some improvement of biotransformation yields at lowest

costs are investigated

including immobilized B-V bio-

catalysts. This review contains the relevant information.



