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Biotransformace
Teoreticky uvod

* Biotransformace (biokatalyza) je selektivni
enzymova modifikace &istych latek vedouci ke Mikroorganismus
vzniku definovanych konecnych produktd.

Tkanova kultura

* Biotransformaci zprostfedkovava biologicky Biologicky &initel pro
Cinitel. biotransformaci

Bezbunécny extrakt

Purifikovany enzym
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Biotransformace
Teoreticky uvod

Hlavnimi sméry aplikace biotransformaci jsou:

A. specifické modifikace struktury molekuly (napft. selektivni zavedeni funkéni
skupiny),

B. ¢astec¢na degradace molekuly,

C. rozsireni molekuly.

Z hlediska typl transformovanych latek se jedna nejcastéji o:
* Steroidni latky
* Antibiotika
* Alkaloidy
* Aminokyseliny
* Sacharidy
* Terpenoidy
* Aromaty a heterocykly
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Blokové schéma predchdzejici vyroby pro ruzné formulace biokatalyzdtort. Prerusované ¢dry oznacuji volitelné kroky (lyofilizace) a
teckované Cary rozlisuji extraceluldrni nebo intraceluldrni expresi proteinu

*Lyofilizovany bezbunécny extrakt je uprednostriovanou formulaci pro delsi pouZiti, skladovdni enzymu a snadnéjsi manipulaci v

procesu.



Biotransformace
Teoreticky uvod — Charakteristika biotransformacnich reakci

Reakéni podminky Mirné

. Teplota <40 °C

B oon7

. atm. tlak

Specifita reakce Vysoka (stereospecifita, specifita mista ucinku)

. Produkce chiralnich produktl (L-jablecna kys.)

. Modifikace jediného enantiomeru v racemické smési (D-, L-aminokyseliny)
. Specifické zavedeni funkcni skupiny (D-sorbitol € L-sorbosa, Acetobacter suboxydans)
. Mutacni biosyntéza (mutovany mikroorganismus vyzZzadujici konkrétni prekursor)
_ IdedIné netoxicky a snadno prochazejici membranou (viz také pripadové studie)
Mikroorganismy Idealné s Sirokou nabidkou metabolickych drah (napf. plGdni bakterie Streptomyces) a schopnosti rlstu na

béZnych substratech.



Biotransformace
Teoreticky uvod — Typy biotransformacnich reakci

Typ procesu biotransformace Vyhody Nevyhody

V rostouci kultuie Substrat spole¢né s inokulem . Substrat nesmi inhibovat rist inokula
Rychly screening . Tvorba vedlejsich produkt
° Degradace produktu
S pfedem narostlymi burikami MozZnost optimalizace vytézku . Casova narocnost (1. faze narCst biomasy, 2. faze
Vysoka koncentrace bunék biotransformace)
Malé nebezpedi kontaminace . Nutna izolace biomasy

Relativné snadnd izolace produktu Tvorba vedlejsich produkt

. Degradace produktu
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Teoreticky uvod — Typy biotransformacnich reakci

Typ procesu biotransformace |vyhody . INewhody |

S imobilizovanymi bunikami . Vyssi stabilita systému/enzymu . Nutna optimalizace postupu imobilizace
. MozZnost kontinudlniho provedeni . Tvorba vedlejsich produktt
. Vysoka hustota bunék i vyssi . Degradace produktu
reakéni rychlost . Nevhodné pro extracelularni enzymy a Zivocisné a
. Neni nutna izolace enzymu rostlinné
° Prirozena dostupnost kofaktort
oproti imobilizovanym enzymim
S purifikovanymi enzymy . Aplikace pro substraty, které . Suplementace kofaktory
neprechazi pfes membranu
intaktni buriky
. Zivocisné nebo rostlinné enzymy
. Komercni dostupnost

. Moznost imobilizace




Biotransformace
Priklad — Antibiotika

e  Pfiprava polosyntetickych preparatll. Proc¢?

o Lepsi farmakokinetické vlastnosti
(vstfebavani, eliminace)

o VysSi ucinnost (aktivni vici rezistentnim
mikroorganismUm, Sirsi ucinnost, nové
ucinky)

o Nizsi toxicita

e  VyuZiti biotransformace pfi pfipravé
strukturné odlisnych antibiotik ampicilinu a
amoxicillinu.

China Dominates
the Antibiotics Market

Distribution of total global antibiotics export value
in 2021, by country (in percent)
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“OUR”: oxygen uptake rate
“OTR”: oxygen transfer rate
“MCB”: master cell bank

“MWCB”: manufacturer’s working cell bank.

Yes



Downsiream
ProCessing

i

Fermentation stopped and product recovery starts
o

Filtration for separation of mycelia Using rotary vacuum drum/macroporous filters

I mequired, second filtration (using alum) for clarification is used

Solvent extraction at low pH (2.5-3) using amyl acetate or butyl acetate as solvent

.

Carbon adsorption by attaching several activated carbon columns in series

Crystallization in rotary Dirying by warm air or
vacuum filter radiant heat Store

Benzylpenicillin (Penicillin G) g-aminopenicillanic acid

<\
o

A = Thiazoliding ring

B = Beta lactam ring, holds antibacterial trait

C = Salt formation site

D = Action site of beta lactamase (bacterial origin), opens beta lactam ring
|_E = Action site of amidase(bacterial origin}, deacylation of penicillin
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Enzymaticka priprava ampicilinu z penilicinu G
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Priklad — Antibiotika /oH
Penicilin G
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Pfehled penicilinU

zakladni peniciliny

penicilin G, penicilin V

antistafylokokové peniciliny

oxacilin, cloxacilin, docloxacilin, flucloxacilin

Sirokospektré peniciliny

aminopeniciliny

ampicilin, amoxicilin

karboxypeniciliny

ticarcilin

acylureidopeniciliny

piperacilin




Separace a CiSténi produktti
Pripadové studie

Bakterialni kultura je v pfitomnosti
substratu inhibovana v ristu.

Nizky vytézek biotransformace pfi
pouziti bunécné kultury.

Nizky vytézek biotransformace.

Zadany produkt neni jedinym
konecnym produktem.

GMO producent pro
biotransformaci neroste na
transformovaném substratu

14



