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{54}  VERFAHREN ZUR GEWINNUNG VON CHOLESTERINESTERASE

{67iZur Gewinnung von Cholesterinesterase aus Mikroorganismen, wie z.8. Pseudomonas spec. DSM 1280 oder DSM 1281
zuechtet man einen zur Cholesterinesterase-Bildung befaehigten Mikroorganismus in einem geeigneten Naehrmedium in
Gegenwart von Lecithin als induktor und gewinnt das Enzym aus der Kulturfluessigkeit oder/und den Zellen.
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Verfahren zur Gewinnung von Cholesterinesterase

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Exrfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung von
Cholesterinesterase aus Mikroorganismen,

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

Cholesterinesterase spielt eine wichtige Rolle in der
klinischen und biochemischen Analytik gseit Verfahren zur
enzymatischen Bestimmung von Cholesterin entwickelt wurden.
Da ein grofier Teil des Cholesterins in biologischem
Material in Form von Estern vorliegt, ermdglicht die ge-
meinsame Verwendung von Cholesterinesterase und Cholesterin
oxydierenden Enzymen, wie Cholesterinoxydase oder
Cholesterinedehydrogenase, eine vollenzymatische Be-
stimmung auch von Cholesterinestern, Dies ist bekannt aus der
DE-PS 2 264 847. 415 besonders geeignet hat sich im Rahmen
der Cholesterinesterase-Bestimmung dabei das Enzym aus
Mikroorganismen erwiesen (DE-OS 25 06 712.3). Ein Nachteil
der bisher aufgefundenen Mikroorganismen mit einem die
Aufarbeitung lohnenden Gehalt an €holesterinesterase
besteht jedoch in den relativ geringen Ausbeuten an
Enzymaktivitdit, die dabei erhalten werden.

Normalerweise erfolgt bei den bekannten Verfahren die
Ziichtung in einem Nihrmedium, welches einen Induktor ent-



-2~ 9.1.1981
AP C 07 G/223 3 75
57 777 / 1

enthilt. Unter "Induktor" wird hierbei eine Substanz ver-
standen, welche den Mikroorganismus dazu anregt, das ge-
wiinschte Enzym iiberhaupt oder in grtBerer Menge zu bilden,
als ohne Induktor. Denn normalerweise bendtigen Mikro-
organismen keine Cholesterinesterase, da ihnen geniigend an-
dere Nahrungsquellen zur Verfiigung stehen und die Bildung
eines nicht bendtigten Enzyms fiir die Zelle unwirtschafi-
lich ist., Induktoren bestehen deher aus Cholesterinestern
oder chemisch #hnlichen Verbindungen,

Z2iel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist die Bereitstellung von Cholesterin-
esterasen mit verbesserter Aktivitit.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die “4ufgabe zugrunde, einen geeigneten
Induktor aufzufinden,

Nunmehr wurde iiberraschenderweise gefunden, daf bei Ver-
wendung eines bestimmten, den Cholesterinestern chemisch
fernstehenden Induktors, um ein Vielfaches hohere Aktivi-
tédten erzielt werden kodnnen, als dies bisher moglich war,
Das erfindungsgemiBe Verfahren zur Gewinnung von Chole-
sterinesterase aus lMikroorganismen ist daher dadurch ge-
kennzeichnet, daB man einen zur Cholesterinesterase-~
Bildung befihigten Mikroorganismus in einem geeigneten
Ndhrmedium in Gegenwart von Lecithin als Induktor ziichtet
und das Enzym aus der Kulturfliissigkeit oder/und den
Zellen gewinnt.
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Vorzugsweise wird der erfindungsgemifl eingesetzte Induktor
auch als Kohlenstoffquelle, insbesondere als alleinige
Kohlenstoffquelle, verwendet. Es ist jedoch auch moglich,
gesonderte Kohlenstoffquellen zuzusetzen, beispielsweise
Maisquellwasser, Peptone, Hefeextrakte sowie, weniger ge-
eignet, Zucker oder Polyalkohole, wie Glycerin. Als be-
gonders geeignet unter den verschiedenen Lecithinen erwies
sich Sojalecithin, aber auch andere Lecithinarten, wie
Eilecithin oder Hirnlecithin, ergaben sehr gute Resultate,

Die eingesetzte Lecithinmenge liegt im allgemeinen zwischen
etwa 0,1 und 5 Gew.-%, bezogen auf das Volumen des Nihr-
mediums, Bei Verwendung von Lecithin als Induktor und
alleirige Kohlenstoffquelle wurden besonders gute Ergebnisse
bei einer Menge von 0,5 bis 2 Gew.~% erhmlten.

Fiir die Erfindung geeignet sind im Prinzip alle Mikro-
organismen, welche Cholesterinesterase in einer die Auf-
arbeitung lohnenden lMenge zu bilden vermgen. Derartige
Mikroorganismen sind in grofer Zahl bekennt. So sind bei-
spielsweise geeignet:

Candida rugosa ATCC 14830
Rhizopus spec, DSM 695

Aspergillus spec, DSH 698

Streptomyces aureoverticillium DSM 40080
Streptomyces cyaneofuscatus DSM 40148
Streptomyces grisecomycini DS 40159
Streptomyces longisporus-fl. DSM 40165

Streptomyces malachiticus ' DSM 40167
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Streptomyces roseolus DSK 40174
Streptomyces toxytricini DSM 40178
Streptomyces variahilis DSM 40179
Streptomyces spec, DSM 687
Streptomyces autotrophicus DSM 40011
Streptomyces canescens DSM 40528
Streptomyces chartreusis DSM 40085
Streptomyces michiganensis DSM 40015
Streptomyces murinus ‘DS 40091
Streptomyces hachijoensis DSM 40114
Streptomyces caelestes DSM 40084
Streptomyces tendae DSM 40101
Nocardia rubra DSM 43008
Can.dida mycoderma DSM 688
Can_dida albicans DSM 689
Can.dida albicans DSM 690
Can_dide albicans DSH 691
Candida spec. DSM 692
Cunninghemella elegans DSM 693
Mucor mucedo DSH 694
Penicillium spec., DSH 696
Aspergillus spec. DSM 697
Pgeudomonas fluorescens ATCC 31156
Pseudomonas fluorescens IAM 1051
Pgeudomonas fluorescens ATCC 948
Pseudomonas fluorescens KY 4032
Pseudomonas fluorescens IFO 3081

Pseudomonas spec, IAM 18002 und 18001,

Bescnders bevorzugt werden Pseudomonas spec, DSM 1280 und
1281.
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Ein besonders bevorzugtes Nihrmedium, welches besonders
fiir die Pseudomonas-Arten geeignet ist, enthidlt dariiber
hinaus noch iiblicherweise zugesetzte Salze und Spurenele-~
mente und sollte durch Zugabe eines geeigneten Puffers

auf einen pH~Wert zwischen etwa 5 und 9, vorzugsweise 6 und 8,
eingestellt werden., Als Puffer wird Phosphatpuffer bevor-
zugt. Yariiber hinaus enthilt das Nihrmedium zweckmiBig
noch Ammonium-, “hlor-, Pe-, Cu-, Zn-, Mg- und Ca-Ionen,
abgesehen von den Alkaliionen des Phosphatpuffers, Phosphat
liegt dabei zweckmidfig in einer Konzentration zwischen 0,4
und 2 Gew,~% vor, jedoch ktnnen auch gréBere oder kleinere
Konzentrationen eingesetzt werden.

Ein im Rahmen der Erfindung besonders bevorzugtes Nihrmedium
besitzt etwa folgende Zusammensetzung, jeweils bezogen auf
1 1 Flissigkeit:

5 bis 10 g, vorzugsweise 6 bis 8 g, Na2HPO4 . 2 Hy0
1 bis 5 g, vorzugsweise 2 bis 4 g, KH2P04

0,2 bis 2 g, vorzugsweise 0,8 bis 1,2 g, NH401

0,01 bis 0,1 g, vorzugsweise 0,3 bis 0,7 g, NaCl
0,01 bis 1 ml 1%ige FeCl3—L65ung '

0,01 bis 1ml 0,2%ige CuClz—Lﬁsung

0,01 bis 1 ml 1%ige Zinksulfat-Ldsung

0,1 bis 10 ml 10%ige CaClz-Lﬁsung'

1 bis 20 ml, vorzugsweise 3 bis 10 ml, 12%ige MgSO4-L63ung
0,1 bis 5 Gew.,~%, vorzugsweise 0,5 bis 2 VYew,-%, Sojalecithin

Die Ziichtung der besonders bevorzugten liikroorganismen
in den obigen Nihrmedien wird unter aeroben Bedingungen durch-
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gefilhrt. Es eignen sich sowohl Schiittelkultur als auch be~
liiftete Submerskultur, Die Temperatur kann zwischen etwa
15 und 45 °C liegen, bevorzugt werden 25 bis 35 °C, Maxi-
male Enzymausbeuten erhilt man im allgemeinen bereits
nach 1- bis 2tdtiger Kulturdauer.

Die Cholesterinesterase kann sowohl im Kulturmedium als

auch in den Zellen auftreten., Durch Zusatz von oberflichen-
ektiven Mit%eln, insbesondere von nichtionogenen Mitteln,
die vorzugsweise dem Typus der Polyoxyethylenester und -ether
mit Alkyl- und Aralkylresten angehsren, 1ldaB8t sich bei vielen
Mikroorganismen das Verteilungsmuster zwischen Kulturbriihe
und Zellen beeinflussen; gewdhnlich im Sinne einer Erhdhung
der extrazelluldren Aktivitiat auf Kosten der intrazelluliiren
Aktivitit; bel ionogenen oberflichenaktiven Mitteln verliuft
die Anderung der Verteilung jedoch gelegentlich in umgekehr-
ter Richtung,

Nach beendeter Ziichtung wird die Cholesterinesterase

eus der Zellmasse und/oder dem Kulturfiltrat nach {iblichen
Methoden isoliert und gegebenenfalls gereinigt. Fiir viele
Zwecke eignet sich jedoch bereits ein ungereinigtes Roh-
produkt, welches im wesentlichen nur aus aufgeschlossener
Zellmasse besteht. Zum AufschlieBSen eignen sich die dem
Fachmann hierfiir bekannten Methoden, die hier keiner niiheren
Erliuterung bediirfen. Sowohl aus dem Kulturfilirat als auch
sus der aufgeschlossenen Zellmagsse lidBt sich nach Abitrennung
von unldslichen Bestandteilen das Enzym durch Fillung mit
iiblichen Fdllungsmitteln, beispielsweise Salzen, wie
Ammoniumsulfat, oder organischen Losungsmitteln, wie Aceton
oder Alkohol, fdllen und dann unter Anwendung der i{iblichen
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Fraktionierungsmethoden, wie Chromatographie und Fgllung,
weiter aufreinigen.

Ausfithrungsbeispiel

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung weiter,

Beispiel 1

Pseudomonas spece. DSM 1280, aus der Tiefkithlampulle auf
Schrigrshrchen gebracht, wird im Hauptkulturmedium zwei
Tage bei 30 °C aserob (Schiittelkolben) vorkultiviert und
dann zu 10 % in ein Medium iberimpft, welches pro Liter
folgende Zusammensetzung aufweist:

1¢g NazHPO4 « 2 Hy0
3g KH2PO4

1¢ NH4CI

0,05 g NaCl

0,1 ml FeCl3, 1
0,1 ml CuClz, 0,
0,1 ml 2nS0,, 1
1,0 ml CaCl2 10 %

5,0 ml MgSO4, 12 %

1,5 % Soja-Lecithin, pH = 7,0

%

R 0N

Die Kultivierung erfolgt bei 30 °C aerob im Schiittelkolben.
Nach 1 bis 3 Tagen werden Aktivitditen von etwa 12000 U/1
(Uberstand und Biomasse; Substrat: Cholesteryl-oleat) er-
halten,
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Etwa gleiche Ausbeuten werden erhalten, wenn unter gleichen
Bedingungen anstelle von Pseudomonas spec. DSM 1280
Pseudomonas spec. DSM 1281 verwendet wird.

Beigpiel 2

Kus einer nach Beispiel 1 erhaltenen Kulturldsung wurde
die unlssliche Zellmasse abzentrifugiert und zur Chole-
sterinester-Bestimmung eingesetzt. vie Bestimmung erfolgte
gemi3 folgenden Reaktionsgleichungen:

1) Cholesterinester + H,0 Chol—Esterase<> Cholesterin +

Pettsiure

Chol-OD/Katalase . Cholestenon +

Hy0,

2) Cholesterin + 1/2 ©

2

(Messung der Cholestenonbildung bie 240 nm),
Zur Messung wurden folgende Ldsungen verwendet:

1) Phosphatpuffer 0,5 m, pH = 7,5, 0,4 % Thesit

2) Cholesterinoleat ¢ = 4 in Thesitdioxan (v/v = 1/1)

3) H202 ca, 0,6 m (5 ml Perhydrol/100 ml)

4) Katalase (0,01 mg Protein/ml)

5) Cholesterinoxydase (mind. 50 U/ml)

6) Kulturlssung (bei ca., 5000 U/1l, 1 : 5 mit H,0 ver-
diinnt, 0,01 ml —— Test)

Zur Messung wurden 2,95 ml Losung 1) mit 0,02 ml LSsung
3) gemischt. Nach 5 Hinuten wurden 0,01 ml Ldsung 6) und
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0,02 ml Lésung 5) zugesetzt und nach 1 Minute die Reaktion
durch Zugabe von 0,1 ml Losung 2) gestartet,

Die Berechnung wird wie folgt durchgefiihrt:

12 . . 1000 e E/min = U/1 KulturlSsung
’ e 0.0 ’

Beispiel 3

Cendida rugosa ATCC 1430, sus einer Tiefkiihlampulle auf
Schriigrohrchen gebracht, wird in ein Kulturmedium der
nachstehenden Zusammensetzung iiberimpft und 48 Stunden

bei 28 bis 30 °C aerob (Schiittelkolben 20/100) kultiviert.
Dann wird mit 10 % Inokulum in ein Medium iiberimpft, welches
folgende Zusammensetzung aufweist (Angaben pro Liter):

20 g Sojamehl GeFu 988 SUP
20 g Stdrke, 1loslich

5 g K;HPO, « 3 Hy0

1 g ¥gS0, « 7 Hy0

1g (WH,),50,

1,5 % Sojalecithin

pH = 6,6 bis 6,8

Die Kultivierung erfolgt bei ca, 28 °C aerob, Nach 3 bis
4 Tagen werden Aktivititen von 1500 bis 2000 U/1 (Uber-
stand; Yestsubstrat: Cholesterin-oleat) erhalten).
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Erfindungsanspruch

1.

2.

3.

4.

Se

Verfahren zur Yewinnung von Cholesterinesterase aus
Mikroorganismen, gekennzeichnet dadurch, daB man einen
zur Cholesterinesterase~Bildung befthigten Mikroorga-
nismus in einem geeigneten Nihrmedium in Gegenwart von
Lecithin als Induktor ziichtet und das Enzym aus der

Kulturfliissigkeit oder/und den Zellen gewinnt,

‘Verfahren nach Punkt 1, gekennzeichnet dadurch, daB man

Sojalecithin zusetzt,

Verfahren nach Punkt 1 oder 2, gekennzeichnet dadurch,
daf man in Gegenwart von 0,5 bis 2 Sew.-% Lecithin
ziichtet.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, gekenn-
zeichnet dadurch, daB man dem Medium 0,4 bis 2 Gew.-%
Phosphat zusetzt.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Punkte, ge-
kennzeichnet dadurch, daB man als Mikroorganismus Pseudo-
monas spec, DSM 1280 oder DSHM 1281 verwendet,
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