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Kmen mikroorganismu Comamonas testosteroni CCM 4824

Oblast techniky

Vynalez se tykd kmene mikroorganismu Comamonas testosteroni CCM 4824 produkujiciho
vnitrobun&énou penicilinacylasu, pouzitelného pro biotransformace B-laktamovych antibiotik,
zejména pro hydrolyzu penicilind a n&kterych cefalosporinovych derivatd a pfipravu 6—
aminopenicilanové kyseliny (6-APK) event.7-aminodesacetoxycefalosporanové kyseliny (7—
ADCK). a nebo pro reverzni reakci tj. pipravu semisyntetickych penicilinii a cefalosporini
zt&chto kyselin a prislusného acylatniho agens, popfipadé hydrolyzu riiznych fenylacetylo-
vanych sloucenin.

Dosavadni stav technikv

Je znamo mnoho mikroorganismii jako zdroj enzymu penicilinacylasy (E.C. 3.5.1.11, penicilin
amidohydrolasa). Podle preferenéni hydrolyzy riznych penicilini byly kiasifikovany jako
penicilin acylasy (PGA), penicilin V acylasy (PVA) a ampicilinacylasy. Tyto primyslové
dalezité enzymy jsou produkovany nékolika mikroorganismy véetné bakterii, aktinomycet, hub a
kvasinek. Penicilin G acylasa byla popsiana u fady zejména bakteridlnich kmenid napf.
Aeromonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Achromobacter, Bacillus, Corynebacterium, Escherichia,
Erwinia, Flavobacterium, Khnvera, Mikrococcus, Nocardia, Proteus, Pseudomonas, Sarcina,
Xanthomonas. (Economic Microbiology vo 5 ed. A. H. Rose 1980, 475-522; Proc. Biochem. 24,
146-154, 1989; Proc. Biochem. 27, 1431-143, 1992; Biotechnol. Advances 18, 289-301, 2000).

Nejvice primyslové a komeréné je vyuzivana PGA z Escherichia coli odvozend zejména
z ATCC 9637 a ATCC 11105. Naptiklad kmeny Escherichia coli CCM 2843 a CCM 3759, které
byly ziskany selek&nimi postupy se vyznaluji zvysenou aktivitou PGA nebo zvySenou odolnosti
proti fagové infekci (&s. patentovy spis &. 244 343 a 246 957). Jsou popsany téZ kmeny obsahujici
rekombinantni plazmidy nesouci gen zuvedenych kmeni kodujici PGA (&s. patentovy spis
€. 278 847 a 278 516). Jako producenti PGA jsou viak vyuzivany dalSi kmeny jejichZ pga heny
byly sekvenovany a klonovéany. Jsou to Alcaligenes sp. nebo A. faecalis (Curent Microbiology
39, 2444-2448, 1999; EP 638649; Appl. Environ. Microbiol. 63, 3412-3418, 1997),
Arthrobacter viscosus (Appl. Environ. Microbiol. 54, 2603-2607, 1988 a 55, 1351-1356; Gene
143, 79-83, 1994), Bacillus megatherium (J. Bacteriol. 93, 302-306, 1967, Appl. Microbiol.
Biotechnol. 23, 372-378, 1987; patent US 3 145 395; Process Biochemistry 29, 263-270, 1994),
Kluyvera citrophila (Agrig. Biol. Chem. 39, 1225-1232, 1975; Gene 49, 69-80; Biotechnol.
Letters 14, 285-290, 1992), Proteus event. Providentia rettgeri (Acta Biochim. Polonica 28,
275-284, 1981; J. Bacteriol. 168, 431433, 1986; DNA seguescens 3, 195-200, 1992. Jsou
popsany kmeny Pseudomonas melanogenum produkujicich ampicilinacylasu, enzym a tzkou
substratovou specifitou (Agric. Biol. Chem. 47, 2503-2509, 1983; Biochim. Biophys. Acta 1040,
12-18, 1990). Syntéza penicilinacylas je u uvedenych kmenii je vétSinou indukovana fenyl-
octovou kyselinou, kter4 je ve vy3$i koncentraci toxicka. Jeji koncentrace zaru€ujici maximalni
indukei bez vyrazné inhibice ristu se obvykle pohybuje v rozmezi 0,1 % (Escherichia coli) az
0,25 % (Arthrobacter viscosus). Vétina téchto enzymi je lokalizovana v periplazmatickém
prostoru, takze enzymova aktivita je detekovatelnid pfimo s intaktnimi buiikami, (napf.
Escherichia coli), nebo jsou tyto enzymy extraceluldrni a jsou uvoliiovany do média (napf.
Bacillus megatherium).

Uvedeni producenti téchto enzymi jsou vétdinou pouZzivany pro hydrolyzu penicilini nebo
fenylacetylovanych derivati cefalosporini: a pfipravu 6-APK nebo 7-ADCK. Znagné isili bylo
vénovéno viak téZ zpétné reverzni reakci tj. acylaci téchto kyselin a syntézu semisyntetickych
penicilind a cefalosporind. Je vyvijena fada postupli pro tyto enzymové syntézy za pouziti vyse
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uvedenych mikroorganismit WO 98/04732, patent US 5 753 458; WO 92/01061, WO 93/12250,
WO 96/02663 a WO 97/04086; Enzym. Microb. Technol. 25, 336-343, 1999).

S cilem stabilizace enzymt pro mnohonasobné opakované pouziti se nejcastéji pouzivaji imobili-
zované formy enzymil. Vzhledem k tomu, Ze pfi hydrolyze amidické vazby dochazi k uvoliiovani
kyselin, klesa zejména uvnitf ¢astic imobilizovanych biokatalyzatori pH. Z tohoto divodu jsou
vyhodnéj$i enzymy, které jsou stabilnéjSi v kyselém prostfedi. Tato zvySend pH stabilita je
rovnéz vyhodna pfi vyuziti téchto acylas pro reverzni acylaéni reakce pfi enzymové pfipravé
semisyntetickych B—laktamovych antibiotik, které probihaji vétSinou v kyselé oblasti pH (5 az 6).
Vyhodna je rovnéz vyssi teplotni stabilita enzymu a moznosti jeho vyuziti pfi vysSich reakénich
teplotach a tim zkraceni reak¢ni doby.

Podstata vynalezu

Podstatou vynélezu je novy kmen mikroorganismu Comamonas testosteroni CCM 4824 produku-
Jici vnitrobuné¢nou penicilinacylasu, stabilni ve velkém rozsahu pH od 3,0 do 11,0 a teploté do
60 °C, vyuzitelny zejména pro pfipravu 6-aminopenicilanové a aminodeacetoxycefalosporanové
kyseliny (6-APK a 7-ADCK) z penicilinu a nékterych derivati a syntézu amidi. hydrolyzu
estertt a odblokovani N-koncové aminokyseliny pti syntéze peptidi, nebo pii déleni racemickych
smési aminokyselin.

Kmen byl vybran na zakladé rozsahlého screeningu sbirkovych a z ptirody izolovanych kmenu
nejriiznéjSich rodd ze schopnosti hydrolyzovat ampicilin na 6-aminopenicilanovou kyselinu a
fenylglycin. Byl ziskan izolaci zornice, vybérem kmene citlivého k 6-aminopenicilanové
kyseliné a deacylujici ampicilin, mutagenezi a vybérem monokoloniového izolatu bez aktivity -
laktamasy a schopného deacylace za vyssi teploty.

Novy kmen vykazuje téZ vyhodné vlastnosti spoéivajici se zvyS$ené schopnosti riistu na Zivnych
médiich obsahujicich fenyloctovou kyselinu jako induktor aktivity penicilanacylasy ¢i ampicilin-
acylasy. Fenyloctova kyselina (FOK) je dobie utilizovatelna, nejvy33i vyhodou koncentraci
zajist'ujici dobrou indukci enzymu i bunéény rist je az 0,4 %. Nékteré daldi pfibuzné kyseliny
mohou mit v men§i mife indukéni vlastnosti. Kromé penicilinu G deacyluje kmen vy3si rychlosti
ampicilin, moxycilin. Kromé f-laktamovych antibiotik hydrolyzuje i amidy (fenylacetamid,
fenoxyacetamid) a riizné fenylacetylované derivaty aromatickych sloudenin jako je 2-nitro—5—
fenyl-acetaminobenzoova kyselina (NIPAB). Vzhledem k pozorovanym rozdilim v relativnich
rychlostech hydrolyzy ampicilinu a penicilinu u riznych surovych preparatti enzymu nebo fazi
kultur kmene neni vyloufena pFitomnost eventuelng dvou acylas s odliSnou substratovou
specifitou.

Pfedmétny bakterialni kmen systematicky nepatii mezi vySe uvedené znamé producenty téchto
enzymi. Tato nova penicilinacylasa, na rozdil od ostatnich penicilinacylas, je zfejmé z velké ¢asti
lokalizovana intracelularng, nebot po dezintegraci zna¢né stoupd tato enzymova aktivita.
Vyhodnou vlastnosti je neschopnost kmene syntetizovat enzym B-laktamasu, ktery katalyzuje
nezadouci degradaci B-laktamového kruhu.

Novy kmen, ktery je pfedmétem tohoto vynélezu byl podle morfologickych, ristovych a
biochemickych vlastnosti v souhlase staxonomickymi kritériemi zafazen jako Comamonas
testosteroni a je uloZen v Ceské sbirce mikroorganismii (Czech Collection of Microorganisms)
Masarykovy University v Brné, Tvrdého 14, po oznalenim CCM 4824. Vlastnosti kmene jsou
uvedeny v nasledujicim prehledu v tabulce 1.
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Tabulka 1 — Charakteristika kmene Comamonas testosteroni CCM 4824.

A. Morfologie (mikroskopie)

Velikost, tvar bunék:

kokoty¢ky, ty¢ky, jednotlivé, v nepravidelnych shlucich

Pohyblivost:

biciky > 1

Gram-barveni:

negativni

B. Morfologie kolonii na masopepto-
novém: agaru

kulaté, hladké, lesklé, mirné vypouklé, okraj souvisly,
1-4 mm v priméru

C. Riistové podminky:

Teplota: roste dobfe pfi 3742 °C
pH: 6,5-8,5

Vztah ke kysliku: striktné aerobni

Riist v pritomnosti 6,5 % NaCl negativni

D. Fyziologické charakteristiky:

Ox—ferm test:

alkalizace (gluk6za)

Indol: negativni
Acetylmetylkarbinol: negativni
Metyl-red test: negativni
Hydrolyza Skrobu: negativni
Hydrolyza tyrosinu: pozitivni
Hydrolyza o-nitrofenyl-—D—galaktosidu: | negativni
Hydrolyza Tween 80: negativni
Hydrolyza eskulinu: negativni
Hydrolyza lecithinu a DNA: negativni
Zelatina: neztekucuje
Redukce nitrati: pozitivni
Redukce nitritt: negativni
Produkce sirovodiku: negativni
Produkce fluoresceinu: negativni
Katalasa: pozitivni
Ureasa: negativni
Lysin dekarboxylasa negativni
Ornitin dekarboxylasa negativni
Arginin dihydrolasa: negativni
Oxidasa: pozitivni
Hemolyza: negativni

Utilizace C—zdroju: pozitivni

citrat, malonat, benzodt, fenylacetat, acetamid

Fermentace cukru:

glukdza, mannitol, fruktdza, xyléza, maltéza bez
kyselin a plynl

—laktamasa:

negativni

E. Zdroj:

izolovano z ornice

F. Vlastnosti kmene ve vztahu
k penicilinacylase

Lokalizace enzymu:

intracelularni

Optimum pH hydrolytickeé aktivity:

7,0-8,0

Indukce syntézy enzymu:

kyselina fenyloctové (+++), B—fenylpropionova (+), 4-
aminofenyloctova (+), fenoxyoctova (+)

Substratova specifita enzymu: (relativni
rychlost hydrolyzy v %, bezbun&ény
extrakt))

ampicilin (100), penicilin G (63), amoxycilin (136),
deacetoxycefalosporin G (69), cefalexin (100),
penicilin V (16), cefalosporin V (5), cefalosporin C (0),
fenylacetamid (3150), fenoxyacetamid (3750), B—
fenylpropionamid (470), NIPAB (100)
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Kvantitativni stanoveni acylasy bylo provadéno aZz po dezintegraci bunék sonikatorem nebo
mechanickym stérbinovym dezintegratorem. MnozZstvi acylasy bylo uréovano méfeni po¢ate&ni
rychlosti hydrolyzy ampicilinu, penicilinu G nebo dalgich substratd v prostiedi 0,1 M fosfatovém
pufru pH 7,5 a teploté 37 °C v oblasti kinetiky nultého fadu. Produkty reakce u B-laktamovych
antibiotik byly stanoveny spektrofotometricky za pouziti p-dimetylbenzaldehydu (Balasingham a
sp., Biochem. Biophys. Acta 276, 250-256, 1972). Hydrolyza chromogeniho substratu NIPAB
byla sledovana spektrofotometrickym méfenim (pfi 380 nm) Zlutého produktu hydrolyzy tj. 2—
nitro-3-aminobenzoové kyseliny. Detekce B-laktamasy byla provadéna modifikaci jodometrické
metody dle Sykese (Lab. Methods Antimicrob. Chemother. 64—69, eds. Reeves D. S. a kol.,
1978) na plotnach po 15 minutovém plisobeni 1% roztoku K soli penicilinu G a poté detekci
jodovym reagens. Hydrolyza amidi byla sledovéana stanovenim uvolnénych amonnych ionti
Bertholetovou metodou v modifikaci dle Weathernburna (Analyt. Chem. 39, 971-974, 1967).

Jedna jednotka (U) enzymové G€innosti odpovida tvorb& jednoho mikromolu (1umol) 6-APK ev
7-ADCK za minutu za vySe uvedenych podminek reakce. Specifick4 aktivita je definovana jako
U.g' suché hmoty bunék U.g™" bilkovin.

Z vlastnosti deacyla¢ni aktivity, zejména specifity pfi kyselém pH a vy3sich teplotach, vyplyva
redlny predpoklad vyuziti kmene CCM 4824, ktery je pfedmétem vynalezu, nejen pro hydrolyzu,
ale i reverzni reakei tj. acylaci a pfipravu semisyntetickych antibiotik.

V nasledujicich pfikladech je detailn€ popsan zplsob ziskdni nového kmene, produkce a

vlastnosti nové deacylaéni enzymové aktivity, aniz by se jimi omezoval.

Ptikladv provedeni vynalezu

Priklad 1
Kmen Comamonas testosteroni CCM 4824 byl ziskan z ornice timto zplisobem:

10 g ornice bylo suspendovano ve fyziologickém roztoku, filtrat byl pfislu$né fedén a vyset na
masopeptonovy agar nasledujiciho slozeni (v hmotn.): Nutrient Broth (Difco) 0,8 %, kvasniény
extrakt (Oxoid) 1 %, Bacto casiton (Difco) 0,5 %, NaCl 0,8 %, agar (Oxoid) 1,5 %; pH 7,2,
sterilizace pfi 120 °C 20 min. Po nérastu pfi laboratorni teploté byly narostlé morfologicky
odlisné kolonie pfeneseny na &erstvy masopeptonovy agar a na stejnou piidu obsahujici penicilin
G (K stl) nebo 6-APA vkoncentraci 100 pg.ml™” pady. Vyrostlé kolonie byly dale opét
pfeneseny na masopeptonovy agar a po narlstu za laboratorni teploty byly kmeny testovany na
deacylacni aktivitu nasledujicim zpisobem. Dulky mikrotitranich destiek byly naplnény 50ul
0,5% roztokem ampicilinu v 0,1 M fosfatovém pufru (pH 7,5) a biomasa izolati byla pienesena
sterilnimi paratky a suspendovéna do roztoku ampicilinu v dillkach ve dvou paralelnich desti¢-
kach. Jedna paralela desti¢ek byla inkubovéna pfes noc pfi teploté 30 °C, druha 4 hodiny pfi
teploté 37°C. Po této dobé bylo do dulkd pfidano 200 ul detekéni smési obsahujici p—
dimetylaminobenzaldehyd. Po 15 minutich bylo pozorovéano Zluté vybarveni. Stejnym zplisobem
byly testovany rizné sbirkové bakteridlni kmeny. Vybrané suspektni izolaty byly testovany
submerzni jednorazovou kultivaci nasledujicim zpisobem. 500 ml varné baiiky byly naplnény
100 ml tekuté Zivné piidy obsahujici 3% kvasnitny extrakt (Oxoid, pH 7,2), po sterilizaci
olkovany suspektnimi kmeny a poté inkubovany na rotatnim tfepacim stroji o frekvenci
240 otacek za minutu pfi teploté¢ 28 aZ 30 °C po dobu 24 hodin. 2 ml t&hto kultur prvni
vegetativni generace bylo pouZito pro ofkovani dvou paralelnich ban&k se 100 ml pidy stejného
sloZeni. Druha vegetativni generace byla kultivovana ze stejnych podminek 24 nebo 48 hodin.
Poté byly kultury separovany odstfedénim (14 000 G, 10 minut), supernatant slit, bun&&ny



10

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 291154 B6

sediment promyt stejnym objemem 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,5 a buiiky suspendovany do
4krat mensiho objemu stejného pufru. Pfipravené suspenze byly testovany na specifickou aktivitu
acylasy se substratem ampicilinem za reakénich podminek uvedenych v popisu predmétného
vynélezu. Ze série zkoumanych kmend byl vybran pfirodni izolat, citlivy k 6-APK, ktery
vykazoval za 24 hodin kultivace aktivitu celych bun&k na ampicilin 2,5 U/mg suché hmoty
bunék.

Byla pripravena prvni a druha vegetativni generace tohoto vybraného izolatu zpisobem, jak je
uvedeno vy3e s tim rozdilem, Ze kultura druhé generace byla ve druhé tretin€ exponenciélni faze
ristu asepticky odstfedéna a supernatant slit. Ziskané separované buiiky byly promyty a
suspendovany do stejného objemu vy3e uvedeného pufru. Piipravend suspenze bun&k byla poté
pfidana k roztoku N-metyl-N’ —mtro—N—mtrooguamdmu ve stejném pufru tak, aby vysledna
smés obsahovala cca 107 az 10® bunék . ml™ a 150 p uvedeného mutagenu . ml™. Smés byla
michdna 60 minut pfi laboratorni teploté a poté byla vyseta na Petriho misky obsahujici pevnou
ivnou piidu ~ masopeptonovy agar. Po tfidenni inkubaci pfi 28 °C byly vyrotlé kolonie
pieneseny sametovymi razidly na pevnou pidu nasledujiciho slozeni (v % hmotn.): Bacto casiton
(Difco) 1%, kvasni¢ny extrakt (Difco) 0,5 %, rozpustny Skrob (Lachema) 1%, agar (Difco)
1,5%. pH7,2. Detekce P-laktamasy monokoloniovych izolati byla provéddéna metodou
uvedenou v popisu predmétného vynalezu. Kolonie netvofici svétlou zénu na modrém pozadi (B~
laktamasa negativni) byly izolovany z piivodni matrice na masopeptonovy agar a po naristu (2 az
3 dny pti 28 °C) byly testovany na deacyla¢ni aktivitu k ampicilinu v mikrotitratnich desti¢kach
jak je popsano vy3e v tomto pfikladu s tim rozdilem, Ze jedna paralela desti¢ek byla inkubovana
1 hodinu pfi 37 °C a druha 1 hodinu pfi 50 °C. Z testovanych monocykloniovych izolatd byl
vybran kmen s intenzivni reakci pfi 50 °C. Tento ziskany kmen Comamonas testosteroni CCM
4824 byl hodnocen submerzni jednorazovou kultivaci, zpusobem a s pouzitim pudy jak je
uvedeno vy3e. Po 24 hodinové kultivaci vykazoval aktivitu 3 U.g ! suché hmoty bungk.

Priklad 2
500 ml varné baiiky byly naplnény 50 ml Zivné pidy nasledujiciho sloZeni (v % hmotn.):

kvasniény extrakt (Oxoid) 1 %, dihydrofosfore¢nan draselny 0,1 %, chlorid sodny 0,2 %, chlorid
hore¢naty 0,02 % (sterilizace zv1ast), fenyloctova kyselina 0,2 % (pfed pfidanim neutralizovana
na sodnou stl); pH pidy 7,2, sterilizace pfi 120 °C. Po zaotkovanim kmenem Comamonas
testosteroni CCM 4824 ziskanym v pfikladu 1 a narostlém na pevné plidé s masopeptonovym
agarem (2-3 dny pfi 28 °C), byly baiiky inkubovany 24 hodin na rotatnim tfepacim stroji
o frekvenci 240 otatek za minutu pfi 28 °C. Poté byl 1 ml narostlé kultury prvni generace pouZit
pro otkovani 50 ml stejné piidy a baiiky byly inkubovany stejnym zplisobem. Specifické aktivita
bunék byla zjistovana stejnym zpusobem jako v prlkladu 1. Za pouzm substratu ampicilinu a
natlvmch bunék byla zjisté€na aktnv:ta 84 U.I"" Zivné pady pfi naristu 3,3 g suché hmoty
bundk . I j. specificka akt1v1ta 25 U.g™" suché hmoty bunék. Se substratem penicilinem G bylo
dosazeno aktivity 26 U.g™ s.hmb. Ve stejné pidé bez fenyloctove kyseliny byl zjistén narist
bungk 1,8 g s.hm..I"" Zivné piidy a specificka aktivita 4 Ug™' s.hm.b. (substrat ampicilin).

Priklad 3

Suspenze bunék kmene CCM 4824 ziskana stejnym zpiisobem kultivace, promyvani a koncen-
trovani jako v ptikladu 1 a 2 byla dvakrat fed&na stejnym pufrem a poté pouZita pro dezintegraci
bun&k ultrazvukem za pouziti ultrasonikdtoru Microson XL 2000. Vzorky byly ponofeny do
ledové 1azn& a sonikovany (100 W, frekvence 5 kHZ) &tyfikrat po 1 minuté s prestavkami pul
minuty. Dezintegrovana smés byla pouzna pro stanoveni aktivity acylasy. Celkova aktivita s
substratem ampicilinem byla 235 U.I" Zivné pidy a specificka aktivita dosahovala 70U.g"
suché hmoty bunék. Se substratem penicilinem, G byla specificka aktivita 45 U.g" ''s.hm.
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Priklad 4

Byla provedena kultivace kmene CCM 8424 jako v piikladu 2 stim rozdilem, Ze koncentrace
fenyloctové kyseliny v Zivné pidé byla zvySena na 0.4 6. Narostla kultura byla zpracovana
stejnym zpisobem jako v ptikladu 3. Vyt&zek suché hmoty bunék byl 4,3 g.I”' pidy, aktivita
acylasy 302 U.I"' pidy a 70 U.g™ s.hm. (substrat ampicilin). Se substratem penicilinem G byla
specificka aktivita 40 U.g™' s.hm.

Ptiklad 5

Ve fermenta¢nim tanku o objemu 75 litrd (primér 350 mm. vyska 810 mm) vybaveném dupliké-
torem, 4 zarazkami, aeranim véncem, tfemi radidlnimi michadly se $esti lopatkami o priiméru
120 mm na jednom htideli (vzdalenost michadel od sebe 250 mm, spodniho ode dna 85 mm)
bylo pfipraveno 50 litri zivné pudy nasledujiciho slozeni (v % hmotn.): kvasni¢ny extrakt
(OHLY) 1 %, dihydrofosfore¢nan draselny 0,1 %, chlorid sodny 0.2 %, chlorid hofe¢naty 0,02 %
(sterilizace zvlast), fenyloctan amonny 0,474 %. protipénidlo SAG 471 0,005 %, vodovodni
voda, pH 7,2 sterilizace pfi 120 °C 40 minut. Varné banky (20 kust) o objemu 500 ml byly
naplnény 50 ml pudy stejného sloZeni (bez SAG) a po sterilizaci byly otkovany kmenem
CCM 4824 a poté provedena kultivace prvni generace jako v prikladu 2. Po 24 hodinach byly
kultury v barikach za aseptickych podminek slity a pouzity pro otkovani fermentoru. Kultivace
probihala za michani 400 otatek za minutu a vzdudnéni 13,5 litrd pfi teploté 28 °C po dobu
17 hodin. Vyt&Zek suché hmoty bun&k byl 5,2 g1 Zivné pidy, aktivita acylasy 213 U.I"" Zivné
plidy a specificka aktivita 41 U.g™" s.hm. (substrat ampicilin). Se substratem penicilinem G byla
specificka aktivita 31 U.g™" s.hm. Po ukon&eni kultivace byly buiiky separovany na odstiedivce
Sharples a ziskana bunééna pasta byla suspendovana v 0,025 M fosfatovém pufru o pH 7,5
v koncentraci 140 g vlhké hmoty bunék litr™" suspenze. Poté byla provedena dezintegrace bundk
trojnasobnym priichodem mechanickym $térbinovym dezintegratorem Manton Gualin za chlazeni
mezi cykly na teplotu cca 15°C. Aktivita ziskané dezintegrované smési byla 1995 U.I"' a
120 U.g” suché hmoty se substratem ampicilinem a 1330 U.I" a 80 U.g™" suché hmoty se
substratem penicilinem G.

Ptiklad 6

Dezintegrovany homogenat ziskany zpiisobem, jak je pepsano v pfikladu 5, byl centrifugovén
(14 000 G, 10 minut). Ziskany supernatant vykazoval aktivitu se substratem ampicilinem
1966 U.I" a 150 U.g”' bilkovin, s penicilinem G 1310 U.I" a 100 U.g™" bilkovin. K 300 ml
tohoto bezbunééného extraktu bylo za chlazeni (cca 15 °C), michani a udrZzovani pH na hodnoté
7,2 postupné pfidavano 13,93 g siranu amonného. Po 15 minutach michani byl roztok ponechan
pfes noc pfi 5 °C a vznikla srazenina separovana centrifugaci (14 000 g, 30 minut). Sediment byl
poté rozpustén v 0,01 M fosfatovém pufru o pH 7,2 a dialyzovan pies noc proti stejnému pufru.
Vznikly roztok (68 ml) m&l aktivitu acylasy s ampicilinem 4289 U.I"", s penicilinem G 2859 U.I"!
a specificka aktivita byla 302 resp. 202 U.g™' bilkovin.

Priklad 7

Bezbunény extrakt ziskany v pfikladu 6 byl rozdélen na dily, ve kterych bylo za michani
upraveno pH pomoci 2M kyseliny octového nebo 4% hydroxidem sodnym na hodnoty 4, 7, 10 a
vzorky byly ponechany 1 hodinu 5, 40, 50 a 55 °C. Po této dob& bylo pH opét upraveno na
vychozi hodnotu (7,0-7,2) a stanovena aktivita acylasy se substratem ampicilinem a penicilinem
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G. Vysledky shrnuté v nasledujici tabulce 2 ukazuji na znaénou stabilitu této enzymové aktivity
k extremnim pH a teploté.

Tabulka 2 — Vliv pH a teploty na stabilitu penicilinacylasy v bezbuné¢ném extraktu

teplota (1 h, °C) pH substrat aktivita (U.I”" extraktu)

5 4,0 ampicilin 1990
penicilin G 1400

5 7,0 ampicilin 2000
penicilin G 1335

5 10,0 ampicilin 1926
- penicilin G 1350

40 4,0 ampicilin 2200
penicilin G 1375

40 7,0 ampicilin 2098
penicilin G 1458

55 7,0 ampicilin 2050
penicilin G 1206

60 7,0 ampicilin 1722
penicilin G 1188

Primyslové vyuzitelnost

Kmen Comamonas testosteroni CCM 4824 podle vynalezu lze vyuzit ve farmaceutickém
primyslu.

PATENTOVE NAROKY

1. Kmen mikroorganismu Comamonas testosteroni CCM 4824 produkujici vnitrobunéénou
penicilinacylasu, stabilni v rozsahu pH od 3,0 do 11,0 a teploté do 60 °C, vyuzitelny zejména pro
ptipravu 6-aminopenicilanové a 7-aminodeacetoxycefalosporanové kyseliny z penicilinu a
n&kterych derivati cefalosporinu, pro enzymovou reverzni syntézu semisyntetickych antibiotik,
hydrolyzu a syntézu amidi, hydrolyzu esteri a odblokovani N—koncové aminokyseliny pfi
syntéze peptidi, nebo pii déleni racemickych smési aminokyselin.

Konec dokumentu
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