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Kmen mikroorganismu Nocardia sp.

Oblast techniky

Vynilez se tykd nového kmene mikroorganismu Nocardia sp, produkujiciho kyselinu L(+)-
vinnou.

Dosavadni stav techniky

Kyselina vinn4 (kyselina 2,3—dihydroxybutandiova, C4HgOg, M;=150,09) se v sougasnosti pfipra-
vuje izolaci z vinného kamene pisobenim silnych minerélnich kyselin. MnoZstvi takto ziskané
kyseliny vinné je viak omezeno dodévkami zékladniho materilu, které jsou nestalé a omezené.
Jiné chemické postupy umoZtiuji pfipravit jen D,L-formu kyseliny vinné, kterd ma viak mensi
rozpustnost v porovnani s pfirodni L-formou kyseliny vinné, coz brani jejimu SirSimu vyuZiti.
Navic, izolace L-formy z racemické smési b&Zznymi technikami je velmi nékladna. Kyselina
vinna se pFirozen& nachazi v riznych druzich ovoce, hlavn& v hroznech a je nejdileZit€jsi kyseli-
nou v motech a ve vin&. Z komeréniho hlediska patfi tato kyselina mezi atraktivni produkty, coZ
dokazuje $iroké spektrum jejtho pouZiti v nejrozmanitéjsich primyslovych odvétvich, nejvice
viak v potravinifském a farmaceutickém priimyslu. Pfiblizn& 50 % z celkového mnoZstvi se
pouZiva v potravinafském primyslu jako okyselovadlo do nealkoholickych napoji a Sumivych
praski, ochucovadlo v cukrovinkdch, Zelating, kandovaném ovoci apodobng. V pekafském
primyslu se pti vyrob& chleba a petiva ptidavaji do tésta jako emulgatory smésné acylglyceroly
s kyselinou diacetylvinnou, &im2 se prodluzuje jejich trvanlivost. Svoje uplatnéni mé takeé
v lékafstvi jako slozka n&kterych preparatii, napfiklad Etanbutol, Naproxen, Metaprolol, Sumivé
prasky na protiténi organismu apod. Technick4 kyselina vinna, sm&s opticky aktivnich a inak-
tivnich forem, se vyuZivd hlavné ve fotografickém, keramickém, metalurgickém a textilnim
primyslu. Kyselina vinna se vyskytuje ve &tyfech riiznych modifikacich. Kyseliny D- a L-vinné
vykazuji optickou aktivitu, racemicka kyselina (D,L)-vinné a kyselina mezovinnd jsou opticky
inaktivni.

Chemicky je mo¥no pfipravit kyselinu (D,L)-vinnou naptiklad oxidaci kyseliny fumarové nebo
maleinové za piitomnosti katalyzitoru, kterym miZe byt napiiklad palladium, vanad nebo
wolfram. (Petritsch, K., Korl, P.: Pat. DE. 2555699, Lewis, D. F., Rodriguez, P.A.B.: Pat. GB
1442748).

Biotechnologické postupy odstratiuji nedostatky chemické syntézy a umoziiuji pfipravu pfirodni
L(+)-formy kyseliny vinné. V sougasnosti je zndma mikrobialni piiprava kyseliny L(+)-vinné
prostfednictvim bakterif, pfiemZ jako substrdt mohou byt pouZity sacharidy, kyselina
5—keto~D—glukanov4 nebo kyselina epoxyjantarova. V bakteridlnich fermentacich se sacharidic-
kymi substraty dominuji kmeny zrodu Acetobacter (Bhat H. K., Qazi, G. N.: Research adn
Industry 31, 1986, s. 148-152). Kyselina 5-keto—D-glukanova je vhodnym substratem pro
piipravu kyseliny vinné pomoci bakterii Pseudomonasfluorescens (Miall, L. M.: Organic acids 2,
1. ed. London, Academic Press, 1978). Kontinualni fermentace, vyuZivajici tyto kmeny, nepfi-
nesla otekévané vysledky, protoZe vysledné koncentrace kyseliny vinné byly nizké a kromé
hlavniho produktu vznikaly i produkty vedlejii, zejména kyselina glykolova, kterd mé inhibi¢ni
udinek na rust bakterii.

Schopnost produkce L(+)-formy kyseliny vinné biokonverzi z kyseliny cis—epoxyjantarové byla
popséna u nékterych kmenid zrodu Achromobacter, Alcaligenes, Acinetobacter, Rhizobium
a Nocardia. Pat. JP 140683/75 a Pat. DE 2517941 pojednavaji o schopnosti bakterii paticich do
rodis Achromobacter a Alcaligenes produkovat enzym, ktery konvertuje kyselinu cis—epoxy-
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jantarovou na kyselinu L(+)-vinnou. Byly vyvinuty tfi podobné postupy biochemické konverze
kyseliny cis—epoxyjantarové, resp. jejich soli na kyselinu L(+)-vinnou, vyuZitim bakterialnich
kmenii zrodu Nocardia, Acinetobacter, Agrobacterium, Rhizobium a Pseudomonas (Miura, 1.
akol.: Pat. DE 2605921, Kamatani, Y. a kol.: Pat. DE 2600589, Kamatani, Y. akol.: Pat. DE
2619311). Dobré vyt&zky kyseliny L(+)-vinné byly dosaeny pfedevsim pouZitim bakterii z rodu
Nocardia. Zjistilo se, Z¢ n¢které kmeny rodu Nocardia jsou schopny produkovat enzym
cis—epoxyjantaranhydrolazu, ktery dokaZe konvertovat kyselinu cis-epoxyjantarovou na kyseli-
nu vinnou, pfiCemZ m4 tento enzym vy33i katalytickou aktivitu p¥i ¥t¥peni a hydrolyze epoxido-
vého kruhu v porovnéni s izolovanymi hydrol4zami rodu Alcaligenes a Achromobacter. Dobré
produkeni schopnosti byly popsény u kmene Nocardia tartaricans ATCC 31191, jejichz
vysledkem byla biokonverze takika bez vzniku vedlejiich produktii za pouiti volnych, vysu-
Senych nebo imobilizovanych bungk, bezbuiikovych extraktit z téchto bungk, piipadn& pouZitim
purifikované cis—epoxyjantaranhydroldzy. U inaktivnich bungk byl popsan pozitivni uéinek
povrchove aktivnich latek na rychlost biokonverze cis—epoxyjantaran - vinan (Miura, Y. a kol.,
Pat. US 4017362).

Kyselina cis—epoxyjantarova se lehce pfipravi chemickou syntézou naptiklad epoxidaci malein-
anhydridu, kyseliny maleinové, resp. jejich derivatd G&inkem peroxidu vodiku a za p¥itomnosti
wolframu nebo molybdenanu jako katalyzatoru (Olupide J. O. a kol.: J. Chem. Tech. Biotechnol.
55, 1992, strany 103 az 109). Na indukci cis—epoxyjantaranhydrolazy v buikich se pfidavaji do
kultivatniho média soli cis—epoxyjantaranu v koncentraci 0,1 a% 5 hmotn. %, max. 10 hmotn. %.
Vy33i koncentrace zpiisobuji inhibici ristu bakterii, ale je moZné je pouzit v pFipads, Ze buiiky
budou pfeneseny do neriistovych podminek, kde probih4 konverze cis—epoxyjantaranu na kyseli-
nu L(+)-vinnou.

Podstata vynalezu

Podstatou vynilezu je novy kmen mikroorganizmu Nocardia sp. NT 24, produkujici kyselinu
L(+)-vinnou, uloZeny v Ceské sbirce mikroorganismi v Bmg, CR pod oznacenim CCM 4837/A.

Uvedeny novy kmen byl pfipraven z rodiovského kmene Nocardia tartaricans ATCC 31191
nejprve chemickou mutaci vegetativnich bungk pomoci N-nitro-N—-nitrozoguanidinu a nasledné
pak pasdZovanim takto ziskanych mutantd v tekutych a na tuhych kultivadnich médiich s vyssi
koncentraci kyseliny cis—poxyjantarové. Tento cyklus pasiZovéni na tuhych a tekutych médiich
byl u producenta s nejvy33i specifickou aktivitou cis—poxyjantaranhydrolazy vicenésobn& opako-
van, aZ byl ziskén producent se standardnimi produk&nimi schopnostmi, ozna¢eny jako Nocardia

sp. NT 24 (producent). Tento kmen je uloZen v Ceské sbirce mikroorganismi v Brng, CR pod
oznatenim CCM 4837/A.

Hlavni vyhodou nového kmene je pekvapiva vysoké rychlost produkce kyseliny L(+)-vinné,
které je zplisobena alespoil dvojndsobnou a vy33i specifickou aktivitou cis-epoxyjantaranhydro-
lazy v buitkdch Nocardia sp. NT 24 ve srovnani se specifickou aktivitou téhoZ enzymu v buiikich
rodi¢ovského kmene Nocardia tartaricans ATCC 31191 za analogickych reakénich podminek.
Dalsi vyhodou je ziskani maximélni objemové vytémosti noside pti imobilizaci producenta na
nosi¢, coz umoZiuje sniZit fermenta¥ni objemy potfebné pro ptipravu biomasy bakterii pti
pouZiti volnych bun€k a podobné. Dalsi vyhodou je vicenasobné pouZiti bungk Nocardia sp. NT
24 v opakovanych konverzich, pfi Setrné permeabilizaci bungk, coz naklady na ptipravu produ-
centa jeSté sniZuje.

Novy kmen Nocardia sp. NT 24 roste dobfe na b&znych tuhych kultivatnich médiich, jako jsou
MPA, GTKA. Na YG agaru (R. Atlas: Handbook of microbial media. 2. vydani CRC Press,
1997) tvoki po 48 hodinich kultivace (28 °C) kolonie s nepravidelnym zoubkovitym okrajem.
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Kolonie je zbarvena oranZové, neprisvitna s jemné granulovanym povrchem, starsi kolonie jsou
zabarveny intenzivn&ji. Mladé builky tvofi ty&inky (2 aZz 10 pm), netvoi vzdu$né mycelium,
u star$ich bungk jsou ty&inky kratsi aZ kokoidniho tvaru. Buiiky netvofi spory a jsou gram-pozi-
tivni.

V pribéhu pfipravy bungk se vyuZivaji michané reaktory umoZiiujici aeraci média. Kultivace se
provadi 20 az 48 hodin a po fermentaci se buiiky odseparuji pro vlastni biokonverzi. K biokon-

‘verzi se pouZije médium s obsahem 5 aZ 40 hmotn. % kyseliny cis—epoxyjantarové anebo jejich

soli. Produktem biokonverze je pak kyselina L(+)-vinna ve formé odpovidajicich soli. Po skon-
&eni biokonverze se produkt izoluje z reakéni smési napfiklad odstranénim buné&k odstfedénim
a zahu§ténim filtratu. Kyselinu L(+)-vinnou je moZné naptiklad vysréZet po ptidavku vapenatych
iontd ve form& vinanu vapenatého a nasledng pf¥ipravit kyselinu L(+)-vinnou po pfidavku mine-
ralnich kyselin standardnimi postupy. Zakladni charakteristiky kyseliny L(+)-vinné je moZné
naptiklad ovéfit Rf papirovou chromatografii, mé&fenim IC spektra, NMR-spektra, stupnd
otadivosti a elementarni analyzou.

Priklady provedeni vynalezu

Piiklad 1

Pfipravi se 50 ml kultivaéniho média v 500 ml kultivaZni batice (sterilizace 20 minut pfi 121 °C).
Kultivadni médium obsahuje v 1 litru destilované vody masovy extrakt 3 g, pepton 5 g, NaCl 3 g,
KH,PO, 3 g, MgS0,.7H,0 2 g, FeS0,.7H,0 0,01 g, CaCl,.2H,0 0,03 g, MnSO,.4H,0 0,03 g
(pH 7,0). Takto pfipravené médium se zaotkuje kulturou bakterii Nocardia tartaricans ATCC
31191, ktera byla pfipravena 48-hodinovou kultivaci na pevném kultivaénim médiu pfi 28 °C
(YG agar: kvasni&ny extrakt 5 g/l, gluk6za 10 g/l, pepton 5 g/, agar 20 g/l, pH 7,0). Po 24 hodi-
nové kultivaci na z4v&sné rotadni tfepatce pfi teploté 30 °C se biomasa bakterii oddéli od
kultivaéniho média odstfedénim (6000 ot/min., 10 min.), promyje se jedenkrat fyziologickym
roztokem (0,85 % NaCl) a timto roztokem se nafedi na koncentraci bungk 10° bun&k/cm’. K buii-
kam se pfida 1-metyl-3-nitro~1-nitrozoguanidin (NTG) na vyslednou koncentraci 1 mg/cm’.
Inkubace probih4 5, 10,20 a 30 minut pfi laboratorni teplot¥. Po inkubaci se buiiky scentrifugu-
ji (5600 g, 10 min) a promyji se sterilnim fyziologickym roztokem. Promyté buiiky se naoCkuji
na tuhou agarovou piidu (kvasniény extrakt 5 g/dm’, pepton 5 g/dm’, glukéza 10 g/dm’, cis—epo-
xyjantaran sodny 10 g/dm’, agar 20 g/dm®) a inkubuji se 4 dny pfi teploté 30 °C.

Vyrostlé kolonie se oZkuji na YG agar s pfidavkem 5 g/l cis—epoxyjantaranu sodného a kultivuji
se pfi 30 °C po dobu 48 hod. Takto vyrostla kultura se naotkuje do 50 ml kultivaéniho média
v 500 ml kultivadni bafice (médium obsahuje v 1 litru destilované vody masovy extrakt 5 g,
pepton 5 g, cis—epoxyjantaran sodny 10g, NaCl 3 g KH,PO, 3g, MgSO,.7TH0 2g,
FeS0,.7H,0 0,01 g, CaCl,.2H,0 0,03 g, MnSO,.4H,0 0,03 g, pH 7,0) a kultivuje se na zivésné
rotadni tfepadce 24 hod. pfi 30 °C. Aktivita cis—epoxyjantaranhydrolézy se u mutantnich kment
stanovila nasledujicim postupem:

Buiiky se scentrifuguji (5600 g, 10 min) a promyji sterilnim fyziologickym roztokem. Enzymova
aktivita cis—epoxyjantaranhydroldzy v buiikich se stanovi za nésledujicich experimentilnich
podminek: 1M cis—epoxyjantaran sodny s obsahem deoxycholatu sodného 0,02 hmotn. %, pH
7,8, teplota 35 °C. 1 unit (TU) se definuje jako mnoZstvi cis—epoxyjantaranhydrolazy, ktera vy-
tvofi 1 pmol kyseliny vinné za 1 hodinu v experimentélnich podminkéch. Specifické aktivita
cis—epoxyjantaranhydrolazy v buiikich se vztahuje na 1 mg suchych bungk. MnoZstvi kyseliny
cis—epoxyjantarové, resp. kyseliny vinné, je moZno stanovit naptiklad izotachoforetickou meto-
dou s pouzitim systému B-alanin - HCI, pH 3,0 a kyseliny octové jako koncového iontu podle
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postupu Polonsky J. a kol. (J. Chromatogr. 320, 1985, strany 11 az 118). Na stanoveni t&chto
organickych kyselin je viak moZno pouZit i jiné standardni postupy, naptiklad HPLC a podobng.

Buiiky s nejvy33i specifickou aktivitou cis-epoxyjantaranhydroldzy se kultivuji stfidavé na teku-
tém a tuhém kultivanim médiu (sloZeni a podminky kultivace byly uvedeny vyS3e) s rostouci
koncentraci kyseliny cis-epoxyjantarové (5 a% 15 g/dm®). Tento cyklus pasdZovani na tuhych
a tekutych médiich se u producenta s nejvy3i specifickou aktivitou cis—epoxyjantaranhydrolazy
vicendsobné opakuje, aZ se ziska producent se standardnimi produkénimi schopnostmi, oznadeny
jako Nocardia sp. NT 24. Pfi konverzi 1M cis—epoxyjantaranu sodného s piidavkem deoxycho-
latu sodného (0,02 hmotn. %), PH 7,8 a teploté 35 °C vyprodukoval 1 gram bungk Nocardia sp.
NT 24 za 10 hodin biokonverze 102 g kyseliny L(+)-vinné, coZ odpovidd specifické aktivité
bunék 67,9 U/mg. 1 gram piivodniho rodi¢ovského kmenu vyprodukoval v analogickych podmin-
kich za 10 hodin 45 g kyseliny L(+)-vinné, co odpovidé specifické aktivité bun&k 29,9 U/mg.

Priklad 2

Pfipravi se 50 ml kultivatniho média v 500(ml kultiva¥n{ baiice (sterilizace 20 min pfi 121 °C).
Kultivatni médium obsahuje v 1 1 destilované vody masovy extrakt 3 g, pepton 5 g, NaCl 3 g,
KH,PO, 3 g, MgS0,.7H,0 2 g, FeSO,.7TH,0 0,01 g, CaCl,2H,0 0,03 g, MnSO,.4H,0 0,03 g
(pH 7,0) s pfidavkem cis—epoxyjantaranu sodného na vyslednou koncentraci 0,6 hmotn. %.
Médium se zaogkuje kulturou bakterii Nocardia sp. NT 24, kter4 byla pfipravena 48-hodinovou
kultivaci na tuhém kultivatnim médiu pti 28 °C (YG agar) a kultivuje se 24 hodin na zévésné
rotani tfepadce pfi teplot& 30 °C. Takto pfipravené vegetativni inokulum se pouZije na zaoko-
véni 4 1 kultivatniho média ve fermentoru v mno¥stvi 2 obj. %. Slozeni média bylo analogické.
Po 24 hodinich kultivace za analogickych podminek se biomasa bakterii ze 4 litrd média
odseparuje odstfed€nim (6000 ot/min, 10 min) a buiiky (6,0 g vztaZeno na susinu) se rozsuspen-
duji v 1000 ml 1M roztoku cis-epoxyjantaranu sodného s ptidavkem deoxychol4tu sodného na
vyslednou koncentraci 0,02 hmotn. %. V priib&hu biokonverze, ktera probih4 pfi teploté 35 °C
apH 7.8, se do reak&ni smési postupné pfidava 1M roztok cis~epoxyjantaranu sodného (pH 7,8)
do vysledného objemu 20 1. Po 68 hodinéch biokonverze bylo pfipraveno 2,97 kg kyseliny L(+)-
vinné, coZ je 98,9 % teoretického vyté¥ku. Biomasa se nasledné odseparuje odstfedénim
(6000 ot/min, 10 min) a znovu se pouZije na konverzi 20 litrit 1M roztoku cis—epoxyjantaranu
sodného (pH 7,8) pfi teplot& 35°C. Po 80 hodinich biokonverze bylo pFipraveno 2,94 kg
kyseliny L(+)-vinné, coZ je 98,0 % teoretického vyt&zku.

Novy kmen podle vynélezu je vyuZitelny pfi vyrobé kyseliny L(+)-vinné nebo jejich soli, které
maji Siroké pouZiti v potravinafstvi, farmacii, chemickém primyslu a dalgich oblastech.
PATENTOVE NAROKY

1. Kmen mikroorganismu Nocardia sp. NT 24, CCM 4837/A, produkujici kyselinu L(+)-vin-
nou.
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