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"Reeni-se tykd zplisobu selekce.a nahro-

madovani mikroorganismi hydrolyzu]mlch

fenoxymethylpenicilin na kyselinu 6-amino-

penicildnovou a je vyznaCen tim, Ze se kul-

tury mikroorganismil nao€kuji do selektiv-

niho média, kde jako jediny zdroj asimilo-

vatelného dusiku, a/nebo jak dusiku, tak

uhliku slouZi - fenoxyacetamid, 3-fenylpro-

pionamid, ‘4-hydroxyfenoxyacetamid, - fenyl-

akrylamid; a/nebo, kde jako jediné zdroje

asimilovatelného uhliku slouZi soli kyseliny

3-fenylpropionové, fenylakrylové, fenoxyoc-

tové a 4-hydroxyfenoxyoctové, popfipadé s

amidy téchto kyselin, slouZicich jako jediné

zdroje asimilovatelného dusiku, nebc s an-

organickym zdrojem dusiku, vyhodn& s-a-

monnymi- ionty, pFi€emZ vyrostlé kultury

mikroorganismi se v téchto piddch pasédZu-

ji tak dlouho, aZ se nezvySuje riistova rych-

lost, nateZ se vyrostld kultura vyotkuje a

konzervuje.

Vynédlez se rovndZ tykd kmene mikroor-

ganismu Cryptococcus sp., CCY 17-22-1 pro-

dukujicihe vnitrobuné&nou V-penicilin -ami-

ddzu, ktera prednostn& hydrolyzuje fenoxy-

methylpenicﬂln na 6- ammopemcllanovou ky-

selinu.
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- Vynélez se tyka zphsobu selekce a nahro-
madovdni kmen@i mikroorganismi hydroly-
zujicich fenoxymethylpenicilin na 8-amino-
penicildnovou kyselinu a kmene mikroorga-
nismu Cryptococcus sp. CCY 17-22-1.
Je-zndmo, Ze Kkyselina 6-aminopenicildno-
vad (ddle jen 6-APK) slouZi jako mezipro-
dukt pro vyrobu tzv. polosyntetickych peni-
cilin, napf. ampicilinu. 6-APK lze pfipra-
vit z p¥irodnich penicilinti, tj. z benzylpeni-
cilinu (G-penicilinu) nebo fenoxymethylpe-
nicilinu (V-penicilinu}, bud chemicky, ne-
bo enzymovou hydrol¢zou. Chemické hydro-
lyza prirodnich penicilipt je ekonomicky
nevyhodnd. Naproti tomu enzymova hydro-
Iyza m& podstatnd lepsi ekonomické para-

metry, éehoZ je vyuZivano pro vyrobu 6-APK

tadou zahrani¢nich farmaceutickych firem.
Ve vé&t§ing piipadd ve svété, a rovnéZ i v

Ceskoslovensku, je 6-APK vyrdb&na enzymo-
vou hydrolyzou benzylpenicilinu. K tomuto
di¢elu byly ziskdny vysokoprodukéni kme-

" ny bakterii syntetizujici vysoké mnoZstvi en-
zymu G-penicilin amiddzy, nap¥. kmeny Es-
cherichia coli podle &s. autorskfch osvéd-
teni . 162 274 a 188 631.

Fenoxymethylpenicilin  (V-penicilin} je
vSak enzymové hydrolyzovdn bakteridlnimi
kmeny jen velmi vzdcng&. Napf. bylo popsa-
no pouze nékolik kmenl bakterii z rodi Er-
winia, Achromobacte, Micrococcus, Strepto-
myces a Actinoplanes, které jsou schopny
syntetizovat specifickou V-penicilin amid4-
zu hydrolyzujici V-penicilin za vzniku 6-
-APK. Popisované produkce tohoto enzymu

~u zminénych rodd bakterii jsou vSak velice

nizké, u nékterych druhd je enzym synte-
tizovdn extracelularné (Streptomyces), tak-
Ze tyto kmeny bakterii nemaji v podstaté
pro vyrobu 6-APK primyslovy vyznam (Van-
damme, E. ]., Economic Microbiology, Mic-
robial Enzymes and Bioconversions, Rose,
A. H., ed., Vol. 5, Chapter 9, pp. 467 aZ 522,
Acad. Press, New York, 1980]).

Citovany autor naproti tomu uvédi, Ze u
nékterych eukaryontnich mikroorganismi je
vyskyt V-penicilin amidézy vice roz8ifen, ze-
jména u nékterych kvasinek (napf¥. rody To-
rulopsis, Zygosaccharomyces, Debaryomy-
ces, Torula, Rhodotorula), plisni (napf. ro-
dy Penicillium, Aspergillus, Fusarium) a
vys§ich hub (nap¥. rody Pleurotus, Bovista].
NejlepSimi producenty V-penicilin amidézy
jsou nékteré kmeny vy3Sich hub, zejména
Pleurotus ostreatus a Bovista plumbea.

Zvladnuti kultivace téchto organismii ve
velkokapacitnych fermentorech je pro vy-
soké néklady na fizeni kultivace, sloZeni Ziv-
né pldy a sterilitu kultury pfi jeji dlouho-
dobé submersni kultivaci (fadové 150 aZ
200 hodin} znatné ndrocné.

Doposud bylo charakterizovédno v zédklad-
nich parametrech jen velmi malo producen-

-t V-penicilin amiddz. Ve vé&tS§iné piipadi
jsou informace uvedeny u plisni a vy33ich
hub, ojedinéle u. bakterii a pouze v jednom
pripadé u kvasinek, Rhodotorula glutinis var.

4

glutinis {(Vandamme, E. J. a Voets, J. P, Zeft. -
Allg. Microbiol, 13, 701—710, 1973). PouZi-
tim siln® koncentrované suspenze intaktnich
bungk této kvasinky bylo dosaZeno 80 %
teoretické konverze 1% (hmota/objem) vod-
ného roztoku draselné soli V-penicilinu na
6-APK (28 °C, pH 6,5, reaktni doba 30 ho-
din).

Postup podle vyndlezu spodivd v tom, Ze
lze selektovat suspektni - kmeny p¥irodnich
a sbhirkovych mikroorganismii s V-peaicilin
amidazovou aktivitou v tekutych nebo na
pevnych chemicky definovanych Zivnych pi-
dach, kde jako jediny zdroj asimilovatelné-
ho dusiku a/nebo jak dusiku, tak uhliku slou-
Z1 fenoxyacetamid, 3-Tenylpropionamid, fe-
nylakrylamid {amid skoficové kyseliny) ne-
bo jejich derivaty, pfi€emZ schopnost ristu
enzymové aktivnich bun&k s poZadovanou
aktivitou je indikovédna pf¥irlistkem turbidi-
ty nebo tvorbou kolonii, popfipad& ristem
kmentt v pfitomnosti soli kyseliny 3-fenyl-
propionové, fenylakrylové (skoficové) a fe-
noxyoctové nebo jejich derivati, které slou-
#1 jako jediné zdroje asimilovatelného uhli-
ku v chemicky definované Zivné pds. Jed-
nordzovou selekci a pasdZovani v Zivaych
piidach . obsahujici tyto sloufeniny a jejich

. derivity lze kombinovat se sekvenéni selek-

ci v libovolnych kombinacich z hlediska uti-
lizace, indukce a substrdtové specifity en-
zymu. Tak. lze napfF. ziskat kmeny rychle
rostouci na utilizovatelnych induktorech
syntézy apod. L :
" Jednorazovou a sekvenéni selekci, kterym
pFedchézel rozsdhly screening sbirkovych
a piirodnich izolatl, byl uvedenym zpiso-
bem ziskdn kmen mikroorganismu  Crypto-
coccus sp, CCY 17-22-1, ktery je rovné¥ pied-
meétem vyndlezu a jehoZ vlastnosti, pfede-
vSim vysok4 specifickd aktivita V-penicilin:

~ amidéazy, intraceluldrni lokalizace . enzymu:

a nepiitomnost g-laktamazy, doveluji real-
ny predpoklad jeho vyuZiti k enzymové pfi-
pravé 6-APK z V-penicilinu pomoci intakt-
nich bungk oddélenych od kultiva&ni kapa-
liny, imobilizovanych bunék, popfipadé mi-
Ze tento kmen slouZit jako zdroj enzymu pro
jeho néslednou izolaci a jeho dalSi pouZiti
v rozpustné nebo imobilizované formé&. Za-

kladni morfologické a biochemické vlast-

nosti prfedmétného kmene a vlastnosti ve
vztahu k zéakladni charakterizaci enzymu. u
intaktnich bun&k jsou uveteny v nasledu-
jicim souhrnu.

‘Vlastnosti kmene‘CryptococcuS*,sp. CcCY
17-22-1 : .

Zakladni viastnosti kmene

Kvasinka, dobi‘e rostouci na siadinovém
agaru, tvofi krémové kolonie, polarni pu-
¢eni, svétlolomné pouzdro. PFi rlstu v Ziv-
nych pidach obsahujicich rychle-asimilova-
telné zdroje uhliku (gluké6za) tvoii extra-
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celulérni siln& viskozni polysacharid. Tvor-
bu extraceluldarniho polysacharidu lze eli-
minovat sloZenim Zivné pldy a poméry C:
:N. Roste dohfe na kokufiéném extraktu,
smésich aminokyselin a kvasnitném hydrg-
lyzatu. Rovné&Z roste dob¥e na chemicky de-
finovanych mineralnich Zivnych pfidach s

B

jedinych zdrojich asimilovatelného uhliku

v tekutych Zivnych pliddch.

Glukoza (), sachardza [+), fruktdza
(+), galaktiza (—), laktéza (=), glycerol
(—), DL-laktat (—), sukcindt (+), citrat.
(+), ethanol {+), soli kyseliny fenyloctové
(—), fenoxyoctové (—), 4-hydroxyfenoxy-

vhodnym zdrojem uhliky; jako zdroj dusf-
ku vyuZivd amonné ionty.
Riist na niZe uvedenych sloutenindch jako

octové (—}, 3-fenylpropionové (+), fenyl-
akrylové (+].

Vlastnosti kmene ve vztahu k V-penicilin amidaze u intaktnich bunék

1. lokalizace enzymu: intraceluldrni;
2. pfitomnost g-laktamazy: negativni;
3. indukce syntézy enzymu: kyselina 3-fenylpropionovd (-+++), fenyl-

_akrylovéd (++), 4-hydroxyfenoxyoctova
(++], fenoxyoctovd (-+), fenyloctovd (—);
V-penicilin (+++), G-penicilin (—), ampi-
cilin (—), monocamid Kkyseliny glutarové
[++), fenoxyacetamid (-4}, 4-hydroxyfeno-
xyacetamid (+), 3-fenylpropionamid. {—),
amid kysehny fenylakrylové (--), fenylacet-
amid (—);

V piitomnosti glukdzy a sacharézy se en-
Zym nesyntetizuje, i kdvZ je p¥itomen kte-
rykoliv z induktorfl jeho syntézy;

6. Optimum pH aktivity enzymu: ' 8,0; -

7. Specificka aktivita intaktnich buné&k* 0, 5 az 12,0 umol 6-APK . mg~! suché hm@ty

4. substratova specifita enzymu:

5. katabolickd represe syntézy enzymu:

bundk. DosaZend specifickd sktivita zdvis
_ na sloZeni Zivné pfidy, kultivanich pmimin-
="+ KkKéch a fyziologickém stavu kultury;

Chromategraflil na tenké€ vrstvd celuldzy a

vyscikotlakou kapalinovou chramatografii by-

lo prokédzéno, Ze pfi styku intaktnich bu-

nék s vodnymi roztoky K-soli V-peniciliny,

. vznika pouze 6-APK a fenoxyoctovd kyssli-
¢ mna.

* Jednotka enzymové aktivity V-penicilin amidazy je takové mnoZstvi enzymu, které ka-
talyzuje hydrolyzu vodného rozioku K-soli V-penicilinu jako substrdtu, za vzaiku
jednoho mikromolu 6-APX v jednom mililitru za jednu hodlnu v podmmkach enzy-
mové reakéni kmet1ky nultého Fadu pri pH 8,0 a teplotd 37 °C. Rozmdr aktivity:

8. Produkty enzymové piemény:

pmol 6-APK.ml 1.h~1; rozmé&r specifické aktivity: wmol 6-APK.mg~! suché hmo-
ty bunék. Ke stanoveni koncentrace 6-APK byl p0u21t postup uvedeny v €s. paten-

tovém spisu &. 116 959.

Podle morfologického, riistového a bio-
chemického chovani kultury byl ziskany’

- kmen zatazen do rodu Cryptococcus v sou-
hlase s taxonomickymi kritérii uvedenymi
v: The Yeasts, A taxonomic study, second e-
dition, J. Lodder, ed., North-Holland Publis-
hing Company — Amsterdam — London,
1970; ]. A. Barnett, R. W. Payne and D. Yar-
row, Yeasts, Characterization and Identifi-
cation, Cambridge, London, New York, New
Rochelle, Melbourne, Sydney, 1983. -Pred-
métny . produkéni kmen mikroorganismu
Cryptococcus sp. je uloZen v &s. sbirce kva-

sinek (Czechoslovak Collection of Yeasts)

v: Bratislavé pod ¢. CCY 17-22-1.

Podstata zpliscbu jednorédzové a sekvend-
ni selekce a nahromadovdni kmen mikro-
organismf, zv1a5té kvasinek, hydrolyzujicich
fenoxymethylpenicilin na 6-aminopenicilé-
novou Kkyselinu podle vynélezu spoivd v
tom, Ze se kKultury mikroorganismid naotku-
ji do selektivnich chemicky definovanych
Zivnych pid, kde jako jediny zdroj asimilo-
vatelného dusiku, a/nebo jak dusiku, tak

uhliku slouZi fenoxyacetamid, 4-hydroxyfe-
noxyacetamid, 3-fenylpropionamid, fenylak-
rylamid, a/nebo, kde jako jediné zdroje asi-
milovatelného uhliku slouZi soli, kyoe;my
3-fenylpropionové, fenylakrylové, fencxyoc-
tové, hydrozyienoxyoctové, popfipadé s ami-

dy techto kyselin slouZicich jako jediné zdro-
je asimilovatelného dusiku, nebo s anorga-
nickym zdrojem dusiku, vg’zhodné s amonny-
mi ionty, plifemZ vyrostlé kultury mikro-
organismé se v t&chto pidéach pasdZuii tak.
dlouho, a% se nezvySuje riistovd rychlost, na-
teZ se vyrostla kultura vyotkuie a konzer-.
vuje.

Pfedmétem vynédlezu ‘e déle kmen mikro-
organismu Cryptococcus sp. CCY 17-22-1,
ktery byl ziskdn postupem uvedenym v pied-
chozim odstavei, & ktery produkuje vnitro-
buiiéfnou V-penicilin -amidédzu, kierd pred-.
nostné hydrolyzuje fenoxymethylpenicilin na .
6-aminopenicildnovou kyselinu.

Vynélez je dale doloZen v pfikladech pro-
vedeni aniZ by se jimi omezoval.
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Pi¥iklad 1

22 sbirkovych a 8 z pfirody izolovanych
kmen@l kvasinek, které bylo moZno podle
citované literatury uvedené v popisu pied-
mé&tného vyndlezu taxonomicky zafadit do
rodtt Saccharomyces, Debaryomyces, Candi-
da, Cryptococcus, Rhodetorula, Torulopsis a
Trichosporon, byly naotkovany klitkou ze
gikmého hladinového agaru do ban&k ob-
sahujicich 50 ml tekuté Zivné plidy o sloZe-
ni: fenoxyacetamid 0,2 %, glukéza 0,5 aZ 1,0
proc. KHyPO, 0,1 %, KoHPO, 0,2 %, kvasnié-
ny extrakt 0,05 %, MgSO; 0,05 %, Na-sill
fenoxyoctové kyseliny 0,05 %; pH Zivné pi-
dy 6,5. Naotkované kultury v batikdch by-
ly umistény na t¥epaci stroj a submersni
kultivace probihala pii 28 °C. .

Z testovanych 30 kmena vyrostlo za uve-
denych podminek za riiznou dobu 19 kultur.
Po odstFed&ni suspenze byl analyzovan bu-
n&ény sediment s cilem . prikazu tvorby 6-
-APK z V-penicilinu postupy uvedenymi v
popisu predmé&tného vyndlezu. Ani u jedné
z vyrostlych kultur vSak nebyla prokazana
aktivita V-penicilin amidazy.

Dédle bylo postupovédno tak, Ze 11 neros-.

toucich kmen@ bylo z dal§fho vybéru vyra-
zeno a 19 rostoucich kmen@ v Zivné piide,
kde fenoxyacetamid slouZil jako jediny zdroj
dusiku, bylo naoc¢kovédno do banék obsahu-
jicich 50 ml neselektivni tekuté Zivné pldy
o sloZeni: hydrolyzat kaseinu 0,5 %, pep-
ton 0,5 %, kvasniény extrakt 0,1 %, KHyPO,
0,3 %, NH,H,PO, 0,5 %, MgS0, 0,05 %, Na-
-stil fenoxyoctové kyseliny 0,05 %; pH Ziv-
né pfidy 6,5. Naotkované kultury v baiikach
byly umistdny na tifepaci stroj a submersni
kultivace probihala pii 28 °C 24 aZ 48 ho-
din. Sedimenty intaktnich bun&k po odstie-
déni byly op&t analyzovany na prikaz tvor-
by 6-APK z V-penicilinu.

U 19 kultur vyrostlych za uvedenych pod-
minek byla u 5 kmen® analyticky prokaza-
na tvorba 6-APK z V-penicilinu. Jednalo se
o kmeny Candida utilis, Rhodotorula sp.,
Rhodotorula pulcherina, Rhodotorula gluti-
nis a Cryptococcus sp.

Uvedenych 5 kmeni bylo v daldim uZSim
vybdru hodnoceno kvantitativné na mnoZz-
stvi produkované V-penicilin amiddzy. Kul-
tury byly naotkovany do banék obsahujicich
50 m! tekuté neselektivni Zivné pidy o slo-
Feni: kukufitny extrakt — vysréZeny, filtro-
vany 2 % (vlhkd hmota), KH,PO, 0,1 %,
KHPO, 0,2 %, MgSO; 0,05 %, Na-siil feno-
xyoctové kyseliny 0,05 %; pH Zivné pidy
6,9. Submersni kultivace probihala pfi 28
stupnich Celsia po dobu 30 hodin. Po od-
stted&ni kultur byly sedimenty kvantitativ-
n& analyzovany na obsah V-penicilin amida-
zy v buiikéch.

U v3ech kmenil byla prokédzéna specific-
ka aktivita tohoto enzymu, avSak kvantita-
tivni rozdily mezi kmeny vyrostlymi za uve-
denych podminek byly aZ né&kolikafddoveé.
Nejvy3si specifické aktivity bylo dosaZeno u

kmene' Cryptococcus sp. (0,28 pmol 6-APK.
.mg-! suché hmoty bun&k) a Rhodotorula
glutinis (0,012 umol 6-APK . mg~! suché hmo-
ty buné&k). Pro dalsi selekci a nahromado-
véni vy§e produkénich kmend byl proto zvo-

len jako vychozi materidl kmen Cryptoco-

ccus sp., nebot jeho specifickd aktivita by-
la vice jak iddové vyS8i ve srovnéni s dru-
hym ziskanym izoldtem. ’

Priklad 2

Pri zkoumdéni specifity indukce V-penici-
lin amiddzy b&hem submersni kultivace kme-
ne Cryptococcus sp. v Zivnych plddch obsa-
hujicich slougeniny chemicky identické ne-
bo chemicky blizké postrannim Fet8zcim -
prirozenych a polosyntetickych penicilini
bylo zjit&no, Ze ne;vysSich specifickych ak-
tivit enzymu v buiikdch je dosahovdno v
pFitomnosti soli 3-fenylpropionové, 4-hydro-
vyfenoxyoctové, skoficové a fenoxyoctové
kyseliny. Tato skute¢nost je uvedend v pie-
hledné charakterizaci kmene Cryptococcus
sp. v popisu pfedmé&tného vynélezu. Neékteré
7z uvedenych slou€enin jsou vyuZivany ja-
ko jediné zdroje asimilovatelného uhliku,
jiné nikoliv. Nékteré tyto latky tedy funguji
jako asimilovatelné induktory, jiné jako
,,zdarma‘ induktory. Téchto poznanych sku-
te¢nosti bylo vyuZito k volbé& selektivni che-
micky definované Zivné plidy s cilem selek-
ce a nahromadovani rychle rostoucich kme-
ni na uvedenych sloudenindch jako jedi-

. nych zdrojich asimilovatelného uhliku, zv1as-

t8 proto, Ze vétSina t&chto latek je silné to-
xickéd a inhibuje riist.

Kmen Cryptococcus sp., ktery byl ziskén,
jak je uvedeno v pfikladu 1, byl ofkovan ze
sikmého sladinového agaru do ban&k obsa-
hujicich 150 ml tekuté Zivné pidy o sloZe-
ni: kukufiény extrakt — vysrdZeny, filtro-
vany 2 9% (vlhkd hmota), KH,PO, 0,1 ‘%,
K,HPO, 0,2 %, kvasnitny extrakt 0,05 %,
thiamin 0,01 %, MgS0O, 0,05 %, K-stl 3-fe-
nylpropionové kyseliny 0,1 %, pH Zivné pi-
dy 7,2. Submersni kultivace probihala pii
28 °C po dobu 24 hodin.

Vyrostld kultura byla pouZita jako ino-
kulum (5 obj. % suspenze) k okovani ba-

nék obsahujicich 150 ml tekuté Zivné pidy

o sloZeni: K-stil 3-fenylpropionové kyseliny
0,5 %, KH,PO, 0,2 %, NaCl 0,05 %, kvas-
niény extrakt 0,03 %, (NH;),S0; 0,3 %,
NH,H,PO, 0,2 %, CaCl, 0,002 %, FeSO, 0,0005
proc. MgS0O; 0,01 %; pH Zivné pidy 7,3.

Submersni kultivace probihala stiidavym
pasdZovanim kultur p¥i 28 °C vidy pieno-
sem 5 obj. % vyrostlé kultury ze subkultu-
ry prvé do druhé, z druhé do tieti apod.
Prvni subkultura vyrostla za 120 hodin pifi
dosaZeni suché hmoty bun&k pri pribliZné
1 mg.ml™ !, druhd subkultura za 70 hodin
pii dosaZeni té¥e sudiny, tf¥et!{ subkultura
za 50 hodin, &tvrtd za 70 hodin a p4ta sub-
kultura za 45 hodin pfi dosaZeni 1,2 mg su-
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Siny. ml~1 V Zesté a nésledujicich subkul-
turdch se rdstovd rychlost a vytéZek susi-
ny bunék nezvySoval.

Nahromadénd populace rychleji rostou-
cich bun&k v Zivné piidé obsahujici K-sil 3-
-fenylpropionové kyseliny jako jediny zdroj
asimilovatelného uhliku byla z posledni sub-
kultury vyseta na Petriho misky se sladino-
vym agarem, vyotkovany individudlni kolo-
nie a tak ziskdn rychleji rostouci kmen uti-
lizujici 3-fenylpropionovou kyselinu jako je-
diny zdroj uhliku. Specifickd aktivita V-pe-
nicilin amidazy u tochoto kmene se pohybu-
je okolo 4 aZ 6 wmol 6-APK.mg"! suché
hmoty bunék pFi jeho submersni kultivaci
v baiikach v tekuté Zivné phd€ obsahujici:
kukufitny extrakt — vysréZeny, filtrovany
0,5 % (vlhka hmota), K-stl, 3-fenylpropio-
nové kyseliny 0,5 %, KHyPO, 0,1 %, KyHPO;
0,2 %, kvasnitny extrakt 0,05 %, thiamin
0,01 %, MgSO, 0,01 %; pH Zivné pidy 7,2.
VytéZek suché. hmoty bunék se pohybuje
okolo 1,5 aZ 1,8 mg.ml=! za 46 hodin kul-
tivace pfi 28 °C.

Priklad 3

Pii sledovéani substrdtové specifily V-pe-
nicilin amidédzy u intakinich bunék Crypto-
coccus sp., k sloufenindm obsahu’icim v
molekule amidickou CO—NH vazbu, zvlas-

t¢ amiddm kyselin chemicky blizkych po- -

strannim fetézcGm pFirodnich a polosynte-
tickych penicilinG bylo zjiSt&no, Ze nékteré
z nich jsou rovnéZ substraty, i kdyZ reakéni
rychlost enzymové hydrolyzy je Fadové aZ
ndkolikarddové posunuta ve prosp&ch hyd-
rolyzy V-penicilinu jako substrdtu. Tedy jde
vesmés o velmi Spatné subsirédty ve srov-
nani s V-penicilinem. Tato skuteCnost je u-
vedena v piehiedné charakterizaci kmene
Cryptococcus sp. v popisu pfedmétného vy-
nélezu. Nicméng& téchto poznanych skutec-
nosti bylo vyuZito k volbé& selektivni chemic-
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ky definované Zivné pidy s cilem nahro-
madéni vySe produkénich kmenfi pouZitim
amidd zminénych latek jako jedingch zdro-
j& asimilovatelného dusiku.

Kmen Cryptecoccus sp. ziskany jak je u-
vedenc v piikladu 2, byl ofkovén ze Sikmé-
ho sladinového agaru do ban&k obsahuji-
cich 150 ml tekuté Zivné pldy o sloZeni, kte-
ré je uvedeno rovn#z v pifikladu 2 v posled-
nim odstavci. Po 46hodincvé submersni kul-
tivaci pii 28 °C bylo této kultury pouZito
jeko inokula (5 obj. %) pro ofkovani se-
lektivni tekuté Zivné pldy v baiikdch plné-
nych 150 ml plidy o sloZeni: 4-hydroxyfeno-
xyacetamid 0,2 %, K-siil 3-fenylpropioncvé
kyseliny 0,5 %, KHy,PO; 0,1 %, K,HPO, 0,2
proc. kvasniény extrakt 0,03 %, thiamin 0,01
proc. MgS0O, 0,01 %, pH Zivné piady 7,2.

Submersni kultivace probihd stfidavym
paséZovanim kultur pfi 78 °C vidy preno-
sem 5 obj. % vyrostié kultury ze subkultu-
ry prvé do druhé a nésledujicich tak dlou-
ho, a7 se rGstova rychlost nemeénila.

Heterogenni populace bungk ziskana sek-
venéni selekci v Zivné pidé, kde jako jediny
zdroj asimilovatelného dusiku slouZil '4-
-hydroxyfenoxyacetamid a jako jediny zdroj
asimilovatelného uhliku K-s@il 3-fenylpro-
pionové kyseliny byla vyseta na Petriho mis-

“ky se sladinovym agarem, vyoCkovany in-

dividudlni kolonie a tak ziskdn kmen se
zvy3enym obsahem 'V-penicilin amidazy v
huiikéch. ‘

Specifickd aktivita enzymu u tohoto kme-
ne se pohybuje mezi 6 aZ 12 uymol 6-APK.
.mg~1 suchd hmoty bunék pii jeho submers-
ni kultivaci v baiikdch v tekuté Zivné piidd
obsahujici: K-sGl kyseliny 3-femylpropiono-
vé 0,5 9%, KH,PO, 0,2 %, NH,H,PO; 0,2 %,
(NH,),S0, 0,3 %, kvasniény extrakt 0,05 %,
thiamin 0,01 %, MgS0, 0,01 %, CaCly 0,002
proc., FesO, 0,0005 %; pH Zzivné plady 7,2.
VytEZek suché hmoty bunék se pcohybuje o-
kolo 1,3 mg.ml~! za 48 hodin p¥i 28 °C.

PREDMET VYNALEZU

1. Zpiisob selekce a nahromadovanl mi-
kroorganismi hydrolyzujicich fenoxymethyl-
penicilin na 6-aminopenicilanovou kyseliny,
vyznateny tim, Ze se kultury mikroorganis-
mii naotkuji do selektivnich chemicky de-
finovanych #Zivnych pad, kde jake jeding
zdroj asimilovatelného dusiku, a/nebo jak
dusiku, tak uhliku slouZi fenoxyacetamid, 4-
-hydroxyfenoxyacetamid, 3-fenylpropiona-
mid, fenylakrylamid, a/nebo kde jakc jedi-
né zdroje asimilovatelného uhliku slouZi so-
1i kyseliny 3-fenylpropionové, fenylakrylo-
vé, fenoxyoctové, 4-hydroxyfenoxyoctove, po-
pripad& s amidy t&chto kyselin sleuZicich

jako ‘ediné zdroje asimilovatelného dusiku,
nebo s @norganickym zdrojem dusiku, vy-
hodné s amonnymi ionty, pFiemZ vyrostlé
kultury mikroorganismil se v t&chto pldach
pasdZuji tak dlouho, aZ se nezvy3uje rlsto-
va rychlost, naceZ se vyrostla kultura vy-
ofkuje a konzervuje. : '

2. Kmen mikroorganismu Cryptococcus
sp. .CCY 17-22-1, produkujici vnitrobunsc-
nou V-penicilin amiddzu, kterd prednostnég
hydrolyzyje fenoxymethylpenicilin na 6-ami-
nopenicilanovou kyselinu, ziskany zpisc-
bem podle bodu 1.
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