CESKOSLOVENSKA

SOCIALISTICKA

REPUBLIKA
(19)

POPIS VYNALEZU
K AUTORSKEMU OSVEDCENI

209382

11 ®B1)

(21) (PV 758-80)

URAD PRO VYNALEZY

(22) Piihlaseno 04 02 80

(40) Zvefejnéno 27 02 81

01 07 83

(51) Int. C1.3
C 12 P 1/06

(75)
Autor vyndlezu

HOMOLKA LADISLAV RNDr., TOSCANIOVA EVA ing. CSc.,

MUSILEK VLADIMIR RNDr. PhMr. CSc,, )
VONDRACEK MILOSLAV RNDr.,, PRAHA, CECHNER VACLAV ing.,
ROZTOKY, CULIK KAREL RNDr.a ETTLER PETR ing., PRAHA

(54) Zpisob ptipravy protihoubového antibiotika Muciderminu

Zpusob piipravy pro‘tihéubového antibiotika
Muciderminu Spofa pro povrchovou therapii koz-
nich mykéz, které jsou vyvolavdny vldknitymi
a kvasinkovymi houbovymi mikroorganismy, jako
napf. kandid6z, trichofycii, keratomykéz, epider-
mofycii apod. ‘

Podstatou vynalezu je, Ze ze submersni kultury
basidiomycety Oudemansiella mucida (Schrad. ex
Fr.) Hohn. se pfipravi kultura na prose (prosné
konzerva), kterou se ptimo bez dalSich mezistuprii
olkuji otkovaci fermentory a z téchto déle pro-
dukeni fermentory s Zivonym médiem, obsahujicim
jako zdroj uhliku glukézu anebo glycerol v mnoZz-
stvi do 20 % hmot. poé&itdno na hmotnost média
a jako zdroj dusiku fepnou piipadné titinovou
melasu v mnoZstvi 0,5 az2 % hmot., nebo kukufic-
nou madeci vodu v mnoZstvi od 1 aZ 3 % hmot.
v kombinaci s kyselym hydrolysitem kaseinu
v mnoZstvi od 0,2 do 2 % hmot. a déle siran
hofeénaty v mnozstvi od 1 % hmot. a stopova
mnozstvi minerdlnich soli, pfiSemZ fermantace
probiha pii teploté 27 az 29 °C pfi po¢atenim pH
5 az 6 po dobu 200 aZ 300 hodin, naeZ se z media
izoluje znamym postupem protihoubové antibioti-
kum. Ve srovnani s postupem dle zdkladniho &s.
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patentu &. 136 495 postup dle vyndlezu zkréceni
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stabilitu produkce Muciderminu.
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Vynadlez se tyka zpisobu piipravy protihoubové-
ho antibiotika.

Protihoubové antibiotikum (Mucidermin, Spo-

- fa) dle vyndlezu sé pouZiv4 pra povrchovou terapii
koZnich mykéz, vyvoldvanych kvasinkovymi i vidk-
nitymi houbovymi mikroorganismy jako napfiklad
kandidos, trichofycii, keratomykéz a epidermo-
fycii. ' _

Je to antibiotikum vyrdb&né fermanta&nim po-
stupem pomo¢i mycelidlni kultury basidiomycety
Oudemansiella mucisa (Schrad. ex Fr.) Hohn.
(d4le jen Oudemansiella mucida) podle &. patentu
€. 136 492, s navazujici extrakci a izolaci antibio-
tické substance podle ¢. patentu &. 136 495.

Dosavadni zplisob pfipravy tohoto antibiotika
md nékteré nevyhody pokud jde o fermantaéni
pfipravu. Jsou to zejména:

a) nemoznost dlouhodobgjstho uchovavani sub-
mersniho vegetativniho inokula bez ohroZeni vy-
téZnosti produkeni fermentace; inokulum je nutno
nové pfipravovat pfed kaZzdou fermentaci, coZ pfi
pomalém nérlistu mycelia pfena$eného z agarové
kultury pfindsi znadné Casové zZtrity :

b) relativni variabilita produkce antibiotika

v zévislosti na kvalit€ vegetativniho inokula a na

kvalit€ kukufi¢ného vytézku, pouZivaného pfi do-
savadni primyslové vyrobé jako hlavniho zdroje
dusiku, déle na teplotnich vlivech apod.

¢) relativni dlouhodobost celého fermentaéniho .

postupu v disledka sloZité pfipravy inokula, kterd
je ovliviiovana pomalejsi ristovou rychlosti pro-
dukéni houby a uvedenou dosavadni nutnosti
piipravy prvniho pomnoZovaciho stupné s pouzi-
tim mycelia z agarové ucovévaci kultury, s nava-
zujicimi dal§imi pomnoZovacimi stupni v rozsahu
imérném objemu ‘produkéniho fermentaéniho
stupné.
- Vyhodou zlep§eného zpiisobu ptipravy antibio-
- tika podle vynélezu je moZnost pftimého ogkovani
velkych fermentaénich objemt bez inokula¢nich
" mezistupnii, ¢imzZ se celkova doba kultivace zkrati
nejméné€ o 300 hodin, dile snadnd manipulace
a dlouhodob4 skladovatelnost inokulaéniho mate-
" ridlu ve formé prosné konzervy.

Disledkem priimyslového zavedeni tohoto fer-
mentaéniho postupu je podstatné zvySeni vyt&z-
' nosti U¢inné l4tky.

Podstatou zpiisobu pfipravy protihoubového an-
tibiotika Muciderminu ‘dle vynilezu je, Ze ze
‘submersni kultury basidiomycety Oudemansiella
'mucida (Schrad. ex Fr.) Hohn. se pfipravi kultura
‘na prose (prosné konzerva), kterou se pfimo bez
dalSich mezistupiit o8kuji ofkovaci fermentory
a z téchto déle produkéni fermentory s Ziviym
:médiem, obsahujicim jako zdroj uhliku glukézu
‘anebo glycerol v mnozZstvi do 20 % hmot. (podita-
no na hmotnost média) a jako zdroj dusiku fepnou
nebo titinovou melasu v mnoZstvi od 2 do 8 %

’

hmot., v kombinaci s peptonem v mnozstvi 0,5 aZ

2 % hmot., nebo kukuti¢nou madeci vodu v mnoz-
stvi od 1 do 3 % hmot. v kombinaci s kyselym
hydrolysatem kaseinu v mnoZstvi od 0,2 do 2 %

hmot. a déle siran hofeénaty v mnozstvi do 1 %
hmot., pfipadné uhli¢itan vipenaty v mnozstvi do
10 % hmot. a stopové mnozZstvi minerdlnich soli
jako chloridy, fosfore¢nany, jodidy, boritany ane-
bo uhliitany, a to vdpenaté, sodné, draselné,
hofeénaté, zine¢naté, médnaté, kobaltnaté, man-
ganaté, Zeleznaté nebo Zelezité, pfitemz fermenta-
ce prolih4 pii teploté 27 aZ 29 °C pfi po&itednim
pH § §Z 6 po dobu 200 aZ 300 hod., nadeZ se
z medih izoluje znimym postupem protihoubové
antibigtikum.

! Zpiisob ptipravy zdkladniho inokula&niho mate-
ridly; tj. prosné konzervy, je zaloZen na pouZiti
v*hée ného sterilniho prosa stacionarné prorostlého
mycqliem produkéni houby, pochézejicim z udrZo-
vici | agarové kultury s provéfenou produkéni
s¢hopnosti. V pfipadé produkéniho kmene basi-
diontycety Oudemansiella mucida nejde o materiél
sporulujici, nybrZ o vegetativni mycelium prorostlé
zinky prosa. Prosnych konzerv lze pouZivat jako

rJ)je inokulaéniho materidlu pro fermentace
-;fb’o k dal§imu pfeockovani na proso nebo na

vnou piidu (pfes submersni inokulum). Kulturu

odukcni houby na prose 1ze dlouhodobé uchova-

t (aZ 6 mésici pfi +4 °C) bez negativniho

vlivnéni jeji produkéni schopnosti. Déle ji lze

ofimo  pouZit k o&kovani dalfich submersnich
inokula&nich stupiiti, co vzhledem k vét§imu podtu
ristovych center je spojeno s rychlej$im nartstem
a vyslednym relativnim zkrdcenim vyrobniho pro-
cesu. S ohledem na moznost jejiho dlouhodobého
‘uchovavani lze prosné konzervy hromadné pfipra-
:vovat z provéfeného mycelidlniho materidlu a po-
stupné je pouZivat pro ofkovani pfislu§nych fer-
mentacnich $arZi, coZ zaru€uje pribéZnou stabilitu
-produkce antibiotika a odpomah4 kolisani vytézku
z jednotlivych fermentaci. :

Pfesny teplotni reZim pfi fermenta&ni produkci
Muciderminu v rozsahu udrzované kultiva¢ni tep-
loty 27 az 29°C vede k priikaznému zvySeni
maximélni drovn€ produkce antibictika o 30 az,
140 %, v zavislosti na sloZeni pouzité fermentaéni
ptdy, ve srovndni s dfivéj$imi fermentacemi prova-
dénymi p¥i teploté kolem 25 °C.

Kvalitativni a kvantitativni zmény inokulaéniho
a fermentaéntho Zivného média zahrnuji, zejména
zvySenou koncentraci glikosy, nebo pouZiti glyce-
rolu a pouZiti kombinace fepné nebo tftinové
melasy a peptonu misto kukufiéné madeci vody,
jejiz kvalita siln€ ovliviiuje fermentaéni vytéZky
antibiotika, pfipadn€ pfidavek kyselého hydroly-
sétu kaseinu do piidy s kukufi¢nou méadeci vodou.
TéZ v inokula¢ni piidé Ize kukufi¢nou méceci vodu
nahradit kombinaci melasy s peptonem.

Tyto specifické Gpravy sloZeni kultivaé¢niho mé-
dia v pfipadné kombinaci s dal§im pfidavkem Zivin
b&hem fermentace a upravenym teplotnim reZi-
mem vedou ke zvy$enym produkcim Mucidermi-
nu, na trovni cca 1000 az 2000 pg/ml.

Prakticky lze zlepSeny postup fermentaéni pro-
dukce Muciderminu provadét podle nésledujicich

. ptikladi, aniZ se na tyto vylu¢né omezuje. Urovéfﬁ



produkce Muciderminu byla stanovena plotnovou
difusni mikrobiologickou metodou s pouZitim Can-
dida pseudotropicalis jako citlivého mikroorganis-
mu nebo kvantitativni plynovou chromatografif,
a je vyjadfovdna v mikrogramech Muciderminu na
1 ml fermentaéniho vzorku. '

Priklad 1
Inokula¢ni materidl na prose (tzv. prosné kon-
servy) se pripravi nasledovné:
Na 500g vodou promytého prosa se pfida
200 ml vody a vaii se do odpafeni. Pak se proso
. ponech4 30 min. pfikryté, nadeZ se rozprostfe na
filtra¢ni papir a po vychladnuti rozplini po cca 25 ml
. do 250 mi Erlenmayerovych ban€k (prosnad kon-
zerva I). Lze pfipravovat i prosné konzervy II
o dvojnasobném objemu 50 ml prosa v 500 ml
Erlenmayerové batice. Sterilizuje se autokldvova-
nim frakcionované dvakrat po 30 min. pii 120 °C.
Po roztfepani se proso naockuje 2,5 ml resp. 5 ml
(prosna konzerva I resp. IT) narostlého submersni-
ho vegetativniho inokula a inkubuje se za obCasné-
ho protiepani (jednou za 24 hod.) po dobu 7 az 10
dni pfi 25°C. Prosnd zrnka musi byt dobfe
prorostla a obalend bilym vatovitym myceliem. Pfi
kultivaci je nutno dbat na pfiméfenou vihkost
vzduchu; material ma byt sypky, ale ne pfili§ suchy.
Skladovaci teplota je +5 °C. Priblizné 1/10 obsahu
prosné konzervy I sa naockuje do 1000 ml inoku-
la¢ni pidy o sloZeni 6 % glukézy, 4 % fepné

melasy, 1% peptonu, 0,2 % MgSO,.7 H)O, -

0,02 % chloramfenikolu (pro vylouceni piipadné
bakteridlni kontaminace) a kultivuje se ve sklené-
ném laboratornim fermentoru o obsahu 21 pfi
teploté 25 °C, vzdu$néni 0,5 I/min. a michani 600
obr./min. po dobu 168 hod. Obsahem sklenéného
laboratorniho fermentoru (cca 1000 ml) se naoc-
kuje 101 produkéni piidy o sloZeni 12 % glukdzy,
3 % ftepné melasy, 1 % peptonu, 4 % CaCO,,
0,2 % MgSO . 7 H,0 a 0,02 % chloramfenikolu.
Kultivace probihd ve fermentoru z nerezavéjici
oceli o obsahu 201 pfi teploté 28 °C * 0,5 °C,
vzdu$néni 51 vzduchu/min. a  michéni
400 obr./min. Ve 100. a 144. hodiné& kultivace se
pfida vzdy po 2 % glukézy a 1 % fepné melasy ve
formé sterilniho vodného roztoku. V 264. hodiné
kultivace byl zji§tén obsah ucinné latky
1760 ug/ml. Kultivace byla ukondéena a izolace
provedena postupem podle &s. patentu 136 495.

Priklad 2

Inokulaéni materidl na prose (tzv. prosné kon-

zervy) se pfipravuji jako u pfikladu 1. Obsahem
4 prosnych konzerv II se naockuje 150 linokulacni
pidy o sloZeni 6 % glukdzy, 2 % kukufiéné maceci
vody, 1% peptonu, 0,2% MgSO,.7H,0O
'a 0,02 % chloramfenikolu ve fermentoru z nereza-
véjici oceli o obsahu 300 1 a kultivuje se pfi teploté
25°C, vzdu$néni 751 vzduchu/min. a michéni
190 obr./min. po dobu 168 hod. Postup se provede
soucasné ve dvou stejnych fermentorech. 300 litry
takto ziskaného submersniho vegetativniho inoku-
la se naokuje 3000 1 produkéni pidy o sloZeni
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12 % glukézy, 1 % peptonu, 3 % fepné melasy,
0,2 % MgSO, . 7 H,O a 0,02 % chloramfenikolu
ve fermentoru z nerezavéjici oceli o obsahu 5000 1.
Kultivuje se pii 28 °C = 0,5 °C, vzdusnéni 1500 1
vzduchu/min. a michani 200 obr./min. Ve 100.
a 144. hodin€ kultivace se pfida vidy po 2 %
glukézy a 1 % fepné melasy ve formé sterilniho
vodného roztoku. V 240. hodin€ kultivace obsaho-
vala fermentaéni pida 1280 pg G¢inné latky/ml.
Izolace byla provedena postupem podle Cs. patentu
136 495. R

Priklad 3

Inokulaéni materidl na prose (tzv. prosné kon-
zervy) se pfipravi jako u piikladu 1. Pfiblizn€ 1/10
obsahu prosné konservy I se naockuje do 1000 ml

" inokulaéni pidy o sloZeni 6 % glukézy, 2 %

kukufi¢né maceci vody, 0,2 % MgSO,.7H,0
a 0,02 % chloramfenikolu a kultivuje se ve sklené-
ném laboratornim fermentoru o obsahu 21 pfi
teploté 25 °C, vzdu$néni 0,5 1 vzduchu/min. a mi-
chani 600 obr./min. po dobu 168 hod. 100 ml
takto pfipraveného Submersniho vegetativniho
inokula se pouzije k ofkovani 900 ml produkéni
pudy o sloZeni 6 % glukézy, 6 % glycerolu, 4 %
kukuriéné méceci vody (CSL), 0,2 % MgSO,
.7H,0, 0,02 % chloramfenikolu a 0,5 % kyselého
hydrolyzéatu kaseinu. Kultivace probih4 za stejnych
podminek jako u inokula s tim rozdilem, Ze
kultiva¢ni teplota je 28 °C + 0,5 °C. Pfi ukondeni
kultivace v 264. hoding byl nalezen obsah u¢inné
latky 1485 pg/ml. Kontrolni systém, odliSny pouze
nepfitomnosti kyselého hydrolyzatu kaseinu, po-
skytl pouze 1100 pg/ml Géinné latky. Izolace byla
provedena postupem podle &s. patentu 136 495.

Piiklad 4

Inokula¢ni materidl na prose (tzv. prosné kon-
zervy) byl pfipraven jako u pfikladu 1. Obsahem
1 prosné konzervy I sa zaoCkuje 10 1 inokulacni
pudy o sloZeni 6 % glukézy, 2 % kukufiéné maceci
vody (CSL), 0,2 % MgSO,.7H,0 a 0,02 % chlo-
ramfenikolu a kultivuje se ve fermentoru z nereza-
véjici oceli o obsahu 10 1 pfi teploté 25 °C, vzdus-
néni 5 1 vzduchu/min. a michani 400 obr./min. po
dobu 168 hod. 1 litr takto pfipraveného submersni-
ho vegetativniho inokula se pouZije k okovani 10 1
produkéni pldy o sloZeni 12 % glukdzy, 4 %
kukufi¢né madeci vody (CSL), 0,2 % MgSO,
.7H,0, 0,02 % chloramfenikolu a 0,5 % kyselého
hydrolyzitu kaseinu (ve 100. hodiné kultivace se
pfidaji dal¥i 2 % glukézy ve formé sterilniho
vodného roztoku). Kultivace probihd opét ve
fermentoru z nerezavé&jici oceli o obsahu 201 za
stejnych podminek jako kultivace inokula s tim
rozdilem, Ze kultiva¢ni teplota je 28 °C x 0,5 °C.
V 264. hodiné kultivace byl nalezen obsah ucinné
latky 1692 ug/ml, kultivace byla ukoncena a i¢in-
na litka izolovdna postupem podle &s. patentu

136 495.

“Kontrolni systém, odli§ny pouze neptitomnosti
kyselého hydrolyzdtu kaseinu, poskytl pouze
1290 pg G¢inné latky/ml fermentaéni pidy.
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Zpusob piipravy protlhouboveho antlblotlkav

Muciderminu, vyznadeny tim, Ze ze submersni
kultury basidiomycety Oudemansiella mucida
(Schrad. ex Fr.) Hohn. se pfipravi i kultura na prose,
kterou se pfimo bez daldich mezistupiid ockuji
otkovaci fermentory: a z téchto dile produkeni
fermentory s Zivnym médiem obsahujicim jako
zdroj uhliku glukézu anebo glycerol v hmotnostni

koncentraci do 20 %, po&itdno na hmotnost média, .

a jako zdroj dusiku Fepnou pfipadné titinovou
melasu v mnoZstvi 0,5 aZ 2 %, nebo kukufi¢nou

Vytiskly Moravské tiskaiské zavody,
provoz 12, Leninova 21, Olomouc
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PREDMET VYNALEZU

mé&eci vodu v mnozstyi od 1'do 3 % v kombinaci

s kyselym hydrolysatem kaseinu v mnoZstvi od 0,2 -
do 2 % a déle siran hofe¢naty v mnozstvi do 1 %
a stopova mnoZstvi mineralnich sol, jako chloridy;
fosfore¢nany, jodidy, boritany anebo uhlifitany
a to vapenaté, sodné, draselné, hofe¢naté, zine¢na-

" té, mednaté, kobaltnaté, manganaté, Zeleznaté

nebo Zelezité, pfi¢emz fermentace prob’ha pr1
teploté 27 az 29 °C pfi pocatecmm pH 5 a% 6 po’
dobu 200 aZ 300 hodin, nadeZ se z média izoluje
znamym postupem protihoubové antibiotikum.

Cena: 240 K¢s
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