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Novy mutantni kmen Aspergillus terreus a zpusob fermentace lovastatinu

Oblast techniky

Vynilez se tykd nového kmene mikroorganismu druhu Aspergillus terreus, ziskaného metodou
klasické mutageneze (kombinovanym pilisobenim fyzikalniho a chemického mutagenu), ktery
v optimalizovaném médiu s vhodnym zdrojem uhliku a dusiku produkuje vysoké mnoZstvi
lovastatinu.

Dosavadni stav techniky

Lovastatin (MK-803, monakolin K, mevinolin) je sekundarni metabolit, ktery kompetativné
inhibuje enzym 3 — hydroxy — 3 — metylglutaryl — koenzym A/HMG CoA) reduktizu (EC
1.1.1.34), ¢imz snizuje endogenni syntézu cholesterolu a tak poskytuje znaéné mnoZstvi v terapii
hyperlipemie. Diisledkem inhibice MHG Coa reduktazy je nejen sniZeni hladiny cholesterolu
v sav€ich buikach, ale i indukce cholesterolovych receptori LDL (low density lipoprotein)
v jatrech, zmény v produkei ibuchinonu, izoprenylaci proteindi, syntéze juvenilnich hormont
u hmyzu, rostlinnych steroli a pigmentd a fungalnich giberelini. Z chemického hlediska je
lovastatin (1S,3S,7S,8S,8aR)-1,2,3,7,8,8a~hexahydro-3,7-dimethyl-8—(2—((2R 4R )—tetrahydro—
4-hydroxy-6—oxo—2H-pyran—2-yl]etyl]-[-naftyl(S)-2—metylbutyrit. Jeho biosyntéza byla
u Aspergillus terreus ATCC 20542 dokidzand pomoci znafenych substrath z acetdtu
polyketidovou dréhou. Prestoze presna struktura kliCovych intermediati mezi acetitem
a lovastatinem jeSt€ stale neni znama, existuje nékolik pracovnich hypotéz biosyntézy
(Wangschal et al., J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 2357-2363, 1996). Lovastatin se vyskytuje ve
dvou formach: ve formé kyseliny a ve formé laktonu, pfi¢emz biologicky aktivni je kyselinova
forma. Od roku 1987 se lovastatin pouziva ve formé tablet na sniZovani hypercholesterolemie
a na pfedchazeni vzniku ischemické choroby srdce.

U.S.Pat. No. 4, 231, 938 a E.P. 0 0022 478 popisuji fermentalni pfipravu lovastatinu
a dihydroxymevinolinu produkénim kmenem Aspergillus terreus ATCC 20541 a ATCC 20542.

U.S.Pat. No. 4,387,242 popisuje fermentacni piipravu hypocholesterolemické a hypolipemické
latky se strukturou pfibuznou lovastatinu tim stejnym kmenem Aspergillus terreus ATCC 20542.

EP. 0556 699 se tykd procesu pfipravy produkéniho kmene pro lovastatin zdruhu rodu
Aspergillus, ktery plvodné tuto latku neprodukuje (napf. Aspergillus oryzae). Zplsob pfipravy
takového kmene zahrnuje transformaci protoplastii A. oryzae DNA, izolovanou z produké&niho
kmene A. terreus

U.S. Pat. NO. 5,403,728 popisuje mikrobialni proces piipravy lovastatinu ve formé kyseliny
1 laktonu aerobni fermentaci submersni kultury nového druhu Aspergillus obscursus.

V patentové literatuie jsou jako produkéni kmeny pro lovastatin uvadéné i druhy rodu Monascus
— M.anka, M.purpurous, M.ruber, M.vitreus, M.paxii (British Patent Specifications Nos.
2,046,737 a 2,049,664).

V literatufe se uvadeji i dal$i druhy mikroorganismi, pfi fermentaci kterych se ziskavaji mala
mnozstvi lovastatinu. Konkrétn€ jde o druhy Phoma sp. M. 4452, Doratomyces nanus IFO 9551,
Gymnoascus umbrinus IFO 8450 (Endo et al.: J. Antibiot. 39, 1609 — 1610, 1986), Pleurotus
ostreatus, Pleurotus saca a Pleurotus sapidus (Gunde — Cimerman, FEMS Mikrobiology Letters
11, 203 - 206, 1993).
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Prestoze bylo v patentové literatufe popsano vice kmenG druhu Aspargillus terreus,
produkujicich lovastatin, jeho vytéZnost u patentovaného kmene A. terreus ATCC 20542 je
pomérné nizkd. Nedostatkem je také fakt, Zze slozky fermentalnich pid opublikovanych
v patentech U.S.Pat. No. 4,231,938, E.P. 0022478 a U.S.Pat.No. 4,387,242 jsou pro potieby
prumyslové vyroby finanéné naro¢né a tim nedostupné.

Podstata vynélezu

Kombinaci pouziti fyzikalniho a chemického mutagenu, které byli aplikované na spory kmene A.
terreus, byl ziskany novy mutantni kmen A. terreus CCM 8236, ktery se vyznaluje nadprodukei
lovastatinu. V porovnéni s kmenem A. terreus ATCC 20542 dosahuje minimalné dvojnasobnou
produkci. Inokulagni i sporulacni piida je slozena z dostupnych a finan&n& nenaro&nych surovin,
které jsou b&zné¢ vyuzivané pii fermentaci sekundarnich i primarnich metaboliti. Vynalez je
zaloZeny na pouziti kmene A. terreus CCM 8236 na produkci lovastatinu ve form& kyseliny
a laktonu, nebo jeho farmaceuticky vyuZitelnych soli nebo esterd.

Pavodni kmen A. terreus s pracovnim nadzvem GB1 poskytl Dr. Vollek. Na zdkladé relativné
nejvy3si produkce lovastatinu byl vybrany jako vychozi material pro produkéni kmen mezi vicero
divokymi kmeny, identifikovanymi také jako A. terreus.

Uvedeny kmen byl podroben pusobeni fyzikdlnich a chemickych mutagent scilem ziskat
produkéni kmen pro lovastatin.

V prvni fazi Slechténi byl vychozi kmen ovlivnény silnym mutagenem N-methyl, N-vitro, N-
nitrozoguanidinem (NTG). Vzhledem na zvy3eni rezistence mutantd na NTG byli tyto v druhé
fazi Slechténi stfidavé vystavené pisobeni ultrafialového zafeni (UV) a NTG. Ziskané izolaty
(pracovné oznaCované pismeny GB a pofadovym c¢islem) byly testované na vysku produkce
lovastatinu. Takovym zplisobem byl izolovany mutant s pracovnim oznaenim GB 2033
s vyrazné zvy3enou produkei lovastatinu, ktery byl deponovany v Ceské sbirce mikroorganismi
vBmné pod znalenim CCM 8236. SloZeni pid - jak sporulagnich, tak i inokulaénich
a produk¢nich — bylo pfizplisobené pro tento novy kmen.

Kultivace mikroorganismu, vyuzivana pfi fermentacnim procesu, kterého se patent tyka, probiha
ve tfech krocich:

1. sporulace kultury
2. inokulaéni stuperi
3. produkéni stupeii

Pro kvalitu inokula je dilezitd rychla sporulace (v prib&hu 4 az 5 dni pii 28 °C je kultura
kompletné vysporulovana, spory jsou skoficové hnédé barvy, kolonie jsou ploché, sametového
vzhledu bez bilych okrajli, s prim&rem cca. 4 cm, lehce smyvatelné fyziologickym roztokem
s 30 % glycerolu).

Kultivace inokula probiha pti 28 °C pfi 220 rpm 16 aZ 20 hodin v piidé s nizkym pH (4,6), které
se po dobu kultivace jeSt€ vyrazné¢ snizi (3,0 az 3,2). Kvalitni inokulum se vyznaduje
nasledujicimi vlastnostmi:

e pelety malé, dobie rozvlaknéné
e sediment 20 %

e orientatni analytické parametry:  obsah glukézy: 40 g/l
obsah fosforu: 200 mg/l
obsah NH** 0,2 g/l
obsah NH;~ 0,1 g/l
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Kultivace produk&niho stupn& probiha pti 28 °C pii 220 rpm 170 az 190 hodin. Produk¢ni pida
obsahuje vysokou koncentraci uhlikatych zdroji (glukéza a laktéza) v pfesn€ definovaném
poméru (1:22) ve prospéch laktézy. Jako zdroj dusiku je nevyhnutelné pouZivat organicky zdroj,
napf. sojovou mouku, inaktivované pekarenské drozdi apod. Nejvyssi produkce byly dosahované
na pudé, obsahujici jako zdroj dusiku bavinikovou mouku Pharmamedia. Anorganicky dusik
v pidé ve form& NN,* ma na produk&ni schopnost kmene vyrazné negativni UCinek. Stejné se
projevuje i posunuti poméru uhlikatych zdrojl ve prospéch glukézy.

Z morfologického hlediska je kultura mikroorganismu peletové, pelety jsou malé (cca 0,2 az
0,5 mm), ke konci fermentace se stivaji kompaktnimi a na okrajich se zalinaji vytvéret
konidiofory. Béhem optimalni fermentace sediment vzroste na 45 az 55 %, pH klesne na 6,0 aZ
5,8, koncentrace fosforu a zdroju uhliku klesne na stopova mnozstvi.

Po ukongeni fermentace se pH fermentaéni pidy upravuje 40% H, SO4 na hodnotu 4,6 az 4,8.
Lovastatin se extrahuje ztakto upraveného vzorku acetonem (1:1) michdnim v ultrazvuku.
Produkce se stanovuje metodou HPLC v izokratickém systému 65% acetonitril a 0,1% H3POy.

V takto uskuteénéném banitkovém produk&nim testu produkuje novy kmen A. terreus CCM
8236 minimalné 200 mg/l lovastatinu.

Identita produktu byla ovéfend metodou nukledrni magnetické rezonance.

Novy kmen A. terreus CCM8236 se od vychoziho kmene GB1 i od patentovaného kmene ATCC
20542 1isi i svymi riznymi schopnostmi na riznych zdrojich uhliku, morfologii kolonii
a pigmentaci média (tab. 1).

Produkéni kmen A. terreus, ktery je pfedmétem vynalezu a byl ziskany cestou klasické
mutageneze, byl ulozeny v Ceské sbirce mikroorganismi v Brn& pod &islem CCM 8236. Jde
o stabilni produkéni kmen s produkei 2000 az 3000 mg/1 lovastatinu ve formé kyseliny a laktonu,
coz predstavuje cca 130-nasobné zvySeni produkce oproti vychozimu kmeni a minimélné
dvojnasobné zvysenou produkci oproti kmeni A. terreus ATCC 20542. Pro kvalitu otkovaciho
materialu je dilezitd rychld sporulace. Inokulagni stupeii probihd pii atypickém pH. SloZeni
kultivagnich pud pln& odpovida pozadavkim primyslové vyroby, coz se tyka finan¢nich nikladd
i dostupnosti jednotlivych slozek.
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Tab. 1 Morfologicka charakteristika kmenii A. terreus GB1, CCM 8236 a ATCC 20542 na
Czapek — Doxové agaru s riznymi zdroji uhliku

Zdroj uhliku A. terreus GB1 A. terreus CCM 8236 A. terreus ATCC 20542
Glukéza Vatovité vzdu3né mycélium, Vzdu$né mycélium matného Vzdu3né mycélium matného
kolonie pravidelného tvaru vzhledu, kolonie pravidelného vzhledu, kolonie pravidelného
s primérem 2,5 aZ 3 cm, tvaru s primérem 3 aZz 4 cm, tvaru s primérem 3 az 4 cm,
s dvéma zdénami: s tfemi zoénami: s dvéma zénami:
1. centréalni zéna bledéhn&da 1. centrélni zona bledéhnéda 1. centralni zéna skoticoveé hnéda
2. okrajové z6na bila 2. Futé zabarvena zéna 2. okrajova zona bild
3. okrajov4 z6na bila Rozpustny pigment: hnédy
Fruktéza Vatovité vzdusné mycélium, Kolonie pravidelného tvaru Vatovité kolonie pravidelného
kolonie pravidelného tvaru s primérem 3 cm, s dvéma tvaru s primérem 2 aZz 3 cm,
s pramérem 3,5 cm, s dvéma zOénami: s dvéma zénami:
z6énami: 1. centralni zéna bledéhnéda 1. centralni z6na skoficové hnéda
1. centralni zéna béZova § matnym vzhledem 2. okrajov4 zéna bila
2. okrajov4 z6na bila 2. okrajova z6na bila, vatovita Rozpustny pigment: hnédy
Rozpustny pigment: Zluty
Maltéza Vatovité vzdu$né mycélium, Vzdu3né mycélium matného Vatovité vzdu$né mycélium
kolonie pravidelného tvaru vzhledu, kolonie pravidelného kolonie pravidelného tvaru
s primérem 3,5 az 4 cm, tvaru s pramérem 3,5 aZ 4 cm, s primérem 3 aZ 4 cm, s dvémi
s dvéma zonami: s dvémi zénami: z6nami:
1. centralni zona bledehné&d4 1. centrdlni z6na hnéda 1. centrlni zéna skoficové hnéda
2. okrajov4 zé6na bila 2. okrajovi z6na bila 2. okrajovd z6na bila
Rozpustny pigment: Zluty Rozpustny pigment: hnédy
Laktéza Vatovité vzduiné mycélium, Kolonie nepravidelného tvaru Kolonie nepravidelného tvaru
kolonie pravidelného tvaru s primérem 2 aZ 2,5 cm, vytvafi | s primérem 2 a%2,5 cm
s pramé&rem 2,5 aZ 3 cm, s dvémi | se jen Zluté substratové v centrdlni z6né vatovité vzdudné
z6nami: mycélium peristajici pidu. mycélium Zlutého zabarveni,
1. centralni zéna bledehnéda ' v okrajové zon& Zluté substratové
2. okrajov4 zéna bild mycélium pteristajici pidu.
Sacharéza | Vatovité vzduiné mycélium, Kolonie pravidelného tvaru Vatovité kolonie pravidelného
kolonie pravidelného tvaru s primérem 4 a7 4,5 cm, s tfemi | tvaru s primérem 1,5 aZ 2 cm,
s primérem 3 cm, s dvémi zO6nami: s dvémi zénami:
zénami: 1. centralni zona hnéd4, matného | 1. centralni zona hn&da
1. centrélni z6na bledéhnéda vzhledu 2. okrajova z6na bila
2. okrajova z6na bila 2. vatovita béZova zéna
3. okrajova z6na ploch4, matné
ho vzhledu, skoficové hnéd4
Glycerol Vatovité vzdu$né mycélium, Kolonie lalokovitého tvaru Kolonie lalokovitého tvaru
kolonie pravidelného tvaru s primérem 1 aZ 1,5 cm, s primérem 1 aZ 1,5 cm,
s primérem 3-az 3,5 cm, mycélium ploché, matného mycélium ploché, matného
s dvéma zénami: vzhledu, béZového zabarveni vzhledu, se dvémi zénami:
1. centrélni zéna Zluta 1. centralni z6na skoticové hnéda
2. okrajova zéna bila 2. okrajové z6na bild
Skrob Ploché vzdu3né mycélium Vzdu3né mycélium matného Kolonie pravidelného tvaru
matného vzhledu, kolonie vzhledu, kolonie viceméné s primé€rem 2 aZ 3 cm, mycélium
pravidelného tvaru s primérem | pravidelného tvaru se stfapatymi | matného vzhledu s dvéma
2.5 az 3 cm, s dvémi z6nami: okraji s primérem 2 a%2,5cm, | z6nami:
1. centrlni z6ng& bled&hnéda s tfemi zonami: 1. centrélni zona skoficovohnéda
2. okrajovd zdna bila 1. centralni z6na bledéhnéda 2. okrajové zbna bil4, vyrazng
2. skoticovéhnéda zéna ohrani¢ena
3. okrajova z6na bila

Piehled obrazki na vvkrese

Obr. 1: Schéma muta¢niho postupu pfi ziskani kmene Aspergillus terreus CCM 8236.

Pozn: Uvadény je zpisob (UV - ultrafialové svétlo, NTG - N-methyl, N-nitro, N—
nitrozoguanidin) a doba ovlivnéni (v minutach nebo v sekundach), pracovni oznaceni
testovanych izolatd (GB1 az GB2050) a produkce lovastatinu na skriningové ptidé (mg/1 kyseliny
formy a mg/l laktonové formy).
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Priklad uskuteé¢néni vynalezu

Priklad 1. Mutageneze kmenu A. terreus GB1.

Pfiprava sporové suspenze: souvisly nardst mycelia, vysporulovaného na sporulaéni pudé
s rajéatovym protlakem (2 %) a ovesnou moukou (2 %) byl smyty 10 ml fyziologického roztoku
a 30 % glycerinu (pocet spor 3,5 x 10"/ml)

Ovlivnéni NTG

1 ml sporové suspenze s potem spor 10%ml a 1 ml zsobniku roztoku NTG (konc. 5 mg/ml)
s minimalnim mnoZstvim dimetylformamidu (pfidavany pro nizkou rozpustnost NTG ve vodg)
byl pridany k 8 ml fyziologického roztoku. Koncentrace NTG v takovém roztoku tedy byla
0,5 mg/ml a hustota spor fadové 10° spor/ml. Ovliviiovani biologického materialu probihalo za
tmy, stalého michani a pii pokojové teploté. Kazdych 10 minut byl odebrany 1 ml vzorku.
Vzorek byl rychle scentrifugovany a ovliviiovaci roztok by dikladné odstranény. Spory byly
rozsuspendované v 1,5 ml fyziologického roztoku a znovu scentrifugované. Sediment spor byl
rozsuspendovany v 1 ml fyziologického roztoku a fedény 10 az 100-krét. Po 200 pl takovéto
suspenze bylo vysetych na Petriho misky se sporula&ni piidou. Petriho misky byly kultivované
8 dni pri 28 °C.

Ovlivnéni UV zdrenim

Na Petriho misku se spolura&ni piidou bylo vyseto 100 pl sporové suspenze s poétem spor Fadoveé
10° a 10%/ml. Po preruieni misek pti 28 °C 30 min. byly vystavené plisobeni UV svétla po dobu
20, 30, 40, 60 a 120 sekund. Zdrojem UV zafeni byla zafivka Philips s vykonem 30 W. Jeji
vzdalenost od povrchu piidy byla 20 cm. Po ovlivnéni byly misky okamZit€ umist€né do tmy na
dobu 1 h. (zabranilo se pribéhu fotoreaktivace). Byly kultivované po dobu 8 dni pfi 28 °C.

Monokolonie s primérem cca 4 cm, smyté 2 ml fyziologického roztoku s 30 % glycerinu, byly
pfi testované na produkei lovastatinu. Prvotnim kriteriem pro vybér mutantii do produkéniho
testu byla kvalita sporulace a rychlost ristu mycelia. Vybrané kolonie byly pouZité
k striningovém produkénim testu.

Priklad 2: Skriningovy produk¢ni test

Vybrané monoizolaty byly testované na produkéni schopnost na plidé s ndsledujicim sloZenim:

Laktéza 100 g/1
Sojova mouka 20 g/l
NaNO; 3¢/l
KH;PO, 1g/1
KCl 0,5 g/l

MgSO,7H,0  0,5¢g/l
FeSO47H,0 0,01 g/l
pH 6.8

Skriningova produkéni piida byla otkovana 1 ml sporové suspenze s poétem spor Fadove 10’
spor/ml.




15

20

25

30

35

40

45

Produkce byla stanovend po 120 hodinéch kultivace pfi 28 °C a 220 rpm metodou HPLC.

CZ 287668 B6

Kmen A. terreus

Produkce (kyselina+lakton)

(mg/l]
GBl1 06+ 3,1
ATCC 20542 200,1 + 4,8
CCM 8236 402,2+11,8

Priklad 3: Produkéni test v laboratornim méfitku

1. Sporulace

Slozeni sporulaéni pidy:

Rajéatovy protlak

Ovesna mouka
Agar
pH

20 g/l
20 g/l
20 g/l
6,5

Vizualni a mikroskopické hodnoceni sporulace

* 65. hodina: Mycelium bilé barvy souvisle narostené po celém povrchu, kultura za&ina
sporulovat a ziskdvd Zlutavé zabarveni. Pod mikroskopem viditelné septované mycelium
s vyrustajicimi konidioforami.

* 96. hodina: Kultura uz kompletn€ vysporulovana, mycelium skoficové barvy. Dobie vyvinuté
konidiofory s lehce se uvoliiujicimi sporami.

Vysporulovan4 kultura byla smyt4 fyziologickym roztokem s 30 % glycerolu. Takto ptipravenou
sporovou suspenzi je moZné uchovéavat pfi 4°C po dobu 30 dni bez poklesu produkéni
schopnosti.

2. Inokulacni stuperi

Pro dobry nérdist inokula je potfebna pFitomnost iontt Fe**, Mn®*, Zn™*, K*, Mg*, Ca™*. Potfebny
je téZ nadbytek uhlikatého zdroje, rozpustného fosforu a dusiku v padé. Ani jeden ztéchto
faktori nesmi byt limitujicim. 50 ml inokula¢ni piidy se naotkuje 10 % sporové suspenze a

kultivuje se pii 28 °C a220 rpm 20 hodin.

SloZeni inokulaéni pldy:

Glukéza 50 mg/1

CSL 10 g/l
(NH4)2S0q4 1 g/l
KH,PO, 1 gl
Ca(NOs),.4H,O 2¢g/l
MgSO,7H,0 0,25 g/l

KCl 0,25 g/l
FeSO,.7H,0 0,01 g/l
MnSO,.7H,0 0,01 g/
ZnS0,.7H,0 0,002 g/l
PPG 2000 0,1 ml/50 ml
pH bez Gpravy (4,6)
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Produkéni pida se naotkuje 10 % inokula. Fermentace probihad 170 hodin pfi 28 °C a 220 rpm.
Produkce lovastatinu se stanovuje metodou HPLC.

Tab. 2. Vliv poméru laktézy a glukozy v produkéni pudé na produkci lovastatinu.

Kmen Pomér uhlikatych zdroju [glukéza:laktdza)
22:1 1:22
pH sediment | prod. [mg/1] pH sediment | prod. [mg/1]
(%] kys + lakt [%] kys + lakt
ATCC 20542 6,5 45 23+4 3.4 45 43+ 14
CCM 8236 6,3 48 55+8 2,4 46 114 +8
Pozn.: Jako zdroj dusiku byla pouZita s6jova mouka a (NH4):SO,.
Tab. 3a. Vliv dusikatého zdroje v produkéni pudé na produkei lovastatinu.
Kmen Zdroj dusiku
sGjovd mouka + (NH,),SO, sOjovd mouka
pH sediment | prod. [mg/1] pH sediment | prod. [mg/1]
[%] kys + lakt [%] kys + lakt
ATCC 20542 34 45 43 + 14 6 45 1005+ 0
CCM 8236 24 46 114+ 8 59 55 1986 + 0

Tab. 3b. Vliv dusikatého zdroje v produkéni piid€ na produkcei lovastatinu.

Kmen Zdroj dusiku
bavinikova mouka + (NH4),SO, bavlnikova mouka
pH sediment | prod. [mg/1] pH sediment | prod. [mg/1]
(%] kys + lakt [%] kys + lakt
ATCC 20542 2,9 46 105 + 15 6 45 1347 +0
CCM 8236 34 45 202 + 16 5,8 48 2248 + 0

Pozn. Jako zdroj uhliku byly pouzité glukoza a laktéza v poméru 1:22.

Z vysledkli pokusd v tabulce vyplyva, Ze pfitomnost siranu amonného v pid€é na zalatku
produkéniho stupné ma vyrazn& negativni vliv na produkéni schopnost. Stejny efekt ma
i posunuti poméru zdrojii uhliku ve prospéch glukozy. Produkce lovastatinu je za takovychto
podminek dokonce niz$i nez produkce v skriningové pidé. Vysledky pokust téz dokazuji, Ze
volba organického zdroje dusiku je dilezita. Ve viech testovanych ptidach novy kmen A. terreus
CCM 8236 produkovat pfiblizné o 100 % vice lovastatinu nez kmen A. terreus ATCC 20542.

Na zakladé prezentovanych experimenti bylo slozeni produkéni piidy optimalizované.
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Optimalizovana produkéni piida ma slouzeni:

Glukéza S5gl
Laktéza 110 g/l
CSL 50% 5gl
Bavlnikova mouka 21 g/l
KH,PO, 1gl
CaCO, 5¢g1
PPG 2000 2mll
Pitna voda dol1
pH 7.0

Na pidé€ stakovymto slouzenim byla dosazena pfiméfena produkce lovastatinu 2665 mg/l
(n = 7), maximalni dosazena produkce byla 3042 mg/I lovastatinu.

Priumyslové vyuZitelnost

Novy vysokoprodukéni kmen mikroorganizmu Aspergillus terreus CCM 8236 je moZné vyuzit
pfi primyslové vyrobé lovastatinu, jeho soli a ester.

PATENTOVE NAROKY

1. Kmen Aspergillus terreus CCM 8236, produkujici vysoké mnoZstvi lovastatinu, ktery byl
ziskdn metodami klasické mutageneze.

2. Zpusob fermentaéni pfipravy lovastatinu ve formé kyseliny nebo kaltonu, anebo jeho
farmaceuticky vyuzitelnych soli anebo esteri, vyznadujici se tim, Ze se kultivuje
kmen Aspergillus terreus CCM 8236 v inokula¢ni piidé s pH v rozmezi 4,5 aZ 4,7 a v produkéni
pude, ve které je jako zdroj uhliku pouzita kombinace glukdzy a laktdzy ve vzajemném poméru
0,5 az 0,7 glukézy a 11 az 15 % laktézy a jako komplexni zdroj je pouzita bavinikova nebo
sojova mouka, pfi¢emz koncentrace volnych amoniakalnich iontd je 0 az 0,07 g/I.

1 vykres
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GBI
/ 0.6+3.1 \
NTG NTG NTG NTG
10 min 20min 30 min 40 min
GB2 - GB20 GB21-GB30 GB31 - GB40 GB41 - GB50
GB43
NTG 9.5+1.1
40 min
GBS51 - GB100
NTG GB9%4
40 min 225+2.5
GB101-GB120
NTG GB101
40 min 46.8+1.8
GBI121 - GB400
GB197 N NTG
178434 40 min
GB401 - GB1050
uv uv uv uv uv
20s 30s 40s 60s 120s
GB1051 - GB1100 GBI1101 - GB1150 GB1051 - GB1200 GB1201 - GB1250 GB1251 - GB1300
GB1062
NTG 220.5+2.4
40 min
GB1301 - GB1400
GB1382 uv
284.8+1.4 60s
GB1501 - GB1600
GB1552 a| NTG
Y 295.6+2.0 .
uv 40 min
40s GB1601 - GB1800
GB1401 - GB1500 GB1548
uv 302.8+0.8
120s
GB1901 - GB2000
NTG GB1984
40 min 354.6+132 6‘{,\:
GB2001 - GB2050 GB1301 -GBI900
GB2033=CCM8236
402.2+11.8

Obr. 1. Schéma mutagniho postupu p#i ziskani kmenu Aspergillus terreus CCM 8236

- Konec dokumentu
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