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RieSenie sa tyka kmeila Trigonopsis va-
riabilis CCY 15-1-2, ktory je mutantom kme-
fa Trigonopsis variabilis CCY 15-1-1 a kto-
ry sa vyzna€uje induktivnou syntézou D-a-
minoacid: Oz2-oxidoreduktézy deaminujicej
EC 1-4-3-3, katalyzujacej oxidativhu deami-
néaciu zli¢enin vieobeeného vzorca 2 (najmé
cefalosporin C) na zluceniny v3eobecného
vzorca 1 (najmé kyseliny 7-g8-(4-karboxybu-
tdnamido)cefalospordnovej. Bunky produké-
ného kmerna je moZné v nativnej alebo imo-
bilizovanej forme pouZit na transforméciu
najmi cefalosporinu C za vzniku 7-acylami-
no zlac€enin, ktoré st vhodnym substrdtom
pre enzymovi pripravu kyseliny 7-amino-ce-
falosporénovej.
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Vynélez Kmeii mikroorganizmu Trigono-
psis variabilis CCY 15-1-2 s aktivitou D-ami-
noacid: Og-oxidoreduktazy deaminujicej EC
1-4-3-3 sa tyka kmeiia mikroorganizmu Tri-
gonopsis variabilis CCY 15-1-2, pouZiteIné-
ho pre enzymovu pripravu 7-acyl-aminoce-
fém zludenin, najméd pre pripravu kyseliny
7-6-(4-karboxybutdnamido)cefalospora-
novej, dalej GLT-7ACK.

Zltdeniny vSeobecného vzorca 1
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kde X je —H, —OH, —OCOCHs3 alebo nu-
kleofilnd skupina a Ri je (CHz2)3—CHNH,
—(CH2)3—C0O—COOH, moZno pripravit zo
zltdenin vieobecného vzorca 2
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kde Rz je —(CHz)3—CH NH2—COOH, pdso-
benim enzymov, katalyzujicich oxidani de-
amindciu zlicenin vSieobecného vzorca 2. Na
enzymovi reakciu je moZné vyuZit bud izo-
lovany enzym alebo celé bunky niektorych
druhov mikroorganizmov.

Priama hydrolyza z!tdenin vSeobecného
vzorca 2, kde X je —OCOCHsz a R je
— (CH2)3CHNH2COOH tzn. cefalosporin C za
vzniku kyseliny 7-aminocefalosporanovej
(7ACK) je moZnd, no znafne zloZitd a pre
praktické vyuZitie méalo efektivna a €asto je
vznik hlavného produktu sprevéddzany tvor-
bou sprievodnych derivdtov najmé kyseliny
3-deacetyl-7-amino-cefalospordnovej. Je opi-
sand celd rada réznych mikroorganizmov,
produkujtcich acyldzy vhodné na konverziu
CFS-C na 7ACK- Aspergilus, Penicillium, Al-
ternaria, Gibercella Aspergilus, Glioclaudi-
um (JP 77 143 289, Brit. patent. spis 1566830,
US pat. 3239 394, JP 77 038 092) maximédlna
uddvand konverzia na 7ACK je 15—18 %. V
tejto situdcii sa javi dalekoperspektivnejsie
dvojstupiiovd enzymovd transformécia 7-a-
cylamino zlienin vieobecného vzorca 2 kde
R je —[CH2)3—CNHN2COOH na 7-acylamino
zltdeniny v8eobecného vzorca 1 kde R je
—(CHz)3—COOH. Tiito reakciu za pouZitia
roznych kmetiov napr. Aspergilus, Neuro-
spéra, Aerobacter, Candida, Trigonopsis, Fu-
sarium, Penicillium opisujd japonské pat.
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spisy Gislo 80 23966, 75038092, 55 35119,
54 154 592, 507158 alebo britsky pat. spis
1272 769. Chemickd konverziu CFS-C na zli-
¢eniny vSeobecného vzorca €. 1 opisuje jap.
pat. spis 78 114 871 alebo 77 77 078. Zlieni-
ny vieob. vzorca ¢. 1 moZno transformovat
na kyselinu 7-amino-cefalospordnovi enzy-
movou hydrolyzou za pouZitia enzymov ale-
bo buniek kmeilov Pseudomonas ovalis,
Commamonas, Arthobacter, Bacillus a i. po-
dla jap. pat. spisov &. 5394093, 76 70 884,
81 85 298., 52 128 293 a inych.

Vynélez sa tyka kmeiia Trigonopsis varia-
bilis CCY 15-1-2, ktory je mutantom pdvod-
ného kmetia Trigonopsis variabilis CCY
15-1-1 a ktor§y sa vyznacuje induktivnou
syntézou D-aminoacid: Oz-oxidoreduktéazy,
deaminujicej EC 1-4-3-3 (D-aminoacid oxi-
dazy, DAAox), katalyzujlicej premenu CFS-C
{latky v8eobecného vzorca €. 2 na latky v3e-
obec. vzorca ¢&. 1, alebo katalyzujicej pre-
menu D-aminokyselin za vzniku prislus-
nych ketokyselin. Kmeii bol ziskany z pé-
vodného zbierkového kmeiia T. variabilis
CCY 15-1-1 mutagenézou fyzikdlnymi fak-
tormi. Suspenzia buniek kmeiia, ziskand
sterom zo Sikmej agarovej pddy, bola po na-
riedeni nanesend na Petriho misky so Sabu-
raudovou pddou a podrobend mutagénnemu
zdsahu UV svetlom zo vzdialenosti 50 cm
po dobu 1 min. Bol vybrany monokoléniovy
izoldt vykazujlici vysoku aktivitu enzymu
DAAox.

Kmefi je uchovdvany na Sikmej agarovej
péde podla Saburauda a pomnoZovany na
pdde zloZenia glukdza (2 %), kukuriny ex-
trakt 100 %-ny (2 %) a induktor (0,25 %),
ktorym moZe byt DL-metionin, D-valin, pH
pody 5,0. Kultivdcia v inokulatnom aj pro-
duké&énom stupni je 72-hodinova.

Biochemické charakteristiky kmeifia:

1) Ferment4cia cukrov
galaktdza
maltéza
laktéza
sachar6za
glukoza
fruktdza
sorbbza
xyléza
dulcit
arabinéza
rib6za
mandéza
2) tvorba lyzindekarboxyldzy
3) tvorba katalazy
4) stekucovanie Zelatiny
5] redukcia citrdtov
6) g-laktamézy

bl +i+1 114+t

MnoZstvo DDA oxiddzy v bunkdch bolo
sledované nepriamo na zdklade bilancie o-
xidatnej deaminécie cefalosporinu C =za
vzniku glutaryl-7ACK metédou vysokotlako-
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vej kvapalinovej chromatografie alebo chro-
matografiou na tenkej vrstve.

PouZitie kmeria Trigonopsis variabilis pre
pripravu GLT-7ACK je dokumentované v na-
sledovnom praktickom priklade bez toho, Ze
by sa nim jeho pouZitie obmedzovalo.

Priklad 1

Kmeii Trigonopsis variabilis CCY 15-1-2
je. naotkovany do 60 ml Zivnej pédy o ob-
sahu 2 % glukézy, 2 % 100%-ného kukurié¢-
ného extraktu a 0,25 % induktora (D-vali-
nu), pH 5,0 v 500 m! kultivaénych banic-
ké&ch. Po 72-hodinovej Kkultivdcii na rotac-
nom trepacom stroji pri teplote 27°C je 5
mililitrov inokula naockované do p6dy rov-
nakého zloZenia ako inokulac¢nd, len induk-
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tor D-valin je nahradeny D alebo DL metic-
ninom o koncentracii 0,3 %. Kultivicia za
rovnakych podmienok ako v inokuladnom
stupni sa ukonéi po 72 hodindch a bunky
sa separuji centrifugdciou pri 4 000 ot/min.,
za chladenia (-}5°C) 20 mindt. Specificka
aktivita takto pripravenych buniek je urdce-
nd na zdklade bilancie oxidatnej deamind-
cie. cefalosporinu C (zlucenina vSeobecné-
ho vzorca &. 2) o koncentrdcii 10 mg/m! v
0,1 M fosfatovom pufri pH 8,0 pri 34°C po-
tas 2-hodinovej konverzie za vzniku GLT-
-7ACK (latka vSeobecného vzorca €. 1), ak-
tivita buniek je 15 nmol min~! mg~! su-
chej hmoty. V porovnani s pévodnym kme-
fiom T. variabilis CCY 15-1-1 za rovnakych
podmienok je Specifickd aktivita kmeiia T.
variabilis CCY 15-1-2 vy$Sia o 30 %.

PREDMET VYNALEZU

Kmeii mikroorganizmu Trigonopsis varia-
bilis CCY 15-1-2 s aktivitou D-aminoacid: Oz-
-oxidoreduktdzy deaminujicej EC 1-4-3-3,

RrCO~HN—
0%
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kde X je —H, —O0H, —OCOCH3 alebo nu-
kleofilnd skupina a Ri je —([CH2]z—

katalyzujici oxidaénd deamindciu zludenin
vieobecného vzorca
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—CHNH2—COOH, za vzniku zodpovedajo-
cich 7-acylaminocefém zlGfenin.
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