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(54) Kmeii mikroorganizmu Streptomyces aureofaciens CCM 3948

(57) &lachtenie produknych kmefiov Strepto-
myces aureofaciens produkujidcich chlértetra-
cyklin je zamerané na trvalé zvyZSovanie ich
produkénej schopnosti a odolnosti vodi fégo-
vej infekcii. Podla popfsaného postupu bol
zi{skany kmell Streptomyces aureofaciens CCM
3948 z produk&ného kmeila CCM 3820, ktory pro-
dukuje vo zvySenej miere chlértetracyklin

bez priznakov citlivosti na aktinofdg Bl. Pro-
duk&né schopnosti kmeila sa prejavujd pri ne-
zmenenom doterajSom reZime kultivédcie.
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Vyndlez sa tyka kmefla Streptomyces aureofaciens CCM 3948 (interné oznadenie kmeila
je NMM 84/16) so zvySenou produkciou chlértetracyklinu, odolny vodi figovéj indekcii.

Prednostou kmeila ‘podla vyndlezu je odolnost vodi fédgovej infekecii, stabilita vlastnostf
pri pasdZovani a pri dlhodobom uchovdvani v lyofilizovanej forme.

~ ZvyEZenie vyroby antibiotika chlértetracyklinu mé%e sa realizovat roz$irenim vyrobngch
fermenta&nych prevddzok, alebo zvy3enim vytaZnost{ fermenta&ného procesu. Druhd alternativa,
ktord nevy%aduje vyznamné investi&né néklady, je umoZnend bud zlepfenim fermenta&ného proce-
su, alebo zvySenim produk&nej schopnosti kmefiov pouZivanych pre biosyntézu.

PouZivané kmene sa tie? musia vyznafovat odolnostou vo&i véZnemu nebezpedenstvu podas
fermentdcie, akym je fdgova infekcia.

KmeX NMM 84/16 bol zfskany z kmeda Streptomyces aureofaciens CCM 3820 radom opakovanych
mutagénnych zdsahov (metylnitrGzomo&ovina, N-nitrdzometylmodovina, UV-svetlo + N-nitrdzome-

tylmo&ovina, pésobenie féga Bl) a ndslednych pravidelne zaradovanych pasivnych selekcif.
Izoléty bo;i hodnotené podla naslegovnej schémy:
izolované koldnie na Petriho miske
S§ikmy agar
vegetativne inokulum
vlastnd fermentécia

Produkéne boli izol&ty hodnotené vo dvoch pokusoch pred lyofilizdciou a v troch pokusoch
po lyofilizdcii. Lyofilizované konzervy slidZia k dlhodobému uchovévaniu spdrového materidlu
a umo#fujd zachovanie vhodnych rastovych a produk&nych vlastnosti. Stanovenie produk&nej
schopnosti izoldtov bolo robené fosforefnanovou metddou a merané na pristroji Shimadzu.

Tymto hodnotiacim systémom bol ziskany kmell, na ktory je uplatiovany patentovy ndrok.

Kmel Streptomyces aureofaciens CCM 3948 tvori pri monospdrovom rozseve na sporulaénej
pdde typu sachardza-peptdn koldnie o velkosti 2 a% 5 mm v priebehu 12 a¥ 14 dni kultivacie
pri 28 ©c. Kolénie sd na okraji radidlne zvrésnené, stred koldnif je preliadeny. Kultidra
dobre sporuluje na sporula&nej pdde i na prirodnom substrdte (proso).

Pri mikroskopickom pozorovani mycélium je vytvorené z tenkych bohato vetvenych vldkien.
V porovnan{ s kmefiom CCM 3820 u kmefia CCM 3948 je pozorovand vi&Eia rastovd rychlost.

Farba vysporulovanej kultiry je Sedd. Porovnanie vlastnost{ kmefia CCM 3948 s vlastnostami
produkéného kmefla CCM 3820 je uvedené v nasledujdcej tabulke:

Kmefi Produkcia chlortetracyklinu v banke Dbkaz féga v kultire
(pg.ml'l) (%) (% z po&tu kultur)
CCM 3820 5 400 100 2

CCM 3948
(NMM 84/16) 6 230 115,4 (]
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vyhoda pouZivania kmeifla Streptomyces aureofaciens CCM 3948 je vo vytvoreni podmienok
dal¥ieho rastu vyroby chldrtetracyklinu bez jej ohrozenia fégovou infekciou.

Produkcia chlértetracyklinu kmefiom podla vyndlezu sa zvySila v priemere o 8 a%¥ 10 %.

Nasledujice priklady prevedenia kmefla podla vyndlezu presne dokladajd, ale neobmedzujq.

Priklad 1

Vegetativne inokulum bolo pripravované submerzne v 500 ml varnych bankdch so 60 ml
inokula&nej pddy, ktord obsahovala z&kladné Ziviny, t. j. zdroj uhlika (sachardza), dusika
(kukuriény v¢luh v kombindcii s anorganickym zdrojom dusika) a uhli&itan vépenaty. Vegetativne
inokulum bolo o&kované kludkou spdr zo $ikmého agaru a kultivované na rota&nom trepacom
stroji 21 hod. Takto pripravenym vegetativnym inokulom boli okované fermenta&né banky
o obsahu 500 ml so 60 ml fermentadnej pddy. 2Zdrojom uhlika bola sachardza, zdrojmi dusika
kukuriény vyluh, s6jovd mika a ambnna sol. P8da dalej obsahovala uhli&itan védpenaty, benzyl=-
tiokyandt a minerdlne soli. Priprava vegetativneho inokula a fermentécia boli previdzané
na rotadnom trepacom stroji pri 240 ot./min.'l, vystrednosti 2,5 cm a kultivadnej teploty
28 °C. Perment&cia trvala 96 hod., kedy bola dosiahnutd najvy$$ia produkcia antibiotika

a boli odoberané vzorky na stanovenie.

Produk&né hodnotenie izoldtov bolo opakované dvakrédt, najlepS3ie izolaty boli lyofilizo-
vané a po vyolkovani opét minimdlne trikrdt produk&ne hodnotené.

Vy$8ie uvedenym fermenta®nym spdsobom sa dosiahli produkcie chlortetracyklinu 5 900

1

a? 6 200 ug.ml ~ pddy.

Priklad 2

Podla spdsobu uvedeného v priklade 1 s tym rozdielom, Ze priprava vegetativneho inokula
a fermentdcia prebiehali v Stvrtprevddzkovych objemoch. Vegetativne inokulum bolo pripravené
v inokula&nom laboratdrnom tanku o objeme 20 1, naplnenom 10 1 inokulalnej pédy, ktory
bol nao&kovany 100 ml spdrovej suspenzie z prosnej konzervy.

Zivnd pbda vo fermentadnych laboratdrnych tankoch bola naolkovand vegetativnym inokulom
v mnoZstve 10 % objemu. Fermentdcia prebiehala pri 28 aZ 29 oC, mieSanie 450 ot./min.nl po
dobu 90 a% 92 hod. ‘

vzorky boli odobrané od 44. hod. kultivadcie na stanovenie sachardzy anorganického
dusika a produkénej aktivity, ktord dosahovala v 92. hod. indexu produkcie 108 a% 110 %.

Pr{klad 3

pPodla spdsobu uvedeného v priklade 1 s rozdielom, Z%e priprava vegetativneho inokula
a fermentdcia sa realizuji vo velkoobjemovej aparatire. Inokulum bolo pripravené v olkova-
com fermentadnom tanku o objeme 5 m3, naplnenom 3 m3 inokula&nej pddy. Vegetativnym inokulom
bola ofkovand produk&nd %Zivna pdda vo fermentore o objeme 50 m3, ktory bol plneny 29 m3 pro=-
dukénej Zivnej pddy. Benzyltiokyandt sa davkoval v mnoZstve 1,5 aZ 3;.1(_;.:(11-l pddy spolu
s prikrmovacim roztokom, ktorého ddvkovanie zafinalo pri spotrebovan{ ‘zdroja uhlfka na
hladinu 26 a% 25 mg'.ml—l pddy. VysSie uvedenym postupom sa dosahuje produkcia cthrtetracy—

klinu zo SarZe odpovedajice indexu 108 aZ 110 %.
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PREDMET VYNALEZU

Kmefi mikroorganizmu Streptomyces aureofaciens CCM 3948 so zvy&enou produkciou chlor-
tetracyklinu a odolny vo&i fagovej infekcii, najmd vo&i aktinofdgu Bl.
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