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(54) Kmen mikroorganizmu Streptomyces fradiae CCM 3765

Kmefi mikroorganizmu Streptomyces fradiae
CCM 3765 produkujici tylozin. Kmeli podla vy-
nélezu bol ziskany pdsobenim mutagénov a
opakovanymi pasfvnymi selekciami. Vyhodou
kmeiia podla vyndlezu je zvySend produkcia
tylozfnu /80 a¥ 120 %/ a odolnost k me-
chanickému namdhaniu, ktorému je kultdra
podrobend pofas mieSania vo fermentore.
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vyndlez sa tyka kmefla mikroorganizmu Streptomyces fradiae CCM 3765 /interné oznalenile
NMU 2/32/ produkujdceho tylozin.

ZvySenie priemyselnej vyroby tylozinu je mo#né dosiahnut zvy$enim vyrobnej kapacity,
alebo zvy¥ovanim produkcie pri jeho biosyntéze. Druhy spdsob, t.j. zvySovanie produkcie pri
jeho biosyntéze nevy%aduje na rozdiel od prvého, velké investi¥n{ ndklady. Je zaloZend na
lep¥ej produkZnej schopnosti kmefia pou?fvaného pre biosyntézu alebo na lep¥ich fermentaé&nych

podmienkdch, ktoré sa zabezpe&ujd dokonalej&fm riadenim fermentdcie.

Tento druhy spbsob je v sulasnej dobe jedinou mo¥nou cestou zvysenia vytainosti a jednym
z hlavnych prinosov je zlepfovanie produké&nych vlastnosti kmefia. Produkiné kmene s zfskavané

radom zavedenych postupov dlhodobych %lachtitelskych programov.

V¢sledné kmene vykazujd potom rad vyzmanych odli¥nych vlastnosti, z ktorych najdéleZi-
tejsie sd tie vlastnosti, ktoré sa prejavujd vo zvySenej produkcii tylozfnu vo fermentoroch

vo vyrobe.

Kmefi Streptomyces fradiae CCM 3765 bol z{skany pdsobenfm mutagénov a opakovanymi pasiv-
nymi selekciami na vychodz{ kmeh Streptomyces fradiae EMS 98. Spdsob Slachtenia kmefa Jje
zndzorneny na nasledujicej schéme, kde je uvedend genealogickd linia veddca ku kmeiu, na

ktory je uplatfovany patentovy ndvrh.
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Skratky: PS - pasivna selekcia - selekcia bez pdsobenia mutagénu
UV - pdsobenie UV svetla

MNU - pdsobenie nitrozometyl motoviny

Posledné mutagénne pdsobenie bolo na kmefi inertného oznadenia MNU 1/19 nitrozometyl-
mo¥ovinou v koncentrdcii 0,15 M po dobu 100 min. fosfdtovom pufre s hodnotou pH 6,8 na
spbrovd suspenziu kmefia MNU 1/19, ziskand zmytfm vysporulovanej kultdiry vodou. Po dobu

pdsobenia bola mutaénd zmes mieZand na elektromagnetickom miedadle pri 25 OV.

Vv &asovych intervaloch po 40, 60, 80 a 100 min. pdsobenia nitrozometylmooviny boli
odoberané vzorky a riedené riediacou radou s koeficientom 10 za sd&asného zriedovania
nitrozometylmogoviny na nedcinnd koncentrdciu. Zriedené vzorky poli nao&kované°®na Petriho mi-
sky so sporulaénym agarom tak, aby nedochddzalo ku vzdjomnému kontaktu kolénif a po vys-

porulovani boli-samostatné kolénie preotkované na $ikmé agary.

spbéry pre pasfvnu selekciu boli suspendované v destilovane] vode, riedené riediacou
radou s faktorom 10 a o&kované na Petriho misky so sporulaénou pddou. Po l4-dennej inkubdcii
pri teplote 28 Oc boli izoldty vysporulované a bolo mo¥né ich preodkovat na Sikmé agary.
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Inkubdcia tohto zdkladného sporuladného materidlu prebiehala pri 28 °C 10 a¥ 12 dnf.
Vy&8ie uvedenym spbésobom aplikdciou mutagénov a pasivnej selekcie bol zi{skany izoldt NMU
2/32. Izoldty boli hodnotené podla schémy Sikmy agar - vegatilvne inokulum - vlastng fermen-

técia.

Kmefi mikroorganizmus Streptomyces fradiae CCM 3765 prevy8uje produkciu dosial pouZivanych
kmeriov © 80 aZ 120 %. Kmefi tvor{ pri kultivdcii na sporula&nej péde s kvasniénym extraktom,
hovédz fm extraktom, hydrolytovanym kaseinom a dextrfnom koldnie o priemere 4 a%Z 6 mm vyvyZend
nad substrdtom so sporulovanym stredom, s bielymi spdrami v strede po 10 aZ 12-dfovej kulti~
vécii pri 28 %c.

Prednostou tohto kmefia je jeho odolnost k mechanickému namdhaniu, ktorému je kultura
podrobend podas mie$ania vo fermentore. Hlavnou a najvyznamnej$ou vlastnostou kmetia Strepto-
myces fradiae CCM 3765 je zvySend produkcia tylozinu pri submerznej fermentdcii.

Pr {k1lad 1
Fermentdcia v bankdch na rotaénych trepa&kich

Vegetativne inokulum bolo pripravenéd submerzne v 500 ml varnych bankdch so 60 ml ino-
kulacnej pddy /kukuridny extrakt, sdjovd muka, sbéjovy olej a CaCo / 2ivnd pdda po Vysterlll—
zovani bola naodkovand klu&kou spbr zo Zikmého agaru a 1nkubované na rotadnom trepacom stroji
40 aZ 48 hodin.

Takto pripravenym vegetativnym inokulom boli o&kovan& produkéné varné banky o obsahu
500 ml s objemom fermenta&nej pddy 60 ml /zdroj uhlfka repnd melasa, séjovy olej, zdroj dusi-
ka rybia mika, kukuridny gluten, anorganické soli a CaCO / Fermentdcia prebieha 8 a¥ 9 dnf
kultivdcie. Produkcia tylozinu za vy$Sie uvedenych podmlenok dosiahla 6 000 mj./ml.

Pr {f{klad 2
Fermentdcia v poloprevddzkovom fermentore

Fermentdcia v poloprevddzkovom fermentore o objeme 5 000 1 bola dvojstupiiovd. O&kovacia
pdda obsahovala kukuri&ny extrakt, sdéjovd miku, krmné droZdie, sSjovy olej a CaCOa. Fermenta&n4
pbda obsahovala kukuri&ny extrakt, rybiu miku, kukuri&ny gluten, repnu melasu, sdjovy olej
a CaCO3.

Fermentor bol plneny 2 800 1 pddy a otkovany 10 % objemu z o&kovacieho fermentoru. Kul-
tivdcia prebiehala pri teplote 28 0c, mie3anie 180 obr./min., vzdudnenie 2 500 1l/min. za
200 hod. kultivdcie. Produk&nym kmetiom Streptomyces fradiae CCM 3765 bola dosiahnutd produkcia
6 300 mj./ml.

PREDMET VYNALEGZU

Kmen mikroorganizmu Streptomyces fradiae CCM 3765 produkujici tylozin.
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