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Vyndlez se tykd nového mutantniho kmenu bakterie Strepto-
coccus zooepidemicus Frost a Englebrecht (syn. Streptococcus egui
Sand a Jensen) vhodného pro vyrobu hyaluronové kyseliny fermen-
ta¢énim postupem.

Kyselina hyaluronova, tj. mukdézni glykosaminoglykan s li-
nedrni_ polymerni molekulou o molekulové hmotnosti 2x10% a2z
1,3x107 daltoni, nachdzi stdle $irsi uplatnéni v huménni i vete-
rindrni mediciné a v kosmetice. Jeji prirozené Zivocisné zdroje,
napriklad kohouti hrebinky, nestac¢i kryt tuto potrebu, a proto se
zaCala pripravovat fermentacnim postupem, vétsSinou za pouziti
riznych kment bakterii ndlezZejicich k Lancefieldové skupiné A ne-
bo C rodu Streptococcus. Silnou tvorbu hyaluronové kyseliny
u Streptococcus pyogenes v Zivém bujonu s glukosou zjistili jiz
Pierce W.A.Jr. a White A.G.C. (Proc. Soc. Exptl. Biol. Med. 87,
50-54, 1954 a Faber V. a Rosendal K. (Acta Pathol. Microbiol.
Scand. 35, 159-164, 1954). Prvni fermentadni produkci této kyse-
liny pomoci hemolytického streptokoku skupiny A uvadi Holmstrom
B. a Ri¢ica J. (Appl. Microbiol. 15, 1409-13, 1967), aviak vyté-
Zek v médiu z teleci infuze s pridavkem 1,1 % glukosy ¢inil pouze
0,4 g hyaluronové kyseliny/l média. Postupy uvedené v radé paten-
tl a patentovych prihldsek pouzZivaji jako produkéni mikroorganis-
mus hemolytické kmeny druhu Streptococcus pyogenes, Streptococcus
efui nebo Streptococcus zooepidemicus, pric¢emZ soucasni taxonomo-
vé pokladaji posledné jmenovany druh za identicky s druhem Strep-
tococcus equi. Patentovd prihlaska firmy Shiseido Co. Ltd.
(offenlegungschr. DE 3 517 629 A 1) popisuje pouZiti nehemolytic-
kého mutantu Streptococcus zooepidemicus. VSechny kmeny a mutanty
rodu Streptococcus pouzZivané pri postupech uvedenych v patentové
i jiné literature vyZaduji pro dosazeni vytézku 3 az 6 g hyaluro-
nové kyseliny na litr fermentaéniho média velmi bohaté fermentac-
ni médium obsahujici védle 3 aZ 8 % glukosy jesté 0,5 azZ 3 %
kvasnicéného autolyzatoru spolu s 2 % hydrolyzatu kaseinu (Nimrod
A. a sp. W 086/04355) nebo s 1 aZz 3 % peptonu (Shiseido Co. Ltd.
J.P. 58-56692, Akasaka a sp. Offenlegungsschrift DE 35 17 629,
Hosoya H., E.P. 0244754, Murata H., J.P. 62-289197, Myamori T.,
E.P. 0266578, Akasaka H., J.P. 61-219394, Karato a sp., J.P.
62-51999) nebo dokonce s 1,5 az 2,5 % obj. teleciho séra (Morita
Y. a sp., J.P. 61-63294, Offenlegungsschr. DE 35 31 612) a navic
jesté s nékterymi aminokyselinami a/nebo s kukur¥ic¢nou maceci vo-
dou (Murata H., J.P. 62-289197, Takayama K., J.P. 62-32893, Kara-
to a sp., J.P. 62-51999, Miyazaki T., J.P. 62-289198). Kromé toho
vyzaduji pouZité kmeny jesté pomérné dlouﬁou fermentacéni dobu,
tj.2 aZz 5 dnl za nepretrzitého upravovani p" na 7,0. V pripads,
Ze se pro produkci hyaluronové kyseliny pouZivd promytych bunék
rodu Streptococcus (Morita Y. a sp., J.P. 61-15698, Miyamori
T. a sp., E.P. Appl. 0266578 A2) je nutno pouzit tyto velmi boha-
té Zivné pudy pro ziskani produkénich bunék.

Tyto nedostatky odstranuje mutantni kmen Streptococcus
zooepidemicus Frost a Englebrecht - syn. Streptococcus equi Sand
a Jensen - DBM 1079, ktery je uloZen ve sbirce mikroorganismi ka-
tedry biochemie a mikrokrobiologie Vysoké $koly chemicko-techno-
logické v Praze pod ¢islem DBM 1079.

Tento nehemolyticky Kkmen vyZaduje pro fermentaéni produkci
hyaluronové kyseliny podstatné chud$i pudu a dobu fermentace 22
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aZ 26 h, coZ znaéné zleviiuje vyrobu a zvy3uje kapacitu drahého
fermentaéniho zarizeni.

Tento novy kmen podle vyndlezu byl ziskdn dvoustupriovou
mutagonezi spoc¢ivajici v pusobeni ultrafialového za¥eni na promy-
té bunky hemolytického kmenu Streptococcus zooepidemicus 4/49
(syn. Streptococcus equi) a v nasledujicim plisobeni nitrosoguani-
dinu za rustovych podminek na mutant se sniZenou hemolytickou
aktivitou, vybrany z populace vyrostlé po pUsobeni ultrafialového
zadfeni. Takto ziskany kmen DBM 1079 md zachovany morfologické,
asimilaéni i fermentac¢ni vlastnosti plvodniho kmenu, avSak nemd
hemolytickou aktivitu a velmi rychle se rozmnoZujev Zivnych mé-
diich obsahujicich podstatné sniZené mnoZstvi rustovych latek,
priéemZz velmi intenzivné produkuje hyaluronovou Kyselinu. Pro
produkci této kyseliny potrebuje kmen DBM 1079 zkvasitelny sacha-
rid, nejlépe glukosu nebo jeji vhodny zdroj jako Skrobovy sirup,
hydrolizadt dfeva nebo jiného celulosového materidlu a podobné,
zdroj dusiku a rustovych 1latek ve formé 0,1 aZ 0,30 %
hmot./obj.kvasniéného autolyzdtu a 0,10 aZ 0,50 % hmot./
obj.peptonu, polypeptonu, sojového peptonu nebo hydrolyzatu ka-
seinu, 2droj fosforu, napriklad fosforec¢nan draselny a nékteré
minoritni ionty, napriklad horec¢naté a Zeleznaté, popripadé jesté
malé mnoZstvi glutamétu nebo argininu pro stimulaci produkce.
Kvaseni problha 22 aZ 26 h za michdni a mirného provzdusnovani
pri 34 aZ 37 Oc, pridemz vznikajici kyseliny je nutno prubéiné ne-
utralizovat pfiddvanym roztokem hydroxidu sodného nebo draselné-
ho. Koncentraci sacharidu 3je vhodné béhem fermentace udrZovat
v rozmezi 0,5 aZ 3,5 % hmot./obj., za celkového mnoZstvi sachari-
du 3 aZ 6 g/1 fermentaéni kapaliny. Po probéhnuti kvaseni se fer-
mentaéni kapalina zbavi bakteridlnich bunék, nejlépe centrifugaci
a z ¢iré kapaliny se izoluje hyaluronové kyselina nékter?m ze
znamych. postupu,,napreklad srdZenim ethanolem s naslednym precis-
ténim ziskané srazZeniny.

Vynalez je bliZe objasnén na konkrétnim prikladu fermentacéni
produkce hyaluronove kyseliny, ktery vS$ak v Zadném pripadé nezna-
mend omezeni zpusobu pouziti mutantnlho "kmenu DBM 1079 pro prip-
ravu této kyseliny.

Priklad

Sterilni fermentaéni médium obsahujici v 1 litru 20 g gluko-
sy, 5,0 g peptonu, 2,5 g kvasniéného autolyzatu, 5,0 g K,HPO,,
0,1 g NayS,05, 1,5 g MgSO 7H 0,01 g FeS0.7H,0 a 1,5 ml Tweenu
80 se zaocﬁu]e 120 ml 10h kul%ury Streptococcus zooepldemlcus DBM
1079 v pudé stejného slozZeni jako ma fermentacnl médium, jeZ byla
1nkubovana za mirného trepani pri 37°C. Fermentace probiha opét
pfi 37°% za mirnéhg michani a provzdusnovani- (0,5
1 vzduchu/min), pfiemz p* je udrZovano na hodnoté 7,0 pomoci au-
tomatické kontroly davkovani priddvaného roztoku NaOH o koncen-
traci 3 mol/litr. Po 6 h kvaseni se p¥idd 40 ml sterilniho 30%
hmot./obj. roztoku glukosy a pokracuje se v kvaseni. DalsSich 40
ml sterilniho 30% roztoku glukosy se pridd aZ po poklesu koncen-
trace glukosy ve fermenta¢ni kapaliné na 1,0 azZ 1,7 % hmot./obj.
KvasSeni se potom ukonc¢i p¥i dosazZeni koncentrace glukosy 0,5 %
hmot./obj., dehoZ se dosdhne bdhem 25 h celkového kvaseni. Fer-
mentac¢ni kapalina se odstredi ve chlazené odstfedivce (30 min pri
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5 000 g). Supernatant obsahuje 4,7 g hyalurondtu sodného.

PATENTOVE NAROKY

Mutantni kmen Streptococcus zooepidemicus Frost a Engle-
brecht (syn. Streptococcus equi Sand a Jensen) DBM 1079 nehemoly-
zujici a intenzivné produkujici hyaluronovou kyselinu.
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