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Vyndlez se tykd zpGsocbu flzen{ biosyntézy fungicidinu kultivaci Streptomyces noursei
5 vyulitim znalosti fyziologické aktivity kultury pocinaje zpisobem pfipravy inokula&nfho
materidlu podle tokovych vlastnosti biosuspenze.

Pii biosyntetické pfipravé fungicidinu se v primyslovém méfi{tku suspenduji v olkova-
cich tancich zdroje asimilovatelného uhliku, dusiku, fosforu, minerélﬁi ’ivné sole ve vo-
d¢ s odpénovacimi prostfedky. Aerobni kultivace Streptomyces noursei probihé za stdlého
intensivniho michdni a vzdu3néni. Pfi pfipravé inokula produkéniho mikroorganismu je vy-
uzivan jednostupnovy inokulaénf{ postup podle schematu:

0T B F1

otkovaci fermentor produkéni fermentor

Po inokulaci o&kovaciho fermentoru suspenzi spor produk&niho mikroorganismu probihd pti
kultivaéni teplot& 28 OC kliteni spor a fdze zrychleného ristu podle bé&Znych zékonitosti
kinetiky ritstu myceldrnich mikroorganismb. Kultivace v otkovacim fermentoru je ukonZena

po dosateni tzv. dobrého ndrdstu, coi je podle vyrobniho reglementu zpravidla za 45 a?

60 h. Je-1i nédrtst del3i neZ 60 h, svéd&i to o nevhédnosti poutitych konserv., Béhem

ristu inokuladniho materidlu dochdzi k poklesu hodnoty pH z pdvodnich 6,8 aZz 7,0 na hod-
noty 6,0 az 6,2, popfipadé i niZ3f 5,8 az 6,0. Tento pokles pH, mikroskopicky obraz a ste-
rilita jsou podle reglementu kritérif urdujicimi vhodnost poufiti oékovaciho materidlu

‘.

k inokulaci produkéniho fermentoru.

Ptipravou inokula a podminkami, za jakych probihd kultivace produk&nich mikroorgani-
smi v produk&énich stupnich se zabyvd fada autord. Bylo zjisténo, Ze zplUsob vedeni procesu,
po&inaje prvnimi pfipravnymi pracemi hraje spolu s historii kultury velmi vyznamnou'ﬁlohu
pti standardizaci biosyntézy v produkénim stupni a ovlivnuje také vysi dosahavané produk-
ce Gtinné ldtky. Propracovali jsme napfiklad podminky kultivace Streptomyces erythreus
v odkavacim stupni pti blosyntéze erythromycinu (J. Pdca, P. Ettler, V. Grégr: J.Ferm.
Technol., 56, 2, 144, 1978). Japonsti autofi pouzivajl pro optimalisaci ofkovaciho stup-
neé modelového mikroorganismu Saccharomyces cerevisiae (7. Nagamune, I. Endo, I. Inoue:
J.of Chem.Eng., 15, 6, 481, 1982). Z téchto literdrnich citaci vyplyvd, Ze kinetika tvor-
by primdrnich i sekunddrnich metabolitd je v inokulagnim stupni studovdna i z chemicko-
infenyrského hlediska. Prdce Lopatngvy a kol. (Antibiotiki, 20, 1, 31, 1975 a Antibioti-
ki, 18, 7, 608, 1973) popisuji biosyntézu fungicidinu jako narotnou z pohledu zajisténi
odpovidajici doddvky kysliku k rostoucim bunkdm. Ptfesto v3ak tato hlediska byvaj{ ve vy-
robnich aparaturach ptehli?ena. Potfeba pojimat cely biosynteticky proces jako interak-

" c¢i mezi danou geometrii michdni a vzdusnéni a fyziologii produk&niho kmene se za¢ind

prosazovat aZ v posledni dobé.

Dosavadni zplisob fizeni biosyntézy fungicidinu kultivac{ Streptomyces noursei
v oékovacich fermentorech lze povalovat za zastaraly 2z nékolika pohledd. Nestandardnost
doddvek surovin, zv14a3té komplexnich zdrojd (sufené kvasnice, kukufi&ny vyluh ap.) zpGso-
buje, 2e podminky pH uvddéné ve vyrobnim reglementu nejsou bud dodrzitelné, nebo pokles
pH je tak plynuly a nevyrazng rozlozen do 20 h intervalu, Ze umo?nuje subjektivni inter-
pretaci pro uréeni piesndého €asu k inokulaci produkéniho stupné. Ddle jsme zjistili, ze
tento Gdaj neni obrazem obsahu biomasy produk&niho kmene, natoZ jeho aktivity. Pfi hodno-
ceni vitdlnich nebo fixovanych prepardtd produkéniho kmene se neni moino vystiihat sub-
jektivity z davodd lidského faktoru. Objektivni hodnoceni vétveni hyf pomoci automatiso-

vaného systému neni k dispozici.

Uvedené nevyhody odstraﬁuje zpusob fizeqi biosyntézy fungicidinu a ptipravy inoku-
la&niho materidlu kultury Streptomyces noursei podle reologickych charakteristik s vy-
uzitim Zivného média, obsahujiciho snadno asimilovatelné zdroje uhliku, dusiﬁu. anorga-
nické zivné sole a odpéﬁovaci prostifedky, podle vyndlezu, jehoZ podstata spolivd v tom,
7e se fizeni biosyntézy provddi kontrolou reologickych charakteristik fermentaéni puady
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a ptesnym definovdnim tokovych podminek po inokulaci produkéniho fermentoru pti zdanlivé
viskositeé pldy nad 6 m Pas za stickové cychlosti 698 s7'. o odpovidd zvyseni obsahu vol-

ného sedimentu nad 35 % obj. v obdobi mezi 32 a 40 h kultivace.

Cilem vyndlezu bylo nalezeni objektivn&jsiho zplsobu hodnoceni optimdlni doby pro
inokulaci produk&éniho fermentoru. Byl proveden komplexni rozbor inckulaéniho stupné& zma-
povanim prib&hu jeho metabolismu s vyuZitim mikrobiologickych, biochemickych a fyzikdlné-
-chemickych metodik. Ddle byla ve 4'h intervalech provéddéna inokulace produkéni pady v la-
boratornim méfitku ze sterilnich vzorkd biosuspenze odebrané z vyrobni aparatury. Timto
zpusobem bylo moZno stanovit maximdlni produkci U€inné latky v daném &asovém useku a ko-
relovat ji s ostatnimi parametry.

Ukdzalo se, Ze parametrem, ktery nejvystiinéjgfm zpusobem popisuje prabéh kultivace
produk&niho kmene Streptomyces noursei a ptfitom zahrnuje jak katabolické, tak anabolické
metabolické drdhy, dbytek substrédtd i ptirdstek biomasy, jeji vitalitu z pohledu rigidity
vldken, obsahu vakuol ap. je zjisténi reologické charakteristiky vzorku biosuspenze. Po-
krok biotechniky nim dosud neumoinuje tato m&Feni praovadét in situ, pfimo ve fermentoru,
pti zachovdni skute&nych podminek michdni, zddrZe plynu a ostatnich parametrd, které
ovlivauji tvar bungk, pevnost hyf a jejich fyziologicky stav. Proto je nutno pro optimil-
ni fizeni celého procesu pomoci zjistovani tokové charakteristiky odebirat ze vsidky re-
aktoru representativni vzorky a ihned je bez jakékoliv &asové prodlevy analyzovat pti
kultivaéni teploté na rotacnim viskosimetru. Podle zji¥téné zdvisiosti mezi smykovym na-
pétim a stfihovou rychlosti je moZno usoudit na jednotlivad stadia ristu kultury. Z reolo-
gického pohledu je pfi kultivaci inokula&niho materidlu chovdni fermentalni pddy urceno
ptedev3im morfologii a koncentraci vldken mycelia. Ostatn{ sloZky média jak suspensniho,
tak nesuspensniho charakteru se v tomto pfipadé uplatnuji z hlediska fyzikslné-chemickych
vliastnostl biosuspenze v zanedbatelné mitfe. Vychoz{ fermentalni pGda je kapalinou s to-
kovym chovdnim bliZicim se newtonskému typu. Po ukon&eni obdobi kligeni spor se objevuji
vldkna mycelia, kterd se intensivné prodluzuji a vétvi. Reologicky se tento jev projevuje
vzristem viskosity s postupnym pfechodem k newtonskému chovdni. U Streptomyces noursei
byla na daném médiu nalezena dobrd korelace mezi vzristem viskasity a hladinou volného
sedimentu, Zatimco napfiklad pfi biosyntéze penicilinu informuje sediment v prfevdiné mi-
fe o koncentraci buné&k a viskosita kromé koncentracé bunék i o jejich morfologii, pti
biosyntéze fungicidinu je zjistovdni obsahu volného sedimentu bez centrifugace podplrnou
metodikou k reologickému méteni. V prdb&hu kultivace octkovaciho tanku dochdzi ke zméné
newtonského chovéni na binghamské aZ pseudoplastické. Podle srovndvacich méfeni je moZno
stanovit dostatednou zralost o¢kovaciho materidlu k inokulaci produkéniho fermentoru pfi
zddnlivé viskosit® mezi 6 3 8 m Pas pti smykové rychlosti 0 = 698 s’l. 2ddnlivd viskosi-
ta vychoziho média méfend za stejnych podminek se pohybuje mezi 2 a 3 m Pas. V pfipadé,
’e neni s okamZitou platnosti k disposici rota¢ni viskosimetr, byla stanovena pomocnd
kriteria sledovadn{m prdb&hu kultivace. Zralost ofkovaciho materidlu pro inokulaci pro-
duk&niho stupné je urcena témito hodnotami:

Koncentrace redukujicich létek (dle Janigka) 20 az 30 mg.ml_x koncentrace amonnych iontd
(dle Parnas-Wagnera) 0,5 a% 0,7 mg.ml'1 obsah volného sedimentu minimaln& 35 % na daném
médiu. Téchto hodnot je moZino dosdhnout za danych vnéjsich podminek uréenych geometrii

michdni, velikosti inokulace a sloZenim média za 32 aZ 40 h.

Rizeni kultivace inokulaéniho materidlu Streptomyces noursei podle reologické cha-
rakteristiky podle vyndlezu md ve srovndni s dosavadnimi zpdsoby veden{ procesu fadu vy-
znamnych vyhod. Vyluduje subjektivitu posuzovdni zralosti ofkovaciho stupné, standardi-
zuje priubsh celého fermenta&niho cyklu, vyuzivd optimdlni fyziologické zralosti mycelia
pfed jeho &dste&nou autolyzou, zrychluje start tvorby sekunddrniho metabolitu v produké-
nim fermentoru, a tim zvysuje i celkovou produktivitu zplsobu pfipravy fungicidinu. Zkré-
cenim doby kultivace otkovacinho fermentoru se sniZuje i riziko jeho zkontaminovéni. Pokud
se jednd o vlastni m&fici reologickou metodu, poskytuje ve velmi krétkém Case, tj. do 5




CS 279664 B 3

minut po odebrani vzorku objektivni informaci o koncentraci a morfologii produkéniho kme-
ne, co? u ostatnich metod neni moZné.

Ndsledujici pfiklady proveden{ zpGsob podle vyndlezu pouze dokladaji, ale neomezuji.

Ptiklad 1

Suroviny pro kultivaci Streptomyces noursei jsou suspendovdny ve vodé, po dpravé pH
a ptidavku odpénovacich prostfedkd je provedena sterilizace média. Po zchlazeni média na
29 °¢c je fermentor naotkovdn suspensi spor a vsddka je michdna a vzdu3néna po celou dobu
kultivace. Pro ur&eni optimdlni zralosti inokula nen{ vyuZivdn Uda) o hodnoté& pH, jehoi
pokles je nevyrazny a plynule rozloZen do 20 h intervalu. Je vylou&eno také subjektivni
posouzeni rustu a nahrazeno exaktnim fizenim kultivace podle reologickych vlastnosti
vsddky. Po adaptatnim obdob{ kli¢en{ spor na potdtku kultivace, dochdzi ke zrychleni me-
tabolismuy, zvySeni obsahu volného sedimentu ns minimdln& 35 % obj., poklesu koncentrace
redukujicich ldtek na 20 az 30 mg.ml'l, poklesu koncentrace amonnych iontd na 0,5 aiZ
0,7 mg.ml‘1 a vzristu zd4dnlivé viskosity na 6 aZ 8 m Pas pti stfikové rychlosti 698 s,
Tento udaj zahrnuje mikrobiologické, biochemické a bioinZenyrské vlastnosti vsddky a je
uzit pro rozhodnuti o optimdlni dobé& inokulace produkéniho fermentoru.

Priklad 2

Suroviny pro kultivaci Streptomyces noursei jsou suspendovdny ve vodé&, po dpra@é
pH a ptidavku odpénovacich prostfedkd je provedena sterilizace média. Po zchlazeni média
na 29 °C je fermentor nao&kovdn suspens{ spor a3 vsddka je michdna a vzdusn&na po celou
dobu kultivace. Pro urcen{ optimdlni zralosti inokula neni vyuZivdn uGdaj o hodnoté pH,
jeho? pokles je nevyrazny a plynule rozloZen do 20 h intervalu. Je vylou&eno také sub-
jektivni posouzeni ristu a nahrazeno exaktnim fizenim kultivace podle reologickych vlast-
nosti vsddky. Po adapta&nim obdobf klifeni spor na pofdtku kultivace, dochdzi ke zrychle-
ni metabolismu, zvy3eni obsahu volného sedimentu na minimdlné 35 % obj., poklesu koncen-
trace redukujicich ldtek na 20 az 30 mg.ml-l, poklesu koncentrace amonnych iontd na 0,5
az 0,7 mg.ml'1 a3 vzristu zddnlivé viskosity na 6 az 8 m Pas pfi strikové rychlosti
698 571,
vsddky a je utit pro rozhodnuti o optimdlni dobé& inokulace produk&niho fermentoru.

Tento ddaj zahrnuje mikrobiologické, biochemické a bioinZenyrské vlastnosti

B8yl vypracovdn modelovy pribéh zdérmlivé wviskosity, ke kterému jsou porovndvény vsech-
ny naméfené vysledky z rotaéniho viskosimetru z odebranych vzorkl biosuspenze. Komparace
s nomogramem umoinuje fesiteli provést okam?ité rozhodnuti a tidit tak standardnim zpGso-
bem biosyntézu fungicidinu.

PREOMET VYNALEZU

IZpusob fizeni biosyntézy fungicidinu a pfipravy inokulaéniho materidlu kultury Strep-
tomyces noursei podle reologickych charakteristik s vyuzitim Zivného média obsahujiciho
snadno asimilovatelné zdroje uhliku, dusiku, anorganické Zivné sole a odpénovaci prostied-
ky, vyznagujici se tim, Ze Fizeni biosyntézy se provddi kontrolou reologickych charakte-
ristik fermenta&ni pidy a pfesnym definovdnim tokovych podminek po inokulaci produk&niho
fermentoru pti zddnlivé viskosité pldy nad 6 m Pas za strfikové rychlosti £98 s'l, odpo -
vidajici zvy3eni obsahu volného sedimentu nad 35 % obj. v obdobi mezi 32. aZ 40. h kul-
tivace.
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