somnomed| POPIS VYNALEZU | 214 382
K AUTORSKEMU OSVEDGENI | ™

(19)

(61)
(23) Vystavni priorita LG 12 8 120
(22) Prihlaseno 01 12 80 (51) Int. /

(21) pv 8331-80

URAD PRO VYNALEZY
; (40) Zvefejnéno 35 09 81

A OBJEVY (45) Vydéno 01' 06 84

(75)
Autor vynélezu  yprENY KAREL RNDr., PRAHA, MATELOVA VLASTA RNDr. CSc., ROZTOKY U PRAHY,
$ULTK KAREL RNDr., ULBERT STANISLAV ing., PRAHA, BUCKO MICHAL ing.CSc.,

BERTAN MILAN ing., BANSKA BYSTRICA

(54) Kmen mikroorganismu Streptomyces aureofaciens CCM 3493

Vyndlez se tykd& nového kmene Strepto-
myces aureofaciens CCM 3493, ktery produku-
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Vyndlez se tykd kmene mikroorganismu Streptomyces aureofaciens CCM 3493 /NMU XX1v/53/,
produkujfcfho chlortetracyklin. Chlortetracyklin /CTC/ se zfskd&vd aerobnf kultivac{ produk-

&nfho kmene Streptomyces aureofaciens v tekutych ¥ivnych piddch za submersnfch podminek.

Vyroba CTC, kterd se realizuje ve vyrobnich fermenta&nich tancich jiZ vice ne% dvé
désetileti, dospéla postupnymi zmé&nami technologie do takového stadia, kdy dal3{ zvySeni vy-
roby chlortetracyklinu je-mo¥né bud zdsadnimi zm&nami v celé technologii vyroby /pfestavba
fermenfaénich tankd, michadel, d4vkovacich za¥fzeni atd./; které jsou velice nédkladné a vy~
Zadujf uvolnéni vysokych &4stek ze stdtnfho rozpo&tu, anebo pouZitim novych produkénich kme-

nd, jejichZ schopnost produkce CTC je podstatné vys$$1L,

‘

Kmen mikroorganismu Streptomyces aureofaciens CéM-3493 NMU/XXIV/53 byl z1skdn ndslednou
Fadou mutagennich zgsahll a pasivnich selekcf, pfedeviim plsobenfm etylmetansuifonétu, nitfo-
sometylmogoviny, gama/paprski a UV-sv&tla. Posledn{ mutagennf z&sah bylo plsobn{ nitrosome- :
tylmoZoviny /NMU/ v koncentraci 0,15 M po dobu 80 minut ve fosfdtovém pufru pH 6,8 na spo-
rovou suspensi kmene Streptomyces aureofacieﬂs gama X/237, ziskanou smytim vysporulované kul-
tury vodou s 0,1 % Tweenu 80. B&hem plisoben{ byla mutadnf smé&s mfchdna na elektromagnetic-
kém mfchadle p¥i 25 %. v Casovych intervalech 30, 45, 60, 80 a 100 minut pisoben{ NMU byly
odebfrdny vzorky a Fed&ny Yedic{ ¥adou s koeficientem 10 za soudasného vyfedénf NMU na ne-
yY&innou koncentraci. Nafedéné vzorky byly vysety na Petriho misky se sporuladnim dextrino-
vym agarem se sachardzou a dal$fmi ingrediencemi tak, aby'nedochézelo ke vzdjemnému kontak-
tu kolonif po jejich nérfdstu a po vysporulovdni byly samostatné kolonie pfeotkovdny na $ikmé
agary. Takto ziskané kultury na Sikmych agarech byly vychoz{ pro cely systém produkiniho
hodnoceni, které se provdd{ podle ndsledujfctho schématu:

I. vegetativni generace =» II. vegetativn! generace -» fermentace

Produkce CTC kmenem Streptomyces aureofaciens CCM 3493 /NMU XXIV/53/ byla ve srovndni
s dvéma soulasnymi kontrolnimi kmeny'- gama X/237 a NMU XXIII/6l o 25 a% 35 %, resp. o 5 a¥

10 % vy&s{.

Kmen mikroorganismu Streptomyces aureofaciens CCM 3493 /NMU XXIV/53/ tvo¥i p¥i kultiva-
ci na dextrinovém agaru kolonie velikosti 10 a% 10,5 mm s okrajovou nesporulujic{i zdnou 1,3

az 1, 5 mm,

. Vzdusné mycelium je bilé, ale p¥i sporulaci nabyvd hn&dého a* Sedivého zabarvenf. Hyfy
dosahujf podle std¥{ 0,7 a% 1,5 u, spéry jsou vé&tSinou kulovité a¥ eiipsoidni o primé&ru asi

1,5 u.

P¥{klad i
Fermentace v laboratornim m&¥{tku na rota&nich t¥epacich strojfch:
Vegetativni inockulum:
- Vegetativn{ inckulum se p¥ipravuje ve dvou stupnich,tj. I. a II. vegetativn{ generace,
v 500 ml varnych barnkdch s 80 ml inokula&n{ piidy /sacha?éza, séjovd mouka, melasa Fepnd, ku-
kufid¢ny extrakt /CSL/ a smds soli/.vI. vegetativnf generace je o¥kovdna kli&kou spor ze Zik-

mého agaru a inkubovdna na rotadnich t¥epacich strojich p¥i 240 obr./min., vystfednost 25 mm
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pri 29 °c 24 hodin. II. vegetativni generace je ofkovdna z I. vegetativni generace 5 %, pod-

minky kultivace jsou shodné s I. vegetativni generaci.
Produk&n{ hodnoceni:

Produk&ni banky se 40 ml produkéni pddy /sacharéza, séjovd mouka, CSL, melasa, smés so-
1{ a benzylrhodénid/ je zaodkovdna 10 % vegetativniho inokula /I1. vegetativni generace/.
Fermentace je provdd&na na rotaénich tfepacich strojich p¥i 240 obr./min. /vyst¥ednost 25 mm/
pri 29 %¢ po dobu 120 hod. Vzorky na stanoveni produkce CTC a vzdjemného poméru produkované-
ho CTC a TC /tetracyklin/ jsou odebfrdny v 96. a 120.hodin& kultivace. MnoZstvi produkované-
ho antibiotika je stanovovédno kolorimetricky s reagentnim roztokem 2 N HCl avpomér CTC : TC

je stanovovdn chromatograficky.

Produk&ni{ srovndni:

Kmen Streptomyces Produkce CTC ‘Relativn{ produkce Pomér CTC : TC
aureofaciens kontr. izoldtu

gamma X/237 © 4980 . 100 94 : 6

NMU XXIII/61 ) 6450 129 94 6

NMU XXIV/53 6670 134 94 : 6,
/CCM 3493/

P¥{klad 2

Fermentace v laboratornich tancfch objemu 2 1.
Fermentace se provéd{ obdobnym zpisobem podle bodu 1 ve fermentorech objemu 2 000 ml,

plnénych 750 ml pidy. \

P¥iprava vegetativnfho inokula I. a II. generace izoldtu NMU XXIV/53 spolu s dvéma kon-
trolnimi izoldty byla provedena stejnym zplGsobem jako v p¥fkladu 1. 2 ka¥dého izoldtu bylo
pfipraveno inokulum II. generace ve 3 bafik§ch plnénych & 80 ml kultury. Vlastni fermentace
byla provedena v 9 dvoulitrovych sklenénych fermentorech. Kaédy fermentor byl vybaven jednou
%estilopatkovou otevfenou turbinou poloviéniho priméru ve srovndni s prim&rm tanku a vzdus-
nicf tryskou umfstdnou pod turbinou. Fermentory byly plnény & 800 ml %ivné pldy o slaZeni:

6 % sachardzy, 3, 5 % sdjové mouky, 0,7 % CaCOy, 0,6 % corn-steepu, 0,6 % /NH4/ZSO4, 0,24 %
NaCl, 0,22 % melasy, 0,1 % KH2P04, 0,005 % MgSO4, 0,003 % MnSO4, 0,002 % ZnSO4, 0,0004 &
Co/NOz/z, 0,0002 % benzylrhodanidu. Po 40 min. sterilizace p¥i 120 % a vytemperovdni na

29 °c byly pidy odkovény 80 ml inokulaénf kultury II. generace. Ka%dy izoldt byl naolkovdn
do 3 fermentord. §ermentace probfhala pfi 29 9C po dobu 120 hod. za sdlého michdni 760 ot./
/min. a vzdu¥néni 700 ml vzduchu/min. V priibéhu fermentace bylo providdé&no odpé&novini séjovym
olejeﬁ. Na konci fermentace byly hodnoceny produkce CIC a pomér CTC : TC. Primérné hodnoty

jsau uvedeny v ndsledujict tabulce:
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Produkén{ srovndni:

Kmen Streptomyces Produkce CTC % produkce kontrol. . pom&r CTC : TC
aureofaciens : izoldtu

gamma X/237 6300 100 93 : 7

NMU XXIII/61 7750 123 94 : 6

NMU XXIV/53 . 8190 130 94 : 6

/CCM 3493/

PREDMET VYNALEGZU

Kmen mikroorganismu Streptomyces aureofaciens CCM 3493 produkujici chlortetracyklin.

Vytiskly Moravské tiskafske zévody, | Cena: 2,40 K&s
provoz 12, Leninova 21, Olomouc

s



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

