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Vynalez se tyka nového kmene mikroorga-

nismu Streptomyces aureofaciens CCM 3406
produkujiciho chlortetracyklin.
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Vynéalez se tyka kmene mikroorganismu
Streptomyces aureofaciens, produkujiciho
chlortetracyklin. Jak je zndmo, ziskdvad se
toto antibiotikum aerobni kultivaci vhodné-
ho produkéniho kmene v tekuté ¥ivné puds,
obsahujici zdkladni potiebné sloZky. Pri-
myslovd vyroba chlortetracyklinu, kterd se
realizuje jiZ po zna&né dlouhou dobu, do-
spéla postupnym pokrokem zlepSujicim
vSechny parametry do takového stadia, kdy
dalsi zvySeni produkce jednoduchymi zésa-
hy jiZ neni moZné. Urdité vychodisko pred-
stavuji zdsadni zmény v technologii vyroby
‘(prestavba fermentaénich tank®, michadel,
ddvkovacich za¥izeni apod.); to jsou oviem
zdaleZitosti velice nakladné a jejich moZnosti
jsou omezené. Ani v obmé&né& sloZeni Zivnych
pid, v pouZiti novych sloZek pid nebo ve
vedeni fermenta&niho procesu nelze jiZ zis-
kat ekonomicky vyznamné rezervy. Jednou
Z mala moZnosti je nalezeni, vybé&r nebo vy-
Slechténi nového produkéniho kmene, ktery
by na plid& obvyklého sloZeni, v b&Zném za-
Fizeni a bez naro¢nych zasaht do pritb&hu
fermentace produkoval chlortetracyklin ve
vys8ich vyt&Zcich neZ dosud a rovnds v piiz-
nivém poméru k tetracyklinu, ktery vznika
souCasné. Vyslechtdni nového kmene, po-
skytujiciho vysoké vytéZky, je zaleZitost
zdlouhavd a narotna. Mnohem jednodussi a
rychlejsi je uplatnéni jednoduchych “muta-
gennich zasahl na vysokoprodukéni kmen,
ktery je k dispozici, s cilem pokusit se tak
0 ziskdni nového kmene se Zddanymi vlast-
nostmi.

Uvedeného cile se podafilo dosdhnout po-
dle vynélezu novym kmenem Streptomyces
aureofaciens, oznatenym NMUXXIII/61, ulo-
Zenym v Cs. sbirce mikroorganismt Univer-
sity J. E. Purkyng, Brno, t¥. Obranct miru 10,

pod Cislem CCM 3406.

Tento kmen byl ziskdn z produkéniho
kmene, ktery byl pouZivan po fadu let pri
komeréni vyrobg chlortetracyklinu s pri-
mérnou vytéZnost! 6100 aZ 6300 ug/ml, pod
oznaCenim Streptomyces aureofaciens Gam-
ma X/237 (interni oznadeni Vyzkumného
Gstavu antibiotik a biotransformaci v Roz-
tokach u Prahy). Na vychozi kmen bylo pi-
sobeno néslednou rfadou mutagennich zasa-
hit a pasivnich selekci, pFedeviim ethyl-
methansulfondtem, nitrosomethylmoc&ovinou,
paprsky gama a ultrafialovym své&tlem. Po-
slednim mutagennim zasahem bylo pilisobe-
ni nitrosomethylmoéoviny v koncentraci
0,15 M po dobu 100 minut ve fosfatovém
pufru s hodnotou pH 6,8 na sporovou suspen-
zi kmene Gamma X/237, ziskanou smytim
vysporulované kultury vodou s 0,1 % ne-
iontogenniho sméa&edla. B&hem plisobeni
byla muta&ni sm&s michana na elektromag-
netickém michadle p¥i 25°C. vV ¢asovych in-
tervalech po 30, 45, 60 a 100 minutach pti-
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sobeni nitrosomethylmotoviny byly odebira-
ny vzorky a fedény redici fadou s koeficien-
tem 10 za souCasného zredovani nitroso-
methylmo€oviny na net&innou koncentraci.
Ziedéné vzorky byly vysety na Petriho mis-
ky -se sporulaénim dextrinovym agarem se
sacharozou tak, aby nedochéazelo ke vzajem-
nému kontaktu Kkolonif, a PO vysporulovéani
byly - samostatné kolonie pFeotkovdny na
$ikmé agary. Kultury ziskané na Sikmych
agarech predstavovaly vychozi materidl pro
cely proces produkéniho hodnoceni, prova-
dény podle nasledujiciho schematu:

L. vegetativni generace - IL. vegetativni ge-
nerace - fermentace.

Kmen mikroorganismu Streptomyces au-
reofaciens CCM 3406 pfevy3uje produkci
v soudasnosti pouZivanych kmen#f, véetns
kment produkénich, napfiklad S. aureofa-
ciens Gamma X/237, priumérnd o 20 a 30 %,
p¥i zachovédni viech vhodnych technologic-
kych vlastnosti, i pfiznivého poméru vzni-
kajiciho chlortetracyklinu k tetracyklinu
(CTC:TC).

Kmen mikroorganismu . aureofaciens
CCM 3406 tvoFi p¥i kultivaci na dextrinovém
agaru kolonie velikosti 10,5 mm, s okrajo-
vou nesporulujici zénou 1,5 mm.

Vzdu3né mycelium je bilé, ale p¥i sporu-
laci nabyvd hn&dého az Sedivého zbarveni.
Hyfy dosahuji podle sta¥i velikosti 0,7 az
1,5 um, spéry jsou v&tsinou kulovité az elip-
sovitd o priiméru 1,974 40 4.

Podrobnosti o produk&nim hodnoceni kme-
ne CCM 3406 vyplyvaiji z nasledujicich p#i-
kladfi provedeni.

Priklad 1

Fermentace v laboratornim méritku
A. Vegetativni inokulum

Vegetativni inokulum se pfipravuje ve
dvou stupnich, tj. 1. a II. vegetativni gene-
race. Do 500 ml varnych ban&k se umisti
po 80 ml inokula&ni pidy (s obsahem sa-
chardzy, sojové a araSidové mouky, Fepné
melasy, kuku¥i¢ného vyluhu a Zivnych soli]},
kterd se naotkuje klickou spor ze Sikmého
agaru a inkubuje na rotaéni tfepadce pri
240 obr./min., s vystfednosti 25 mm, po do-
bu 24 hodin p¥i teploté 29 °C. 1I. vegetativni
generace se zaotkuje 5 44 I. vegetativni ge-
nerace, podminky kultivace jsou shodné s I.
vegetativni generaci. -

B. Produké&ni hodnoceni
Produkéni baiiky se 40 mi produkéni pady

(s obsahem sachardzy, sojové a araSidové
mouky, kukuFiéného vyluhu, melasy, Ziy-
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nych soli a benzylrhodanidu) byly zaotko-
vany 10 % vegetativniho inokula II. vegeta-
tivni generace. Fermentace probihala na ro-
tatnich t¥epatkédch pri 240 obr./min. (vy-
stfednost 25 mm) pii 29°C po dobu 120 h.
Vzorky pro stanoveni produkce chlortetra-
cyklinu a jeho poméru k tetracyklinu byly
odebrdany v 96. a 120. hodiné kultivace.
Mno#stvi produkovaného antibiotika bylo
stanovovano kolorometricky s reagenénim
roztokem 2N kyseliny chlorovodikové a po-
mér antibiotik byl stanovovdn chromatogra-
ficky.

Produkéni srovnéni:

Produkce CTC Pomér
Kmen ug/ml % CTC:TC
S. aureofaciens
Gamma X/237 4980 100 94:6
S. aureofaciens
CCM 3406 6450 128 94:6
Priklad 2

Fermentace v laboratornich tancich objemu
2 litry

Fermentace byla provadéna obdobné jako
v piikladu 1 v tancich objemu 2 litry, plné-
nych po 750 ml pady.

Produké&ni srovnéni:

Produkce CTC Pomér
Kmen ug/ml % CTC:TC
S. aureofaciens
Gamma X/237 © 8300 100 93:7
S. aureofaciens
CCM 3406 7750 123 94:6

Piikiad 3
Fermentace v tancich objemu 20 litrd
Fermentace byla provddéna obdobné jako

v prikladu 1 v tancich objemu 20 litrd, plneé-
nych po 10 litrech produkéni pady.

Produkéni srovnéni:

Produkce CTC Pomér
Kmen ug/ml % CTC:TC
S. aureofaciens
Gamma X/237 6100 100 94:6
CCM 3406 7500 124 94:6

S. aureofaciens

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Streptomyces au-
reofaciens CCM 3406 produkujici chlortetra-
cyklin.

SOUP 1404-83
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