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{54) Spéssoh fermeﬁta[“:nej vyroby tylozinu

1 2

RieSenie sa tyka nového spOsobu riade-
nia fermentatnej vyroby tylozinu podla re-
ologickych charakteristik fermentatnej po-
dy pri aerobnej kultivdcii vysokoprodukg-
ného mikroorganismu Streptomyces fradiae,
za intenzivneho mieSania v Zivnej pbde ob-
sahujicej zdroje asimilovatelného dusika,
uhlika a fosforu a za. kontinudlneho alebo
semikontinuédlneho ddvkovania Zivin a zrie-
dovacieho roztoku. V produkénej féze sa
kontinudlne alebo semikontinuldne priddva-
ja NH4* a NO3~ i6ny v takom mnoZstve, aby
sa udrZala koncentrdacia amoniakdlneho du-
sika v rozmedzi 0,02—0,3 % a za t¢elom u-
drZania optimdalnej viskozity sa priddva
kontinudlne alebo semikontinudlne sterilnd
voeda a v’ priebehu celej kultivdcie sa udr-
Zuje pH v rozmedzi 6,7—7,1.
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“Viynélez sa tyka spdsobu riadenia vyroby
tylozinu podla reologickych charakteristik
fermentatnej pody pri aer6bnej kultivécii
vysokoprodukéného -mikroorganizmu Strep-
tomyces fradiae, za intenzivneho mieSania
v Zivnej p6de obsahujicej zdroje asimilova-
telného dusika, uhlika a fosforu, mineral-
nych &i Zivnych soli, za kontinudlneho ale-
bo semikontinudlneho davkovania Zivin a
zriedovacieho roztoku v produkénej féze
fermentécie.

Zvyienie priemyselnej vyroby tylozinu je
moZné dosiahnut zvySenim vyrobnej kapaci-
ty, alebo zvy3ovanim produkcie pri jeho bio-
syntéze. Druhy spOsob nevyZaduje na roz-
diel od prvého velké investiéné nédklady. Je
zaloZeny na lep3ej produk&nej schopnosti
kmetia pouZivaného pre biosyntézu, alebo
na lepSich fermentaénych podmienkach,
ktoré sa zabezpetuja dokonalej$im riadenim
fermentacie. Z tychto ddvodov sa pomocou
mutagénov ziskavaji nové mutanty mikro-
organizmu Streptomyces fradiae a vypraco-

vdvaji sa nové spdsoby biosyntézy tylozi-

nu. K zdkladnym podmienkam pre vysoko-
produkénd fermentdciu patria — mnoZstvo
a vzajomny pomer Zivin vo fermentacnej
pode, udrZovanie niektorych fyzikalnych,
chemickych a biochemickych veli¢in na op-
timdlnej drovni, vzdu3nenie a mieSanie fer-
mentatného média a pod. V praxi sa dasto
stdva, 7e z technickych alebo inych dovo-
dov nie je moZné zmenit niektoré podmien-
ky pre optiméalny priebeh biosyntézy. Takym
nemennym faktorom moéZe byt napriklad
intenzita mieSania fermentalnej poédy.

V poslednom obdobi v dofsledku energe-
tickej krizy je snaha predlZovat dobu Kkulti-
vacie, aby sa zniZil poCet nasadzovanych
fermentécii, ¢im sa uSetri na energidch a
surovindch pri biosyntéze a pri chemickej
izoldcii do findlneho produktu. Z tohto do-
vodu pri vyvoji dlhodobej fermentécie sle-
dujticej zvy$ovanie vytaZnosti smeroval vy-
voj ku stdle vy3Sej koncentrdcii hlavnych
zloZiek p6dy. ZvySovanie koncentrécie Zivin
je v8ak limitované tym, Ze nadmerny narast
biomasy spésobuje poruSenie optima latko-
vej vymeny. V takom pripade dochddza v
désledku nedostatotného mieSania k limi-
tacii kyslikom. Limitujacim faktorom moZe
byt v niektorych pripadoch aj nepriaznivy
vplyv zvySeného osmotického tlaku.

ZvySovanim koncentrdcie Zivin moZe
ddjst k prekroteniu hrani¢nej koncentra-
cie $kodlivych faktorov u jednej alebo via-
cerych zloZiek Zivného prostredia. Tato sku-
toénost bola dokazand aj u biosyntézy ty-
lozinu, a to inhibicia produkcie antibiotika
—NH4+ nmi pri rychlej spotrebe dusika-
tych zdrojov (S. Omura: Control of ammo-
nium - ion level in antibiotic fermentation,
Fifth Internattional Symposium on Actino-
mycetes Biology, Oaxtepec, Morelos, Mexi-
co, August 16—19, 1982, Abstracts pp. 71
az 72).

Ak na zatiatku kultivacie bola zvy3end

koncentrdcia —NH4* i6nov, dochédzalo pri
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fermentdcii tylozinu kmeiiom Sireptomyces
fradiae k nadmernému rastu biomasy v pro-
duktnej fdze a tym k limitdcii kyslikom.
Zaroverli sa zniZila produkcia tylozinu v Ziv-
nom meédiu.

Zistili sme, Ze nadmernému narastu bio-
masy, a tym vysokej viskozite moZno zabra-
nit tak, Ze po ukon&eni rastovej fazy sa do
Zivného prostredia kontinualne. alebo.. semi-
konttinudlne ddvkuje sterilnd voda. Tym sa
udriuje viskozita, pri ktorej 110dochadza k
limitdcii kyslikom. Zéaroveii sa -'vytvaraji
podmienky pre kontinudlne alebg semikon-
tinualne priddvanie —NH4" idnov a —NO3~
ionov v produkénej faze. fermentécie. D4v-
kovanim —NH4* a -—NO3~ i3nov, ktoré sa
vyuZivaji pri metabolizme a kontinudlnym
alebo semikontinudlnym udrZovanim pH v
v rozmedzi hodndt 6,8—7,1 sa udrzuje dob-
ry fyziologicky stav kultury

UdrZovanie optimdalnej viskozity a Optl-
maélneho pH a davkovanie —NH4* a —NO3~
iénov v produkénej €asti fermentdcie vedie
nielen k vysokej vytaZnosti tylozinu, ale aj
k potlateniu tvorby desmykozinu a dal8ich
rozkladnych produktov tylozinu.

Priklad 1

Fermentdcia v laboratirnych fermentad-
nych tankoch.

Vegetativhe inokulum bolo pripravené
submerzne v 500 ml varnych bankdch plne-
nych 60 ml inokulatnej pdédy (kukuriény
extrakt, kvasni¢ny extrakt, s6jova miika, so-
jovy olej a CaCOs). Zivna poda po vysterili-
zovani bola nao&kovand klufkou spér zo
S§ikmého agaru a inkubovand na rotatnom

trepacom stroji 48 hodin. Takto priprave- -

nym vegetativhym inokulom bol naolkova-
ny laboratorny fermentor s vysterilizovanou
Zivnou pddou rovnakého zloZenia, ako bola
pouZita v 500 m! varnych banitkédch. Labo-
ratérny fermentor o celkovom objeme 20 1
bol plneny 10 1 Zivnej p6dy. Kultivacia pre-
biehala pri teplote 29°C, za vzduSnenia 6 1
sterilného vzduchu/min. Narast vegetativne-
ho inokula v laboratérnom fermentore trval
28 hodin.

Pripravenym inokulom bolo naoCkované
10 1 produkénej pddy v laboratornom fer-
mentore o celkovom pbsahu 20 1. Produkénéd
péda obsahovala repnii melasu, s3jovy olej,
rybiu maku, kukuriénd mitku, Kukuriény
glutén, anorganické soli a CaCOs. Fermen-
tdcia prebiehala 9 dni za dodrZania Kkulti-
vatnej teploty 28 °C a s pridavkom vzduchu
do 40. hodiny kultivdcie 6 l/min. a od 40.
hodiny kultivdcie 8 1/min.

Za 9 dni sa dosiahla produkcia 5500 mcg
na mililiter.

-

Prik,lad 2

Fermenticia v laboratornych fermentac-
nych tankoch s regulaciou podmienok fer-
mentdcie
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Vegetativne inokulum bolo pripravené
submerzne v 500 ml varnych banifkach pl-
nenych 60 ml inokulatnej pody (kukuriény
extrakt, kvasnifny extrakt, sojovd muka,
sbjovy olej a CaCO3). Zivna pdda po vysteri-
lizovani bola naoCkovana klfuCkou spir zo
Sikmého agaru a inkubovand na rotafnom
trepacom sitroji 48 hodin. Takto priprave-
nym vegetativhym inokulom bol naoCkova-
ny laboratérny fermentor s vysterilizovanou
Zivnou poOdou rovnakého zloZenia, ako hola
pouZitd v 500 ml varnych banitkach. Labo-
ratorny fermentor o celkovom objeme 20 1
bol plneny 10 1 Zivnej p6dy. Kultivacia pre-
biehala pri teplote 29°C, za vzdu3nenia 6 1
za minttu. Ndarast vegetativneho inokula tr-
val 28 hodin.

Pripravenym inokulom boli naotkované

laboratérne fermentory o objeme 20 1 plne-

B

né 10 1 Zivnej pddy. Zivnd poda obsahovala
repnd melasu, sdjovy olej, rybiu miku, ku-
kuriént maku, kukuri€ny glutén, anorga-
nické soli a CaCOs. Fermentdcia prebiehala
9 dni pri kultivatnej teplote 28 °C a s pri-.
davkom sterilného -vzduchu od 0. do 40. ho-
diny kultivdcie 6 l/min a od 40. h. k. do
konca fermentécie 8 1/min.

0d 50. hodiny aZ do konca kultivdcie sa
pridavala semikontinudlne sterilnd voda a
to v mnozstve 0,1 % za hodinu a od 80. ho-
diny kultivacie do konca kultivacie sa pri-
déaval 25 % roztok NHiNO3 a to v mnoZstve
0,01 % za hodinu. V priebehu kultivdcie sa
udrzovalo pH v rozmedzi 6,8—6,9.

Vo fermentacii prebiehajucej za uvede-
nych podmienok 9 dni sa dosiahla produk-
cia 7 500 mcg/ml.

PREDMET VYNALEZU

: Spésob fermentalnej vyroby tylozinu pri
aerdbnej kultivacii vysokoprodukénych mu-

tantov mikroorganizmu Streptomyces fra- .

diae za intenzivneho mie$ania, v Zivnej p6-
de obsahujicej zdroje asimilovatelného uh-
lika, dusika a fosforu a minerdlne Zivné
soli, vyznadujaci sa tym, Ze v priebehu kul-
tivdcie sa kontinudlne alebo semikontinual-
ne udrZuje pH v rozmedzi 6,7—7,1, s vyho-

dou 6,8—7,0, v produkénej fdze sa kontinu-
alne alebo semikontinudlne prid4vaju
—NH4* a —NO3~ idny v takom mnoZstve,
aby sa udrZala koncentrdcia amoniakélne-
ho dusika v rozmedzi 0,02—0,30 % s vyho-
dou 0,03—0,20% a za uelom udrZania op-
timdlnej viskozity sa priddva kontinudlne a-
lebo semikontinudlne sterilnd voda a to od
ukondéenia rastovej fazy.
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