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Vyndlez sa tyka kmeiia mikroorganizmu
Acremonium chrysogenum CCM F-644 produkujui-
ceho cefalosporin C.

Tento kmefi bol ziskany z kmefia Cephalo-
sporium acremonium WIS OP-163 &lachtenim za-
meranym na zvySenie produkcie cefalospori-
nu C. Vychodzi kmed pred 3lachtenim dosaho-
val produk&nid aktivitu na bani&kdch 800 a3
1 000 mg/ml.

Cefalosporinové antibiotikd sd v sddas-—
nosti vyrébané vi&Zinou za pomoci kmeiia
Cephalosporium acremonium, ktory bol noviie
reklasifikovany na Acremonium chrysogenum
/Gams, W. 1971, Cephalosporiumartige-Schim~
melpilze-Hyphomycetes. /

Tieto mikroorganizmy majd eukaroticky or-
ganizmus s membrénou ohranilujidcou jadro,

s chromozomilnou organizdciou a s cytoplaz-
mou s pomerne komplexnou §tuktdirou - mito-
chondrie, endoplazmatické retikulum. Z4klad-
nou bunelnou formou sd hyfy s prepdfkami -
septami. Kme® sa reprodukuje nepohlavne mi-
tézou a bune¥nou alongaciou - predlZenim.
Bunky Acremonium chrysogenum su v submerznej
kultidre heterogenné - zistili sa Styri typy
buniek: hyfy, arteospdry, konidie a klilia-
ce konidie.

Maximdlna rychlost syntézy antibiotika je
spojend s morfologickou diferencidciou hy-~
fovych vldken do hrubych vysoko septovanych
fragmentov - arteospdr, Arteospoéry maju cca
o 40 % vy33iu produkciu antibiotika ako iné
morfologické formy.

Popisovany, kmefl bol ziskany nasledovne:

V prvej fdze informativného ilachtenia sa
vychddzalo z materského kmelia Cephalospo-
rium acreménium WIS OP-163. Kmedl bol vysta-
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veny mutagénnemu pdsobeniu UV-svetla; pri-
Com sa zistilo, e je velmi sensibilny na
tento mutagén,o Eom sved&ila aj ziskand
fluktuaénd zdvislost. Po 1 min zdsahu s UV-
—svetlom bola u ziskanych mutant produkénid
aktivita od 57,1 % do 120,3 %Z. Z tohoto zd-
sahu ziskany najlep$i izoldt - pracovné
oznalenie 6Cy{ a podrobil pasivnej selekcii
a ziskal izolat 6Cyp. Takto sa postupovalo
aZ po konedny izoldt pracovného oznalenia
7/a2 VOpL, pre ktory sa v dal8ich fézach
optimalizovali kultiva&né podmienky.

Schematicky postup Zlachtenia je uvedeny
na priloZenej schéme &islo 1.

Metodika pdsobenia fyzikdlneho mutagénu

Priprava suspenzie spdr: Vysporulovand
kultira produk&ného kme#ia na Sikmom agare
v Endovej skimavke na sporulalnej pbde PU
sa zmyla 10 ml sterilnej vody, prefiltrova-
la cez vatovid z4dtku na pipete za ilelom
zbavenia hyf a artrospdr. Z tejto suspenzie
vhodne nariadenej sa olkovali Petriho misky
s pddou NB-II. Zlo%enie pddy PU: kvasnilny
extrakt Difco 0,4 %, kazeinovy enzymaticky

_hydrolyzdt 0,3 %, glukéza | %, FeSO4.7H 0

0,005 %, MgS04.7H20 0,005 %, D,L-metionin
0,005 %, L-cystein 0,005 % a agar Difco
2,5 Z.

P6da NB-II: Bacto BEEF extrakt 0,3 %,
bacto peptone 0,5 %, glukoza 1 %, FeS0y.
.7H,0 0,005 %, MgSO,4.7H20 0,005 %, D,L-me-
tionin 0,005 %, L-cystein 0,005 %, agar
Difco 2,5 %. )

Mutagénny zdsah: Ako zdroj Ziarenia sa
pouzila germicidna UV~lampa Philips TUV 30
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s rczdelenim spektrdlnej energie - vlnova
dlZka 253,7 nm az 93,5 % ostatné vlinové
dizky 6,5 %. Vzdialenost misky od zdroja
Ziarenia bola 30 cm, Po ociiareni sa misky
okamZfite premiesli do inkubdtora na teplotu
28 ©C, kde sporulovali 11 dni. Vysporulova~-
ré kolonie boli za aseptickych podmienok
izolované klulkou a prenesené na 3ikmy§ agar
pddy NB-IIL.
Vegetativne inokulum sa pripravuje v

500 ml varnych bankidch plnenyech 60 ml pédy
IP-5 nasledujiceho zlo%enia: sachardza 1,5
percent, kukuri&ny vyluh 0,5 %, octan amon-—
ny 0,5 %Z, metyloleédt 0,08 %, metionin 0,1
percent, Naoclkovanie tejto pddy sa robi
kIuZkou zo sporami zo $ikmého agaru. Kulci-
vdcia trvd 72 hodin na rotalnom trepacom
stroji pri 220 obrdtok za minutu a vystred-
aiku 25 mm pri teplote 28 9C. Z narasteného
vegerativoeho inokula sa 4 mi ofkujd pro-
dukéné 500 ml banky plnenéd 60 ml pddy
P2-XIIT nasledujiceho zloZenia: kukurilny

creb 4,5 72, araiidovd mika 6 %, sachardza
0,53 7, glukoza 0,7 Z, CaCO3 1 Z, D,L-metio-~

ia 1,7 7 a borax 0,03 7, metylioledr 2,5 %.
Kultivdcia na rotalnom trepacom Strzoji o
250 obr./min pri t = 28 °C 168 hodin.

Produkéné porovnanie kmefia Cephalosporium
acremonium WIS OP-163 s izoldtom 7/a VUpL
a lzoldtom 6/c VUpL

Laboratdrne banilkové pokusy - vysledky:
Pokus kmeti prod. doba né-
g. aktivita rastu ino-

gg/ml CFS-C kula hod.

' 0P-163 WIS 1000 48
1 7/a Vvipl 2 770 48
2 0P-163 WIS 1 090 72
7 7/a vipL 2 840 2

konzervy lidpany jaémei

3 OP-163 WIS 1 120 72
7/a vipL 3 280 72

[

PREDMET

Kmeft mikrcorganizmu Acremonium chrysoge-

1 list vykresov

4
4 6/c VOpL 2 830 72
4 7/a VUpL 3 020 72

Vyraznejdi efekt nového kmeda 7/a VOpL
sa ukdzal pri skd¥kach v laboratdrnom fer-
mentaénom tandiku Chemap 0030, ktory bol
plneny 18 1 pbddy PP-XIII., Vzdudnenie bolo
0,8 objemu vzduchu na objem pddy, mieSanie
600 obr./min, t = 28 °C do 24 hod kultivi-
cie, potom do konca 23 ©C. Dosiahnuté vy-—
sledky sdi uvedené v nasledujicej tabulke.

Produkind
aktivita
ag/ml C¥sS-C

Prod. kmei Hod, kultivécie

0P-163 WIS 1 350
ila VlipL 5 100

o £
o —

Morfologia kmedia: Kmed Acremonium chryso-
genum CCM pracovného oznadenia 7/a VOpL tvo-~
ri pri monokoloniovom rozseve krémovobé
kolonie o velkosti 6 a% 9 mm za 11 dni za
pouZitia pddy NB-II. Okraje kolonie sd ra-
didlne vrdskované tak isto samotnd koldnia,
pridom v strede kolonii je krédter

Konidie majd elipsoidny tvar dlZky 1,5
a% 2. Kmeht je dobre stabilny aj po pasd-
Zovani do 4. generdcie, nestrédca produkénd
schopnost. Pre propagdciu pouzZivame strie-
davd pasd? vegetativone inokulum - pevnd pd-
da agavovd - vegetativne inokulum - sypky¥
substrdt jaclmeit. Zakladné konzervy kmeia
sa uchovdvajl na zmesi hlina-piesok a skla-
dujd pri 5 ©C, &ikmé agary a jadmeané kon-
zervy sa skladujd maximdlne 3 mesiace pri
~-15 oc. .

Kmeii Acremonium chrysogenum 7/a VUpL bol
ulo¥eny v Ceskoslovenskej zbierke mikroorga-
nizmov /Czechoslovak Collection of Micro-
organismus/ Univerzita J. E. Purkyne, Brano,
Trieda Obrancov mieru 10 pod c¢islom CCM
F-644,

ové

VYNALEZU

num CCM F-644 produkujici cefalosporin C.

Severografia. n. p., raved 7. Most
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Schéma 1.
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legenda:
UV -ultrafialové Ziarenie
PS ~-pasivna selekcia

% P -~ percento prefivajicich jedincov po UV svetle
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