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Kmeii mikroorganizmu Acremonium chry-
sogenum CCM F-752 produkujtci cefalospo-
rin C. Kmeii podla vynélezu -bol dstrany
posobenim mutagénov a - gpakovanymi pa-
sivhymi selekciami. Vyhodou kmeiia podla
vyndlezu je zvy3end produkcia cefalospori-
nu C (2x], schopnost udrZat si vysokd pro-
duk&tnd rychlost pri prediZenej kultivatne]
dobe a schopnost produkovat cefalosporin
C na produk&nych pddach neobsahujicich
metionin.
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Vynéalez s3 tyka kmeila mikrocrganizmu
Acremonium chrysogenum CCM F-752 (in-
terné pracovné oznatenie BB-1V/82-D), pro-
dukujtceho cefalosporin C.

Tento kmeil bol ziskany z kmeria Acre-
monium chrysogenum ATCC 48272 pésobe-
nim mutagénov a opakovanymi pasivinymi
selekciami.

Produkéné kmene pouZivané v sufasnos-
ti* pre vyrobu cefalosporinu C produkuji pri
submerznej fermentdcii do fermenta&ného
média okolo 12000 wpg cefalosporinu C pri
kultivaénej dobe 120 aZ 180 hodin. Rozhodu-
jicou cestou pri zvySovani vyroby a zlep3o-
vani jej rentability je zvySovanie produkcie
pomocou novych, vy3Sieproduk&nych vyrob-
nych kmeiiov. Pri novych kmeifiov ziskanych
aktivnou a pasivnou selekciou je vyhodné
sa orientovat na kmene, ktoré dosahuju vys-
§iu produkciu v ¢asovej jednotke, alebo na
kmene, ktoré si udrzujd produkénd rychlost
cefalosporinu C i pri prediZenej kultivatnej
dobe.

Uvedené prednosti md i novy kmen mikro-
organizmu Acremonium chrysogenum podla
vyndlezu, uloZeny v Ceskoslovenskej zbier-
ke mikroorganizmov Univerzity ]J. E. Purky-
n&é v Brine, pod oznafenim CCM F-752 (pra-
covné oznatenie BB-1V/82-D). v

Vyhodou nového kmeiia je zv§Send pro-
duktivita cefalosporinu C, ktord dosahuje
aZ vySe dvojndsobku produkcie doterajSich
kmetiov.

Vyznamnou vlastnostou kmefia je schop-
nost udrZal si vysokn produkénd rychlost
pri predlZenej kultivaénej dobe.

Dalsou, ekonomicky vyznamnou vlastnos-
tou kmefia je jeho schopnost produkovat
cefalosporin C na produkénych pddach ne-
obsahujucich metionin. Pri doteraz zndmych
kmeiioch bol metionin rozhodujicou a uréu-
jlicou zloZkou Zivnych pdd pre produkciu ce-
falosporinu C.

Pri 8lachteni produk&énych kmeifov sa
dnes pouZivajui uZ beZne zndme postupy,
kombinujice aktivnhe mutagénne zésahy s
pasivnou selekciou, Z najznamejSich muta-
génnych d¢inidiel sa pouZivaji ultrafialové
Ziarenie, nitr6zometylmo&ovina, N-yperit,
akriflavin a dalSie bud samostatne, alebo
v kombindciach. Dalej sa tieto zdsahy kom-
binujd tieZ pasdZovanim kultiry na pddach
s pridavkom vhodnych, Specifickych &ini-
diel.

Novy kmeii podla vyndlezu bol taktieZ
ziskany a vyizolovany pouZitim tychto po-
stupov.

Zakladnym vychozim materidlom pre
§lachtitelsky proces bol kmefl ATCC 48272,
na ktory sme posobili striedavo UV svetlom
a nitrézometylmodovinou. Vybrané izolaty
boli dalej podrobené pasdZovaniu cez média
so zniZenym, aZ nulovym obsahom metioni-
nu. Po opétovnom pouZiti UV svetla a dal-
§im pasaZovanim boli ziskané izolaty, ktoré
holi podrobené overovaniu ich vlastnosti z
hladiska vhodnosti priemyselného pouZitia.
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Zarovenl tychto prac bol vybrany kmei, na
ktory uplatiiujeme patentovy narok.

Pri stancwovani produkcie cefalosporinu C
boli pouZité Standardné metddy biologické
za pouZitia testovacich kmetiov Bacillus sub-
tilis a Alcaligenes faecalis, dalej metdda
spektrofotometrickd a metéda vysokotlakej,
kvapalinovej chromatografie.

Novy kmeii mé s pdvodnym kmeiiom rov-
naké niektoré znaky. Pri monospoérickom
rozseve na pepténovej sporulaénej pdde vy-
tvdra okrahle kolénie priemeru 6 aZ 8 mm.
Po 13 aZ 15 diioch st ‘kolénie ‘vysporulova-
né. Maju bielu farbu s néddychom do Zlta,
krémova. . Starnutim. farba postupne pre-
chidza do krémovej. Kolénie st radidlne,
nepravidelne zvrédskavené, v strede sa zvy-
Suji do mierneho $pica. Na inych typoch
sporulaénych pdd je doba nédrastu prediZe-
néa a kolénie nemaji v3etky charakteristické
znaky. Pri submerznej kultivdcii sd vlakna
v §tddiu pomnoZovania tenké, dlhé, niekedy
vytvaraji zhluky. V produkénom S$tadiu sa
postupne skracuji aZ do gulovitych foriem.

BeZzné formy dlhodobého uchovévania
kmetia nie si velmi ufinné. Lyofilizaciou
konzervovand kultira si zachovdva Kkligi-
vost spdér najviac tri mesiace, po tejto dobe
tadto forma uchovdvania nezarufuje dalSiu
Zivotnost kultdry. Jednoznaéné a reprodu-
kovatelné vysledky pri uchovdvani kmeiia
dédva met6da permanentnej selekcie mono-
sporickym vyberom z vysporulovanej kul-
tary starej 3 aZ 4 tyZdne.

Podobne ako matersky kmeil je vegetativ-
na forma submerznej kultivdcie nérotnd na
dostatofni koncentriciu rozpusteného kys-
lika v Zivnej pdde. ‘Ak nie je zabezpefeny
dostatodny prenos kyslika do pddy - a- jeho
koncentracia -poklesne k hodnotdm blizkym
nule, rast a-produkcia  kultdry sa = zasta-
vi. g ’ ‘ S i
‘Velmi vyznamnou viastnostou kmeiia je,
7e jeho produkcia cefalosporinu C nie ‘je
podmienend pritomnostou metioninu,

Priklad 1 -

Inokulatnd pdda v banitkédch sa naotko-
vala spoérovou suspenziou a kultivovala sa
pri 28 °C na rotalnom trepacom stroji 47 ho-
din. Takto pripravenym vegetativnym ino-
kulom sa naofkovali produkéné banitky so
Zivnou podou obsahujicou kukuriény vy-
luh, arasidovii miku, glukézu, Skrob, uhli-
¢itan vépenaty, soli a s6jovy olej. Kultivdcia
na rotacnom trepacom stroji prebiehala pri
teplote 25°C po dobu 144 hodin a bola do-
siahnutd produkcia cefalosporinu C 15,560
pg/ml.

Priklad 2

Fermentdcia cefalosporinu C prebiehala
v laboratérnych fermenta&nych tankoch ob-
sahu 20 litrov. Vegetativne inokulum sa pri-
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pravilo taktieZ na tomto zariadeni{ na po-
de obsahujicej ako hlavné zloZky kukuric-
ny vyluh, sachar6ézu, octan amoénny, uhli-
ditan védpenaty a sojovy olej. Nérast inokula
bol ukonéeny v 69. hodine kultivacie. Ino-
kulum v mnoZstve 10 % bol naotkovany pro-
duk¢ny tank so Zivnou pddou obsahujlicou
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ako hlavné zloZky kukuriny vylub, scjovy
olej, uhli¢itan vdpenaty a zmes soli. V prie-
behu kultivdcie bol priddvany sojovy olej,
siran amoénny a ¢pavkova voda. Za 151 ho-
din kultivdcie sa dosiahla produkcia 26,920
ug/ml cefalosporinu C.

PREDMET VYNALEZU

Kmeil mikroorganizmu Acremonium chrysogenum CCM F-752 produkujtci cefalosporin C.
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