CESKOSLOVENSKA

SOCIALISTICKA

REPUBLIKA
{18}

'ORAD PRO VYNALEZY
A OBIEVY

POPIS VYNALEZU
K_AUTORSKEMU OSVEDCENIV

(22) Prihldsené 01 12 83
{21) (PV 8801-83)

(40) Zverejnené 17 09 85

{45) Vydané 15 01 88

2843785

(11) (B1

(51) Int. C14
C 12N 1/i4

(75)
Autor vynélezu

WELWARD LADISLAV ing. CSc.; POTANCOKOVA MARTA, BANSKA
BYSTRICA: FRIMM RICHARD dcc. ing. CSc., BRATISLAVA; MARTVON
AUGUSTIN doc. ing. CSc., MODRA; KOSALKO RUDOLF ing. CSc.,
BRATISLAVA; RAKYTA JAN ing. BANSKA BYSTRICA; ROLKO PAVEL
ing., NITRA: DUDEK MARCEL ing., BANSKA BYSTRICA

(54) Kmeii mikroorganizmu Acremonium chrysogenum CCM F-750

1 2

Vyndlez sa tyka kmetia mikroorganizmu
Acremonium chrysogenum CCM F-750 pro-
dukujiceho cefalosporin C (dalej CFS-C).
Tento kmeti bol ziskany z kmeifla Acremoni-
um chrysogenum CCM F-729 Slachtenim za-
meranym na zvySenie produkcie celafospori-

nu C.
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Vyndlez sa tvka kmefla mikroorganizmu
Acremonium chrysogenum CCM F-750 pro-
dukujiceho cefalosporin C (dalej CFS-C).
Tento kmeil bol ziskany z kmeila Acremo-
nium chrysogenum CCM F-729 3lachtenim
zameranym na zvy3enie produkcie cefalo-
sporinu C. Vychodzi kmeil dosahoval v tan-
giku sdhrnna aktivitu 9 200 ug/ml, z toho
v8ak len cca 1/3 tvoril poZadovany CFS-C,
zbytok bol dezacetylcefalosporin C (D-CFS-
-C) a cefalosporin C,. (CFS-C,).

Popisovany kmeil mikroorganizmu Acre-
monium chrysogenum CCM F-750 bol ziska-
ny tak, Ze matersky kmeii CCM F-729 bol
vystaveny mutagénemu Slachteniu — strie-
davo UV svetlu a N-nitrozometylbiuretu s
preferenciou izolatov rezistentnych na feed
back Kkontrolu syntézy antibiotika-inhibi-
ciu koncovym produktom CFS-C.

Slachtenie bolo robené tak, Ze vysporulo-
vand kultdra rodi¢ovského kmetla na Sik-
mom agare v Endovej skuiimavke na sporu-
latnej pSde NB-II sa zmyla 10 ml sterilnej
vody, prefiltrovala cez vatovi zdtku na pipe-
te za Ufelom oddelenia hyf a artrospdr od
konidii. Z takejto suspenzie konidii vhodne
nariedenej sa otkovali Petriho misky s pd-
dou NB-II, ktord ma toto zloZenie. Bacto
Beef extrakt 0,3 %, bacto peptone 0,5 %, glu-
koza 1%, FeSos.7Hz0 0,005 %, MgSOs4.
. 7H20 0,005 %, D,L-metionin 0,005 %, L-cys-
tein 0,005 %, agar Difco 2,5 %.

Mutagénny zdsah sa robil pomocou UV-
-svetla germicidnou UV-lampou Phillips TUV
30 W s rozdelenim spektrdlnej energie-vino-
va dlzka 253,7 nm aZ 93,5 %, ostatné vino-
vé dizky 6,5 %. Vzdialenost misky od zdro-
ja Zlarenia bola 30 cm. Po oZiareni sa mis-
ky okamZite preniesli do inkubatora na tep-
lotu 28 °C, kde sporulovali 11 dni. Vysporu-
lované kolonie boli za aseptickych podmie-
nok izolované a prenesené na Sikmy agar
poédy NB-II.

Dalsi mutagénny zasah chemicky sa robil
tak, Ze k suspenzii o konc. 105—10¢ konidii/
/ml sa pridal N-nitrozometylbiuret o kon-
centrdcii 0,4 %. Mutagén bol v kantakte s
kultdrou pofas 1 hodiny na trepacom stroji
(4 Hz) pri teplote 27 °C. Po expozicii boli zo
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zmesi mutagén-kuliiira pripravené riedenia
10-2 aZ 10~% konidif/ml. Slachtenie prebie-
halo bez pristupu denného svetla, sporuléd-
cia na Petriho miskdch trvala pri teplote
27 °C 11 dni. Jednotlivé kolénie boli po z&-
sahoch asepticky prenesené na Sikmy agar
NB-II a odskiiSané na produként aktivitu v
bani¢kovom vybere.

Ako pomnoZovacia submerznéd péda sa po-
uZila péda IP-5 o -zloZeni: sachandza 1,5 %,
octan aménny 0,5 %, metyloledt 0,08 %, ku-
kuriény vyluh (100%-ny). Po 72hodinovej
kultivacii na rotaénom trepacom stroji 4 Hz
pri teplote 27 °C sa ziskalo vegetativne ino-
kulum. Z narasteného inokula sa 4 ml o¢-
kovali 500 ml varné banky plnené 40 ml
poddy PP-O. Produk&né pddy mali nasledov-
né zloZenie: $krob kukuridny 5 %), arasido-
vd miika 6 %, sacharéza 0,5 %, glukoza 1,25
percent, CaCo3 1,0 %, D,I-metionin 0,2 %, bo-
rax 0,0 %, zmes repkovy a sdjovy olej 2,5
percent, (NH4)2S0s4 1,0 %, Csl. (100%-ny)
0,5 %.

Slachteny kmeil sa po skondeni kultivacie
na trepacom stroji na pdde PP-O ponechal
vplyvu vlastnych metabolitov .staticky pri
laboratornej teplote 5—7 dni. Hladina hlav-
ného metabolitu CFS-C sa pri tomto pasaZo-
vani postupne upravovala aZz na hodnoty
25 000 ug/ml. Po uvedenej dobe sa urobil
monokoldniovy rozsev na Petriho misky s
pddou NB-II a v screeningu sa vybral najpro-
duktivnejsi jedinec na péde PP-O.

Morfolbgia kmeriia je nasledujica: ziskany
kmeii CCM F-750 tvori na sporulatnej pdde
NB-II vréascité kolonie krémovej farby o prie-
mere kolénii cca 2—5 mm. Na p6de MPA o
zloZeni., mésovy vytaZok 1 %, zmes pepto-
nov 1%, NaCl 0,5 %, agar 1,5 % st kold-
nie viésie od 3 do 7 mm nepravidelného
tvaru, krémovej farby.

Po biochemickej strdnke sa ziskany kmeil
vyznatuje tym, Ze oproti inym kmefiom Ac-
remonium chrysogenum je potreba metioni-
nu v submerznej fermentécii len 0,05—0,3
percent podla stupiia aerécie.

Produk&né aktivita kmeiia je v bani¢kach
10 200 ug/ml a v tanéiku 22 400 ug/mi CFS-C.

PREDMET VYNALEZU

Kmeii Acremonium chrysogenum CCM F-750 produkujici cefalosporin C.
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