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Vynadlez sa tyka kmena mikroorganizmu Acremonium chrysogenum
CCF-2035 produkujiceho cefalosporin C /dalej CFS-C/. Tento kmen
bol ziskany z kmenia Acremonium chrysogenum CCM F-750, s$lachtenim
zameranym na zvysSenie produkcie CFS-C. '

Vychodzi kmen dosahoval produkéni aktivitu v baniékach
10 200 ug/ml a’ v tan¢iku 22 400 ug/ml.

Popisovany  kmen  mikroorganizmu  Acremonium chrysogenum -
CCF-2035 bol ziskany tak, Ze matersky kmeni Acremonium chrysogenum
CCM-740, bol vystaveny mutagénnemu $lachteniu UV-svetlom.

Slachtenie bolo robené tak, Ze vysporulovand kultira rodi-.
covského kmena na Sikmom agare SP-S o zloZeni: peptén 1 %, maltd-
za 3,8 %, tekutd rafindda /tazkd &tava/ o obsahu 60 %, sachardzy
4 %, agar 2,4 % sa zmyla 10 ml sterilnej vody, prefiltrovala cez
vatovd zatku umiestneni na pipete, 2za ducelom. oddelenia hyf
a artrospdér od konidii. Z takejto suspenzie konidii, vhodne na-
riedenej sa ockovali Petriho misky s pédou SP-S.

Mutagenny zasah sa robil pomocou UV svetla germicidnou lam-
pou Philips TUV 30 W s rozdelenim spektrdlnej energie - vlnova
dizka 253,7 nm aZ 93,5 %, ostatné vlnové dizky 6,5 %. Vzdialenost
misky od zdroja Ziarenia bola 30 cm. Po oZiareni sa misky okamzZi-
te preniesli do inkubdtora na teplotu 28 °C, kde sporulovali 11
dni. Vysporulované koldnie boli za aseptickych podmienok izolova-
né a prenesené na Sikmy agar pédy SP-S. Ako pomnoZovacia sub-
merznd pbéda sa pouzila pdda IP-V o zloZeni: sacharéza 1,5 %,
C,H,0,N 0,5 %, DL-metionin 0,1 %, KH,PO, 0,027 %, kukuriény vyluh

/100 %-ny/ 0,8 %, metyloledt 0,08 %. Po 72 hodinovej kultivacii
na rotaénom trepacom stroji 4 Hz pri teplote 27 °C, sa ziskalo
vegetativne inokulum /I.vegetativny stuper/.

4 ml tohoto inokula sa ocCkovali 500 ml varné banky s obsahom
60 ml pdédy IP-V a kultivovali pri teplote 27 °C na rotadnom tre-
pacom stroji 48 hodin /II. vegetativny stupen/.

Z narasteného inokula sa 4 ml ockovali 500 ml varné banky
plnené 40 ml produkénej pédy PP-II/as o zloZeni: &Skrob kukuridény
3,2 %, dextrin 6 %, sacharéza 1,5 %, glukdéza 0,5 %, CaCo; 1,1 %,

/NH,/,80, 1,5 %, KH,PO, 0,5 %, Mgso, 0,3 %, kukuriény vyluh

100 %-ny 8,7 %, sojovy olej 1,9 %. DL-metionin do pédy nepridava-
me, pretoZe naroky produkéného mikroorganizmu na tiuito aminokyse-
linu sU dostatoéne zabezpecené inymi zlozkami pédy napr. kukuridé-
nym vyluhom.

Priklad 1

Konidie materského kmefla Acremonium chrysogenum CCM F-750
asepticky zmyté z Endovej skimavky 10 ml sterilnej vody a narie-
dené 1000krdt sa s 0,5 ml naodkovali na Petriho misky s pédou
SP-S. Misky se vystavili 1 mindtovému pdsobeniu UV svetla v asep-
tickom boxe. Po oZiareni sa misky okamZite preniesli do inkubato-
ra a po 11 drnioch sa 55 samostatnych kolénii preod&kovalo na $ikmé
agary s podou SP-S. Po narasteni za 11 dni sa takto ziskani izo-
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laty testovali najprv jednobanic¢kovym testom na produkciu. 5 naj-
lepsich izoldtov z tohto siboru sa podrobilo druhému stupitiu vybe-
ru a to v 3 banicékovom teste. Z nich sa ziskal izolat, ktory mal
0 cca 29 % vySSiu produkénd aktivitu, ako vychodzi rodicovsky
kmen.

Tento kmen bol zaslany do zbierky mikroorganizmov na Katedru
botaniky niZ&ich rastlin, Prirodovedeckej fakulty UK, Praha 2,
Benatska 2, kde mu bolo pridelené ¢islo CCF-2035.

Priklad 2

Produkény kmenl Acremonium chrysogenum CCF-2035 bol 2z lyofi-
lizovanej konzervy postupne pomnoZeny na Sikmy agar SP-S
v Roux-flasSi. Kmen tvori kolénie krémovej farby s vradscitym po-
vrchom, v strede s kraterom réznej velkosti.

Konidie z Roux-flasi boli v dvojstuprfiovom inokulaé¢nom postu-
pe pomnozené do vegetativnej formy. S 1500 ml narasteného inokula
bol naoc¢kovany laboratédrny tanéik Chemap 0030. Po 136 hodindch
kultivacie sa dosiahla produkénd aktivita 35 800 ug/ml cefalospo-
rinu C, vypusteny objem ¢&inil 26 000 ml.

Aktivita sa stanovila metodou HPLC.

PATENTOVE NAROKY

Kmert Acremonium chrysogenum CCF-2035 produkujici cefalospo-
rin C.

Konec dokumentu
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