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(54) Kmeii mikroorganizmu Acremonium chrysogenum

Produkény kmeii mikroorganizmu Acremonium
chrysogenum/Thirum et Sukap/ W. Gams CCM
F-729 produkuje za aerobnych podmienck ky-
selinu 7-/D-5-amino-5-karboxy-n-valerami-
do/-3-acetoxymetyl-3~cefem~4-karboxylovi
tzv. cefalosporin C vzorca I

HOOC-CH - [CH, /3~ CO-NH s
| .
N g7 N CHa0C0CH,
1/

COOH /

Cefalosporin C sa pou¥fva na pripravu
polosyntetickych cefalosporfnovych anti-

Cefalosporin C sa pripravuje submerznou
fermentdciou v pritomnosti zdrojov siry.
vVi&iina priemyselnych produkdnyfch kmeiiov
sd auxotrofné mutanty dependentné na DL~

: Kmeii Acremonium chrysogenum CCM F-729
nie je z4visly na DL-metionfne, produkuje
cefalosporin C na ekonomicky vyhodnych
zdrojoch siry, akym je Na,S,0..5H,0.
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vyndlez sa tyka nového priemyselného mikroorganizmu produkujiceho kyselinu 7-/D-5~-amino~
-5-karboxy—n-valeramido/—3-acetoxymetyl-3-cefem—4—karboxylovﬁ, obecného vzorca I, tzv.
cefalosporin C /CFS-C/

S
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NHy o /1/
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Cefalospor{n C sa pou¥iva ako vychodzia surovina pri priprave polosyntetickych cefalos-
por inovich antibiotik. Produk&ny kme# bol zfskany v screeningovom programe, Zzameranom na
izoldciu kmetov nezdvislych na DL-metionine.

vVychodzfm kmefiom bola kultira Cephalosporium acremonium WIS OP 163, maximdlna produkcia
cefalospor inu C dosahovand na pddach s tiosfranom sodnym ako zdrojom siry bola 200-400 Ag/ml.
Cefalospor inové antibiotikd odvodené od kyseliny 7-aminocefalospor dnovej sd vyrdbené prevdine
pomocou kmeiia Cephalosporium acremonium /po reklasifikdcii Gamsom W. v roku 1971 Acremonium
chrysogenum/.

Rod Cephalosporium je v systematike zaradeny do Gelade Moniliceae do triedy Fungi imper=-
fecti /Deuteromycetes/. U rodu Cephalosporium sy spbry vytvdrané len termindlne na nevetve-
nych kontdiofdroch, skoro pravidelne posadenych na hlavnom mycéliu. Cephalosporium tvor {
septované hyfy, septy delia protoplazmu na mengie dseky.

Konfdionosi¥e sd jednotlivé, silne pazofilné. Zndma je reprodukcia nepohlavnou mitdzou
a bune¥nou elongdciou. Nepohlavné spdry su jednobune&né konédie s jednym jadrom, vytvérané
na hyfach.Bunky mycélia aj konidie obsahujd po jednom haploidnom jadre. Tieto vlastnosti
si ponechdvajd aj pri submer znych kultivdcidch.

Cephalosporium ako eukarioticky organizmus m& membrédnou ohraniené jadro s chromozom&lnou
$truktdrou a cytoplazmou s pomerne komplexmou membrdnovou Struktirou /mitochondrie, endo-
plazmatické retikulum/. V§znamnd je najmd mimobune&nd akumulécia antibiotika spdsobend ex-
kréciou cez koncentraldny gradient.

V sukmerznej kultire sd pritomné Styri typy buniek: septované hyfy, konfdie, klf&iace
konfdie a artrospory.

Morfoldgia je rozdielna v z4vislosti od poufitého zdroja siry. Pri fermentdcii s pouZi-
t{m DL-metionfnu je prevaha artrospdr, s existenciou ktorych je spojend maximdlna tvorba
antibiotika. Pri pou¥itf anorganickych zdrojov siry s v submerznej kultire v prevahe v1ldk~
nité formy; hribka vldkna je men¥ia ako pri pouzit{ DL-metioninu.

Popisovany kmeil bol ziskany nasledujicim spésobomi

Pévodny kmell Caphalosporium acremonium WIS O0P-163 bol spracovany chemickym mutagénom
N-nitrozometylbiuretom. Najlep§{ izoldt pracovne oznadeny 8c VULM produkoval v submer znej
kultivdcii 1 800 a¥ 2 000 mg/ml cefalosporinu C.

Izoldt 8c VULM bol v dal¥ej f£4ze vystaveny pdsobeniu OV %iarenia. Ziskané izoldty
boli hodnotené rychlou screeningovou metddou na valdekoch z agarizovanej %ivnej pddy
s réznymi zdrojmi siry. ValZeky s vyrastenymi koldnami na povrchu boli testované na agarovej
platni s testovacim mikroorganizmom Alcaligenes faecalis ATCC 8750, Specifickym pre cefa-
lospor fn C. ‘
Izoldt s n#jvidsim priemerom inhibi&nej zbény na agarizovanej pdde s tiosfiranom sodnym bol
daiej testovany v banikovej fermentdcii a v laboratérnych fermentoroch. Izoldt mal pracovné
oznadenie 188 VULM, aktivita cefalosporinu C vo filtrdtoch fermentadnej pody bola stanovend
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v 168. kultivanej hodine spektrofotometrickou metddou /Claridge C. A., Vaughan R. W.:
Antimicrob. Agents Chemother., 1969, 131/ a metdédou HPLC /vypracovand VOLM/. Genealogickd
schéma kmefa je ozna¢end ako schéma &. 1. Izol4t 188 VULM je ulofeny v Ts. sbfrce mikro-
organizmu UJEP v Brne pod &islom CCM F-729.

Posdbenie chemického mutagénu.

Kmefi OP 163 WIS bol deponovany vo forme lyofilyzovanej konzervy alebo krdtkodobe na
Sikmom agare /sporula&nd pdda oznadend NB-II; zlo¥enie uvedené v dalSom texte. Zo ¥ikmého

agaru bola pripravend vodnd suspenzia o koncentrdcii 105 aZ 106

kon{dif{/ml. Suspenzia bola
prefiltrovand cez vrstvu vaty. Mutagén N-nitrozometylbiuret bol pridan§ v koncentrdcii

0,4 % k suspenzii konfdif.

Mutangén bol v kontakte s kultdrou po&as jednej hodiny na trepacom stroji /4Hz/ pri tep-

2 az

lote 27 %. Po uplynutf{ expozicie boli zo zmesi mutangén-kultura pripravené riedenia 10~
-3
10

Ako kontrola sliZila suspenzia spdr bez pridania mutangénu.

konidif/ml. Nariedenymi suspenziami boli oCkované Petriho misky s agarovou pddou NB-II.

Operdcie s mutangénom prebiehali bez pristupu denného svetla. Spoluprécia na Petriho
miskdch trvala pri teplote 27 °C 11 dni. Jednotlivé koldnie boli prenesené na $ikmy agar
NB-II a odskuSané na produk&nd aktivitu na banik&ch.

Posobenie fyzikdlneho mutangénu:

Z kultdry na Sikmom agare bola pripravend suspenzia konfdif zmytfm povrchu 10 ml steril=-
nej vody. Suspenzia bola prefiltrovand cez vatovy filter; zo zdkladnej suspenzie boli prip-

~13 yonfaif/ml, ktorymi boli naotkované Petriho misky

ravené pracovnd riedenia 1071% az 10
/pdda NB-II/. Zdrojom Ziarenia bola germicidna OV-lampa /Philips TUV 30W, vlnovd dlZka

253,7 nm sa podiela na celkovej spektrdlnej energii 93,5 %/.

Povrch agaru s nanesenymi konfdiami bol exponovany podas 1 minuty zo vzdialenosti 30 cm.
Po oZiaren{ boli Petriho misky umiestnené v termostate, kde kultira sporulovala 11 dn{ pri
teplote 27 Sc. z vyrastenych koldénif boli ihlovou technikou prenesené spdry na povrch aga-
rovych valdekov~blod&kov.

Po 5 diioch bol povrch blodkov pokryty kultuirou. Blodky boli umiestnené na sklenené
platne s agarovou pddou s obsahom 25 % kultudry Alcaligenes faecalis ATCC 8750. Inkubdcia
blo¢kov trvala 18 hodin pri teplote 37 c. Hodnotenie izoldtov bolo zaloZené na meran{
inhibi&ngch z6n v okolf blogkov. NajlepS{ izoldt bol z pdvodnej koldnie na Petriho miske
vyoZkovany na $ikmy agar NB-II a odskiuSany v laboratdrnej aj Stvrtprevddzkovej fermentdcii.

Agarovd pdda NB-IL hmot. /obj.
Basto-beef extrakt 0,3
Bacto-pepton 0,5
glukéza 1,0
F6804.7H20 0,005
MgS0,~7H,0 0,005
DL-metionin 0,005
L-cystein 0,005

agar Difco 2,5

pH p&dy pred sterilizdciou -6,8.
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Pr {prava vegetatfvneho inokula:

Pou?{vali sa 500 ml banky plnené 60 ml inokulanej pddy o zlo¥en{:

sachardza 1,5 % hmot./obj.

kukuridny vyluh 0,5
octan amonny : ) 0,5
sojovy olej 0,2

pH pred sterilizdciou sa upravuje na 7,0.

Na odkovanie sa pouzfva kultdra zo ¥ikmého agaru alebo z jaémennych zrn, tzv. jafmenné
konzervy. Priprava vegetativneho inokula trvd 72 hodin pri teplote 27 °C na trepacom stroji
/4 Hz/. Vegetatfvnym inokulom sa ofkuju produk&né pddy rozplnené v 500 ml bankdch po 40 ml
o zloZen{:

kukuriény Skroh 5,0 % hmot./obj.
aragidovd muka 7,0

sachardza 0,5

glukdza 1,25

CaCo, ‘ 0,5
Na28203.5H20 0,9

borax 0,05

kaSalotovy olej 2,8

Na o¥kovanie sa pou¥fva 8 % obj./obj. vegetativneho inokula. Kultivdcia md podmienky
toto¥né s pripravou vegetativneho inokula, dlZka kultivdcie 168 hod{n. Porovnanie produké&nej
aktivity kmefia Cephalosporium acremonium WIS OP-163 s izoldtmi 8c VULM a 188 VULM je v ta-
bulke 1. Porovnané sd vysledky dosiahnuté v banifkovej fermentdcii:

Tabulka 1

&islo experimentu kmeit prod. aktivita
/ug/ml/ CFS-C

1 WIS OP-163 350
8c VULM 1 860

2 : 8c VULM 1 930
188 VULM 4 000

3 188 VULM 4 000
9 VULM . 1 680

Kmefi pouffvany vo fermentdcii s pouZitim DL-metionfinu ako zdroja siry.

V laboratdrnych sklenenych tanéfkoch /Vyv. dielne 2SAV/, objem 2 litre, pracovny objem
1 liter, bola pri podmienkach: vzdugnenie 0,75 objemu vzduchu/objem pddy, mieSanie 10 Hz,
teplota do 24 kultivaZnej hodiny 28 °c, potom do konca fermentdcie 23 oC, dosiahnutd pro-
duk®nd aktivita 5 200 pg/ml za 168 hodfn kultivdcie.

Morfoldgia kmetia:
Morfoldgiu kmeha Acremonium chysogenum CCM F-729 je moZné popisat nasledujdcim spdsobom:

Pri monokoléniovom rozseve tvori krémové v strede béZovo sfarbené koldnie o priemere 5 aZ
7 mm. Povrch kolénie je silne vrds&ity, okraje radidlne zbr 4zdené, stred koldnii je vyvySeny
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cca 3 mm, tvor{ nepravidelny krdter. Septované hyfy majd hrdbku 1,5 a% 2,0 am. Mycélium je
svetlo sfarbené. Konfidie su tvaru pretiahnutej elipsy, zachovavajy si hrtbku povodnej hyfy,

"~ ich dl¥ka je 5 a% 6 pm /&asto su obalené hlienom/ Kmed je uchovdvany vo forme konzervy

na zmesi hlina-piesok ako lyofilizovand konzerva, ako $ikm§ agar na pdde NB-II a ako konzerva
na sypkom substrdte, ktorym je ldpany jalmeii. Kmefi je stabilizovany pri pasd¥ovan{ Sikmy
agar-vegetatfvne inokulum-sypky substrdt-vegetativne inokulum, ako aj pri pasd¥ovant Sikmy
agar-sypky substrdt-sypky substrdt-vegetatfvne inokulum. Vietky materidly su deponované pri

5 Oc, 5ikmé agary a jadmenné konzervy po dobu 4 mesiacov.

Genealogickd schéma kmefia Acremonium chrysogenum CCM F-729

Cephalosporium acremonium WIS OP-163
N-nitrozometylbiuret
Y

. Izoldt 8 ¢ VULM

0V svetlo

4
Izoldt 188 VULM:/aCCM F-729/

Schéma &, 1

PREDMET VYNALEZU

Kmefi mikroorganizmu Acremonium chrysogenum /Thirum et Sukap/W. Gams CCM F-729 produku-
jdci kyselinu 7-/D-5-amino-5-karboxy-n-valeramido/=-3~acetoxymetyl-3-cefem-4-karboxylovi

tzv. cefalosporin C vzorca 1.
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