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Vynédlez sa tyka kmeila mikroorganizmu
Acremonium chrysogenum CCM F-744, pro-
dukujaceho cefalosporin C.

Tento kmeii bol ziskany z kmeila Acremo-
nium chrysogenum €CM F-644 Slachtenim
zameranym na zvySenie produkcie cefalo-
sporinu C. Vychodzi kmeii pred Slachtenim
dosahoval produkg&nii aktivitu na bani€kach
3300 aZ 4000 ug/ml.

"Produk&né mikroorganizmy Acremonium
chrysogenum maji eukarioticky organiz-
mus s membrdnou ohraniCujicou jadro, s
chromozomélnou organizdciou a s cytoplaz-
mou s pomerne komplexnou Struktirou —
mitochondrie -— endoplazmatické retikulum.
Zékladnou buneéncu formou sid hyly s pre-

péZkami — septami. Kmefi za reprodukuje
nepohlavne mitizov a hunefnou elonzéciou
— prediZovanim.

Popisovany kmertl hol ziskany tak, Ze ma-
tersky kmefl Acremonium chrysogenum CCM
F-644 bol vystaveny mutagénnemu posche-
niu UV-svetla a pfsobeniu metabolitov s
preferenciou izolatov rezistentnych na feed-
-back kontrolu syntézy antibiotika, inhibiciu
konocovym produktom — antibiotikom.
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Schematicky postup Slachtenia je uvede-
ny v priloZenej tabulke ¢&. 1.

Metodika p6sobenia fyzikdlneho mutagénu
a metabolitov

Priprava suspenzie spor

Vysporulovand kultira produkéného kme-
fla na Sikmom agare v Endovej sktmavke
na sporuletnej pdde NB-II sa zmyla 10 ml
sterilnej vody, prefiltrovala cez vatovi zét-
ku na pipete za a&elom zbsvenia hyf a artro-
spor. Z tejio suspenzie vh-dne mariadenej sa
cCkovali Petriho misky s pfdou NB-IL

ZloZenie pddy NB-II

Bacto Beef extrakt 0,3 %, bacto peptone
0,5 %, slukoza 1 %, FeSO:.7 H:0 0,005 %,
MgS04.7 H2O 0,005 %, D,L-metionin 0,005
percenta, L-cystein 0,005 %, azar Difco 2,5
percenta,
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Tabulka €. 1

GENEALOGICKA SCHEMA
CCM F-644
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Mutagénny zdsah

Ako zdroj Ziarenia.sa pouZila germicidna
UV-lampa Philips TUV 30 W s rozdelenim
spektrdlnej energie — vinova dizka 253,7
nm aZ 93,5 %, ostatné vinové dizky 6,5 %.
Vzdialenost misky od zdroja Ziarenia bola
30 cm. Po oZiareni sa misky okamZite pre-
niesli do inkub&atora na teplotu 28 °C, kde
sporulovali 11 dni. Vysporulované kolOnie
boli za aseptickych podmiengk izolované a
prenesené na Sikmy agar p6dy NB-IIL

Vegetativne inokulum sa pripravuje v 500-
mililitrovych varnych bankédch plnenych 60
mililitrami pddy IP-5 nasledujiceho zloZe-
nia: sacharéza 1,5 %, octan amoénny 0,5 %,
metyloledt 0,08 %, metionin 0,1 %, kukurig-
ny vyluh (100 %-ny) 0,8 %. Naodkovanie
tejto pddy sa robi klu€kou so spérami zo
S§ikmého agaru. Kultivdacia trvd 72 hodin na
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ratatnom trepaceom stroji pri 220 obr/min a
vystredniku 25 mm pri teplote 28°C. Z na-
rasteného vegetativneho inokula sa 4 mi oé-
kujd produk&éné 500ml varné banky plnené
40 ml produkénej pody PP-XIII nasiedujdce-
ho zloZenia: kukuriény Skrob 4,5 %, arai-
dovd mika 6 %, sacharoza 0,5 %, glukdza
1,15 %, uhliditan védpenaty 1 %, D,L-metio-
nin 1,7 %, metyloledt 2,5 %. Kultivdeia na
rotatnom trecom: straji pri 28 °C 168 hodin.

PasdZovanie cez metabolity

Slachteny kmeti sa po skon&eni kultivdcie
za submerznych podmienok na péde PP-XIII
poniechal vplyvu vlastnych metabolitov sta-
ticky pri laboratérnej teplote 5 aZ 7 dnl.
Hladina hlavného metabolitu cefalasporinu
C sa pri tomto pasdZovani postupne upra-
vovala v jednotlivych pasdZach aZ na hod-
noty cca 20 000 ug/ml. Po uvedenej dobe sa
urobil monokoléniovy rozsev na Petriho mis-
ky s p6dou NB-II a v screeningu sa vybral
najproduktivnejsi jedinec.

Produkéné porovnanie kmefla Acremonium
chrysogenum CCM F-644 so ziskanym
izolatom 12 VULM

Laboratérne banitkové pokusy — vysledky

Pokus &. Kmeri Produkéné aktivi-
ta ug/ml CFS-C
1 CCM F-644 3980
1 Iz 9 VULM 6160
1 Iz 11 VULM 7490
1 Iz 12 VULM 8230

Vyraznej$i efekt nového kmeila- Iz 12
VULM sa ukdzal pri skiskach v laboratér-
nych fermentatnych tanéikoch plnenych 2
litrami fermentatnej pédy PP-XIII o 50 %.
Vzdusnenie bolo 1,2 objemu vzduchu na ob-
jem pbdy, mieSania 900 obrétok/min, teplo-
ta 28°C do 48 hodiny, potom aZ do konca
23°C. V 168 hodine kultivécie sa dosiahlo
14 800 ug/ml.

Morfolégia kmeiia

Kmer Acremonium chrysogenum pracov-
ného oznaéenia 12 VULM tvori pri monoke-
loniovom rozseve krémovo-béZové koldnie
o velkosti 6 aZ 9 mm za 11 dni za pouZitia
p6dy NB-II. Okraje kolonie st radidine vrés-
kované, tak isto ako samotnd koldnia, pri-
¢om v strede kolonii je kréater. Kolénie ma-
ja elipsoidny tvar dlZzky 1,5 aZ 2,0 u. Zaklad-
né konzervy kmertia sa uchovavaji ma zmesi
hlina—piesok a skladuji pri 5°C, potom sa
preo€kovavaji na Sikmy agar s podou NB-
-II a odtial na prevddzkové konzervy, ktoré
st bud Rouxove flaSe s pddou NB-II, alebo
sypky substrdat — jadmeti. Agarové pddy sa
skladuja pri teplote 5°C jeden mesiac, jac-
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menné konzervy aZ 3 mesiace pri teplote ke mikroorganizmov (Czechoslovak Collec-
—_15°C. tion of Microorganismus) Univerzita J. E.
Kmeii Acremonium chrysogenum Iz 12 Purkyng, Brno, tFida Obrancd miru 10, pod
VULM bol uloZeny v Ceskoslovenskej zbier- tislom CCM F-744.

PREDMET VYNALEZU

Kmefi mikroorganizmu Acremonium chrysogenum CCM F-744 produkujici cefalospo-
rin C. -
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