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(54) Spdsob fermentainej vyroby cefalosporinu C

PredloZeny vynalez popisuje spdsob fermentaéne;j -

vyroby cefalosporinu C s pomocou kmetia Acre-
monium chrysogenum CCM F-644 za submerznych
aerobnych podmienok.

Objavenie cefalosporinu C (dalej CFS-C) vyvolalo
intenzivny zdujem v oblasti chemoterapie, pretoze
toto antibiotikum je G¢inné na G+ a G- mikroorga.-
nizmy, hlavne stafylokoky rezistentné voéi peni-
cilinom. Mechanizmus jeho pésobenia je zhodny
s penicilinom - zasazuje syntézu buneénej steny.
Samotny CFS-C md velmi nizku aktivitu, ale
derivity jeho skeletu 7-aminocefalospordnovej ky-
seliny s latky klinicky vysoko Gginné. CFS-C je
v literatiire 8iroko popisany napr. v prici E. H.
Flynn: Cephalosporins and Penicillins Academic
Press, New York and London, 1972, kde je napri-
klad zdovodnens aj jeho mikrobidlna syntéza
vznikom heterocyklickych tripeptidov zloZenych
. z w«-aminoadipovej kyseliny, cysteinu a valinu.
CFS-C je produkovany mikroorganizmami z rodu
Cephalosporium a Emericellopsis stéasne s inymi
latkami majtcimi antibakteridlne vlastnosti ako
st napr. cefalosporin N a cefalosporin P.

Priprava CFS-C s kmefiom Cephalosporium Sp.
kmett F-12 je chrénend patentom NSR - 2239321
z 22. 2. 1973, dalej s kmeniom Cephalosporium poly-
aleurum — US patent 3,816,257 z 11. 5. 1974 a tie
stardim patentom US - 3,082,155 z 19. 10. 1963,
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kde ako produkény kmen sa pouziva Cephalospo-

" rium acremonium IMT 49137.

Nami navrhovany sposob fermentaénej vyroby
CFS-C sa vyznaduje tym, Z%e sa od doterajiich
postupov 1i§i v priprave produkéného kmetia
a tym v celej pomnoZovacej éasti. Jeho novost spo-
¢iva v tom, Ze kmei po vyodkovani zo Sikmého
agaru sporulatnej pédy je submerzne pommozeny
v bani¢kovej inokulaénej péde na rotaénom trepa-
com stroji pri teplote 28 °C za 72 hodin.

Takto ziskanym narastenym submerznym ino-
kulom — teda nie spérami — st otkované jaémenné
krapy, ku ktorym bola pridand arasidovd miika
a Czapek-Doxov roztok. Po 11 diioch inkubovania
pri teplote 23 az 28 °C sa ziskajti vysporulované
konzervy s kmefiom Acremonijum chrysogenum
CCM F-644, ktoré obsahujt asi 107 a7 10° konidii
v konzerve. Touto striedavou pasizou produkéného
kmenia sa zaisti produkénd aktivita pomnozenej
kultéry a rychly nérast inokula potrebného pre
ofkovanie nisledného viidtieho objemu. Takéto-
inokulum zaruéuje po kmetiovej strinke $tandard-
ny nérast Acremonium chrysogenum v produkéne;j
kultivaénej pdde, ¢fm stidasne znifuje riziko kon-
tamindcie, ktoré je najvidSie prive v tychto
potiatoénych rastovych fézach. Striedavs passz
podla schémy spéry - vegetativna forma — spéry



sa osveddila napriklad pri priprave kmeiia Penicil-
lium chrysogenum a je popisani v L. Welward,
Folia Microbiologica, 18, 163, 1973. Kultivatnd
pbda pre pripravu vegetativneho inokula je veImi
jednoduché — ako zdroj asimilovateIného uhlika sa
pourije polysacharid alebo disacharid pripadne
melasa, zdrojom organického dusika mdze byt pep-

tén alebo kukuriény vyluh a anorganicky dusik sa

vnéa do tejto pddy octanom aménnym. Kultivuje
sa pri teplote 23—30°C aerobne za pritomnosti
odpetiovadla podla podmienok kultivécie 48—72
hodin. Takto pripravenymi 5—10 obj. percentami
inokula sa otkuje produkénd poda, ktord obecne
pozostiva:

zo0 zdroja asimilovatelného uhlika, ktory moZe
byt reprezentovany polysacharidami vo vode roz-
pustenymi alebo nerozpustnymi, disacharidami ako
s napr. sacharéza, laktoza, galaktoza, fruktdza,
glukéza, manit, sorbit. MoZe sa tieZ pouZit melasa.

Daltou stidastou pddy st latky majice odpefio-

vacie vlastnosti, ktoré siéasne st produkénym kme-

fiom obvykle asimilovatelné. Si to z rastlinnych
olejov — sojovy, slneénicovy, olivovy, Tanovy, koko-
sovy, repkovy, zo Zivotinych tukov - bravéova
mast, loj resp. hydrolyzdty z oboch skupin.
Zv14%t vhodnymi st estery — metyl a etyloledt, gly-
cerolmonooledt, polyetylénglykolmonooledt alebo
polyetylénglykoldioledt. Z anorganickych odpetio-
vadiel - silikénovy olej. Zdrojom organického
dusika mé%u byt rastlinné a Zivodi¥ne proteiny
a ich hydrolyzaty. Najdastejiie sa pouZiva bavlni-
kové, arasidova, sojové, kukuriénd, rybia, kostnd
mika, resp. kvasniény extrakt a proteinové zbytky
po roznych fermentdcidch.

Zivng poda obsahuje tiez anorganické soli

zlep$ujuce priebeh kultivicie a to: uhliSitan vape-

naty, borax, octan amoénny resp. niektoré fosfaty
alkalickych kovov. '
Velmi délezitou sidastou fermentaénej pody je
zdroj organickej siry, najéastejsie DL-metionin.
Mechanizmus pdsobenia metioninu ide cez metabo-
lickti drahu cysteinu, ktory slazi ako priamy pre-
kurzor jadra 7-aminocefalospordnovej kyseliny.
Stiéasne metionfn inhibuje tvorbu. cystein — degra-
daénych enzymov, &m dovoluje udrziavat intra-
celulérny systém cesteinu na hladine optimélnej
pre tvorbu CFS-C. Sterilnd produkénd poda naot-
kovana 5—10 obj. % inokula sa kultivuje 96—180
hodin pri teplote 20—30 °C. Vytvoreny CFS-C sa
stanovi spektrofotometricky podla Claridge, Vaug-
han, Kressel a Gourevitch: Antimierobial Agents
and Chemotherapy, 1969, 131 alebo mikrobiolo-
gickym testom na Alcaligenes faecalis ATCC 8750.

Priklad ¢é. 1

Produkény kmeit Acremonium . chrysogenum
CCM F-644 sa z pieskovej konzervy naokuje na
%ikmy agar nasledovného zloZenia:
kvasniény extrakt Difco 0,4 9%
kazeinovy enzymaticky hydrolyzat 0,3 %

glukoza L0 %
FGSO4 . 7H20 03005 %
MgSO, . TH,0 0,005 %

DL-metionin 0,005 %

L-cystein 0,005 9%
agar Difco - 2,5 9%

pH po  sterilizdcii 6,5—6,8, naotkované &ikmé
agary vysporuluju v inkubdtore pri teplote 28 °C
za 11 dni. Takto pripraveny &ikmy agar sa dalej
splachne s 10 ml sterilnej H,0 a s 0,3 ml tejto
suspenzie sa odkuje 60 ml inokulaénej pody (IP)
o zloZeni:

sachardza 1,5 %
kukuriény vyluh 599% 0,8 %
octan amoénny - 056.%
DL-metionin - 01%
metyloledt ) 0,08 %

sojovy olej 1 kvapka/banicka
plnenie 60 ml pody do 500 ml varnych baniek
pH po 30 minttach sterilizécie pri 120 °C je 6,4—6,8.

Po 72hodinovej kultivécii pri teplote 28°C
na rotaénom trepacom stroji pri 220 obr./min. sa
s 5 ml narasteného vegetativneho inokula otkuji
300 ml erlenmayerove banky s lipanym jatmertiom.

Priprava lapaného jatmetnia: K 500 g lupaného
jadmenia velkost & 7 priddme 300 g arafidovej
miky a 100 ml Czapek-Dox roztoku o zloZeni:
sacharéza 4 9%, kukuriény vyluh 100% 05 %,
NaNO, p. a. 0,3 %, KH,PO, 0,5, MsSO, . 7H,0
0,25 % . pH po 30 minttovej sterilizécii pri 120 °C
je 5,17—5,9. Po dobrom premieSani sa rozplhiuje
po 30 g do 300 ml erlenmayerovych baniek a ste-
rilizuje pri teplote 110 °C 30 minut.

Po 24 hodinich sa sterilizdcia opédt zopakuje.
Naotkovany lapany jadmeit sa uloZi a pri teplote
98 °C nechd sporulovat 11 dni. Vysporulované’
konzervy sa moiu skladovat pri teplote —15°C
maximalne 3 mesiace. Pri otkovani inokula sa
jatmenn4 konzerva zaleje s 50 ml sterilnej vody
a 2 hodiny sa na trepacom stroji zmiyvaji, spory.
Tito suspenzia postadi na ofkovanie 100 1 pomno-
sovacej pddy (o zloZeni totoZnom s pddou IP),
ktorou sa po 72 hodindch aerobnej kultivdcie
s 10 9% obj. otkuje produkéns poda nasledujiceho
zloZenia: : . '

45 %

kukuriény 8krob

aragidova muka 6,0 % .
sachardza 0,6 %
glukéza, 1,25 %
CaCO, 1,0 %
DL-metionin ' 1,7 %
borax 0,05 %
metyloleat 25 %

Sterilizécia pri teplote 120 °C 40 minit. Podiatod-
né pH 6,3—6,5, kultivdcia v nerezovom tandiku
o objeme 301, vzduinenie 1 obj./obj. pody/min.,
pretlak 0,7 atp, miefanie 500 obr./min., teplota
do 24 hodiny kultivécie 28°C, potom 23°C do
konea kultivécie t. j. 168 hodin, kedy sa dosiahla

produkéné aktivita 3800 pg/ml CFS-C.

Priklad &. 2
Pomnofovanie kmetia, priprava inokula, pod-

" mienky kultivhcie ako v priklade 1, len ‘miesto

kukuriéného krobu v produkénej pdde sa pouzilo:



a) 6 % vodorozpustného 8krobu. V 160 hodine
kultivicie sa dosiahlo 3950 wg/ml

b) 6 % dextrinu. V 160 hodine kultivicie sa do-
siahlo 3450 pg/ml

©) 6 % zemiakového Skrobu. V 160 h. k. sa dosiahlo
3850 pg/ml.

Priklad ¢. 3

PomnoZovanie kmeiia, priprava inokula, pod-
mienky kultivicie ako v priklade 1, len miesto
2,5 9% metyloledtu sa pouZilo v produkénej péde:
a) 2,6 9 etyloleatu. V 164 h.k. sa dosiahlo
© 3780 pg/ml
b) 1,6 % glycerolmonooleat a 0,5 % sojového oleja.

V 164 h. k. sa dosiahlo 3550 ug/ml
¢) 1,5 % polyetylénglykoldioleat a 0,5 % skneéni-

cového oleja. V 164 h. k. sa dosiahlo 3600 pg/m]
d) 1 9% metyloleatu, 0,5 9% bravéovej mastia 0,5 %

destilatu bravéovej masti — Lard oil. V 164 b. k.

sa dosiahlo 3400 pg/ml.

Priklad ¢. 4

PomnoZovanie kmeia, priprava inokula, pod-
mienky kultivicie ako v priklade 1, len v produkéne;j

pode sa pouzilo misto 4,5 % kukuriéného &krob
a 0,5 % sacharézy: )
kukuritného $krobu , 3%
sacharézy 2%

po 164 h.k. sa dosiahla produkénsd aktivita
3780 pg/ml.

Priklad ¢. 5

PomnoZovanie kmeia, priprava inokula, pod-
mienky kultivicie ako v priklade 1, len v pro-
dukénej pode sa miesto 1,7 9% DL-metioninn
a 0,6 9% CaCO, pouZije:

"1 % DL-metioninu

1 9 CaCO,

Po 96 hodinach kultivacie sa dosiahla produkéng
aktivita 3200 ug/m).

Priklad ¢. 6

PomnoZovanie kmeria, priprava inokula, pod-
mienky kultivicie ako v priklade 1, len miesto
araSidovej miky sa v produkénej péde pouzije:
2 % arafidovej mtky ’
4 % bavlnikovej miky

Po 140 hodindch kultivicie sa dosiahla produkéng
aktivita 3850 pg/ml.

PREDMET VYNALEZU

Sposob fermentatne] vyroby cefalosporinu C
vyznadujici sa tym, Ze sa produkény kmen Acre-
monium chrysogenum CCM F-644 propagovany
striedavou pasiZou, pritom prevédzdkovou kon-
zervou je kmen vysporulovany na lipanom jaéme-
ni, submerzne aerobne kultivuje vo vysterilizova-

nych zivnych pédach pomnoZovacich a produkénej,
obsahujtcich ako asimilovatelné zdroje uhlika
polysacharidy, disacharidy, respektive monesacha-
ridy, dalej zdroje dusika, siry, anorganické soli,
odpefiovadld a DL-metionin pri kultivadnej teplote
23—30°C, pH = 6,3 —7,5 za 168 hodin.
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