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(64) Zplsob ziskavani kmens Penicillium chrysogenum Thom.

1

Vyndlez se tykd zplsobu ziskivini kmend Penicillium chrysogenum Thom. se zvySenou pro-
dukci penicilinu a se sniZenou produk&ni variabilitou, a to dlouhodobym péisobenim p-fluorfenyl-
alaninu, ’

p-Fluorfenylalanin /ddle jen PFP/ je ldtka nejen s mutagenni d&innosti, ale i léitka
s Q€inky haploidizadnimi pfi parasexudlni hybridizaci. Mutagenni pdsobeni analogd aminokyse~
lin a tedy i PFP bylo sledovdno jak u prokaryontnich, tak u eukaryontnich organismé, pfidemz
byl nalezén vyznamny rozdil mezi G&inkem PFP na ob& tyto skupiny. Eukaryontani organismy byly
k tomuto mutagennimu péscobeni analogl aminokyselin senzitivni, zatimco d&inek ha’organismy
prokaryontrni je velmi nizky, a to pouze za uréitych podminek.vMutégenni Glinek PFP na euka-
ryontni organismy je vysvétlovin na zdkladé sterické analogie PFP s aminpkysglinou fenylala-
ninem, kterd je podle této teorie v aktivnim misté& replikaéniho enzymu.,

Uvedené poznatky vyuiivd zplsob ziskdvdni kmend Penicillium chfysogenum Thom. se zvy3enou
produkci penicilinu a se snifenou produké&ni variabilitou, podle vyndlezu, jehol podstata spo-
‘Eivé v tom, Ze se vychozi kmen Penicillium chrysogenum Thom, nechd vysporulovat v tuhém
sporuladnim médiu obsahujicim p-fluorfenylalanin v koncentraci 1.1b- az 1.10—5M, s vyhodou
1.107% a2z 7,5,107 %,

UZeln& se jako vychoziho kmene Penicillium chrysogenum Thom. pouZivi kmene ozd¥eného
subletdlni ddvkou ultrafialového svétla. ) )

p-Fluorfenylalanin jako aktivni litka je pfiddvén do sporuladni ptdy po jejim vysterili-
zovdni. Kultivace jsou provéddény pri 25 % v termostatu, Po dobé pot¥ebné k'vysporulovéni
/10 a% 20 dnd podle pouZité koncentrace PFP/ je ziskand suspenze spor po pisobeni PFP tYedina
Fedici fadou s koeficientem 10 a vyseta tak, aby mohl& byt izolované kolonie pfeolkoviny
do sporové generace. Izoiéty jsou pak produk&nd hodnoceny dvoustupnovou fermentaci ve varnych
bankdch objemu 500 ml plnénych fermenta¥ni pldou s laktézou nebo sachardzou jako zdroji

uhliku a energie nebo na fermenta&nich tancich. Mnozstvi Produkovaného penicilinu je stanovo--
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védno hydroxamdtovou metodou modifikovanou ﬁro poufiti autoanalyzdtoru. Kmeny pro produkei
penicilinu V ziskané zplsobem podle vyndlezu vykazuji produkci penicilinu V o 10 Z vy35i '
ve srovndni s izoldtem kontrolnim., Soufasnd dochézi k vyraznému zvydeni produk&ni stability
t&chto kmend ve srovndni s kmeny vychozimi. Tyto nové zfskané kvality kmend jsou stabilni

i v ndsledujicich generacich.- ) '

Pi¥iklady provedeni

P¥riklad 1

Sporové suspenze vychoziho kmene Penicillium chrysogenum /produkce penicilinu V
19,300%1 900 j/ml/ byla bez fedéni vyseta v koncentraci 106 a% 107 spor/ml na tuhou sporulalni
4M. Po 10 dnech inkubace p¥i 25 °c byla
vysporulovand kultura smyta sterilni destilovanou vodou a ziskand suspenze spor byla natedéna

pddu obsahujici p~fluorfenylalanin v xoncentraci 1,10

a vyseta na plotny. Izolované a vysporulované kolonie byly p¥eolkovény do sporové generace

a takto ziskané izoldty byly hodnoceny feérmentaci v baikdch na rotalnich ttepacich strojich,”
pfilemZ bylaAsledovéna nejen vlastni produkce izoléiﬁ, ale také jejich produkdni variabilita
a stabilita.

PEFiklad 2

Postup stejny jako v pEikladu 1, s tim rozdilem, %e vychozi sporovd suspenze byla ozéfena
subletdlni ddvkou UV svitla., Zdrojem UV svétla byla germicidni lampa 40 W s pfedfazenym
stabilizdtorem sitového napdti., 5 ml suspeﬁze spor v destilované vod& bylo ozdfeno v Petriho
misce o primé&ru 54 mm. B&hem ozafovéni byla suspenze michéna na elektromagnetickém michadle.

-Vzdédlenost misky od zdroje zdfeni byla 20 cm.

Priklad 3 _ )

Fermentace ve varnjch baikdeh na rota¥nich t¥epacich strojich na médiu obsahujfcim sacha-
rozu jako zdroj uhliku a energie. Produkce penicilinu V u iZoldtd ziskanych podle pEikladu 1 «
nebo 2 byly hodnocena na pidé& tthCO slofeni /v % hmotn./: sdjové mouka 6 7%, uhli¥itan vépena-
ty 0,9 %, thiosiran sodny 0,8 %, sacharosa 0,75 %, sachardza ddvkovand v prib&hu fermentace
13,75 %, fenoxyoctovéd kyselina 0,665 %, hydroxid sodny /25% roztok/ 0,2 Z. Sterilizace
20 min., p¥i 120 °C, pH po sterilizaci je 8,0, Fermentace prdbind p¥i teplotd 25 °¢ 11 dnd.
Vzorky jsou odebirdny v 9., 10.a 11. dni fermentace. Stanoveni penicilinu je prbvédéno hydro-
xamdtovou metodou modifikovanou pro poufiti autoanalyzdtoru. '

Produk&ni srovndni kmend:

Kontrolni izolédt : 19 300

* | 890 j PNC V/ml 100,0 7 teorie
izoldet po PFP 1 i 20 950 ¥ 680 j PNC V/ml 108,5 7 teorie
izoldt po.PFP 2 : 21 500 ¥ 850 j PNC V/ml , 11,5 % teorie

P¥iklad 4

Fermentace ve varnych bafnkéch na rota&nich t¥epacich strojich na médiu obsahujicim
laktSzu jako‘zdroj uhlikia a cnergie. Fermentace jsou provad&ny jako v pE¥ikladu 3, s tim
rozdilem, Ze slofeni fermentalni pidy je toto /v % hmot./: sSjovd mouka 5 %, uhlilitan vépe~
naty 0,9 %, thiosiran sodny 6.8 %, fenoxyoctovd kyseliné 0,66 %, dihydrofosforeinan draselny
0,067 %, laktéza 6 %, pH po sterilizaci je 7,0.

Produk&ni srovnini kment:

Koutrelni izoldt : 18 450 £ 1 520 j PNC V/ml 100,0 % teorie
izoldt po PFP 1 ¢ 20 150 ¥ 610 j PNC V/ml 109,2 7 teorie
"izol4dt po PFP 2 20 300 ¥ 590 j PNC V/ml 110,0 % teorie
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1, Zplsob ziskdvdni kmend Penicillium chrysogenum Thom. se zvySenou produkci penicilinu
a se snifenou produkini variabilitou, vyzna&ujici se tim, ¥e se vjchozi kmen Penicillium chry-
sogenum Thom. nechd vysperulovat v tuhém sporulalnim médiu obsahujicim p~fl

v koncentraci 1.10-3 az 1.10-5M, s vyhodou 1.10_6 4

ubtfenylalanin
a% 7,5.10 M. ’

2. Zplsob podle bodu 1, vyznalujiei se tim, Ze se jako vychoziho kmene Penicillium chry-~
gsogenum Thom, poufivd kmene ozdFfeného subletdlni ddvkou ultrafialového svétla.

Severografia. n. p. vzivo»d 7. Mot
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