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Vyndlez se tykd nového kmene Penicillium
chrysogenum CCM F-713, produkujiciho pe-
nicilin G a V. Novy kmen byl ziskdn z po-
uzivaného produk&niho kmene kombinaci

plsobeni mutageni

(p-fluorfenylalanin a

UF-svétlo) s pasivni selekci.
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Vyndlez se tykd kmene mikroorganismu
Penicillium chrysogenum CGM- F-713, produ-

a

kujiciho penicilin G a V.

Tento kmen byl ziskdn z kmene Penicillium .

chrysogenum eviden&niho &isla 65/41, ziska-
ného z n. p. Biotika, pfisohenim mutagenfi
a opakovanymi pasivnimi selekcemi, Pou#i-
ty mutagen PFP (DL-p-fluorfenylalanin. Cal-
biochem) byl aplikovdn nésledujicim zpfiso-
bem: Suspense spor pFipravend obvyklou
cestou byla nefed&nd vyseta na Petrihc mis-
ky se sporula¢ni ptidou [melasa, glycerin,
kvasnitni extrakt a soli) s piidanym PFP v
koncentracich 1.10-4 aZ 7,5.16~¢ M. Petriho
misky byly inkubovédny p¥i teplot& 25 °C. Po
vysporulovani byly spory smyty sterilni des-
tilovanou vodou s kapkou Tweenu 80 a byl
proveden rozsev na Petriho misky se shod-
nou sporula¢ni piidou bez mutagenu tak, jak
je provadéna pasivni selekce.

PouZity mutagen UV-sv&tlo. PouZitym zdro-
jem UV-svétla byla germicidni lampa 40W
s pfedfazenym stabilizdtorem sitového na-
péti o vykonu 250 W a citlivosti 1%. 5 ml
suspense spor ve vodé bylo ozafeno v Pe-
triho misce o praméru 45 mm. B8hem oza-
Fovani byla suspense michdna na elektro-
magnetickém michadle. Vzddlenost misky od
zdroje zafeni byla 20 cm, oza¥fovéni bylo ve
vhodnych &asovych intervalech preruSovéano
odebiranim 0,5 ml vzorkt, které byly Fed&ny
a vysévany na Petriho misky se shodnou spo-
rulacni plidou tak, jak je popsanc u postupu
pro pasivni selekci.

Spory pro pasivni selekci byly suspendo-
vany v destilované vod& nebo fyziologickém
roztoku, redény fFedici Fadou s faktorem 10
a ofkovdny na Petriho misky se shodnou
sporula¢ni pidou. Z jednotlivych Fedsni by-
lo paralelné otkovdno n&kolik misek. Po 7 aZ
10denni inkubaci pii teploté 25 °C byly izo-
laty vysporulovdny a bylo moZné je preoc-
kovat na Sikmé agary se shodnou sporulag-
ni plidou. Inkubace tohoto materiglu probi-
hala rovnéZ p¥i teplotd 25 °C po dobu 6 aZ
8 dni.

VySe uvedenym zplscbem stifddni muta-
gend s pasivni selekci byl ziskdn izoldt UV
XLIV/347-36.

B65/41
4 PEFP + selekce
PFP XI/264
4 uv
UV XLIV/347
J selekce
UV XLIV/347-36

Izolaty byly hodnoceny dle nésledujiciho
schématu:

izolovand kolonie na Petriho misce
{
Sikmy agar

A
vegetativni inokulum
l
vlastni fermentace
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Izolaty byly hodnoceny dvakrat pred lyo-
filizact, tj. pFed konzervaci; po -lyofilizaci
dvakrat aZ trikrdt. Lyofilizované Rkultury
slouZi k dlouhodobému uchovéni.

' Stanoveni G&innosti penicilinu bylo prové-

déno hydroxaméatovou metodou.

Timto hodnoticim systémem byl ziskan no-
vy kmen podle vynalezu. e

Kmen tvofi p¥i monosporickém rozsevu
na spoluratni piidé typu glycerin — melasa
kolonie velikosti 10 aZ 15 mm b&hem 7 aZ
10 dnd kultivace pifi 25 °C. Kultura dobfe a
rychle sporuluje na rdznych typech spolu-
racnich pid i na pfirodnich substrétech,
jako je proso, je¢men, kukufice, ryZe apod.
Barva vysporulované kultury je sytd béZova.
Kmen na pfirodnich substrdtech je stabilni
nékolik mésicl. Jeho riistové schopnosti jsou.
mimofadné. JiZ za 24 hodin dosahuje pri
submersni pfipravé vegetativniho inokula
takového mnoZstvi mycelidrni hmoty jako
jiné kmeny za 48 hodin, pravs tak pri vlast-
ni fermentaci je poZadované koncentrace
biomasy pro zahdjeni biosyntézy dosaZeno
0 24 aZ 48 hodin dfive neZ u jinych kmeni.

Dal8i prednost! kmene je jeho tolerance
k vysokym koncentracim penicilinu v padé.
Modelové priddni 30 000 j./ml penicilinu na
po¢dtku fermentace do pédy neovlivni bio-
syntézu penicilinu, 50 000 j./ml penicilinu je
tnosnych jako pridavek ve 48. hodin& nebo
pozdegji. PFi tomto obsahu penicilinu v pidé
neni jeSt€ sniZena biosyntetickd schopnost
kmene. '

Kmen ma dalsi dileZitou vlastnost spodi-
vajici v minima&lni citlivosti na Zelezo. U pro-
duk&nich kment byvd obvyklé sniZeni vy-
téZnosti pri obsahu Zeleza v ptd& 50 gama/
/ml, které se vyskytuje v Zeleznych vyrob-
nich tancich, o 25 %, u tohoto kmene je
sniZeni vyt&Znosti penicilinu pouze o 8 %.

DileZitou prednosti kmene je jeho tole-
rance k velkému mechanickému naméhéani
v prib&hu fermentace. I pfi velice drastic-
kém zplisobu michani dochédzi k minimalni-
mu uvolfiovani nukleotidt z bun&k, &ili ne-
dochézi k poskozeni mycelidrnich vldken.

Dale je tFeba konstatovat, Ze Gdinnost pe-
nicilinu dosahovand ve filtrdtu se eluci
zbylého sedimentu zvy$i o 30 % a desinte-
graci mycelia o dal$ich 10 %.

Pfiklad 1

Vegetativni inokulum bylo pripravovdno
submersn& v 500 ml varnych batikdch se
60 ml inokula&ni ptdy, kterd obsahuje zé-
Kladni Ziviny, tj. zdroj uhliku sacharézu,
dusiku, kukufitny extrakt a siran amonny
a soli. Plda pro piipravu vegetativniho ino-
kula byla zaotkovdna klickou spor ze &ik-
mého agaru a inkubovdna na rotanim
tfepacim stroji 32 aZ 36 hodin.

Takto pFipravenym vegetativnim inokulem
byly ofkovény fermenta&ni baiiky obsahu
500 ml, objem fermentadni pady 40 ml
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Zdrojem uhliku byla laktoza a glukoza,
zdrojem dusiku kukufiény extrakt, séjova
mouka a amonnd siil, plida ddle obsahovala
prekurzor postranniho Fetézce, soli, uhli¢i-
tan vapenaty k pufrovani pfidy a zdroj siry.

Priprava vegetativhiho inokula i vlastni
fermentace probihaly na rotac¢nich tfepa-
cich strojich p¥ 230 obr./min., vystifednost
25 mm, pii teploté 25 °C.

Fermentace probihaly 7 dnii, vzorky pro
stanoveni G&innosti byly odebirdny v 5., 6.
a 7. dnu fermentace. Maximdlni produkce
bylo zpravidla dosaZeno v 6. dnu fermentace.

Produké¢éni srovnani kment:

kmen penicilin V. penicilin G
j/ml j/ml

UV XLIV/347 19 000 20 000

UV XLIV/347-36 23 000 24 000

(CCM F-713)

P¥iklad 2

Fermentace v poloprovoznich tancich, ob-
jem 250 litrd,, byla provadé&na tiistupiiovs,
predotkovaci piida obsahovala jako zdroj
uhliku sacharézu, zdrojem dusiku byl kuku-
{igny extrakt a anorganicky zdroj dusiku,
daldimi slozkami pfidy byly soli a kiida.
Inokulaéni ptida obsahovala jako zdroj uhli-
ku sacharézu, zdrojem dusiku byl alkalicky
eluat arasidové mouky, dédle k¥ida a soli.
Zdrojem uhliku ve fermentalni pidé& byla
sachar6za, zdrojem dusiku alkalicky eluét
arasidové mouky, dal3i sloZkou ptdy je pii-
sludny prekurzor postranniho Fet&zce, zdroj
siry, k¥ida a dalSi soli.

V priibghu fermentace je plida doplitovdna
zdrojem uhliku sacharézou, zdrojem dusiku
siranem amonnym a mocovinou, prekurzo-
rem a fosfatem.

Piedotkovaci tank o objemu 200 litrt je
plnén 100 litry piedotkovaci ptidy, inokulace
je provedena kulturou vyrostlou na cca 88 g
krup, teplota kultivace je 25 °C, michéni
350 ot./min., vzdudn&ni 100 litrd/min., doba
kultivace 36 hodin.

O&kovaci tank o objemu 250 litrd, plnéni
150 litrdt inokulaéni ptidy byl otkovan 10 %
inokula z predotkovaciho tanku, teplota
kultivace 25 °C, michani 30 ot./min., vzdus-
néni 150 1t/min., doba kultivace 36 hodin.

Fermentatni tank objemu 250 litrii byl
plnén fermentadni piidou, 150 litrd. Inoku-
lace byla provedena 10 % vegetativniho ino-
kula, teplota p¥i fermentaci 25 °C, michani
320 ot./min., vzdusnéni 150 aZ% 190 litrli/min.,
doba fermentace 150 aZ 222 hodiny.

Bshem fermentace byly kontinudlné nebo
semikontinualng pfidavdny roztoky sacha-
rézy, dusikaté smési s doplilujicim mnoZ-
stvim prekurzoru a fosfatu, zv&t3ujici se ob-
jem fermentaéni piidy a riist mycelia byly
kompenzovany odbéry plidy a pfrisluSnym
feddnim. Takto Fizenou fermentaci bylo do-
saZeno na konci fermentace, tj. cca ve 222
hodin& aZ 40000 j./ml, pfi tom v jednotli-
vych odtazich fermentatni ptdy byla Gfin-
nost penicilinu od 14000 j./ml v prvnim aZ
po 34000 j./mli v poslednim odtahu. Odtahd
je bshem fermentace cca 10 po 10 litrech.
Tento kmen vzhledem k vynikajicim rlsto-
vym schopnostem umoZiiuje aplikaci vySe
uvedené ziedovaci technologie a tim dosa-
Zeni podstatného zvySen{ vyt&Zzkh jak v j./ml,
tak v mia na dany objem fermentalni piidy.

Kmen Penicillium chrysogenum, znaceny
UV XL1V/347-36 byl uloZen v Cs. sbirce mi-
kroorganismé (Czechoslovak Colection of
Microorganisms), Universita J. E. Purkyné,
Brno, T¥. obrdancti miru 10, pod C&islem CCM
F-713.

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM F-713, produkujici penicilin \Y%

a G. ;
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