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Utelem fFeSeni je ziskat kmen produku-
jici penicilin ve vy$3ich koncentracich, neZ
je dosahovdno predchozimi kmeny, ktery
je 0dolndj§i na mechanické naméhédni ve
srovndni s pfedchozimi kmeny. Penicilin
syntetizuje mutant kmene Penicillium chry-
sogenum, ziskany po plsobeni vhodnych
mutagentt a pasivni selekci v médiu obsa-
hujicim vhodny zdroj uhliku, dusiku, siry,
fosforu, prekurzoru, protip&nidla, stopo-
vych prvkt a kiidu pFi vysoké konverzi
zdroje uhliku za aerobnich podminek p#i
25°C. V prib&hu 168 hodin kultivace kmen
vytvéaii za laboratornich podminek 33400 j/
/mi penicilinu V nebo 30900 j/ml penicili-
nu G, v méFitku laboratornich fermentaé-
nich tanki vytvafi 35 980 j/ml penicilinu V.
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Vynédlez se tykd kmene mikroorganismu

Penicillium chrysogenum CCM F-8012 a je-
ho selektatd {interni oznaceni UV LXIIl/70)
produkujiciho penicilin G a V.

Produkce penicilinu je dnes o tfi Fady
vy38i, neZ byla pred 40 lety, kdy zalinala
jeho vyroba. Zasluhu o toto zvySeni méa mi-
mo rozvoj §lechtitelskych meted, jejichZ z4-
kladem je vyuZivdni uméle navozované va-
riability biologického materialu.

Program zvySovdni produkce kmenii se
opird o namétkovou selekci umeéle induko-
vanych mutantd pomoci vhodnych mutage-
ntt chemickych ¢&i fyzikdlnich a testovani
mutagenizovanych "kultur. Okruh pouZitel-
nych mutagenid se fidi jejich G&inky, nebot
je tfeba eliminovat hromadé&ni neZddoucich
odchylnych vlastnosti, které se mohou pro-
gresivné kumulovat, méZe to byt zhorso-
véni rlistovych vlastnosti, sporulace, ztrata
odolnosti na mechanické namdhdni atd.

Kmen Penicillium chrysogenum CCM F-
8012, interniho oznafen{ UV LXIII/70 byl
ziskdn plsobenim mutagenti a pasivoi se-
lekci z vychoziho kmene CCM F-760, inter-
niho ozna&eni NMU 2/40. Postup Slecht&ni
vyplyvad z nésledujiciho schématu, ve kte-
rém je znézorn&na genealogicka linie ve-
douci k novému kmenu.

Penicillium chrysogenum

NMU 2/40
' PS
NMU 2/40-4
¥ ov
UV L/114
Y NMG
NMG 1/65
Y NMU
NMU XXIV/29
v uv
v
UV LIX B/40
v uv

UV LXIII/70
¢ PS

UV LXIII/70-selektaty
Vysvétleni zkratek:

UV — plisobeni UV-svétla

NMG — piisobeni nitrosometylguanidinu
NMU — plsobeni nitrosometylurey

PS — pasivni selekce

Zdrojem UV-svétla byla germicidni lam-
pa Philips TVV 40 W s prediazenym stabi-
lizdtorem sitového nap#ti ST 250 o vykonu
250 V a citlivosti 1%. Suspenze spor ve
vod& byla ozafovdna v Petriho misce. Bg-
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hem ozafovéni byla suspenze michidna na
elektromagnetickém michadle. Vzdalenost
misky od zdroje ozéfeni byla 20 cm, zéfe-
ni bylo ve vhodnych &asovych intervalech
pferuSovano cdebirdnim vzorkfi, které byly
déle fedény a vysévdny na Petriho misky
se sporulaéni ptadou.

Pro mutagenizaci nitrosometylguanidinem
byla pouZivdna koncentrace mutagenu 2 mgz
/ml v konetné mutadni smési. Doba aplikace
byla od 15 do 40 minut p¥i michéani v uza-
vienych Erlenmayerovych baiikdch, pH mu-
tatni smési bylo pufrovéno citrofosfatovym
pufrem o pH 6,0. V ¢asovych intervalech
byly odebirdny vzorky a Fedény aZ na ne-
afinnou koncentraci NMG a vysévany na
Petriho misky se sporulaéni piidou.

Nitrosometylurea byla aplikovdna v ko-
netné koncentraci 6 mg/ml. Sporovad sus-
penze v citrofosfatovém pufru pH 6,0 byla
michdna v uzavienych Erlenmayerovych
batikdch, po priddni mutagenu byly odebi-
rdny vzorky ve vhodn§ch ¢asovych interva-
lech, Tcd&ny a vysévdny na Petriho misky
se sporulaéni plidou.

Spory pro pasivni selekci byly suspendo-
vany v destilované vod& nebo fyziologic-
kém roztoku, tfedény a vysévany na Petri-
ho misky se sporulaéni plidou.

Timto zpiisobem aplikace mutagenfi a pa-
sivni selekci byl ziskdn izoldt UV LXIIL'70
a jeho selektéaty.

Izolaty byly hodnoceny dle nédsledujiciho
schématu:

izolované kolonie na Petriho misce
!

Sikmy agar
¥

vegetativni inokulum
4

vlasini fermentace

Izolaty byly produkéné& hodnoceny ve 2
pokusech, nejlepdi byly zlyofilizovdny ne-
bo uloZeny do kapalného dusiku, po vyoc-
kovani byly izolaty opé&tn& hodnoceny ve
tfech pokusech. Konzervy slouZi k dlouho-
dobému uchovdvani kmend a umoZiiuji za-
chovani ziskanych vlastnosti.

Stanoveni ud¢innosti penicilinu bylo pro-
vadéno automatizovanym systémem pii po-
uZiti hydroxamatové kolorimetrické metody.

Timto hodnoticim systémem byl ziskan
kmen a jeho selektdty, na ktery je uplatiio-
van patentovy nérok.

Kolonie kmene pfi monosporickém rozse-
vu v pribé&hu 9 dnl dorustaji do velikosti
cca 12 mm, stfed kolonie je miskovity, od
valu k okraji jsou kolonie zvrasn#né, bar-
va spor je béZova. Kultura dobfe a rychle
sporuluje na raznych typech sporulaénich
pid a na rdznych piirodnich substrdatech
jako je ryZe, kroupy, proso atd. Podet spor
v 1 ml suspenze vzniklé smytim spor z Endo-
vy zkumavky 10 ml vody se pchybuje ko-
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lem 3.107 a podet spor v 1 ml suspenze
vzniklé smytim spor ze 30 g krup 50 ml vo-
dy je 9. 107 spor v ml.

Vo etativnl inokulum lze plipravovat na
pldach onsahujicich jako zdroj uhliku glu-
kozu neho sacharézu prFi dosaZeni shod-
nych rlistovych hodnot. Vhodnym zdrojem
dusiku pro pripravua inckula je kukufiény
extrakt, Optimalni staii vegetativniho ino-
kula je 36 aZ 48 hodin, optimAalni teplota 25
stuplift Celsia.

Maximélnich produkel je s timtoe kmenem
dosahovano ve fermentadni pidé ohsahujici
jako zdroj uhliku laktozu &i sachardzu, nej-
vhodnéjSim zdrojem dusiku jc Pharmame-
dia v kombinaci s anorganickym zdrojem
dusiku. Déle fermentaéni plida musi obsa-
hovat zdroj siry, fosforu, hoi¢ik, uhliditan
vapenaty, prekurzor postranniho fFetézce pe-
nicilinu a protipgnidlo. Optimdini teplota
pra biosyntézu penicilinu je 25 °C.

Vybér kmendi byl provadén i s ohledem
na odolnost na mechanické naméahani.

Priklad 1

Vegetativni inokulum bylo pfipravovano
submerzni kultivaci v 500 ml varnych bai-
kdch se 40 ml inokulatni pady (zdroj uhli-
ku sacharoza, dusiku kukufiény vyluh, si-
ran amonny a anorganické soli). Piida pro

Tabulka
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pfipravu vegetativniho inokula byla zao&ko-
véna kli¢kou spor za Sikmého agaru se spo-
rula¢ni ptidou nebo 2,5 ml sporové suspen-
ze vzniklé smytim krup (30 g) 50ml desti-
lované vody a inkubovédna na rotaénim tie-
pacim stroji 48 hodin.

Takto plripravenym vegetativhim inoku-
lem byly ofkovdny 10% fermentadni baiiky
obsahu 500 m] se 40 ml fermentacni pldy.
Zdrojem uhliku ve fermentafni plidé byla
laktéza v kombinaci se sachardzou, zdro-
jem dusiku Pharmamedia v kombinaci s du-
sitnanem amonnym, dale plida obsahovala
zdroj hofc€iku, siry, fosforu, prekurzor po-
stranniho Fet&zce, uhli¢itan vapenaty a pro-
tipénidlo. Pii biosyntéze penicilinu G byl
prekurzor piiddvan v pribéhu fermentace.

Priprava vegetativaiho inokula i vlastni
fermentace probihaly na rotacénich t¥epa-
cich strojich (230 obr./min., vystfednik 25
mililitrl) p¥i 25 °C.

Dobha fermentace byla 8 dnfi, vzorky na
stanoveni téinnosti penicilinu byly odebi-
rédny v 6., 7. a 8. dni fermentace. Maxima
produkce bylo dosaZeno v 7. dni fermenta-
ce.

Produkéni srovnani vychoziho kmene s
kmenem, na ktery je uplatiiovdn patentovy
narok, je uvedeno v nésledujici tabulce.

kmen , penicilin V penicilin G
(interni oznadeni) j/ml j/ml
NMU 2/40 32 300 28 600
UVLXIII/70 33 400 30 900

Priklad 2

Fermentadni postup byl shodny s postu-
pem uvedenym v pfikladu 1 s tim rozdilem,
Ze do Casti fermentadnich banék byl piidan
bud keramicky vdletek délky 6 mm, Sifky
4 mmn), nebo sklendnd kulitka o priméru
4 mm. Keramické valecky byly 4. den fer-

Tabulka

mentace sterilné z banék odstranény. Vzor-
ky pro stanoveni penicilinu byly odebirény
pot¢inaje 3. dnem ve 24hodinovych interva-
lech do 8. dne fermentace. Pfiddvand télis-
ka slouZila k detekci odolnosti mycelia na
mechanické naméhéni, jejich vliv na pro-
dukci penicilinu vyjddieny v j/ml vyplyvéa
z nésledujici tabulky.

podminky ve fermentaéni barice

dny standardni 1. ker, valedek - 1 sklenénd kulicka
4. den odstranén
kmen
NMU 2/40 UV LXIIl/ NMU 2/40 UV LXII1/ NMU 2/40 UV LXIII/
/70 /70 /70
3. 5 500 1400 3 800 4000 4 800 5 300
4. 11 300 15 600 2 200 3500 4 800 8900
5. 20500 23700 1800 3200 4500 12 300
6. 28 000 33 400 1 800 12 300 8 800 19 300
7. 29 500 33 400 2 200 17 800 10 200 23 000
8. 32 200 30 600 2600 25 300 13100 26 600
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Kmen, na ktery je uplatilovan patentovy
narok, podléhd negativoimu vliva mechanic-
kého naméhani minimdlné a navic mé znac-
né regeneraléni schopnosti, jak vyplyva z vy-
sledk@t uvedenych v. pFedchozi tabulce.

Priklad 3

Fermentace penicilinu V byla uskutetné-
né v ¢tvrtprovoznim mé&fitku v objemu 20lit-
rovych laboratornich fermentaZnich tanki
(v dalSim LFT).

Inokulum s kmenem UV LXIII/70 bylo pfi-
praveno z provozni je€menné sporové kon-
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zervy téZ v LFT na standardni inokulaéni pi-
d& za 32 hodin kultivace.

Fermentace penicilinu V na padé s obsa-
hem 4% séjové mouky, 1% CSL o sugind 60-
procentni, déale prekurzoru, vdpence a dal-
Sich soli probihala za obvyklych kultivagnich
a technologickych podminek za semikonti-
nuédlniho pridavani dalsich Zivin (sachardéza,
siran amonny, s6jovy olej, fenoxyoctova ky-
selina) po dobu 211 hodin. Byla dosaZena
produkce penicilinu V stanovena jodomet-
ricky 35 980 mj/ml, coZ bylo 118,7 % oproti
kontrolni fermentaci s kmenem NMU 2/40.

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM F- 8012, produkujici penicilin

VagG.

Severogratia, n. p. z4vod 7, Most

Cena 2,40 K&y
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