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(54) Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum

CCM 8013

(57) Ugelem Feseni je ziskdn{ kmene produ-
kujiciho penicilin ve vy33ich koncentracich,
neZ jakych je dosahovano pfedchozimi kmeny.
Penicilin syntetizuje mutant Penicillium
chrysogenum, ziskany pa pusobeni vybranych
mutagend a po pasivnich selekcich, v médiu
obsahujicim vhodny zdroj uhliku, dusiku,
siry, fosforu a stopovych prvkd, ki#idu, pre-
kggzor postranniho retézce penicilinu a od-
penovadlo, pfi vysoké konverzi zdsoje uhli-
ku, za aerobnich podminek pii 25 “C. Tento
kmen vytvdii v pribéhu 168 hodinové kulti-
vace v laboratornich podminkdch 35 300 j
penicilinu V na 1 ml. .
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Vyndlez se tykd kmene mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM 8013 (interniho
oznadeni UV LXV A/24) produkujicfho penicilin V a G a selektdtd tohoto kmene.

Produkce penicilinu je v sougasnosti o tfi Fddy vy$3i, neZ tomu bylo pfed &étyficeti
lety, kdy vyroba penicilinu za&fnala. Zna&nou zdsluhu o toto zvySeni m& rozvoj Slechti-
telskych metod, jejichZz zdkladem je vyuZivdni um&le navozované variability biologického
materidlu.

Program zvy3ovédni produkce kmend se opird o namdtkovou selekci mutantd, indukovanych
umdle pomoci vhodnych chemickych &i fyzikdlnich mutagend, a o testovdni ziskanych mutage-
nizovanych kultur. Okruh pouZivanych mutageni se vybird podle jejich G&inkd tak, aby do-
chdzelo ke zvy3ovdni produkce a nedo3lo pFitom ke zhorSovdni Zivotaschopnosti mikroorga-
nismu.

Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM 8013, interniho oznaSeni UV LXV A/24,
byl ziskdn pisobenim mutagent a pasivni selekci z vychoziho kmere CCM F-760, interniho
oznadeni NMU 2/40. Postup 3lecht&ni zachycuje ndsledujici schéma, kde je zndzornéna ge-
nealogickd linie vedouci ke kmenu, na néjZ je uplatnovédn patentovy ndrok.
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Vysvétleni zkratek: UV ..... pdscbeni UV svétla
NMG .... pusobeni nitrosometylguanidinu
NMU .... pisobeni nitrosometylurey
PS ..... pasivni selekce

Aplikace mutageni:

Zdroje UV sviétla byla germicidni lampa Phillips TUV 40W s pfedfazenym stabilizdtorem
sitového nap&ti ST 250 o citlivosti 1 %. Suspenze spor ve vodd v Petriho misce, michand
pomoci'elektromagnetického michadla, byla ozafovdna UV svétlem. Vzddlenost misky od zdroje
z4dfeni byla 20 cm. Ve zvolenych intervalech bylo z&Feni pferudovdno, byly odebirdny vzorky
a po pfislusném nafed&ni vysévdny na Petriho misky se sporuladni pddou.

Pro mutagenizaci nitrosometylguanidinem byla pouzivdna koncentrace mutagenu 2 mg/ml
ve vysledné mutadni smési. Doba aplikace mutagenu se pohybovala mezi 15 aZ 45 minutami.
Sm&s byla michdna na elektromagnetickém michadle v Erlenmeyerovych bankdch chrédnénych pro-
ti pfistupu sviétla, pH muta&ni smési bylo stabilizovdno citrofosfdtovym pufrem o pH 6,0.

V gasovych intervalech byly odebirdny vzorky, fedény na neddinnou koncentraci mutagenu
a vysévény na Petriho misky se sporulaéni pldou.
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Nitrosometylurea byla aplikovdna v kone&né koncentraci 6 mg/ml. Mutagenizovansg sporo-
vd suspenze v citrofosfdtovém pufru o pH 6,0 byla michdna elektromagnetickym michadlem
v Erlenmeyerovych bankdch chrénénych pfed pristupem svétla, ve vhodnych &asovych interva-
lech byly odebirdny vzorky a po nafedéni vysévdny na Petriho misky se sporula&ni pldou.

Pro pasivni selekci byly spory resuspendovdny v destilované vod& nebo ve fyziologickém
roztoku, nafedény a vysévdny na Petriho misky se sporulaéni ptlidou.

Timto zplsobem aplikace mutagent a pasivni selekci byl ziskdn izoldt UV LXV A/24 a
jeho selektdty.

Izoléty byly hodnoceny podle ndsledujiciho schématu:

izolované kolonie na Petriho misce
S§ikmy agar
vegetativni inokulum

vlastni fermentace

Izoldty po mutagennich zdsazich &i po pasivni selekci byly produkéné hodnoceny ve dvou
pokusech, nejlep3i byly zlyofilizovdny nebo uloZeny do kapalného dusiku. Po vyotkovani kon-
zerv byly izoldty op&tovng hodnoceny ve tfech pokusech. Konzervace slouzi k dlouhodobému
uchovdvani kment a umoznuje zachovdni ziskanych vlastnosti.

Stanoveni penicilinu bylo provddéno automatizovanym systémem zaloZenym na pouZiti
hydroxamdtové kolorimetrické metody.

Timto hodnoticim systémem byl ziskdn kmen, na ktery je uplatnovén patentovy nirok,
a jeho selektdty.

Kolonie kmene pifi monosporickém rozsevu dortstaji v pribéhu 9 dni velikosti cca 11 mm
v priméru, stfed kolonie je tvofen miskovitou prohlubni, mezi vrcholem valu a okrajem jsou
kolenie zvrédsnéné. Barva spor je béZovd. Kultura dobfe a rychle sporuluje na rdznych ty-
pech sporulatnich pid i na pfirodnich substrdtech, jako jsou kroupy, ryie, proso apod.
Pocet spor v 1 ml suspenze vzniklé smytim spor z Endovy zkumavky 10 ml vody se pohybuje
kolem 107 a podet spor v 1 ml suspenze vzniklé smytim spor ze 30 g krup 50 ml vody je
5.107.

Vegetativni inokulum lze pfipravit na pGddch obsahujicich jako zdroj uhliku sacha-
rozu nebo glukozu. Vhodnym zdrojem dusiku pro pfipravu inokula je kukufi&ny extrakt. Opti-
malni stdfi vegetativniho inokula je 36 aZ 48 hodin, optimdlni teplota je 25 o¢.

Nejvy8Sich produkci je s timto kmenem dosahovdno ve fermentadni ptdé obsahujici lakto-
zu &i sacharpzu jako zdroj uhlfku. Nejvhodné&jSim zdrojem dusiku je bavlnikovd mouka v kom-
binaci s anorganickym zdrojem dusiku. Ddle musi plida pro fermentaci obsahovat zdroj siry,
fosforu a hofgiku, uhliZitan vdpenaty, prekurzor postranniho fetézce penicilinu a odpéno-
vadlo., Teplota optimdlni pro biosyntézu penicilinu je 25 Oc.

Pi#iklad

Vegetativni inokulum bylo pfipravenc submerzni kultivaci kmene v 500 ml varnych ban-
kdch se 40 ml inokula&ni pidy, obsshujici sachargzu jako zdroj uhliku, kukufiény vyluh ja-
ko zdro) dusiku, siran amonny a dal3f anorganické soli. P&da pro pfipravu vegetativniho
inokula byla zaotkovdna klickou spor ze Sikmého sporula&niho agaru nebo 2,5 ml sporové

suspenze, vzniklé smytim 30 g krup pcs =’ 50 ml destilované vody, a inkubovéna na rotad-
nim tfepacim stroji 48 hodin.
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Takto pfipravenym vegetativnim inokulem byly v pom&ru 1:10 otkovdny fermenta&ni ban-
ky o objemu 500 ml obséhujici 40 ml fermentacni pady. Jako zdroj uhliku ve fermentagni
ptidé slouzila laktoza v kombinaci se sacharézou, jako zdroj dusiku bavlinikovsd mouka v kom-
binaci s dusi&nanem amonnym. Ddle pida obsaheovala zdroj hoféiku, siry, fosforu, prekurzor
postranniho Fetézce, uhliéitan vdpenaty a odpénovadlo.

Pfiprava vegetativniho inockula i vlastni fermentace probihaly na rota&nich tfepacich
strojich (230 obritek za minutu, vystfednost 25 mm) pfi 25 °c.

Doba fermentace byla 8 dnG, vzorky pro stanoveni penicilinu byly odebirdny v 6., 7.
a 8. dny fermentace. Maxima produkce bylo dosahovdno v 7. dnu fermentace.

Produkéni srovnidni vychoziho kmene s kmenem, na ktery je uplatnovén patentovy ndrok,
je uvedeno v ndsledujici tabulce.

interni aznadeni kmene penicilin V (j/ml)
NMU 2/40 32 300
UV LXV A/24 35 300

REODMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM 8013, vyznadujici se tlm, Ze produ-
kuje penicilin V a G a selektdty tohato kmene.
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