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.Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum
CCM F-720
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Vynédlez se tyka nového kmene Penicillium
chrysogenum CCM F-720, ktery za bé&Znych
kultivagnich podmingk produkuje penicilin
G a V v podstatné& vys3ich vyidZcich.
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Vynédlez se tykd kmene mikroorganismu
Penicillium chrysogenum CCM F-720 produ-
kujiciho penicilin G a V.

Tento kmen byl ziskdn z kmene Penicil-
lium chrysogenum evidentnfho &isla 65/41
ptisobenim mutagenfi a opakovanymi pasiv-
nimi selekcemi.

PouZité mutageny: UV-sv¥tlo a nitrome-
tylurea (NMU ).

Aplikace UV-svétla: Zdrojem sv8tla byla
germicidni lampa 40 W s predlazenym sta-
bilizdtorem sitového nap#&ti v 5 ml destilo-
vané vody byly ozafovdny v Petriho misce
o priméru 45 ml. B8hem ozafovani byla sus-
pense michédna na elektromagnetickém mi-
chadle. Vzdalenost misky od zdroje zéfeni
byla 20 cm, b&hem ozafovani byly ve vhod-
nych €asovych intervalech odebirany vzor-
ky po 0,5 ml, které byly dale zFed&ny a vy-
sévany na Petmho misky se sporulaéni pl-

dou sloZeni rieldsd, glycerifl, kvasnini ex-
trakt a soli, jak je popséno - u postupu pro

pasivni sel'ekm

Aplikace NMU: NMU (K. &-K. ;La\bf(')\r-at{d% B
ries, Inc.) byl aplikovdn v koncentraci- 5 - -
ug/ml. Mutagen byl za stdlého michdni roz- .

pustén v citratofosfdtovém - pufru pH 6,0,
pak byly pfidany spory suspendované v
témZe pufru. MutaCni smés byla michéna
na elektromagnetickém michadle pi¥i 25 °C.
Ve vhodnych ¢asovych intervalech byly ode-
birdny vzorky po 1 ml a fed&ny do vyfFeds&ni
MNU na neunéinnou koncentraci. Odebirané
vizorky byly vysévany na Petriho misky, jak
je popsdno u postupu pro pasivni selekci.

Pasivni selekce: Spory pro pasivni selek-
ci byly suspendovany v destilované vodé ne-
bo fyziologickém roztoku, redény fedici ra-
dou a fak'torem 10 a otkovany na Petriho
misky se shodnou sporulani pidou. Z jed-

notlivych redéni bylo paralelng& ofkovdno

nékolik misek. Po 6 — 9denni inkubaci pfi
teplot& 25°C byla u izol&tli ukonfena spo-
rulace a bylo moZné je preotkovat na $ik-
mé agary se shodnou sporula®ni plidou. In-
kubace tohoto materidlu probihala rovnéZ
pii teplotd 25°C po dobu 6 aZ 8 dnil.

Vhednym stfidanim mutagenii a pasivni
selekci byl ziskan izoldat 43/28—80 D.

Izoldty byly hodnoceny podle nésledujici-
ho schématu:

izolovanéa kolonie na Petriho misce
Sikmy agar

vegetativni inokulum

}

vlastni fermentace

Ziskané vysokoprodukéni izolaty jsou u-
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chovavany ve formé& lyofilizovanych kon-
Zerv.

Stanoveni G¢innosti penicilinu bylo prova-
dé&no hydroxamdtovou metodou.

Timto hodnoticim systémem byl ziskédn
kmen, ktery je pfedmé&tem ochrany.

Kmen tvo¥i pf monosporickém rozsevu
na sporulaéni pldé typu glycerin-melasa
bEhem 6 dnil kolonie velikosti 7 — 10 mm
pfi teploté kultivace 25°C. Kultura inten-
zivné sporuluje na rfiznych typech sporu-
latnich pd i na prirodnich substrdatech, ja-
ko je proso, je€men, kukufice, ryZe apod.,
sporulace je ukon&ena bghem 7 dnél Kulti-
vace. Barva vysporulované kultury je syté
zelend. Kolonie na pevnych pliddch jsou
zbrazdéné paprsCitymi- ryhami, které jsou
patrné i na spodni strand kolonie. Stied ko-
lonie je prolakly, okraj kolonie je bile le-
movadn v Sifce cca 2 mm. Konidiofor je
dlouhy cca 300 ym a md hladké stény. Sts-
ticky jsou. asymetrické, na vétvich vyruastaji
svazky metul. Konidionosny krfek je zuZen.
Konidie jsou. ovalné, wvelikosti cca 2,5 aZ
3 wm.”Kmen 1a ‘agaravych plddch je sta-
bilnf, nékolik tydnfi, na p¥irodnich substra-

" tech nékolik mésici.

Dalsi charakteristiky kmene: Mycelium
kmene je stfedné citlivé k intenzivnlmu na-
mdhédni v prdbéhu fermentace Zelezo pri

. koncentraci 50 y/ml inhibuje b1osyn|tézu ze

30 aZ 40 %, biosyntéza pemClhnu je inhi-
bovadna vlastnim produktem aZ pfi koncen-
tracich pen1c111nu vy§§ich neZ 30000 j./ml,
kmen utilizuje rfzné zdroje uhliku, pted-
nostng laktdzu, sacharézu, glukézu a razné
oleje, vhodnym zdrojem -dusiku vedle orga-
nickych zdroji jsou i anorganické:sloudeni-
ny dusiku, pfednostn&:pak siran amonny.
\Y% pfrubehu fermentace vznikd kolem 3 %
vedlej§ich” penicilint. 7. .

Pifiklad 1

Vegetativni inokuluim ‘bylo pFipravovano
submersng v 500 ml:varnych batikdch se
60 ml inokula&ni phdy, ‘kterd obsahuje za-
kladni Ziviny, tj. zdroj uhliku sachardzu,
dusiku, kukufiény extrakt a siran amonny
a soli. Pida pro pripravu vegetativniho ino-
kula byla zaofkovéana klickou spor ze 3ik-
mého agaru a inkubovdna na rotfatnim tfe-
pacim stroji kolem 40 hodin.

Takto pfFipravenym vegetativhim inoku-
lem byly ofkovany fermentatni baiiky ob-
sahu 500 ml, objem fermentani pldy 40 ml.
Zdrojem uhliku byla laktdza, sacharfza a
séjovy olej, zdrojem dusiku s6jovd mouka
a amonnd sil, plida d&le obsahovala pre-
kursor postranniho Fet&zce penicilinu, soli,
uhli¢itan vadpenaty a zdroj siry.

Priprava vegetativntho inokula i vlastni
fermentace probihaly na rotacnich trepa-
cich strojich pFi 230 ot./min, vystfednost
25 mm, p¥i teploté 25 °C.

Fermentace probihaly 11 dnf, vzorky pro
stanoveni Gfinnosti byly odebirdny v 8., 9.,
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10. a 11. dni fermentace. Maximalni produk- Kmen Penicillium chrysogenum, znadeny
ce bylo zpravidla dosaZeno v 10. dni fer- 43/28—80 D, byl uloZen v Cs. sbirce mikro-
mentace. Za uvedenych podminek fermen- organism@ [Czechoslovak Collection of Mi-
tace bylo v laboratornim méfitku dosahova- croorganisms), Univerzita J]. E. Purkyn8,
no 16 500 j./ml. Brno, TF. Obrdncli miru 10, pod &is. CCM
F-720.

PREDMET VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM F-720, produkujfci penicilin
V agG.
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