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USelem YeSeni je ziskdni kmene pro-
dukujiciho penicilin ve vyS88ich koncent-
racich ne% je dosahovéno predchozimi
kmeny. Penicilin syntetizuje mutanta kme-
ne Penicillium chrysogenum ziskend po pl-
sobeni vhodnych mutagenﬁ a pasivni selek-
c¢i v médiu obsahujicim vhodny zdroj uh-
1ixu, dusikxu, siry, fosforu, prekurzoru,
k#idy, protipénidla a stopovych prvki
pPi vysoké konverzi zdroje uhliku za ae-
robnich podminek p¥i 25 “C. V pribdhu
168 hgdin kultivace kmen, na ktery je
uplatnovéne patentovd ochrana, vytvari
za laboratornich podminek 31 000 j./ml
penicilinu V nebo 25 800 j/ml penicilinu
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Vyndlez se tykd kmene mikroorganismu Penicillium chrysoge-
num CCM F-786 (internf oznadenf UV LV/20-I/12) produkujfcftho pe-
nicilin V a G,

Dnesni primyslovd technologie vyroby penicilinu patif mezi
nejlépe zvlddnuté technologie fermentadnfho primyslu. O tom svéd-
&{ enormnf{ vzestup produkce z méné neZ 10 j/ml v roce 1940 na
1 000 j/ml v roce 1950 a na 30 000 a vice j/ml v souldasnd dobé.
Na vzestupu vyt&Znosti penicilinu se podflejf t¥i &initelé, je
to Slechténf kmenld, pozndnf jejich fyziologie a inZinyring pro-
cesU.

Sleghtén{ kmend mé dnes ji¥ 40letou tradici. Od po3dtednf
empirie je genetickd prdce v goudfiené dob& pPevddéna na védeckou
bdzi, je nahraZovdna raciondlnf selekénf technikou, Blavnim uka-
zatelem efektu Slechténi je vzestup celkového mnoZstvi penicili-
nu na jednotku objemu fermentoru za jednotku Casue. Kmen je t¥eba
posuzovat i z dalsfch hledisek, nap¥. podle schopnosti sporulace,
morfologie, podle schopnosti ristu pFi vyss{L denzité, podléhdn{
shearu, filtrovatelnosti plidy po fermentaci, podle schopnogti konverw
ze zdroje uhlfku, podle schopnosti vyuZivat anorganické zdroje
dusfku mfsto organickych, podle resistence vici vlastnimu produk-
tu, tje penicilinu, podle inkorporace postrannfho Fetézce do mo-
lekuly penicilinu, podle odolnosti na toxické pisobeni prekurzo-
ri, podle vhodnych technologickych vlastnostf{, ¢im¥% je mySlena
nap¥. tvorba pény, ulpfvdnf na sténdch tankd atd. Viechny tyto
faktory mohou byt predm&tem P fzené selekce.,

Kmen Penicillium chrysogenum CCM F-786, internfho oznadenft
UV 1LV/20-I/12, byl ziskdén pisobenfm mutageénl a pasivnfl selekcf z
vychoziho kméne CCM F-760, interntho oznadenf NMU 2/40, Posgtup
8lechténi vyplyvd z rndsledujicfho schématu, ve ktePéh je uvedena
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genealogickd linie vedoucf ke kmeni, na n¥j% je uplatnovén pa-
tentovy nédrok.

Penicillium chrysogenum NMU 2/40

uv
v

UV LII/55

NMG

P4
a2

NMG ITI/116

uv
\’

UV 1Lv/20

PS
UV, LV/20-I/12

Vysvétlenf zkratek: UV - plgobenf{ UV-gvétla
NMG - plsobenf nitrosometylguanidinu
PS - pasivni selekce

Aplikace mutagenis: zdrojeHyEVétla byla germuicidnf lamps
Philips TVV 40 W g p¥edPazenym stabilizdtorem sffového napdtf ST
250 o vykonu'250 V a citlivosti 1%. Suspense spor ve vodd, 5 ml,
" byla ozafovdnd v Petriho misce o priméru 45 mm, B&hem ozafovdni
suspense byla michdna na elsktromagnetick®im mfchadle. Vzddlenost
misky od zdroje ozd¥enf byla 20 cm, zd¥Penf bylo ve vhodnych Ja-
sovych intervalech pYeruSovdnd odebirdnim 0,5 ml vzorku, které
byly déle Feddny, a vysévény na Petriho miskj se sporuladnf pi-
dou.

- Pro mutagenizaci nitrosometylguanidinem byla pouZfvédna kon-
centrace 2 mg/ml v konedné mutadnf sm&si. Doba aplikace bylg od
15 do 40 fiinut pFi michédnf v uzavienych Erlenmayerovych bankdch ,
pH mutédénf sm&si bylro pufrovédno citrofosfdtovym pufrem o pH 6,0,
V 8asovych intervalech byly odebirdny vzorky a Feddny aZ na neid-
ginnou koncentraci NMG a vysévdny na Petriho misky se sporuladnf
pudou. ‘
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'Spory pro pasivnfl selekci byly suspendovdny v destilova-
né vodd nebo fyziologickém roztoku, Peddny radou s faktorem
10, Z jednotlivych Feddnf bylo paralelné olkovdno nékolik mi-
sek se sporulacdni pildou.

V§Se wyvedenym zplsobem aplikace mutagenl a pasivnf selek=-
cf byl zfskdn izoldt UV LV/20-1/12.

Izoldty byly hodnoceny dle ndsledujicfho schématu:
izolovand kolonie ng Petriho misce
Sikmy agar
vegetativnf inokulum
vlashfbfermentace

Izoldty byly hodnoceny ve 2 pokusech pFred konzervacf a ve 3 po-
kusech po konzervaci. Konzérvy slouzZf k dlouhodobému uchovivd-

ni sporoyéhb materidlu a umo¥nujf zachovdnf vhodnych rdstovych

a produkénich vlastnosti.

Stanoven{ Géinnosti penicilinu bylo provadéno automati zo=-
vanym systémem p¥i pouZiti hydroxamédtové kolorimetrické meto-

dys

Timto hodnoticim'systémem byl ziskdn kmen, na ktery je
uplatnovén patentovy ndrok.

Kmen tvo¥{ p¥i monosporickém rozsevu na sporulaénf pidé
typu glycerin-melasa kolonie velikosti cca 12 mm béhem 9 dnid
kultivace pFi 25°C, stPed kolonie je propadly, od valu k okra-
ji je kolonie Z¥rdsnénd, barva spor je béZovd., Kultura dobie
a rychle sporuluje na riznych typech sporulaénich pid i na pFf-
rodnich substrdtech (proso, kroupy atd.). Podet spor v 1 ml
suspense vzniklé smytim Endovy zkumavky 1O ml vody se pohybuje
kolem 2.107/m1 a podet spor v 1 m)l suspense vzniklé smytim
gpor 30 g krup 50 ml vody je 8.107 spor/ml,

Pro p¥ipravu vegetativnfho inokula lze pouZft pidy obsa=
hujfcf jako zdroj uhlfku glukozu-nebo sacharozu p¥i dosaZent
shodnych rdstovych i produkdnich hodnot. Vhodnym zdrojem dusf_

ku pro pripravu inokula je kukuyiény extrakt. Optimdlnf std#f
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vegetativntho inokula vzhledem k dosaZenf maximdlnfch produkct
je 48 hodin p¥i inkubacdni teploté 25°C, fermentadnf pida je ino-
kulovéna 10% vegetativniho inokula, Kmen mé znadné ndroky na
dostatedné zdsobenf kyslfkem i p¥i pFLpravé vegetgtivnfho ino-
kula,.

Maximdlnich produkcf je s timto kmenem dosaZeno ve fermen-
ta¥nf pidé typu laktoza &i sachardza - Pharmemedia, Pro uvedeny
kmen je klfcové dile¥itd forma zdroje sfry a anorganického dusf-
ku, nemaly efekt pak md i obohacenf plidy ionty hoPréfku, ktery
pF{znivé ovlivnuje permeabilitu bunddné membrény. Mfsto Pharma-
medie lze pouzlt i sojovou i aradidovou mouku bez vyznamného
poklesu produktivity. Utilizace zdroje uhliku, resp.‘laktﬁzy Je
nejekonomidt&js( p¥i koncentraci 4 - 8%, pro dosaZeni maximdlnfch
produkci ae optimum 13%, z 1 mg laktozy vznikd v laboratornim
m&FLtku 250 J./ml penicilinu.

 Citlivost kmene na mechanické naméhénf je na drovni dobrych
kmend, kmen md znadné ndroky na pFenos kyslfku a je citlivy na
pokles rozpusténého kyslfku nebo na zastavenf michdni., Biosynté=-
za penicilinu u tohoto kmene nenf zastavena v pF{tomnosti 50 000
j/ml modelové pFidaného penicilinu, v prdbéhu standardnf fermen=-
tace je rozloZeno maximdlné 25% penicilinu a vznikd kolem 2%
p~hydroxypenicilinu.

Prfklad 1

Vegetativnf inokulum bylo pFipravovdno submersni kultiva-
cf v 500 ml varnych bankéch se 40 ml inokulgéni pidy (zdroj uh-
1tku sacharoza, dusfku kuku®idny vyluh, sfran amonny & anorga-
nické sole). Plida pro p¥ipravu vegetativntho inokula byla zaod&ko-
védna kli&kou spor ze Sikmého agaru nebo 2,5 ml sporové suspense
vzniklé smytim krup (30 g) 50 ml vody a byla inkubovéna na roted-
nim t¥epacim stroji 48 hodin.

Takto pripravenym vegetativnim inokulem byly odkovdny 10%
fermentadnf banky obsahu 500 ml, objem fermentadnf pidy 40 ml.
Zdrojem uhlfku byla sacharoza a laktéza, zdrojem dusf{ku Pharmg-
media nebo sojovd i araSidovd mouka, amonnd sil, pida ddle ob-
sahovala prekurzor postrannftho Petézce, sole, uhliditan vépena-
ty k pufrovdn{ pldy a zdroj siry. '
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P¥{prava vegetativnfho inokula i vlastnf fementace pro-
bthaly na rotadnfch t¥epacfch strojfch p¥i 230 ot./min., v§-
stfednfk stroje 25 mm, p¥i teplots 25°¢.

Fermentace za uvedengch podmfnek trvala 8 dnd, vzorky pro
stanovén: Udinnosti byly odebirdny v 6., 7. a 8.,dni fermentace.
Maxima produkce bylo dosahovéno v 7.dni fermentace.

Produkénf srovndnf vychozfho kmene s kmenem, na kteny Jje
uplatnovén patentovy ndrok:

kmen penicilin V penicilin G
(internf oznadenf) j/ml a/ml
U 2/40 25 000 23 000
LV/20-I/12 31 000 25 800

PREDMET VYINALEZU

Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM«F-786 produkue
jilct penicilin V a G,
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