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(54) Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM F-64T7

Vyndlez se tykéd kmene mikroorgenismu Penicillium chrysogenum UV XXVII/T4 produku-
jicfho ve zvyiSené mi¥e penicilin V,G a 6-aminopenicilinovou kyselinu (6-APK). Pred-
nost{ kmene je, %e nemé specifické poZadavky ne zdro] uhliku.

Tento kmen byl ziskén z kmene Penicillium chrysogenum evidendnfho &isla 2/170
yadou opakovanych mutagennich zdsahll = nitrosomethylurea, N-methyl-N-nitrosoquenidin,
U-svétlo, parafluorophenylelenin - & néslednych pravidelné za¥azovanych pasivnich se-

lekcie

Izolédty po mutagennich zdsazich & z pasivnich selekci byly hodnoceny podle né~

sledujiciho schématus

izolovand kolonie ne Petriho misce

Silmy ager
vegetativni inokulum

vlgstni fermentace

Vegetativanl inukulum bylo p¥ipravovéno submersné v 500 ml varnfch bankdch se 60 ml
inokuladni ptdy, kterd obsahovela zékladni #iviny, tj. zdroj uhliku (sachardza), dusi-
¥u (kuku?i&ny extrekt v kombinaci s enorganickym zdrojem dusiku) & sole. Vegetativai
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banky byly zeofkovény kli¥kou spor ze Sikmého agaru a inkubovdny ne rotadnim t¥epacim
stroji 48 hodin,

Takto p¥ipravenym vegetativnim inokulem byly oékbvény fermentasn{ banky o obsahu
500 ml, objem pidy 40 ml, Zdrojem uhliku byla sechardza pFiddvani ve formé dra¥e, zdro-
Jem dusiku byla sojovd mouka, plda déle obsshuje prekursor, k¥idu a zdroj siry.

PPiprave vegetativniho inokula i vlastnf fermentece probih& na rotadnich t¥epacich
strojich p#i 230 obrdtkéch/min., vistPednost 25 mm, p¥i teplotd 25 °c,

Izoldty jJsou nékolikrdte hodnoceny p¥ed & po lyofilizaci, kterd sloufi dlouhodo-
bému uchovédvéni kultur,

Tekovymto hodnoticim systémem byl ziskén lmen, na kter} je uplatnovén patentovy

néroke

Produkéni srovnédni kmene UV XXVII/T74 & kontrolnim kmenem COM F-558 (UV XII/46).
Fermentadni postﬁp pro biosyntézu peniocilinu V,

Kontrolni kmen UV XII/46 & kmen UV XXVII/T4 byly fermentovédny v 500 ml varnych
benkéoh se 40 ml fermentadni pidy znadené CNS ne rotadnim tdepacim stroji s 230 obr./
min., vysti¥enosti 25 mm, cof odpovidd p¥enosu 0,81 ml kysliku/ml/hod, Zaolkovéni je
provedeno 10% obj. vegetativnfho inokula. Slo¥enf ferment. pidy CNS (v % hmot.):

sojové mouke 6,0
sachardza 0,75
sacherdza v ddvkéch 13,75
fenoxyoctovd kys. 0,67
uhliditan vépenaty 0,9
thiosiran sodny 0,8

20% roztok hydroxydu

sodného 0,2 % obje-

‘V8echny ingrediencie se rozpusti ve veffcf vod¥ a po dvou hodindch stdnf{ je zkon~
trolovdno pH, eventudlnd je upraveno na 8,0. Po sterilizaci byvé 7,5 a% 7,T. Doba ste~
rilizece je 20 minut p#i 120 °c,

Sachardza se dévkuje ve form¥ dra’é sterilizovaného gama zé¥enfm podle schématus

pilddvend 1étke Hodingy Celkové
v % hmot,. 24 48 T2 96. 192 mnoZatvi
sachardza 1425 2,5 3,75 3,75 2,5 13,75

—

SloZenf fermentadni pidy L3,M0D (v‘%‘ hmote )t

gsojovd mouke 6,0
laktdza 10,0
sachardza v dévkéch 3,74
fepoxyoctovd kyselina 0,67



thiosiran sodny

gojovy olej

26% rozitok hydroxydu

godného

0,6 % &pavkovéd vode
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0,8
0,1 % obj.(banku

0,2 % obje
0,1 % obje. pPiddno ve 168, hodiné

Pide je pPiprevovédna shodné s pudou CNS, Sacheroéza je ddvkovéne ve form& dre%é

(192 hod,.) a 2z 50% roztoku (24, & 48, hod.) nésledovné:

Hodiny Celkové mno¥stvi

p¥iddvand ldtka
v % hmot. 24 48 192
sacharoza 0,62 0,62 © 2,5 3,74

Slo¥eni fermentadn{ pldy 16 ( v % hmot)s

pharmamedia

lektdza

sachardza v ddvkdch

fenoxyoctovd kyselina

uhliditan vépenaty
thiosiran sodny

gojovy olej

20 % roztok hydroxydu

sodného

0,6 % &pavkovd voda

kysel§ fosforednan
draselny

749

14,0

3,74

0,75 + 0,2 p¥iddno z 10% sodné soli v 96. hodind
0,9 '

0,8

0,1 % obj./banku

042 % obje
0,1 % obj. p¥iddno ve 168, hodiné

0,067 %

Pida je p¥ipravovéne shodnd s pidou CNS. Sachardza je pridédvédna shodnd s pidou

IS1M°D.

Fermentadni postup pro biosyntézu penicilinu G.

Fermentadni postupy pro biosyntézu penicilinu G Jsou shodné s postupy pro penici-~

1in V, 1131 se pouze v tom, e fermentadni pidy neobsahuji fenoxyoctovau kyselinu jeko

prekursor, ale sodnou sil fenyloctové kyseliny, kterd je ddvkovédne v prib&hu fermenta-

ce ve formd dreZé nebo z 5% roztoku nésledovnd (uvedeno v % hmot),

Permentadn{ Hodiny Celkové mnodstvi
plda 24 48 T2 96 120 %

CHS 0,19 0,19 0,19 0,095 — S 0,665

1S MOD 0,19 0,19 0,19 0,095 0,085 0,75

16 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19 0,95

Fermentadni postupy pro biosyntézu 6-APK.
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Permenta¥ni postupy pro biosyntézu 6-APK jsou shodné s postupy pro biosyntézu
peniocilind, 1li%{ se v tom, Fe ‘fomnt‘alini pidy neobsahuj{ Zdany§ prekursor.

Fermentace probfBajf p¥i teplotd 25 °C 11 dnd, vzorky pro stanoven{ WSinnosti
Jsou odebirény v 9., 10 & 11, dni fermentace, Stanoveni se provédy hydroxamédtovou me-
todou s pPiesludnymi standarty. Obsah vzniklyjch produktd byl sledovédn chromatograficky,
zejméne vznikajfof vedle)¥i peniciliny p#i 6=-APK, detekce byla provedena biologicky.

Produkéni{ srovnéni,

kmen fermentadnd produkts produkoe obsah piisl,
pldas _ 3/ml produktu %
UV XIX/46 cNs (¢ 18000 99
v 19500 98
6=APK 8000 85
IS,MOD v 16500 98
6=APK 9500 90
16 ¢ 17000 99
v 18000 98
| U¥ XXVII/T4 CNS G | 20000 . 99
v 22000 98
6=APK 10000 85
181110) v 19500 98
6=APK 12500 90
16 (¢ 23000 99
v ' 24500 98

Zvyseni produkce kmene UV F!VII/'M je na sacharézové pidé pro G 1V penioilin
cca 10 %, pro 6=-AFK 30 %, ne laktégovyoh pidéch je svySen{ produkce podstatnd vyraze
néj¥i, cca o 30 % a to 5 toho ddvodu, fe u kontrolgiho kmene UV XI1/46 dochdz{ na
?.akt&ovjoh pidéch ke snifen{ produkoces !

Morfologlie kmenes Kmen UV XXVII/74, tj. Penicillium chrysogenum CCM F 647 tvoi{
p¥1i monosporickém rozsevu na goruladnf pld& typu glycerin melasa kolonie velikosti 11
mm b&hem 10 a¥ 14 dnd, ' ‘

Na okraji kolonif tvoi{ radidlnf vrdey ne vyssSi ne¥ 1 mm s kruhovitym valem
uprost¥ed v primsru 7 mm & vysokym 2 mm, Na okreji je nizké bild zdna, Kolonie majf
elipsoidni a¥ kulovity tvar o rozmdru 4 & 5 ym x 3 s 4 m, p¥i mikroskopickych
sledovdnich jsou bezbarvé, Kultura dobie sporuluje na rdznfoh typech sporuladafch pid,
barva vysporulovand kultwry Je syté zelend, po deld¥{ dobé& kultivace Hednouci,

Kmen UV XXVII/74 je vysoce stebilnf, neztrdecf produkdnf sochopnost pasdfovinim na
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pevnych pldddch do IV, generace.

Kmen Penicillium chrysogenmum, oznadeny jako UV XXVII/T4 byl uloZen v gs. sbirce
mikroorgenismi (Czechoslovak Collection of Microorganismus),Universite J,E,Purkyns,

Brno, t¥. Obréncd miru 10, pod &islem

PEEDME? VYNALEZU

Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM F~647, produkujfci penicilin
V, G a 6-aminopenicildnovou kyselinu.
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