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(54) Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM F-753

_ Kmen mikroorganismu Penicillium
chrysogenum CCM F-753 (Cu P-2) produku-
jiciho ve zvySené mife penicilin V, pe-
nicilin G a 6-aminopenicilénovou kyseli-
nu (6-APK). Pfednosti tohoto kmene je
znadni odolnost na mechanické namahéni
pfi michani ve fermentaéni nadobé.
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, Vynédlez se tyké kmene mikroorganismnu Penicillium chrysoge=-
num CCM F-}£3 (Cu P-2) produkujicftho ve zvysené miF¥e penicilin
V, penicilin G'a 6-afiinopenicildnovou kyselinu (6=-APK). PPedno-
st{ tohoto kmene je znadnd odolnost na mechanické namdhdnf pFi
mfchdnf ve fermentadnf nddobi.

Vyroba penicilinu se realizuje ve vyrobnich .fermentadnich
tancich vice nef 30 let a jejf objem se neustdle zvétSuje. Zvy-
Senf vyroby souvisf s ndroky na objem vyroby polosyntetickgch
penicilind odvozengch od 6-aminobenici1énové kyseliny. 2Zvy8en{
vyroby miZe byt realizovdno rozSi¥ovénim vyrobnich fermentadnfch
provozd nebo zvyZovénim vyt&Znosti fermentadnfho pirocesu. Druhd
alternatlva, ktera nevyzaduge vyznamné invesgtiéni ndklady, " je
umoZndna bud zlep8enim fermentaénich podminek na zdkladé dokona=-
lejstho Yfzenl fermentadnftho procesu nebo zvySenim produkdnl
schopnosti kmend poufvangch pro biosyntézu. Slechtitelské li-
nie kmenl pro biosyntézu penicilinu jsou dlouhodobd vedeny ia-
dou zavedenych postupt.

. Kmen Penicillium chrysogenum CCM F- 1:3 (Cu P-2) byl zf-
skan z kmene Penicillium chrysogenum evid.dLsld 2/170 Yadou opa«
kovanych mutagennfch zdsahd (nitrosometylmodovinsg, nltrosometyl-
guanidin, UV-gvétlo, p-fluordfenylalanin) a ndslednych pravidel-
né zarazovanych pasivnich selekcf{., Izoldty byly hodnoceny dle
ndsledujfciho schématu:
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Izoldty byly hodnoceny ve dvou pokusech p¥ed lyofilizacf
(konzervact) a ve tiech pokusech po lyofilizaci. Lyofilizgvané
konzervy slou%{ k dlouhodobému uchovdvdn{ sporového materidlu a
umo¥nujf zachovénf vhodnych ristovych a produkénich.vlastnbsti. ;

Stanovenf Gdinnosti penicilinu bylo provédsno automatizo-
vanym systémem p¥i pouiiti hydrOXamétové polarimetrické metody.

Timto hodnotfcim systémem byl z{skén kmen, na ktery je
uplatnovan patentovy nérok.

Kmen Penicillium chrysogenum CCM F- 1 (Cu P=-2) tvo#f p¥i
monosgpdrickém rozsevu na sporuladnf pidé typu'glycerin-melasa
kolonie velikosti 7,5 aZ 10 mm béhem 10 aZ 12 dnd kultivace pFi
25°C, Na okraji tvo¥I radidlnf vrdsy, stfed kolonie je prolékly,
bkraj kolonie je lemovén bilou'nesporulujici ZONOU, Spory maji
kulovity aZ elipsoidnf tvar obvyklych rozmdrd, p¥i mikroskopic-
kém gledovdn{ jsou bezbarvé. Kultura dob¥e sporuluje na.rdzngch
typech sporuladanich pld, na pFfirodnich substrétech (proso, kuku-
¥ice, ovesné kroupy tad.), zejména p¥i obohacenf p¥Irodnfch sub=
8trdtd zdrojem dusfku, nejlépe ve formé 1%nfho roztoku piLprgvku
Pharmamedia, Barva vysporulované kultury je #edozelend.

Kmen Pen;cllllum chrysogenum CCM F- 3£l (Cu P=2) je doata~
tednd stabilnf, a to jak p¥i vegetativnim pasdZdvénf (neztrdct ‘
produkdn{ schopnosti pasd%f do 4.generace), tak pii dlouhodobém
uchovavdnf v lyofilizované formé,

Prfklad 1
Biosyntéza penicilinu V,

VegetatLVni lnokulum bylo pPipravovdno submersné v 500 ml
varnfch bankdch se 60 ml inokuladnf. pudy, kterd obsahovala zaklad-
nf Ziviny,’ tj. zdroj uhlfku (nejlépe sacharoza), dusfku (kukuPid=
ny extrakt v kombinaci s anorganickym zdrojem dusfku), a'sole.
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Vegetativnfl inokulum bylo olkovdno klidkou spor ze Sikmého aga-
ru a kultivovdno na rotadnim t¥epacim stroji 48 hodin.

Takto pripravenym vegetativnim inokulem byly ofkovdny fer-
‘mentadni baﬁky o obsahu 500 ml se 40 ml fermentadni plidy. Zdro=
jem uhlfku byla laktdza & sojovy olej v kombinaci s pFidédvanou
sacharozou, zdrojem uhlfku byla sojovd mouka, p¥fpadn& Pharma-
media, pida déle obsahovala fenoxyoctovou kyselinu, jako pre-
kurzor postrannfho Fetzce pro biosyntézu penicilinu V, k¥fdu a
zdroj siry. ’

~ P¥fprava vegetativntho inokula i vlastnf fermentace byly
provdddny na rotainich t¥epacfch strojfch p¥i 230 obr./min., vy-
stFednost 25 mm p#i teplotd 25°C.

Produkdn{ hodnocenif izoldtd bylo opakovdno 2x a% 3x, naleZ
nejlepsf{ izoldty byly lyofilizovédny a po vyolkovdlf opétn& mini-
mdlné 3x produkiné hodnoceny.

Témito fermentadnimi postupy jsou dosahovdny produkce p¥i
pou#itf kmene Penicillium chrysogenum CCM F- (Cu P-2) na
drovni 20 a¥ 26 000 j. penicilinu V/ml podle pou¥ltého Permentad-
ntho méliia a Férmentadnfho postupu,

P¥{klad 2

Biosynté%a penicilinu G.

_ Fermentace kmene Penicillium chrysogenum CCM F-  (Cu P=2)
pro bidsyntézu penicilinu G byly provedeny analogicky s pdstupy”

pro biosyntézu penicilinu V. Rozdfl spoiival pouze v tom, Ze

pﬁda neobsahovala fenoxyoctovou kyselinu jako prekurzor postran-

ntho Petézce, ale sodnou sil fenyloctové kyseliny, kterd vzhledem

k vy83f toxicité je ddvkovdna v pribshu fermentace ve form& dra-

%6 nebo roztoku. Dosahované produkce v laboratornim ms#ftku se

pohybovaly od 17 do 19 000 j.penicilinu G/ml.

P¥{klad 3 |
“Biosyntéza 6qAPK;

Fermentadni{ postup pro biosyntézu 6-APK je analogicky po-
stupu pddle pFfkladu v bodd l. Rozd{l je pouze v tom, ¥e pida ne-
obsahovala Zddny prekurzor postrannfho Yetézce, tj. neobsahova-
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1la fenoxyoctovou ani fenyloctovou kyselinu,. Ziskané produkce:
jsou na drovni 13 az 15 OUO0 j. 6-APK/ml.



...5—-

234 589
PREDMERD VYIVNALEZU

, eeM F-183
Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum|produkujfct

penicilin V, G a 6-aminopenicildnovou kyselinu.
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