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Kmen mikroorganismu Penicillium chry-
gogenum CCM F-760, produkujici penicilin
G a V. Tento kmen umoZfiuje zvySenou pro-
dukei penicilini pii submersni fermentaci,
Je odolny vi&i mechanickému namahéni, ry-
chle roste na tuhjych i kapalnjch mediich
a J8 vysoce stabilni v n&slednjch sporo-
vych generacich.
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Vyndlez se tyké kmene mikroorganismu Penicillium chryso-
genum CCM F- ¥40 produkujicthe penicilin G a V.

» Presto, Ze vyroba penicilinu probfhd ve myrobnich fermen-
tadnich tancich vice neZ 30 let, dochdzf k neustdlému zvySové-
nf objemu vyrobeného penicilinu. Celkové zvysSen{ vyroby miZe
byt dosaZeno bud zvEtZovdnim vyrobnf kapacity nebo zvgentm
vyt&Zku penicilinu p#i jeho vyrob&. V soudasné dobd je druhy
zpigob jedinou moZnou cestou zvySenf vytéZku, kde hlavnim p¥i-
nosem je zlepS3enf produkinich vlastnostf{ kmene. Tyto kmeny jsou
z{skdvdny Padou zavedenych postupd v dlouhodobfch Slechtitel-
skych programech. V§sledné kmeny vykazujf pak Fadu vyznamnych
odlisnych vlastnostf, z nichZ nejdileZit&jsf jsou ty vlastno~-
g8ti, které se projevujf ve zvyZené produkci penicilinu ve velko-
objemovych(fermentorech.

Kmen Penicillium chrysogenum CCM F-#¢0
byl zfskdn plsobenim mutagend a opakovanymi
pasivnimi selekcemi na vychozf kmen N 9541, Zplsob Slechténf
kmenl je zndzornén na ndsledujfcim schémétu, kde je uvedena
genealogickd linie vedoucf ke kmeni, na n&jZ je uplatnovdn
patentovy ndrok. ' ‘
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Zkratky: PS - pasivnf selekce - selekce bez plsoben{ mutagenu

UV - plsobenf UV- zé¥eni ‘

PFP - pidsobenf parafluorofenylalaninu

NUU - pisobenf{ nitrosometylmodoviny.
‘Poglednf mutagennf pisobenf bylo na kmen internfho oznadenf
NMU 1/27. PouZit§ mutagen NMU byl aplikovén v koncentraci 6 mg/
ml sm&si pufrované citrftfosfdtovym pufrem. Béhem plUsobent
‘byla mutagennf smés mfchdna na elektromagnetickém mfchadle p¥i
25°%, V Zasovfch intervalech byly odebfrdny vzorky a Pedény aZ
& neddinnou koncentraci. .

Spory pro pasivni selekci byly suspendovdny v destilované
vod&, Peddny Fedfcf Fadou s faktorem 10 a onlkovény na Petriho
misky se sporuladnf pidou. Po l4dennf inkubaci p¥i teploté 2§°C
byly izoldty vyaporulovdny a bylo mo¥né je preodkovat na Sikmé
agary. Inkubace tohoto zdkladntho sporuladnfho materidlu probi-
hala p¥i téZe teploté 9 dnl.

VySe uvedenym zplisobem aplikace mutagend a pasivnich se-
lekcf byl zfskdn izoldt NMU 2/40, Izoldty byly hodnocenypdle
‘ndsledujfctho schématu:

' éikmjvagar
vegetativn{ inokulum

\
vlastn{ fermentace

Izoldty byly hodnoceny ve 2 pokusech pied lyofilizacf a
ve 3 pokusech po lyofilizaci. LySfilizované konzervy slouZf k
dloihodobému uchovdvdnf sporového materidlu a umoZihujf zacho-
vdn{ vhodnych ristovych a produkénich vlastnostf{ kmene.

Stanovenf Gdinnosti penicilinu bylo provddZno automatizo-
vanym systémem p¥i pouZit{ hydroxamédtové kolorimetrické metody.
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Kmen tvo®f p¥i monosbbrickém rozsevu na sporulaénfvpﬁdé ty-
pn glycerin-melasa kolonie velikosti 20-22 mm ge zvySenym stied-
afm valem o primSru 5 ¢¢ 6 mm bhea 7 &% 10 dnd kultivace pri 25%C.
Smérem od valu k okraji kolonie se vytvd¥ejf nepravidelné radifl-
n{ vrdsy. Na minimdlnf pid& typu Czapek-Dox se vytvd¥ejf kolonie
o velikosti aZ 25 mm, kde st¥ednf &dst tvo¥end valem je priméru
3 az 5 mn, Na ok¥aji kolonie i na této pldé se vytvdPejf radidl-
nf vrdsy, které nejsou tak zFetelné jako na asporuladnf pidé typu
glycerin-melasa. Barva vysporulované kolonie je na sporulaénf pi-
dé béZova, starS{ xolonie zadfnajf tmavnout, na minimdlnf pidé
Czapex=-Dox jsou kolonie bflé a pPi stdrnut{ se smérem do st¥edu
projevuje odstfn béZové., Kmen pat?f mezi kmeny rychle rostouct
pri v3ech pouZivangch teplotdch pro kmeny druhu Penicillium chry-
sogenum, a to jak na tuhych, tak v kapalnjch médifch.

PPednostf kmene je vysokd stabilita v ndslednjch sporovych
generac{ch. Tento kmen bez jakéhokoliv vyrazného produkéntho pow
klesu snas{ preolkovdni aZ do 4.generace.

Kmen je tolerantnf ke zvysenym koncentracfm penicilinu p#ida-
ného do média na poddtku fermentace.

Vhodnou vlastnostf kmene je zlepdend konverze hlavnftho zdro-
je uhlfku - sacharbzy na penicilin,

Dalsf v¥znamnou vlastnostf kmene je jeho tolerance k mecha-
nickému naméhédf, kterému je kultura podrobena béhem mfchinf ve
fermentaénf nddob&. PFi vysokém mechanickém namdhdnf dochdzf u
tohoto kmene k minimdlnfmu poSkozen{ vldken mycelia. Tato vfhoda
je uplatnéna speciélné p?i velkoobjemovych fermentacich. Hlavn{
a nejvfznamnéjsL vlastnostf kmene Penicillium chrysogenum CCM.
F- 96@ je zvySend produlkce penicilinu pFi submersnf fermentaci.

Prfklad 1
Fermentace v bankdch na rotadnfch tHepadkdch,

Vegetativaf inokulum bylo pFipravovdno submersnd v 500 ml
varngch bankdch se 40 ml inokuladnf pidy (zdroj uhliku sadharoza,
dusfku kuki#idny vyluh, sfran amonny a andrganické sole). Pida
pro pFipravu vegetativafho inokula byla zaolkovdna klidkou spor
se Sikmého agaru a inkubovdna na rotaénfm t¥epacim stroji 30 a%
40 hodin.
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Takto p¥ipravenym vegetativnim inokulem byly oékovény.fer-
mentadnf banky obsahu 500 ml, objem fermentadnf pidy 40 ml (zdroj
uhlf{ku laktbza a glukoza, zdroj dusfku kuku?i&ny vyluhk, sojdvé '
mouka a amonnd sdl, prekurzor postrannfho Fetdzce, anorganické
sole, uhliditan vdpenaty a zdroj siry). Fermentace probfhaly 9
dnd, maximdlnf produkce bylo zpravidla dbésahovdno v 8.dnu kul-
tivace. Produkce penicilinu za vySe uvedenych podmfnék dosahova-
la 25 000 j./ml.

P¥fklad 2
Fermentace v poloprovoznich fermentorech.

Fermentace v poloprovoznich fermentorech objemu 250 1 byla
t¥{stupnovéd. P¥edoSkovact pida obsahovala jake zdroj uklfku sacha-
rozu, zdrojem dusfku byly kuku®i&ny vyluh, bavlnfkovd mouka a an-
organicky zdroj, daldfmi sloZkemi pidy byly rozpustné sole a uhli-
¢itan vapenaty. OZkovacf plida mé&la stejné sloZenf. Fermentadni puda
obsahovala sacharozu, kukuPiény vyluh, bavlnfkovou mouku, prekur-
zor postranntho Petdzce a dal3f sole.

Fermentadnf tank byl plnén 150 1 pldy a inokulovén 10 %
objemovymi z o8kovactho fermentoru, fermentadnf teplota 25°C, mf{-
chdnf 300 a% 320 ot./min., vzdudndnf 150 a¥ 180 1 /min., doba
fermentace 200 hodin, Pribéh fermentace byl P{fzen ddvkovdnim zdro-
j& uhlfku, dusfku, fosforu a prekurzoru.

Zvét3ujfc{ se objem fermentadni pidy a rdst kultury byly kom-
penzovdny a udr¥ovdny pomoc{ odbdrd pldy a p¥fsludnym Fedsnfm,
Takto ¥fzenou fermentacf bylo ve fermentoru dosa¥eno ve 174.hodi-
né hladiny penicilinu 38 000 j./ml, ekonomicky koeficient doséhl
hodnoty 0,140 mia/m”.hod. a bylo dosaZeno velmi p¥fznivych para-
metrd konvefze sacharozy na penicilin (5,8 kg/kg).
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Kmen mikroorganismu Penicillium chrysogenum CCM F- .Mo
produkujfc{ penicilin V a G.
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