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- Vynélez se tyka zptsobu selekce kmenfl
kvasinek  transformujicich benzaldehyd na
D-{1)-1-fenyl-1-hydroxy-2-propanon_pro vy-
robu L-(-}-erythro-1-fenyl-2-methylamino-1-
-propanoclu a produkéniho kmene mikroor-
ganismu Saccharomyces coreanus CCM
3395. _ o

- Je znamo, Ze D-(-})-1-fenyl-1-hydroxy-2-
-propanon [D-{-)-fenylacetylmethanol, dale
pro-stru€nost jen FAM] slouZi jako vychozi
surovina pro vyrobu L-(-]-erythro-1-fenyl-2-
-methylamino-1-propanclu (déle pro strug-
nost jen L-efedrin). Vedle chemického zpi-
sobu pfipravy FAM, ktery poskytuje- race-
mickou sm#és L a D izomerli FAM, je vzhle-
dem ke své stereospecifité vyhodnéjsi pouZit
biochemického zpfisobu p¥ipravy D-{-)-FAM
tzv. Neubergovou metodou, tj. ddvkovanim
benzaldehydu k suspenzi kvasinek obsahuji-
cich cukr, predevS8im sacharézu (Neuberg,
Biochem. Ztschr., 115, 282, 1921}, Od prv-
nich Neubergovych poznatkl byl tento po-
stup detailn& rozpracovan a stal se pred-
métem Fady teoretickych praci; z posledni
doby nap¥. prdce Voetse et al. [Ztschr. fiir
Allg. Mikrobiol., 13, 355, 1973). Z literdrnich
Gdajfi vyplyvd ndsledujici predstava o bio-
chemickém mechanismu tvorby D-{-}-FAM:
Sekvenci enzymovych reakci zvanych glyko-
lyza je konvertovan pfislusny cukr, prevéz-
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n& sachardza, na pyrohroznovou . Kkyselinu.

Tato kyselina je dekarboxylovédna: enzymem
_pyruvét dekarboxylazou za vznikuy.acéetalde-

hydu "a kysli¢éniku uhli¢itého. Vznikajici
acetaldehyd v aktivaoi formé& - :(in :statu
nascendi} kondenzuje s extern# pfidanym
benzaldehydem za vzniku D-(-)-FAM; reakce
je naprosto stereospecifickd. Reaktni rych-
lost pak zdvisi na pomé&ru vnitrobunstné
koncentrace kyseliny pyrohroznové [sub-

. stratu) a enzymu pyruvat dekarboxylézy..

V patentové literatufe je vyuZitl kvasinek
transformujicich benzaldehyd na D-(-)-FAM
pro vyrobu L-(-)-efedrinu prvné popsano
v roce 1934 v USA v patentovém spisu-¢€.
1956 950. Z posledni doby pak v NDR v pa-
tentovém spisu &. 51 651 z roku 1966.

QOdbornd 1 patentovd literatura popisuje
pro biotransformaci benzaldehydu na D-{-])-
-FAM pro vyrobu L-(-])-efedrinu vyhradng
pouZiti pekarského nebo pivovarského droZ-
di, tj. kvasinek r@znych kmend druhi Sac-
charomyces cerevisiae nebo Saccharomyces
carlsbergensis, respektwe podle nové&jSich
taxonomickych ndzord Saccharomyces uva-
rum. Z uvedeného dfivodu rdzné farmaceu-
tické firmy vyrabg&jici L-(-)-efedrin bud pro-
pagujl pro uvedeny tGdel tyto druhy, anebo
pouZivajl odpadni kvasnice po vyrobé piva
nebo droZdi. V tomto smyslu dokonce pfeva-
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Zuji ndzory, Ze napt. proces vyroby piva a
tzv. spodni kvaseni poskytuje pivovarskym
‘kvasinkdm vhodné biochemické vlastnosti
pro uvedeny Gtel vyroby.

PFi selekci sbirkovych a pFirodnich kmenil
réizngch druh@ kvasinek podle vynélezu,
bylo zpo&atku postupovdno tak, Ze suspekt-
n{ kmeny byly vybirany podle specificke ak-
- tivity enzymu pyruvat dekarboxylazy; uké-
zalo se viak, Ze obsah tohoto enzymu v buii-
kéch roznych druhtt a kment kvasinek je
jen v nepfimém vztahu k produkei D-(-]-
-FAM, nebot i kdyZ byly nalezeny kmeny
s vysokou specifickou aktivitou tohoto enzy-
mu, produkce nejenZe nebyla vy$8i nebo
stejné, nybrz fasto ni#$i ve srovnéni s kont-
rolnimi kmeny. Z naznaenych skutefnost
bylo uzavieno, e musf existovat vhodny po-
mér mezi vnitrobun&tnou koncentraci pyro-
" hroznové kyseliny a mnoZstvim enzymu tak,
aby dané mnoZstvi enzymu Vv butikach bylo
dostatetn® saturovdno substrdtem a tak
mohl vysokou rychlosti vznikat aktivni acet-
aldehyd schopny kondenzace. s externd pfi-

danym benzaldehydem na ‘D-(-)-FAM. Tato~

pracovni hypotéza byla zpétné dokdzdna ex-
ternimi pridavky pyrohroznové kyseliny
k suspenzim riiznych kment kvasinek s roz-
dilnou specifickou aktivitou enzymu pyru-
vét dekarboxyldzy spolu s pFidanim benzal-
dehydu; za té&chto podminek byla rychlost
tvorby D-(-)-FAM do jisté miry Gm&rnd ob-
sahu enzymu stejn& tak jako absolutnf vy-
téZek.

Vzhledem k tomu, Ze selekce rhznych
kmentt kvasinek nemohla byt provddéna ze
zcela evidentnich divodfi podle individu&l-
nich hladin této latky u jednotlivych kme-
nit (kyselina pyrohroznovd je velmi rychle
metabolizovdna, takZ¥e stanoveni jeji kon-
centrace v buiikdch by bylo experimentdlng
i metodicky nédro¢né), byla selekce riiznych
druhfi a kmend kvasinek podle vynélezu pro-
v4ddena maFenim inicidlnich rychlosti tvorby
D-(-)-FAM po jednorédzové dévce benzalde-
hydu v rozsahu koncentracf 100 aZ 350 mg/
/100 ml suspenze bun&k 20hodinové kultury.
Koncentrace D-(-)-FAM byla stanovena v je-
diném (stejném) tasovém intervalu. Rlizné
kmeny sbirkov§ch a z pfirody izolovanych
wvasinek byly naznaenym zplisobem rozds-
leny do 4 kategorii: 1. kmeny s nulovou pro-
-dukci D-(-)-FAM, IL. kmeny s nizkou pro-
dukei (1 aZ 40 mg/100 ml), IIl. kmeny se
stfedni produkcf (40 aZ 70 mg/100 ml) a IV.
kmeny s vysokou produkei (vice neZ 70 mg/
/100 ml). V&tsina testovanych kmend néleZe-
la do kategorie I (30 % kmenfl) nebo IV
(42 %kmenil); ménd kment néleZelo do ka-
tegorie 11 (18 % kment) a III (10 % kme-
ni).

Kmeny z kategorie I a II byly z dalsiho
testovdni vyrazeny a u kmenid z kategorie
III a IV byla provédsna biotransformace po
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dobu 2 hodin. Kmeny, u kterych se jiZ b&-
hem t&chto prvnich dvou hodin biotransfor-

‘mace zastavila, byly z dalsiho testovédni opét

vyfazeny. U zbyvajicich kmend riiznych dru-
héi kvasinek ze suspektniho pfedscreeningu
byla sledovéna celd biotransformace davko-
vé&nim benzaldehydu a acetaldehydu spolu
s analytickym vyhodnocenim rychlosti tvor-
by D-(-)-FAM a rychlosti spotfeby- benzal-
dehydu, aZ do tuplného zastaveni tvorby
D-(-)-FAM, spolu s kontrolnimi kmeny tra-
dignich kvasinek, tj. Saccharomyces carls-
bergensis a Saccharomyces cerevisiae, za ji-
nak stejngch (zvolenych) podminek kulti-
vace a biotransformace. o

Nejvy3si rychlosti tvorby D-(-)-FAM a jeho
vytézku bylo dosaZeno s nékterymi druhy
rodfi Candida, Hansenula a Pichia, zejména,
druhy Candida macedoniensis a Hansenula
anomala (560 aZ 600 mg/100 ml) a druhem
Saccharomyces coreanus sp. (680 mg/100
mililitrd). Kontrolnimi kmeny tradi€nich
kvasinek S. carlsbergensis a S. cerevislae
bylo dosaZeno za jinak stejnych podminek
kultivace a biotransformace stejného nebo
niZ¥iho vytéZzku. . ]

Zjistili  jsme tedy, %e pro transformaci
benzaldehydu na D-(-)-FAM pro vyrobu L-
-(-)-efedrinu podle vynélezu, lze pouZit ji-
nych druhfl kvasinek jak z taxonomicky ve-
lice vzdalenych rodfi, napf. roddt Candida,
Hansenula a Pichia, tak jingch druhdl z rodu
Saccharomyces, nepatficich taxonomicky
k druhtm Saccharomyces cerevisiae a Sac-
charomyces carlsbergensis, tedy droZdaren-
skym (pekaPskym) a pivovarskym kvasin-
k&m. Navic u ndkterych netradi¥nich druht
kvasinek byla nalezena. vy33i inicidlni rych-
lost tvorby D-(-)-FAM, vy33i stechiometric-
ké vyuZiti konverze benzaldehydu na D-(-}-
-FAM, kratsi genera&ni doba b&hem ristu a
niz¥l mno¥stvi bun¥&né hmoty potFebné
k stejné nebo vy38i konverzi {vytdZku) ve
srovnéni s tradiénimi kmeny droZddrenskych
nebo pivovarskych kvasinek za jinak stej-
nych reak&nich podminek. '

Nejlep$i izoldty netradifnich kment kvasi-
nek byly postupem podle vynélezu vystave-
ny piitomnosti benzaldehydu nebo acetal-
dehydu & kombinaci obou latek, s cilem se-
lekce mutant, které by vykazovaly vyS3i re-
zistenci k toxickému u€inku obou ldtek a
které by mély z hlediska vyrobniho procesu
vyhodn&jsi vlastnosti. Naznafenym zplso-
bem byl ziskdn vysokoproduk&ni kmen Sac-
charomyces coreanus CCM 3395, ktery ve
srovnén{ s traditnfm kmenov§m materidlem
pivovarskych a droZddrenskych kvasnic a
ve srovnani s rodiovskym kmenem mé né-
sledujici vyhodné vlastnosti pro vyrobu L-
-(-)-efedrinu; vysledky a srovnéni jsou uve-
deny v nésledujici tabulce.
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Kmen S. carlsber- 8. cereviviae  S. coréanus” - CCM 3395
gensis (pivo- {droZdar. (rodi¢. kmen) (mut. kmen)
varskeé kvas.) kvas.) .
Produkce D-(—)-FAM ' 600—750 650800 680—830 900—-1300
(mg/100 ml) ' ' '
Spotfeba benzaldehydu (%) 0,80—0,90 0,80—0,95 - 0,85—0,90 0,90—-1,4
Spotfeba acetaldehydu (%) 0,3—0,4 0,3—0,4 0,1—0,3 —
. Spotfeba sachar6zy pro 8,5—~7,1 8,5—7,25 6,0—6,75 6,25—-7,25
propagaci a biotransformaci .
(%) :
Suché hmota bungk (%) 1,6—2,0 1,5—2,0 0,35—0,4 . 0,35
Obsah L-[—])-efedrinu ve 85,0—87,5 85,0—88,0 87,5—88,5 87,5—90,0

vodneé fdzi po hydrogenaci
(%)

Predmé&tem vynélezu je zpiisob selekce kme-
n{t mikroorganismd, zejména kvasinek, trans-
‘formujicich benzaldehyd na D-(-)-1-fenyl-1-
-hydroxy-2-propanon pro vyrobu L-(-)-
—erythro-l-fenyl—Z-methylamino-1—propanolu,
vyznalujici se tim; %e vychozi produkéni
kmen mikroorganismu se vystavi pasdZova-
ni v tekuté nebo na pevné Zivné padé ob-
sahujici benzaldehyd a/nebo acetaldehyd,
pfifemZ pfi kultivaci v tekuté Zivné piads
se vybiraji mutanty s konstantni riistovou
rychlosti, pIi kultivaci na pevné Zivné pids
se vybiraji nejvétsi kolonie, nateZ se ziska-
né mutanty izoluji ve form& monokolonio-
vych izolatt.

Vynélez je ddle vyznateny tim, %e pro vy-
robu se pouZije kvasinek rodf Candida, Han-
senula-a Pichia, zejména druhti Candida ma-
cedoniensis a Hansenula anomala a jinych

-druh@t ‘a kment rodu Saccharomyces, ne¥
jsou druhy a kmeny Saccharomyces cerevi-
siae a Saccharomyces carlsbergensis.

Predmétem vynélezu je ddle kmen mikro-
organismu Saccharomyces coreanus CCM
3395, vyznacujici se tim, Ze produkce D-(-)-
-1-fenyl-1-hydroxy-2-propanonu se pohybuji
v rozmezi 900 aZ 1300 mg/100 ml sterilng
nebo nesterilng propagované kultury bdhem
biotransformace benzaldehydu v nepfitom-
nosti acetaldehydu v reakéni smési, priemz
nizky obsah vedlej$ich produktd biotransfor-
macni reakce uinoZiiuje dosahnout vysoké
gistoty vychoziho meziproduktu a v dfisled-
ku toho vysoké procento konverze pfi jeho
nésledné reduktivni aminaci s vytez-
kem L-(-)-erythro-1-fenyl-2-methylamino-1-
-propanoclu 87 aZ% 90 % teorie.

Dale' je vynélez bliZe objasn&n v pfikla-
dech provedeni, aniZ by se jimi omezoval.

Pfiklady provedent
Priklad 1

RGzné kmeny kvasinek néleZejici v&t3simu
poltu druh@ zejména z rodi Candida, Han-
senula, Pichia, Schizosaccharomyces a Sac-
charomyces, byly ze Sikmych agard obsahu-
jicich 10 % sladiny a 2 % agaru postupnég
ofkovany klitkou do 500ml varnych banék,
obsahujicich 150 ml Zivné pidy nésledujici-

ho sloZeni {koncentrace uvedeny v procen-
tech hmota/objem): '

Kukuriény extrakt 5,0
Sacharéza 3,0

. MgS04. 7H,0 0,56
[NH4]2804 ) 0,18
KH,PO, 0,06
-NH{H;PO, 0,05

Kultivace probfhala p#i teplots 28 °C po
dobu 24 hodin na rotadnim t¥epacim stroji
0 pottu otdfek 240/min.; pH Zivné pady na
poatku Kkultivace bylo 6,1 a¥ 6,3. Po této
dob& vyrostlé suspenze bungk byly pfeodko-
vény (1 objemové procento inokula) do ba-
nék obsahujicich Zivnou pddu stejného slo-
Zeni (II. generace) a Kultivace probihala
za uvedenych podminek po dobu 22 hodin.

Po této dob®& bylo do ka¥dé z kultur po-
stupng pridéno 2,5 % sacharézy, 0,1 % acet-
aldehydu a 0,35 % benzaldehydu; kultury
byly umistény na rotadni t¥epaci stroj a po
uplynuti 30 minut byla v batikach polari-
metricky stanovena koncentrace vytvoiené-
ho D-(-)-FAM. U vSech testovanych kment
byly timto zplisobem zjist&ny hodnoty pro-
dukce D-(-)-FAM ve 30. minuté biotransfor-
mace v rozmezi od 0 do 140 mg/100 m! kul-
tury. Kmeny, u kterych byla za popsanych
podminek produkce nulovd nebo niZ$i ney
40 mg/100 ml, byly z dal¥iho testovani vyFa-
zeny; Slo asi o 50 % testovanych kment.

U kment kvasinek, které v p¥edchozich
etapdch testovani vykazovaly stfedni nebo
vysokou produkci D-(-)-FAM, byl sledovan
cely proces biotransformace. Suspektni kme-
ny mikroorganismi byly po 2 generace kul-
tivovany v barikdch na rotatnim tfepacim
stroji za uvedenych podminek a ve zmin&né
Zivné ptde. Pri vlastni biotransformaci pak
byla do ban&k s riiznymi kulturami prida-
vdna sachardza a benzaldehyd. Do kultur
byl rovn&Z priddvan acetaldehyd postupem
popsanym pro droZdarenské (pekarské) a
pivovarské kvasnice (D. Groger et al., Zeits.
fiir Allg. Mikrobiol., 6, 275, 1966). Uvedené
slouCeniny byly v nékolika ddvkach prida-
vény ke kulturdm podle nésledujiciho sché-
matu (koncentrace jsou uvedeny v procen-
tech hmota/objem):
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Davka Sachar6za Benzaldehyd Acetaldehyd

1 2,5 0,35 0,1
2 0,5 0,15 -~ 0,075
3adaldi 0,5 0,1‘ : 0,05

Ve 30minutovych intervalech byla pola-
rograficky msfena koncentrace benzaldehy-
du a polarimetricky koncentrace D-(-])-FAM.
Dalsi ddvka byla vZdy pfiddvéna tehdy, kdyZ
koncentrace benzaldehydu v suspenzi po-
klesla pod 0,05 %. Jako kontrolnich kment
- bylo pouZito droZdarenskych (pekatskych)
a pivovarskych kvasinek S. cerevisiae a S.
carlsbergensis.

Timto zplsobem bylo z testovanych 83
suspektnich kmend rizngch druhd kvasinek
vybréno n&kolik kment, u kterych bylo mo#-
no popsanym zpisobem dosdhnout produk-
ce D-(-)-FAM kolem 600 mg/100 mi; u v&t3i-
ny ostatnich kment nepfesahovala produkce
D-(-)-FAM 400 mg/100 ml. Po reprodukci
méFeni rychlosti tvorby D-(-)-FAM byly jako
nejlepdi producenti vybrdny 3 kmeny, které
taxonomicky patfily k druhiim Candida ma-
cedoniensis, Hansenula anomala a Saccha-
romyces coreanus sp. (v The Yeasts, a taxo-
nomic study, edit., ]. Lodderovd, North Hol-
land Publ. Comp., Amsterdam, London,
1970). U t8chto kmentt byla rychlost tvorby
a celkovy vytéZek D-(-)-FAM stejnd nebo
'vy881 ve srovnéni s kontrolnimi kmeny pe-
kafskych a pivovarskych kvasinek a pohybo-
vala se v rozmezi dosaZenych hodnot mezi
600 a% 800 mg/100 ml.

Pfiklad 2

Kmeny kvasinek druhd C. macedoniensis,
H. anomala a-S. coreanus sp., byly ze 3ik-
mych agart naofkovadny klitkou do 500ml
varnych ban&k obsahujicich 150 ml Zivneé
pidy nésledujiciho sloZeni (koncentrace
uvedeny v procentech hmota/objem):

Yeast extrakt {Oxoid) 2,0

Sachard6za 3,0

MgSO0s . 7H,0 0,56
{NH4)2S04 0,19
KH,P04 0,08
NH:H2PO4 0,05

pH #ivné pidy se pohybovalo v rozmezi
hodnot 6,1 aZ 6,3. Kultivaéni podminky byly
jinak stejné, jak je uvedeno v pfikladu 1.
Po 24 hodindch kultivace byly kmeny pfe-
otkovédny do bandk obsahujicich tutéZ Ziv-
nou ptdu, avdak obsahujici navic benzal-
dehyd v rozsahu koncentraci 0,07 aZ 0,2 %
nebo acetaldehyd v rozsahu koncentraci 0,1
a? 0,3 %, pr¥ipadnd byly do ban&k pridédny
ob& tyto sloudeniny v rizném poméru uve-
denych koncentraci; mnoZstvi inokula vne-
sené do prvni subkultury €inilo 10 objemo-
vych procent.

V téchto selektivnich Zivnych ptidéch byly

kmeny né&kolikrat pasdZovany, a to vZdy po
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72 hodindch kultivace, pfitemZ ka¥da né-
sledujict subkultura byla vZdy otkovéna 10
objemovymi procenty inokula ze subkultury
predchézejici. Soucasn& byl v kaZdé ze sub-
kultur sledovan piiristek optické denzity —
turbidity bun&k (déle jen O. D.) a sledovéna
ristovéd rychlost v in O. D. V n¥kterych sub-
kulturdch bylo zjisténo zvySeni rlstové
rychlosti bun&k; tyto bun&&né populace byly
pasdZovény tak dlouho, aZ se rfistovéd.rych-
lost nem#nila. Z poslednich subkultur byla
bun&tnd populace vyseta na pevnou nese-
lektivni Zivnou pfidu o stejném sloZeni, jak
je uvedeno vyse, dopln&nou 2 0% agaru. N8-
kolik desitek kolonif bylo vyofkovdno na
$ikmé agary a izolaty testovdny na produkci
D-{-)-FAM zpidsobem uvedenym .v piikla-
du 1. C

Nejlepsf z izolatli odvozené od uvedenych
druht kvasinek popsanym zplsobem, vyka-
zovaly zvySenou produkci a lep$i stechio-
metrickou konverzi benzaldehydu na D-(-]-
-FAM a vy33i stupeii resistence k toxickému
Géinku benzaldehydu. Nejlepsi izoldt odvo-
zeny od kmene S. coreanus sp., dosahl v la-

- boratornich podminkédch produkci mezi 800

a% 900 mg D-(-)-FAM/100 ml bun&¢né suspen-
ze.

P¥iklad 3

Izoldt kmene kvasinky S. coreanus sp.,
ziskany, jak je uvedeno v piikladu 2, byl
ze $ikmého agaru naofkovdn klitkou do
500ml varné baiiky obsahujici 150 ml Zivné
pldy, jejiZz sloZeni je uvedeno v pfikladu 1
s tim rozdilem, e plida obsahovala namisto
5,0 % kukuFiéného extraktu pouze 3 % této
14tky. Podminky kultivace inokula byly rov-
néZ stejné, jak je uvedeno v piikladu 1.
Z této 1. vegetativni generace inokula bylo

-o8kovéano 1 objemové procento do dal3i baii-

ky pln&né Zivnou pldou stejného sloZeni.
Po 20 hodindch ristu bylo & 40 ml inokula
I1. vegetativni generace nalito do dvou skle-
nénych nddob o celkovém objemu 5 litrl
pln&nych 4 litry nesterilni Zivné plidy stej-
ného sloZeni. Kultivace probihala nesteril-
nim zpfisobem 22 hodin za nepfetrZitého mi-
chén! ocelovym vrtulovym michadlem a ne-
pretrZitého vzduSn&ni v obou nadobéach;
rychlost otd¥ek 260/min., vzduSn&ni 1 litr

-vzduchu/min. (0,25 pracovniho objemu né-

doby) pfi teplot& 28 °C.

Poté byla v obou nddobéch provedena bio-
transformace benzaldehydu na D-(-)-FAM;
do prvni nddoby byla ddvkovana pouze sa-
charéza a benzaldehyd, do druhé nédoby
sachar6za, benzaldehyd a acetaldehyd, jak
je uvedeno v piikladu 1. Biotransformace
byla provdd¥na pfi teplotd 28 aZ 29°C za
nepfetr#itého michdni a vzdusn&ni jako kul-
tivace; podminky jsou uvedeny vy3e. Vysled-
ky biotransformace jsou uvedeny v nésledu-
jicich tabulkédch (I a II).
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Z vysledkd uvedenych v obou tabulkédch
vyplyva, Ze- pFidavky acetaldehydu do re-
akCni smé&si bshem biotransformace neovliv-
fuji reak&ni rychlost a vyt&Zek D-(-)-FAM;
primérny v§tsZek se pohyboval kolem
1200 mg D-(-)}-FAM/100 ml suspenze/12 ho-
din pri aktudlni suché hmot§ hungk 6 mg/
/ml. Po skon&eni biotransformace byly buii-

13

Ky oddgleny filtraci a D-(-)-FAM byl pieve-
den z vodné do organické faze vytfepanim
octanem butylnatym v pomd&ru vodna faze :
:organickéd fdze 3:1. Z organické faze byla
provedena kvalitativni analyza = produktu
spolu se standardem D-(-)-FAM plynovou
chromatografii. Vysledky potvrdily chemic-

kou identitu produktu.

Tabulka I
Cas (h) Benzaldehyd D-{—)-FAM Sacharoza
(mg/100 mi) (mg/100 ml) (g/100 ml1)
0 -}-350 — -+2,5
0,5 214 82 —
1,0 189 153 2,1
15 —+-200 — 40,25
2,5 132 328 1,65
3,0 +150 — -+0,5
3,45 115 476 —
4,0 -+150 — —
4,5 162 — —
5,0 108 625 1,35
5,15 ~+150 — -+0,25
6,0 130 —_ —
6,5 -}-100 — -+0,25
7,0 110 869 1,1
7,15 100 — —-+0.25
7,45 136 — —
8,5 +100 — —_
9,15 100 1050 0,95
9, —+100 — -1-0,25
10,15 130 1130 —
11,15 -+ 50 — _
12,0 a5 1210 0,8 .
(-}-) p¥idavek benzaldehydu a sacharézy
Tabulka II
Cas (h) Benzaldehyd Acetaldehyd D-{—})-FAM Sachar6za
(mg/100 ml) (mg/100 ml) {(mg/100 ml) {g/100 m1} "
0 K -+-350 —+100 — —-+2,5
0,5 " 226 — 80 —

- 1,0 ; 156 — 172 2,05
15 4200 -+100 — —+0,25 -
2,5 168 — 354 1,75
3,15 150 -+75 — 40,5
4,0 136 — 536 .
4,5 150 +75 —_ —_—
5,0 155 — 653 1,2
5,5 114 — — --0,25
6,0 -+150 +75 — 0,25
7,0 105 — 879 1,3
7,15 --100 -+50 — —
8,0 119 —_ — —_
8,5 -+100 -+50 — 40,25
9,15 115 — 1050 1,1
9,45 -+-100 -+50 — 40,25

10,5 134 . 1130 -

11,5 -+ 50 -+-50 — —_

12,0 130 — 1190 1,1

(-+) pridavek benzaldehydu, acetaldehydu a sacharszy
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P¥iklad 4

Do nerezového fermenta&niho tanku o cel-

kovém objemu 100 litrd bylo p¥ipraveno 80
litr@l nesterilni Zivné pidy s 3 % sueného
kuku¥iéného extraktu; ostatni sloZky Zivné
pldy jsou uvedeny v pfikladu 1. 20 bangk
11. vegetativni generace inokula izolatu kme-
ne kvasinky S. coreanus sp. bylo pF¥ipraveno,
jak je uvedeno v pfikladu 3. Timto inokulem
byl naodkovan fermentaéni tank a kultivace
probihala pii teplot& 28 aZ 29 °C nesterilnim
zplisobem p¥i vzdudn&ni Y/, pracovniho obje-
mu fermentoru (20 litrfi/min.) za michéni
turbinovfm michadlem s 3esti lopatkami
o priim&ru 160 mm pf¥i ‘rychlosti otd€ek 190/
/min, Fermenta&ni tank byl opatfen jednou
zardZkou. Po 22hodinové nesterilni kultivaci
byla provedena biotransformace benzaldehy-
du na D-{-)-FAM déavkovanim benzaldehydu
a sacharozy bez p¥idavku acetaldehydu zpii-
sobem uvedenym v tabulce I pfikladu 3 za
nepfetrZitého michédni a vzdusnéni.
_ Bylo ziskdno celkem 1100 mg D-(-}-FAM/
/100 ml kultury za 12 hodin bictransformace
pfi celkové spotfeb& cukru na propagaci a
biotransformaci 7,25 % a celkové spotiebd
benzaldehydu 1,35 %. D4le bylo provedeno
dalsi zpracovdni D-[-)-FAM na L-{-]-efedrin
nésledujicim postupem s nésledujici vytéZ-
nosti: ’

12

80 litrd fermenta®ni plidy bylo separaci
na odstiedivce zbaveno suspenznich podfld,
supernatant byl vy&eren filtraci pfes vrstvu
kifemeliny. 78 litrt éirého filtrdtu s obsahem
1100 mg/100 ml, tj. celkem 858 g D-(-)-FAM,
bylo extrahovédno 39 litry octanu butylnaté-
ho a smés byla gravita®n& oddé&lena. Bylo
ziskéno 37 litrf extraktu s Gdinnosti 2180 mg/
/100 ml, tj. celkem 808 g D-(-)-FAM. Extrakt
byl po &4astech zahu$tdn za vakua na obg-
hové odparce na konetnych 1300 g tak, aby
teplota brydovych par nepiekrofila 75 °C.

.Zahustény koncentrdt obsahoval celkem

800 g D-(-)-FAM. Po provedeni zkouSek zpra-
covatelnosti byl ziskany materidl podroben
reduktivni aminaci za pouZiti specidlniho ka-
talyzdtoru na bédzi Pt. Po ukondeni reakce a
po oddélen{ katalyzdtoru z reakéni smési
byla provedena extrakce bazi L-aD, L-efedri-
nu do zFed&ného roztoku kyseliny chloro-
vodikové. Vodny roztok L-aD, L-efedrin.HCl,
ktery obsahoval 960 g L-efedrinu.HC! z Ghrn-
ného mnoZstvi 1020 g efedrinti.HCl, byl po
vy&efeni filtrac{ vakuovE zahu3t&n ke krys-
talizaci. Po krystalizaci, separaci a promyti
bylo ziskdno 790 g substance s obsahem
98,6 % L-(-)-erythro-1-fenyl-2-methylamino-
-1-propanolu.HCl, mate&né louhy obsahovaly
150 g L-efedrinu.HC! a 45 g D, L-efedrinu.
.HCL .

PREDMET VYNALEZU

1. Zplisob selekce kmenli mikroorga-

nism@, zejména kvasinek, transformuji-
cich benzaldehyd na  D-(-)-1-fenyl-1-
-hydroxy-2-propanon pro vyrobu L-(-]-

-erythro-1-fenyl-2-methylamino-1-propanoluy,
vyznaujici se tim, Ze vychozi produkéni
kmen mikroorganismu se vystavi pas4Zové-
ni v tekuté nebo na pevné Zivné plidé& ob-
sahujici benzaldehyd a/nebo acetaldehyd,
pFidemZ p¥i kultivaci v tekuté Zivné pid&
se vybiraji mutanty s konstantn{ riistovou

rychlosti, p#i kultivaci na pevné Zivné plds
se vybiraji nejvétsi kolonie, nafeZ se ziska-
né mutanty izoluji ve formé& monokolonio-
vych izolatd,

2. Kmen mikroorganismu Saccharomyces

" coreanus CCM 3395, ziskany podle bodu 1,

produkujici D-(-)-1-fenyl-1-hydroxy-2-propa-
non v mnoZstvi 900 aZ 1300 mg/100 ml ste-
riln® nebo nesterilné propagované kultury
b8hem biotransformace benzaldehydu.

Severografia, n. p., zdvoed 7, Most
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