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(54) Zpasob vyroby penicilind

Vynélez se tyké poufit{ vodného elud-
tu z rostlinnych dusikatych substrétd, ze-
jména sSjové nebo arasdfdové nebo bavliniko-
vé mouky nebo.z globulérniho proteinu z ba-
vlinfkovych semen jako zdroje asimilovatel-
ného dusiku v Zivné pid& pri fermentalni -
vyrobé penicilind.
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Vyndlez se t¥ké zpisobu vyroby penicilini, th penicilinu G a V, kultiveci produkéni-
ho mikroorganismu v tekuté Zivné pidd, obsahujic{i zdroje asimilovetelného uhliku s dusiku,
minerdlni %ivné soli a prekursory, ze submersnich podminek.

Jek je znémo, jednim z hlevnich faktord, ktery ovlivauje vytid¥nost fermenta&niho pro-
cesu p¥i biosyntetické vyrob& penicilinu, je sloZeni Ziwvné pidy, jeji% nedilnou souddsti
Je zdroj asimilovatelného dusiku. Na jeho vhodnosti zévis{ vytSinost fermenta¥nf{ho postu-
pu a na Jeho dostupnosti a cend pak sédvisi do znainé miry ekonomie v¥roby.

Zdrojem dusiku, jeho vhodnost{ a pouZfitym mnoZstvim lze ovliivnit fermentadni proces.
P¥i velkovyrobd penicilinu jsou jako zdroj dusiku zpravidla poufivény rdzné rostlinné sub-
stréty, napf. rozemletd semena soji, era¥fdy, baviniku nebo s nejvit3im Uspdchem je pouZi-
véna Pharmamedia, cof je prodejni nédzev nehydrolyzovaného glubuldrnfho proteinu ziskaného
z bavlinikovych semen. Tuto surovinu v3ek neni z ekonomickych divodl moZné pouZivat pro vy-
robu. Byly proto hleddény cesty, jek uprevit dostupné suroviny, aby svou kvalitou se vyrovne-
1y Pharmemedii. .

Byly provedeny nésledujici dpravy rozemletych semen séji, sradidy, bavlnfku: kyseld
hydrolyza, alkalickéd hydrolyza, enzymatickd hydrolyza a eluce.

Kyseld hydrolyza substrétd po uprevé koncentrovanou kyselinou solnou probihé riznou
dobu od 10 minut do 120 minut za zvySeného tlaku.

Alkelickd hydrolyze substrdtu hydroxidem sodnym probfhala 60 af 120 minut za varu.

P¥i enzymatické hydrolyze substrdtu byla m&n&ne koncentrace substrétu (od 10 do 30 %),
druh enzymu (penkreatin, protedza, pepain), koncentrace enzymu (1000 a% 30 000 j./g sub-
strétu), doba hydrolyzy (1 aZ 48 hodin).

Eluce byla provedena p¥i rizné koncentraci substrdtu (2 aZ 9 %), rdzném pH (2 aZ 10),
byle aplikovéna rdznd doba eluce (0 8% 3 hodiny), pro eluci byla zvolena rdzné teplota (la-
boratorni az 100 °C), eludty byly rdzn& upravovény (filtrece nebo bez filtrace), ziskané
eludty pro pripravu fermentadnich pdd byly Fediny do rdznyech stupnd nebo nebyly Pedény vi-
bec.

Z uvedenych \prav, které byly provedeny s rostlinnymi zdroji dusiku, se neosv&dZila
kyselé ani alkalickd hydrolyza, 3t&peni bilkovin prob&hlo aZ na volné esminokyseliny a tako-
véto forma zdroje dusiku je pro biosyntézu penicilinu nevhodné. Enzymatickou ipravou sub-
strétd byly ziskdny hydrolyzdty, se kterymi bylo dosaZeno pri fermentaci 90% vyt&Zku ve
srovnéni s produkcemi dosaZenymi s Pharmemedif. ' '

Z vysledki hodnoceni v¥ech alternativ dprav zdrojd dusiku vyplynulo, %e nejvhodné&jsi
je postup, p¥i kterém je substrdt pouze eluovédn. S eludty pripravenymi nejvhodn&j3imi postu-
Py byly ziskény vyt&Zky ve fermentaci vy33i o 10 a% 15 % proti kontrole provedené s Pharma-
medif. Bylo zji¥t&no, Ze v3echny substréty dusiku upravené vhodnym elu¥nim postupem skytaji
vyss1 vyt&%ky pri fermentaci neZ bez dpravy vEetné Pharmemedie. Z dostupnych surovin je
nejvhodn&j¥im materidlem pro eluci aradfdové mouks, absolutné nejlepsi{ je Pharmamedia.

Koncentrace substrdtd pro eluci zdvisi na deldim zpracovédni eludtu a na fermentadnim
postupu. Nejvhodné&jsi pH k eluci je 9,0 dobe pot¥ebnd k eluci se #idi teplotou, je-li zvo-
lena vy3%i teplote, je das potFebny k eluci krat3i. Vysv&ileni pro zvyhodné&ni substrétd po
eluci p¥i zvySeném pH pravdépodobn& spolivé v docileni dostupnosti dileZitych eminokyselin,
zejména valinu a methioninu, jak bylo prokdzéno celkovou analyzou eludtd.
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P#iklady provedeni:

Priklad 1

Fermentace v laboratornim m&f{tku byle provedena kultivac{ produk¥nfho mikroorgenismu
ve varnych benkdch obsehu 500 ml se 40 ml fermenta®ni pidy na rotainfm tiepacim stroji.
Pdda obsshovala jako zdroj uhliku sachaerézu, kterd byla pribd#n¥ ddvkovéna, zdrojem dusfku
byly létky rostlinného pivodu jeko takové v koncentraci 6 % nebo eludty z nich pRipravené.
Eluce byla provedena nésledujicim postupem: 9 % araiidové nebo sojové mouky nebo Phermeme-
die (ed) je suspendovéno ve vod¥, nésleduje udprave pH 50% roztokem hydroxidu sodného na
hodnotu 9,0, takto upravend suspense je zehidta na teplotu 70 a% 80 °C,vtato teplota Je

- udrZovéna v prib&hu 60 minut.

Takto pFipraveny eludt je zfiltrovén p¥es gézu a pro pfipravu fermentafnich pdd je
zfeddn v pomdru 75:25 d11dm vodou. Timto zpisobem pfipraveny eludt obsshuje rozpustného
dusiku 4,0 a% 4,5 mg/ml, celkového dusiku 4,5 aZ 5,0 mg/ml a amoniskélniho dusiku kolem
0,5 g/ml, Pide ddle obsehovala jeko zdroj siry sirnatan sodny,;kyseiinu fenoxyoctovou jako
prekursor pro biosyntézu penicilinu V & jako ¥ivnou sl vhliZitan vépenaty . Po sterilize-
ci byle hodnota pH vy%3f{ neX 7. Inokulace byla provedena 10 % vegetativnfho inokula produk -
niho kmene Penicillium chrysogenum, teplota p¥i kultivaci byla 25 °C, doba fermentace 10
dnd. S uvedenymi zdroji dusiku bylo dosaZeno nésledujicich produkci.

Zdroj dusiku Penicilin j./ml
803jové mouka 20 900
aras{dové mouka ' 19 500
Pharmamedia 22 300
eludt sdjové mouky 24 000
eludt aradfidové mouky 24 500

elutd Pharmemedie 25 000
P¥1klad 2

Frementace v laboratornim m&#{tku byla provedena shodnym postupem jako u piikladu 1
s tim rozdilem, %e zdrojem uhliku byl séjovy olej a laktéza, celkové mnoZstvi obou ldtek
bylo v pld¥ od po¥dtku, zdrojem dusiku byly shodné suroviny jako v prikled? 1, navic bavl-
nikové mouka, v koncentracich sdjovd nebo araif{dové mouke 3,38 %, bavlnikové mouks 4,5 %,
Phermemedia 2,5 %, jejich eluce byla provedens nésledujicim postupem: 3,38 % araifdové mou-
Xy, s0jové mouky nebo Pharmamedie, nebo 4,25 % bavlnfkové wmouky je suspendovéno (ed) ve
vod¥, nédsleduje dprave pH 50% hydroxidem sodnym na hodnotu 9,0, tekto upravené suspense jsou
ponechdny pfi teplotd 295 a% 40 °C 60 minut nebo pri teplot® 40 aZ 90 % 15 minut.

Tekto pfipravené eludty obsahujf 2,5 a% 3,0 mg/ml rozpustného dusiku, 3,0 aZ 3,5 mg/ml
celkového dusiku a kolem 0,2 mg/ml amoniakélniho dusiku. Pida déle obsahuje jeko daldi zdroj
dusiku siren amonny, zdrojem siry je siran sodny. Ostatni sloZky pldy jsou shodné s pidou
uvedenou u p¥ikladu 1. Pddy po sterilizaci maji pH kolem 7,0. Inokulace je provedena 5 %
vegetativniho inokula produkinfho kmene Penicilljum chrysogenum, teplota pfi kultivaci Jje
25 °C, dobe fermentece 9 dnd. S uvedenymi zdroji dusiku bylo dosaZfeno nésledujicich produk-
ci.
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ZdroJ dusiku Penicilin j./ml
sdjové mouka - 25 500
arasidovéd mouke © 27 000
bavlnikové mouka . 27 500
Pharmamedia ‘ 28 000
eludt sdjové mouky o _ 26 000
eludt erasfdové mouky 31 500
eludt bavinfkové mouky 29 000

» eluét Pharmamedie” 33 200

PREDMET VYNALEZU
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1. Zplsob vyroby penicilind kultiveci produk¥niho mikroorgenismu Penicillium chryso-
genum v tekuté Zivné pldd, obsahujici zdroje esimilovetelného uhliku a dusiku, minerdlnf{
%Zivné soli a prekursory, za submerznich podminek, vyznadujici se tim, Ze se jako zdroje
asimilovatelného dusiku pou¥ivé roztoku ziskaného eluci rostlinnych dusikatych substrétd,
zejména sdjové nebo arasfdové nebo bavlnikové mouky nebo globulédrntho proteinu z baviniko-
vych semen, vodou p¥i pH 8 a% 10, s vyhodou 9, pfi teplotd 20 % a¥ k teplot® veru, prilemZ
hmotnostni mnofstvi vychoziho substrdtu &ini 2 a% 10 %.

2. Zpisob podle bodu 1 vyznedujici se tim, %e se pouZivé eludtu filtroveného.

Severografia, n. p., zévod 7, Most’
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