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Vyndlez se tyké zpisobu vyroby penicilinu G nebo V, kultivect produk&niho mikroorga-
nismu za submerznich podminek, v tekuté %ivné plds, obsehujfci zdroje asimilovatelného
_uhliku a dus{ku, minerdlni Zivné soli @ prekursory.

Vyrobd penicilind, e to jek penicilinu G, tek i penicilinu V, jeko nejdileZit&jsim
entibiotikdm, je stdle vinovina zna¥nd pozornost, kterd Je predeviim zam&Ffena ne ekonomi-
zaci vyrobniho procesu, zejména na Jeho fermentadni &dst.

Mexim&lnfho efektu se snaif rdznf vyrobei dosghnout poufitim specidlng %lecht&nych
vysokoproduk&nich izoldtd nebo s danym izoldtem pomoc{ fermentace zem&Pené na nejhospodér-
n3jéf suroviny.

Zésadnd viek platf, %e pro vlestni fermentaci & pro optiméln{ podminky produk¥nich
kmend musi zdkladni %ivné pida obsahovat optimélni mnoZstvi asimilovatelnych zdrojd uhli-.
ku a dusfku, krom¥ dalich specifickfch létek a prekurzorﬁ.

V odborné literatufe 1 v patentnich spisech Jje popséno unoho zpisobld fermentaini vyro-
by penicilinu, tykajicich se pou%itf koncentraci a kombinac{ rdznych surovin, riznych pod~
minek technologie, jako i 8lechtdni = vbsru vysokoprodukinich kmend. I p¥i vyrobd s kme-
nem denych vlestnost{ je vak mo¥no déle vhodnymi tpravemi technologie a vhodnou volbou
surovin doséhnout meximdlnich vyt8%kd = hospoddrnosti procesu.

Zéklednim typem fermente¥nich surovin je systém kukufiZny vyluh - lektéza, popisovany
v rdznfch kombinacich. KukufiZny v§luh byvé nehrazovén araidovou moukou, séjovou moukou,
baevinikovym semenem apod. Lektdze jako zdroj uhliku Je nahrazovéna napf. glukézou nebo

’
sacharozou.

Pousiti t¥chto cukrld zvysuje sice hospodérnost procesu # umoZnuje ¥1dit primo spotie-
bu cukru v pribdhu fermentace, zna¥nd se viak zt&fuje technologické vedeni, pondvedZ je
nutno prizpisobovat vhodnd dévkovaci zorizeni a nepfetr’itd presnd kontrolovat fermentadni
proces.

Studiem fermentac{ s lehce asimilovalelnjmi zdroji uhlfku se zebjvé Pade pract (J. No-
guchi se sp., N;ppon—ﬂogei-kagaku Keishi 10, 511, /1955/), srovnévejicich nap¥. vytdinost
pri pouZiti 1akt62§ a glukézy nebo popisujfcich fermentaci pPi pomelém priddvéni zdrojd
uhliku; tj. glukdzy, sechardzy, melasy a lektdzy (A. Serzedello, Boll. ins. zimotec. /Seo
Paolo/ 15, 3, /1956/) nebo néhradu laktdzy nebo glukézy sacherdzou (M. J. Thirumalachar,

K. S. Gopelkrishnen, v knize "antibiotics, their production, utilization end mode of acti-

on, Symposium Pimpri, 1956).

Mechanismus biosyntézy penicilinu s prihlédnutim k pouZiti laktdzy, resp. sacherdzy
byl rovnéi sledovén v Fadd praci A, Beliio, Boll, soc. itel. biol. sper. 31, 1 338, (1955),
ref. Chem, Abstr. 50, 11 430i, (1956); E. Gosh, Hind. Antibiot. Bull. 1, 59, (1958), ref.
"British Abstr. 33, 30 605, (1959); V. N. Desphende, K. Genapathi, J. Sci. Research (Indie)
170.'59, (1958), ref. Chem. Abstr. 53, 14 6811, (1959); J. I. Roshan, K. Ganapethi, Nature
183, 758, (1959)].

" Vliv rychlosti asimilece cukrd na produkci sledovaela N. M., Neronova (Mikrobiologije
27, 687, /1958/), poufit{ kukufi¥ného 3krobu jeko zdroje uhliku popsal L. Yu se sp. (Cem.
Abstr. 53, 18376h, /1959/%.

delédni vyznem mé vSak postup publikoveny F. V. Solterem a M. J. Johnsonem (Appl.
Microbiol. 2, 41, 71954/), pFi kterém se pouzivéd jeko zdroje lehce asimilovatelného uhliku
sacharézy, pfiddvané stéle stejnou,rychlostf k fermenta¥n{ pid&.

~ Druhy zdklaedni princip (US pat. spis &. 2830934) spodivd v tom, Ze se ne zaddtku bio-
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syntézy penicilinu vychdéz{ z pddy, prosté zdrojd esimilovatelného uhlfku, ktéré se potom
pridévajl pouze v pribshu fermentace (glukdza, sacherdza, melasa) tekovou rychlost{, kte-
réd se rovnd rychlosti spot¥eby lsktézy v pokuse, probfhajfcim parslelns za stejnfch pod-

minek. K

Z citovenych postupd jen poslednf dva majl zdsadni vyznam s lze je aplikovat v provbz-
nim miH{tku. : . ‘

PFi Jejich ovsFovén{ visk bylo zji¥tdno, Ze pfi rovnomérném pFivodu sachardzy v prvém
pfipadd dochézf v n¥kterych fdzich fermentace k Jedimu preddvkovéni, v Jinyeh fdzfch opit
k nedostate¥nému ddvkovéni, cof se v obou pFipadech projevuje nep#fznivé v metabolismu
produk¥nfho mikroorgenismu 2 v souvislosti s tim i ve snf¥en{ produkce, v porovnéni s kon-
troln{ fermentact s'laktézou. - . N

"

Pro dosaZent proddkci srovnatelnych s kontrolnf lsktdzovou fermentac{ bylo zapotiebf
netimdrn¥ vysokého unoZstvi sachardzy. PPFi ovifovéni druhého postupu, ktery je v porovnén{
s prvym postupem o n¥co vyhodnijsf, bylo zjistino, %e pribdh metabolismu p#i pousit{ lok-
tézy a sacherdzy je podststn¥ odliZnf e %e nen{ moZno se pFi ddvkovdni sechardzy F{dit
schematem spotifeby laktézy.

PFi srovndn{ tohoto postupu s kontrolnf laktdzovou fermentact vy3ly najevo znalné vy-
kyvy v produkeci, i kdy% celkovd spotfeba sacharézy odpovidals spot¥ebd laktézy.A

Bylo zjiSt¥no, Ze nevjhody dosavadnich zplsobd lze odstranit podle vyndlezu pti zpl-
sobu ‘vyroby penicilinu G nebo V, kultivaci produk&niho mikroorgenismu za submertnfch pod-
minek, v tekuté Zivné pads, obsehujfci zdroje asimilovatelného uhlfku = dusiku, minerdln{
#ivné soli a prekurzory, s kontinudlnf{m nebo semikontinudln{m priddvénim zdrojd asimilova-
telného uhlfku, zejména sacherdzy. ) :

Podstata tohoto zplisobu spo¥fvéd v tom, Ze se veSkerd sacherdza priddvé do zdkladni
%ivné pddy, prosté cukrd, po nao¥kovéni produk&nim mikroorganismem, takovou rychlost{, aby
se hodnote pH pddy udrZfovalas v prdb&hu fermentace v rozmezi 6,5 a2 7,5, s vyhodou v rozme-
z{ 7,0 a% 7,4. ’

Lze postupovat té% tek, Ze se k zdkladn{ ¥ivné pids, obsehujici nejménd 20 % celkové~
ho mno%stvi pouZitych zdrojd asimilovatelného dusfku, pPiddvé zbyvajicf ¥dst celkového
mno%stvi pouZitych zdrojd dusiku sou¥asn¥ se sachardzou.

P¥i proveden{ zpdsobu podle vynélezu je indikdtorem opiimélni spotfeby sachardézy hod-
nota, kterd je pro urfity produkdnf kmen nejvhodn§jsi. Pri piebytku sachar6zy Je metabo~
lismus podstatn¥ rychlejsf, hodnota pH pddy klesd, dochdz{ k poruse metabolismu, s ke
stagnaci produkce.

Naproti tomu nedostatek sacharézy se projevuje velmi rychle autolyzou mycelia, zvy=-
Sovénim pH do alkalické “oblasti a zastavenim produkce, resp. rychlym dbytkem koncentrace
JiZ vzniklé dZinné ldtky.

Vhodné ddvkovéni sacherdzy podle pribshu pH pldy p#i fermentaci umofnuje udrZovat Je-
ho hodnotu v mezich odchylky o 0,1 a% 0,3 od hodnoty optimélnf.

Zaldtek fermentace asi do 10. hodiny je pfizpisoben minimdlnf spotfebs aacharézy
a dévkovéni je postupnd zvySovéno tek, Ze maxima Jeho rychlosti je doseZeno mezi 30. a 60.
hodinou kultivace.

Sacherdzu je moZno priddvat ndkterym b&in¥ zndmym postupem af u% kontinudlni nebo ve
velmi krdtkych intervelech. Rychlost dévkovdni se obvykle mdn{ podle pot¥eby v 5 a¥ 20hodi-
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novych intervalech. P¥i dodrZovéni ddvkovdni sacherdzy zplsobem podle vyndlezu je moZné
s dangm produk¥nim kmenem doséhnout meximéln{ produkce, pon&vad¥ jsou vytvoreny optimdlni
podminky pro rdst a produkci v Jjednotlivych fézich fermentece. -

Pro dany produk¥n{ imen zdstdvéd schéma rychlosti ddvkovéni sacherdzy pii fermentacich
s normélnim prib&hem nemdnng e je moZné potom s vyhodou pracovat podle pfedem uréeného pro-
gremu ddvkovéni.

Dol3{ prednosti tohoto postupu je to, %e v mimofddném pPipad¥ vychyleni pH z optimdl-
n{ oblasti (nep¥. pfi zm¥nZné rychlosti rdstu kultury) je indikovén soulesn& nedostetek
nebo phebytek zdroje uhliku a okem¥itym zdsehem do ddvkovéni je moZno upravit Jek optimdl-
n{ koncentraci Zivin tek i hodnotu pH do vyhovujfcf oblasti.

Zpo¥dtku je fermentace vedena tak, by optimdlnf pH prost¥edi pro produkei bylo do-
safeno ve 20. a# 30. hodind kultivece. Tek vzniké vlastn{ schéme spot¥eby sachardzy, které
Je shodné se schematem rychlosti dejihq dévkovani.

Toto schéme se oviem podstatnd 1i3f od schématu spot¥eby lektdzy. Vlestnf prdbsh fer-
mentace je potom maximdln¥ ekonomicky a ve srovndni s lektdzovym postupem Je spotleba se-
cherdzy za pfibliZn¥ stejnou dobu refmentsce af o 20 % ni%3{ a produkce naproti tomu pfi
pouzit{ stejného produk¥nfho kmene, za stejnou kultiva¥ni dobu e za stejnych kultivednich
podminek, je a% o 30 % vy33i.

Déle bylo zJi3t¥no, %e je mo¥né pro zvySeni vyt¥Zkd v prodlouZené kultivadni dob¥
pou#it takového postupu, pPi kterém se souasnd se sachardzou dévkuje do pldy té% zdroj
snedno asimilovetelného dusiku, s vyhodou rozpustného ve vods (nepb. kukuPigny vyluh, mo-
%ovine, dusidénen sodny atd.).

Pritom z4kladni Zivnéd pdda obsshuje pouze ¥ést celkového mnoZstvi zdrojld dusiku a
zbyvajlci &dst se piiddvd k pidZ v pribZhu fermentace.

Pr{klad 1

Produk&n{ #ivné plda m3la sloZenf: 2 % kuku¥i¥ného vyluhu, 2 % sredidové moudky,
0,7 % uhliitenu vdpenatého, 0,3 % sfranu sodného = 0,25 % kyseliny fenoxyoctové. Po ste-
rilizeci m3la ptda pH 6,5.

Po neo¥kovéni 10 % inokuls produkénihe mikroorgenismu bylo zahdjeno ddvkovéni 50% roz-
toku sechardzy {hmotnost. objem) tsk, aby hodnote pH se pohybovale kolem hodnoty optimé1~
nt pro pouzity produk&ni kmen (7,0 % 7,3). Pribsh biosyntézy penicilinu V byl tento:

hodina a4

fermentace ) 0 10 20 30 40 50
pH 6,5 6,8 6,9 7,0 7,2 7,0
sachardze

v %/hod. 0,01 0,02 0,06 0,10 0,09 0,09

3/m1.103 - - - - 2,0 2,8
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hodina . .

fermentace . 60 70 80 90 100
pH. v Ty 7,2 7,2 7,2 7,3
sacherdza

v %/hod. : 0,08 . . 0,06 0,04 0,04 -
3/m1.103 3,9 4,5 5,0 5,4 5,9

Za zékled procentudlniho slofeni pldy e mnoZstvi pridévené sacherdszy byl vzat vycho=-
z{ objem335 u3. Kone¥n} objem (+ roztok seacherdézy, - odper a ztrédty vzorkovédnim apod.)
byl 37 m”. .

PrL{klad 2

SloZeni Zivné pidy jako v pffkladu 1 s tim rozdflem, Ze mfsto kyseliny fenoxyoctové’
byle pouZito celkem 0,35 % fenyloctenu emonného, ktery byl p¥idévén v 12hodinovych inter-
valech v 5 ddvkdch, po¥fneje 12, hodinou kultivace. Prib&h biosyntézy penicilinu G byl
tento:

hodinae . .

fermentace _ 0 10 20 30 40 " 50
pH 6,4 6,7 7,0 7,2 7,4 7,3
sachardzea

v %/hod. o 0,01 0,02 0,06 0,10 0,09 0,09
3/m1.10 : - - - - 3,1 3,9
hodina - 60 70 80 90 100
fermentace

pH ‘ < T, 7,2 7,3 7,3 7,3
secherdze )

v %/hod. 0,08 0,06 0,04 0,04 -
3/m1.103 4,3 5,0 5,7 6,4 7,1

Vychoz{ objem pidy byl 35 n3, konedny objem 36 m3
Pr{klead 3

bedukéni 2ivné pdde m3le sloXenf: | % kukuFiZného vyluhu, | % eresidové moudky, 0,7 %
uhliZitanu vépenatého, 0,3 % siranu’ sodného, 0,25 % kyseliny fenoxyoctové.

Po steriliszacl m&la pdda pH 6,5. Po neo¥kovdnf 10% inokula produk&nfho kmene bylo za~
hdjeno ddvkovédni roztoku obsshujicfho 50 % sacherdzy a 15 % sudiny kukufi¥ného vyluhu,
@ to tekovou rychlost{, aby pH se udrZovalo kolem optiméln{ hodnoty.

Celkem bylo piidédno 9,2 % sacherdzy a 2,75 % sudiny kukufi¥néhc vyluhu. Prob&h bio-
syntézy penicilinu V byl tento:

i
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Hodina

fermentace ' 0 10
pH s - 6,5 6,7
sacherdze

v %/hod. 0,0t . 0,03
3/m1.103 - -
hodina .
fermentece T0 80
pH 7,3 7,5
sacherdze U _

‘v %/hod, 0,08 0,10
3/m1.10% 4,6 5,1

7.4 .

0,10

5,7

100

0,04
5,8

40

V§choz{ objem pddy byl 10 litrd, konednj objem 10,5 litru.

PrL{klad 4

|

50

T:5

0,04
6,7

60

7,4

0,10

130

Y

Tyt

Produk¥nf Zivné plde m¥le slofen{: 2 % kuku?i¥ného vyluhu, 0,7 % uhli¥itenu vépenaté-
ho, 0,3 % sirenu sodného, 0,25 % fenyloctenu . emonného, ktery byl piddvén v pribshu kul-

“tivace podobn& 3eko v pi{kledy 2.

Po sterilizaci m¥le pide pH 6,5. Po nao¥kovédnt 10% 1nokula produkiniho mikroorgenismu
bylo zshéjeno ddvkovéni rogtoku, obsshujfctho 50 % sacherdzy, 10 % su¥iny kuku¥i¥ného vy-

luhu a 0,65 % mo¥oviny.

Celkové pFidéno ! 860 ml roztoku, tj. 9,3 % sacherozy, 1,86 % kukufilného vyluhu
@ z modoviny tolik dusfku, kolik odpovidé 0,93 % su§1ny kukuii¥ného vyluhu. Pribsh bio-

syntézy penicilinu ‘G byl tento:

nodine

fermentace o0 10

pH 6,5 6,8
"sechardza

v %/hod. . 0,00 0,03
3/m1.10° R -
hodina - ,

fermentace 70 " 80
pH . ' 7,5), 7,5
sachardze

v %/hod, 0,t0. . 0,10
3/m1.103 4,5 - 4,85

90

7,4

0,08

5,8

100

7,4

0,06
6,9

40

7,4

0,09
2,8

110

50

75

0,1
3,4

Ziékladn{ mno¥stvi pddy bylo 10 1itrd, konené mnoZstvi 11 litrd,

0

120

130

7,6 .

8,2
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Prikled 5

Produkdn{ ¥ivnd pida m¥le sloZeni: 2 % kuku¥i¥ného vyluhu (sudina), 0,7 % uhliZitanu
vépenatého, 0,3 % siranu sodného a 0,25 % kyseliny fenoxyoctové. Po sterilizeci m&la plda
pH 6,5.

Po' neotkovdn{ 10% inokula produk&nfho mikroorgenismu bylo zahéjeno ddvkovéni roztoku,
obseshujictho 50 % sacherdzy, 10 % sudiny kukuPidného vyluhu a 0,85 % dusidnanu smonného.

Bylo priddno celkem 1 720 ml roztoku, tj. 8,6 % sachardzy, 1,72 % sudiny kuku®i&ného
vyluhu a z dusiénenu smonného tolik dusiku, kolik odpovidd 0,86 % sudiny kuku®idného vylu-
hu. Prdbdh biosyntézy penicilinu V byl tento:

hodina

fermentace [} 10 20 30 40 50 60

pH 6,5 6,7 6,9 7,0 7,4 7,3 7,3
sachardza

v %/hod. 0,01 0,04 0,06 0,09 0, 0,1 0,1
j/m1.103 - - - - 2,1 3,0 3,9
hodina ‘

fermentace 70 80 90 100 110 120 130
pH 7,3 7,4 7,3 7,4 7,3 7,2 7,3
sachardza )

v %/hod. 0,08 0,10 0,08 0,06 0,04 - -
j/ul.103 4,6 5,1 5,4 6,0 6,5 6,9 7,2

Zgkledni mno¥stvi pady bylo 10 litrd, kone¥né mnoZstvi 10,5 litrd.

PREDMET VYNALEZU

1. Zphsob vyroby penicilinu G nebo V, kultivacf produkéniho mikroorgenismu za sub-
merznich podminek, v tekuté Zivné pic¥, obsshujici zdroje asimilovatelného uhlfiku a dusf-
ku, minerdlni Zivné soll a prekurzory, s kontinudlnim nebo semikontinuélnfm p¥idévénim
zdrojd asimilovatelného uhliku, zejména sacharizy, vy znadujici se tim, Ze se vedkerd sa-
charoza priddvéd do zdklodni Zivné pidy, prosté cukrl, po nao¥kovédni produk¥nim mikroorga-
nismem, tekovou rychlost{, aby se hodnota pH pidy udriovala v prib&hu fermentace v rozme-
z{ 6,5 a% 7,95, s vyhodou v rozmez{ 7,0 aZ 7,4.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, ¥e se k zékladni Zivné pid&, obsshujict
nejméng 20 % celkového mnoZstvi pouZitych zdrojh asimilovatelného dusiku, ptriddvé zbyva-
jici ¥4st celkového mnoZstvi poufitych zdrojd dusfiku soudasnd se sachsrozou.
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