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(54) Zpusob vyroby penicilinu V

Vynélez se tykd zplsobu vyroby penicilinu
V kultivaci produkéniho mikroorganismu Pe-
nicilium chrysogenum v tekuté Zivmé pudé
obsahujici zdroj asimilovatelného uhliku, kte-
ry se v prubéhu kultivace davkuje a zdroj
asimilovatelného dusiku, mineralni zivné soli
- a kyselinu fenoxyoctovou jako prekurzor, za

submerznich podminek.

Vytéznost fermentace a izolace pii biosyn-
tetické vyrobé penicilinu V je uréovéna po-
mérem zaddaného produktu, tj. penicilinu V,
k mnezaddoucimu vedlejsimu produktu, tj. p-
hydroxyderivatu penicilinu V a k obsahu
zbytku prekurzoru ve fermentaéni ptdé. Cim
vice obsahuje fermentaéni ptida na konci fer-
mentace penicilinu V a méné p-hydroxyderi-
vatu penicilimu V a nespotiebovaného prekur-
zoru, tim je ekonomika b1osyntetlcke vyroby
pemcﬂmu V wéetné izolace prizniveéjsi.

Vznik nezadouctho p-hydroxyderivatu pe-
nicilinu V transformaci penicilinu V produké-
nim mikroorganismem v pribéhu fermentace
byl vylouten uspordddnim modelovych poku-
st, pii kterych byla do fermentacni pldy,
kterd neobsahovala Za&dny prekurzor, prida-
" véna substance penicilinu V v rézné koncen-
traci a v rlzné dobé fermentace. V prubéhu.
fermentace, vedené pii teploté 25 °C po dobu
10 dnt, byla sledovéna skladba penicilind a

bylo zjisténo, 7e obsah penicilinu V je kon-

201338

stantni a Ze jeho p-hydroxyderivat nevznika.

Z vysledkt téchto pokusu je ziejmé, Ze ne-
zadouci p-hydroxy==derivdt penicilinu V se
tvoti v pribéhu fermentace tak, Ze prekurzor
penicilinu V, tj. kyselina fenoxyoctova, je
transformovan nejprve v prekurzor p-hydro-
xyderivatu penicilinu V, ze kterého teprve
dalsi biochemickou reakci vznik4 p-hydroxy-
derivat penicilinu V.

Pri celkové analyze fermentacniho procesu

byl detailné sledovan obsah penicilinu V a je-

ho p-hydroxyderivatu, kyseliny fenoxyoctové

_a p-hydroxyfenoxyoctové, a to v prubéhu ce-

1é fermentace, kdy bud celé mnozZstvi prekur-

- zoru bylo pfitomno v mediu jiz v 0. hodiné

fermentace nebo kdy byl prekurzor davkovan
v riznych mnoZstvich v riznych stadiich fer-
mentace. Za téchto podminek Ize podle vzniku
p-hydroxyderivatu penicilinu V usuzovat na
spojitosti s autolyzou kultury mebo ma deficit
substratu vhodného k oxidaci po ukonceném
davkovani sacharosy. Pii standardnim postu-
pu se totiZ sacharéza nepfidava az do konce
fermentace, jeji davkovani se zastavi pfi prv-
nim zjisténém maximu produkéni faze. Byly
proto provedeny daldi pokusy, ve kterych byla
autolyza zdmérné podpoifena predcasnym za-
stavenim davkovani sacharosy a naopak, pro-
dlouzenim doby davkovéni sacharosy byl pro
kulturu zajistén oxidovatelny substrat. 4



Ze ziskanych vysledkli vyplynulo, %e obsah

p-hydroxyderivatu penicilinu V lze ve fer-
mentaéni pudé regulovat ddvkovanim sacha-
rézy. Byl totiz objeven vztah, Ze ¢im je v pri-
béhu fermentace sacharéza déle divkovana,
tim méné p-hydroxyderivatu penicilinu V
vznika ve fermentacéni ptdé.

Na zékladé téchto poznatkt byl vypracovan
zplUsob vyroby penicilinu V kultivaci pro-
dukéniho mikroorganismu Penicillium chry-
sogenum v tekuté Zivné phdé obsahujici zdroj
asimilovatelného uhliku, ktery se v prabéhu
kultivace davkuje a zdroj asimilovatelného
dusiku, mineralni Zivné soli a kyselinu fen-
oxyoctovou jako prekurzor, za submerznich
podminek, podle vynéalezu, jehoZ podstata
spo¢iva v tom, Ze se zdroj asimilovatelného
uhliku davkuje do fermentaéni pidy aZ do
ukondeni ristové faze mikroorganismu, v na-
sledujici produkéni fizi se ddvky zdroje asimi-
lovatelného uhliku snizi na mno#stvi potiebné
k udrzeni kultury, nadeZ se po zaéinajicim
zvySovani obsahu p-hydroxyderivatu penicili-
nu V v pidé obnovi davkovani zdroje asimi-
lovatelného uhliku jako v ristové fazi, pii-
¢em?Z posledni davka se piidava 12 az 24 hodin
pred ukonéenim produkéni faze.

Uvedenym jednoduchym opatfenim se po-
darilo Géinné zlep§it prabéh fermentaéni vy-
roby penicilinu V a sniZit na Unosnou miru
jednak obsah nezadouciho vedlejsiiho produk-
tu, tj. p-hydroxyderivatu, jednak obsah ne-
spotfebovaného prekurzoru. Tim se rovnéZ
zjednodusuje izolace penicilinu V a zlepSuje
jeho kvalita.

Nésledujici priklady provedeni zplsob podle
vynalezu pouze ilustruji, ale nijak neomezuji.

Ptiklad 1

Fermentace v laboratornim méfitku byla
provedena s produkénim mikroorganismem
Penicillium chrysogenum ve varnych barkéach
na rotatnim tiepacim stroji. Inokulum bylo
ptipraveno standardnim postupem na pidé
obsahujici kukufi¢ni extrakt, sacharosu a Ziv-
né sole, v produkéni fazi byla pouzita plda
obsahujici sojovou mouku, prekurzor, kiidu
a zdroj siry. Jako zdroj uhliku slouzila sacha-
réza, kterd byla pribéiné davkovéna do 4.

nebo 8. dne fermentace. Zvislost vzniku p- .

hydroxyderivatu penicilinu V na davkovani
sacharézy je uvedena v tabulce 1.

Tabulka 1

Sacharo6za ddvkoviana do
1
28 4. dne fermentace 8. dne fermentace
=3
s 5 | p-hydroxy-| prekur- | p-hydroxy- | prekur-
< g derivat zor derivat Zor
A mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1,1 2,9 1,0 3,0
1,2 2,1 0,9 2,0
. 1,3 1,8 0,7 1,4
10. 1,6 1,7 0,6 1,2
11. 1,9 1,5 0,5 0,6

Prodlouzi-li se doba dévkovani sacharézy,
dosdhne se' priznivého poméru penicilinu V
k jeho p-hydroxyderivatu a zbytku prekur-
zoru. Obsah p-hydroxyderivatu penicilinu V
neni vy$si nez 0,5 mg/ml, obsah kyseliny fen-
oxyoctove nepiesahuje koncentraci 0,6 mg/ml.

Priklad 2

Fermentace ve 20 litrovych fermentaénich
tancich byla provedena s produkénim mikro-
organismem Penicillium chrysogenum. Inoku-
lum bylo piipraveno na piidé obsahujici kuku-
Fiény extrakt, sacharézu a Zivné sole nebo so-
jovou mouku, sacharézu a sole. Fermentaéni
puda obsahovala sojovou mouku, prekurzor,
ktidu a zdroj siry. Sachar6za byla pribé&iné
davkovana bud do 100. hodiny nebo aZ do
konce fermentace, tj. do 160. hodiny. Z4vislost .
vzniku p-hydroxyderivatu penicilinu’' V na
davkovani sacharosy je uvedena v tabulce 2.

Tabulka 2
Sacharéza davkovana do

&8 100. hod. 160. hod.
: *E p-hydroxy- | prekur- | p-hydroxy- | prekur-
£ Qo derivat zor derivat zor
A g mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

25 0,1 6,3 0,1 5,8

53 0,2 5,8 0,2 5,0

75 0,3 43 0,2 4,3
100 0,6 3,3 0,5 3,1
125 0 2,5 0,6 2,2
150 1,2 2,5 0,6 1,8
164 1,2 2,4 0,6 0,9

Pii ddvkovani sacharézy v pribéhu celé fer-
mentace je po jejim ukonceni obsah p-hydro-
xyderivatu penicilinu V 0,6 mg/ml a obsah ne-
spottebovaného prekurzoru nizii nez 1 mg/ml.

PREDMET VYNALEZU

Zpusob vyroby penicilinu V kultivaci pro-
dukéniho mikroorganismu Penicillium chry-
sogenum v tekuté Zivné ptudé obsahujici zdroj
asimilovatelného uhliku, ktery se v prubéhu

kultivace davkuje a zdroj asimilovatelného
dusiku, mineralni Zivné soli a kyselinu fen-
oxyoctovou jako prekurzor, za submerznich
podminek, vyznadujici se tim, Ze se zdroj asi~



milovatelného uhliku davkuje do fermentadéni
pudy az do ukiondeni rustové faze mikroorga-
nismu, v masledujici produkéni fazi se davky
zdroje asimilovatelného uhliku sniZi na mnoz-
stvi potiebné k udrzeni kultury, nacez se po
zadinajicim zvySovami obsahu p-hydroxyderi-

vatu penicilinu V v pldé obnovi davkovani
zdroje asimilovatelného uhliku jako v ris-
tové fazi, pritemz posledni dévka se piidava
12 aZ 24 hodin pired ukonéenim produkeéni fa-
ze.
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