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efedrinu

Vyndlez se tykd zplsobu ekonomizace
vjroby D-(-)-l-fenyl-l-hydroxy=-2-propanonu
optimalizaci kultivadnich podminek a chemic-
kého sloZeni #ivné pidy produkdnich kvasi-
nek a ¥izeni kultivace, zejména produkéni-
ho mikroorganismu Saccharomyces coreanus
CCM 3395 a optimalizaci Fizenim procesu
biotransformace benzaldehydu ng De(=)=l-fe=
nyl-l-hydroxy-2-propanon, ktery slouZi jako
meziprodukt pro vyrobu Le(-)-efedrinu.Vynd-
lez rovnéZ specifikuje podminky, za kterych
se dosahuje zvysSeni vytéZnosti v izolaoi
tohoto meziproduktu.
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Vyndlez se tyké ekonomizaée vyroby D=(=)-l-fenyl-l-hydroxy
-2-propanonu (D-(-)-fenylacetylmethanolu, déle jen D-(=)=FAM)
optimalizaci kultiva&nich podminek a chemického sloZeni %2ivné
pidy produk¥nich kvasinek a Fizeni kultivace, zejména Saccharo-
myces coreanus CCM 3395, a optimalizac{ a F*izenim procesu bio-
trensformace benzaldehydu na D-(-)-FAM,Apro vyrobu L=(-)-efedri-
nu.

Je znémo, %e D-(-)-FAM slou%{ jako vychozi surovina pro vy-
robu L=(-)-efedrinu. Vedle riznych znémych zpisobl pripravy D-
(-)-FAM, je nejvice pouZfvén biochemicky zplsob jeho p¥ipravy
pomoci kvasinek stereospeficky biotransformujicich benzaldehyd
na tento dile?ity meziprodukt. Biologicky princip biotransforma-
ce pomoci kvasinek je dostatelné popsén nejen pro tradiéni druhy
kvasinek, pivovarské a pekaiské kvasnice, napi. Voets et al.,
Ztschr. fur Allg. Mikrobiol., 13, 355, 1973, ale i pro netradig-’
ni taxony kvasinek v&etné zpisobu jejich 3lecht&ni v &s. a.o0.
202 929. Vznikl§ D-(-)-FAM se pak izoluje z fermentalni kapaliny
a podrobf se reduktivni aminaci s cilem pr{pravy L-(-)=-efedrinu,
28 chemické katalyzy pomoci specidlnich typd katalyzétorl, napi.
ns bézi platiny. Katalytickou reduktivni aminaci lze provadét
riznymi zpusoby, av3ak pro D-(-)-FAM vyrobeny pomoci netradi&nich
taxont kvasinek je vyhodné pouz{t zpisobu popsaného v &s. autor-
ském osveédient &. 213 159.

V patentové literatule je vyu¥itf pivovarskych a pekai¥skych
kvasinek transformujicich benzaldehyd na D-(-)~-FAM prvn& popséno
v r. 1934 v US patentovém spisu &. 1 956 950. Z posledni doby
v NDR patentovém spisu %. 51 651 z roku 1966. V citovanych paten-
tovych épisech a v odborné literatufe, napr. D. Grégr et al.,
Ztschr. fur Allg. Mikrobiol., 6, 275, 1966; Gupta et al., Bio-
technol. Bioeng., 21, 1085, 1979 Jjsou popisovény produkce D-(-)-
FAM biotransformaci benzaldehydu od 300 do maxim4in& 800 mg/100
ml fermenta¥ni pidy. V &s. autorském osvéd&eni 202 929 je popsén
‘zpisob selekce netradinich kmend kvasinek a jejich dlechténi a
vysoko produk&ni kmen Saccharomyces coreanus{CCM 3395, ktery Je
v laboratornim m&¥itku schopen produkovat D-(-)=FAM v rozmezi
900 a% 1 300 mg/100 ml a v méfitku do objemu fermentalniho tanku
100 litrd @% 1 100 mg/100 ml p#i nesterilni submersni kultivaci
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v %ivné pid& obsahujici amonné ionty ve form& siranu amonného,
vysoky obsah kuku¥iZného extraktu, vysoké koncentrace horfe&na-
tych iontld, anorganickych fosfétu, sacharozy epod., pri konstant=-
ni teplotd v rozsahu 28 a% 29 °c.

Zjistili jsme nynf, %e v této Zivné pGd& dochézi k ristové
diauxii, tj. dvojristu tak, Ze v prvni f4zi ristu se spotrebuji
prednostn smonné ionty Jjako jediny zdroj dusiku spolu se sacha~-
rézou jako zdrojem uhliku a po ristovém lagu (prodlevd) za&iné
druhy rdst kultury, kdy Jje vyuZivén z poldtku kukuri&ny extrakt
jako organicky zdroj C i N a posléze etanol vytvoreny v prvé fé-
zi rustu ze sachardzy, nebo¥ pii relativné nizkych prenosech
kysliku neni vedkerd sacharéza konvertovéna na biomasu (sudinu
bundk). P#i pPevodu (scale-up) 2 laboratorniho resp. poloprovoz-
nftho mé¥f{tka do vyrobniho zarizeni (25 aZ 30 o fermentory) &ini-
1s rdstové diauxie znalné potiZe, které se projevily v nereprodu=
kovatelnosti vysledkd, v nizké produkéni rychlosti i absolutnim
vitézku D=(-)-FAM a ve vysoké Zetnosti sekundérnich kontaminaci
kultury kvasinek bekteriemi, pridemZ pravd&podobtnost bakteridlni
sekunddrni kontaminace kultury byla favorizovéna ruastovou diauxii
produkéniho kmene, tj. &asovou prodlevou mezi skon&enim prvni fé-
ze ristu a zapotetim druhé féze ristu. Navic pii poldteénim a di-
.auxickém lagu byla nerostouci kultura poskozovéna smykovym namé-
hénim v zén& michadla, takZ¥e produk&ni schopnosi a celkovy meta-
bolismus bundk byly siln® sniZ%eny, z &ehol rezultovala zna&né
produkni variabilita. 2 laboratorniho a poloprovozniho mé&Fitka
bylo zji¥t¥no optimélni vzduSn&ni b&hem submersni kultivace S.
coreanus CCM 3395 v rozmezi 0,05 a¥ 0,2 objemu vzduchu/min. pod-
mifiujici semianaerobnf rist. P¥i m&Feni rozpulténého kysliku
v provoznim zar{zeni kyslikovou elektrodou bylo vidak zjiZt&no,
¥e za uvedenych podminek kultivace a chemického sloZeni Zivné
pidy, mnoZstvi rozpu3téného O, v pldé se asymptoticky bli%{ k nu-
lov§m hodnotém ji% ve 4. hodin& kultivaéni, tj. JjiZ na zalétku
rastu kultury. Tato skutelnost pochopiteln& negativné ovlivnila
nezbytnou saturaci kultury kyslikem.

VSechny tyto naznalené negativné se uplatnujicf faktory m&-
ly za nédsledek, %e nebylo moZno provést usp&sny pievod technolo-
gie z poloprovozniho m&¥{tka do vyroby. Navic takto ziskany
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D-(-)-FAM izolovany z fermenta&ni kapaliny byl z hlediska repro-
dukovatelnosti pribZhu reduktivni aminace za pouZitf specidlniho
typu katalyzdtoru na bdzi platiny i za specidlnich podminek hy-
drogenace, popsanych v &s. autorském osvédéeni &. 213 159, obe
t1Zn& hydrogenovatelny. Z pochopitelnych divodd jshe se proto
zam&Fili na technologické zvlddnuti procesu pfevodu technologie
optimalizaci chemického sloZeni Zivné pady, podminek kultivace
produk&niho mikoorganismu a zplsobu rizeni biotransformace benz-
aldehydu na D-(-)-FAM,

2jistili jsme, Ze pro Uspé&3ny pievod poloprovoznich vysled-
kd do danych provoznich velkobjemovych fermentord (scale-up),
jejichZ vybaveni je v n&kterych faktorech v podstaté& nemé&nné
(p*1{kon elektromotoru, rychlost oté¥ek michadla a geomet e fer-
mentoru), je nutné docilit reprodukovatelného ristu produk&niho
mikroorganismu odstranc<nim ristové diauxie dostate&nou saturaci
rostouci bun&&né populace rozpudténym kyslikem, sniZenim smyko-
vého naméhédni kultury michénim a optimalizaci a »izenim procesu
biotransformace benzaldehydu na D-(-)-FAM,

Variovédnim chemického sloZ¥eni %ivné pidy (eliminace anore
ganického zdroje dusiku, celkovd koncentrace organického dusiku,
poméry fosforu a horéiku, poméry sloiek,kukufién& extrakt : hy-
drolyzdtu : sachardza) fyzikdlnich (teplota, intenzita michéni a
vzdu3néni) a fyzik4ln& chemickych (pH, rozp. O2 a 002 v pudé&)
podminek kultivace pro produkéni mikroorganismy & optimalizaci a
*izenim procesu biotransformace benzaldehydu na D-(-)-FAM, pro-
gramovanym ddvkovdnim zkvasitelného uhlohydrédtu, zejména sacha-
rozy na poldtku a v prdbdhu biotransformace, udrfovénim nezbytn&
nutné koncentrace sacharozy, a ovlivn&nim absolutniho vyt&Zku
D-(-)-FAM zvy3enim vzdudnéni ve f4zi jeho zpomalené biosyntézy,
jsme dosdhli vy33{ reprodukovatelnosti a ekonomizace biotransfor-
me¥ni &4sti a rovnd% vy331 vytéinosti pri izolaci D=(-)-FAM z fer-
mentované pidy. Zpracovéni pidy po biotransformaci, zejména extrak-
ce, je totiZ ovlivnovéno teplotou, stupnZm rozbit{ bun&k michad-
lem, vy¥ivou bundk a stupném autolysy bun&k na konci biotransfor-
mace. P¥{znivy vliv niZ3{ kultivadni a biotransformaéni teploty a
dostatednd saturace bun&k kyslikem v rlstové fdzi napoméhé pieko-
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‘névéni negativniho vlivu smykového namdhéni bunék michadlem pii
kultivaci a biotransformaci, coZ se projevuje nizkou koncentra-
c{ emulgotvornych ldtek (zejména bilkovin) v pidé, takie extrak-
ce z vodné do organické féze probihéd kvantitativn&ji, extrakt je
jiskrnny a &iry a pri jeho nakoncentrovéni zahuStZnim se vytéi-
nost surového D-(-)-FAM pohybuje v rozmezi 82 a% 85 i, 3pidkoveé
a¥ 90 %, vztaZeno na fermentovanou pidu po biotransformaci, co%
je 0 5% a% 10 % vy331 vytéZek v izolaci ve srovndni s klasickou
technologii vyroby. Takto ziskany D-(-)-FAM lze reprodukovatel-
néji hydrogenovat reduktivni aminaci na L=-(-)=-efedrin, postupem
podle &s. autorského osvéd&eni &. 213 159.

Predmdtny vynélez je vyznalen tim, Ze produkini mikroorga-
nismy, zejména Saccharomyces coreanus CCM 3395, se submersné
kultlvuai ve velkoobjemovych fermentorech za podminek, pri kte-
rych nedochdzi k ristové diauxii a nedochédz{ k silné limitaci
ristu rozpuiténym kyslikem, &imZ se omezi{ negatlvni pisobeni
smykového naméhéni v zéné michadla na bun¥&nou populaci. T&chto
podminek se dosdhne tim, Ze tekutd ¥ivnéd puda obsshuje jako je=
diny asimilovatelny zdroj dusiku organicky dusik; potiebné mnoi-
stvi rozpudténého kysliku pfi maximélnim vzdudnéni, které dané
aparatura a p&ndni dovoluje, se udrZuje ni%3{ teplotou neZ je
optimélni teplota pro rychlost ristu a intenzitu metabolismu,
na misto toho, aby se dostateiny p¥isun kysliku udrZoval zvyde-
nou intenzitou michéni.

Predm&tny vyndlez je déle vyznalen tim, Ze jako zdroje or-
ganického dusiku se pou%ije kukuri¢ného extraktu nebo jeho smé=~
s1 s hydrolyzéty bilkovinnych surovin rostlinného, ¥ivo&isného a
mikrobidlnfho pivodu. S vyhodou je moZné pouZit sm&si kukuiri&né-
ho extraktu s komer&nd dostupnym hydrolyzétem Vitana, a/nebo,
pouit ve sm¥si s kukuriénym extraktem autolyzéty mikrobidlnich
bungk, s vyhodou autolyzéty kvasnidnych bun&k pouzitych k bio-
transformaci benzaldehydu na D-(-)-FAM, &im% je umoZn&na prak-
ticky bezodpadové technologie.

Vynélez je rovné% vyznalen tim, Ze bZhem kultivace mikro-
-organismi v ppdb&hu druhé &ésti Easového useku vymezujiciho
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exponencidlni rast kultury je kultura ziedéna 3 a% 25 % Zivné
piddy stejného sloZeni jako na po¥étku kultivace.

Dal3{ opetfeni vedouei k ekonomizaci a optimalizaci vyroby
D-(-)-FAM podle predm&tného vynélezu se tykaji biotransformani
- 84sti vyroby, a to zejména. ve tiech stupnich.

1. nevozeni optimélniho metabolického stavu buné¥né populace po
kultivaci pied zahdjenim biotransformace.

2. regulace rychlosti utilizace sachardzy b&hem biotransformace.

3. ovlivnéni absolutniho vyt&Zku D-(-)=-FAM.

Navozeni optimdlniho metabolického stavu bun&dné populace
po kultivaci pied zahdjenim biotransformace podle piedm&tného
vynélezu se provddi vhodnym vyu%itim crabb-tree efektu (prevod
gerobné rostouci populace bundk do anserobni féze ristu nédsledu-
Jici po prfidavku zkvasitelného uhlohydrétu, tj. opak Pasteurova
efektu) k zvySeni hladiny glykolytickych enzymid, jimi% je ze sa-
chardzy generovén pyruvdt a 2z n&j aktivni acetaldehyd, ktery je
potlrebny ke kondenza&ni reaskci s externZ pridanym benzaldehydem
z& vzniku D-(-)-FAM. V praxi to znamend,%e po dosaZeni vhodného
nértstu bundk, obvykle kolem 0,5 a% 0,8 objemovych procent sufi-
ny, & po vylerpdni puvodni koncentrace sachardzy, kterd byla
v Zivné pid& na poldtku kultivace, se sni¥i vzdu3néni na 1/2 a%
1/4 pdvodn{ drovn& a pred zahdjenim vlastni biotransformace se
pfidé prvni dévka sachardzy v rozmezi 3,0 a% 1,0 %, s vyhodou
1,5 % (hmota/objem), a po urdité &asové prodlevé, po 10 a% 60

minutéch, s vyhodou po 15 aZ 30 minutéch, se pridé4 prvni ddvka
benzaldehydu. '

Dal3{ *izeni procesu biotransformace podle vyndlezu se tyké
regulace rychlosti utilizace sachardzy velikostf sachardzovych
prikrmd v rozmezi 0,2 a% 1,5 % vzta%eno na objem pidy a udrZové-
nim nezbytné nutné hladiny sacharozy v pidé& v rozmezi koncentra-
ci 0,4 8% 1,2 %.

Dalsim opatifenim vedoucim k optimalizaci a ekonomizaci bio-
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transformace podle vyndlezu je ovlivnéni absolutniho v§téZku
D-(~)=-FAM zv§senim pritoku vzduchu nadvojndsobek a% trojnésobek
v dob&, kdy se zalne projevovat vyrazné zpomaleni biosyntézy D-
(=)-FAM.

Predmétny vyndlez je ddle vyznalen tim, Ze po skonfené bio-
transformaci se 0dd&l{ bunky odstred¥nim bez pfedchoziho &i¥t&nf
pady termickou koagulaci balastnich lédtek a z &istého vodného su~
pernatantu po filtraci se extrahuje D-(-)=FAM do organické faze,
¢ které se nakoncentruje zahuéténih, prednostn® v rozmezi teplot
40 a% 50 °c, maximéln& 60 °c, na koncentraci 40 a% 55 % (hmota/
hmota).

Déle je predmdtny vynédlez doloZen V prikladech provedeni,
ani¥ by se jimi omezoval. ’

P¥{klady provedeni

P¥{klad 1
Do nerezového fermenta&nfho tanku o celkovém objemu 32 00O

1itrd bylo p¥ipraveno 25 000 litrd nesteriln{ Zivné pidy o slo-
Yeni: \

3 % kukuri¥ného extraktu (50 % su3. )

3 % sacharozy

0,056 % siranu hofe&natého

0,06 % fosfore¥nanu draselného kyselého

Uvedené procentni koncentrace jsou hmota/ob jem.
pH pidy bylo upraveno na hodnotu 5 9 40 % roztokem NaOH a obsah
tanku vytemperovén na teplotu 25 °c.

Fermenta&ni tank byl zaotkovédn 800 litry kultury Saccharo-
‘myces coreanus CCM 3395 sterilnd kultivované v ¥ivné pidé o stej-
ném sloZeni po dobu 19 a% 22 hodin piri teploté 20 a% 22 °c za
vzdusnéni 200 litrG/min., v 1 500 litrovém o&kovacim fermenta&-

nim tanku.

Kultivace probthala 2a ndsledujicich podminek. Teplota do
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3. hodiny kultiva&ni 25 °C, a déle a# do konce kultivace 20 °C.
Michadlo bylo po zaolkovéni tanku vypnuto a op&t zapnuto ve 4.
hodin& kultivaéni. Vzdu3n&ni po celou dobu kultivace &inilo 9 m3/
min. Ve 12, hodlné kultivadni byl b&hem exponencidlniho ristu
kultury pPidén 1 m (tj. 4 %) pidy o sloZeni, které je uvedeno
vy3e. Kultivace byla ukonfena, kdyZ koncentrace redukujicich 1l4-
tek klesla k nule, sulina bun¥k doséhla hodnoty 7,0 g/litr a hod-
nota pH &inila 4,5. Koncentrace ethanolu &inila 0,7 % (hmota/ob-
jem) .

Po skondeni kultivace bylo vzdu3né&ni sni¥eno na 3 m3/min.,
a byla vnesena poldtedni ddvka sachardzy 2,5 % (hmota/objem)
vzta¥eno na objem fermentované pidy.

Po 30 minutéch, kdy kultura byla prevedena do anserobidzy,
bylo vzdu3n&ni zvy3eno na 5 m /mln., a vnesena prvni ddvka benz-
sldehydu. Ddvkovéni benzaldehydu a sachardzy bylo provéd&no zpd-
sobem popsanym v &eskoslovenském autorském osvéd&eni &. 202 929.

V 10. hoding biotransformace, kdy? do3lo k zpomaleni biosyn-
tézy D-(-)-FAM, bylo zvySeno vzdu¥ndni nag 10 m3/min. Biotransfor-
mace byla ukonfena v 15. hodiné. Bylo dosaZeno produkce 1 030 mg
D-(~)~FAM/100 ml, tj. pPi objemu fermentované pidy 26 000 litrh
na konci biotransformace bylo ziskéno 267,8 kg D=(-)-FAM p#i
spotreb& benzaldehydu 1,136 kg a sacharozy 6,9 kg na 1 kg D=(~)-
FaM.

- D&le bylo provedeno zpracovéni D-(-)-FAl na L-(-J)-efedrin
HC1 nésledujicim postupem:

Do 26 000 litrd fermente&ni pidy obsahujici 267,8 kg D=(-)-FAM
bylo ptidéno 10 kg Cerboventu a bez tepelné tpravy byly odaépa-
rovény suspensni podily odstred&nim. Supernatant byl vyZeren fil=-
trac{ pres vrstvu kiemeliny. 8iry filtrét byl extrahovén octanem
butylnatym. V extraktu bylo ziskdéno 256,3 kg D-(~-)-FAM. Extrakt
byl po &éstech zahu¥tén za vakua na ob&hové odparce tsk, asby tep-
lota brydovych par nepiekrodila 60 °C. Zahu3tény koncentrdt obsa-
hovel 224,0 kg D-(~)-FAM, coZ predstavuje vyt&Zek 83,6 % vztaZeno
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na obsah D=(-)-FAM ve fermentované pid&. Ziskany materidl byl po-
droben reduktivni aminaci podle &s. autorského osvédleni &.
213 159 a bylo ziskéno 183,2 kg L-(~-)=-efedrinu, tj. vyt&Znosti
81,78 %.

Pr{klad 2

V nerezovém fermenta&nim tanku o objemu 32 000 litrd byla
provedena p¥iprava pidy a kultivace zpisobem uvedenym v piikladu
1. Kultivace byla ukondena, kdyZ bylo dosaZeno stopové koncentra-
ce redukujfcich létek, sudina bun&k doséhla hodnoty 7,5 g/litr a
hodnota pH &inila 4,4.

Dal3{ postup byl shodny s postupem uvedenym v piikladu 1
s tim rozdilem, Ze sacharoza byla d4vkovdna nésledujicim zpiso-
bem: o
Poddtedn{ dévke sachardzy &inila 2 % vztaZeno na fermentovanou
pidu. V pribzhu biotransformace byla sachardza ddvkovéna tak, aby
se jeji koncentrace v pid& pohybovala v rozmezi 0,5 a% 1,0 %.

Biotransformace byla ukon¥ena v 15. hodin&. Bylo dosa%eno
produkce 1 020 mg/100 ml, tj. p¥i objemu fermentované pidy
26 000 litrd bylo ziskéno 265,2 kg De(=)-FAM pii spotrebé& benz-
aldehydu 1,157 kg a sacharézy 6,2 kg na 1 kg D-(-)-FAM,

QVe srovnéni s postupem uvedenym v piikladu 1 to znamené
dsporu sachardzy 0,7 kg na 1 kg D-(~)~FAM.

Pr{iklad 3

V nerezovém fermentadnim tanku o objemu 1 000 litrd byla
provedena piiprava 800 litrd nesterilni pddy o sloZeni:

1 % hydrolyzétu Vitana

1,5 % kukufi¥ného extraktu (50 % sus,)
Uvedené procentni koncentrace jsou hmota/objem.
Dal3i slo%enf pidy bylo shodné jak je uvedeno v pifkladu 1.

Kultivace byla provedena zpisobem uvedenym v prikladu 1
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8 tim rozdilem, Ze kultivadéni teplota se pohybovala v rozmezi
26 a% 28 °C po celou dobu kultivace. Kultivace byla ukonéena,
kdy% koncentrace redukujfcich ldtek klesla k nule, su3ina bun¥k
doséhla hodnotu 6,8 g/1 a hodnota pH &inila 4,8.

Biotransformace byla provedena zplsobem uvedenym v pirikladu
1l s tim rozdilem, Ze teplota p¥i biotransformaci se pohybovala
v rozmezi 26 a%¥ 28 °c, Biotransformace byla ukon¥ena v 16. hodi-
n&., Bylo dosaZeno produkce 1 050 mg D=-(-)~FAM/100 ml, tj. pPi
objemu fermentované pidy 840 1itrd bylo ziskéno 8,82 kg De=(~)=-
FAM p¥i spotfeb& benzaldehydu 1,134 kg a sachardzy 6,8 kg na 1 kg
D-(-)~FAM. '

200 litrd fermentované pidy bylo separaci na odstiedivce
zbaveno suspensnich podilld, supernatsnt byl vy&een filtraci pies
vrstvu kfemeliny. 192 litrd ¢irého filtrdtu bylo extrahovéno 100
litry octanu butylnatého a sm#s byla gravita&nd rozd&lena. Extrak
byl po Zéstech zahu¥tén za vakua na obZhové odparce tak, aby tep-
lota brydovych par nepfesdhla 55 °c. Zehudté&ny koncentrdt obsaho-
val celkem 1,764 kg D=(-)-FAM,

Tento materidl byl podroben reduktivni sminaci postupem po=-
dle Zs. autorského osvédleni &, 213 159 a dal3im zpracovédnim bylo
z1skéno 1,48 kg L=(-)~efedrinu HCl. Bylo dosaZeno vyt&Znosti 84 %
coZ Jje pribliZné o 2% €§§§i vytdZek ve srovndni s vyt&fkem uve-
denym v p¥ikladu 1. '

P¥iklad 4

» V nerezovém fermenta&nim tanku o objemu 1 00C litrd byla pro-
vedena p¥iprava 800 1 nesterilni pidy o sloZeni:

'1,5 % kukuriZného extraktu (50 % sus.)
1,5 % kyselého hydrolyzédtu aradidové mouky

Uvedené procentni koncentrace jsou hmota/objem. Dal3f sloZeni pi-
dy a Ffzeni kultivace bylo stejné jak je uvedeno v piikladu 3.

Kultivace byla ukonena, kdyZ koncentrace redukujfcich létek
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klesla k nule, sufina bun&k dosdhla hodnoty 6,9 g/litr a hodnota
pH &inila 4,7.

Biotransformace byla provedena zpisobem popsanym v prikladu
2 8 tim rozdilem, ¥e teplota p#i biotransformaci se pohybovala
v rozmezi 26 a% 28 °C. Biotransformace byla ukonZena ve 13. ho-
din%. Bylo dosaZeno produkce 1 040 mg/100 ml. tj. p¥i objemu fer-
mentovené pddy 820 litrd bylo ziskéno 8,53 kg D-(-)-FAM p¥i spo-
t¥ebé benzaldehydu 1,18 kg a sachardzy 6,4 kg na 1 kg D-(-)=-FAM,
¢{m¥ bylo dosa%eno uspory cukru 0,6 kg na 1 kg D=(=)=-FAM ve srov-
néni se spot¥ebou cukru uvedenou v prikladu 1.

Pr{klad 5

» V nerezovém fermenta&nim tanku o objemu 1 000 1litrd byla
provedena p¥iprsva 800 litrd nesterilni pddy o sloZeni uvedeném
v prikladu 1 s tim rozdilem, Ze poldte&ni koncentrace sacharozy
ginila 2 % vztaZeno na objem fermentované pidy.

Kultivace byla Fizena stejnym zplsobem jak je uvedeno v pit{i~
kladu 3. Kultivace byla ukon¥ena, kdyZ koncentrace redukujicich
14tek klesla k nule, su¥ina bun&k dosdhla hodnoty 5,2 g/litr a
hodnota pH &inila 4,9. Biotransformace byla provedena postupem
uvedenym v piikladu 4 a ukonlena Vv 16. hodiné&,

v Bylo dosaZeno produkce 1 020 mg/100 ml, tj. pfi objemu fer-
metované pidy 840 litrd bylo ziskéno 8,57 kg D-(-)-FAM pFi spo-
t¥eb® benzaldehydu 1,17 kg a sacharozy 5,3 kg na 1 kg D=-(-)-FAM.
Zésahy v dévkovéni sacharozy p#i kultivaci a b&hem biotransforma-
ce do%lo k uspoie 1,3 kg sacharozy vztaZeno na 1 kg vytvoreného
D=(=)=FAM ve srovnéni se spotrehou sacharézy uvedenou v pifkladu 1.

P¥{iklad 6

V nerezovém fermentanim tanku o objemu 1 000 litrd byla
provedena priprava 800 litrd nesterilni ¥ivné pidy o sloZeni jak
je uvedeno v prikladu 3. Ostatini slo¥ky %ivné pidy byly shodné
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jako v p¥ikladu 1 s tim rozdilem, Z¥e pofdte&ni koncentrace zkva-
sitelného uhlohydrétu ve fermente&ni pid# &inila 2,5 % (hmota/
objem). Jako néhrada sachardzy byla pouZita t&%ké cukernd 5%dva.
Mno%stvi t&%ké 3¥4vy bylo prepoliténo tak, aby obsah zkvasitelné-
ho uhlohydrétu ve fermentadni pid& &inil 2,5 %. Rizenf kultivace
‘bylo shodné jak je uvedeno v pifkladu 3. Kultivace byla ukoniena,
kdy%Z koncentirace redukujicich létek klesla k nule, suSina buné&k
doséhla hodnoty 6,0 g/1 a hodnota pH &inila 4,7.

Biotransformace byla provedena zpisobem uvedenym v p¥ikladu 3
s tim rozdilem, %e na misto sachardzy byla dévkovdna t&Zké cuker—
né 3%4va v prepoditanych mnofstvich vztaZeno na sachardzu rovné¥
jak je uvedeno v piikladu 3 a biotransformace byla ukon&ena ve
14. hoding. |

Bylo dosaZeno produkce 1 030 mg D-(-)-FAM/100 ml, tj. p¥i
objemu fermentované pddy 870 litrd bylo ziskéno 8,96 kg D=-(-)-FAM
p¥i spotifeb& benzaldehydu 1,18 kg a zkvasitelného uhlohydrétu,
prepodteno na sachardzu, 6,4 kg na 1 kg D-(-)~FAM.

P¥{klad 7

V nerezovém fermentadnim tanku o objemu 1 000 litrd byla pro-
vedena p¥*iprava 800 litrd nesterilni pidy o sloZeni:

1,5 % kukuti&ného extraktu (50 % su3.)
2,0 % hydrolyzétu kvasnic (12 % su3.)

Uvedené procentni koncentrace jsou hmota/objem. Ostatni sloZeni
¥ivné pidy bylo shodné jak je uvedeno v p¥fkladu l. Kvasni¥ny hy-
drolyzét byl piipraven ze zahuit&né suspense kvasnic po ukondené
predchozi Sarii vyroby D=-(-)-FAM,tj. po biotransformaci, kyselou
hydrblyzou za zvySeného tlaku a teploty a nédsledujici neutraliza-
ci. Rizenf kultivace bylo shodné jako v pfikladh 3.

Kultivacé byla ukondena, kdy% koncentrace redukujicich létek
klesla k nule, sulina bun&k dosshla hodnoty 6,3 g/litr a hodnota
pH &inila 4,8. Biotransformace byla provedena zplisobem uvedenym

v prikladu 3 a byla ukonena v 16 hoding.
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Bylo dosa%eno produkce 1 040 mg/100 ml D-(-)-FAM, tj. pri
objemu fermenta®ni pidy 820 litrd bylo ziskéno 8,53 kg D=(=)=FAM
p¥i spotPeb& benzaldehydu 1,21 kg a sachardzy 6,9 kg na 1 kg
D-(-)~-FAM,

' P¥{iklad 8

V nerezovém fermentainim tanku o objemu 1 000 litrd bylo
pripraveno 800 litrd nesterilni ¥ivné pady o slo¥eni jak je uve=-
deno v prikladu 1 s tim rozdilem, Ze sachardza byla nahrazena za-
hudtdnymi matednymi louhy po vyrob& glukdzy ze sacharozy, tj. za-
hudtény fruktdzovy sirup v tekovém mnoZstvi, aby koncentrace zkva-
sitelnych uhlohydrdtd odpovidala 3 % (hmota/objem) sacharozy.

Dévkovéni, kultivace a jeji rizeni bylo provedeno Jjak je
uvedeno v prikladu 3. Kultivace byla ukonlena, kdyZ koncentrace
redukujicich ldtek &inila 1 mg/ml, sudina bun&k dosdhla hodnoty
6,5 g/litr a hodnota pH byla 4,7; koncentrace ethanolu &inila
0,5 % hmota/objem. _

Navozeni zmé&ny metabolického stavu kultury pied zahéjenim
biotransformace bylo provedeno sniZenim vzduindni ns 80 litrdi/min.,
pridavkem fruktdzového sirupu v takovém mnoZstvi, aby koncentrace
zkvasitelného uhlohydrétu v pidé& &inila 2,5 % a &asovou prodlevou
45 minut pred pridénim prvni dévky benzaldehydu.

‘Biotransformace byla P{zena zplsobem uvedenym v p¥ikladu 1
a 3 s tim rozdflem, %e na misto sachardzy byly dévkovény zshus-
t3né mate¥né louhy po vyrobe glukézy ze sacharozy v takovém mnoZ-
stvi, aby koncentrace redukujicich ldtek bdhem biotransformace se
pohybovala v rozmez{ 10 a%¥ 15 mg/ml.

V prdb¢hu biotransformace, v 1l. hoding, bylo zvy3eno vzdus-
néni ze 16 litrd na 320 litrd/min. a biotransformace ukonéena

v 17, hodiné.
Bylo dosa¥eno produkce 1 240 mg D-(=-)=-FAM/100 ml, tJj. pfi
objemu fermentované pidy 850 litra bylo ziskdno 10,54 kg D-(-)-

FAM p#i spot¥ebd benzaldehydu 1,16 kg a zkvasitelného uhlohydra-
tu prepodteno na sacharozu 7,1 kg vztaZeno na 1 kg D~ (=)~FAM.
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PREDMET VvVYNALEZU

1. Zpdsob ekonomizace vyroby D-(-)-l-fenyl-l-hydroxy=-2-propanonu

pro piipravu L-(-)-efédrinu biotransformaci benzaldehydu enzy-
movym systémem mikroorganismi, zejméhe kvasinek rodu Saccharo-
myces, v tekutém mediu s obsahem zdroji asimilovatelného uhli-
ku a dusiku, za submersnich podminek, vyznadujici se tim, %e
se v prvni fdzi kultivuje produk&ni mikroorganismus v Zivné
pid& obsahujici vyhradn& organicky zdroj asimilovatelného du=~
siku, v mnoZstvi 0,5 a% 1,5, s vyhodou 0,8 a% 1,2 g/litr pudy,

. za teploty 18 a% 30 °C, 8 vyhodou 20 a% 22 °C, zdroj asimilo-

vatelného uhliku, zejména glukézu nebo sachardzu, v mnoistvi
10 a% 50, s vyhodou 20 a% 30 mg/litr pidy, za vzdudn&ni 0,1

a% 0,7, 8 vyhodou 0,4 a% 0,5 obj. vzduchu /obj. pidy/min., po
ukondeni ristové féze mikroorganismu ve fermentadnim tanku se
v druhé fézi po pifidavku zdroje asimilovatelného uhliku v mnoZ-
stvi 10 aZ 30, s vyhodou 15 a% 20 mg/litr, upravi vzdusn&ni na
1/2 a% 1/4 drovn& v prvni fézi, po pFechodu metabolického sta-
vu kultury smérem k anaerobidze se po dob& 10 a% 60 minut,

s vyhodou po dob& 15 a% 30 minut, zahdj{ biotransformace pii-
dévénim benzaldehydu ve vice ddvkéch, za soudasného ddvkovéni
zdroje asimilovatelného uhliku v mnoZstvi 2 a% 15, s vyhodou

" 4 a% 12 mg/ml a za soulasné udpravy vzdudnéni na 0,1 aZ 0,5 obj.

2.

vzduchu/obj. pidy/min., nale%f se po ukonZeni biotrsnsformace
0dd&l{ biomasa a ze supernatantu se izoluje Dé(-)-l-fenyl#l-
hydroxy=-2-propanon extrskei organickym, s vodou nemisitelnym
rozpoudtedlem, napriklad octanem butylnatym.

Zpisob podle bodu 1 vyznadujici se tim, Ze se jako zdroje asi=-
milovatelného uhliku pou%ivé glukézy nebo sachardzy &isté nebo
technické, meziprodukti nebo odpadnich produktd& z vyroby sacha-

' rozy nebo z vyroby glukdzy ze sacharézy nebo Skrobu, ddle sy-

rovdtky nebo odpadni méZeci vody z brambor.

3. Zpisob podle bodu 1 vyzna¥ujici se tim, ¥e se jako organického

zdroje asimilovatelného dusiku pouZivéd kukuiiéného extraktu
a/nebo hydrolyzdtu bilkovinnych surovin rostlinného, Zivo&is-
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ného nebo mikrobiglniho pivodu, s vyhodou smési kukuti&ného
extraktu s bilkovinnym hydrolyzdtem nebo s hydrolyzdtem &i
autolyzdtem bun¥k produk&niho mikroorgaenismu, separovanych
po biotransformaci benzaldehydu na D-(=)-FAM z piedchozi

Sarfe.
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