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Frantiska Paledtkovda a Jaromir Slechta:

Biosynthesa allylmerkaptomethyl-penicilinu.
(Vyzkumny tstav antibiotik, Roztoky u Prahy.)

Nepiijemnou skuteénosti pti therapii penicilinu je vyskyt uréitého pro-
centa pacientt alergickych na penicilin G. Jednou z cest, jak lze zabranit
vzniku alergickych reakei pii 1é¢bé penicilinem, je pouziti O-penicilinu, t. ]
allylmerkaptomethyl-penicilinu. Tento penicilin vznikd biosyntheticky pri
prekursorovani allylmerkaptooctovou kyselinou (1, 2, 3).

7 predbézné otestovanych synthetickych ptad jsme pro nasi praci vybrali
pudu Singhovu (4). Na této piadé byl testovan kmen Penicillium chrysoge-
num Q 176 a nepigmentujici 47-1564 /53 pii davkovani prekursoru 0,01—0,05 9%,.
Bylo zjisténo, ze pro produkei vyhovuje kmen Q 176 a optimzilnich vysledkﬁ
je dosazeno pii prekursovani 0,04 9, allylmerkaptooctové kyseliny neb ekvi-
valentnim mnozstvim allylmerkaptooctanu sodného. O asimilaci prekursoru
jsme se presvédéovali srovnavanim s neprekursorovanou padou; na synthetické
pudé s kmenem Q 176 pii prekursorovani 0,05 %, allylmerkaptooctanu sodného
¢inila produkece 242 9, neprekursorované kontroly Fermentovano bylo jedno-
stupniové za obvyklych podniinek na reciproké t¥epadce. Stanoveni jednotek
a chromatografické analysy byly provadény normélnim zpasobem na Bacillus
subtilis SDPC 1-—220.%) Dale bylo testovano vhodné sloZeni corn-steepové
pudy, pfi éemz pavodni mnozstvi laktosy (2 9) zlstavalo nezménéno a mnoz-
stvi corn-steepu se pohybovalo v rozmezi 3—1 9,. Prekursoru bylo pouzito
jako pii padach synthetickych. Vyrovnané a optimalni vysledky ddvala ptda
slozeni: 2 9, corn-steepu, 2 9%, laktosy, 0,2 9% CaCO, a to 190 9%, kontroly
(271 j/ml).

Z chromatografickych vysledka je patrné zvysené procento G-penicilinu
(38 9%, kontroly proti 63 9, z pudy prekursorované). Jelikoz vsak pii pre-
kursorovani allylmerkaptooctovou kyselinou neni davodu pro zvySovani
procenta benzyl-penicilinu, je moZzno miti za to, Ze zvyseni piislusi allyl-
merkaptomethyl-penicilinu.

Laboratorni vysledky byly preneseny do poloprovozniho méfitka. Schema
fermentace viak bylo z technickych divoda odlisné od normalniho postupu.
Bylo fermentovano dvoustupiiové: spory—ockovaci tank—produkéni tank.
Tento postup byl ovéren srovnanim produkei jako vyhovujici. SloZeni pudy
bylo ptevzato z laboratote, prekurqorOvéni sodnou soli allylmerkaptooctové
kysehny bylo provadeno obdobné jako pii normalnim prekursorovani fenyl-
acetamidem, t. j. 5 davek v pravidelnych intervalech béhem fermentace.
Mnozstvi allylmerkaptooctove kyseliny bylo voleno ekvivalentni fenylacet-
amidu. Fermentace na této padé a za téchto podminek byly atypické a vy-

*) Biologické stanoveni jednotek provedl J. Hess se sp., chromatografickd stanoveni
J. Biala.

98



tézky ve srovnani s fermentacemi prekursorovanymi fenylacetamidem byly
nizké. Domnivali jsme se, Ze tyto vysledky by mohly byt zpusobeny zmenénym
pomérem N : C. pravﬂl jsme proto padu tak, Ze Gmérné se snizenim obsahu
corn-steepu jsme snizili i obsah laktosy. Kontrolni fermentace na této ,,zte-
déné puadé* s prekursorem fenylacetamidem dévaly v priaméru tytéz vytézky
jako na pudé normdalni. Prva fermentace O-penici]inu na takto upravené pudé
byla uspokojiva, produkce dosdhla cca 60 9, kontrolni fermentace G-peni-
cilinu. Dalsi fermentace O-penicilinu byly vsak postupné nizsi, coz bylo vy-
svétlovano tim, Ze nevhodnym skladovanim allylmerkaptooctové kyseliny
vznikaji patrné toxické latky. Domnénka byla ovéfena fermentaci, kde byl
pouzit ¢erstveé predestilovany prekursor a produkce dosahla cca 80 9, kontroly.
V nafermentovanych puadach byl stanoven O-penicilin chromatograficky;
obsah O-penicilinu se pohyboval mezi 60—90 %, souzeno z velikosti inhibic-
nich zon v misté benzyl-penicilinu.

Provedenymi pokusy bylo ziskdno nezbytné mnozstvi preparatu pro
klinické zkousky. :
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Jan Nedasek a Frantisek A. Lokvenec:

Laboratorni fermentace oxytetracyklinu.

(Vyzkumny ustav antibiotik, Roztoky u Prahy)

Oxytetracyklin (obchodni znatka Terramycin) je kromé druhu Strepto-
myces rimosus (1) produkovan také druhem Streptomyces platensis (2), Strepto-
myces griseoflavus (3) a Sireptomyces armillatus (4). Dalsi z popsanych pro-
dukénich kmenu S. 942 (5) je pravdépodobné totozny s druhem Streptomyces
armillatus. Specifikace téchto druhtt a kment je znaéné pochybna.

Podle tudaji patentové literatury je fermentace oxytetracyklinu pro-
vadéna obdobné jako fermentace ostatnich antibiotik z aktinomycet na padach
zakladniho sloZeni glukosa-sojova mouka nebo olej-sojova mouka.

Pro vyzkum a vyvoj fermentace oxytetracyklinu jsme zvolili kmen
Streptomyces rimosus 0—4. Ze 8irokého souporu sporulaénich pud se v zasadé
osvéddil masopeptonovy agar s uhlohydratem a Emersoniv agar. Na prak-
ticky vSech ostatnich, jinych kultiva¢nich pudach, se kterymi jsme pracovali,
dochézelo sice k dobrému narustu, ale nikoliv ke sporulaci. Prozatim davame
pfednost masopeptonovému agaru s 1 9, laktosy. Sporula¢éni schopnost naseho
kmene je na této pidé mimotadné citliva na kvalitu surovin pouzitych k jeji
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piipravé. Na tomto mediu tvoii kultura nepiili§ silnou pokryvku se sedobilym
vzdu$nym myceliem a stiedné bohatou tvorbou spor. Typické je rozpraskavani
starSich kultur. Isolované kolonie tvoii nejprve radialni vrasy a pozdéji
hvézdicovité praskaji. Kultury produkuji na vét&iné pud rozpustny hnédo-
zluty pigment.

Pro konservaci kmene se nam prozatim osvédéuje obvyklé uchovavani
spor v piskovych konservach, ockovanych suspensi spor. Mame v3ak za to,
ze uvedeny kmen Jje ina tento zpusob konservace zna¢né citlivy. Tak jsme
na pi. v jedné Sarzi vyrobenvch konserv zjistili, Ze asi '/, z nich davala pro-
dukei nékolikrate niZsi nez konservy ostatni, jejichz produkee se pohybovala
v obvyklé vy&i. S timto poklesem produként sohopnostl byla spjata i pronikava
zména charakteru nartstu.

Jako fermenta¢nich pad jsme pouzili medii téchto typu: P—1 (sojova
mouka-glukosa-kukufi¢ny extrakt); P—2 (sojova mouka-§krob-kvasnic¢ni
lysat-dusi¢nan sodny); P. 3 (kukufitny extrakt-glukosa-sojova mouka-siran
amonny) P—4 (glukosa- 50]0va mouka-susené kvasnice); P—>5 (sojova mouka-
kukuiiény extrakt-sojovy olej). Kromé téchto pud, jejichz sloZeni je uvedeno
v patentové literatuie, jsme pracovali na pudach: PS (kukutiény extrakt-glu-
kosa-siran amonny-sojovd mouka); P/2 (kukufi¢ny extrakt-glukosa-sojova
mouka); ARA II (glukosa-sojova mouka-siran amonny-melasa); SD (glu-
kosa-skrob-kukuiiény extrakt). S témito padami mame dobré zkusenosti
pii fermentaci jinych antibiotik z aktinomycet a pro fermentaci oxytetra-
cyklinu jsme je vhodné modifikovali. Kromé uvedenych zakladnich latek
obsahuji tyto pady slozky tstojné. event. prakticky neasimilovatelné mine-
ralni sole.

Submersni kultivace byly provadény na reciprokém trepacim stroji

pii 28 “C ve Varn_ych bankach o obsahu 500 ml. Do banék bylo rozpliiovano
po 80 ml zivné pudy.

Prakticky na vSech pudach poc¢ina velmi brzo fragmentace mycelia, takze
zpravidla jiz v 48. hodiné nebo nejpozdéji v 72. hodiné fermentace je kultura
prevazné tvorena myecelialnimi fragmenty. Typické spirdly hyf lze pozorovat
pouze v preparatech z tuhych puad. I na tekutych padach v3ak nastava v ra-
ném obdobi nartstu stadeni nebo zaktivovani hyf.

Pd strance produkéni bylo na padach PS, ARA II a P—5 dosazeno pouze
stopovych produkei, na padach P—1, P—2, P—3, P—4 a P/2 pak produkei
200—400 meg/ml. Nejvyssich produkei bylo dosazeno na pudé SD o zaklad-
nim slozeni glukosa-8krob-kukufi¢ny extrakt-siran sodny, kde byla dale
s vyhodou glukosa nahrazena hydrolem, t. j. zahusténymi mateénymi louhy,
odpadajicimi pii vyrobé glukosy. Na této pudé jsou dosahoviny primérné
produkee 1000 az 1200 meg/ml.

Obsah antibiotika ve fermentac¢ni piadé je sledovan difusni plotnovou
methodou s B. subtilis ATCC 6633 jako testujicim mikrobem. Pracovni postup
je v hlavnich rysech stejny jako postup biologického stanoveni chlortetra-
cyklinu (6).

V zisadé se osvédcéuje dvoustupniova laboratorni fermentace, kde je
kultiva¢ni puda v obou stupnich totozna. Baiiku pro pripravu vegetativniho
inokula je mozno o¢kovati bud sporami ze sikmého agaru anebo piskovou kon-
servou. Fermentaéni banky jsou o¢kovany 5 9, vegetativniho inokula.
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V programu dalsi prace je zdokonaleni ptedpisu pro ptipravu fermentaéni
pudy. Mame za to, Ze na produkei antibiotika se bude vyzna¢éné uplatiovati
zejména obsah stopovych prvki. Dalsim krokem bude vypracovani optimal-
niho zpusobu laboratorni kultiva¢ni techniky. Po této strance jsme zatim
nezjistili nutnost zasadnich odchylek od obvyklého fermenta¢niho postupu.
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