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1. OVOD

Fenylacetylkarbinol [D-[—)fenylacetylmetanol, déle
FAK] je vychozi surovinou pro vyrobu L-[—]-efedrinu.
Efedrin, ktery patfi mezi alkaloidy, je dileZitou sloZkou
riiznych farmaceutickfch preparati. Svym Géinkem se
fadi mezi tzv. sympathomimetica; zejména vyvoldva zvyj-
3eni krevniho tlaku a pfisobi téZ na dychaci centrum.
V piirodé se efedrin vyskytuje mj. ve vy33ich rostlindch
z rodu Ephedra; jednd se zpravidla o rostliny kefovitého
vzriistu, se kterymi se setkdvdme pFedeviim v teplejSich
oblastech. Izolace efedrinu z né&kterych druhii téchto
rostlin pfedstavuje nejjednodu3si zpilisob ziskédni této
latky. V n&kterych zemich, kde se rostliny z rodu Ephed-
ra v dostatefném mnoZstvi vyskytuji v pfirodg mj.
i v SSSR, se efedrin ziskdvéd timto zplisobem ve znafném
rozsahu. Byly téZ vypracovdny razné zpiisoby syntetické
vyroby efedrinu; ziskdvd se vZak pfi nich efedrin ra-
cemicky, ktery je nutno dé&lit na optické izomery, nebot
pouze levotofiva forma je farmakologicky aktivni.

Ve 30. letech tohoto stoletf byl v Némecku a v USA
objeven novy postup vyroby efedrinu, pfi kterém vznika
piimo levotofivd forma. Tento postup je zaloZen na
zjisténi Neuberga a jeho spolupracovnikd (Neuberg a
Liebermann, 1921; Neuberg a Hirsch, 1922; Neuberg a
Ohle, 1922}, Ze po pridani benzaldehydu k buiikdm kva-

sinek v pfitomnosti fermentovateln§ch cukri vznika FAK,
coZ je latka, z niZ lze jiZ pomérné snadno vyrobit levo-
to€ivou formu efedrinu. Pfesny mechanismus vzniku FAK
zlistdval dosti dlouho nejasny; pFedpoklddala se tdast
zvlastniho enzymu, ,karboligdzy“. Dal3l podstatn§ po-
krok znamenala teprve prace Hanée a Kakddfe ([1956).
Tito autofi prokdzali, Ze kyselina pyrohroznovd, vznika-
jici pri fermentaci cukrii, je dekarboxylovdna dekarboxy-
lazou kyseliny pyrohroznové na ,aktivni acetaldehyd”
(acetaldehyd vézan§ na thiamindifosfat), z n8hoZ vznikd
FAK reakci s externé dodanym benzaldehydem. Celf
proces je moZno velmi zjednoduSené zndzornit takto:
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Optimalizaci podminek pro produkci FAK se zabyvala
fada autorii. Befvdrovd et al. (1963) studovali vliv benz-
aldehydu, pfiddvaného samostatng nebo v kombinaci
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s acetaldehydem, na produkci FAK u Saccharomyces ce-
revisiae. Zjistili, Ze pridavek acetaldehydu mé na pro-
dukci FAK pozitivni vliv. Grdger et al. (1966) dosahovali
na piidé, obsahujici tiftinovou melasu a minerdlni soli,
produkce FAK 5 mg/ml; pfidavek pivovarské sladiny
umoZnil zvy3eni produkce na 8 mg/ml. Voets et al. (1973)
se mj, zabyvali vlivem aerace na produkci FAK u Saccha-
romyces cerepisiage. Zjistili, Ze je tfeba dodrZovat uréitou
optimédlni intenzitu aerace; v kulturdch vzdu3nénych pii-
li§ intenzivné nebo naopak vibec nevzdu3nénych je pro-
dukce FAK sniZena. Prabéh produkce FAK byl znang
rozdilny v tfepanych Kkulturdch a ve fermentorech. Uve-
deni autofi dosahovali produkce FAK kolem 5 mg/ml.
Gupta et al. [1979) zjistovali produkci FAK u nékolika
druhf@i kvasinek; jako nejlepsi producent byl uréen je-
den z kmenli Saccharomyces cerevisiae. U tohoto kmene
pak zjiStovali vliv velikosti inokula, pH a koncentrace
nékterych organickych latek na produkei rAK. Dosaho-
vali produkce FAK rovn#Z kolem 5 mg/ml.

2. OBECNE PRINCIPY VYROBNIHO POSTUPU

Postup pfi vyrobé FAK a efedrinu byva tento: Ve fer_
mentaénim tanku se pFipravi suspenze kvasnic ve vodé.
PouZivaji se tekuté odpadni kvasnice ze spilky. Optimél-
ni je pouZiti lisovanych kvasnic. (Z tekutych kvasnic,
které jsou pfi nevhodném skladovéani za vy33ich teplot
tdastetng lyzované, se do fermentované pldy zanaZejl
balastni latky z lyzovanjch bunék i ze zbytki piva. Tyto
latky pak pPechézeji i do organického rozpoudtédla a
sniZuji vytéZek FAK pfi extrakci zvySenou tvorbou emul-
zi a rovnéZ sniZeni vytBZku efedrinu tim, Ze zplisobuji
otravu katalyzéatoru.)

Do suspenze kvasnic se postupné vnéadeji davky benz-
aldehydu, sacharozy a acetaldehydu, ktery slouzZi jako
akceptor vodiku, tak dlouho, dokud neni enzymovy
systém kvasinek inhibovdn benzaldehydem, vedlejSimi
produkty vznikajicimi pfi biotransformaci 1 samotnym
FAK.

FAK, ktery je ve vodé nerozpustny, je v plidé pfitomen
ve formé jemné emulze. Po odseparovani kvasnic se
extrahuje do organického rozpoustédla nemisitelného
s vodou. Organicka faze se ve vakuu zahusti asi na 20 %
plivodniho objemu. Zahustény roztok se podrobi reduk-
tivni aminaci za pfitomnosti methylaminu a specidlniho
katalyzdtoru na bézi platiny pii nizkém tlaku vodiku.

efedrin
C5 Hs CHOHCH [NHCH3) CH3

FAK

thylamir, Pt H
Cﬁ HS{'Hc,Hgcha 2 %

Po odseparovani katalyzatoru se vznikld béze efedrinu
pfevede na hydrochlorid efedrinu rozpustny ve vodég,
vodna faze se vakuové zahusti a podrobf krystalizaci.
Krystaly L-efedrinu slouZi potom jako substance pro
pfipravu riznych 1éka.

3. STRUCNY PREHLED NEKTERYCH NOVYCH POZNATKO
0 PRODUKCI FAK

Zabyvali jsme se moZnostmi dal§iho zdokonaleni uve-
deného postupu.

3.1 Vliv kyseliny pyrohroznové

V prvnl etapé prace jsme vychazeli z predstavy, za-
loZené na ndkterych literarnich rdajich, podle Kkteré
hlavnim limitujicim faktorem, uréujicim rychlost tvorby
i celkové mnoZstvi vytvofeného FAK, je aktivita zminé-
ného enzymu dekarboxyldzy kyseliny pyrohroznové. Vy-
pracovali jsme tedy metodu stanoveni aktivity tohotfo
enzymu v buiikdch kvasinek. Zjistili jsme, Ze aktivitu
dekarboxylazy kyseliny pyrohroznové, stejné jako pro-
dukci FAK, je moZno ovlivnit pfidavky kukufi¢ného ex-
traktu nebo kvasnitného hydrolyzdtu. V laboratornich

fermentorech o objemu 1 1 jsme pak za pouZiil odpad-
nich pivovarskych kvasnic zjiStovali zavislost mezi akti-
vitou dekarboxyldzy kyseliny pyrohroznové a produkci
FAK. Uvedena predstava o tloze dekarboxylazy kyseliny
pyrohroznové vsSak mnebyla potvrzena. Naopak, nejvyssi
rychlost tvorby i nejvy3si celkové mnozstvi vytvofeného
FAK bylo zjisténo u bungk, které vykazovaly nejniZsi
aktivity uvedengého enzymu.

Vytvofili jsme tedy jinou hypotézu, podle kieré mnoZ-
stvi vytvofeného FAK zavisi pfedeviim na intraceluldrni
koncentraci kyseliny pyrohroznové. Tuto pfedstavu jsme
se pokusili experimentalné ovérit. Ve dvou laboratornich
fermentorech o objemu 1 1 byl nejprve po dobu 6 h
proveden rozkvas. Bylo pouZito pfidy o sloZeni: 0,56 %
MgS0, .7 H,0, 0,19 % [NH,); SO, 0,06 % KH,P0,, 0,05 %
NH;H,PO,, 2 % Kkukufitného extraktu a 1% kvasnitného
hydrolyzatu; pH bylo upraveno na 6,0. V priibéhu roz-
kvasu bylo postupng pfiddano celkem 15% sacharozy.
Piida obsahovala 8,3 % vlhké vahy bundk. Pak byla
v obou fermentorech provédZna biotransformace analo-
gickym zpidsobem, jako pfi v¢robnim postupu; do jed-
noho z fermentorfd byla viak soufasné pfiddavdna kyseli-
na pyrohroznovd v celkovém mnoZstvi 8,5 %. Jak uka
zuje tab. 1, za pfitomnosti kyseliny pyrohroznové bylo
skutetné dosaZeno vyssi produkce FAK. Tento vysledek
sice nelze poklddat za nesporny diikaz spriavnosti zmi-
néné hypotézy, nepochybné vsak predstavuje argument
v jeji prospéch.

Tabulka 1. Vliv pridavku kyseliny pyrohroznové na pro-
dukei FAK u Saccharomyces carlsbergensis
po 5 a 7,5 h biotransformace

i?sdea‘l‘;’s;‘ Produkce FAK Produkce FAK
pyrohroznové po5h (mg/mil) fi: B0 458 el
il 6,72 7,82
8,5 % 7,20 10,16

Tabulka 2. Produkece FAK u riznjch kmend kvasinek po
30 min biotransformace

Produkecs FAK

| T
—04] 0,4—07 |
(mg/ml) | o ‘0»01 04| 04—07 | 07

Pofet kmeni
kvasinek

[12‘ 7 ‘ 4 16

3.2 Biotransformace za pouZiti sterilné propagovanych
kvasinek

Pri dosud uvedenych pokusech bylo pouZivdno odpad-
nich pivovarskych kvasnic. PouZivani odpadnich pivovar-

_ skych kvasnic, i kdyZ se zdd byt ekonomicky vyhodné,

ma vSak také jeden negativni rys, projevujici se jak pfi
vyrob&, tak i pfi experimentdlni préci: téméf nevvhnu-
telné vznikaji znafné vikyvy v produkci FAK v zavis-
losti na kvalit® pouZitych kvasnic. Ta byva bohuZel vel-
mi proménlivd a 1i5i se jak podle pivovaru, ze kterého
kvasnice pochazeji, tak i podle ro¢ni doby [nepfiznivy
vliv vysokych teplot v letnim obdobi). Snaha o zlepSeni
reprodukovatelnosti produkce FAK modifikaci podminek
rozkvasu nebyla pfili§8 dspéSnd. Proto jsme se pokusili
vypracoval postup, pri kterém by se pracovalo s kvasin-
kami, kultivovanymi za sterilnich nebo semisterilnich
podminek na naSem pracovisti, i

Nejprve jsme vypracovali postup sterilni kultivace kva-
sinek kmene Saccharomyces carlsbergensis ,Budvar®
v baikédch o objemu 500 ml. Bafiky byly plnény 150 ml
pidy, kierd obsahovala minerdlni soli ve stejnych kon-
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centracich, jako piida popsand v pFedchozi kapitole, 3 %
sachardzy a 5 % kukufiéného extraktu [pH upraveno na
6,0). Naotkované baiiky byly kultivovdny pFi 29°C na
rotaénim tfepacim stroji po dobu 24 h; pak byla kultura
pFeotkovana (1% inokula) do 2. generace, ve Kkteré
kultivace pokragovala dalich 24 h za tfchZ podminek.
Pak byla v baiikdch provddéna biotransformace benzal-
dehydu; jeji priibéh ukazuje obr. 1.
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Obr. 1. Biotransformace benzaldehydu na FAK kulturou
Saccharomyces carlsbergensis ,Budvar®.

3.3 Produkce FAK u riiznych druhii kvasinek

Pri pouZiti metodiky, popsané v pfedchozim odstavci,
jsme se pokusili zjistit, zda nékteré druhy kvasinek ne-
vykazuji vy33i produkci FAK neZ Saccharomyces carls-
bergensis. Nejprve jsme u 39 testovanych kmeni zjisto-
vali produkci FAK ve 30. min po zahdajeni biotransior-
mace. Ukazalo se, Ze v produkci FAK existuje u kvasinek
variabilita znacné& S3irokého rozsahu. Pro pfehlednost
byly kmeny arbitrarng rozdéleny do 4 kategorii: 1. pro-
dukce nulovd, II. nizka (0,01—0,4 mg/ml), III. stfedni
(0,41—0,7 mg/ml) a IV. vysoka [vice neZ 0,7 mg/ml FAK]
— viz tab. 2. Neni bez zajimavosti, Ze vétSina testovanych
kmenid spadd do 1. nebo IV. kategorie, tj. vykazuje bud
nulovou, nebo relativné vysokou produkci FAK, zatimco
kmenfi s nizkou a stfedni produkeci je pomérné maélo.
Kmeny s relativng vysokou produkci FAK nédleZely do
rodft Saecharomyces, Candida a Hansenula. U kmeng,
které ve 30. min vykazovaly relativné vysokou produkci
FAK, se nyni provddi celd biotransformace. U 4 kmenil,
néaleZejicich do roddl Saccharomyces, Candida a Hansenu-
la, bylo dosaZeno produkce FAK, bliZici se produkci
u Saccharomyces carlsbergensis; snaha o nalezeni kine-
ne s vy$8i produkci pokracuje.
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Fenylacetylkarbinol (FAK) je vf¢chozl surovinou pro
virobu efedrinu, ktery je sloZkou rfiznych farmaceutic-
kych preparati. Pri vyrob& FAK se pouZivd odpadnich
pivovarskych kvasnic. Do suspenze kvasnic se postupné
vnaseji ddvky benzaldehydu, sachardézy a acetaldehydu,
ktery slouZi jako akceptor vodiku, tak dlouho, dokud
se nezastavi biotransformace inhibici enzymového systé-
mu. Vytvofeny FAK se exirahuje do organického roz-
poudtédla; po jeho zahuiténi se provadi reduktivni ami-
nace za piitomnosti methylaminu a specidlniho kataly-
zdtoru na bdazi platiny pfi nizkém tlaku vodiku, &imZ
vznikd efedrin. Byly provddény experimenty s cilem
zdokonalit uvedeny postup. Zjistilo se, Ze kyselina pyro-
hroznovéd mé stimulaéni vliv na produkci FAK. Byl vy-
pracovdn postup produkce FAK kvasinkami, kultivova-
nymi za sterilnich podminek. Byla testovdna produkce
FAK u 39 kmend rtznych druhét kvasinek; u 4 kmeni
bylo dosaZeno produkce, bliZici se produkci u druhu
Saccharomyces carisbergensis, ktery se zatim jevi jako
nejlepsi producent FAK.

Herpsan, W., Beanarckn, M.: IIpoussoactso dennnane-
THIKapOHHOAa M 3deapHHa — MeHee H3BecTHas 00JacTh
npUMEHeHHs JpOXKell B npombiiiedHocTH. Ksac. npywm.,
28, 1982, Ho. 6, cp. 131—134.

Pennnaueruaxapouron (PAK) spasercs uCXOIHHIM CHI-
poeM A NpOoH3BOACTBA  3diepHHA, HBASIOLIErocs KOM-
NOHEeHTOH pasueix  (apmauesTudeckHx npenapartos. [lpu
npoussoacrse PAK npumensiorcs oTpadoTaHHbie THBO-
Bapuwsie ApoxH, DBo B3Becs Jpomedl TOCTENEHHO
BHOCHTCHA [103bl GeH3aablleTHAa, caxapo3bl H auneranble-
rHjd, KOTOpBHD CHYAKHT akIenTopoM BOAOpoOda OO0 MO-
MeHTa, NOKa He Hpekpamaercs OHoTpaHchopmalHg HHTH-
Guposanien sH3HMHON cucremel. OGpazosasmuitca PAK
SKCTPAarHpyeTcsi B OPraHHYecKHA pacTBOPHTENIb; MOCJE ero
CTYIIEHNS TIPOBONKTCs PEIYKTHBHOE aMMHHDOBaHHe B TIPH-
CYTCTBHY METHJIAMHHA H CIENHAJIBLHOTO KaTaau3aTopa Ha
fasze NIaTHHB NPH HH3KOM [aBJeHHH BOIOPOMAA, MHpHUeM
sosuuKaer sdenpud. ITposonuaHCh 3KCNEPHMEHTHl C LEIBH
YCOBEPIIEHCTBOBANNS NpHBEJEHHOro npouecca, Brmo ycra-
HOBJICHO, 4TO NHPOBHHOTPAAHAT KHCJIOTa OKasLIBAeT CTH-
Myaupyioiiee sausnue Ha npoaykuuio OAK. Bua paspa-
Goran crnocod npoaykuny PAK npH noMomH [pOKIKed,
KYJALTHBHPOBAHHBIX B CTEPHJIBHBEIX YCJIOBHAX. Bputo mpo-
pegeHo ucnwitanne npoaykuun PAK s 39 mrammon
PA3HBIX BHAOB [POMKKeH; C HeTHPbMS IITaMMaMH OBLIO
LOCTHIHYTO [NPONYKIHH, TPHOIHMKAWIIeHCH NPOLYKIHH
¢ mnpuMeHenueM pacwm Saccharomyces carlsbergensis,
gBAAOWEHCH TOKa JAYYINHM DDOAYLHeHTOM (eHHIaueThi-
KapOuHOIa.

Netrval, . - Vodiiansky, M.: Production of Phenalacetyl-
carbinol and Ephedrine — Less Known Region of Yeast
Utilization in Industry. Kvas. prim. 28, 1982, No. 6,
p. 131—134

Phenylacetylcarbinol (PAC) is a base material for
ephedrine production. Ephedrine is a constituent of many
pharmaceutical preparations. For the PAC production
waste brewer's yeast are used. The yeast suspension is
supplied stepwise by benzaldehyde, sucrose and
acetaldehyde where the last compound serves as 1
hydrogen acceptor, as long as the biotransformation is
stopped due to the inhibition of the enzyme system.
PAC formed is then extracted into the organic solvent.
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After its thickening the reduction in presence of methyl-
amine and a special catalyst on a base of platinum under
low hydrogen pressure is performed. The aim of expe-
riments made was to improve the described procedure.
It was found that pyruvic acid has a stimulative effect
on the PAC production. The procedure of the PAC pro-
duction by yeast under sterile conditions was elaborated.
The PAC production was tested with 39 strains of various
species of yeasts. With 4 yeast strains the production
of PAC achieved was almost as high as that achieved
with the strain Saccharomyces carlbergensis which has
been considered as the best producer up to now.

Netrval, J. - Vodiiansk§, M.: Die Herstellung von Fenyl-
acetylkarbinol und Efendrin — ein weniger bekanntes
Gebiet der industriellen Hefenanwendung. Kvas. prim.
28, 1982, No. 6, 5. 131—134.

Das Fenylacetylkarbinol (FAK] ist der Ausgangsroh-
stoff fiir die Produktion des Efedrins, des Bestandteils
verschiedener pharmazeutischer Préparate. Bel der FAK-
Produktion wird die Abfallhefe aus Brauereien ausge-

niitzt. In die Hefesuspension werden Benzaldehyd, Sac-
charose und Acetaldehyd, das als Wasserstoffakzeptor
dient, dosiert, und zwar so lange, bis die Biotransforma-
tion durch die Inhibition des Enzymsystems zum Ab-
schluff gebracht wird. Das entstandene FAK wird in ein
organisches LOsungsmittel extrahiert; nach seiner Ein-
dickung wird die reduktive Animation bei Anwesenheit
von Methylamin und eines spezialen Katalysators auf
Platinbasis bei niedrigem Wasserstoffdruck durchge-
fithrt, wodurch das Efedrin entsteht. Es wurden Versuche
durchgefiihrt mit dem Ziel, das erw#dhnte Verfahren zu
verbessern. Es wurde festgestellt, daB die Brenztrau-
bensdure einen stimulierenden EinfluR auf die FAK-
Produktion aufweist. Die Autoren haben ein Verfahren
zur FAK-Produktion mit Hefen, die unter sterilen Be-
dingungen Kkultiviert wurden, ausgearbeitet. Die FAK-
Produktion wurde bei 39 Hefestdmmen verschiedener He-
fearten getestet; mit 4 Stdmmen wurde ein Produktions-
ergebnis erreicht, das der Produktion der Saccharomyces
carlsbergensis — der bisher besten FAK-Produzenten —
sehr nahe kommt.



