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Dne3ni priimyslova technologie vyroby penicilinu pa-
tfi mezi nejlépe zvladnuté technologie fermentacniho
primyslu. O tom svédéi enormni vzestup produkce z pi-
vodnich nékolika jednotek k soutasné nékolikadesetitisi-
cové vytdZnosti. Na obr. 1 je zndzornén vzestup vytéz-
nosti u nejvétifho evropského vyrobce penicilinu, ho-
'andské firmy Brocades. v prithdhu 20 ‘at. Nabizi- se
otizka, co je hlavni pfi¢inou tétc vzestupné tendence,

zda je to otazka kmene, fyziologie & tzv. engineering
procesu [1]. Da se Pici, Ze na zvySovani vytéZnosti vyro-
by se podileji vSechny uvedené faktory prakticky stej-
nou mérou, i kdyZ tfeba v urditém obdobi pFispiva ke ko-
ne¢nému efektu néktery smér vyznamnéji, jak vyplyva
z uvedeného grafu. '

$'echténi penicilii ma dnes jiz 40letou tradici. V po-
gateénim adobi byly kmeny pripravovany prevaznt na
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Obr. 1. Vytéinosti penicilinu u fy Brocades v pritbéhu

20 let. Vyznadené body zndzornuji zavedeni no-

vého kmene do vyroby

univerzitnich pracovistich, teprve po 70. letech vznikly
specializované spoletnosti, zabyvajici se slechténim. Tak
vznikla v roce 1972 firma Panlab [2], ktera se rozhodla
zahéjit novy vyzkumny program, jehoz cilem bylo ziska-
véani vysokoproduk&nich kmend, jejich distribuce zakaz-
nikim, véetn# poskytovani informaci o fermentacich.

Firma Panlab v prv§ch 5 letech realizova'a svilj pro-
gram u firmy Toyo Jozo, po roce 1977 se prestéhovala
na Tchaj-wan. U fy Toyo Jozo méla k dispozici polopro-
vozni zarizeni o kapacité 2000 a 3000 1 a vyrobni o ob-
jemu 45 000 litrd.

Na Tchaj-wanu byl vyzkum redukovan pouze na labo-
ratorni m&iftko, tento krok mohl byt u€inén na zakladé
zkudenosti z pFedchozich 5 let, kdy v laboratofi ziska-
vané vySeprodukéni kmeny byly obecné& lepsi i pii fer-
mentacich v tancich, pakliZe byla provedena dostatetna
optimalizatni studie. Tato informace je ve'ice zajimava,
zejména pro pracovistdé s malou kapacitou poloprovoz-
nich zafizeni, predpoklada v3ak, Ze vyrobni zatizeni je
na takové trovni, aby ziskané vysledky byly zcela re-
produkovatelné.

Obecné lze formulovat s’ed ziskavani kmend takto:

indukce variace, ¥

preselekce,

submerzni hodnoceni,

fyziologické zkouméni,

ovéfovani v tanku.

Program zvy3ovéani produkce kmenii se opird o namat-
kovou selekci a testovani mutagenizovanych kultur. Sou-
fasné s roziiFfenim védomosti o kontrole biosyntetickych
drah a prolomeni kontrolnich mechanismi s ve'kym
aspéchem aplikovanym pfi nadprodukci lvsinu. byva do
programu 3lechténi zapojena i metoda pfipravy bioche-
mickych mutant nebo mutant nepodléhajicich zp&tné in-
hibici samotnym antibiotikem.

Okruh moZnych mutagenii pro mutagenizaci je siroky,
pro penicilia je davdna prednost dimethylsu!fonatu,
ethylmetansuifonatu a UV-svétlu. Aplikace N-methyl-N!-
-nitro-N-nitrosoguanidinu se nedoporucuje vzhledem Xk in-
dukci mnohonasobnych mutaci v jednom genomu a tim
k postupnému hromadé&ni neZadoucich odchylnych vlast-
nosti, které by se mohly progresivné kumu'ovat.

Pro pFipravu biochemickych mutant se pouzivaji in
termediaty a metabolity uplatiiujici se pfi biosyntéze pe-
nicilinu ve vysokych koncentracich v minimalnim mé
diu. Na nasem pracovidti jsme s dsp&chem pripravi'i
kultury rezistentni na nékteré uvedené latky, které nasly
uplatnéni pFi 3lechtitelské praci. Prot rezistence vii’i
biochemickym intermediatim normalnich metabo’iti mi-
¥e byt dfinnou metodou pro selekci vyseprodukénich
mutant, neni zcela jasné.

Dal&i cesta, kterd by mé&la vést ke zvySovani produk-
ce, ale hlavné ke zlepSovédni daldich Kritérii uplatiiuji-
cich se p¥i vybéru kmend, spoliva ve vyuziti rekombi-

naéni techniky aplikované na protoplasty a popsané
v roce 1977 Anném [3].

Ne vzdy jsou vsechny uvedené stupné zafazeny do
3lechtite’'ského programu, zejména malokdy je provade-
na preselekce kultur, snad pouze v pocatetnim stadiu
slechténi aktinomycet produkujicich antibiotika. Dii-
vod, pro neni prescreening provadén, spociva ve velice
spatné korelaci mezi vysledky ziskanymi v prescreenin-
gu a pii submerznim hodnoceni kmeni. My jsme napf.
pouzivali pro prescreening metodu agarovych terCiki
[4], po zhodnoceni 20000 izolati jsme provedli statis-
tické vyhodnoceni na zakladé hodnot kvantiii a nepro-
kazali jsme korelaci. Z tohoto divodu jsme od této me-
tody upustili.

Daliim moZnym piedstupném standardniho submerz-
niho hodnoceni mizZe byt miniaturizované submerzni
hodnoceni, tj. takové, které je provadéno v malych na-
dobach s malym objemem fermentani pady. Tato meto-
da je vhodna a pfedstavuje Gsporu mist na tiepacich
strojich, jeji zavedeni je podminZno velkou kapacitou
analyzatori.

DilleZzitym momentem 3lechténi je pfistup k hodnoceni
izolatli. Podle jednoho pojeti je tfeba detailné studovat
kulturu pokladanou za vySeprodukéni a urcit jeji nad-
Fazenost nad rodiGovskou statistickou ana'yzou po pro-
vedeni Fady nezavislych pokusii nebo je tFeba uznat, ze
jde o nenormélni distribucni kfivku. Nejvyssi produ-
centi v&ak mohou byt bud hornimi &leny distribu¢ni
kfivky nebo novymi, vy3eprodukénimi mutacemi. Jde-li
o skutetnou mutaci, pak daldi mutagenni zdsah je na
misté. Nepfedstavuje-li kmen nic vic nez vysoké hod-
noty distribuéni kfivky, pak pouZiti takovéhoto kmene
v nasledujicim cyklu je ekvivalentni aplikaci rodite
z predchoziho cyklu. PFi vybdru kmeni je tfeba mit na
zieteli, 2e kmen je tieba vybirat za normélnich typic-
kych podminek, jakako'i fermentatni anomalie vede
k v¢b&ru kmeni, které za standardnich podminek nebu-
dou lep3i. Aby riziko nespravného vybéru bylo co nej-
men3i, je nezbytné postupovat soutasné v nékolika li-
piich kmenii a opoudtét ty, které po sérii mutacnich
cyklit jsou nejméné produktivni. Pro rychlejsi postup
glechténi je vyhodnéjdi druhy nestatisticky pFistup. Tim-
to zpiisobem lze postupovat bezprostfednd od jedncho
mutaéniho cyklu k druhému.

Nedilnou souddsti kvality ziskaného kmene je jeho
stabilita. Proto ce doporucuje hodnotit izolaty ve druhé
sporulatni generaci, aby se mohla segregace genotypu
projevit. K segregaci zfejmé& dochazi jiz v prvé sporu-
latni generaci, disledkem cehoZ je pak pFeriistani rych-
le rostoucich a hiife sporulujicich genotyplt a snizeni
produkce v dalsi generaci.

Neméné diilezitou Glohu pfi hodnoceni kmenit ma fer-
mentaéni prostfedi. Podstatné je, aby kvalita surovin
bya pokud moZno konstantni a z toho divodu se nedo-
porutuje pouzivat napf. kukufiény extrakt jako soucast
fermentaéniho média. Ten byl vesmés nahrazen Phar-
mamedii, ktera se pouziva v kombinaci s anorganickym
dusikem. Mimo Pharmamedii, kiidu a protip2nidla jsou
vZechny slozky fermenta¢niho média pro slecht#ni peni-
cilii Cisté latky.

Vyrabi se bud V nebo G-penicilin. Prekurzor postran-
niho Fetézce pro biosyntézu G-penicilinu je toxicky, pro
V-penicilin nikoliv. Proto pro ziednoduseni laboratornich
praci je Slechténi vesmés provadéno na V-penicilin. Pri
biosyntéze penicilinu ve fermentaZnich tancich jsou pre-
kurzory v priibhu fermentace davkovany ¢ili problém
toxicity odpada. Z d'ouhodobych zkuZenosti zahrani¢nich
i nagich vyplyva, Ze kultury se’ektované pro vyrobu
V-penicilinu jsou vhodné i pro biosyntézu G-penicilinu.

PFi laboratornich fermentacich v bankach je pienos
kysliku do fermentacniho média podstatn® nizsi nez
v tancich, proto je tieba navodit takové podminky, které
by umoznily maximalné vysoky prenos kysliku. MoZnos-
ti je n3kolik: bud lze zvysit otatky nebo zvEt3it vystied-
nik. nebo pouzivat zarazkované baifiky nebo minimalizo-
vat objem fermentacni plidy. ZvySeni otaZek je moZné a
velice aéinné, ale pfi trvalém provozu tfepacich strojil
se zvysuje jejich poruchovost. PFi 240 ot .min-! lze bez
technickych problémi zvEtsit vystiednost. Pouzivanf za.
razkovanych bangk je problematicke, nebot v nich pldy
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péni a nékdy vlhnou zatky. Nejvhodn&jdi z uvedenych
zplsobli zvy3eni pFenosu kysliku je minimalizace objemu
fermentatniho média. Prenos kys!iku do bang&k je také
pochopiteln& ovliviiovdn i uzavérem baiiky.

Se stoupajici proSlechténosti kmenového materidlu
miZe dochazet k riiznym morfologickym zménam Kku!-
tur, ke sniZeni sporulace, kli¢ivosti spor atd. V3echny
tyto diilezité charakteristiky je tfeba prb&Zné sledovat
a kmeny cilen& vybirat. Zhor3i-li se u vybraného kmene
sporulace, je vyhodné provést rekombinaci kmenii po-
moci fdze protoplastii vysokoprodukéniho 3patn& sporu-
lujiciho kmene s niZeproduk&nim, ale dobfe sporuluji-
cim.

Cileny vybér vyseprodukénich izo!atli musi brat v dva-
hu i charakter mycelia, jeho odolnost na mechanické
naméhéni. Nenf zadouci vybirat kmeny inklinujici k vy-
tvateni dlouhych 3tihlgch vlaken, které se pfi mecha-
nickém naméhéani lamou, ale je tfeba vvbirat kmeny se
stfedné dlouhym, stfedné silnym a predeviim bohaté se
vétvicim myceliem. Tento typ kultur mivd i znatné re-
generatni schopnosti, coZ je vyhodnd vlastnost pfi fer-
mentacich v tancich. V neposledni Fadé je tifeba zdiiraz-

nit, 2e je to pravé morfologie mycelia, ktera uréuje vis- OUr. 3. Penicillium chrysogenum — vhodny typ mycelia
kozitu fermentatniho média a tim celkovou reologii Z hlediska uplatnéni pri fermentacich v tancich
pady.

Na obr. 2 a 3 je demonstrovédn typ nevhodného a po-
Zadovaného typu mycelia a na obr. 4 rychle a pomaiu
rostouci mutanty vysokoprcdukénich kmenfi.

RovnéZ permeabi’ita myce’idrni stény méa dileZitost
z hlediska komplexniho posuzovani kvalit mutanty. Je
Zadouci, aby 3lechténim vznikaly kmeny s maxima ni
propustnosti pro penicilin, aby se nezastavi'a biosynté-
za z divodu nadmérného hromadé&ni produktu v buiice.

Stupen vyuZiti prekurzoru, tj. kyse'iny fenyloctové pro
G-penicilin nebo fenoxyoctové pro V-penicilin, resp. je-
jich soli, je dii’ezity z ekonomického hlediska. Cena pre-
kurzoru je znatnad a ovliviiuje bilanci vyroby. Proto je
dulezité provadét vybér kmeni nejen s ohledem na vy-
uziti prekurzoru, a'e i s ohledem na to, zda kultura
neoxiduje prekurzor pfed jeho zabudovédnim do moleku-
ly penicilinu, nebof potom je vlastn& zabudovana oxido-
vand forma prekurzoru a vznikd nezadouci hydroxype-
nicilin. Ze zku3enosti vime, Ze lze této reakci zabranit,
je-li v médiu dostatek uhlikového zdroje, ktery je pied-
nostné ovidovén, ale lze tento problém Fedit i geneticky,
pFipravou mutant, které maii tuto reakci blokovanou.

Nedilnou soutésti fermentaéniho média, jak jiz bylo
Feceno, je vedle organického zdroje dusiku i anorganic-
ky. Divody k jeho uZivani jsou vedle technickych, tech- Obr. 4. Penicillium chrysagenum — rychle a pomalu ros-
nologické i ekonomické. Technické diivody spotivaii ve touct typy mutant
snadném dévkovani z roztokd, technologické spofivaif
napf. v mozZnosti snadné regulace pH a ekonomické v ce- . S
né,pa proto v§b&r kmeni Sg”mm Fé)lspektem (;e nezbytny. duk(’in{:‘vyhodné. kt_erg viak pr:odukow}lv penrlvcnm_ pouze
My jsme napf. svého Zasu pFipravi’i kmeny velice pro- V Médiich s organickym zdrojem dusiku a jiz ‘minimal-

ni koncentrace amonnych ionti inhibovala biosyntézu
penicilinu. Dnes pracujeme s kmeny, které jsou to’erant-
ni k velmi vysokym koncentracim anorganického dusi-
ku.

Selekci 1ze rovnéZ provad&t na bazi akumulace 6-ami-
nopenici’anové kyseliny. Ze své praxe vime, Ze &¢im ma
kmen vy33i produktivitu, tim pFi limitaci prekurzorem
vytvari vice 6-aminopenicilanové kyseliny.

Dalsi kritéria, ktera ovliviiuji ekonomiku vyroby a te-
dy by se méla uplatnit pfi vyb&ru kmeni, jsou

— produktivita kmene na jednotku objemu fermen-

tatni nadoby a &asu,

— konverze substrati,

— efektivnost ziskdni produktu z roztoku.

Jak bylo prokazéano, tvoFi tzv. ,prazdny objem“ ve fer-
mentatnim médiu dany obsahem mycelia pFiblizng
20 % objemu piidy. Tento myceidrni objem je ve'ice dii-
lezity s ohledem na mnoZstvi penicilinu, které lze ziskat
pFi izolaci z fermentainiho tanku, a proto je tfeba po-
suzovat vybirané izolaty i z tohoto hlediska a nejenom
podle Gfinnosti penicilinu v supernatantu.

Rychlost konverze viech pouzitych surovin hraje dii-
lezitou dlohu pfi bilanci procesu, nejdilezit&jsi viak je
konverze zdroje uh’iku, protoZe spotfeba tohoto zdroje
Obtr. 2. Penicill'um chrysogenum — neiddouci typ myce je nejvétsi ze vSech pouzitych surovin (15 i vice pro-

lia z hlediska uplatnéni pri fermeatacich v tan- cent). PFitom pouze 10 % tohoto zdroje je zabudovano

P

cich do vlastniho produktu, 25 % tvofi biomasu a 659 je
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Tabulka 1. Konverze zdroje uhliku u rizngch kmeni

Produkce penicilinu
(mg.ml=1)

Konverze

Kmen (g glukosy na g penicilinu)
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spotiebovavano na celkovy metabolismus. O tom, Ze kon-
verze uhlikatého zdroje je u riznych kmend rzna, vy-
povida tab. 1, kterou uvadeéji pracovnici fy Panlab [5].

Zavérem lze uveést vysledky, kterych jsme dosahli v na-
Sem dstavu v pribéhu poslednich let pfi studiu zvySo-
vani vytéZnosti penicilinu (obr. 5). Vysledného efektu se
dosdhlo zmé&nou genotypu kmenii a optimalizaci fermen-
ta¢nich postupi.
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Obr. 5. Vzrist vytéZnosti penicilinu v pribéhu posled-
nich let dosaZeny ve VUAB
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