Regulace riistu produkéniho kmene a biosyntézy penicilinu

v pocéatecénich hodinach fermentace
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Biosyntéza penicilinu, podcbné jako vétSiny sekundar-
nich metabolitii, nasleduje po p-tatecni pericdé intenziv-
niho ristu. Vztah mezi riistem a tvcrbou sekundérnich
metabolitdi byl studovén Fadou autord [1, 2, 3, 4, 5]. Po-
dle literarnich tdajt rychlcst rdstu v prvé fazi fermen-
tace je urcovdna predeviim vrczenymi schopnostmi
organismu, druh4 faze, tj. produkéni, ktera je charakteri-
zovana rovnovaZnym stavem mezi riistem a autelyzou, je
snadngji regulovatelnd podminkami fermentace.

Potatetni neprodukéni perioda fermentace je dilezi-
ta z nekolika hledisek, jednak v této fazi se jiZ rozho-
duje o kvalité mycelia vzhledem Kk biosyntetické sch-p-
nosti tvorby penicilinu, jednak jeji délka ovliviuje
ekonomiku procesu. Z téchto diivodidi byla ndmi detailné
studovdna pocatetni faze fermentace, resp. byly hleda-
ny podminKy ovliviiujici rychlest a intenzitu rastu pr2-
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obr. 1. Vliv velikosti vegetativniho inokula na rist a
produkci penicilinu

dukéniho organismu a byly specifikovany pcdminky ve-
douci ke zkrédceni neprodukéni vyvojové faze.

Byly sledovany tyto faktory: kvantita a kvalita vege-
tativniho inokula uZitéhs k inckulaci fermentatni pidy,
vychozi sloZeni inokulatni a fermentaéni piidy, vychozi
pH fermentaéni pidy, podminky fermentace, resp. inten-
zita michédni, vzduinéni, teplcta atd. V3echny pokusy
byly provedeny za laboratornich podminek na rota¢nich
tfepacich strojich.

Graf 1 vystihuje vliv velikosti vegetativniho inokula
na potéatecni rist produk&niho organismu a start bio-
syntézy penicilinu. Nutno poznamenat, ze pokusy byly
prcvadény na semisyntetickych fermenta&nich phdach,
obsahovaly jako zdroj dusiku rozpustny sojovy pepton,
zdrojem uhliku byla sacharéza, které bylo na pocatku
fermentace v padé 0,75 %, ve 24. hodingé fermentace by-
lo pFiddno 1,24 % sacharozy ve form& drazé. MnoZstvi
vegetativniho inokula pouZitého k ofkovani fermentac-
nich piid v§znamné ovliviiuje rychlost ristu kultury a
produkci penicilinu; ¢im je fermentacni plida zaoCkova-
na vetsim mnoZstvim inokula, tim je riist intenzivnéjsi a
produkce penicilinu v&t3i, pri pouZiti 20 % vegetativniho
inokula je i zahdjeni biosyntézy penicilinu urychleno.

Graj 2 vyjadfuje zéavislost mezi stafim vegetativniho
inokula a ristem, resp. produkci. Rizng staré vegetativni
inokulum bylo zkoncentrovano nebo zfedéno na stejny
obsah mycelia a takto shodné velkym inokulem bylo
provedeno zaotkovani fermentadnich banék. Jak je patr-
no z grafu, nejvhodnéjdi pro dosaZeni velkého mnozZstvi
biomasy v co nejkrat3i dobé a nejrychlejSiho ndstupu
produkce je vegetativni inokulum staré 48 hodin.

Déle bylo sledovédno, jak riistovou fazi ovliviiuje slo-
7eni fermentatni pidy resp. koncentrace zdroje uhliku
v pldé (graf 3). Tvorba biomasy byla nejvétsi pfi kon-
centraci sacharézy 1,5 %, biosyntéza penicilinu byla nej-
intenzivngjsi pri 0,75 % sachar6zy v pldé. DileZite je
zjisténi tykajici se alternativy, pfi které v piidé nebyla
na potatku fermentace Zadna sacharoza, rist meél ob-
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Obr. 2. Vliv stdri vegetativniho inokula na rist a pro-
dukei penicilinu
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Obr. 3. Vliv koncentrace sacharézy v plidé na rist a pro-
dukci penicilinu
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Obr. 4. Vliv sloZeni inokulaéni pudy na rist a produkci
penicilinu

vykly pribéh, i kdyZ na niZ8i drovni (zdroj uhliku byl
saturovdn z degradovanych aminokyselin), ale po prida-
ni sachar6zy ve 24. hodiné kultura jiZ v ristu nebyla
schopna pokrafovat, poSkozeni riistové schopnosti buné&k
je trvalého charakteru. Obdobna& situace nastala, byl-li
jako zdroj uhliku pouZit séjovy olej. Pro dosaZeni maxi-
mélniho ristu je tfeba 1,5 % sbjového oleje, biosyntéza
penicilinu je nejdiive zahajena pfi 1,0 % sdjového oleje
v pudé.

Zasadni zména v rychlosti riistu na poc¢atku fermenta-
ce nastala pfi zméné sloZeni inokulaéni pldy pouZité
k zaoCkovani fermenta¢nich ptd. Pfi doposud uvadénych
pokusech bylo inokulum pfFipravovdno na pQdé typu ku-
kufi¢ny extrakt (CSL), sacharoza, soli a v pokusech

uvedenych v grafu 4 bylo inokulum pfipraveno na pidé,
ve které zdrojem dusiku byla s6jovd mouka, zdrojem
uhliku ziistala sachar6za a pada dale obsahovala soli.
Shodného ristu s kontrolou bylo dosaZeno na puadach se
séjovou moukcu o 12 hodin drive, rovnéZ biosyntéza pe-
nicilinu byla vy33i. Tato zména rychlosti riisiu je déna
enzymovym vybavenim kultury, které ziskd v prib&hu
riistu v inokulaéni pidé. Pri pouZiii s6jové m-uky jako
zdroje dusiku vznikd v inokula¢ni ptidé tim vice pr.teéz,
¢im pida obsahuje méné sacharidi. V inokulaéni ptdé
obsahujici 4 % sachartzy vznikne za 48 hodin 0,25 ka-
seinavych jednctek na ml pro‘edz, necbsahuje-li inoku-
la¢ni ptida Zadnou sachar6zu, vznikne proteaz za stej-
ncu ¢asovou jedno:ku 7krat vice. Inokulum takto
vybavené pak tvori pti vlastni fermentaci proteazy bezpro-
stfedné po zaoCkovani a podstainé intenzivnéji. Idealni
z hlediska ristu ve fermentaéni plidé by bylo pfiprava-
vat inckulum v pidé se s6jovou moukou bez zdroje uhli-
ku, dalsim studiem v3ak bylo zjisténo, Ze takio pflipra-
vené inokulum je velice citlivé k vn&jSim vlivim a Ze
snadno podléha mechanické destrukci. Z tohoto diivadu
se jevi jako optimdlni inskula¢ni piida obsahujici s6jo-
vou mcuku v kombinaci s minimalnim mnoZstvim sacha-
rozy.

Riist mycelia a biosyntéza penicilinu jsou v p:&éatec-
nich hodindch fermentace shodné ovliviiovany vychozim
pH fermenta¢ni phady, pridavky stopovych prvkii jsou
zcela bez vlivu, pfidavky fosfatia zvySuji riist kultury, ale
zpomaluji tvorbu penicilinu, zvy3eni teploty o 3° nad
optimum, tj. na 28 °C zrychluje rist, ale pouze do 15. ho-
diny fermentace, pak se vyrovnava s ristem Kkultury,
ktera je kultivovana pti 25 °C, zacatek tvorby penicilinu
viak zvysenim teploty urychlen neni.

Vyznamnym cCinitelem ovliviiujicim intenzitu ristu
v p.Catetnich hodinach fermentace jsou podminky fer-
mentace, tj. michani, resp. pocet otdfek za minutu,
velikost vystifedniku rotaéniho tfepaciho stroje, zarédzko-
vani fermentaénich banék a objem phidy. Nejmarkant-
néjsi diference v intenzité ridstu podminéné zménami
podminek fermentace jsou uvedeny v grafu 5. V zasade
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Obr. 5. Vliv mechanickfch faktord na rist

l1ze Fici, Ze ¢im je michani Setrnéjsi, tim je dosaZeno in-
tenzivnéjsiho rastu, s vyjimkou nejniZsich otacek, pfi
kterych je tfeba pro dcsaZeni maximélniho riistu zvysit
intenzitu michani pouZitim zaradZkovanych banék. Bylo
preckézano, sledovanim uvoln&nych nukleotidii z mycelia,
Ze pfi intenzivnim michéani, jsou-li k fermentaci pouZity
t¥izaraZkované baiiky, je mycelium p>3kozovadno nejvice.
Pckud jde o start tvorby penicilinu, je situace protichiid-
na s riistem. Biosyntéza penicilinu, a to i ve sledovanych
pocatecnich hodindch fermentace, je striktné zdvisla na
dostateném pirenosu kysliku. Neni-li zajistén intenzivni
prisun kysliku, vznikajici mycelium, byt mé&lo vyhovujici
riistové parametry, produkuje penicilinu miniméalné
(graf 6). V téchto pokusech bylo rozdilného prenosu kys-
liku dosazeno zmeénou pocétu otacek, vystfedniku a obje-
mu fermenta&ni kapaliny.

Na zavér lze ¥ici, Ze byly nalezeny podminky, které
ovliviiuji ristovou rychlost mycelia a biosyntézu penici-
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linu v pribghu pocatetni faze fermentace. Témer viech-
ny poznatky lze prakticky vyuzit pFi fermentacich v tan-
cich. >
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OFr. 6. Vliv pienosu kysliku na biosyntézu penicilinu
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