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(54) Zplsob kontinuélni vyroby kyseliny 6-aminopenicilénové

Vyndlez se t¥kd kontindln{ vyroby ky-
seliny 6-aminopenicilanové enzymovou
hydrolyzou draselné soli benzylpenicilinu,
pomoci katalyzdtoru na bézi vzdjemn¥ che-
micky vézengch bundk producenta penicili-
nacylézy, v systému nejménZ dvou pritoko-
vfch reaktord, kde je katalyzétor udrZo-
vén ve vznosu, hodnota pH na 7,6, teplo-
ta na 37 °C a koncentrace substrétu v
rozmezi kolem 0,2 mol/litr.
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Vyndlez se tfké zplsobu kontinudlni vyroby kyseliny 6-aminopenicilanové enzymovou

hydrolyzou penicilinu, zejména beazylpenicilinu.

Je zném zpisob vyroby 6-aminopenicilenové kysédiny (ddle jen 6-APK) hydrolyzou peni-
eilinu vézanymi bunkemi s penicilinacylézovou aktivitou (8s.autoreké oavédfeni &. 209676),
jejichZ p¥iprava je rovné% znéma (Es.autorské osvéd¥en{ &. 203607). Jde o enzymovou hy-
drolfzu provéd¥nou bud vsédkovym zplsobem, recjirkulaci vrastvou vdzanych bun¥k, nebe pri-
tokem roztoku penicilinu dvdma nebo vice sloupci vézanych bun¥k. Poslednd jmenovand al-
ternativa umoZnuje kontinualizaci provozu. Nevfhodou zplsobu hydrolfzy penicilinu na
sloupci s pevnfm loZem je pokles hodnoty pH konverzni sm&sf uvniti sloupce, ktery lze
sice omezit, nap¥fklad pouZitim pufru, ale jen omezen¥. To vede k niZS{ stabllit® véza-
nfch buridk ve srovndnf se vsiddkovym zplsobem. Krom& toho jsou vdzané bunky mén& vyuZity,
8t8p{~11 penicilin p¥i ni2&fm pH. Tyto nevyhody lze zmen#it zvyXovénim po¥tu sloupecd v
sérii, mezi nimiZ je upravovéno pH protékajic{ konverzni{ smés{. P¥i veédiovém zpisobu
je polo¥as aktivity vészanych bundk 9 tydnd nepfetriitého provogu (asi 1 100 opakovanych
konverz{) a vyuZit{ materidlu je ssi 6 1litrd 6,5 ¥ntho roztoku penicilinu roz¥t¥peného
1 kg katalyzdtoru za 1 hod. K dosaZeni takové stability a takového vyuZitf vézanfch bu-~
ndk na sloupci s pevnym loZem je tiebe pouZit okolo 10 sloupcl v sérii, co? je technicky
zna¥nd nérodné. Nap¥iklad p¥i pouZit{ 4 sloupcl s pevnym loZem katalyzdtoru zapojenym v
sérii je operalni polodas aktivity védzanych bundk maximéln& 450 hod.

P#{ kontinudlnfm zpisobu vyroby podle citovaného &s. autorského osv&d&ent &, 209676
vznika j{ dals{ komplikace zhorSovén{ pritofnosti sloupcd nésledkem stlalen{ Zdstic kata-
lyzdtoru p¥i deldfm provozu, co? vede k velkym tlakovym ztrétém a ke zvySen{ nérokﬁkna
celd zatfzeni (tlakové kolony a spoje). Krom& toho vznikd p¥i hydrolyze penicilinu timto
zplisobem vice degrada&nich produkiﬁ penicilinu 1 6-AFK.

Bylo zji%t&no, %e uvedené nevyhody popsaného usporsédéni lze odstranit jednoduchym
technickyn FeSenim, a to zpisobem kontinudlni vyroby kyseliny 6-sminopenicilanové enzy-
movou hydrolyzou penicilinu, zejména benzylpenicilinu, podle vynélezu, jehof podstata
spodivé v tom, 3e se vodny roztok penicilinu, zejméne roztok draselné soli Qenzylpeni-
¢ilinu, o koncentraci 0,03 a% 0,3 mol/litr, s vyhodou 0,18 mol/litr, protékejict alespon
dvéma prﬁtbkovymi reaktory, zapojenymi v sérii, uvédd{ ve vznosu ve styk s kstalyzédtorem
na bézi vzéjemné chemicky vézanych bun¥k producenta penicilinacyldzy, za stélého udrio-
vén{ pH na hodnot® 7,0 a% 8,0, 8 vyhodou 7,6 a za teploty 20 a% 50 °c, s vyhodou 37 °cC,

v ke%dém reaktoru, nalef se z reak®ni sm&si, opouSt&jfcf poslednf reaktor, izoluje kyse-
lina 6-aminopenicilanov4, pop#{ipadd regeneruje kyselina fenyloctové.

Pri provedeni zpisobu podle vyndlezu jevmoino poufivat nap¥fklad za¥fzen{, které sesté~
vé z chlazenygch zésobnikﬁ pro vychozf substrét a produkt enzymové konverze, vyh¥ivenych né-
dob opatienych michadly, slouZicich jako reaktory, ferpadel, spojovacieh trubic a zerfzent
pro \pravu pH. Vodny roztok draselné soli benzylpenicilinu, respektive konéerzni smds, se
postupn¥ Serpéd systémem Serpadel do jednotlivych reaktory, kde Jje michéna ;usbenze kataly-
zétoru na bdzi vzdjemn& chemicky védzanych bun&k. Ve v3ech reaktorech se udfﬁuje optimdlingt
hodnota pH kontantnim prid4vénim vodného roztoku alkélie bud pomoc! pH-stast nebo kontinuél-
n&. P¥{tokové rychlost roztoku alkdlie se volf tak, aby se konverzni sm&si podstatns nezfe-
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Jovaly. Viechny pritokové rychlosti jsou Ffzeny tek, aby se nem¥nily pracovn{ objemy reak-
tort. Zedriovéni ¥4stic katalyzdtoru v reaktorech lze doséhnout tim, Ze trubice odsévejfed
konverzni sm&s z reaktoru je opatfena filtra&nf plachetkou, kterd je umfst&na t&sn¥ nad
mfchadlem, nebo je konverzn{ sm¥s odsévéna z reaktoru pomoci odkalovac{ trubice. Jdstice
katalyzétoru jsou spolednd s konverzni sm¥sf nasévény do odkalovaci trubice, kde ji% mo-
hou voln® sedimentovat, protofe nejsou michdny. Je-1i sedimentaln{ rychlost Z4stic kata-
lyzétoru vEt3{ ne% postupné rychlost Zerpané kapaliny vztiru odkalovaci trubici, potom
setrvéva j{ &fstice v reaktoru. Pro pFfpad jejich uniku miZe byt vytok z poslednfho reak-
toru opatfen filtrem, 2 péhoi mohou byt zachycené Z4stice vraceny do reaktord. Z konverzni
sm¥si vytékajici z poslednfho reaktoru se bud kontinuédln&, nebo v urditych Zasovych inter-
velseh izoluje 6-APK a popripad® regeneruje fenyloctové kyselina tak, Ze se sm&s ihned
ochlad{f a mfchd s ochlazenym octanem butylnatym ve vohdném objemovém pom&ru, nejlépe 1 : 3,
za soudasné upravy pH z¥eddnou kysélinou sirovou na 4,3, coZ je hodnota izoelektrického
bodu 6-APK. Po dokon&ené krystalizaci se 6-APK odfiltruje, promyje ledovou vodou a2 vychla-
zenym acetonem a usudi, prifem? z butylacetdtového extraktu 1lze regenerovat kyselinu fenyl-
octovou za soulasné regenerace rozpoudtédla, )

Pfednosrf{ zptisobu vyroby podle vyndlezu je jeho kontinualizace pri vysoké stabilité
katalyzétoru, s operanim pololasem sktivity 1 500 hod. nepfetrZitého provozu. VyuZiti ka~-
talyzétoru pFi pritokovém usporddédni konverze roste s poftem v sérii zapojenych reaktord.
Maximélnfho vyufit{ urditého mnoZstvi katalyzdtoru, rozd&leného do vice reaktord, se doséhne
tehdy, jsou-li jeho hmotnosti ve vSech reaktorech stejné. Miru vyu?it{ vézanych bun&k pii
pouzit{ pritokovfch michanvch reaktord v sérii lze odvodit z kinetické rovnice pro prito~
kov§ reaktor a ze zm&¥eného pribihu konverze v zdvislosti na Zase pti vsédkové konverzi.
P¥i vséddkovém (diskontinudlnim) zpdsobu kompletn® roz¥tépi 1 kg vézanych bun&k o sktivi-
té 6 pmol/mg/h asi 6 litrd 6,5%nfho roztoku penicilinu. P¥i pouZitf pritokovych reaktord
roz¥t&pi 1 kg vézangch bundk, rozdéleny rovnomérné do 6 reaktors 0,3, 2,0, 3,0, 3,3, 3,8 a
4,4 litru 6,5%ntho roztoku penicilinu za 1 hodinu,

Zptsob podle vyndlezu mé ve srovnéni se zplsobem podle &s.autorského osv&dfeni &.
209676 tyto vyhody:

a) penicilin lze hydrolyzovat na 6-APK kontinudln&, pFilemZ stabilita enzymové aktivity
vézangch bundk je atejnd jako pri veéddkovém (diskontinudlnim) zplsobu. P¥i pouZit{
v&t8fho po¥tu reaktorl zapojenych v sérii lze dosdhnout pfibliZné stejného vyuZit{ kata-
lyzétoru jako u diskontinudlntho zplsobu;

b) mnoistvi degradalnich produktd je niZ3f neZ pfi pritokovém zplsobu konverze na sloup-
eich s pevngm loZem;

}c) opera¥nf stabilita vézanfch bundk je vy33{ neZ p¥i pouZit{ sloupci s pevnym loZem,
realizace vyroby je technicky mén& néro¥né a navic odpadajf ndklady spojené s pouZf-
vénim pufrd potfebnyeh pri konverzi na sloupcich, takZfe se zjednodu3uje 1 izolace
6-AKP;

d) zpisob podle vyndlezu a jeho provedeni mé ve srovmédn{ se zplsoby pouZfvajfciml rizné

imobillzovand materidly pro enzymoveu hydrolyzu penicilinu na 6-APK vyhodu predevidim
v zaji¥t&n{ vysoké stability katalyzdtoru & z toho vyplyvajic{ moZnosti dlouhodobého
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kontinuélniho provozu, cof zvySuje ekonomickou efektivnost vyroby.
Pro kontindlni vyrobu G-APK podle vynélezu byly pouZity chemicky navzdjem vézand
bunky s penicilinacylézovou aktivitou, zfskané podle &s.autorského osvid&en{ &. 203607.
8 &, 209265, .
Bli23{ podrobnosti zpfisobu podle vyndlezu vyplyvajif z pfikladd provedeni, které tento
zplsob pouze ilustruji, ale nijak neomezujf na létky, za¥fzenf, postup nebo podminky v

nich uvedené.

P#iklad 1

Dv& 150 ml kédinky byly umistEny ve vodn{ 1l4zni vyh#{vané na 37 %c. V x8%dé kddince
byle 20 g'biokatalyzétoru na bédzi navzédjem chemicky vézanych bunZk, s t&mito charakteris-
tikami: sedimentalni rychlost ve vod® 0,4 cm/sek, velikost ¥datic 0,2 a% 0,8 mm (prﬁﬁér
0,5 me), su¥ina 35 % hmot., specifickd aktivita 5,5 umel /6-APK/h/mg vlhké hmoty (42 °c,
pH 7,6). Suspenze, jejichi objem v ka%dé kéddince byl 75 ml, byly michény intentitou
200 ot/min. Pred spultdnim pritokového provozu byle smés biokatalyzdtoru a 6,5%¥nftho
roztoku draselné soli benzylpenicilinu ponechéna reesgovat vsddkovE 30 minut v prvn{ ké-
dince a 60 minut ve druhé, za uprevy pH Zpavkovou vodou ne hodnotu 7,6, dokud koncentra-
ce penicilinu v ké&dinkéch neklesla asi na 12 % hmot., respektive O % hmot. vychozfho
mncZstvi, co? odpovidd staciondrnimu stavu p#i pritokovém provozu. Teprve po dosaZeni
tohoto stavu byl spudtén pritokovy provoz. Ze zésobnfku byl ferpén 6,5%ni roztok dra-
selné soli benzylpenicilinu do prvn{ kédinky rychlostf 50 ml/h,s &éstedn¥ zkonvertovany
roztok Q°druhé kddinky rychlosti rychlostf{ 51 ml/h e zcela zkonvertovany roztok z druhé
kédinky ven rychlostf 52 ml/h. V obou kédinkéch bylo pH udriovéno na hodnot& 7,6 p¥ftokem
15,5%n{ &pavkové vody do prvni kédihky a 1,8%nfiho roztoku do druhé ké&dinky rychlostf 1 ml/h.
Systém byl v provozu nepretrfit® 240 hodin. Po celou tuto dobu bylo v prvni kédince piri-
tomno 12 % zbytkového penicilinu a ve druhé kAdince nic. Prim&rné mnoZstv{ degrada&nich
produktd vznika jicich p¥i konverzi bylo 3,5 % hmot., prim&rnd ¢innost konverze tedy
&inila 96,5 % teorie.

Pf{kled 2

Do dvou 20litrovych fermentadnich tankt bylo umfstino 7,5 litrd suspenze obsahujfct
2 kg biokatalyzédtoru jeko v piikladu 1, Suspenze byly zah¥i{vény na 37 ° a michény 180 ot/min.
Provoz byl zahéjén jako v pffkladu 1., T¥emi &erpadly byl Zerpédn vodny roztok draselné soli
benzylpenicilinu ze zdsobniku do prvniho reaktoru rychlostf 5,0 litri/h, z prvniho do dru-
hého reaktoru rychlostf 5,1 1itrd/h a 2z druhého reaktoru do zésobniku konverzni smé&si
rychlostf 5,2 1itrd/h. Zdsobniky roztoku draselné soll benzylpeniclinu i konverznf smési
byly chlezeny na teplétu 5 %¢, V obou tancfch bylo pH udrZovéno na hodnot& 7,6 prfdavkem
gpavkové vody o hmotnostni koncentraci 1,8 % do druhého tanku rychlost{ 100 ml/h. Na vy-
toku z druhého tenku byly vyplavené &dstice katalyzdtoru zachycovény na filtru s unikly
meteridl, esi 40 g denn¥, byl vracen do tankl, které byly v provozu 120 h., Po celou dobu
provozu byle v prvnim tenku pfftomno 12 % zbytkového penicilinu & v druhém tanku nic. 2
konverzn{ sm&si v zésobnfku byls vZdy po 12 h izolovéna 6-APK popsanym postupem. Vyt&Zek
€-APK &inil prim&rné 8C % teorie, bez zpracovéni matelnych louhd. Fenyloctovéd kyselina

byla regenerovéns cbvyklgm zplsobem.
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PFiklad 3

T¥i 50 ml banky, slouZici jako reaktory, opatiené uzévirem s otvory pro pi{vod rozto-
ku draselné soli benzylpenicilinu & &pavkové vody a pro odtok konverzni sm¥si, byly umfstd-
ny v suldrnd p¥l 37 On, V ka2dé bence bylo 25 ml suspenze obsahujici 6 g biokatalyzétoru
jako v pfikladu 1. Pfed zehdjenim provozu se nechala smds biokatalyzdtoru a 6,5%ntho roz-
toku draselné soli benzylpenicilinu reagovat vsédkové za ipravy pH na hodnotu 7,6 v prvnim
reaktoru 17 minut, 33 v druhém a 60 v tretim, aby v jednotlivych reaktorech bylo dosaZeno
26,10 a O % zbytkevého penicilinu, col odpovidé stacionérnfmu stavu ze8 podminek pritokové-
he provozu. Teprve potom byly reaktory t¥sné uzavieny a byl spu¥t¥n pritokovy provoz. Do
prvnfho reaktoru byl &erpén roztok draselné soli benzylpenicilinu rychlostf 50 ml/h, 2z
posledntho reéaktoru vytékala konverzni sm&s, v disledku pritoku &pavkové vody do.reaktorﬁ,
rychlost{ 53 ml/h. Konverzn{ sm&si byly odsévény z reaktord stejn& jako v pfiklédu 1.
Do reaktoru pritékal roztok Zpavkowé vody rychlostf 1 ml/h, ve hmotnostni koncentraci
12,8 % do prvniho reaktoru, 2,8 % do druhého a 1,8 % do tietfho reaktoru. Reaktory byly
v provozu 48 hodin. Po celou dobu provozu bylo mnoZstvi zbytkového penicilinu v prvnim,
druhém, respektive t¥etim reaktoru 26, 10, respektive O %, coZ znamend, Ze bylo dosaZeno
74, 90 a 100%ni konverze penicilinu na 6-AFPK,

PREDMET VYNLLEZU

Zpisob kontinudlni vyroby kyseliny 6-aminopenicilanové enzymovou hydrolyzou penici-
linu, zeJjména benzylpenicilinu; vyznadujici se tim, %e se vodnf roztok penicilinu, zejména
roztok dreselné soli benzylpenicilinu, o koncentraci 0,03 a% 0,3 mol/litr, s vyhodou
0,18 mol/1litr, protékajict alespon dv¥ma pritokovymi reaktory, zapojenymi v sérii, uvédl
ve vznosu ve styk s katalyzédtorem na bézi vzédjemn® chemicky vézanfch bun&k producenta
penicilinacylézy, za stélého udrZovén{ pH na hodnoté 7,0 a% 8,0, s vyhodou 7,6 a za
teploty 20 aZ 50 0C, 8 vyhodou 37 °C, v kaZdém reaktoru, nale? se z reak®n{ smési, op&u-
3t& jfci poslednf reaktor, izoluje kyselina 6-aminopenicilanové, popif{pad¥ regeneruje ky-

selina fenyloctové.
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