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(54) Zpusob semikontinalni vyroby kyseliny 6-aminopenicilanové

Vynalez se tyka zplsobu semikontinudlni
vyroby kyseliny 6-aminopenicildnové, zéklad-
niho meziproduktu vyroby rady klinicky uZi-
vanych polosyntetickych penicilind. Jak je
znamo, ziskdva se kyselina 6-aminopenicilé-
nova (dale pro strucnost 6-APK) chemickym
nebo enzymovym $tépenim penicilinu, prede-
v§im benzylpenicilinu, a to ptsobenim peni-
cilinacylazy produkované ruznymi mikroor-
ganismy, nejcastéji Escherichia coli (NSR
pat. spis ¢. 1, 114. 766). Pri dosavadnich po-
stupech jde témétr vyhradné o jednorizové
pouziti nativmich bunék pri vsadkovém zpl-
sobu §tépeni penicilinu, coz je jejich podstat-.
nou nevyhodou. U nativnich bunék je velmi
omezena moZnost jejich opakovaného pouZiti.
Nativni butiky mpodléhaji autolyze, aktivni
enzym penicilinacyldza — je z mnich vyplavo-
van a s mim i obsah bunék, zejména vnitrobu-
nédné rozpustné bilkoviny, které pak zéasti
doprovazeji vzniklou 6-APK celym procesem
izolace a kontaminuji koneény produkt. Po-
losyntetické peniciliny, pripravené z takto
ziskané 6-APK, vyvolavaji dlergické reakce
u ¢lovéka i zvifete. Rozklad nativnich bunék
je urychlovan vysokou iontovou silou §tépe-
ného roztoku penicilinu, resp. relativné vy-
sokymi hodnotami pH, pii kterych enzymova
hydrolyza probiha (7,6 az 8,2). Vyplavena

penietlinacylaza jo pak pro opakovini enzy-
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mového procesu ziracena. V praxi to zname-
n4, Ze nativni buniky lze pouZit pouze jedno-
razove, Ze je nutno piipravovat je vZdy novou
kultivaci v Zivné pudé, jejiz zbytky se medaji
pii separaci bunék zcela odstranit. Tyto zbyt-
ky prispivaji ke kontaminaci konetného pro-
duktu, poptipadé komplikuji volbu vhodného
izola¢niho postupu 6-APK.

Ur¢ity pokrok predstavuje priprava 6-APK
$tépenim penicilinu pomoci penicilinacylazy
vazané. Pro vazbu tohoto enzymu na nejriz-
néjsi anorganické i umélé organické materia-
ly se uZiv4 CiSténych prepardtt ziskanych
7 bunék mikroorganismu relativné drahymi,
slozitymi a hlavné ztratovymi postupy. Tak
naptiklad v &s. patentu ¢ 145849 je uveden
zplsob ¢idténi penicilinacyldzy a jeji vazby
na nosié, spoéivajici v kultivaci bunék E. coli
a separaci biomasy, v jejim mechanickém dr-
ceni a opakované extrakci enzymu, frakénim
srazenim koncentratu, jeho dialyze a piipad-
né lyofilizaci enzymu. Tato mmohostupfiova
piiprava kon&i se ziskem asi 30 %, ptivodniho
mnozstvi enzymu, o &istoté surového prepa-
ratu asi 10 %, vztaZeno na ¢istou penicilin-
acylazu. Takto ziskany technicky preparat
enzymu pak slouZ{ k vazbé na mosi¢ typu po-
lysacharidovych derivatd, po jeho predchozi
chemické aktivaci bromkyanem.

Nogite tohoto a podobnych typd jsou viak



velice drahé piipravky, které zvysuji naklady
na vazany enzym do té miry, Ze jen asi 200-
nasobné pouziti vazaného enzymu ve srovna-
ni s jednorazovym pouzitim nativnich bunék
je efektivnéjsi. Moznost mnohondsobného po-
uziti vazaného enzymu neni vidy déama, zej-
ména pracuje-li se vsadkové v reaktoru za
michani, které pusobi na vazany enzym sil-
nymi mechanickymi vlivy. Umélé materialy

s vy88i mechanickou pevnosti mivaji opét ne-

vyhodu v omezené difuzni rychlosti a proces
hydrolyzy penicilinu se zpomaluje. Vazany
enzym se pri ¢astém opakovaném pou#iti dii-
ve nebo pozdéji denaturuje, zvla§té tehdy,
kdyZ se pro hydrolyzu uziva levné&jsich rozto-
kil surového penicilinu, ziskavanych pii jeho
izolaci z vyfermentované kultivaéni kapaliny.

Bylo zji§téno, Ze zvlasté vysokou produk-
tivitu, vytéznost a hospodarnost vykazuje
zpusob semikontinualni vyroby kyseliny 6-
aminopenicilanové Stépenim penicilini, zej-
ména benzylpenicilinu, mikrobidlnimi burka-
mi obsahujicimi penicilinacylazu, zejména
buntkami mikroorganismu Escherichia coli,

podle vynalezu, jehoZ podstata spociva v tom, -,

ze se §tépeni provadi s pouZitim suspenze
mikrobidlnich bunék, obsahujicich penicilin-

acylazu, predem chemicky stabilizovanych

pusobenim bifunkéniho ¢inidla, jako jsou di-
aldehydy, s vyhodou pulisobenim glutardial-
dehydu, a s pouzitim roztoku penicilinu
v koncentraci 1 az 10 % hmot. (objem, s vy-
hodou 4 a2 7%, hmot.) objem, pii pH 7,2 az
8,2, po ukondéeném $tépeni a ochlazeni reakc-

ni smési na teplotu 0 az 5 °C se suspenze mik-

robidlnich bunék oddéli a pouzije ke S$tépeni
derstvé nasady roztoku penicilinu a ze super-
natantu, popiipadé z matetného, louhu se po
upravé pH a teploty izoluje 6-aminopenicila-
nova kyselina, pri¢emZ se $tépeni penicilinu
a izolace 6-aminopenicildnové kyseliny ale-
spoil dvakrat opakuje.

Na enzymové Stépeni zplsobem podle vy-
nélezu se Ufelné pouziva jako roztoku peni-
cilinu roztoku sodné nebo draselné soli ben-
zylpenicilinu, popfipadé surového roztoku
benzylpenicilinu ve formé kyseliny, ziskdva-
ného pri zpracovavani vyfermentované pady
po ukondcené kultivaci.

Zasadni vyznam pro optimalni prubsh en-
zymového $tépeni penicilinu zplisobem podle
vynalezu ma stabilizace bunék mikroorganis-
mu, zejména Escherichia coli; zvl1ast& vyhod-
né je pouziti kmenl s vysokym obsahem pe-
nicilinacylazy. Stabilizace bunék, resp. jejich
vnitrobunééného obsahu spolu s penicilinacy-
lazou, se dosédhne kovalentnim zesiténim pu-
sobenim vhodnych bifunkénich &inidel, s vy-
hodou glutardialdehydem. Touto stabilizaci,
coZ je jednoduse realizovatelna reakce, se zis-
k& odolnost bunék proti autolyze a fixace pe-
nicilinacylazy v burikch, bez vyznamné ztra-
ty jejich hydrolytické aktivity. Stabilizované
bunééné suspenze lze opakované& pouzivat ke
Stépeni penicilinu, pritem# pokles udinnosti
je mirny a pomaly. Aktivitu zesiténych bunék
lze jeSté zvysit ofetfenim vhodnym organic-

kym rozpoustédlem a vhodnym smacedlem,
coz mé za masledek vyplaveni nezreagova-
nych buné&énych komponent, predeviim lipi-
du, které se netidastni reakce s glutardialde-
hydem a tim k vyprani bunék a zlepseni je-
jich difuznich vlastnosti. Je-li k dispozici
kmen s vysokym obsahem penicilinacylazy,
lze za vhodnych podminek pouzivat koncen-
trovanéjsiho roztoku penicilinu ne? dosud,
pricemz konverze probihd velmi rychle,
v prubéhu 2 az 3 hodin, s vysokym vytéZkem
velmi ¢isté B-aminopenicilanové kyseliny.

Pri provedeni zplisobu semikontinualni vy-
roby 6-aminopenicilanové kyseliny se po prv-
nim  Stépeni roztoku penicilinu, obvykle
v koncentraci 5 az 7 9/, hmot. (objem, jeZ pro-
bih4 obvyklym postupem za intenzivniho mi-
chani, regulace pH a teploty, se chemicky
stabilizované bunky oddéli, nejlépe odstiedé-
nim, bez jakékoliv dalsi upravy se pres né
prelije Cerstvy roztok penicilinu a probiha
dalsi cyklus enzymové hydrolyzy za stejnych
podminek. Tento postup lze mmnohonasobné
opakovat. Manipula¢ni ztraty bun&éné sus-
penze, vznikajici predeviim pri odstfedovani,
se nahrazuji obvykle po péti cyklech $tépeni,
doplnénim suspenzi zasobnich stabilizova-
nych bunék.

Mimo vyhodné moznosti opakovaného po-
uzivani chemicky stabilizovanych bundk je
prednosti zptsobu podle vynalezu jeho rych-
lost, nebot meni nutno dbat na uplnou sepa-
raci bunééné hmoty do formy pasty a stabili-
zované bunky neni treba promyvat. Zbytkovy
objem reakéni smési po hydrolyze, ktery zi-
stavd v sedimentu, se s nim ihned vraci do
procesu pri zahdjeni druhého a dalsiho cyklu
hydrolyzy. Drivéjsi jednorazovy postup se tak
méni na opakovany semikontinudlni zputsob,
kdy po kazdych 3 hodinach se cyklus opaku-
je. Supernatant rezultujici po oddéleni stdabi-
lizované bunétné suspenze se ihned zpraco-
vava na krystalickou 6-APK, a to bud pii-
mou upravou pH a teploty mebo po zahusténi.
Vyznamné mnoZstvi produktu lze ziskat i ze
zahusténych mateénych louhll po odstranéni
fenyloctové kyseliny obvyklym zpésobem.

Vyznamné je déle i to, %e 6-APK, ziskand
zpUsobem podle vynalezu, je podstatné Cistsi
nez produkty ziskdvané jednordzovym po-
stupem pri pouZiti nativnich nestabilizova-
nych bunék, které se v pribéhu Stépeni
Casteéné autolyzuji a kontaminuji 6-APK
zplodinami svého rozpadu, predevsSim bilko-
vinami, které provazeji 6-APK v pribéhu ce-
1é izolace, pticem? jejich dokonalé odstrané-
ni je velice obtiZzné a makladné. Produkty zis-
kané Stépenim pomoci chemicky stabilizova-
nych bunék neni tieba pro dalsi pouziti krys-
talovat a téz jejich.rozpustnost.je lepsi.

Z uvedeného je zfejmy technicky i ekono-
micky efekt p#i vyrobé zdkladnitho mezipro-
duktu pro piipravu tady terapeuticky vy-
znamnych polosyntetickych peniciling.

Zpusob podle vynalezu je podrobné popsan
v nasledujicich prikladech provedeni.



Priklad 1

Kultura vysokoprodukéni mutanty kmene
Escherichia coli CCM 2843, vypéstovana v 5 t
fermentatnim tanku, byla zahusténa odstfe-
dénim na objem asi 300 litrG. Zahu$téna sus-
penze nativnich bunék obsahovala asi 400 mg
vihké hmoty/ml. Tato suspenze byla micha-
nim zhomogenizovana za Upravy pH na hod-
notu 7,5 50%mnim roztokem hydroxidu sod-
ného. Poté byl za michani ptidén 50%ni
vodny roztok glutardialdehydu do vysledné
koncentrace v reakéni smési 2 9% (hmotnost/
objem). Reakce probihala 3 hodiny pfi teploté
20 az 25 °C. Potom byla reakéni smés zfedéna
3000 litry pitné vody a suspenze opét odstie-
dénim zahusténa na objem 300 litrd.

Takto pripravena suspenze chemicky stabi-
lizovanych bunék byla pouzita pro hydrolyzu
penicilinu na 6-APK, a to tak, Ze byla pieve-
dena do reaktoru a za michani zfedéna 2100
litry deionizované  vody, takZe obsahovala
ptiblizné 80 mg vlhké hmoty bun&k/ml, tj.
piriblizng 8 %, obj. sedimentu. Teplota sus-
penze byla nastavena na 37 °C a byla pfidana
draselnd sl benzylpenicilinu do vysledné
koncentrace 7 %, (hmotnost/objem).

Enzymové hydrolyza probihala za michani
pii teploté 37 °C, za kontinudlniho udrzovani
pH na hodnot& 7,6 az 8,2 pridavkem zredéné-
ho vodného roztoku ¢pavku. Po 2 hodinich

Dbyla enzymova hydrolyza skoncena, coZ se

projevilo jak zastavenim spotteby roztoku
dpavku tak analyticky zji§ténou hodnotou
premény benzylpenicilinu na 8-APK 95 %
teorie 6-APK za 2 hodiny). Reakiéni rychlost
a vytéZek 6-APK byl sledovan spektrofoto-
metricky podle &s. patentu ¢. 116959.

Po ukoneni hydrolyzy byla reakdéni smés
ihned ochlazena na teplotu 0 az —5 °C a sus-
penze bunégk byla odstfedénim zahu$téna na
1/9 pivodniho objemu o oddélena od reakdni
smési. Supernatant o teploté kolem 2 °C byl
koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou
okyslen, na pH 4,2, ¢im% se vyloudila krysta-
licks 6-APK, ktera byla oddélena filtraci. Fil-
trat byl okyselen koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou na pH 2,0 a extrahovan 30 %,
(objemovymi) chloridu uhli¢itého. Vodna fa-
ze byla neutralizovdna na hodnotu pH 7,0
koncentrovanym roztokem dpavku a vakuove
azeotropicky zahusténa p¥i teploté 35 ° na 1/3
objemu. Poté bylo pH upraveno na hodnotu
4,2 koncentrovanou kyselinou chlorovodiko-
vou za chlazeni na teplotu 0°C. Vykrystalo-
vana 6-APK byla odfiltrovana. Z extraktu
byla regenerovéana kyselina fenyloctova.

Zahusténa suspenze bunék byla ihned pre-
vedena do dalitho reaktoru, opét zifedéna na
objem 2400 litrtt a za vySe popsanych pod-
minek prioveden opakovany cyklus enzymové
hydrolyzy benzylpenicilinu. Uvedenym zpt-
sobem bylo semikontinualni $tépeni benzyl-
p(jmicilinu, opakovano se stejnou suspenzi bu-
nek 1Ykrat, Beze ztrat na vytéznosti hydro-
Iyzy a izolace 6-APK, '

* chani

Ptiklad 2

Spojené zahuSténé suspenze nativcnic'h bunék
E. coli ze dvou 5t fermetaénich tankd, o ob-
jemu 600 litrt, byly odsttedény do formy

.bunééné pasty, ¢imz byly oddéleny zbytky

zivné pudy. Bunéénd pasta byla suspendova-
na v 1000 litrech deionizované vody a za mi-
homogenizovana, takZe obsahovala
300 mg vlhké hmoty nativnich bunék/ml. Za
michani bylo upraveno pH této suspenze na
hodnotu 7,0. pridavkem 50%yniho (hmotnost/
objem) roztoku hydroxidu sodného a potom
pridan 25%mni vodny roztok glutardialdehydu
v takovém mnoZstvi, aby jeho vyslednd kon~
centrace v reakéni smési ¢inila 1%, (hmotnost/
objem). Reakce probihala 3 hodiny pri teplo-
t&-25 °C. Po této dobé& byla reakéni smés zfe-
déna 4000 litry deionizované vody a zahusté-
na na objem 400 litra.

Takto piipravena suspenze chemicky sta-
bilizovanych bunék byla prederpana do re-
aktoru, za michani zfedéna 3600 litry deiomi-
zované vody a zhomogenizovédna, takZe
obsahovala priblizné 60 mg vlhké hmoty bu-
nék/ml, tj. 6% obj. sedimentu. S touto bu-
né&tnou suspenzi bylo provedeno 25 cykld
konverzni 4%gniho (hmotnost/objem) roztoku
sodné soli benzylpenicilinu na 6-APK semi-
kontinualnim zptsobem za dobu 125 hodin za
stejnych podminek jako v piikladu 1. Po kaz-
dém patém cyklu pouziti byla v pripadé po-
tfeby reakéni smés doplnéna zésobni suspen-
zi chemicky stabilizovanych bunék, ¢imz by-
ly nahrazeny manipula¢ni ztraty.

Po oddéleni bunék byl supernatant zpraco-
van na 6-APK tak, %e po okyseleni na pH 2,0
byl extrahovén butylacetdtem, vodna faze
byla alkalizovana na pH 7,5 a vakuové zahus-
téna na 1/2 plvodniho objemu pri teploté
40 °C. Po ochlazeni na 0 °C a okyseleni na pH
4,2 se vyloudila krystalicka 6-APK, kterd by-
la odfiltrovéna a promyta ledovou vodou a
acetonem. Z extraktu byla regenerovéna ky-
selina fenyloctova obvyklym zpisobem.

Primérna analyticky zjiSténa hodnota pre-
mény benzylpenicilinu na 6-APK ¢inila 909
teorie za 2,5 hodiny, primémy vytézek su-
ché 6-APK ¢inil 84,5 9/, teorie.

Priklad 3

11000 litrd kultury kmene Escherichia coli
CCM 2843, vypéstované v 15t fermentadnim
tanku obsahujici ptibliZzn& 500 kg vlhké hmo-
ty bunék (120 kg suché hmoty bunék) bylo
zahu$téno na objem 1000 litrd pomoci sedi-
mentacnich odstiedivek. Zahu$téna suspenze
bun&k byla homogenizovédna za tpravy pH
25%nim roztokem hydroxidu sodného na
hodnotu 7,0. Za stilého michani p¥i teploté
25 °C bylo pridano 40 litra 25%niho vodného
roztoku glutardialdehydu. Reakce probihala
za michani 3 hodiny pii teploté 25°C. Smés
byla zredéna pitnou vodou na objem 3500 lit-
rd a dile michéna po dobu 15 minut. Reakiéni



smés byla opét zahusténa na sedimentaénich
odstiedivkéach. :

400 litra takto zesiténé bunééné biomasy
bylo ztedé&no pitnou vodou na celkovy objem
500 litra a ptidano 50 litrh butylacetatu. Sus-
penze byla michdna po dobu 5 hodin pii tep-
lot& 25°C. Po této dobé byl priddn roztok
10 kg Slovafolu 909 a dile michano jedté 15
minut. Po této dobé byla suspenze ziedéna
pitnou vodou na celkovy objem 4000 litrii a
odseparovana na sedimentadnich odstfediv-
kach. Vyprand bun&na pasta byla suspendo-
vana v nadrZi s intenzivnim michanim v 3500
litrech pitné vody a po homogenizaci dale mi-
chana po dobu 30 minut. Po této dobé byla
suspenze zahu§téna pomoci sedimentaénich
odstiedivek na celkovy objem 400 litrd. Za-
hu§téna suspenze byla opét prederpana do
michané nadoby, ziedéna ma celkovy objem
3500 litrt pitnou vodou a zahu$téni zesité-
nych a vypranych bunék z michané suspenze
bylo opakovéano jesté jednou popsanym zpl-
sobem opé&t na objem 400 litrh.

7 celkového mmnoZstvi 500 kg vihké hmoty
(120 kg suché hmoty) nativnich bun&k E. coli
bylo popsanym procesem siténi, prani a pro-
myvani ziskdno 350 kg vlhké hmoty (84 kg
suché hmoty) chemicky stabilizovanych bu-
n&k, co? jest v hmotnostni bilanci 70%yni vy-
tézek.

300 litr takto pripravené zahu$téné sus-
penze chemicky stabilizovanych bunék bylo

prederpdno do reaktoru, ziedéno na celkovy

objem 4000 litr( deionizovanou vodou a ho-
mogenizovano michanim. Po rozmichani ¢ini-
la koncentrace zesiténych bunék 60 mg vlhké
hmoty/ml, tj. 17 a% 20 mg suché hmoty/ml.
Teplota suspenze byla nastavena ma 37°C a
byla ptidéana draselnd sil benzylpenicilinu do
vysledné koncentrace 6,59, (hmotnost/ob-
jem), tj. 414 miliard jednotek (268 kg). Enzy-
mova hydrolyza probihala 2 hodiny za pod-
minek uvedenych v ptikladu 1.

Po ukondeni hydrolyzy byly chemicky sta-
bilizované buriky pomoci sedimentaénich od-
sttedivek zahu$tény na celkovy objem 400
litrd a zahu$ténd suspenze bundk ochlazena
na 5 °C. Cira reakéni smés po oddé&leni stabi-
lizovanych bunék byla prederpana do nadri,
ziedéna priddnim 800 litrh metylizobutylke-
tonu, promichéna, ochlazena na 2 °C a reaké-
ni smés okyselena ma hodnotu pH 4,2 409/-
nim roztokem (hmotnost/objem) kyseliny si-
rové. Potom byla smés ponechidna 3 aZ 4
hodiny krystalovat, pak byla zfiltrovana, fil-
traéni kola¢ prokryt 10 litry ledové deionizo-
vané vody, krystaly vyjmuty a suspendovany
ve 120 litrech ledové deionizované vody a
opét zfiltrovany. Potom byl produkt prokryt
10 litry zchlazeného acetonu, vyjmut a sus-

pendovan ve 120 litrech zchlazeného acetonu

- a znovu Zzfiltrovan. Z filtratu byla regenero-

vana kyselina fenyloctova a metylizobutylke-
ton.

400 litr zahu$téné suspenze bunék ve
zbytku reakéni smési z predchazejictho cyk-
lu enzymové hydrolyzy bylo po 4 hodinéich
stani pii 5 °C pielerpano zpét do reaktoru,
zfedéno ma objem 4000 litrG deionizovanou
vodou a za vy$e popsanych podminek prove-
den opakovany cyklus enzymové hydrolyzy

benzylpenicilinu.

Uvedenym zpusobem bylo semikontinudl-
ni $tépeni benzylpenicilinu na 6-APK opa-
kovano se stejnou suspenzi chemicky stabili-
zovanych bungk 5krat s dasovou prodlevou
mezi zapodetim jednoho a skoncenim druhé-
ho cyklu 6 hodin, pii dosaZeni primérného
stupné konverze uvedené koncentrace benzyl-
penicilinu na 6-APK 93 %, a primérného vy-
t&zku 6-APK v izolaci 80 9/, teorie bez zpra-
covani matetnych louhu. Kvalita produktu
byla posuzovéna z hlediska 4 kriterif a to Cis-
toty (98,8 %), nerozpustného zbytku trietyl-
aminové soli v dichlormetanu (2,18 %), vlh-
kosti (0,9 %) a tintometrickym méfenim ba-
revnosti (0,1/0,1).

Priklad 4

Zahugténi bundk E. coli po kultivaci v 151
fermentoru a jejich chemicka stabilizace byla
provedena jak je uvedeno v piikladu 3. Prani
a promyvani stabilizovanych bunék bylo pro-
vedeno rovné? stejnym zplsobem jak je uve-
deno v ptikladu 3 s tim rozdilem, Ze misto
butylacetatu bylo pouZito toluenu a misto
Slovafolu 909, Slovafolu 910 ve stejnych kon-
centracich.

Semikontinualni hydrolyza 6,5%mniho roz-
toku draselné soli benzylpenicilinu byla pro--
vedena rovnéZ stejnym zpusobem jak je uve-
deno v prikladu 3, aviak s tim rozdilem, Ze
bylo provedeno 15 opakovanych cykld hyd-
rolyzy, pridem? pred zahdjenim péatého, de-
satého a ¢trnictého cyklu bylo pridano vidy
27 litri zahust&né zésobni suspenze chemicky
stabilizovanych bundk, ¢imZ byly nahrazeny
manipulaéni ztraty.

Tzoladni postup 6-APK byl rovnéZ stejny
jak je uvedeno v prikladu 3 s tim rozdilem,
7e misto metylizobutylketonu bylo pouzito
1500 litrt butylacetatu.

Prumérny stupen konverze 15 semikonti-
nuélnich cykld §tépeni byl 92 %), primérny
vytéZek 6-APK v izolaci 81,6 9, teorie bez
zpriacovani matednych louht. Kvalita 6-APK
byla podobni jak je uvedeno v piikladu 3
s tim rozdilem, Ze primérna hodnota neroz-
pustného zbytku ¢inila 4,8 %.

PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob semikontinualn{ vyroby kyseliny
6-aminopenicildanové Stépenim penicilind,
zejména benzylpenicilinu, mikrobidlnimi

bunikami obsahujicimi penicilinacylazu, zej-
ména buntkkami mikroorganismu Escheri-
chia coli, vyznadujici se tim, Ze se §t&peni



provadi s pouZitim suspenze mikrobidlnich
bun&k, obsahujicich penicilinacyldzu, pre-
~ dem chemicky stabilizovanych ptisobenim
bifunkéniho ¢inidla, jako jsou dialdehydy,
s vyhodou plisobenim glutardialdehydu, a
s pouzitim roztoku penicilinu v koncentraci
1 az 10 9, hmotnost/objem, s vyhodou 4 az
79/, hmotnost/objem, pii pH 7,2 aZ 8,2 po
ukonéeném Stépeni a ochlazeni reaktni
smési na teplotu 0 az 5 °C se suspenze mik-
robialnich bunék oddéli, pouzije ke Stépeni
&erstvé nasady roztoku penicilinu a ze su-
~ pernatantu, popiipadé matecného louhu se

po tpravé pH a teploty izoluje 6-arhinope-
nicildnova kyselina, pricemz se $tépeni pe-
nicilinu a izolace 6-aminopenicilanové ky-
seliny alespoii dvakrat opakuje.

. Zptisob podle bodu 1, vyznacujici se tim, Ze

se jako roztoku penicilinu pouZiva roztoku
sodné nebo draselné soli benzylpenicilinu.

. Zptsob podle bodu 1, vyznacujici se tim,

%e se jako roztoku pénicilinu pouZiva su-
rového roztoku benzylpenicilinu ve formé
kyseliny, ziskaného pii zpracovamni vyfer-
mentované pidy po ukonéené kulfivaci.
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