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Zplsob enzymové vyroby 6-eminopenicildnové kyseliny
ﬁ fe?oximethylpenicilinu stabilizovanymi bunkami
vasine '

Refieni se tjkd zplsobu vyroby 6-amino-
penicilénové kyseliny (6-APK) z fenoxymet-
hylpepiocilinu (V-penieilin) stabilizovany-
mi bunkami kvasinek, které ie vyznaeno
tim, %e se enzymovd hydrolyza provddl sus-
penzi kvasinek obsahujfoich V-penicilin
emiddzu, zejména sugpenzi bundk kvasinky
Cryptococeus sp, CCY 17-22~1, piedem chemi~
micky stabilizovanych pisobenim bifunkénfi-
ho &inidla jako jaou dialdehydy dikarboxylo-
vych kyselin, s vyhodou plsobenim glutaral-
dehydu, a predem vypranych roztoky anorga-
nickjch soli eilnych kyselin a/nebo 2zdsad,
s vyhodou siranem amonnym, & s pouZitim
roztoku fenoxymethylpenicilinu v koncentraci
1 a% 10 %, s vyhodou 4 a% 7 % hmota/objem,
p¥i pH 7,0 a 865’ 8 vyhodou 8,0, pFi tep~
loté 10 a% 45 ©C, s vyhodou 37 “C, v micha-
ném reaktoru a po ukondené hydrolyze a och-
- lazeni reakdni smdsi na teplotu O aZ 5 OC
ge suspenze stabilizovanych a vyprgnjch
kvaginek odd¥li a pouZije k hydrolyze der-
ptvé ndsady roztoku fenoxymethylpenlcilinu
a ze supernatantu, pop¥ipadd z mate&ndho
louhu se po ﬂprav3 pH & teploty izoluje
6-aminopenicildnové kyselina, popiipadd
regeneruje fenoxyootovd kyselins, pridemi
se enzymovd hydrolyza fenoxymethylpenicili-
nu & izolace 6~aminopenicildnové kyeeliny,
popripgdé regenerace fenoxyootové kyseliny
alespon dvakrdt opakuje.
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Vyndlez se tykd enzymové vyroby 6-aminopenicildnové kyseliny
z fenoxymethylpenicilinu stabilizovanymi bufikami kvasinek.

6-aminopenicildnov4 kyselina (ddle jen 6-APK) slou%f jako
meziprodukt farmaceutické vyroby ﬁro pi{pravu tzv. polosyntetic-
kych penicilind, zejména ampicilinu. 6~APK lze p¥ipravit bud
chemicky, nebo enzymové. Enzymovd p¥iprava 6-APK je v3ak ekonomic-
ky podstatn& vfhodn&j3{i. Pro jeji vyrobu se u Fady farmaceutickych
firem jako v§choz{ suroviﬁy poufivé tzv. p¥frodnich penicilihﬁ, '
G—penicilinu (benzylpenicilinu) nebo V-penicilinu (fenoxymethyl-
penicilinu) za pouZit{ G- nebo V-penicilinamid4z (penicilinacy-
" 14z), které jsou do urlité miry substrdtové specifické, podle
typu postranniho fet&zce p¥frodnich penicilini (N-fenylacetyl-resp.
N~fenoxyacetyl-6-APK). Zdrojem téchto enzymﬁ jsou obvykle mikro-
biéini bunky, zejména bakterie,imperfektn{ houby, (plisn&) a né-
které druhy vy$s$ich hub (basidiomycety).

vétiina farmaceutickgch firem vyuZivé pfo enzymovou vyrobu
6~APK pfedeviim benzylpenicilin jako substrit za pou%itf bud
nativnich (intaktnich) ve vé&tSin& p¥i{padd bakteridlnich bun&k
z rodu Escherichia nebo Proteus, popii{padé& rozpustného, vfhodn&~
ji imobilizovaného eniymu, ptedem izolovaného z produkénich;
vysoce aktivnich bakteriilnich kment. o |

V &eskoslovenském farmaceutickém primyslu je vyuiivéﬁ tzv.
semikontinudlni zplsob enzymové vyroby 6-APK z benzylpenicilinu
na bazi chemicky stabilizovangch individu&lnich bun&k bakterif
Escherichia coli podle &s. autorského osvédieni &. 201 621.

| Citovany zplsob spo&ivd v tom, Ze bakteri&ln{ bufiky E: coli

se odd&l{ po jejich kultivaci ve fermenta&nim tanku na zahufto-
vacich odst¥edivkich, nakoncentrovanid vodnd suspenze bakteriél—
nich bundk se stabilizuje glutaraldehydem, suspenze se promyje vo-
dou a stabilizované buinky se permeabilizujf v prost¥edf chloridu '

sodného v pritomnosti vhodného tenzidu, naleZ se promytd vodn4
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suspenze obsahujfc{ individudln& zes{t&né a permeabilizované bufi-
ky‘uvede ve styk s draselnou nebo sodnou soli benzylpenicilinu
(G-penicilinu) v mfichaném reaktoru a po ukonéeni‘enzymové hydro—
1yzy se suspenze stabilizovanych bunék odd&l{ odstfedénim na za-
hu$tovacfich odstfedivkdch a ze supernatantu se izoluje 6-APK
popfipadé‘regeneruje fenyloctovd kyselina. O0ddé&lend, nakoncentro=-
vand vodnd suspenze stabilizovangch bakteriélnich bunék,vobsahu-
jicd &4st reakéni smdsi z predchoziho cyklu pouzitf, je opét p¥e-
Cerpéna zpdt do reaktoru, z¥ed&na vodou, p¥ididn dald{ df{l nové
ndsady G-penicilinu a opét zahdjen dals{i cyklus enzymové hydro-
1yzy.

Pouzit{i tohoto suspenzniho biokatalyzdtoru je v3ak omezeno .
pouze na vyrobu 6-APK z benzylpenicilinu (G-penicilinu). Druhj‘
typ p¥irodniho penicilinu, fenoxymethylpenicilin (V-penicilin),
ktery je rovn&¥ v Ceskoslovensku vyrébé&n, viak jako surovinu pro

vyrobuVG-APK nelze vyuZit, nebot substritovd specifita penicilin- .

amiddzy z E. coli je vice neZ ¥&dové posunuta ve prospéch hydro-
lyzy benzylpenicilinu. |

Fenoxymethyipenicilin (ddle jen V-penicilin) m& oproti
benzylpenicilinu (d4le jen G—penicilin) ¥adu vyhod, které spoli-
vaji zejména ve vy33{ stabilité& 3-laktamového kruhu tohoto p#i-
rodniho antibiotika ve vodngch roztocfch v z4vislosti na pH a
teplot&. % t&chto diivodd lze V-penicilin v humdnni a veterindrni
medicin& aplikovat perordlné na rozdil od v¢hradni perenterélni
opakované aplikace G-~penicilinu. 2% toho pro vyrobu 6-APK vyplyvé
dals{ vyhoda, a to je podstatné niZs{ p¥{itomnost degradalnich
produktd V-penicilinu, zejména fenoxymethylpenicilénové kyseliny -
a z toho rézultujici lep8{ kvalita 6-~APK a vy33{i vytéZek v izo-
laci. Dals{ vyhodou vyroby 6-APK z V-penicilinu je i skuteénost,
¥Ye druhy produkt enzymové hydrolyzy, fenoxyoctovd kyselina, méd
podstatné nizsi{ odor (podstatné méné& péchne) ve srovnidni s fenyl-
octovou kysellnou, co? p¥i velkokapacitni vyrob& 6-APK neni za-
nedbatelny spoledensky a pracovni faktor.

Vv &s. autorskych osv&d&enich &. 240 247 a &. 250 495 je
popsé&n zpuisob selekce'mikréorganismﬁ, zejména kvasinek a vysoko-
produk&n{ mutantni kmen kvasinky Cryptococcus sp. CCY 17-22-~1,
v&éetné zplsobu jeho submersnf fed-batch kultivace ve fermentad-
nim tanku s vysokou aktivitou V~penicilinaﬁidézy, kter4 hydroly-
zuje pouze pouze V-penicilin a p-hydroxy-V-penicilin, zatfimco
G-penicilin nebo ampicilin neni hydrolyzovén vibec. Existence

tohoto kmene a zpﬁsobu vyroby enzymové aktivni biomasy tohoto
259996
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kmene kvasinky a prikaz o nepathogenité tohoto kmene na zikladé

hygienicko-epidemiologické expertizy umoZnuje navrhnout ¥eSen{

technologie enzymové vyroby 6-APK z V-penicxllnu pomoci{ stabili-
zovanych bunék.

Zplisob enzymové vyroby 6-aminopenicilénové kyseiny z fenoxy-
methylpenicilinu stabilizovanymi bunkami kvasinek podle pfedmé&tné-
ho vyndlezu je vyznaden tim, %e se enzymovd hydrolyza provadi
‘suspenzi{ kvasinek obsahujicfich enzym V~penicilinamiddzu, zejména
suspenz{ bun&k kvasinky Cryptococcus sp. CCY 17-22-1, p¥edem che-
micky stabilizovanych plisobenim bifunk&niho ¢inidla jako jsou
dialdehydy dikarboxylovych kyselin, s vfhodou plsobenim glutar- -
aldehydu, a p¥edem vypranych roztoky anorganickych sol{ silnych
kyselin a/nebo z4sad, s vyhodou siranem amonnym, a s pouZitim
roztoku fenoxymethylpenidilinu v koncentraci 1,0 aZ 10 % hmota/ob-
~jem, s v¢hodou 4 aZ 7 % hmota/objem, p¥i pH 7,0 a%Z 8,5, s vfho-
dou 8,0 p¥i teploté& 10 a% 45 ‘c, s vyhodou 37 “C v michaném re-
aktoru'a po ukon&ené hydrolyze a ochlazenf{ reak&ni{ smési na
teplotu 0 a% 5 "C se suspenze stabilizovangch a vyprangych kvasi-
nek odd&l{ a pouZije k hydrolyze &erstvé nésady roztoku fenoxy-
methylpenicilinu a ze supernatantu, popfipad®é z mate&ného louhu
se po Upravé pH a teploty izoluje 6-aminopenicilénovéd kyselina,
popfipadé regeneruje fenoxyoctovd kyselina, p¥idemf se enzymové
hydrol¢za fenoxymethylpenicilinu a izolace 6~aminopeniciléndvé
kyseliny, popfipad& regenerace fenoxyoctové kyseliny, alespon
dvakrat opakuje.

Ke zpusobu vyroby podle predmétného vyndlezu lze pou%ft
roztok fenoxymethylpenicilinu ve formé& kyseliny, ziskaného_pfl
zpracovdni vyfermentované Zivné pidy po ukon&ené kultivaci,
nebo meziproduktl ziskanych z rizngch fézi izolace a &isténi
fenoxymethylpenlcxllnu.

Stabilizace vodné suspenze kvaSLnek a jejich pran{ podle
pFredmé&tného vyndlezu.se provaddi za michdnf p¥i teplotéch 10 a% _
40 °C v rozmez{ koncentrac{ glutaraldehydu 0,5 aZ 10 % objem/ob~- -
jem, vyhodhé 2 § objem/objem, p¥i koncentraci bun&k 1 aZ 15 %
hmota/objem su$iny, s vyhodou 10 % hmota/objem sufiny buné&k
po dobu 0,5 a%¥ 5 hodin, vyhodn& 3 hodiny, nafe? se suspenze
stabilizovanych kvasinek zfediivodou, bunky se oddéli, znovu
suspendujf{ ve vodé a za michidni oSet¥{ vndSenim pevného siranu
amonného v rozmez{ jeho koncentraci ve vodné suspenzi 0,1 a%

5,0 mol . 1itr~!, vghodn& 2,0 mol . litr™!, po dobu 1 a% 10 ho-
259996 . )
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din, vyhodné& 2 hodiny, suspenze se z¥ed{ vodou, kvasinky se odd&-~
1{ a alespon dvakrét promyji vodou.

Ke zpusobu vyroby podle pfedmétného vyndlezu lze krome
technickych forem fenoxymethylpenicilinu pouZit i roztoky &istého
fenoxymethylpenicilinu ve formé& amonné, draseiné nebo sodné soli;

Pfechovdvén{i, skladovdn{ a transport stabilizovanych vypra=-
nych a promytych kvasinek p¥ed jejich pouZitim se podle p¥edm&tné-
ho vyndlezu provadi{ tak, Ze se bud p¥echovidvi vodnd suspernze bu-
nék v chlazeném zdsobniku p¥i teplotlch v rozmezi 1 a%¥ 30 °C,
v¢hodn& 5 a¥ 15 °C, nebo se tato zahu$t&ni suspenze za michini
krdtkodobé oSet¥{ silné podchlazenym acetonem nebo ethanolem |
v pomé&ru 1 objemovy dfl buné&né suspenze na 2 a¥ 5 objemov{ch di-
14 acetonu nebo ethanolu, nadei? se bunky separuji odstfedénimlhe—v
bo filtracf, vlhky kol4& stabilizovanych bundk se homogenizuje
a usud{ p¥i teplotd 10 a%¥ 45 "C, s vyhodou 30 °C, suchd hmota
stabilizovanych bunék se mechanicky homogenizuje a p¥ed pouZitim
p¥echovdvad v dobfe uzavren?ch obalech p¥i teplotdch 1 aZ 45 °c, '
s vyhodou 15 a% 20 "C. .

Uvedené feSeni{ technologie enzymové vyroby 6~émin0peniciléno~
vé kyseliny z fenoxymethylpenicilinu stabilizovanymi bufkami kva-
sinek mé, oproti zndmému a dosud vyuZivanému postupu enzymové v{-
roby této kyseliny z benzylpenicilinu pomoci stabilizovangch
bakterii, popsané v ¢s. autorském osvédceni &. 201 621, tyto vy

hody:
a) vychdzi z podstatné stabilné&js{ suroviny prirodniho antibiotika,

o

b) umoZnuje zvys$it kvalitu 6~APK,

c) umo¥nuje zvySit vyt&inost 6-APK,

d) umoZnuje dlouhodobé uchovivéani, skladovdni a transport
stabilizovanych bunék v suché formé,

e) odstranuje nebezpedil napadeni kultur bakterlofégem,

f) umoZhuje zkrdtit Sasové prodlevy mezi jednotlivymi cykly
semikontinudlnim zplgobem, nebot kvasinky maji lepsS{ sedi~
mentadni vlastnosti neZ bakterie,

g) sniZuje nep¥ijemné spoledenské, pracovni a socidlni problémy
spojené s vyrobou 6-APK, '

h) umoZnuje flexibiln{ pfechod na alternativni moZnosti enzymovych
technologii pro vyrobu polosyntetickych antibiotik 3-laktamové
Fady. .

Ur&itou nevyhodou pfedmé&tné technologie ve srovndni s postu-
pem v§roby 6-APK z benzylpenicilinu, podle &s. autorského osvéd-

Genf{ &. 201 621, je fAze vyroby enzymové& aktivnf biomasy kvasinek,

259996 :
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podle &s. autorského osv&d&enf &. 250 495, co%Z se projevuje
‘niz&{ ristovou rychlosti{ kvasinek ve srovndni s bakteriemi, z &e-
hoZ rezultuje vice jak dvojndsobnd kultiva&n{ doba, &im¥ se v pro-
voznich podmink&ch zvy%uje riziko sekund4rn{ kontaminace. Dallf
nevyhodou je v &s. podminkdch dostupnost fenylpropionové kyse-
liny, kterd slouZf{ v ur&ité fédzi rustu kvasinek produkéniho kme-
ne jako jediny zdroj uhl{fku a energie.
' Such? biokatalyz4dtor stabilizovanych kvasinek je tvo¥en
bé%fovym a% hn&dym amorfnim pri3kem, obsahujfcim individudln{ su-
ché buiiky kvasinek a artefici&lnf{ "agregity" vzniklé sudenim |
a nedokonalou homogenizac{ ve formé nepravidelnich hrudek. Obsah
sﬁéiny se pohybuje v rozmez{ 80 a% 95 %. B&hem ndkolikanésobného
opakovaného.pouiiti se hrudky a arteficidlni{ agregdty rozpadnou
na individu&ln{ bufiky. Sedimenta¥nf rychlost materi&lu po jeho
_ nabobtninf ve vod& se v¢znamn& neli%{ od bun&k intaktnfch. Hrub-
g4 frakce, kteri &in{ v prib&ru asi 20 % suché hmoty, po nabobt-
nédn{ velmi rychle sedimentuje. Ke kvantitativni sedimentaci ‘
10 %'sﬁspenze nabobtnalého biokatalyzatoru stabilizoéanych bunék

vede odstfed&ni p¥i relativn{ odstfedivé sfle 5000 g.za 10 a% |
" 15 minut._SuchY biokatalyzitor na”bézi stabilizovangch bunék kva-
| sinek lze za sucha prosivat. Po nabobtnidn{i ve vodé& (24 hodin)
- nelze filtrovat, pouze odstfedovat. Dob¥e nabobtnaly biokataly-
z4tor po odst¥edénf{ zaujimi vice jak dvojndsobny objem ve srovni-
n{ s.jehb suchou formou. Specifickd enzymov4d aktivita biokataly- |
z&toru se pohybuje od 60 do 140 U . g"1 suché hmoty.‘Biokatalyza-
tor je v suchém stavu stabiln{, tj. jeho specifick4 enzyﬁové ak-
tivita se nemé&ni minim4ln& po dobu 1 roku, je-1li uchovévén
v dob¥e uzav¥engych obalech, napf¥f{klad zataven v polyethylenovfch
sddécich, pr1 teplotdch v rozmezi 1 a% 20 °C.

Jedna jednotka (U) enzymové aktivity V-penicilinamldézy

Jje takové mnoZstvi enzymu, které katalyzuje vznik jednoho /umolur
6-APK z roztoku K-soli V-penicilinu za jednu minutu, p¥i teplotd.
37 °C a pH 8,0 v prost¥edf 0,05 M fosfidtového pufru v oblasti
enzymové reakén{ kinetiky-nultého fddu. Rozm&r aktivity: /umol

6-APK . min~t . m1”l. Specifickd aktivita je vyjadtena jako
U . g . -1 suché hmoty bunék.

Ke stanoveni{ enzymové aktivity V—penlcilinamidézy bylo po-

uiito-spektrofotometrlcké stanoven{ 6-APK jeji reakcf s p-di~-
methylaﬁinobenzaldehydem podle &s. patentového spisu &. 116 959,
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Stupen teoretické konverze substrétu na produkt byl sledovén ]ednak
spektrofotometrlcky, jednak vysokotlakou kapalinovou chromato-
grafi{ (HPLC). Podminky m&¥eni: kolona Separon SGX NHZ' 7 jum,

4 x 250 mm, mobilni féze:‘CH3CN : HZO {0,006 M NaH2P04 . 2 H 0) =
= 40 : 60. Objemov§ pritok 1 ml . min 1, teplota 25 °C, tlak.

72 bar, detekce p¥i 215 nm, A.U.F.S. = 0,02. Objem n4&st¥ikové
smycky 10 /ul. Standardy i redlné vzorky byly rozpu¥tény v mobil-
n{ fézi. Metody HPLC bylo rovn&Z pouZito k hodnoceni &istoty

a obsahu U¢inné l4tky v produktu (6-APK) po izolaci, dile k mdfe-
ni koncentrac{ druhého produktu, fenoxyoctové kyseliny a substré-
tu, V-penicilinu.

Kritériem pouZitelnosti stabilizovanych bun&k nenf jejich
specifické akt1v1ta, ale G¢innost a kvantitativni stupen konverze
V—pen1c111nu‘na 6~APK za ¢asovou jednotku. Doporudend analytické
norma pouZzitelnosti vlhkého nebo suchého biokatalyzitoru pro p¥i-
pravu 6-APK z V-penicilinu je nédsledujfci: dosaZ¥en{ kvantitativnf
konverze K-soli V-penicilinu p¥i jeho po&4te&ni{ koncentraci min.
6,0 ¢ hmota/objem a koncentraci biokatyzétoru min. 70 g suSiny . o«'
. litr™! za 120 minut za podminek teplota 37 "C, pH kontinudln&
udrZovéno zied&nou &pavkovou vodou (1 : 1) v rozmezi hodnot
7,9 aZz 8,0, nepfetrZité michidni reak&nf smési.

Zpisob enzymové vyroby 6-aminopenicildnové kyseliny z fe-
noxymethylpenicilinu stabilizovanymi bunkami kvasinek je dile do- ’
lo¥en v p¥fkladech provedenf v&etn& surovinového a strojnétechno~

logického ¥e3eni vyroby.

P¥iklady provedeni

P¥fklad 1

Suroviny pro vyrobu stabilizovanych kvasinek

Nepromyt4 bun&&nd pasta (15 a% 20 % su$iny) nebo zahult&nid vodni
bunétnd suspenze kvasinek (80 aZ 100 g sudiny . litr_l).
Glutaraldehyd (25 % vodny roztok).

Siran amonny (&isty).

Aceton (&isty).

'Such? led.

Hydroxid draselny (&isty). 5

Pitn& voda. '

Destilovani voda.
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Specifikace strojniho za¥fzenf pro vyrobu stabilizovanych kvasinek

jou
{ 3

o joo |
[ ]

Postup vyroby stabilizovanych kvasinek'

Reak&n{ tlakovy kotel 500 litrd, 1 ks, &KV, opat¥eny michadlem
s m&nitelnou frekvenc{ mich&nf{ 100 a¥ 1000 otd&ek . min~!. Ko-
tel opat¥eny za¥fzenim na m&¥en{ objemu.

Sm&3ovac{ tlakovy kotel 2 m3, 1 ks, opat¥eny michadlem,
frekvence michdnf 200 oté¥ek . min~l. |
Sedimentadn{ odst¥edivka, 1 ks, S : '8 parciél-

nim odstfelem. ‘ :
Rozmichac{ kotel na aceton 500 litrd, 1 ks, AKV, duplikéitor,
chlazen{ solankou, rychlob&%né vrtulové michadlo 500 a%Z 1000
otd¥ek . min~}, kotel opat¥eny za¥{zenim na m&¥enf{ objemu,
Nevybusné provedeni.
Separa&ni resp. filtra&nf{ za¥fzenf, 1 ks, moZno pouiit 4 alter-
nativni za¥{fzeni,. ,
5/1. vakuovd nu&, 1 ks, . '8 husté'perforovanYm sitem, AKV
nebo z plastické hmoty s vloZfenym textilnfm materialem -
- kalolisovéd plachetka, vysoké vakuum.

5/2. Kalolis, 1 ks, . . opat¥eny bud aspestocelulozovfmi
deskami , ‘ nebo kalolisovou pla-
chetkéu. ' _ |

5/3. Rota&n{ vakuovy filtr, 1 ks, ~ buben potaZeny kaloli-

sovou plachetkou, vysoké vakuum.
Filtra&n{ odst¥edivka, 1 ks, AKV, buben potaieny kaloli-
sovou plachetkou, nevybuiné proveden{.

w
.
-3
.

, Tdcy z plastické hmoty, 100 ks, o rozmdrech 50 x 100 cm,

um{sté&né nad sebou v kovovych konstrukcich, které jsou trans-
portovatelné pomoc{ vysokozdviZného hydraulického voziku.
Jemnd mlyn&¥sk4 sita, 20 ks. B

Fluidni suZ4rna, 1 ks, nevybuéné provedeni.

Kulovy mlyn, 1 ks.

zahu$t&n4 bun&%n4 suspenze intaktnfch kvasinek v mnoZstvi{

100 litrd, kterd byla zf{sk&na submersn{ kultivac{ a separaci
postupem podle &s. autorského osvéd¥eni &. 250 495, se pfederpd

do kotle 1. Suspenze obsahuje 70 aZ 100 g suSiny bun&k . litr.

-1'

Vodnd suspenze bundk se v zaffzeni 1 dokonale homogenizuje zv¢-
fenou frekvenci .mich&ni{. V prib&hu intenzivnfho mfchén{ se ke

100 litrdm zahu¥té&né suspenze postupn& p¥iddvd 8 litrd 25 % vod-

ného roztoku glutaraldehydu. Aktu&lnf koncentrace qlutaraldéhydu
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v reakéni smé&si je 2 % objem/objem. Suspenze se ponechi asi 15 mi-
nut intenzivné michat, poté se zm&¥{ pH a upravi 40 % (hmota/ob-
jem) vodnym roztokem KOH v rozmez{ hodnot 7,5 a% 7,8. Po tpravé

pH se sni%f intenzita michanf na 250 a% 300 oti&ek . min % a tou-
to intenzitou se nep¥etrZit& mich4 po dobu 3 hodin. Poté se zm&r{
PH, suspenze se maximdlné z¥edf{ vodou a Cerpd do sm&3ovaciho kotle
2. Zde se opét maximdlné& z¥ed{ vodou, asi 30 minut se v tomto za-
F{zen{ z¥ed&nd suspenze michd a poté se Zerpi na odst¥edivku 3.
'Suspenze se zahust{ na objem 100 litrt o su¥in& 70 a% 100 g .

. litr_l. Supernatant p¥i odst¥edovdni je mirn& opalescentnf,
nesm{ v3ak obsahovat individudlni bunky kvasinek (se¥fzenf od-
stf¥edivky). Sediment z odstfedivky 3 se Serpd zpét do kotle 1.

Ke 100 litrdm vodné suspenze stabilizovanych kvasinek, kté;
ré je pfedloéena v kotli 1, se za michdnf{ postupn& vnd3{i pevn¢§
siran amonny v celkovém mno¥stv{i 20,5 kg. Aktuidln{ koncentrace ,
siranu amonného v suspenzi je 265 g . 1itr~ 1, tj. 2,0 mol . litr~l.
Suspenze se asi 1 hodinu intenz{vn& mich4, poté se michani zpoma-
li‘aéi na 200 a¥ 300 otd&ek . min” ' a pFi této intenzit& miché 5
po dobu 2 hodin. Po této dob& se michand suspenze maximédlné zre-
di vodou a pfelerpd do sm&%ovacfho kotle 2. Zde se opét co nejvi-
ce z¥fedf{ vodou, michd asi 30 minut a poté se Serpd na odstPedivku
3. Sediment se zahustf na plivodni objem 100 litrd. Supernatant
p¥i odst¥edovdni je kalny a opalescentnf, nesmi vZak obsahovat
individudlni kvasinky (se¥fzeni odst¥edivky). Z¥edédni sedimentu
vodou a dalS$f{ odst¥edéni je v p¥ipadé velmi kalného supernatantu
nutno opakovat.

Ve f4zi prani stabilizovangch buné&k dochdzi k vétéim ztritam
hmoty buné&k. Z{isk& se asi 75 aZ 80 % suSiny stabilizovanych, vy-
-pranych a promytych bundk, vztaZeno na mnoZstvi sufiny ve v¢cho-
z{ suspenzi intaktnich kvasinek. Stabilizované kvasinky lze
prelerpédnim do z&sobnich chlazenych kotlikl na sediment sklado- - /
vat, eventudln& pouift ve formé& vodné suspenze k bezprostfedni
p¥ipravé 6-APK z V-penicilinu. Druhou moZnosti je buné&&nou suspen-
zi ofetfit acetonem nebo ethanolem a bunky usufit a skladovat,
respektive pouZit v suchém stavu stejnym zplsobem. Enzymova akti-
vita kvasinek je ve stabilizované vlhké i suché form& dostate&nd ‘ |
stabilnf{. Pro transport a dlouhodobé skladovani biokatalyzdtoru
je v8ak vyhodné&jsi jeho such& forma. )

P¥ipadné zpracovdni suspenze stabilizovanych, vypranych a

promytych bunék do suché formy se provede ndsledujicim zpﬁsobem.
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100 1litrd ochlazené suspenze (5 "C), obsahujic{ 80 a% 100 g
sudiny . litrm1 stabilizovanych a vyprangch kvasinek, se ze skla-
dovacf{ho kotlfku &erpé &o rozmichacf{ho kotle 4, kde bylo pfedem
pfedloZeno 300 litrd silné podchlazeného acetonu. Aceton se v za-
F{zen{ 4 pop¥fpadé& je3$t& vice podchladf vnidSenim suchého ledu tak,
aby jeho teplota se pohybovala alespon kolem -10 “C. P¥i Serpén{
suspenze bunék ze skladovaciho kotliku do kotle 4 se p¥edloZeny
aceton intenzivn& mich&, 500 a% 1000 otA&ek . minnl. Pfelerpén{
suspenze do pfedloZieného podchlazeného acetonu musi byt rychlé,
michdn{i p¥i &erpdnf i po na&erpini intenz{vnf. Stabilizované a
vyprané bunky se dehydratujf acetonem za intenzfvnfho michin{
pfi nizké teplot& maxim&ln& po dobu 5 minut. Acetonovéd suspenze
buné&k se po uvedené dob& ihned Vypouéti na filtra®n{ za¥f{zen{ 5.
Pifebyte&ny aceton se rychle a ostfe vakuové odsaje a vlhky ko-
14¢ promyje malym mno%Zstvim podchlazeného acetonu a znovu od-
saje. Aceton se regeneruje destilac{. Dobfe ods&td hmota se pb
&4stech rozlo%{ na série tdch umist&nych v kovovych konstrukcich .
nad sebou, za¥fzenf 6, a hmota se na tdcech rozprostfe v tenké,
asi 1 cm vrstvé. Materidl se poté su3{ po dobu 24 hodin pfi teplo-
t& 20 aZ 30 ° v su34rn& 8. Usuleny materiil se pfesitﬁje pres
jemnd mlynd¥skd sita 7, a zbyly materiil ve form& amorfnich zpe-
¢enych hrudek se mechanicky homogenizuje na za¥{zent 9. Oba podi-
ly se spojf, zv&%{ a.homogenizuji. Suché stabilizované buinky kva-
sinek se uloZ{ do dob¥e uzavienych polyethylenovych lahv{ nebo se

zatavi do polyethylenovych s&&kl a po jejich analyze skladujif

.pfi teplotd 10 a¥ 15 “C. Homogendt suchého materiilu, stejn& tak
jako vodn4 suspenze stabilizovangch kvasinek, se analyzuje na
obsah su3iny, specifickou aktivitu V-penicillnamid&zy a déin-
nost a stupen konverze K-soli V-penicilinu postupy uvedenfmi v po—v
pisu pfedm&tného vyndlezu. oo

Z 1 kg sudiny intaktnich kvasinek po fermentaci a separaci
se zisk4 pfibliZné& 0,8 kg sufiny stabilizované, zahuZté&né, vodné
suspénze buné&k, nebo p¥ibliiné& 0,7 kg suchého biokatalyzdtoru
stabilizovanych.bunék o specifické aktivit& v rozmezf 60 a% 140
u. g'l. Obsah suSiny suchého biokatalyzdtoru je obvykle vy§§i
"neZz 90 %. Fyzik&ln{ vlastnosti tohoto suchého materiélu‘jszu uve=-
deny v popisu pf¥edm&tného vynidlezu. ' ’
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P¥{klad 2

Suroviny pro vyrobu 6-APK z V-penicilinu pomoc{ stabilizovanych

kvasinek

Biokatalyzdtor (zahu$t&n& vodn4 suspenze, nebo suchid forma sta-
bilizovanych buné&k), jeho% postup p¥ipravy byl uveden v p¥ikladu 1.
K-sil V-penicilinu (min. 1500 mj/mg).

Cpavkov4 voda (&istd).

Kyselina sfirov4d (&istd).

Hydroxid sodhy (Cisty).

Sedipur CL 930, BASF, Ludwigshafen, NSR

Butylacet4t nebo ethylacetdt (&isty), mo%no poufft i regenerovany
destilac{t. ,

Aceton (&isty), moZno pou¥ft i regenerovany destilacf.
Ethylalkohol (&isty), moZno pouZit i regenerovany destilacit.
Siran amonny (&isty).

Demineralizovand voda.

Destilovand voda.

Specifikace strojnfiho za¥fzen{ pro vyrobu 6~APK z V-penicilinu

pomoc{ stabilizovangch kvasinek

1. skladovac{ n&dr? na buné&fnou suspenzi, 5 m3®, 2 ks,
duplikdtor, chlazeni solankou, michani, 200 oté&ek . min-l,
2 Sestilopatkovd michadla na spole&né ose.

2. D&vkovac{ &erpadlo, 1 ks, vykon primérn& 800 litrd sus~
_ penze . n~t, :

3. Sedimentalni odstfedivka, 1 ks, : . : s parcidl-
nim odst¥elem. ' '

4. Kotlik na buné&ény sediment, 250 litrd, 4 ks, - duplikéitor,
chlazeni{ solankou, michén{i. . :

5. 24sobnik na bun&fny sediment, 500 litrd, 4 ks, duplikédtor,
chlazeni solankou, miché&ni. .

6. Tlakovy reaktor na $t&peni, 3 m3®, 1 ks, duplikédtor,

chlazeni vodou, topeni, termoregulace,‘michéni 180 a% 250 ota-
éek . min-l, 2 §estilopétkové‘michadla umisté&nd na spolecné
ose, vestavénd pH elektroda s kompenzaci na hydrostaticky tlak
kapaliny, zp¥eZend s regula&nim za¥fzenim na kontinudlni dpravu
pH a davkovacim za¥{zenim na ¢pavkovou vodu. '

7. z&sobnik na Fed&nou &pavkovou vodu, 400 litrd, 1 ks,
michadlo.

259996




-11-

8. Deskovy chladi&, 2 ks, | S - solan-
ka asi 150.000 kcal . h™'; t, =38 'C, t, = 5 C.

9. Tlakovy krystalizad&ni kotel, 3500 litrd, 4 ks, smalt, dupli-
k&tor, chlazeni{ solankou, michadlo.

10.0dmé&rka a fedfc{ kotel na kyselinu sf{rovou, 200 litrd, 1 ks,

smalt, duplikdtor, chlazeni vodou, michadlo.

11. Tlakovy. filtr, 1 ks, k filtr variox s filtraéni{mi
p¥ehriddkami 40 x 40 cm 2z asbestoceluldzy, pfepdZiky C 10.
12.Filtra¥ni odst¥edivka, 2 ks, = 'nevybu3né provedeni, pri-

mér 0,9 m.
13.suspenda¢ni kotlfik na mokry produkt, 600 litrd, 1 ks, AKV,

nevybusné provedeni, duplik4tor, chlazeni solankou, vrtulové
rychlob&Zné michadlo.

14.vakuovéd suSdrna, 5 ks, - nevybus$né provedeni, 4 kPa, 60 kg
ndplné. '
15.z4sobnik na mate&né louhy, 2500 litra, 2 ks, .. nevybusné

. provedent, duplikétor, chlazeni vodou, mfchadlo, prihleditko. -
16. Extrakénf kotel, 1 m®, 2 ks, AKV, nevybuiné provedeni{, dupli-
kdtor, chlazeni solankou, prihledftko pro oddé&lent dvou kapal=-
nych f4z{, michadlo.
“ 17.Ultrafiltraén{ jednotka UVF-400, 1 ks, vygkon 1 m3 . hul,
ultrafiltra¢n{ membr&ny CP-20. " '

Popis vyroby 6-APK z V-penicilinu stabilizovanymi kvasinkami

Biokatalyz&tor ve vlhké form& vodné suspenze, nebo éuchy
biokatalyzétor p¥edem nabobtnaly ve vodé& po_dobﬁ 24 hodin, jehoZ
zpisob pifpravy byl uveden v p¥ikladu 1, je uchovdvén v z&sobni- v
cich 5, kde je chlazen na teplotu 5 aZ% 15;.C° Koncehtrace suspenzé
Je definovéna su$inou. - .

Do reaktoru 6 se nacerpd 1500 litrd demineralizované vody
a takové mnoZstvi suspenze ze z4sobniku 5, aby vznikl vysledny
objem homogenni suspenze 1920 litrd, obsahujici 6 aZ 7 § suSiny -
kvasinek . 1itr-1. Suspenze se za michdni vytemperuje na teplotu
37 °C a pH se upravi z¥ed&nou &pavkovou vodou (1:1) na pH v rozme-
z{ hodnot 7,9 af 8,0 ze zdsobniku 7. MnoZstv{i sufiny stablllzova~
né biomasy se vol{ podle konverzniho testu, kter§y byl uveden'

v popisu pfedmé&tného vyndlezu. Do reaktoru se v prib&hu michini
postupné& vsype 130 kg draselné sole Yfpenicilinu. Enzymov& hydro-
1¢za trvd maximdlng 2'hodiny. PribéZné& se kontroluje spot¥eba

¢pavkové vody a analyticky p¥iristky koncentraci 6-APK. Skon&eni
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hydrolyzy je indikovdno zastavenim spotfeby roztoku alkilie a ana-
lyticky. Po skonéen{ hydrolyzy je obsah reaktoru ihned co nejrychle-
ji vypous$tén do skladovaci né&drie 1. Suspenze natékajfci dd,nédrie'
1 je michéna a chlazena a ihned Cerpéna na deskovy chladi& 8, kde

je chlazena solankou na teplotu 5 “C. % chladi&e se vraci ipét

do néddrZe 1. Odtud, po vychlazeni se ihned éerpé na sedimentadén{
odst¥edivku 3.

Odst¥edivka 3 je zapojena a p¥edem vyzkoulSena a v&as nastarto-

vdna na vodu. Priitok kapaliny je nastaven na 800 litrd . n~l,

Parcidlnf odstfel odst¥edivky v objemu 5 a% 10 litrd v interva-
lech 5 a¥ 8 minut. Po p¥epnutf{ odst¥edivky na vyChlazenou'suspen-
zi jsou uvedené parametry ¥izeny tak, aby pritok bYlvpokud moZno
maximdln{ p¥i nejvy38{ hodnoté& sedimentu a filtratu ﬁifné opales-
centnfho, av¥ak bez bun&k (mikroskopick& kontrola). Supernatant
je veden do krystalizaéniho kotle 9. Hust§ sediment bun&k s Casti
reakén{ sm&si je shroma%dovadn v chlazengch kotlfcich 4.

V jedné z krystaliza&nich n&drZ{ 9. se supernatant za m{ch4-
n{ chladi. Po naderpini ve$kerého supernatantu do krystalizaéni
nadrie 9 se provede Cefeni supernatantu postupem podle &s. au-
torského osvéd&en{ &. 218 182 takto: _

pH roztoku se za mich&ni upravi 40 % objem/objem roztokem .
kyseliny sirové na hodnotu 6,4 a% 6,8 z odmé&rky 10 a poté se.
za michédni k supernatantu z pfénosné nddoby z plastické hmoty
p¥id4 10 litrd z¥ed&ného roztoku Sedipuru CL 930, ptipraveného
podle d4dle uvedeného postupu. Kapalina se asi 10 minut mich4
a poté se ponechd v klidu. Soustava se ponechd asi 15 minut v kli-
du flokulovat. Po uplynuti této doby se vyflokulovand chlazené
soustava tlakem 0,15 ai 0,20 MPa divkuje na tlakovy filtr-11.
Ciry, jiskrny filtr4t se zachytdvd do dalS{ krystalizadni chlaze-
né nadrie 9. Po skon&en{ flltrace se celé za¥izen{ profoukd tla- .
kOVYm vzduchem a proplachne asi 50 litry demineralizované vody.
Zésohni roztok Sedipuru CL 930 se pfiprav{ takto: ve 4,5 litrech
destilované vody se rozpust{ 0,5 kg Sedipuru a za michdn{ se do-
" konale rozpustf. Z tohoto zisobnfiho roztoku se p¥ipravi tzv. pra-
covni roztok Sedipuru. Do n&doby z plastické hmoty, v které bylo
pfedem p¥edloZeno 10 litrd destilované vody, se nalije 250 a%
400 ml zAsobnfho roztoku Sedlpuru. Tento pracovni roztok se pro- .
michd a poufije k Zefen{ supernatantni kapaliny podle nasleduji-
cfch kritérif. P¥i nepatrn& zakaleném supernatantu se pou¥ije
k pripravé pracovniho roztoku 250 ml (transmitance supernatantu.
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80 %), p¥i vy%3{m stupni z4dkalu se pou¥ije 350 a% 400 ml z&sobniho
roztoku Sedipuru do 10 litrd vody (transmitance supernatantu 60 %
a mens{). Z4kal supernaEantu se m&E{ p¥i 600 nm. Zasobn{ roztok
Sedipuru (0,5 kg/4,5 litru) nesmf byt star¥{ ne¥ 1 tyden.

'K asi 1700 aZ 1800 litrdim vyéefeného,.vychlazeného super~
natantu po filtraci, p¥edlofeného v krystaliza&nim kotli 9, se
za michidnf{ p¥id4 500 litrd destilovaného butylacetétﬁ a pribé&iné
se za okyselovéni}40 $ roztokem objem/objem kyseliny sirové
z odm&rky 10, upravi pH na 4,3. Po kone&né dpravé pH se suspenze
ponechd asi 1 hodinu michat a poté se ponechd 1 a% 2 hodiny v kli-
du krystalizovat za chlazenf{. Poté se zapne michadlo a produkt
'se vede na filtra&n{ odstfedivku 12. Mate&né louhy se vedou do
zdsobniku 15. Vlhky produkt na filtra&nf{ odst¥edivece 12 se pro-
kryje asi 10 litry studené destilované vody a suspenduje pomoci
rychlob&iného michadla v 60 litrech vychlazené smé&si aceton/etha-
nol (3:1), pfedloZené v suspendalnim kotlfku 13. Suspenze se vede
opdt na filtra&ni odst¥edivku 12, kde se prokryje asi 5 litry le-~
dového acetonu. VSechny promyvac{ roztoky mus{ byt p¥edem vychla-
zeny na 5 “C. Promyty vlhk¢ produkt se ukl&d4d na técy p¥ekryté
polyethylenovymi féliemi a su3f se v za¥fzenfi 14 po dobu 24 ho-
- din. Po usufeni se suchy produkt zhomogenizuje a zv&¥{. ‘

Mateéné_dbuhy s prokryvkami organickych rozpoustédel se shro~
ma¥duijf{ v zqéobniku 15. Analyticky se ur&f{ obsah 6-APK ve vodné
fazi. Konceﬂ&race 6-APK v matednfich louzfch se pohybuje v rozme-
z{ 2000 ai'3600.7ug B ml-l. Vodn& féze mate&nych louhd se gravi-
ta&n& oddéli pfes prihleditko a vede se k likvidaci. Organické
fize se p¥etlalf{ do extrakéniho kotle 16, a za michdni se p¥idd
- kolem 300 litrd demineralizované vody a upravi se pH 40 % hmo-
ta/objem roztokem NaOH v rozmez{ hodnot 7,8 a% 8,0. Po asi 30 mi-
‘nutéch‘michéni se v.klidu obé& faze gravitééné odd&li, vodnid faze
se pfetlad{ do zédsobniku 15, a organickd féze se vede k regene~
raci destilaci. Vodn4 faze se pretladf ze z&sobniku 15 zpét do
extrakéniho kotle 16 a regeneruje se z niofenoxyoctové kyselina
takto: michanid vodnd fize se okyself na pH 2,0 40 % hmota/objem
roztokem kyseliny sirové a intenzivn& se chladf (5 “C). Poté se
“michadlo zastav{ a fenoxyoctovd kyselina se ponech4d v klidu krysta-
lizovat 2 a%Z 3 hodiny. Poté se vlhky produkt za michéni vede na
£iltradni odst¥edivku 12, odstfed&ny druhy produkt se promyje
asi 25 litry studené demineralizované vody a su3{ na t&cech oddd-

len& v za¥fzen{ 14. Takto se regeneruje asi 85 % fenoxyoctové ky-
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seliny. Matedné léuhy se vedou k likvidaci.

PouZity biokatalyzdtor ve form& zahuSt&né chlazené suspenze
stabilizovanych kvasinek obsahujicf &4st reak&ni sm&si z pfed-
chdzejiciho cyklu, se Cerpd zpét do'reéktoru 6, kde je pfedloié-'
no 1500 litrd demineralizované vody. Po na&erpdn{ suspenze po- ,
uzitého biokatalyzétoru se zkontroluje obsah sufiny, objem v re-
aktoru se nastavi op&t na 1920 litrd p¥fdavkem demineralizované
vody, suspenze se za mich&n{ vytemperﬁje na 37 "C a zah4jf se
dal$f{ cyklus enzymové hydrolyzy V-penicilinu popsanym zplsobem.
Casov4 prodleva mezi jednotlivymi cykly nemd byt del3f ne% 4 ho-
diny. P¥i del3{im skladovinf poufitého biokatalyzdtoru s Saste
reakéni sm&si z pr¥edchdzejfciho cyklu se za&iné nepff{znivé pro-
jevovat vzrlist degrada&nich produktﬁ 6-APK. k

-8 cilem zvyéeni'kvality 6-APK lze pop¥ipad& zafadit jest&
dal3f{ &i¥ténd supernatantu po konverzi a Cefenf pfed izolacf{ po-
moc{ ultrafiltrace takto: éirﬁ, jiskrny, vychlazeny supernatant
po filtraci na za¥fzen{ 11, se z krystaliza&niho kotle 9 tlakem
ddvkuje na ultrafiltracéni jednotku 17. Supernatant v prib&hu
ultrafiltrace recirkuluje pfes druhy deskovy chladi& 8 tak, aby
jeho teplota nevystoupila nad 5 "C. Zf{skany permedt se &erpi do
dal3fho krystaliza&nfho kotle 9, kde se chlad{ a mfch4. Z{iské se
asi 1600 litrd pérmedtu a asi 200 litrd koncentritu. Krystaliza-
ce produktu z permedtu se provdd{ oddélen& v p¥f{tomnosti ofganic*
k¢ch. rozpoustédel popsanym zpisobem. Koncentrédt po ultrafiltraci
se zpracovavd odd&lend takto: chlazeny koncentrit se za intenzivhia ~
ho mfchan{ upravi 40 % roztokem kyseliny sirové na hodnotu 2,0 a
2,1. Po tpravé pH se za mfchéni pfidé takové mnoéstvi’pevného s{-
ranu amonného, aby vznikl roztok s jeho 60 % saturaci. pH b&hem
p¥iddvan{ pevného siranu amonného udrfovat v rozmezi uvedengch
hodnot. Po vnesenf{ velkerého sfranu amonného se roztok michéd
asi 30 minut a poté se ponechd 30 minut v klidu. Roztok se vakuové
ptefiltruje na nuéi s vloZenou kalolisovou plachetkou pfes vrstvu
k¥emeliny. P¥efiltrovany roztok se prevede do chlazené a michané_'
nidoby a za mich&n{ se nastavi pH zFed&nym roztokem NaOH na 4,3.
Po jeho krystalizaci se produkt zpracovavi pdpsanym zpﬁsobeh'

s tfm rozdilem, Ze se ziskany vlhky produkt na filtradéni odst¥e-
divce prokryje studenou destilovanou vodou, suspenduje napfed

ve vychlazeném butylacetdtu a znovu na filtradni odsttfedivce sepa-"
ruje, prokryje destilovanou vodou a suépenduje ve sm&si ace-
ton/ethanol a znovu zfiltruje, prokryje ledovym acetonem a oddé&-
len& sudf{. Organick& rozpouStédla po zpracoyéni permeétu‘a kon~
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centrdtu jsou regenerovédna, stejnd tak jako fenoxyoctov4d kyselina
popsanym zplisobem. -

Vgt&¥ek 6-APK z 1. cyklu se pohybuje mezi 50 a%¥ 65 % teorie.
V§t&%ek 6-APK v 2. a nésledujicfch cyklech se pohybuje v rozmezi
82 aZ 85 % teorie. V mate&nich louzich se pohybuje koncentrace
6~-APK v rozmez{ 2,0 a¥ 3,0 g 6-APK . litr'l. Prim&rnd hodnota
v mate&nych. louzich je 2,5 g 6-APK . litr-;,vcoﬁ je asi 10 8.

- Obsah d&inné 1l4tky v suchém produktu se pohybuje v rozmezf{ 98 a¥
100 %. Manipula&ni ztr&ty biokatalyzdtoru na b&zi stabilizovangch
kvasinek p¥i jeho semikontinudlnim cyklovdni &in{ maximdlnd 1 %
ztrit hmofy suSiny/cyklus a jsou kompenzovdny p¥iddv4nim z4sobnf-
ho nepouZitého biokatalyzitoru.
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PREDME/!T. V[Y AR E 27

1. Zptsob enzymové vyroby 6—aminopéhicii§ﬁOVé“iYQgiiny z fenoxy-
methylpenicilinu stabilizovangmi bunkami kvasinek, vy z n a -
Cujicid s e t { m, %e se enzymovd hydrolyza provadi -
suspenz{ kvasinek, obsahujicfch enzym V-penicilin amid4zu,
zejména suspenzi bun&k kvasinky Cryptococcus sp. CCY 17-22-1,
pfedem chemicky stabilizovanych ptsobenim bifunk&niho ¢inidla,
jako jsou dialdehydy dikarboxylov§ch kyselin, s vyhodou pisobe-
nim glutaraldehydu, a p¥edem vypranych roztoky anorganickgch |
solf silnych kyselin a/nebo zdsad s vyhodou s{ranem amonnym,
a s pouzitim roztoku fenoxymethylpenicilinu v koncentraci
1,0 a% 10,0 % hmota/objem, s vyhodou 4 aZ 7 % hmota/objem,
pti pH 7,0 a% 8,5, s vyhodou 8,0, p¥i teplot® 10 a¥ 45 ‘c,

s vfhodou 37 °C, v michaném reaktoru a po'ukonéené hydrolyze

a ochlazeni{ reak&éni sm&si na teplotu 0 a%¥ 5 "C se suspenze
stabilizovanych a vypranych kvasinek oddé&l{ a pouZije k hydro-
lyze &erstvé nasady roztoku fenoxymethylpenicilinu a ze'super~
natantu, pop¥ipadé z matedného louhu se po tdpravé pH a teplo-
“ty izoluje 6—aminopeniéi1énové kyselina, pop¥ipad& regeneru-.
je fenoxyoctovéd kyselina, pfifemZ se enzymovA hydrolyza fe-
noxymethylpenicilinu a izolace 6-aminopenicilénové kyselihy,
popfipadé regenerace fenoxyoctové kyseliny, alespon dvakréit
opakuje.

2. Zpisob podle bodu 1, vy znaé&uijici s e t {m ¢
Ze se jako substrdtu pouZije réztoku fenoxymethylpenicilinuv

' ve form& amonné, draselné nebo sodné soli.

3. Zpisob podle bodu 1, vyznaé&uij{ci se tim ;

%e se jako substrdtu pouZije surového roztoku fenoxymethylpe-
nicilinu ve formé& kyseliny, ziskaného p¥i zpracovédni vyfermen-
tované Zivné pldy po ukon¢ené kultivaci, nebo meziprodukti
ziskanych z riznych fé4z{ izolace a ¢i3té&n{ fenoxymethylpeni-'
¢ilinu.

4. Zphisob podle bodu 1, vyznad¢uijici s e tim,
Ze stabilizace vodné suspenze'kvasinek‘a jejich prani{ se pro~ .
v4d{ za mich&n{ p¥i teplotdch 10 a% 40 "C, v rozmezf koncentra
c{ glutaraldehydu 0,5 aZ 10 % objem/objem, s vyhodou 2 % ob-
jem/objem, p¥i koncentraci buné&k 1 aZ 10 % hmota/objem su3iny,
s vyhodou 5 aZ 8 % susiny hmota/objem, po dobu 0,5 a%Z 5 hodin,
s vyhodou 3 hodiny, nadeZ se suspenze stabilizovanych kvasinek
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z¥ed{ vodou, bunky se odd&lf{, znovu suspendujf ve vodd a za
michdn{ oSetif vndSenim pevného siranu amonného v rozmez{
jeho koncentrac{ ve vodné suspenzi 0,1 a%¥ 5,0 mol . litr-l,

s vghodou 2,0 mol . litr™1, po dobu 1 a%¥ 10 hodin, s v§hodou

2 hodiny, suspenze se z¥ed{ vodou, kvasinky se odd&lf a alespoi
dvakridt promyj{ vodou.

Zplisob podle bodl 1 a 4, vy znaéu j{ci se

-t {m, Ze stabilizované, vyprané a promyté kvasinky se pfed

vyrobou 6-aminopenicilédnové kyseliny p¥echovdvaji{ ve formé
zahuit&né vodné suspenze v chlazeném z&sobniku p¥i teplotéch
v rozmezf 1 a¥ 30 'C, s vfhodou 5 a¥ 15 "C, nebo se tato za-

- hu3t&néd suspenze za michinf krdtkodob& oZetff{ siln& podchlaze-
- nym acetonem nebo ethanolem v pom&ru 1 objemovy dfl bun&Zné
- suspenze na 2 ai 5 objemovych dild acetonu nebo ethanolu,

nadeZ se bunky separujf{ odstfed&énim nebo filtrac{f, vlhky kol4&

~stabilizovanych bun&k se homogenizuje a usu3f{ pfi teploté& 10

a¥ 45 °C, s v¢hodou 20 a%¥ 30 "C, such& hmota stabilizovangch -
bunék se mechanicky homogeniiuje a p¥ed pouiitim'pfechovaVA

v dob¥e uzav¥engch obalech p¥i teplotéch 1 a%¥ 40 °C, s viho—
dou 15 a% 20 .°C.
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