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(64) Zpusob vyroby 6-aminopenicildénové kyseliny

Vynédlez se tykd zplsobu vyroby 6-amino-
penicildnové kyseliny enzymovou hydrolyzou
penicilinu, zejména benzylpenicilinu, vé-
zanymi bunkami produké&niho mikroorganing
Escherichia coli s vysokym obsahem penici-
linacylézy.

Dosud pou¥ivané zplsoby vyroby 6-amino-
penicilédnové kyseliny enzymovou hydrolyzou
penicilinu zahrnuji pouziti rozpustné pe-
nicilinacyldzy, nativnich bundk s penicilin-
acyldzovou aktivitou, jednotlivych kova-
lentnd zesitdnych bundk nebo réiznym zplso-
bem vdzanych bundk s penicilinacyldzovou
aktivitou a viazané penicilinacyldzy.

Vyu¥iti vdzanych bundk nebo vézaného
enzymu pro pripravu 6-aminopenicilédnové
kyseliny /ddle jen 6-APK/ md proti vyuZiti
nativnich bundk nebo rozpustného enzymu
pfedeviim tu vyhodu, Ze vizané materidly
lze opakovand nebo kontinudlnd vyuZivat.
Vézané bunky pak oproti vdzanému enzymu
maji ptedeviim ekonomickou vyhodu v niZdich
nikladech na jejich p¥ipravu. P¥i jejich
vyu¥iti pro uvedeny ufel odpadaji pfedevdim
niklady na proces CisSténi a izolace enzymu.

Podle &s. autorského osvéd&eni &. 201621
lze pro vyrobu 6-APK pouZit jednotlivé ko-
valentnd zesiténych a permeabilizovanych
bun&k Escherichia coli. Nevyhodou tohoto
postupu vSak je nutnost odd&lit tyto buhky
pro jejich malé rozméry a tim §patné sedi-
mentadni vlastnosti po skonleni enzymové
reakce na velkokapacitnich odstfedivkdch,
coi klade pom&rnd vysoké ndroky na technic-
ké vybaveni provozu.

Uvedené nedostatky sice odpadaji p¥i
pou?iti bundk vdzanych na syntetické poly-
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merni nosile podle &s. autorského osvédle-
ni &. 200802, av8ak vedle vysoké ceny no-
sid% je jejich pouZiti omezeno relativné
nizkou specifickou aktivitou vdzanych pre-
paratd, kterd je zplsobera tim, %e bunky
jsou vdzdny pouze na povrchu nosile. N&které
nevyhody tohoto postupu odpadaji p¥i vyuZiti
vizanych bundk, jejich%¥ p¥iprava je popsdna
v &s. autorském osvédleni &. 197101,

Nedostatkem takto pEFipravenych vdzanych
bundk viak je jejich relativnd nizkd speci-
fickd aktivita a Spatné hydrodynamické
vlastnosti, které brdni jejich pouZiti
v reaktorech s pevnym loZem biokatalyzdto-
ru. USA patentovy spis &. &4 113 566 popisuje
vyuziti vdzanych bundk pFipravenych zesit&-~
nim jednotlivych bundk Proteus rettgeri
bifunk&nim aldehydem a jejich nédslednym
zapolymerovdnim do organické matrice, v
pritokovém reaktoru s m@lkym loZem, p¥ibliZ-
né asi do 6 cm, jimZ recirkuluje roztok
penicilinu. Nedostatkem tohoto postupu vSak
je nutnost rozloZeni biokatalyzdtoru na
velkou plochu.

Zjistili jsme nyni, Ze mechanické a hydro-
dynamické vlastnosti vdzanych bundk s vyso-
kym ohsahem penicilinacyldzy, pF¥ipravenych
podle &s. autorského osvédleni &. 203607,
umo¥nuji enzymové St&peni penicilinu v pro-
voznim m&¥itku, a to v michaném vsddkovém
reaktoru, recirkuladnim reaktoru s pevnym
lo¥em a v kontinudlnim prdtokovém reakto-
ru sestdvajicim z jednoho sloupce s pevnym
loZem s vyhodou pak ze série sloupcd s pev-
nym loZem tohoto materidlu zapojenych
v kaskddé /sérii/.

Postupem podle vyndlezu lze hydrolyzovat
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voztok penicilinu Zdsticemi suspendovanych

vdzanych bundk v michaném reaktoru., Vzhledem-

k tomu, %e p¥i michdni standardnimi michad-
ly turbinového typu miZe dochdzet ke zmenSo-~
védni velikosti &dstic, je vyhodné pouZit
michadel, kterd umoZnuji dosa¥eni krdtkych
michacich &asd p¥i relativné malém smykovém
namdhdni kapaliny a suspendovanych Zdstic.

Tomuto poZadavku vyhovuji nap¥. kotvovd
michadla a Sroubové michadlo. P¥i aktivité
vdzanych bunék 6 aZ 9 j/mg a jejich koncen-
traci 10 a% 150 mg/ml lze provad&t Et&peni
roztok@ penicilinu o koncentraci 0,025 mol/1l
a%¥ 0,4 mol/1l, s vyhodou 0,13 a% 0,25 mol/1l.
P¥i koncentracich vyZ8ich dochdzi k vysoké-
ma stupni inhibice enzymové aktivity a
k nedmérnému prodlouZeni reakéni doby, pf¥fi
koncentracich ni¥8ich pak stoupaji ndroky
na izolaci produktu, Teplota, p¥i niZ lze
reakei provdddt, leZi mezi 20 aZ 50 ©°C,

s vyhodou mezi 35 aZ 40 ©C.

P¥i vyd¥ich teplotdch dochdzi k degrada-
ci penicilinu i 6~APK, p¥i teplotdch niZZich
vyraznd klesd rychlost hydrolyzy. Hodnota
pH v pribdhu reakce je udrfovdna v rozmezi
hodnot 7 a% 8, s vyhodou 7,5 aZz 8,0, ddvko-
védnim alkdlie,jako nap¥. &pavkové vody,
roztoku hydroxidu sodného nebo draselného
¢i organickymi aminy. P¥i vy83ich hodnotdch
pH dochdzi k hromad¥&ni degradalnich pro-
duktd penicilinu a 6-APK, p¥i hodnotdch
ni%?¥ich pak klesd rychlost reakce.

P¥itok roztoku alkdlie je vhodné umistit
v oblasti reaktoru, v niZ dochdzi k inten-
zivonimu michdni, nap¥. v blizkosti michad-
la, ¢im% je zabrdnéno lokdlnimu zvySeni
pH a degradaci penicilinu a 6-APK. Za uvede-
nych podminek je reakce ukonlena v rozmezi
1 a% 4 hodin a ztrdty produktu v disledku
spontdnni degradace nep¥evySuji 5 %. Po
skondeni reakce jsou vdzané bunky bud oddé&-
leny filtraci nebo mohou byt ve vhodné
upraveném reaktoru dekantovédny &i promyty
/vestavéné sito/ a opakované pouZity pro
piipravu 6-APK,

Postupem podle vyndlezu lze ddle provd-
d&t hydrolyzu roztoku penicilinu recirkula-
ci vrstvou vdzanych bunék a dpravou pH v mi-
chané nddrzi, z ui? je reakdni sm&s lerpédna
na sloupec a kam je po pritoku sloupcem
s pevnym loZem biokatalyzdtoru opét p¥i-
vadéna. V tomto p¥ipadé lze hydrolyzu pro-
viddét bud ve vodném prostfedi nebo s vyho-
dou ve vhodném pufru. Teplotu p¥i hydroly-
ze je podobnd& jako p¥i hydrolyze v michaném
reaktoru vhodné udr¥ovat mezi 20 a¥ 50 °C,
s vyhodou mezi 35 aZz 40 °C.

Hodnota pH, na ni% je udrZovdn roztok
penicilinu, resp. reakéni smls, se pohybuje
mezi 7,5 a% 8,5 s vyhodou mezi 7,7 ai 8,2,
U&innost recirkuladniho reaktoru s pevaym
lo¥em vdzanych bunék zdvisi na rozdilu mezi
hodnotou pH, na niZ% je upravovdn roztok
penicilinu,a hodnotou na vytoku ze sloupce.
Tato hodnota zdvisi jednak na vySce néaplnd
katalyzdtoru a na prétokové rychlosti kapa-
liny sloupcem, jednak na kvalité& a koncen-
traci pufrujicich substanci. Sloupec lze
plnit samotnymi vidzanymi bunkami nebo je~
jich smdsi s pomocnymi filtradnimi ldtkami
jako nap¥. k¥emelinou. Optimdlni vyska
ndplné se pohybuje mezi 7 a% 30 cm-p¥i pri-
tokové rychlosti v rozmezi 5 a% 30 cm/min.

Za tdchto podminek je rychlost reakce
minimdlnd ovlivnovdna difdzi a v pEipadé,
kdy gradient pH na sloupci vdzanych bunék
je minimdlni, resp. hodnota pH na vytoku
ze sloupce s pevnym lofem biokatalyzdtoru
neklesd pod hodnotu 7,0, lze dosdhnout
stejndho vyusiti aktivity vézanych bundk
jako v p¥ipad@ vyuZiti michaného reaktoru.
Vyhodou tohoto postupu je, Ze vdzané bunky
jsou trvale umistdny ve sloupci a odpadd
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jakdkoliv manipulace s nimi mezi jednotli~
vymi cykly opakovaného pouZiti.

Dal8i postup podle vyndlezu, ktery laze
pouzit k pFipravé 6-APK, je kontinudlni
hydrolyza penicilinu p¥i prdtoku jeho roz=-
toku o koncentraci 0,025 a¥ 0,4 mol/litr
sloupcem nebo s vyhodou systémem sloupect
s pevnym lo¥em vdzanych bunédk s penicilina-
cyldzovou aktivitou. VyuZiti aktivity enzymu
v kontinudlnim reaktoru s pevnym loZem
je zdvislé na pracovnim pH, Rteré klesd p¥i
pritoku roztoku penicilinu sloupcem s ros=-
touci konverzi.

7 tohoto divodu je d&innost reaktoru
z4visld jednak na koncentraci penicilinu,
jednak na koncentraci pufrujicich substan-
ci. P¥i vySsich koncentracich penicilinu
je proto vyhodné rozd&lit ndpln reaktoru
do série 2 &i vice sloupecl, p¥idem? pted
vstupem roztoku reakéni smési do kaZdého
ndsledujiciho sloupce je jeho pH upravovino
ddvkovdnim alkdlie na plvodni hodnotu.

Zv148t& vyhodné je rozd&leni materidlu
védzanych bundk do sloupecd o stejném pri-
m&ru tak, aby po prltoku kaZdym ze sloupcd
do8lo k hydrolyze stejného dilu substritu,
Takovym zplsobem pracujici kontinudlni
enzymovy reaktor zajiStuje vysoky stupen
vyuZiti penicilinacyldzové aktivity p¥i
nizkych ndrocich na koncentraci pufrujicich
substanci.

Pro danou koncentraci penicilinu a zvo-~
leny podet slouped lze vysku ndplnd v jed-
notlivych sloupcich vypo&ist z integrované
formy rychlostni rovnice pro hydrolyzu
benzylpenicilinu katalyzovanou penicilina-
cyldzou /Warburton D., Dunnill P., Lilly
M. D., Biotechnol. Bioeng., 15, 13, 1973/,
kterd md ndsledujici tvar:

E h
= 85X - Kmln/1 X/
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r s s s 2
YR TR A -~ / +
Kf Ka KfKa
2 S 1 X
+ 8 % J e — - / -
2K K 2K
s s
1 1 S S X
- KSX /[ —+ — 4+ + /,
mo Ka K K_K 2K K
f £ a f

kde jednotlivé symboly maji ndsledujici
vyznam:

S, poféatedni koncentrace benzylpenicilinu

Ky, Michaelisova konstanta

X stupen konverze

Kf inhibi&ni konstanta pro kyselinu fenyl-
octovou

Ky inhibi&ni konstanta pro 6-APK

K, substrdtovd inhibilni konstanta

E celkovd aktivita enzymu v reaktoru

Vs celkovy objem reaktoru

H celkovd vy3ka ndplné

P prfitokovd rychlost

Pokud nejsou zndmy hodnoty vSech uvede-
nych konstant, lze pro p¥ibliZny vypoletl
relativni vydky ndplné v jednotlivijch
sloupcich vyjit z grafickdé zdvislosti kon-
verze penicilinu vdzanymi bunkami na Zasa
v michaném reaktoru. Casy potfebné k do-
sareni urlitého stupnd konverze jsou pak
imérné celkové vysce ndplnd nutné k dosaZe-
ni tohoto stupnd konverze. Z toho rovnéi
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vyplyvd, #e pomdr vydek jednotlivjch sloup-
¢ nezdvisi na celkové vydce ndplné a pri-
tokové rychlosti.

Pro danou kvalitu vdzanych bunék a daaou
koncentraci substrdtu a zvoleny stupen
konverze je vSak dén pomér mezi celkovou
vyikou sloupcl a pritokovou rychlosti.
Zzmény kapacity, resp. celkového objemu
reaktoru lze pPi zachovdni stupn& konverze
dosdhnout bud soudasuym zvydeuiu v§sky
reaktoru a priitokové rychlosti, anebo zvySe-
nim primé&ru reaktoru, Maximdlni délka reak-
toru je pak omezena hydrodynamickymi vlast-
nostmi biokatalyzdtoru. Schéma celé linky
na vyrobu 6-APK koptinudlnim zplhsobem po-
moci védzanych bunék s vysokym obsahem pe-
nicilinacylizy je uvedeno na obr, 1.

Schéma kontinualni linky pro vyrobu 6-APK
pomoci vdzanych bundk podle ohr. 1 je ndsle~
dujici.
1 Kontinudalni priprava demineralizované
vody 37 “C teplé
2 Kontinudlni pEFiprava roztoku benzyl-
penicilinu
3 Koatinudlni navaZovani substance
K-soli benzylpenicilinu nebo konti-
nudlni pritok koncentrovaného roztoku
penicilinu

4 pavkovaci Zexpadlo

5 Vicedleny kaskddovy sloupcovy konti=-
npudlni reaktor

6 Regula&ni &leny /pH/

7 Prétokovy chladié

8 Odparka

9 pH-stat

10 Z4sobnik organického rozpouStédla

11 1. kotel pro kontinudlni krystalizaci
12 Odpad

13 2. kotel pro dokrystatizaci ,

14 74sobnik ledové promfvaci védy

15 Zasobnik promyvaciho acetonu

16 Bubnovd odst¥edivka

17 Suddrna

PY¥edmdtem vyndlezu je tedy zplsob vyroby
f~aminopenicilanové kyseliny enzymovou
hydrol§zou penicilinu, zejména benzylpeni-
cilinu, vazanymi bunkami produkZnihc mikro-
organismu Yscherichia coli s vysokym obsa-
hem penicilinacylézy, jehoZ podstata spolli-
va v tom, Ye se roztok penicilinu o koncen-
traci 0,025 a% 0,4 mol/litr, s hodnotou
pH 7,0 a%Z 8,5, uvadi p¥Fi teplotd 20 aZ
50 9¢ ve styk s bunkami produkiéniho nikroe-
organismu Escherichia coli vzdjemnd vdza-~
nymi chemickou vazbou reakci s glutardial~
dehydem a organickym diaminem.

Jako roztoku penicilinu s hodnotou pH
7,0 a% 8,5 lue pouiivat roztoku pripravend-
ho rozpuSténim pevné substance ve vodé& nebo
v roztoku pufru mnebo ziskaného v pribéhu
izolace u filtrdtu fermentalni phdy, po-
pfipadé z¥ed&ndho vodou nebo roztokem pufru.

Zptsob podle vyndlezu lze realizovat
napfiklad tak, Ze se roztok penicilinu miché
se suspenzi bunék Lscherichia celi vzdjemné
vdzanych chemickou vazbou, za dpravy pH na
hodnotu 7,0 a¥% 8,0 ddvkovanim alkdlie, pfi-
éem? po skonleni reakce se ¢dstice vazanych
bundk odd&li a opakovand pouZivaji ke Ftré~-
peni penicilinu.

Tento postup lze obménit tak, Ze roztok
penicilinu recirkuluje pevnym lofem bundk
Escherichia coli vzajemnd vdzangch chemic-
kou vazbou, o v§dce 7 az 30 cm, rychlosti
5 ay 20 em/min., pYidenif pH roztoku se Ppo
prichodu sloupcen upravuje na hodnotu
7,5 az 8,5 davkovanin alkdlie, pop¥ipadé
tak, #e voztok penicilinu s hodnotou
pd 7,5 a% 8,5 protékd sloupcem napilnénym
bunkami kscherichia coli vzadjemné vizanymi
chemickou vazbou, rychlosti 1 aZ 10 cm/min.
nebo protékd postupné alespon dvdma sloupci
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napluéaymi pevnym loZem oundk tscherichia
coli vzdjemnd vdzanych chemickou vazbou,
rychiosti t aZ 10 cw/min., prifemZ piled
vtokem do ka¥dého nidsuledujiciho sloupce se
pH roztoku upravuje una hodnotua 7,5 az 8,5
ddvkovanim alkdlie.

Ke zplsobu vyroby 6~aminopenicilédnové
kyseliny podle vyndlezu lze d&elng pouZi-
vat, vdzanych bundk s vysokym obsahem peni-
cilinacyldzy, pripraveunych z jednotlivych
bun&k produkénihoe mikroorganismu postupem
podle &s. autorského osvddZeni &. 203 607.

V dal$im je vyndlez bli%e objasndp v p¥i-
kladech provedeni, ani% by se jimi omezoval.

P¥iklady provedeni
PY¥iklad 1

Vizané bunky E.coli o aktivité 6,7 j/mg
vihké hmoty byly p¥ipraveny postupem podle
&s. antorského osvddleni &. 203 607. Ma-
teridl m&l ndsledujici vlastnosti: specifickd
aktivita 6,7 j/mg vlhké hmoty, suspenze
2,5 g ve 25 ml vody sedimentovala kvanti-
tativnd za 3 minuty na objem 8 ml, velikost
Z4stic se pohybovala mezi 150 az 225 am,
vlhkost 60 %, tmavohn&dé destilky piskovi-
tého charakteru.

500 g vazanych bundk bylo pouZito k hy-
drolyze 4,5 1 roztoku sodné soli benzylpe~
nicilinu /1 600 j/mg/ o koncentraci 6,5
£/100 ml demineralizované vody. Reakce pro-
bihala p¥i teplotd& 37 °C za michdni kotvovym
michadlem v nidobé z nerezav&jici oceli, v
jejim¥ dné& byla uchycena frita S 3. V pribé&hu
reakce bylo pH reaklni smé&si udrzovdno na
hodnotd 7,8 ddvkovdnim &pavkové vody. Po
skondeni reakce byla kapalina vakuové spo-
dem reaktoru odsdta a zahdjena dalfi konver-
sze. Filtrdt byl ochlazen na 5 “C a po pfi-
déni 1,2 1 butylacetdtu bylo jeho pH upra-
veno za stalého michdni na 4,3 kyselinou
sirovou zted&nou 1:3.

Po hoding stdni byl krystalicky produkt
odfiltrovan a promyt 2krat 250 ml ledové
vody a stejnym mnofstvim ledového acetonu.
Timto zptsobem bylo provedeno 10 opakovanych
konverzi za 24 hodiun, pfifem? primérnd
doba hydrolyzy byla 1,5 hod. a nebyl po-
zorovan pokles aktivity. Celkovy vyt&Zek
2z 10 konverzi &inil 1372 g 6-aminopenicild~
nové kyseliny o &istoté& 98,8 %, coZ odpo-
vida vytéiku 79,5 %; obsah nerozpustného
zbytku v produktu &inil 0,5 %.

P¥Lklad 2

P¥iprava 6-aminopenicildnové kyseliny
byla provedena stejnym zplisobem jako v p¥i-
klad& 1, s tim rozdilem, Ze jako vychozi
materidl byl misto surové sodné soli benzyl-
penicilinu pouzit koncentrit vyrobeny p¥e-
vedenim penicilinu z butylacetdtového extrak-
tu filtrdtu fermentadni pidy do vodné fdze
pomoci K2C03. Koncentrédt byl pFed hydroly~-
zou nateddn demineralizovanou vodou na
koncentraci 100000 j penicilinu G na ml.

Ve tYech opakovanych pokusech unebyl pozo-
rovdn pokles aktivity a celkovy vytéZek &i~
nil 317 g 6~aminopenicildnové kyseliny

o &istoté 97,9 %, co¥ pfedstavuje 63,2 %
teorie; obsah nerozpustncého zbytku v pro-

/

duktu dinil 4,5 7.
P¥iklad 3

$loupec o velikosti 10 x 20 cm IV =
= 1570 ml/ byl naplndn 977 g vdzanych
bunélk popsanych v pFikladd@ 1 a promyt 3 liery
pufru o pH 7,8, ktery obsahoval 0,048 mol
KHoPO4 a 0,026 mol NapB407.10 HpO na litr.
P¥i teplotd 37 ©C protékal sloupcem roztok
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762 g sodné soli benzylpenicilinu v 11700
ml pufru. Po prdtoku sloupcem byl roztok
jimdn v michané a temperované nddobé, v niZ
bylo jeho pH upravovdno ddvkovdnim &pavkové
vody na hodnotu 7,8 a odtud byl znovu &er-
pdn na sloupce, Po skonleni konverze byl
sloupec vymyt jednim litrem pufru. Roztok
po konverzi a promyvaci roztok byly spojeny
a ochlazeny na 5 ©9C, Poté byly p¥iddny 3
litry butylacetdtu vychlazeného na 5 ©C

a pH bylo za stdldho michdni upraveno na
hodnotu 4,3, kyselinou sirovou z¥edé&nou
1:3, Po 1 hodiné krystalizace p¥i teploté

5 9C byla 6-APK odfiltrovdna a promyta
2krdt 600 ml ledové vody a 2krdt 600 ml
ledového acetonu. Produkt byl vysuSen ve
vakuové sufdrnd pfi teplotd 40 °C., Vysledky
3tépeni jsou uvedeny v ndsledujici tabulce.

far%e konverze prlitok tlakové ztrdty na

/%1 /em/min/ sloupci /atm/
1 92,2 15,1 0,9
2 91,9 13,6 1,0
3 94,1 14,8 0,9
4 95,3 14,2 1,1
5 95,1 10,9 1,2
.6 94,9 11,8 1,25
7 95,0 10,5 1,3
8 95,2. 10,2 1,3
9 92,7 10,2 1.4
10 94,5 9,6 1,6
1/ 9403 9,1 1,5
12 93,3 13,4 1,1
13 93,6 11,6 4
14 93,7 9,4 1.5
15 92,4 9,8 1,4

/+/ po skon&eni SarZe 11 byl materidl vy-
jmut a znovu naplnén do sloupce.

Promérny vytdZek 6-APK &inil 78,3 7 pii
Cistotd 98,2 % a obsahu nerozpustného zbyt-
ku v produktu 0,5 7.

PREDMET

1. Zpisob vyroby 6-aminopenicildnové ky-
seliny enzymovou hydrolyzou penicilinu,
zejména benzylpenicilinu, vdzanymi bunkami
produk®niho mikroorganismu Escherichia coli
s vysokym obsahem penicilinacyldzy, vyzna-

dujici se tim, Z%e se roztok penicilinu o kon-

centraci 0,025 a%Z 0,4 mol/litr, s hodnotou
pH 7,0 aZ 8,5, uvddi pti teplotdé 20 az

50 °C ve styk s bunkami produkéniho mikro-
organismu Escherichia coli vzdjemné vdza-
nymi chemickou vazbou reakei s glutardial-
dehydem a organickym diaminem.

2, Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se
tim, Ze se pouZivd roztoku penicilinu s
hodnotou pH 7,0 aZ 8,5 pFipraveného rozpus-
t&nim pevné substance ve vodé nebo v roztoku
pufru nebo ziskaného v pribéhu izolace z
filtrdtu fermantadni pldy, popfipadé zte-
déného vodou nebo roztokem pufru,

3. Zplsob podle bodld 1 a 2, vyznalujici
se tim, Ze se roztok penicilinu michd se
suspenzi bunék Escherichia coli vzdjemné
vdzanych chemickou vazbou, za dpravu pH na
hodnotu 7,0 a% 8,0 didvkovdnim alkdlie, p¥i-.

1

P¥iklad 4

Do Cty¥ sloupcd o vySce 9, 14, 33 a 34
cm a priméru 4 em opatfenych temperadnim
pliStém bylo naplnéno celkem 704 g viza-
nych bunék s penicilinacyldzovou aktivitou
popsanych v pfikladé 1. Systém byl promyt
2 litry pufru obsahujiciho 0,05 mol
KH2POy4 a 0,005 mol Na2B407.10 Hp0 na litr
o pH 8,4. Poté byl zahdjen pritok 6Zniho
roztoku sodné soli benzylpenicilinu ve
shora uvedeném pufru rychlosti 3300 ml/hod.
p¥i teplotd 37 °C. Po préchodu ka%dym ze
sloupcili bylo upraveno pH na hodnotu uve-
denou v ndsledujici tabulce ddvkovdnim 6 N
roztoku NaOH:

sloupec pH na vstupu pH na vystupu
1 8,4 6,3
2 8,3 6,6
3 8,2 6,9
4 8,1 7,7

Po vytoku z posledniho sloupce &inila
konverze penicilinu 97,5 %Z. Roztok byl
kontinudlné chlazen na 20 ©C a vakuovd od-
pafovdn na 1/3 péivodniho objemu. Poté byl
roztok ochlazen na 5 °C a ve t¥ihodinovych
intervalech bylo pH koncentrdtu upraveno
kyselinou sirovou ¥edénou 2:1 na hodnotu
4,3, Uprava pH byla provéddéna za stdlého
michdni v pFfitomnosti 600 ml butyacetdtu .na
1 litr koncentrdtu. Po hodin& krystalizace
byla vyloulend 6~aminopenicildnovéd kyseli-
na oddélena a prpmyta 2krdt 500 ml ledové
vody a stejnym mnoZstvim ledového acetonu.
Produkt byl sulen ve vakuu p¥i 40 °C. Pri-
mérny vytéZek p¥i provozu trvajicim 170 ho-
din &inil 89,2 7 p¥i Zistotd 98,4 % a obsa-
hu nerozpustného zbytku v produktu 0,5 %.

V prib&hu vyroby nebyl pozorovdn pokles
vytéZku.

VYNALEZU

femZ po skonCeni reakce se &dstice wvdzanych
bunék oddéli a opakovand pouziji ke 3té&peni
penicilinu.

4, Zplsob podle bod& 1 a 2, vyznalujici
se tim, Ze roztok penicilinu recirkuluje
pevnym loZem bunék Escherichia coli vzdjem-
né vdzanych chemickou vazbou, o vyice 7 a2
30 cm, rychlosti 5 aZ 20 cm/min., ptilemi
pH roztoku se po prlchodu sloupcem upravuje
na hodnotu 7,5 a%¥ 8,5 ddvkovdnim alkdlie.

5. Zplsob podle bodd 1 a 2, vyznalujici
se tim, Ze roztok penicilinu s hodnotou pH
7,5 a% 8,5 protékd sloupcem napln&nym bunka-
mi Escherichia coli vzdjemnd vdzanymi che-
mickou vazbou, rychlesti 1 a% 10 em/min,

6. Zpisob podle bodd 1 a”2, vyznalujici
se tim, Ze roztok penicilinu protékd postup-
né alespon dvéma sloupci naplnénymi pevnym
loZem bundk Escherichia coli vzdjemné vi-
zanych chemickou vazbou, rychlosti 1 aZ
10 em/min,, pfilemZ p¥ed vtokem do kaZdého
ndsledujiciho sloupce se pH roztoku upravuje
na hodnotu 7,5 az 8,5 ddvkovdnim alkdlie.

vykres
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