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Vynélez se tykd zplsobu vyroby 6-ami-
nopenicillanové kyseliny hydrolyzou peni-
cilinu G, pfi kterém se vodny roztok peni-
cilinu G o koncentraci 1 aZ 6 % hmotnost/
/objem hydrolyzuje p¥i pH v oblasti 8 v p¥i-
tomnosti penicilinacyldzy uloZené ve vlak-
nech z triacetatu celuldzy.
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Vynélez se tykd zplsobu vyroby Kkyseliny
6-aminopenicillanové enzymatickym S3t&pe-
nim pfirodniho penicilinu G.

Zplsob podle vynélezu je zaloZen na po-
uZiti enzymatickych pfipravkd, které jsou
uvloZenim ve vldkn& udinény nerozpustny-
mi. Tim se dosdhne zna¢ného zlepSeni vlast-
nosti konefného produktu a vyznamného
zjednoduSeni operaci a v diisledku toho i
sniZeni ceny.

Je zndmo, Ze jiZ n&kolik let je 6-amino-
penicillanovd Kkyselina (d4le také 6-APA)
cennou vychozi latkou pro vyrobu polosyn-
tetického penicilinu.

Priprava 6-APA pfimou fermentaci po-
moci Penicillium chrysogenum v nepfitom-
nosti prekursoru je po technické strénce
velmi sloZitd a vytéZky jsou velmi nizké.

Neddvno byly navrZeny chemické zpliso-
by, které jsou relativné ndkladné, vyZadu-
ji specidlni technologii v diisledku nesté-
losti vychozich a konefnych produktd a
zptisobuji rozklad produktdt, spojeny se
znadnymi ztratami,

Pri pouZivanych enzymatickych zpisobech
se pouZivd bunék vhodnjych mikroorganis-
mi, které vyrdbé&ii penicilinacyldsu. JelikoZ
se téchto bunék milZe pouZit pouze jednou
pii relativné vysoké koncentraci (pro zkré-
ceni doby hydrolyzy), je tfeba €as od Casu
fermentaci vyrobit butiky obsahujici enzym.

Kromé& toho extrakce hydrolytického pro-
duktu 6-APA z reakfni smési je velmi slo-
7itd a vysledny produkt vyZaduje opakova-
nou krystalizaci a velmi ¢asto obsahuje bil-
kovinny materidl, ktery zptsobuje, pokud
se neodstrani, napiiklad rozkladem proteo-
lytickymi enzymy, alergie pFi pouZiti vy-
slednych penicilinfi.

To vS8echno zvy3uje ceny a zpisobuje, Ze
je vyrobni technologie zna&né sloZita.

Zphsob podle vynélezu pfedstavuje v tom-
to ohledu znat&né zlepSeni.

Enzymatické pripravy uloZené do vlakni-
té struktury si udrZuji svou ucfinnost po
velmi dlovhou dohu. Vzorky ‘tohoto typu si
pii opakujicich se pracovnich cyklech udr-
Zely svou uéinnost po 12 mésicli taktka ne-
zménénou,

ProdlouZend udinnost struktur podle vy-
nédlezu mé vedle ziejmych vyhod navic vy-
hodu ve zjednodudeni zplisobu, pfiemZ vliv
ceny enzymatického katalyzdtoru na vy-
slednou cenu produktu je velmi maly nebo
takika zanedbatelny.

Predmétem vynédlezu je zpilisob vyroby 6-
-aminopenicillanové kyseliny hydrolyzou pe-
nicilinu G, vyznacujici se tim, Ze se vodny
roztok penicilinu G o koncentraci 1 aZ 6
proc. hmotnost/objem hydrolyzuie piFi pH
v oblasti 8 v pfitomnosti penicilinacyldzy
uloZené ve vldknech z triacetdtu celuldzy.

Vldkno obsahujici enzym vyrobené zvlak-
liovanim se pfed pouZitim promyje, aby se
odstranily z vnéjsku adsorbované netisto-
ty, a ptom se ho pouZije na katalyzu reak-
ce. Vzhledem k tomu, Ze protein nemuZe di-
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fundovat do reakéniho prostfedi, ziskd se
vysoce Cisty produkt, ktery kromé jiného
neobsahuje bilkovinné nedistoty tak ne-
bezpetné v dilsledku alerg'ckych reakcl.
Katalyzatoru, ktery je dupravou podle vy-
nédlezu zbaven rozpustnosti, se miZe pouZit
diskontinudlng&. Katalyzdtor se uvede do
styku s reakéni smési, po skon€eni jeho pili-
sobeni, tj. hydrolyzy penicilinu, se oddé&li
od reaklni smeési a uvede do styku s no-
vou SarZi Cerstvé smési.

Stejného katalyzdtoru se miiZe rovnéZ po-
uZit p¥i kontinudlnim zptisobu v koloné. Roz-
tok penicilinu v koloné&, vhodné& pufrovany,
se vede kolonou obsahujici vlidkno s enzy-
mem. Vhodnym nastavenim rychlosti toku
a mnoZstvi vldkna je moZno ziskat vytéka-
jici smés s nejvysS§im stupné&m hydrolyzy.

Enzymaticky katalyzator se pripravuje
zplsobem popsanym v italském patentu &.
836 462. Podle tohoto patentu se vldkna s
uloZenym enzymem mohou vyrobit zvldknég-
nim roztok vidknotvornych polymerd, ve
kterych jsou dispergovany enzymatické pii-
pravky ve velmi malych kapi¢kdch o veli-
kosti Ffddové stejné, jako jsou kapidky e-
mulze.

,Emulze" se mohou zvldkiiovat za sucha
nebo za mokra. Ziskané vldkno obsahuje
uvnitf drobné dutiny, ve kterych jsou ulo-
Zeny enzymy. Enzymy jsou oddeleny od o-
kolf velmi tenkou membrénou, kterd zabra-
fiuje uniknuti enzym@ a jejich dispergaci v
reakéni smési, ale umoZiiuje jejich kataly-
tické plisobeni.

Jako vlaknotvorného polymeru se pro ulo-
Zeni enzymu v piipadé€ zplisobu podle vy-
nélezu pouZiva triacetdtu celuldzy.

Jako enzymatického materidlu se miiZe
pouZit surového extraktu ziskaného z buné&k
bakterii (E. coli, B, Megaterium, Aerobac-
ter aerogenes, Alcaligener faecalis atd.).

Pii hydrolyze, kterou se mé ziskat 6-APA,
se milZe vychédzet z vodného roztoku pouZi-
té soli penicilinu o koncentraci v rozmezi
1 aZ 6 % (hmotnost/objem), pfednostng o
koncentraci 2 aZ 3 %. Hodnota pH roztoku
se udrZuje okolo 8,0 automatickym priddvé-
nim zéasady.

PF¥i kontinudlnim provozu se miZe pouZit
vhodné tlumeného roztoku penicilinu, pro-
toze regulace pH v r{izné vysce kolony je
obtiZnéa.

Hydrolyza penicilinu G [benzylpenicilinu]
se miZe provadst pfi teploté od 15 do 60
stuptilt Celsia, vfhodné od 37 do 40 °C.

Priklad 1

Za michdni se v reaktoru rozpusti 20 g
triacetatu celulézy (Fluka) ve 280 g me-
thylenchloridu (C. Erba). V jiné nadobé& se
pripravi roztok enzymu nésledujicim zpiso-
bem: buiiky Escherichia Coli (60 g vlhké
vahy), ziskané fermentaci na vhodném pro-
stiedi v pritomnosti kyseliny fenyloctové,
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se pFevedou do fosfatového pufru 0,01 M o
pH 7,0. Surovy produkt, ktery se takto zis-
k4, se zah¥iva t¥i minuty na 50 °C a poté se
sraZi siranem amonnym aZ d¢o dosaZeni pH
5,5. Frakce ziskand v rozmezi hednoty 25
az 75 % nasyceni se oddgli. Tato frakce se
rozpusti v 30 ml fosfétového pufru 0,01 M
0 pH 8, obsahujiciho 30 % objemov§ch gly-
cerinu. Ziskany enzymaticky roztok se pii-
d4d k roztoku polymeru. Emulgace obou fa-
zi se dosdhne intenzivnim tFicetiminutevym
michanim pfi 0 °C.

Emulze se pievede do malého zdsabniku,
udrZovaného p¥i teploté —6 °C, a potom se
pod dusikem zvldkni. Koagulace vldkna se
provadi v toluenu pfi teploté mistnosti.

Toluen se odstrani né&kolikahodinovym
vakuovym suSenim.

Do sklen#né kolony, vybavené termosta-
tovanym pla§tém o vy3ce 70 cm a préiméru
3 cm, se umisti 37 g vidken. Vldkna se pro-
myvaji vodou a glycerinem aZ do vymizeni
bilkovin z promyvacich louht.

Kolonou se necha cirkulovat 600 ml vod-
ného roztoku 2 % hmotnostnich (hmot-
nost/objem) draselné soli penicilinu G
{Squibb). Hodnota pH se udrZuje na 8,0 kon-
tinudlnim pridavanim 0,5 N NaOH pomoci
zafizeni k udrZovani konstantniho pH. Ko-
lona se termostatuje na 37 °C. Po 5 hodi-
néch, kdy se rychlost spotfeby sody sniZi
na 1/20 piavodni hodnoty, se reakéni smés
odtdhne, zchladi na 3 °C, okyseli 2 N HCI na
pH 3,0 {33,5 ml 2N HCl) a extrahuje dva-
krat 200 ml butylacetédtu.

Prvni extrakt obsahuje 298 mg a druhy
extrakt 2 mg penicilinu (stanoveni pomoci
hydroxylaminu). Vzhledem k tomu, Ze cel-
kové mnoZstvi nasazeného .penicilinu bylo
12 g, je konverze 97 %. Chromatograficky
se nezjisti Zddné rozkladné produkty. Hod-
nota pH vodné faze (800 ml), prosté zbyt-
ku nezreagovaného penicilinu a kyseliny fe-
nyloctové, se upravi.pfiddnim 33 ml 2N
NaOH na 7,0 a poté se za vakua pfi 37 °C
odpa¥i na objem 110 ml.

Koncentrovany roztok 6-APA se ochladi
na 0 °C a jeho pH se upravi 3N HCI na 4,2.
6-APA se vysrdii, odfiltruje a za vakua vy-
susi pFi 45 °C do konstantni hmotnosti (6,6
gramu).

Obsah 6-APA ve vodnych matenych lou-
zich z krystalizace (130 ml) je 0,4 % hmot.

Obsah 6-APA v Krystalickém produktu
stanoveny pomoci hydroxylaminu je 97,5 %.
Infrafervenym spektrem, chromatografii a
méFenim optické otddivosti se potvrdi, Ze se
jedna o prakticky gisty produkt.

V priabghu 6 mésici se piesné stejnym
jako shora popsanym zpiisobem provede 10
piiprav 6-APA, vZdy za pouZiti stejnych vla-
ken obsahujicich enzym, ani¥ dojde k ci-
telnému poklesu produktivity.

P¥iklad 2

Postupuje se za stejnych podminek jako

v pifkladu 1 a zvldkiiovdnim se vyrobi vldk-
no s uloZenym enzymatickym pripravkem z
bun&k Escherichia Celi, pfedisténym stej-
nym zplisobem jake v pfikladu 1, ale pat-
néctkréat.

Aktivita stejného mmnoZstvi vlaken jako v
predchéazejicim piikladu je desetkrdt vy33i.

bo stejné kolony jako v prikladu 1 (ob-
jem 480 ml) se uvede 37 g vldken. Vidkna
se promyji vodou a glycerinem aZ do vymi-
zeni bilkovin z promyvacich louhd.

Do zdsobniku o objemu 5 1 se na pofatku
uvedou 3 1 vodného roztoku draselné soli
penicilinu G (Squibb} o koncentraci 2 %
hmot.

Roztok se kontinudiné &erpd do kolony
s vldknem pies zasobnik. Aby se sniZila do-
ba hydrolyzy, je tFeba zajistit naprostou
homogenitu reak&niho prostfedi, smés v
zdsobniku se proto intenzivné michéd a re-
cirkuluje se rychlosti 500 ml/min.

Hodnota pH se udrZuje na 8,0 pfidavanim
vodného 0,5 N NaOH pomoci zarizeni k au-
tomatickému udrZovani pH. Teplota reakc-
ni smési se automaticky udrZuje na 37 °C
termostatovanim kolony.

Priibdh hydrolyzy se miZe sledovat na
zakladé spotieby roztoku NaOH, registro-
vané na zapisovac¢i. Po dvou hodindch a 10
minutach klesne rychlost spotieby hydroxi-
du sodného na méné neZ 5 % plvodni rych-
losti. V tomto okamZiku se reakce zastavi
a smés se odebere z ob&hu. Spot¥eba 0,5 N
NaOH je 310 ml. Z ob&hu se odtadhne celkem
3300 ml volného roztoku, obsahujiciho 6-
-APA, kyselinu fenyloctovou, vzniklé hydro-
lyzou a zbytek nezreagovaného penicilinu.

Kyselina fenyloctovd a penicilin se z re-
akéni smési odstrani extrakci butylaceta-
tem. Extrakce se provadi dvakrat vZdy 1100
mililitry &erstvého rozpoustédla nasleduji-
cim zplisobem:

Reak&ni smés se umisti v zdsobniku o
objemu 6 1, vybavené michadlem. Po ochla-
zeni na 5°C se hodnota pH nastavi piidav-
kem vodného 1 N roztoku HCl na 3. Prida
se 1100 ml butylacetdtu a michanim se pro-
vede dobréd dispergace mezi vodnoua orga-
nickou fazi. V prib&hu michani po dobu 15
minut se kontinudlnim priddvanim 1 N HCI
udrZuje pH na konstantni hodnoté. Poté se
nechd smés 20 minut stat pfi 5°C. U dna se
vytvori vodné faze, kterd je lehce zakalena
pritomnosti stop rozpoustédla ve formé vel-
mi jemnych kapi€ek, vrchni vrstvu tvori Ci-
r& organicka faze. Fédze se rozdéli v dgliCce
a z emulze butylacetatu ve vodné fazi se
gistd vodna faze ziskd odstreddnim.

Celé mnoZstvi vodné faze se zpracuje jes-
t8 jednou stejnym zplsobem s 1100 ml Cerst-
vého rozpoustédla a vodnéa féze se izoluje

stejnym zptisobem. V prib&hu obou extrak-

ci se pouZije 180 ml vodného 1 N roztoku
HCL.

V obou butylacetatovych frakcich se zjis-
tuje za pouZiti hydroxylaminu piitomnost
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penicilinu. V prvni frakci, pochéazejici z prv-
ni extrakce, je obsah penicilinu 3 mmol/l,
ve druhé frakci neni penicilin obsaZen.

Hodnota pH vodné féze, ziskané pfi ex-
trakci, se upravi pfidanim 165 ml vodného
1 N roztoku NaOH na 6,9 a potom se vodné
fdze za vakua odpafi v rotaénim odparova-
ku. Termostatovand lazeii rota&niho odpa-
Fovdku se udrZuje p#i 45 °C, teplota chladici
kapaliny v kondenzatoru je —5°C, tlak na
saci stran& vyvévy je 1 torr. V pribdhu 5
hodin se objem vodné f4ze sniZl na 1,8 pi-
vodniho objemu.

Zbytek se prevede do jednolitrové baii-
ky, ochladi se na 2°C a potom se piidav-
kem 6 N HC! upravi na 4,2. B€éhem tpravy
pH se vysrdZi v krystalické form& 6-APA.
SraZenina se oddé&li vakuovou filtraci a po-
tom se za vakua vysu3i (0,5 torru p#i 45 °C)
do konstantni hmotnosti. Ziskd se 32,4 g
produktu. Mate&né louhy z krystalizace (450
mililitru) se titruji hydroxylaminem a zjis-

ti se, Ze obsahuji 180 mmolu/l 6-APA, coZ
odpovidé 0,39 % hmeot.
- Ziskana 6-APA se znovu rozpusti ve vod#

a titruje hydroxylaminem. Porovndnim se

standardnim roztokem velmi &isté 6-APA,
pfefiSt&né nékolikandsobnym piekrystalo-
vanim, se zjisti, Ze obsah &isté 6-APA v pro-
duktu ‘je 98,5 %. Z plvodnich 161 mmol&
penicilinu se ziské

32,4 x 0,985

516 = 147 mmolu 6-APA.

Za predpokladu, Ze vychozi produkt je
tisty, je celkovy vytdZek 6-APA 91,4 % teo-
rie.

PFi -kontinudlnim provozu se mohou ma-
te€né louhy z krystalizace &é4stetn& recyklo-
vat a: potom vakuové odpafovat. Tim lze
celkovy vytéZek produktu zvysit aZ do mez-
ni hodnoty 95 % teorie.

PREDMET VYNALEZU

1. Zphsob vyroby 6-aminopenicillanové ky-
seliny hydrolyzou penicilinu G, vyznaéujici
se tim, Ze se vodny roztok penicilinu G o
koncentraci 1 aZ 6 % hmotnost/objem hyd-
rolyzuje pfi pH v oblasti 8 v piftomnosti
penicilinacyldzy uloZené ve vldknech z tri-
acetétu celuldzy.

Severografia, n. p., Z&vod 7, Most

2. Zphsob podle bodu 1 vyznaéujici se
tim, Ze na hydrolyzu se pouZivd vodného
roztoku penicilinu G o koncentraci 2 a¥
3 % hmotnost/objem.

3. Zpisob podle bodu 1 vyznadujici se
tim, Ze se roztok penicilinu G p¥ivadi do
hydrolyza&ni zony spolu s pufrem.

Cana 2,40 K¢
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