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(54) Sposob ¥renia konverzngch zmesi pri biosyntetickgch vrobsch

V prihladke je navrhnuty spobsob ¢irenia
disperznych systémov pri biosyntetickych vy-
robéch. Na ¢irenie sa pouzivaji malé mno%-
stvé kationaktivnych alebo anionaktivnych
polyelektrolytov vyrabanych na béze poly-
etyléniminov alebo polyakrylamidov.

Pracuje sa v sirokom rozmedz{ teplét a pH.

Na separaciu pevnych podielov je v tych-
to pripadoch potom moZné pouzit beZné fil-
tradné a separadné zariadenia.

218182



“Vynélez sa tyka spdsobu éirenia konverz-
nych zmesi pri biosyntetickych vyrobgch.

Vyroba mnohych latok pouZivanych najmi
v potravinarskom, farmaceutickom a inych
odvetviach priemyslu je moZna len biosyn-
tézou. V skutoénosti je kazdy biologicky pro-
ces sledom enzymatickych reakeii, pri kto-
rych z vychodzich substratov vznikaju a izo-
luju sa pozadované produkty. Takto je napr.
moZné previest pri vyrobe kyseliny askor-
bovej sorbit na sorb6zu, kyselinu fumarovu
na kyselinu asparagovu, 6-azauracil na 6-aza-
uracilribozid, sacharézu na kyselinu gluko-
novu a ziskavat kyselinu 6-aminopenicildno-
v zo soli penicilinov.

Priprava tychto latok sa realizuje v pod-

state tak, Ze sa pripravi kultura biologicky
aktivneho materidlu a po odseparovani fer-
mentaéného média sa pouZije na enzymatic-
ku konverziu. ‘
-V nicktorych pripadoch viak nie je ani
potrebné biologicky aktivnu kultiru z fer-
mentaéného média separovat, konverzia sa
robi pridanim substratu k enzymaticky aktiv-
nej’ kultire potas fermentacie. S

V poslednom ¢ase sa tieto procesy sustavne
zdokonaluju. :Dokazom je ta skutofnost, Ze
sd na enzymatické konverzie ¢oraz viac po-
uzivaju postupy, pri ktorych sa enzym izoluje
z buniek producenta a ‘naviaZe sa na vhodny
nosié. Takéto postupy su véak ndkladné. Eko-
nomicky vyhodnejsie su tie procesy pri kto-
rych sa enzym neizoluje, ale bunky produ-
centa sa maviazu na vhodny anorganicky,
organicky alebo prirodny nosié. Takto pri-
praveny biokatalyzator sa pouZije na enzy-
maticku konverziu.

V CSSR sa realizuje priemyslova vyroba
kyseliny 6-aminopenicilanovej (dalej len 6-
-APK) a kyseliny L-asparagovej enzymatic-
kou cestou. Postupuje sa tak, Ze sa enzym
z kultary producenta neizoluje. Na enzyma-
ticka konverziu sa pouZivaju bud samostat-
né bunky, v ktorych je enzym viazany pomo-
cou chernickych ¢inidiel, alebo nativne bunky
zabudované vo vhodnom nosi¢i. Vyhoda tych-
to postupov je v tom, Ze takto pripravené
biokatalyzatory sa méZu pouzivat na enzy-
matické reakcie opakovane, ¢o znaéne zhos-
podériiuje vyrobny proces.

Nedostatok tychto postupov spoéiva v tom,
Ze sa bunky pri opakovanom pouZivani na-
sledkom mechanickych operacii porusujy,
pripadne sa uvoliuju zo zabudovaného no-
sia. Po odseparovni podstatnej dasti bioka-
talyzatora vznikne disperzny systém s velmi
jemnymi ¢iastotkami. Ich velkost sa pohy-
buje v rozmedzi 0,1—1 um. Takyto systém
nie je moZné vycirif na bezne pouzivanych
kontinudlne  pracujucich  odstredivkach.
Vzhladom na to, Ze v niektorych pripadoch
napr. pri enzymatickej priprave 6-APK je
vysledny produkt enzymatickej reakcie vo
vodnych roztokoch maélo stabilny, musi sa
pocas izolacie spracovavat rychlo. V takychto
pripadoch nie je vobec moZné pouzit na ¢i-
renie klasické filtraéné zariadenia ako napr,

nude, tlakové alebo vakuové filtre. Filtraéné

dosky, pripadne pomocna filtraéna hmota sa

rychlo zanesie malymi ¢iastodkami, rychlost
filtrécie sa spomaluje az klesne na nulu.

Dalsia nevyhoda spodiva v tom, ze ak je
konverznd zmes po enzymatickej reakcii za-
kalend, zhorSuje v mnohych pripadoch izo-
laciu a kvalitu vyslednych produktov. Tak
napr. pri vyrobe 6-APK pri terajsom sp6-
sobe vyroby, byva koneény produkt v rbznej
miere znedisteny fragmentami buniek, prip.
celymi bunkami. Tieto nie je moZné odstranit
z krystdlu ani viacnasobnym premgvanim.
Pri konverzii 6-APK na polosyntetické peni-
ciliny mézu tieto ¢iasto¢ky v koneénom do-
sledku ovplyvnit vytaznost a kvalitu koneé-
nej liekovej formy. ‘

Podobné problémy mnastavaju aj pri ostat-
nych biosyntetickych vyrobach. ,

Pokusmi sme overili, Ze v takychto pripa-
doch je mozné ziskat ¢ire roztoky, ak po se-
pardcii biokatalyzatora sa ku kvapaline prida
malé mnoZstvo polyelektrolytu.

Polyelektrolyty ako je zndme, su linedrne
alebo rozvetvené polyméry s vysokym poly-
merizatnym stuptiom. Ich charakteristickou
vlastnostou je velmi dobra rozpustnost vo
vode. Uz v nizkych koncentracidch tvoria
viskézne roztoky. V roztoku tieto polyméry
disociuju ako dlhé vladkna o dlzke niekolko
desiatok um. Rozhodujuci vyznam pre cha-
rakter organickych polyelektrolytov ma po-
vaha aktivnych skupin, ktoré su naviazané
na polymérnom retazei. Najbeinejdie sa vy-
skytuju skupiny neionické (~CONH,), anio-
nické (-COOH), alebo kationické (-NH,,-NH-)
a pod. ’

Utinky organickych polyelektrolytov pod-
mietiuju hlavne tieto dva faktory:

— naviazanie réznych c¢asti dlhého refazca
makromolekuly na é&iastotky disperzného
systému Wan der Waalsovymi silami, &m
sa tieto Ciastotky premostia, za tvorby
vidsich dastic s vysokou poérovitostou —
flokul. Tieto flokuly potom lah$ie sedi-
mentuju, ¢im dochadza k ¢ireniu disperz-
ného systému.

— elektricky naboj funkénych :skupin po-
lyméru pomdha zvy$ovat jeho rozpust-
nost a vyrazne ovplyviiuje tvar molekily
v roztoku. Tym sa napoméha tvoreniu
mostikov Casticami. Vyznamnej$i je viak
udinok elektricky mnabitych .funkénych
skupin na elektricky nabité ¢astice poly-
disperzného systému. Pomshaju neutrali-
zovat naboj tychto éastic a tym urychluju
flokuldciu a sedimentéciu.

Vyhoda navrhovanych polyelektrolytov
spotiva v tom, Ze ich moZno pouzif v $irokom
teplotnom rozmedzi. pH sustavy pocas reak-
cie sa méZe pohybovat od silne kyslej, az po
mierne alkalickd. Pdsobia uZ v nepatrnych
koncentraciadch. Je potrebné aby sa pridévali
v dostato¢ne zriedenom vodnom roztoku. Naj-
vyhodnejsie su roztoky, v ktorych je kon-
centracia = polyelektrolytu 0,1—0,25 9/p-na.
Takto zriedené roztoky st viak malo stabil-



né. Ich #ivotnost je maximélne 24 hodin. Z

tohoto dévodu je potrebné pripravovat si zd-

sobny roztok o koncentracii 0,5-~1 9/, a tento
" pred upotrebenim nariedit..

Z dostupnych odskusanych polyelektroly-
tov sa nam pri riefeni tohoto problému naj-
lepsie osved¢ili kationaktivne prip. anioaktiv-
ne polyelektrolyty vyrdbané na béze poly—
etyléniminu a polyakryla,mldu

Tieto reaguju a fragmentami buniek, prip.
s celymi bunkami biokatalyzatora. VzmkaJu
flokuly, ktoré su niekolkonésobne vidsie ne
fragmenty buniek a preto Je na vy¢irenie
takto upraveného systému mozné pouzni bez-
né filtratné zariadenia.

Prmclp nami navrhovaného postupu spo-
¢iva v tom, e k reakénej zmesi po predcha-
dzajucej separacii biokatalyzatory sa po pri-
padnej Gprave pH pridd predpisané mnoZstvo
polyelektrolytu. Stistava sa kratko premieSa
_a necha v pokoji tak dlho kym systém vyflo-
kuluje. Potom sa pevny podiel separuje na

vhodnom separac“:nom alebo filtraénom zaria-.

deni.

Vyhoda tohto postupu spoéiva v tom ze
sa ziska uplne ¢iry filtrat. Takymito sposo-
bom je mozné bez viésich nakladov (surovi-
novych a investiénych) $tandardizovaf napr.
vyrobu 6-APK, kyseliny asparagovej a mych
duktov chemickych reakei. .

Zlepsia sa tym podmienky kryébahzame
produkty su uplne biele a bez akychkolvek
primesi bunkovych fragmentov. Vytvoria sa
lep$ie podmienky pre konverziu 6-APK na
polosyntet1cké peniciliny, prip. kys. aspara-
govej na umelé sladidlo. Tato skutoénost po-
zitivne ovplyvn{ aj vyfaznost vyslednych pro—
duktov reakcii.

Sposob realizdcie bliZzlie objasfiujeme na
viacerych prikladoch.

Priklad 1

200 ml konverznej zmesi o obsahu 36,6
g .1t 6-APK sa upravi s HySO; na pH 6,5.
Prida sa 0,2 ml roztoku Sedipuru CL 930
o koncentracii 5 g. 1! (vyrobca firma BASF-
Ludwigshafen NSR). Sustava sa kratko pre-
miesa a nechd staf v pokoji 15 minut. Potom
sa filtruje vakuove za pomoci filtra¢nej hmo-
ty — kremeliny. K vyéirenému filtratu sa pri-

klada 50 ml butylacetatu a zmes sa ochladi
na 5 °C. pH sa upravi pomocou HySO; na 4,2.
Krystalizuje 2 hod. za chladenia a obgasného

premieSavania. Ziskany krystal sa oddeli,
premyje rozsuspendovanim striedavo v schla— :

denej vode a aceténe. Sudi sa 2 hodiny pri
40 °C vo védkuovej suSiarni. Ziska sa 5,8 g
6-APK, ¢o predstavuje 79,23 %/g-nu vytaZnost.

Priklad 2

300 ml zmesi, ktoré obsahuje 16,5 g.lI
6-APK sa upravi pH na 8,0. Prid4 sa k nej
‘1,5 ml roztoku Magnaflocu 155 {(vyréba fir-
ma Allled Colloids — Anglia) koncentracia

2,5 g . I't, dékladne sa premie8a a nechd v po-

koji 10 min. Tekutina sa potom rovnomerne
rozdeli do kyvmt a vy¢iri na laboratérnej od-
stredivke pri 4000 obr./min. Uplne ¢iry su-
pernatant sa kvantitativne vpravi do banky.
Zahusti -sa na vdkuovom rotaénom odparo-
vacom zariadeni pri 40 °C na 150 ml. Dalsi
postup ziskania krys$tdlu je rovnaky ako

v priklade 1. Ziska sa 3,46 g bieleho krystalu

6-APK. Vytaznost pokusu je 69,9 %-na.
Priklad 3

- 200 litrov roztoku 6-APK o koncentracii
36,2 g . 1'* sa upravi na pH 6,4 s HySO,. Prida
sa 0,5 litra sedipuru CF 900 (vyraba firma
BASF — NSR), o koncentracii 2,5 g. 1'%,

Roztok sa mica 5 minut a mato ponecha
v pokoji 15 minut. Sustava sa. sfiltruje na
rotatnom vakuovom filtri za pomoci kreme-
liny. Uplne ¢&iry filtrat sa ochladi na teplotu
5 °C, pridd sa k nemu 60 litrov butylacetatu
a za mieSania sa uprav1 pH na hodnotu 4,2
%omocou kyseliny sirovej o konc. 250 g. I,

al$i postup je rovnaky ako v priklade 1.
Ziska sa 5780 g bieleho krystalu 6-APK o &is-
tote 98,49, Obsah rozkladnych latok je
0,64 % AR

Priklad 4

1800 litrov konverznej zmesi, ktorda obsa-
huje 33,5 g.1! 6-APK, po oddeleni biokata-
lyzatora sa upravi na pH 6,7 kyselinou si-
rovou o kone. 250 g.1l K tomuto roztoku
sa prida 10 litrov vodného roztoku Praestolu
A 751 (vyrdba Chemische Fabrik Stockhau-
gen ~— NSR) o koncentréacii 2,5 g.1t. Zmes
sa dokladne miefa 5 mintt a 15 minut sa ne-
cha staf. Potom sa filtruje cez tlakovy filter
s. azbestocelulézovymi filtraénymi doskami.
Ziska sa &iry filtrat, priepustnost ktorého me-
rand na spektrofotometri Specol pri vinovej
dlzke 510 nm je 98,0 9. Filtrat sa dalej spra-
covava obvykly*n spésobom. Ziska sa 54,5
kg 6-APK, ¢o odpoveda vytazku 79,8 %. Pro—
dukt je b1e1eJ farby s obsahom 6-APK 97,59
Obsah rozkladnych produktov je 0, 57 .

Priklad 5
Z 2000 litrov konverznej zmesi, ktord ob-~

sahuje 150 g. 1! kyseliny asparagovej sa od-
stréni biokatalyzdtor na separatore BRPX —

© 213 Alfa-Laval. pH filtratu sa upravi s HySO,

o kone. 400 g.1? na 5,8. Prid4d sa k nemu 20
lit. roztoku sedipuru CF 900 (vyréba BASF
-~ NSR) o konc. 1,25 g. 1L

Dokladne sa rozmiefa a necha stat 30 mi-
nut. Filtruje sa na vakuovej nuéi cez pomoc-
ni filtraéni hmotu napr. kremelinu. Ciry
filtrat sa upravi na pH 2,8 pomocou roztoku
kyseliny sirovej o kone. 400 g .1\, Necha sa
krystalizovat pri zniZenej teplote 2 hodiny.
Krystal sa separuje na bubnovej odstredivke.
Premyva sa 2)< chladenou HyO a 1)X chla-
denym etanolom. Ziska sa 278,8 kg kys. aspa-
ragovej o &istote 98,59



Priklad 6

Z 2000 litrov konverznej zmesi, Ktora ob-
sahuje 36,5 g . 1t 6-APK sa oddeli biokata-
lyzétor na separatore BRPX 213 Alfa-Laval.
pH tekutiny sa upravi na 6,6 kyselinou siro-
vou. K sustave sa pridd 8 lit. sedipuru CL
830 o koncentrécii 2,5 g . I't. Dokladne sa pre-

miefa’a niechd stat 20 min. Potom sa sustava
separuje na kontinuainej odstredivke AX 218
Alfa-Laval. Ciry filtr4t sa dalej spracovéva
obvyklym postupom. Dosiahne sa 80,8 %y-nej
vytaZnosti. Obsah uéinnej latky v ziskanom
preparate je 97,4 9%-ny; obsah rozkladnych
produktov je 0,74 9/, ' '

PREDMET VYNALEZU

Spbsob éfrenia konverznych zmes{ pri bio-
syntetickych vyrobach vyznaujuci sa tym,
ze disperzny systém sa flokuluje prisadou
kationaktivnych prip. anionaktivnych poly-
elektrolytov na baze polyetyléniminov alebo

Vytla¢ili TSNP, n. p., Martin

polyakrylamidov, priddvanych vo forme roz-
toku vo vode, v mnoZstve 1 a% 100 mg .17,
s vyhodou 12,0 mg . 'Y, pri teplote 0 az 50 °C
apripH1 az 9.

. + Qena Kés 2,40
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