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(64) Spbsob tpravy fermentaénej pédy

1.

Vyndlez sa tyka spdsobu dpravy fermentadnej pddy pred izoliciou cefalosporfnu C,~na syn-
tetickych Zivieiach. '

Ziskanie cefalosporinu C &istenim ferméntadmnej ﬁﬁdy navizuje na jeho fermentaéhﬁ_priptavu
pomocou ﬁikroorganizmov rodu Cephalosporium, napr. kmefiom Cephalosporium acremonium ATCC
14 553, pridom médium obsahuje biologicky aktfivau létku /Crawford_K. a kol.: Antibiotics pro=-
duction by a species of Cephalosporium. J. Gen. Microbiol. § 71952/, str. 47-59; Hewitt W.

L.: The cephalosporins. The Journal of infections Piseares 128, /1973/. str. 312,

Takéto fermeanta&né postupy sa uviddzajd tieZ napr. vov§vajéiarskych patgntbph &. 570 460,
&. 565 246, &. 570 459, v britskych patentoch &. 820 422, v US patente &, 3 082 {55 a v paten~
te NSR €. 1 492 053. V tychto patentoch sa uvddzajd tie¥ urdité postupy na ziskanie a &istenie
cefalosporinu € zo surovej fermentalnej pddy. :

Spdsoby (istenia cefalosporinu C z fermenta&nej pddy cez N;dgrivéty;Anapriklad N-halo~
alkanoyl, alebo N-benzoyl, extrahujice sa vhodn¥mi organickymi rozpﬁ§£adiamﬁ sd popisané v US
pat. &, 3 739 002, &. 3 835 129, v pat. NSR &..2 255 973, &. 2 157 693 a v pat. ZSSR &islo
282 174, ' " ,

Vyznamnou skupinou izola&nych postupov si spdsoby zaloZené na deleni pomocou syntetickych
ionexov, napr.. franc. pat. &. 1 353 113, brit pat. &. 1 210 823, &. 1 036 125, reésp. austrdlsky
pat. &. 251 922, 455 753, 8véd. pat. &. 198 707, 215 561, 198 707, 541 579,

Hydrofilné antibiotikd, napr. cefalosporin C, sa m8%u zo zloZitjch suspenznych fermentad-
nych péd obsahuiﬁcich velké mnoZstvo rozpustenych organickych a anorganickych zldfenin ziskat
pomocou makroporéznych neionogennych sorbentov, napr. typu Amberlit XAD-2, Ostion §P-1, Diaion
HP-20. '

Izolicie pomocou tychto sorbentov si uvddzané napr. v US pat. &. 3 725 400, resp. ZSSR
pat. &. 350 265. _ '

Podmienkou zdarného priebehu izoldcie na Ziviciach jé predpoklad mat k dispozfcii Eiry
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filerdt, ktory sld¥i ako ;éscrek na hlavu kolon. Pri &isteni cefalosporinu C sa pomocou anor-
ganickych kyselin upravuje pH na 2,7, &im.sa md vyvolat koaguldcia bielkovin.

Po filtrég}i v priebehu adsorpcie dochddza vSak k postupnému dal¥iemu koagulovaniu nie-
ktoryeh rozpustnfch ldtok, hlavne bielkovin, prifom takto znelisteny filtrdt zni¥uje kapacitu
sorbentov a sta¥uje dalZf priebeh izolaZného postupu intahe regenerdcie sorbentov.

Hore uvedené nedostatky odstrafiuje spdsob dpravy fermenta¥nej pddy, ktorého podstata spo-
tiva v tom, Ze k'fermentaénej pdde po biosyntéze cefalosporfinu C sa pridd pri pH 2,5-4,0
5 a¥ 30 mgfml moloviny, pdda sa sfiltruje a'podrobi dalfej purifikédcii. Postup sa mdZfe doplnit
e§te pridavkom 0,5 aZ 5% anionaktivneho detergentu.

0 molovine je zndme, Ze mdZe u niektorych labilnjch nekovalentnych vdzieb ru¥it tercidlnu
Ztruktdru bielkovin a t¥ym spdsobit ich denaturdciu.

Tento denaturadny efekt je velmi potrebny¥, pretofe pre mald termostabilitu cefalosporin
C nie je redlna termokoaguldecia surovej fermentalnej pddy.

Pridavok tejto 14tky apbaobuje zniZenis obsahu rozpustenych proteinev v ziskanom filtrd-
‘Ee, 8o v konefnom efekte zlepXuje adsorpind kapacitu a tieZ regenerdciu poufityech Zivic.

~Anionaktivne detergenty okrem Eistiaceho dfinku p&sobia aj ako antibakteridlne lédtky,
o je yelﬁi d3leZité ako prevencia pred moZnou mikrobidlnou kontamindciou nédplui stipcov,

V tejto skupine detergentov tvoria velkd skupinu pridavky, ktorfch hlavnym podielom je
laurylsulfdt sodny. Komer&ne sa osved&il najm# TERGITOL.

V dal3om je vyndlez bliZSie objasneny v prikladoch postupov bez toho, Ze by sa na tieto
“"akokolvek obmedzoval;

Priklad 1

Surovd fermenta¥nd pSda sa upravi 10 mg mo&oviny na 1 ml pédy, 15 mindt mie3a a potom oky-
seli s kyselinou sirovou zriedenou v pomere 1:4 na pH 2,5. Biomasa a daliie nerozpustné zloZky
sa filtrdciou oddelia od hnedo sfarbeného Eireho filtrdtu, obsahujdiceho 3 600 ug/ml cefalospo~
riﬁu C. _' . ]

6 000 ml tohoto filtrdtu sa perkoluje cez 3 970 ml ndplne ¥ivice Ostion SP~1 pri mernom
zataZeni 1 h-1. Zbytok adsorbdtu z ndplne sa v}tesni 2 000 ml vody a neviazany cefalosporin C
desorbujeme 15%-nym vodnym roztokom acetdnu. : . ‘

Ziska se 3 060 ml eludtu s obsahom 5 000 pg/ml cefalosporinu C, ktory sa podrobi daliej
purifikdeii. _ : )

PouZity Ostion SP~1 sa tegeneruje 12 1 25%-ného vodného roztoku acetdnu s obsahom 2%
NaOH. Potom sa ndpli premyje 2 1 1Z-nej kyseliny sirovej a nakoniec 12 1 vody.

Priklad 2

Spdsob ako v priklade 1, s tym rozdielom, Ze k surovej fermentalnej p3de sa pridd 5 mg
modoviny na 1 ml pddy a cefalosporin C sa zo Zivice eluuje 0,05 N vodnym roztokom NaOH. Na
4 000 ml Ostionu SP-1 sa adsorbuje 5 450 -ml Zireho f£iltrdtu absahujdceho 3 100 pg/ml cefalo- .
sporinu C. Tento sa desorbuje zo sorbentu 0,05 N vodnym roztokom NaOH, prifom v 3 800 ml

eludtovych podieloch sa ziska 82 7 z celkového mno¥stva cefalosporinu C.
Priklad 3

Spésob ako v priklade 1, 8 cim-rozdielom, fe k surovej fermentalnej pdde sa“ptidé 30 mg
mofoviny na 1 ml pddy a pH sa upravi s kyselinou sfrovou na 2,9 /1:4/. Ziskany &iry filtrdt
ga podrobi dal¥ej purifikdcii na Ostione SP-1. '
Priklad 4

Spbésob ako v priklade 1, len s tym rozdielom, Ze k surovej fermenta§nej p8de sa pridé

10 mg moloviny na 1 ml pddy a 0,5 promile anionaktivneho detergentu Tergitolu. Takto upravend
surovd fermentadnd pdéda sa sfiltruje a ¥fry filtrdt podrobf dal¥ej purifikdeii,
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Priklad 5

Spésob ako v priklade 1,

s tym rozdielom, Z¥e k surovej fermentaénej pdde sa prid4d
5 mg/ml mooviny a 5 promile anionaktivneho detergentu Tergitolu a pH sa2 upravi na 4,0 s ky~
selinou sirovou /1:4/.

Takto upravend fermentalnd pbda sa sfiltruje a filtrdt podrobi daliej
purifikdcii. )

PREDMET VYNALETZU

g

1. Spdsob dpravy fermenta¥nej pédy po biosyntéze cefalosporinu c, v&znaéujﬁci sa
,» 5

tym,
Ze k pdde sa pridd, pri pH 2,5 - 4,0 = 30 mg/ml moloviny, pbdda sa sfiltruje 2 podrobi dal-
3ej purifikédeii.

2. Spdsob podla bodu 1, vyznaleny tym, ¥e do fermentanej pddy sa elte pripadne pridd
0,5 -~ 5 7% anionaktivneho detergentu, '
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