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ZpGsob enzymovych vyrob a zabizeni
k provddéni tohoto zplisobu

(57) ReSeni se tyid zpisobu a za¥{zent
pro enzymové vyroby pomoci zrnitych fil-
trbilnich biokatalyzdtord a jeho vyuii-
véni vgddkové nebo kontinuding.

Vyhodou zpligobu a za¥izeni je pneu-
maticky zplsob michdni reakdni suspenze

8 malym smykovym namdhdnim gelovitych zre

nek biokatalyzdtoru, a tim dlouhd Sivot-
nost biokatalyzdtoru. X rozptylu bublin
plynu v kapaling Efi prneumatickém michdni
a k filtraci reakéni smési od &dstic zr-
nitych biokatalyzdtord slou¥i dvousmerns
pracujici Tiltradni Slen u dna reaktoru.
Reaktor pracuje bud vsddkovs, mnohondsob-
né opakovand p¥i setrvdni zrnitého bio-
katalyzdtoru v reaktoru, nebo p¥Hi zapoje~
ni nejméng dvou reaktord y sérii, konti-
nudlne, Za¥izeni je zvl4¥t vhodné pro
vyrobu 6-aminopenicildnové a T-aminodea-
cetoxy cefalospordnové kyseliny imobili-
zovanymi bunkami nebo enzymy.

1+




1 CS 273 203 B1

Vyudlez se tykd zplsobu enzymovych vyrob a za¥izeni k provdddni tohoto zplsobu
pomoci zrnitych typl biokatalyzdtorl.

Pro enzymové vyrobni procesy, zejména pro enzymové pFemény roztokld p¥irodnich
penicilind na kyselinu 6-aminopenicildnovou (6-APK) nebo pro obdobné procesy p¥iprav
kyseliny 7-aminodeacetoxycefalospordnové (7-ADCK), respektive kyseliny T-aminocefalo-
spordnové (7-ACK), byla popséna nebo navrZens Yada aparaturnich a procesnich FeSeni
pracujicich vsddkovE nebo kontinudlnd.

M.D. Lilly shrnul ve svych pracech (Methods of Enzymology, Vol. XLIV, Academic
Press 1976 a 1979) poznatky o vybéru, konstrukeci a funkei reaktorl pracujicich se zr-
nitymi biokatalizdtory na bdzi imobilizovanych enzymi. Autor se také zabyval reaktory
pro enzymové St&peni penicilind, kdy je nutno respektovat omezenou stabilitu jak vy-
chozi ldtky, pouZitého imobilizovaného enzymu, tak substrdtu a vysledného produkiu
(nap¥iklad 6-APK) p¥i respektovdni poZadavku stdlé regulace mdniciho se pH reakéni
smési,

Basto se uvddi pouZiti pratoduych reaktord v kolonovém uspo¥dddni, naplundngch
ddsticemi biokatalyzdtoru. Nap¥iklad US patent 8. 3 953 291 pouZivéd kolon naplnénych
immobilizovanymi bankami. Nevyhodou tohoto aparaturniho %e¥eni je nep¥esnd kontrola
pH a horSi vyuZiti enzymu oproti optimdlnim hodnotdm. US patent &. 4 113 566 se sna%i
uvedené nevyhody eliminovat zplsobem spodivajicim v rychlé recirkulaci zpracovaného
roztoku mélkym loZem édstic blokatalyzdtoru - tedy 'v principu op&t sloupcem ddstic
biokatalyzdtoru. Ziskand vyhoda pFesné regulace pH je spojena s nevyhodou tohoto
uspo¥dddni, spodivajici v tom, Ze zna¥nd 84st zpracovdvaného roztoku, a to mnohdy
vice jak 50 % je p¥i cirkulaci mimo stdly kontakt s 4sticemi biokatalyzdtoru a po
celou dobu enzymové hydrolyzy je neidelné vystavena degradadnim vlivim teploty a zmd-
ndm pH.

8s. autorské osvéddeni 3. 213 099 Ped{ uspofddéni aparatury na kontinudlni ¥td-
peni roztoku penicilinu ve dvou nebo vice propojenych, mechanicky michanych kotlich
se stdlou dpravou pH p¥itokem roztoku alkdlie. Michand ndplh suspensnfho biokatalizd-
toru zligtdvd ve vznosu a pFed Unikem na vytoku z kotle je zadrZovédna filtradnimi &le-
ny. Toto, jinak jednoduché uspo¥dddni, zshrnuje vS3ak nevyhodu v¥ech mechanicky micha-
nych reaktorl, kdy smykovy dSinek michadla vede d¥ive nebo pozdéji k desintegraci
8dstic biokatalyzdtoru a jejich tlomky bud filtrem podchdzi, nebo, je=11 husty,
f£iltr ucpdvaji.

Snaha pouZivat zrnité typy biokatalyzdtorl tvrdé konsistence, které mechanickému
namdhdni michadlem lépe odoldvaji je op&t spojens s nevyhodou, e mechanicky odolné

v,

typy Gdstic biokatalyzdtort maji v disledku omezené bobtnavosti ni%¥3i specifickou
aktivitu ve srovndni s biokatalyzdtory obsshujici stejné enzymy, ale s vy#3i bobina-
vosti. Tyto protichiidné poZadavky na vlastnosti &dstic biokatalyzdtord vedou obvykle

(YR

k v¥voji a pouZivdni biokatalyzdtord s kompromisnimi parametry.

8s. autorské osvidSeni &. 209 676 uvddi v p¥ikladu 1 mechanicky michany reaktor
s 10% suspenzi zrnitého biokatalyzdtoru danych vlastnosti., Prepodtem lze urdéit, e
byla pouZita koucentrace 770 jednotek enzymové aktivity G-penicilinamiddzy na ml
St3peného 6% roztoku penicilinu G. StZpny proces trval 10krdt opakovédno 90 minut,
V p¥ikladé 4 téhoZ &s. autorského osvdddeni p¥i kontinudlnim procesu na aparatufe
4 sloupcilt naplnénych biokatalyzdtorem spojenfch za sebou bylo v nehybnyeh pritokovich
vrstvdch Edstic blokatalyzdtoru stejného typu jako v p¥ikladu 1 pou¥ito prostorové
koncentrace enzymové aktivity 4.174 jednofek na ml. Vysledkem tohoto postupu bylo
urychleni $t&pného procesu na 20 minut, vypoSteno z pritokové rychlosti. Zrychlendt
pribéhu enzymové reakce bylo takového rdzu, Ze p¥es zatiZeni roztoku penicilinu-G
pufrem a p¥esto, Ze na vstupu bylo pouZito vysokého pH 8,4 ohroZujiciho stabilitu
substrdtu i biokatalyzdtoru, doSlo jiZ po prichodu prvnim &lenem kaskddy s pevnym
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loZem biokatalyzdtoru (o vySce pouhych 9 cm) k netinosnému sniZeni pH na hodnotu 6,3
na vytoku ze sloupce.

Oba uvedené p¥iklady ilustruji kontrastni pFistup k technologickému YeSeni pro-
cesu enzymové bilotransformace betalaktamovych antibiotik.

U michanfch reaktori se v praxi vyZaduje, aby zrnity biokatalyzdtor, ji¥ z dfvo-
di jeho vysoké ceny, vydrZel minimdlng 400 a% 500 vyrobnich cyklt, %j. asi 800 a¥
1 000 hodin provozu, za inftenzivniho michdni. PouZiti pufrovanych roztokd penicilind
se vyluSuje pro zvydené materidlové ndklady a pro sniZenou izolaci produktl enzymové
pYemény z pufrujiciho roztoku.

Ve vyrobni praxi se nejdastdji pouZivaji nap¥iklad pro enzymové 5tdpeni penici-
linu zatim typizované nespecifické, vSeobecn3 pouitelné michané reaktory, kteréd jsou
snadno dostupné v riznych velikostech a jsou levné. Jsou zndmy i reaktory s vlo¥enym
filtradnim dnem a michané mechanicky michadly rliznych konstrukci. Obecnym nedostatlkem
mechanicky michanych reaktori je destruktivni vliv michadla (st#iZn§ efekt) na zrnig-
ka biokatalyzdtoru v michané suspenzi, kdy dochdzi d¥ive nebo pozd&ji k abrazi povrchu
zrnicek, jejich rozdrobovdni, co% sice zvyduje specifickou aktivitu biokatalyzdtoru
zvySenim celkového povrchu zrnidek, ale zdroven po krétké dobd k vyFazeni celd vsddky
biokatalyzdtoru z moZnosti opakovaného pou#iti pro ztrdtu filtrabilnosti na vloZendm
filtradnim dnd. Pou¥iti tvrdSich typd biokatalyzdtort odolnéjsich vice k abrazi mi-
chadlem mé nepfekonatelnou nevyhodu zna¥nd niZdi specifické aktivity téchto typl ve
srovndni g gelovitou formou biokatalyzdtond.

Uvedené nevyhody odstranuje zplisob enzymovych vyrob a za¥izeni k provadéni tohoto
zplsobu za pomocl zrnitych typ& biokatalyzdtort podle vyndlezu, jeho% podstata spodivd
v tom, Ze se vyroba provddi za pneumgtického michdni reakdni smdsi bez abrazivniho
vlivu na zrnka nabobtnalého biokatalyzdtoru prichodem tlakového plynu, s v¥hodou
vzduchu nebo dusiku, filtra&nim dlenem u dna reaktoru a po skondené enzymatické re-
akel slouZi tento Slen k odfiltrovdni zreagovandho roztoku substritu od suspenzniho
biokatalizdtoru. P#i SarZovitém zplgobu vyroby je filtrdt p¥imo ddle zpracovivin na
konedny produkt.

Zplsob podle vyndlezu g za¥izeni p¥i kontinudlnim postupu vyroby spodivd ve vy-
uZiti filtradniho Slemu z v&t3{ &dsti-jeho filtradni plochy k nepPetrZitému prichodu
tlakového plynu do reekdn{ smdsi, a tim k jejich nepfetriitému pneumaticlkému bezabra-
zivnimu michdni a zédroven je mend{ odd$lend 84st filtradnd plochy filtradniho &lenu
vyuzivéna k protism¥rnému odtoku ventilem regulovatelného podilu Edstednd zreagované-
ho roztoku substrdtu, zbaveného prichodem filtranim $lenem suspenzniho bilokatalyzdto-
ru, ktery zlstdvd v reakdnim kotli, do napojeného dal¥iho resktoru. Podil filtrdtu
tekouctho do napojeného druhého reaktoru odpovidd svym objemem trvalému ndtoku roztoku
substrdtu do prvniho reaktoru. Druhy reaktor je vybaven stejnd jako prvy a pracuje ob-
dobn&. Vytok z druhého reaktoru je zpracovdvdn p¥fmo na koneduy produkt. Podle povahy
enzymové reakce a jeji rychlosti mi%e byti sestavena kaskdda v&tSich reaktorfi.

Za¥izeni podle vyndlezu je s vyhodou vybaveno filtradnim Slenem ve formd multi-
porezni kovové desky nebo hrubdji dSrované kovové desky kryté sifovinou o celém pri=
Yezu dna reakénfho kotle a vstupujicl .tlakovy plyn pro pneumatické michdnl prochdzi
filtradnim Glenem, kdy# byl pY¥edem rozptylen na celou spodui plochu filtradniho &lenu
pomoci rozptylovaciho dérovaného potrubi ve tvaru vince.

Vhodny filtradni element mi¥e mit rézné formy a materiilové sloZeni. Osvéddilo
se nap¥iklad FeSeni pomoci vloZeného fale¥ného £iltradniho dna o rozmdru celého pri-
Yezu reakéniho kotle a toto dno je tvo¥eno vyztuZenou deskou z nerezovych vlisovangch
(sintrovanych) drdtd s primdrnou velikosti pord. Nerezovd porézni vloZks mi¥e byti na-
hrazens upnutou hustou filtradni plachetkou z monofilni tkaniny, pop¥ipadd funkci
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filtraéniho &lenu mohou zastdvat filtradni svidky.

Zpisob podle vyndlezu se provddi tak, ¥e pomoci bilokatalyzdtord zrnitého filtrad-
niho typu probihd p#islu$nd enzymovd reakce za eventuilni dpravy pH k pYem&n& daného
substrdtu na Zddany produkt v reaktoru uzplsobeném pro intenzivni pneumatické bez
abrazivniho plsobeni na zrnka nabobtnaného biokatalyzdtoru michdni pomoci tlakového
plyau vstupujiciho do resktoru filtra8nim &lenem. Po skondent enzymové reakce je,
po pFeruSeni pneumatického michdni, reakdni smis sfiltrovéna p¥es tento filtradni &len
8 s biokatalyzdtorem, zistdvajicim v reaktoru Je po pFiddni nového roztoku substritu
nasazena opakované novéd SarZe enzymového procesu vyroby. P#L kontinuflnim zplsobu vy-
roby je v kaskdd& napojenfch nejmén¥ dvou reaktori pneumaticky michdn plynem vatupu~
jicim p¥es filtradni &len roztok substrdtu kontinudlng natékajici do prvého reaktoru.
Filtrdt reakéni suspenze po vhodné primérné dobs prodlevy v reaktoru vytékd kontinudl-
né za stdlého pneumatického michdni reakdni smisi odd¥lenou 8dsti £iltradniho Elemu
do ndlevkovitého sbdrného ¥lenu na spodni strand filtradnfho Slemu & odtud za regulace
vytokovym ventilem do druhého reaktoru, naplnéného také zrnitym blokatalyzdtorem. Zde
enzymaticky proces zapodaty v prvém reaktoru pokraCuje za obdobnych podminek pneumatic-
kého michdni, regulovaného mmoZstvim plynu prochdzejicim £iltradnim $lenem u dna reak-
toru., V p¥ipadd, Ze enzymovd reakece je zdvisld na vpravd pH, je toto mS¥eno pH elek-
trodami a automaticky regulovéno p¥fdavkem reakdnich ¢inidel. V druhém napojeném re-
aktoru je enzymovy proces bud doveden do konce kdyZ primérnd doba prodlevy roztoku
substrdtu v reaktoru odpovidd dob¥ pot¥ebné k dokondent regkce, nebo Gdst filtrdtu
reakéni smési je$td nelplnd zreagovand vytékd nep¥etrZitd zplsobem popsanym u prvého
reaktoru kontrolovand do dal¥ich reaktord stejného typu. U posledniho realktoru vytékd
kone¢nd nep¥etrzitd £iltrdt reaként kapaliny op&t zplsobem popsanym u prvého reaktoru
rychlosti, kterd se rovnd rychlosti ndtoku substrdtu do prvého roztoku a je veden ns
zpracovdni na lkonedny produkt.

Na pF¥ipojenych vyikresech je zndzorndno zaiizent podle vyndlezu, kde na obr. 1
je zndzornéno za¥izeni pro Sarfovity zpisob viroby za preumatického michdni s volnd
odchdzejicim plynem, na obr. 2 je schematicky zndzorn&no za¥izeni pro SarZovity zplsob
vyroby s recirkulaci plynu pro pneumatické michdni a na obr. 3 je zndzornéno za¥izeni
pro nepretrZity zplsob vyroby v kaskddsd nejméné dvou prneumaticky michanych reaktord
na gebe napojenych s volnym odchodem michaného plynu.

ZaFizeni ﬁodle vyndlezu pro Sarfovity zpiisob vyroby je tvoYeno podle obrizku 1
otev¥enym duplikdtorovim reaktorem 1 s filtradnim Elenem 2, rozptylovacim Slenem 3,
vypustnim ventilem 4 a pH elektrodou 5

Za¥izeui podle vyndlezu pro SarZovity zplsob vjroby p¥i pneumatickém recirkulujf-
cim plynem Je tvo¥eno podle schematickéno obrdzku 2 tlakovym nebo uzav¥enym reaktorem
5, filtraénim 8lenem 6, rozptylovacim Slenem T, vypustnim ventilem 8, vypustnym ven-
tilem 3, kompresorem 10, spojovacim.pétrubim 11, pH elekirodou 12.

Za¥izeni podle vyndlezu pro nepfétréiti zplisob vyroby je podle obrdziku 3 tvo¥eno
nejméné dvima reaktory 12 a 18 s filtradnimi &leny 13 a 19, rozptylovacimi Eleny 14
a 20, sbérnymi &leny vitoku 15 & 21, ndtokovym potrubim 16 a napojovacim potrubim 17
u prvého resktoru, vytokovym potrubim-22 u druhého reaktoru a pH elektrodami 23 a 24
u obou resktort. '

Zplsob podle vyndlezu a za¥izeni k provédéni tohoto postupu vyhodné vyuZivd
2v14§tE vysoce nabobtnald, ale k abrazi mdlo resistentni typy zruitych biokatalyzdto-
ri s vysokou specifickou aktivitou pro enzymové vyroby, které zvlddts vyZaduji inten-
zivni, ale p¥i tom Setrné michini reakdni suspeuze, &ehoZ je zde dosaZeno pneumatickym
celoprostorovym zplisobem michdni.

Zplisob podle vyndlezu a za¥izeni k provdd&ni tohoto postupu pro nepretrZity
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vyrobni postup umo¥nuje dosshovat na konstruking jednoduchém a levném za¥izeni vysoké
produktivity za ustdlenych a tedy snadno regulovatelnfch parametrs procesu, co¥ umo¥nu-
je plnou robotizaci procesu vyroby. Uspofi se nasazovaci a sklizeci ztrdtové doby pHi
porovndni se SarZovitym zplsobem vyroby, umoini se zvy¥it koncentraci biokatalyzdtoru

v ndsad8, ani% by se zvysila zddr¥ filtrdtu ve filtradnim kolddi biokatalyzdtoru, a

tim sc podstatnd urychli enzymatlcky proces.

Eliminace mechanického michadla & plisobeni jeho stFi¥nych sil u pneumaticky micha-
ného reaktoru vede p¥li nasazeni stejné vdhové koncentrace biokatalyzdtoru u vysoce na-
bobtnaljch mékkych biokatalyzdtori se specifickou aktivitou o 30 a¥ 50 % vy88i k urych-
leni enzymové reakce o desitky procent reakdnfho Sasu, co? se zvl4Sts projevi u enzy-
movych procesli, kde jak substrdt, tak produkt reakce Je chemicky nestabilni, nap¥iklad
roztok penicilinu p¥i enzymovém StSpeni na 6-aminopenicildnovou kyselinu.

Zpisob vyroby a zafizeni podle vyndlezu jsou objasudny v ndsledujicich p¥ikladech
provedent, které vyndlez doklddaji, ani¥ by jej omezovaly.

Piiklad 1

Popis resktoru: Nerezovy, duplikdtorovy, tlakovy (0,2 MPa pY¥etlaku) reaktor o pra-
covnim objemu 150 litrd a celkovém objemu 225 litrd pFi pomdru primdru ku celkové vydce
1+ 3, d8leny se odnimatelnym dnem na p#{rubdch. Mezi p¥irubami je sevieno faledné d8-
rované dno z nerezové 4 mm desky s kulatymi 1 cm otvory po celé ploSe vnit¥niho priméru
kotle, pokryté dvéma sity dr¥fenymi také sev¥enim pFirub a okrajovym t&smdnim. Spodni di-
standnl sito je vytvofeno z 0,8 mm nerezovych drétd s velikosti ok 3 mm a je pokryto
jemn&j3im filtradnim nerezovym sitem s rozmrem ok 75 mikront. Pod tento filtradni &len
je vyvedena sté&nou dna reaktoru trubka, zakonSend drovanym kruhovym véncem pro p¥ivod
michaciho plynu. Reaktor temperovany teplou vodou v pld8ti na teplotu reakdni smdsi
37 °C je ve vélcovité &dsti opat¥en sklen&nou pH elektrodou zasahujici do bublaného
obsahu reagktoru.

Jako michaci plyn byl pou¥it dusik, kter§ pro prvni ndpln reaktoru byl vpuStén
do systému z tlakové bomby, prochdzel zespoda filtradnim ¥lenem v objemu 50 litrd/min.,
promichdval reskdni smds a vracel se vypustnim ventilem ve viku reaktoru do potrubi
vedouciho k nasdvacimu konci cirkuladniho kompresoru a 3 ného znovu do reaktoru do
vénce pod filtradnim &lenem. :

Do reak&niho kotle byl p¥edem vnesen jednordzovs biokatalyzdtor imobilizovanych
kvasinek zrnitého typu s penicilinamiddzovou aktivitou piipraveny postupem podle &s.
autorského osvdddeni &. 231 458, p¥ifem¥ Sdstice byly zpevnény postupem podle &s. au-
torského osvédSeni 8. 259 997 v silnd dabobtnalém stavu o specifické aktivitd 60 jed-
notek (U)/g sudiny. MnoZstvi vneseného.biokatalyzdtoru Siniloe 30 kg vlhké hmoty v su-
ging& 30 %.

Poté bylo do reakdniho kotle pFivedeno 90 litri demineralizovand vody teplé
+ 1 °C a smds pneumaticky michdna.

V dalSim postupu p¥iddno do reakdniho kotle 7,5 kg surové draselné sole penicili~-
nu V ve form& 60% roztoku v destilovand vods. Tento roztok byl béhem 24 hodin skladovén
v zdsobnim mno¥stvi v uzaviendm smaltovaném zdsobnilky a byl udrZovén na teplotd 0 a¥
3 °c.

Byla zapojena termoregulace reakdni sm¥si médiem v plddti reaktoru na vyslednou
teplotu 37 % & 1 °cC. ' '

Potom byla reakSni smds v kotli dopln¥na demineralizovanou vodou (39 °C) na celko-
vy objem 150 1. Vznikld reakdni smés obsahovala 5%i procentni koncentraci surové dra-
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sclné soli penicilinu V a vlivem okamZitého zahdjeni enzymové reakce dochdzelo I posunu
PH pod poldtedni hodnotu a zapojend automatickd regulace p¥ivodu Epavkové vody do re-
aktoru pofala upravovat pH suspenze na po¥adovanou hodnotu 8,0 + 0,1,

Za uvedenych parametrid procesu ¥izeného automatem enzymovd reakce samovolnd pokra-
Sovala po dobu 105 minut, bshem nich¥ poSdtedni rychld spot¥eba alkdlie nutnd k regula-
ci pH se zpomalovala & ke konci zcela ustala, co¥ je jednim z indikétord ukondeni enzy-
mové reakce,

Po uvedené dobé byl uzav¥en odchod michactho plynu a tlak v kotli zvjSen a% na
0,2 MPa. P¥ivod plynu do reaktorn uzavien a otevien odtok z reaktoru do vakuového zdsob-
niku. Reak®ni smds v kotli byla p¥es filtradni &len odfiltrovdna pomoci p¥etlaku za 6
minut & £iltrdt jimdn ve vakuovém zdsobniku za souSasného chlazeni zdsobniku na teplotu
kolem 5 °C. Stupen enzymové konverze V-penicilinu na 6-APK &inil 99,7 % teorie a stopy
rozkladnych produkti.

Popsany proces enzymové hydrolyzy byl opakovin za stejnych parametri s vyjimkou
toho, Ze nebyl vndSen Zddny novy biockatalyzdtor, ale systém pracoval opaskovand s odfil-
trovanym biokatalyzdtorem z jeho pFedchoz! ndsady, kterd zlistdvd trvale v resktoru.
Operace byly opakovdny celkem 84 krdt v pracovnich cyklech trvajfeich 120 minut vdetnd
Sasovych prodlev mezi jednotlivymi cykiy.

Jednotlivé SarZe konverznich sm&si.byly Sefeny postupem podle ¥s. autorského osvid-
deni €. 218 182 ve vakuovém zdsobuiku dpravou pH v piitomnosti flokulantil a ndslednou
filtraci p¥es celulozové filtradni vlo%ky. Giré filtrdty byly podrobeny krystalizaci
v pFitomnosti 2 ndsobného objemu butylacetdtu k objemu zpracovdvané vodné faze dpravou
PH na hodnotu 4,2 z¥ed&nou kyselinou sirovou (30%). Po krystalizaci byl produkt oddélen
na centrifuze, promyt ledovou destilovanou vodou, suspendovdn v acetonu, znovu odsepa~
rovén a usuSen. 6-APK m&la v priméru Sistotu 99,1 % a primdrny vytéZek ze vSech Sar¥i
8inil v priméru 84,1 % teorie. Celkem tak bylo vyrobeno za 7 dni 307,2 kg 6-APK. Sedi-
mentacni rychlost a filtrabilita biokatalyzdtoru stejnd tak Jako jeho specifickd akti-
vita se nezménila.

P¥iklad 2

PouZitd za¥izeni: Steju¥ jak uvedeno v p¥ikladu 1, s tim rozdilem, Ze jako micha-
ciho plynu bylo namisto dusiku pouZito tlakového vzduchu, ktery nebyl cirkulovdn, od-
chdzel voln& vypustnim ventilem ve viku reaktoru do atmosféry a reaktor v tomto p¥ipa-
d& pracoval beztlakové jako otev¥eny reaktor. Zplsob provedeni enzymové reakce byl za-
chovdn obdobny jako v p¥ikladé 1 se stejnymi opekovanymi ndsadami.

PFi vyhodnoceni celého pracesu p¥i opakovédni stejného poltu uzavienych cykli bylo
dosaZeno stejnych vytéZkh v rdmei statisticky nevyznamnych tdchylek.

P#klnd 3

PouZité zatizeni sestdvalo ze t¥i nerezovych duplikdtorovych reaktorl o pracovnim
objemu 150 litrd. Reaktory byly ve spodni Sdsti d&lené na p¥irubu a dno spodniho dilu
tvo¥il velmi plochy ku¥el. Mezi kuZelové dno a vélcovy trup reaktoru byl sevien filtraS-
ni &leun tvo¥eny vyztuZenou deskou z mutiporézniho nerezového materidlu o primérné veli-
kosti pord 75/um. Pod filtraéuf €len byl vyveden p¥ivod tlakového vzduchu do dérovaného
vénce. Na spodni plochu filtraduiho $lenu byl centrdlnd lehce bodovym svd¥enim p¥ichy-
cen sbérny &len filtrdtu ve form$ nerezové ndlevky o prim$ru 12 cm, kterd svou trubko~

-

vitou vypustni 3dsti byls vyvedena stiedem dna reaktoru do néslednd napojeného dalSfho

=
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reaktoru. Do vSech t¥{ reaktord byl p¥ivdd¥n samostatng tlakovy vzduch v objemu 50 li--
trd za minutu a podle poveld automatické regulace pH p¥isludné ke ka¥dému reaktoru
ddvky Epavkové vody, k udrZovdni pH 8,0 + 0,7. Do prvnfho reaktoru byl kontinudlng
piivddén ddvkovacim Serpadlem roztok substrdtu podle poZadavku pritokové rychlosti
experimentdlng vyvdZené. Kontinudlni vitoky filtrdtd ze vSech 3 realktort, kterd pro-
Sly filtraduimi Sleny byly regulovdny ventily na vytocich v p¥imé zdvislosti na ndtoku
do prvniho &lenu, tek¥e plndni vSech reaktort ztstdvalo konstantni. Pracovui teplota
reaktord 37 °C byla udriovédna teplou vodou v plddti védlcovitych &dsti reaktori. Ostat-
ui pFisludenstvi kontinudlng pracujici linky bylo obdobou pFisluSenstvi aparatury uve-
dené v p¥ikladu 1.

Do kaZdého ze 3 reaktord bylo vuneseno 30 kg vlhké hmoty zrunitého biokatalyzdtoru
immobilizovanych bakterii se specifickou aktivitou 80 jednotek (U) G-penicilinamidéd-
zy/g p¥ipraveného podle §s. autorského- osvédieni . 231 458, pridemZ &dstice byly
zpevnény postupem podle 8s. autorského_ osvéddeni 8. 241 730. Do prvnfho reaktoru v sé-
rii byl privddén 6% roztok draselné soii deacetoxycefalogporinu G p¥ipravovany konti-
nudlnd misenim koncentrovaného chladného roztoku deacetoxycefalosporinu s teplou demi-
neralizovanou vodou bezprostiedns pfedivstupem do reaktoru s vyslednou teplotou 37 °C
+ 1 ¢ p¥il pritodné rychlosti 7,5 litqg za minutu. Zapnuto pneumatické michdni vzdu-
chom, automatickd regulace pH a termorcgulace. Postupn$ naplndn prvni realtor na pro-
covni objem 150 1 a otevieno spojeni s druhym reaktorem v serii. Pretlak dusiku a
uzavirgel orgdn mezi resktory byly naSiaveny ne pritok 7,5 1 £iltrdtu za minutu z pryv-
niho do druhého reaktoru. Obdobud nastaveny vytok z druhého reaktoru do t¥etfho v sé-
rii a vytok z t¥etiho do zpracovatelského dseku celkové aparatury.

Filtrdt z t¥etiho reaktoru byl pritoénd chlazen, jimdn do michaného nerezového
kotle, kde byl vychlazen na teplotu 0 a¥ 3 °C, Vsddkové Se¥eni roztoku bylo provddéno
Upravou pH, flokulaci a filtraci (0,05'% Sdipuru CL-930, pH 6,8, stdni bshem flokula-
ce 15 minut, filtrace p¥es celuldzové filtradni vloZky (postupem podle &s. autorského
osvéd¥eni &. 218 182. ir§ vychlazeny f£iltrdt natékal do smaltovaného extrakiniho
kotle, kde byl ddle zpracovén postupem podle &s. autorského oavédeni &. 218 023 takto:
K filtrdtu byl pFiSerpdn petroléter v objemu 1 : 1 a smds za chladu O az 3 °C stdle
michdna, pH sm¥si postupnd upraveno 30% kyselinou sirovou na hodnotu izoelektrickdho
bodu 7-ADCK (4,2 + 0,05) a krystalizace 7-ADCK dokonZena za michini smdsi po dobu
20 minut. Po zastaveni michdni +¥%kd vodnd fdze vypoudténa na bubnovou centrifugu,
lehkd organickd fdze obsahujici fenyloctovou kyselinu byla odvedena k regenmeraci.
Krystaly promyty v centrifuze ledovou destilovanou vodou, vyjmuty =z odstiedivky a
suspendovdny v acetonu, znovu odseparovény a krdtce promyty studenym acetonem.

Kontinudlni proces enzymové hydrolyzy desacetoxycefalosporinu~G a diskontinudlni
proces izolace 7~ADCK pokrafoval po ustdleni uvedenych regulaénich parametrd po dobu
48 hodin, p¥ilemZ za tuto dobu bylo zpracovdno celkem 21.600 litrd roztoku substrdtu
a ziskdno celkem 621,8 kg 7-ADCK s primérnym obsahem 98,61 % 3isté bezvodé substance.

Po uvedend dobd provozu se specificki sktivita biokatalyzétqru, stejné jako jeho
filtrabilita a sedimentadni rychlost $4stic nezmSnila.

P¥iklad 4

Bylo pouZito za¥izeni a pracovai postup, jak uvedeno v p¥ikladu 1 & tim, ¥e do
reakéniho kotle byl vnesen jednordzovd biokatalyzdtor imobilizovangch bakterii zrnité-
ho typu se specifickou aktivitou 80 jednotek (U) G-penicilinamiddzy na gram suiny
0 celkové hmotnosti 40 kg vlhké hmoty a suding 30 %. Dile postupovdno podle p¥ikladu 1
s tim, Ze celkové mnoZstvi surové draselné sole penicilinu-G pFivedend do reaktoru
ve formé roztoku obnddelo 9 kg a koncenwtrace substritu v reakdni sm¥si byla 6%.
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Za parametrl procesu ¥izeného automatem, jak uvedeno v p¥ikladu 1 hydrolyza skondila
po 75 minutdch. P¥i zpracovdni reakdni sm¥si na krystalickou 6-APK pouZit postup podle
p¥ikladu 1. Popsany proces enzymové hydrolyzy byl opakovdn za stejnych podminek s tim,
Ze jiZ mebyl vndSen Zddny novy biokatalyzdtor, ale systém pracoval opakovand s plvodni
ndsadou biokatalyzdtoru, kterd po filtraci zlstdvals trvale v kotli. Uvedenym postupem
bylo zpracovédno celkem 64 jednotlivych ndsad enzymové hydrolyzy a piipraveno tak cel-
kem 274,1 kg 6-APK o primdrné &istotd jednotlivych Sarii 98,8 %. Sedimenta¥ni rychlost
a filtrabilita biokatalyzdtoru, steju¥ jako jeho specifickd aktivita se nezmgnila.

PREDMET VYNLALEZU

1. Zplsob enzymovych vjrob za pomoci zrnitych typd biokatalyzdtord veddkovd nebo konti-
nudlng, vyznadujici se tim, Ze za st4lé regulace teploty a pH se pneumaticky michd
suspenze substrdtu a zrnitého biokatalyzdtoru prichodem tlakového plynu dvousmérnd
& po dosaZeni Zddouciho stupnd enzymové pFem¥ny se u vsddkového postupu prneumatic-
kého michdni pYerui, reakdni sm¥s se sfiltruje, p¥iSems biokatalyzdtor zdstdvd a

filtrdt vytékd k dalSimu zpracovdni na konedny produkt.

2. Zplsob podle bodu 1, vyznadujici se tim, %e michaci plyn je vzduch nebo dusik, kte-
ry je recirkulovén.

3. Za¥izeni k provddéni zplsobu podle bodu 1 vsddkovym postupem, vyznadujici se tim,
Ze se sklddd z opld¥t&ného reaktoru (1), na jeho? dnd Je filtradni &len (2), roz-
ptylovaci €len (3), vypustni ventil (4) a pH elektrody v pracovni 84sti reaktoru (5),

4. Za¥izeni k provdddni zplsobu podle bodu 1 véédkovjm zplisobem, vyznadujici se tim,
Ze ge sklddd z tlakového nebo ugaviendho opléstovaného reaktoru (5), na jeho¥ dn&
Je filtra¥ni &len (6), rozptylovaci &len (7), vypustni ventil (8), na viku vypusini
ventil (9) napojeny na cirkuladni kompresor (10) spojovacim potrubim (11) a z pH
elektrody ve vdlcovité stén& reaktoru.

5. Za¥izeni k provddini zplsobu podle bodu 1 nep¥etrZitym postupem, vyznalujici se tim,
Ze se sk1l4d4 z nejménd dvou propojengch opléstovanych reaktord (12 a 18), na je-
jichZ dn¥ je vZdy filtrani len (13 a 19), rozptylovaci Elen (14 a 20), na spodni
ploSe filtradniho §lenu jsou napojeny sbirné 8leny (15 a 21), pFifem# do prvého
reaktoru (12) v sérii dsti ndtokové potrubi (16) a vychdzi napojovaci potrubi (17),
na dné druhého reaktoru vytokové potrubi (22) a oba reaktory jsou vybaveny pH elek-
trodami (23 a 34).

2 vykresy
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