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Vyndlez se tykd zplscbu enzymové vy-
roby a izolace kyseliny 7-aminodesaceto-
xycefalosporanové z desacetoxycefalospori-
nu pomoci specidlné vyvinutych, imobilizo-
vanych, bunéénych katalyzdtor(i na bazize-
siténé a permeabilizované biomasy, bunéc-
nych agregdtd, nebo na bazi navzajem che-
micky védzanych mikrobidlnich bung&k obsa-
hujicich enzym penicilinacylazu.

Ziskand Kkyselina 7-aminodesacetoxycefa-
losporanovd slouZi jako zakladni mezipro-
dukt pro vyrobu polosyntetickych desacet-
oxycefalosporinf, zejména cefalexinu.
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Vynalez se tyk4 zplsobu enzymové vyro-
by 7-aminodesacetoxycefalosporanové kyse-
liny {déle jen 7-ADCK]) z N-fenylacetamido-
desacetoxycefalosporinu (ddle jen DAOC-G)
zesiténymi, agregovanymi nebo vazanymi
buiikami s penicilinacyldzovou aktivitou.

7-ADCK je klitovym meziproduktem syn-
tézy alfa-aminocefalosporinovych antibiotik
typu cefradinu, zejména v$ak cefalexinu,
to jest monohydratu kyseliny D-(—)-(alfa-
-amino-alfa-fenylacetamido)-3-methyl-3-
-cefem-4-karboxylové, ktery je vysoce ué&in-
ny, komerén& vyrdb&nym  antibiotikem
proti nékterym pathogennim grampozitiv-
nim a gramnegativnim mikroorganismm,
zahrnuje v to i kmeny necitlivé na pfiroze-
né a polosyntetické peniciliny.

7-ADCK 1ze pfipravit Fadou zpfisobdl, z
nichZ z primyslového hlediska nejvyznam-
n&jsi jsou dva zplisoby. Prvni zplsob vy-
chédzi z draselné soli benzylpenicilinu (pe-
nicilinu G) nebo fenoxymetylpenicilinu (pe-
nicilinu V), jejichZ karboxylové skupiny se
piechodn& chrdni tvorbou snadno zmydel-
nitelnych esterfi, nap¥. p-nitrobenzylesteru,
2,2,2-trichloretylesteru nebo benzylhydryl-
esterfi. Ty se v dalSim stupni pfFevad&ji oxi-
daci v piisludné sulfoxid-estery, které se
Pummererovym pfesmykem méni z penamo-
vych struktur v cefemové, to jest v estery
desacetoxycefalosporini G & V. V dalsim
reakénim stupni je zapotfebi odstranit ne-
Zadouci postranni Fetézec za vzniku 7-ADCK
se stdle jeSté chrdnénou karboxylovou sku-
pinou.

Chréanici skupiny se odstrani a volna 7-
-ADCK se pak acyluje za vzniku cefalexinu,
s vfhodou nap¥. podle €s. autorského osvéd-
geni €. 177 703. Odstranéni neZadouciho po-
stranniho Fetézce u tohoto zplisobu se pro-
vadi vylutn& chemickym zptsobem; sulfo-
xidy benzylpenicilinu nebo fenoxymetylpe-
nicilinu s chranénou karboxylovou skupinou
se uvddéji do reakce s €inidly typu chlo-
ridu fosforeéného, intermedidrn& vznikéa
chloriminovy derivdt, ktery je alkoholyzou
pfevdd&n v prislusny iminoderivdt, nésled-
nd hydrolyza vede k p¥islu§nym esterttm 7-
-ADCK (F. Huber et al, In: Cephalosporin
and Penicillin Compounds, Their Chemistry
and Biology, ed. E. H. Flynn, pp. 27—73,
Academic Press, New York, 1973).

Chemick4d hydrolyza probihd sice s dobrym
vytéZkem, predstavuje v8ak sled velice ne-
pfijemnych operaci, pouZiti velmi agresiv-
nich chemikalii, atakujicich pouZité apara-
tury.

Druhy zpfisob vyroby 7-ADCK je co do pod-
tu technologickych operaci krat$i a z eko-
nomického hlediska vyhodné&j$i. Fenoxyme-
tylpenicilin (penicilin V), zejména v3ak
benzylpenicilin (penicilin G) se pFevadi
nejprve v pfisludny sulfoxid s nechrandnou
karboxylovou skupinou, s vyhodou postupy
podle &s. autorského osv&ddeni & 221 161
a €. 210 739. V dalSim stupni se provadi Pu-
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mmerertv presmyk za vzniku desacetoxy-
cefalosporinu G.

Z uvedeného vyplyva, Ze druhy zpisob
piipravy desacetoxycefalosporinfi pfinasi
detné vyhody a je proto dnes vyuZivan vétsi-
nou vyrobch polosyntetickych cefalospori-
nt. Tim, Ze zcela eliminuje pouZivani chra-
nicich skupin a jejich ndsledné odstraiio-
vani, je podstatné krat3i. I v tomto druhém,
ekonomicky vyhodném zplsobu vyroby 7-
-ADCK, zistdva problém odstran&ni neZ4-
douciho postranniho Fet&zce. Chemicky zpi-
sob, podobné jako u prvého zplisobu, po-
uZiva agresivniho, snadno se hydrolyzuji-
ciho chloridu fosforeéného a méa-li se do-
cilit vysokého vyt&Zku, je nezbytné praco-
vat za nizkych teplot; p¥i vyrobd ve v&t§im
méFitku je tfeba zpracovavat i mimoFf4dnd
toxické odpadni louhy. Chemicky zpiisob od-
straflovdni postranniho Fetézce (desacetyla-
ce) nepredstavuje tedy ani v jednom z obou
uvedenych zplsobG vyhodné FeSeni problé-
mu.

V odborné a patentové literatufe je rov-
n8Z popsén zplisob enzymové desacetylace
postranniho Fet8zce desacetoxycefalospori-
nfl, zejména desacetoxycefalosporinu G, en-
zymem penicilinacylazou, produkovanou riiz-
nymi mikroorganismy, zejména Bacillus me-
gatherium, napf¥. podle NDR patentového
spisu ¢. 97 213, a nativnimi (Zivymi) buii-
kami Escherichia coli, popiipadé rozpust-
nou penicilinacyldzou izolovanou z té&chto
bunék podle €s. AO &. 190 459. Zmin&ny en-
zymovy zplsob desacetylace postrannich fFe-
tézcl desacetoxycefalosporinfi je sice selek-
tivni, vylu€uje Fadu zminé&nych technolo-
gickych a z &&sti i ekonomickych potiZi ve
srovndni s -chemickou hydrolyzou (elimina-
ce agresivnich chemik4lii), avSak vede ke
vzniku produktit 7-ADCK silné znedisté&nych
bilkovinnymi p¥im#ésemi plynoucimi z auto-
lyzovanych bunék, pop¥ipadé z enzymovych
a balastnich bilkovin, coZ vede k izolatnim
ztratdm pri dalSim ciSténi, popripad& k ne-
bezpeci vzniku alergickych reakci p¥i apli-
kaci polosyntetickych desacetoxycefalospo-
rindi, vyrobenych z takto ziskané 7-ADCK v
klinické praxi. L

Dalsi nevyhodou tohoto postupu je, Ze nra-
tivni (Zivé) buiiky, nebo rozpustny enzym
z nich izolovany, lze pro enzymovou reak-
ci pouZit pouze jednordzové, coZ ve svych
dtsledcich znamend nevyhodnou ekonomic-
kou bilanci ve srovnadni s chemickou hydro-
lyzou, nebot pro kaZdou vyrobni SarZi je
tfeba vykultivovat enzymové aktivni bioma-
su ve velkokapacitnim fermentoru pro jed-
nordzové pouZiti. PH eventudlni aplikaci
rozpustného enzymu, pouZitého byt pouze v
technické formé&, néklady na izolaci enzy-
mu 2z bunék mikrobidintho producenta
vzrostou natolik, Ze aplikace takovéto tech-
nologie je ekonomicky neredlna.

Ve snaze o ekonomizaci procesu enzymo-
vé desacetylace postrannich tetdzcti kyse-
liny 7-fenylacetamidodesacetoxycefalospo-
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ranové vyrobené z benzylpenicilinu a kyse-
liny 7-fenoxyacetamidodesacetoxycefalo-
sporanové vyrobené z fenoxymetylpenicili-
nu a k odstranéni zminénych nezadoucich
vlivii,, byly vyvinuty rézné formy, prede-
v3im réznym zplisobem imobilizovanych pre-
paratl enzymu penicilinacyldzy, izolované
z bunék Escherichia coli, Bacillus megathe-
rium, Proteus rettgeri a Erwinia aroidea, u-
moZiujici daldi ekonomizaci procesu pfipra-
vy 7-ADCK, spocivajici predevsim ve vice-
nasobném vsaddkovém nebo kontinudlnim
vyuZiti imobilizovanych forem tohoto enzy-
mu (B. J. Abbott, In: Advances Applied Mic-
robiology, ed. D. Perlman, Vol. 20, pp. 203—
—257, Academic Press, New York, San Fran-
cisco, London, 1976). Jednd se predevSsim o
price japonskych autord (britsky patentovy
spis €. 1324 159), ktefi izolovanou penicilin-
acyldzu z Bacillus megatherium sorbovali
na kfemelinu, aktivni uhli, karboxymetylce-
lulézu, nebo razné iontomé&nné pryskyfice,
a takto fyzikadlng&, resp. fyzikédlné-chemicky
imobilizovaného enzymu pouZili pro piipra-
vu 7-ADCK. Rovné&Z italstl autofi (Cs. pa-
tentovy spis C.
budovali izolovanou penicilinacyldzu z bu-
nék Escherichia coli do vidken triacetdtu
celulézy a tohoto prepardtu pouZili jak pro
enzymovou piipravu 7-ADCK z DAOC—G,
tak pro enzymovou acylaci 7-ADCK methyl-
esterem D-(-—)-fenylglycinu za vzniku ce-
falexinu. Posléze zmin&nd metoda imobili-
zace penicilinacyldzy do vldken triacetatu
celulézy, enzym byl v8ak izolovdn z jiného
druhu mikroorganismu (NSR patentovy spis
§. 2 422 374), byl vyuZit pro p¥ipravu 7-ADCK
pii pouZiti kyseliny 7-fenoxyacetamidodes-
acetoxycefalosporanové &i jejich soli jako
_substrdtu. Naznafenym zplsobem ziskané
imobilizované formy penicilinacylazy, Ilze
pouZit pro piipravu 7-ADCK opakovangé, bio-
logické a ostatni toxické pfimeési v produk-
tu a tim v Kklinickych formach polosynte-
tickych desacetoxycefalosporinii jsou za-
nedbatelné a cely proces ekonomie je fizen
predevsim néklady na katalyzétor, tj. na-
klady na kultivaci enzymové aktivni bio-
masy a predevSim na vytéZzek v izolaci en-
zymu a vyt&Zek jeho imobilizace. Je pocho-
pitelné, Ze v ekonomii celého procesu je li-
mitujicim faktorem zejména vyté€znost izo-
lace enzymu a cena a dostupnost nosict pro
vazbu enzymu a vytéZek imobilizace, vCetné
operaéniho (pracovniho) poloasu imobili-
zovaného enzymu, tj. v praxi hodnota, ko-
likrat, resp. jak dlouho lze katalyzédtor opa-
kované nebo kontinudlné vyuZivat bez vy-
znamné ztraty jeho specifické enzymové a-
¢innosti. V neposledni Fadé hraje vyznam-
nou roli pfi pouZiti imobilizovanych enzy-
mfi Géinnost a stupeil enzymové konverze
substratu na produkt, vytéZek v izolaci a
kvalita produktu.

Byla vyvinuta Fada technologii vyroby bio-
katalyzdtori s penicilinacyldzovou aktivi-
tou uréenych predevsdim pro dcely enzymo-

190 469 fyzikdln& za- .

vé vyroby 6-aminopenicilanové kyseliny (da-
le jen 6-APK) enzymovou hydrolyzou peni-
cilinu, zejména benzylpenicilinu. Jednd se
pFedevsim o imobilizované materialy s pe-
nicilinacyldzovou aktivitou na principu che-
micky imobilizovanych bunék Escherichia
coli a dal3ich mikroorganismi, a to jednak
zesiténych a permeabilizovanych bunék
produk&niho mikroorganismu, umoZiujici
opakované pouZiti tohoto materidlu pro se-
mikontinudlni vyrobu 6-APK, jejich vyro-
ba a pouZiti pro uvedeny tucel je predmeé-
tem &s. autorského osvédfeni ¢&. 201621,
jednak mikrobidlnich buné&fnych agregatl
s penicilinacyldzovou aktivitou, jejichZ vy-
roba je predmétem ¢s. autorského osvédle-
ni ¢. 197 101, dale vyroba navzajem chemic-
ky vazanych bun&k s peniciliacyldzovou ak-
tivitou podle &s. autorského osvédceni C.
203 607, a konetn& vyroba navzdjem che-
micky vdzanych bunék prokaryontnich a
eukaryontnich mikroorganismit s rdznymi
enzymovymi aktivitami, mimo jiné i s akti-
vitou penicilinacyldzovou, podle Cs. au-
torského osv&ddeni &. 209 265.

Citované postupy vyroby téchto biokata-
lyzatort nevyuZivaji izolace enzymu z bu-
nék mikrobialniho producenta a jeho na-
sledné vazby na nosi¢, nybrZz vyuZivaji buii-
ku producenta jako prirozeny nosic aktivity
enzymu a plvodnimi postupy imobilizace
pouze enzym chemicky (kovalentni vazbou)
fixuji uvnit¥ produkénich bunék, pripadné
takto chemicky ,konzervované“ buiiky, o-
dolné vaci autolyze, dalsi chemickou reak-
ci spojuji navzdjem bez pouZiti jakéhokoliv
ve vodé nerozpustného nosi¢e s cilem zdo-
konaleni sedimenta¢nich vlastnosti vznik-
lych &astic, které tvofl integrdlni jednotky
s vysokou penicilinacyldzovou aktivitou.

Vlastnosti zmingnych buné&fnych bioka-
talyzatord, specificka aktivita, enzymova u-
ginnost, mechanickd a enzymové stabilita
gastic a daldi biochemické, fyzikalné-che-
mické a fyzikdlni vlastnosti téchto materia-
1, dovoluji mnohondsobné opakované (dis-
kontinudlni) nebo kontinudlni pouZiti pro
adely vyroby 6-APK. Z ekonomického hle-
diska pak naklady na vyrobu zminénych
typtt biokatalyzétordi jsou minimélni, nebot
technologie jejich vyroby nevyZaduje Zad-
ny komer&ni nosi¢, zahrnuje maly poCet ope-
raci, surovinové néklady na jejich vyrobu
jsou minimalni.

Zjistili jsme nyni, Ze za selektivnich re-
akénich podminek vedeni biochemické re-
akce lze s vyhodou zmin&né imobilizované
bunétné materidly vyuZit pro predmétny
zptsob vyroby 7-ADCK z desacetoxycefalo-
sporinti, ze;ména z DAOC-G, a to jak mno-
honasobné opakovand (diskontinudlné nebo
semikontinualné), tak kontinudlné&, pri vy-
soké ddinnosti enzymové konverze substra-
tu na produkt (95—100% teorie), vysokeé
vytéZnosti v izolaci produktu (molarni vy-
tézek v izolaci aZz 90% teorie) a vysoké
kvalitd (minimdlni obsah tfinné latky pro-
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duktu 95% teorie). Ve spojeni se zjedno-
duSenymi a ekonomizovanymi chemickymi
postupy vyroby desacetoxycefalosporinu G,
které jsou predmétem ¢s. autorskych osvéd-
deni ¢&. 209 641, & 210 739, predstavuje
pfedmétny zplisob enzymové vyroby 7-ADCK
podle vyndlezu komplexni, moderni a eko-
nomicky redlnou chemicko-enzymovou te-
chnologii vyroby tohoto farmaceuticky
dfileZitého meziproduktu, umoZiiujici nésle-
dnou vyrobu polosyntetickfch desacetoxy-
cefalosporintl, zejména cefalexinu.

Zpfisob enzymové vyroby 7-ADCK podle
pfedmétného vyndlezu je vyznaden tim, Ze
se vodny roztok desacetoxycefalosporind G,
s vyhodou jeho soli o koncentraci 6,05—10,0
proc. hmota/objem, s vyhodou 6 % hmota/
/objem, s hodnotou pH 7,0—8,5, s vyhodou
7,8, uvadi pfi teplot§ 10—45 °C, s vyhodou
37 °C, diskontinudlng&, semikontinudlnd ne-
bo kontinudln& ve styk s biokatalyz4dtorem
na bézi zesiténé a permeabilizované bioma-
sy mikrobidlnich producentfi penicilinacyla-
zy nebo na bézi agregovanych nebo navza-
jem chemicky vézanych bun&k producenta
tohoto enzymu, nafeZ se po ukon&ené enzy-
mové konverzi ze supernatantu, popFipads
z matetného louhu po dpravé pH a teploty,
izoluje kyselina 7-aminodesacetoxycefalo-
sporanova. -

Zplisob enzymové vyroby podle predmét-
ného vyndlezu je dédle vyznaden tim, Ze izo-
lace 7-ADCK se provadi v rozmezi teplot
—1 aZ +15 °C, v rozmezi hodnot pH 3,5 aZ
5,0, s vfhodou +2 °C a pH 4,2, popfipads v
pfitomnosti s vodou nemisitelnych organic-
kych rozpou3tédel, zejména benzinu nebo
petroletheru a/nebo se vykrystalizovany pro-
dukt suspenduje v rozpoust&dlech misitel-
nych s vodou, zejména v etanolu & acetonu,
nebo se oba zplisoby kombinuji.

Zphsoby vyroby podle vynélezu jsou déle
doloZeny v prikladech provedeni, aniZ by
se jimi omezovaly.

Poc4tetni koncentrace DAOC-G (v %)
reakéni doba nutné pro kvantitativni
konverzi (min.)

mnoZstvi ziskané 7-ADCK (v g)

obsah 7-ADCK v produktu (v %)
vytézek 7-ADCK (% teorie)

Promyté odsaté katalyzatory byly popsa-
nym zpfisobem a za uvedenych podminek
pouZity jesté jedenkrat, pritemZ bylo dosa-
Zeno stejnych vysledki.

Pfiklad 2

Do Z2litrového sklen&ného reaktoru opa-
tfeného vtavenou porceldnovou fritou S 2
na dné vnitfnfho prostoru reaktoru a vy-
pustnim ventilem uzavirajicim prostor pod
fritou a duplika&nim zafFizenim na ob&Znou
vodni temperaci reakéni smdsi udrZovanou
pomoci ultratermostatu, bylo p¥edloZeno 900
ml demineralizované vody a za michédni ver-

0,23
96,83

Priklady provedeni.
PFiklad 1

Chemicky vdzané mikrobialni buiiky s pe-
nicilinacyldzovou aktivitou vyrobené podle
¢s. autorského osv&d&eni ¢&. 203 607 o para-
metrech: specifickd aktivita 6,5 j./mg vlh-
ké hmoty materidlu, primérné distribuci
velikosti ¢astic 0,15 aZ 0,3 mm a primérném
obsahu su$iny v materidlu 35 %, byly v
mnozstvi & 5 g postupné& suspendovany v
a4 45 ml vodnych roztocich K-soli DAOC-G
(primérny obsah G&inné latky 96,92 %) v
rozmezi pocateénich koncentraci substratu
1,0 az 10,0 % hmota/objem. Enzymova re-
akce probihala pri teploté 37 °C za nepfetr-
Zitého michdni a kontinudlni tpravy pH 0,1
az 1,0 N vodnym roztokem NaOH pomoci
pH-statu v rozmez{ hodnot pH 7,6 aZ 7,8.

Po skondeni enzymové hydrolyzy, kterd
je indikovéna zastavenim spotieby alkélie,
byly Céstice biokatalyzatoru odd&leny va-
kuovou filtraci pres terylenovou plachetku

~a promyty vodou. Ciré roztoky reaké&nich

smési byly ochlazeny na teplotu +4 °C a za
stdlého michani byl priddvdn 25% vodny
roztok Kyseliny sirové za soudasné potencio-
metrické kontroly pH na hodnotu 4,2. Po
tupravé pH reak¢énich smési byly tyto oky-
selené reakéni smé&si ponechdny v klidu cca
1 hodinu p¥i uvedené teplotg.

Po kvantitativni krystalizaci produktu by-
ly krystaly z jednotlivych reakénich smési
postupné& na frité oddéleny vakuovou filtra-
ci a produkty postupn& suspendovdny v 50
mililitrech vychlazeného etanolu (410 °C),
znovu oddéleny filtraci, na frité jesté pro-
myty prebytkem chladného etanolu a vysu-
Seny do konstantni hmoty. DosaZené para-
metry enzymové hydrolyzy, vytéZky a kva-
lita produktu jsou shrnuty jak nésleduje.

3,0 6,0 8,0 10,0
45 90 110 180

0,68 1,44 1,92 2,26
97,7 97,57 92,65 92,24
84,85 86,2 85,5 80,8

tikdlné umisténym ocelovym kotvovym mi-
chadlem o poétu otd&ek 60/min., bylo roz-
pusténo v predloZené vod& 57 g K-soli
DAOC-G o obsahu déinné 1atky 96,92 %. Do
reaktoru byla upevnéna sklen&nd pH-elek-
troda spojend s pH-statem, pH-metrem a
davkavacim zafFizenim pro kKontinudlni Gpra-
vu pH. Po rozpu$téni bylo pH roztoku upra-
veno na hodnotu 7,9 jednonorméalnim roz-
tokem NaOH.

Po vytemperovani roztoku na teplotu 37 °C
bylo za nepfetrZitého michdni priddno 110
gramt vlhké hmoty biokatalyzatoru, jehoZ
parametry jsou uvedeny v pfikladu 1. Po-
moci zmin&ného automatického zafizeni na
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kontinualni tGpravu pH bylo toto nepfetr-
#ité udrzovano na hodnoté 7,8 roztokem 1 N
NaOH v pribshu nepletrZitého michéni a
temperace po celych 90 min. enzymové re-
akce. Po této dobé byla suspenze vakuové
odsata otevienim vypustniho ventilu, pfi-
temZ vtavend frita mezi dnem vnitfniho
prostoru reaktoru umoZnila kvantitativni
oddéleni ¢iré reakéni smési od ¢astic bio-
katalyzatoru, které setrvaly v reaktoru.

Po odsati zreagované kapaliny bylo do
reaktoru, ktery obsahoval vlhkou nepromy-
tou odsatou nasadu katalyzédtoru pouZitou v
pr¥edchozim cyklu, opét predloZeno 900 ml
vody, v které byla piedem rozpuSténa K-
-sfil DAOC-G ve stejné koncentraci jako v
cyklu pPedchozim a cely postup byl opako-
van 10x se stejnou ndsadou katalyzatoru.

Po odsé&ti zreagované kapaliny z kaZdého
z cykld opakované enzymové hydrolyzy, by-
la tato prelita do chlazené nadoby, v které
bylo pfedem piedloZeno 330 ml benzinu vy-
chlazeného na +2 °C a kapalina nepfretrzi-
t8 michéna a chlazena tak, aby vyslednd
teplota se pohybovala v rozmezi +1 aZ +5
stupiift Celsia. pH vychlazené, michané ka-
paliny sestdvajici z organické s vodou ne-
misitelné a vodné fdze bylo upraveno na
hodnotu 4,2 zp@isobem uvedenym v piikla-
du 1. Po priblizng pllhodinovém michéni
po tdpravé pH byla krystalizatni smés pone-
chana v klidu pfi teploté kolem 4 °C pfi-
bliZnd 1 hodinu. Poté byl produkt oddé&len
vakuovou filtraci, vyjmut a suspendovan ve
100 m! ledového acetonu, znovu odélen fil-
traci, na filtru jest& nékolikrat promyt pie-
bytkem ledové vody a vysuSen do konstant-
ni hmoty. -

V 10 opakovanych cyklech pouZiti téZe
ndsady katalyzdtoru bylo celkem ziskdno
292 g 7-ADCK o primérném obsahu u¢inné
latky 96,94 % a celkovém vyt&Zku 89,7 %
teorie. Specificka aktivita katalyzatoru se
po jeho 10ndsobném opakovaném pouZiti
nezménila. Ubytek hmoty katalyzdtoru d¢i-
nil po 10 cyklech 2 % vztaZeno na su$inu
gastic a neovlivnil reak¢ni rychlost a stu-
peit konverze mezi 1. a 10. cyklem jeho opa-
kovaného pouZiti.

Priklad 3

Chemicky vazané mikrobidlni buiiky s pe-
nicilinacyldzovou aktivitou, ziskané postu-
pem podle ¢s. autorského osv&dCeni C.
209 265 o parametrech:
specificka aktivita 2,5 j./mg vlhké hmoty ma-
teridlu, Sastic ve formé& granuli o velikosti
1—3 mm a prédmérném obsahu su3iny 40 %,
byly v mnoZstvi 55 g naplnény do sklené&-
ného sloupce o priméru 2,6 cm s tempero-
vanym plastém. Imobilizovanym materidlem
bylo &erpanc 0,5 1 0,5-molarniho fosfato-
vého pufru pH 7,9, v kterém byla rozpusté-
na K-stl DADC-G v koncentraci 3% hmo-
ta/objem sm@rem zdola nahoru rychlosti
2030 ml/hod., pii teplot& 37 °C. Za tohoto
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uspofddani bylo provedeno 5 opakovanych
enzymovych konverzi 0,5 1 rozotoku sub-
stratu uvedené koncentrace s touZe néasa-
dou katalyzatoru umisténou trvale ve sloup-
ci, recirkulaci reak¢ni smési pfi kontinudl-
ni dpravé pH zfedénou ¢pavkovou vodou (1:
:1) na hodnotu 7,9 v mimo sloupec umisté-
né sklenéné michané nadobé&, v niZ byla ve-
stavéna pH-elektroda spfaZend s pH-statem.
Reak¢ni doba pro kaZdy cyklus enzymové
konverze v recirkuladnim reaktoru Ccinila
120 min.

Po skondeni kaZdé z enzymovych konver-
zi byla zreagovand kapalina zpracovédna
stejnym zptisobem, jak je uvedeno v piikla-
du 2 s tim rozdilem, Ze namisto benzinu byl
predloZen predchlazeny petroléter v mnoz-
stvi 160 m! a odsaty produkt po krystaliza-
ci byl suspendovan opgt v petroléteru, zno-
vu odsat a promyt ledovou vodou a vysuden
do konstantni hmoty.

V 5 opakovanych cyklech pouZiti téZe na-
sady katalyzdatoru v recirkulatnim reakto-
ru s jeho vznosnym loZem bylo celkem ziské-
no 36,5 g 7-ADCK o primérném obsahu a-
ginné 14tky 97,7 % a celkovém vytéZku 91,09
proc. teorie.

Priklad 4

2 1-litrové sklen&né laboratorni fermen-
tatni tanky umist&né ve vodni 14zni vyhi¥i-
vané na 37 °C byly naplnény kaZdy 200 g
vazanych bun&k s penicilinacyldzovou akti-
vitou, jejichZ parametry byly uvedeny v
prikladu 1. Reaktory mély vestavény pH-
-elektrody spiazené s pH-staty a dédvkova-
vic zafizenim roztoku alkalie. Do kaZdého
z reaktori bylo pfilito 500 ml 6% vodné-
ho roztoku K-soli DAOC-G o pH 7,8 a spus-
téna michadla, jejichZ intenzita cCinila 80
aZ 100 otdfek/min. Enzymovd reakce z po-
fatku probihala vsddkovym zplisobem za
mich4ni, temperace a kontinudlni udpravy
pH &pavkovou vodou na hodnotu 7,8, do-
kud koncentrace substrdtu neklesla v prv-
nim reaktoru na 10—15 %, v druhém reak-
toru na 2—0 % vychoziho mnoZstvi. Po do-
saZeni tohoto stavu byl postupn& spuStén
kontinudlni provoz. Ze zésobniku, ktery ob-
sahoval 6% roztok DAQOC-G vychlazeny na
+5 °C, byl Cerpdn pomoci jednoho ferpad-
la roztok substratu do 1. reaktoru rychlosti
0,46 litrG/hod., ¢astecné zhydrolyzovany roz-
tok substrdtu pomoci 2. ¢erpadla z 1. re-
aktoru do 2. reaktoru rychlosti 0,47 litrti/
/hod. (korekce na vzriist objemu zpfisobe-
ném zvétSenim objemu v prvnim reaktoru
pFitokem vets§iho mnoZstvi alkalie] a po-
moci t¥etiho Cerpadla z 2. reaktoru do chla-
zeného zd&sobniku zreagované konverzni
smési (45 °C) rychlosti v rozmezi 0,46 aZ
0,48 litrd/hod. V obou reaktorech bylo udr-
ZYovano pH reakéni smési kontinudln& dav-
kovanim 16% &pavkové vody pomoci dvou
nezdvislych pH-stath. ZadrZovani Castic ka-
talyzatoru v reaktorech bylo dosaZeno tim,
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Ze trubice odsdvajici reakéni smés z reak-
torfl byly opatreny filtraéni plachetkou, kte-
rd byla umisténa tésn& nad michadlem.
Kontinudlni michané reaktory zapojené v
sérii byly v nepfetrZitém provozu 25 hodin,
pfi¢emzZ za tuto dobu bylo kvantitativng hyd-
rolyzovédno 11,7 litrd substratu na poZado-
vany produkt. Izolace 7-ADCK byla prova-
déna krystalizaci produktu jen z vodné fa-
ze se suspendaci a promytim etanolem po-
stupem uvedenym v piikladu 1. Bylo ziskédno
370,6 g produktu o primérném obsahu 7-
-ADCK 96,9 %, coZ je 87,6 % teorie. Speci-
ficka aktivita katalyzdtoru se po 25 hodi-
ndch nepretrZitého provozu nezménila.

Pfiklad 5

1 kg vlhké hmoty buné&tné pasty jednotli-
vé kovalentn& zesit&nych permeabilizova-
nych a promytych bunék E. coli s penici-
linacyldzovou aktivitou (8 j./mg vlhké hmo-
ty), ziskanych postupem podle &s. autorské-
ho osvédceni €. 201 621, bylo suspendovano
v 9 litrech pitné vody a pH suspenze bylo
upraveno 1N roztokem NaOH na hodnotu
7,9. 10 litrfi takto pFipravené homogenni bu-
nééné suspenze bylo pieferpano do 20li-
trového sklensného fermentaéniho tanku u-
misténého ve vodni lazni temperované na
37 °C, do kterého.byla vestavéna sklené&énd
pH elektroda spojend v drivéjSich priikla-
dech zminénym automatickym za¥izenim na-
kontinuélni dpravu pH. Poté bylo do micha-
né (250 otddek/min.) vodné suspenze nasy-
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pano 513 g K-soli DAOC-G a kontinudlnd
udrZovdno pH na hodnot& 7,8 1 N roztokem
NaOH po dobu 90 min. Po této dobé& byly
zesiténé builky odstfedény na odstfedivce
Sharples. Bylo ziskdno 8,4 litri &irého su-
pernatantu, z kterého byla izolovdna 7-ADCK
jak bude ddle uvedeno.

Ridk4 bun&gné pasta obsahujici &4st zrea-
gované reakcéni smési z pFedchéazejiciho cy-
klu byla suspendovana opét v 9 litrech vo-
dy a cely postup enzymové hydrolyzy cerst-
vého roztoku substrdtu byl popsanym zpi-
sobem 5x opakovan, pfiemZ v priitb&hu se-
mikontinualniho pouZiti byly pred zahdje-
nim dalsiho cyklu (po kontrole mnoZstvi
biomasy stanovenim jeji su$iny) kompen-
zZovany hmotnostni ztrdty zplisobené vlivem
manipulace pri odstfedovédni, doplné&nim
Cerstvé zdsobni zesiténé a nepouZité bio-
masy 20 gramt vl. hm. v tfetim cyklu a 50
grami vl. hm. v patém semikontinudlnim
cyklu.

Z jednotlivych semikontinudlnich cykll
byla ze supernatantu izolovdna 7-ADCK po-
stupem uvedenym v piikladu 2 za pouZiti
pFedloZeného vychlazeného benzinu v mnoZ-
stvi 3 litry/cyklus, zpracovani supernatan-
tu zreagované kapaliny, suspendace produk-
tu po filtraci v 1 litru ledového acetonu a
promyti ledovou vodou.

V 5 semikontinuélnich cyklech bylo cel-
kem ziskdno 1,25 kg produktu o obsahu 7-
-ADCK 96,9 %' a celkovém vyt&Zku 85,33 %
teorie.

- PREDMET VYNALEZU

1. Zplsob enzymové vyroby kyseliny 7-
-aminodesacetoxycefalosporanové vyznacu-
jici se tim, Ze se vodny roztok kyseliny 7-
-fenylacetamidodesacetoxycefalosporanové,
s vyhodou jejich soli, o koncentraci 0,05
aZ 10% hmota/objem, s vyhodou 6% hmo-
ta/objem, s hodnotou pH 7,0 aZ 85, s vy-
hodou pH 7,8, uvadi pri teploté 10 aZ 45 °C,
s vyhodou 37 °C, diskontinudlné, semikonti-
nudln& nebo kontinudlné ve styk s bioka-
talyzatorem na bé&zi zesiténé a permeabili-
zované biomasy mikrobidlniho producenta
penicilinacyldzy nebo na bézi agregovanych
nebo navzdjem chemicky vazanych bunék
producenta tohoto enzymu, nadeZ se po u-
kon¢ené konverzi ze supernatantu, popii-

padé z matetného louhu po dprav& pH a
teploty izoluje kyselina 7-aminodesacetoxy-
cefalosporanova.

2. Zpdsob podle bodu 1 vyznadujici se
tim, Ze izolace kyseliny 7-aminodesacetoxy-
cefalosporanové se provadi v rozmezi tep-
lot —1 aZ +15 °C, v rozmezi hodnot pH 3,5
az 5,0, s vfhodou +2 °C a pH 4,2, popfipa-
dé v pritomnosti s vodou nemisitelnych or-
ganickych rozpoust&del, zejména benzinu
nebo petroléteru a/nebo se vykrystalizova-
ny produkt suspenduje v organickych roz-
poustédlech misitelnych s vodou, s vyho-
dou v etanolu ¢i acetonu, nebo se oba zpii-
soby kombinuji.
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