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Este invento se refiere & un procedimiento mejorado
para la produccién de dcido 6-aminopenicilénico por degra
dacidén enzimétice de una penicilina. Este invento también
se refiers a un»procedimiento mejorado pare le produccién
de una preparacidn de enz;mas capaz de hidrolizer enzimém
ticamente las penicilinas, particularmente la bencilpeni-
cilina.

En la patente belga nf 569.%28 ¥ en la literatura

cientifica, particularmente en una publicacién de Batche-—
lor et al. en Nature 183, pdginas 257-258 (1959), se des-
criben varios procedimientos para la produccién y recupe-

racién de 4cido 6~-aminopenicildnico, que tiene la siguien

te férmule estructural:

/S \ _-CHy

H,N —-CH —-——-CH

0= i N CH — COOH:

En teles procedimientos, se ocultiva un moho productor de
peniciline en un medio nutritivo y. el écido 6G-aminopenici
lénico o una de sus sales se aisla del caldo de fermenta=
cibn obtenidoo Ia literaturs clentifica también describe
ciertos procedimientos pare la produccién de preparaciom
nes de enzimas capaces de degradar enziméticamenﬁe divers=
sas penlcllinas para produclr écldos 6-am1nopenlollén1co

¥y & las que nos referlremos aqul oomo "gmidesa peniciling!;
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ver patentes estadounidenses nimse 340744845 y 340144846
Nature 187, 236-238, (1960); Je Am. Chem. S0, 82, 3790~
3791, (1960). Todos estos procedimientos anteriores dan
un rendimiento de foido Geminopenicilénico e partir de
bencilpenioilina notablemente inferior al rendimiento ted
ricoy Por lo tanto es tebricamente posible, aunque hasta
ahore, desconocido; un procedimiento mejorado que dé de he
cho meyores rendimientos de deldo 6-sminopenicilénicos Un

tal procedimiento es muy interesante para reducir el cos-
to de produccién de deido 6-eminopenicilénico que es de
gran importancia en la produccién y uso de peniecilinas
gintéticasy | 4 A

Por lo tento, un objeto del presente inventb es pro
porcionar un prooedimie;to me jorado para la producoi?n ds

doido 6-aminopenicilénico que consiste en la escisién en-

- zimética de una penicilinai

Otro objeto de este invento es preparar soluclones

acuosas de amidasa penicilina de magyor eficacla y utilidads

El procedimisnto del presente invento para la produc
cién de dcido 6-aminopenicilénico consiste en fermentar Es-

cherichia coli para producir un caldo de fermentacidn que

contiens amidasa penicilina, trater sgte caldo con un com=
pussto metdlico y una sal de smonio cuaternaria de los til-

pos desoritos més adelante, ailmlar los materiales sélidos
del caldo después de este tratamlento, digolver en agua la

>
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emidesa peniciline contenida en o sobre tales materigles
gélidos para dar una solucidn acuosa de amidaga penicili
na, separar los materiales sédlidos restantes de la solu-
cién acuose de amidase penicilipa, poner en contacto la
solucién acuosa clarificada resultente de amidasa penici
lina con un agente absorbente tal'como carbén activo ¥y

despuds separar todo el material sdlido de dicha solucidn

acuosa y poner en contacto la soluclidn acuosa resultante

de smidase peniciline con una penicilina, con 10 que &g=

+4e {ltima se hidroliza enziméticemente para producir doi

do 6-aminopenicildénicoe

Un procedimiénto preferido del presente invento pa
ra la produccién de una solucién acuosa de emidasa peni-
cilina de mayor eficacia consiste en ératar un caldo de
fermentacidén que contenga la amidasa penicilina con (1)
un compussto metélico y (2) una sal de amonio ouaterns~
ria como 108 descritos mds adelante, aislar los materigw
les sélidos del caldo después de dicho tratemiento, disol
ver en ggua le gmidasa penicilina oontepida en o sobre ta
les materiales sélidos, separer los materiales sélidos
restantes de la solucién acuosa de amidasa penicilina, po
ner en contacto la solucidén acuose resultante de emldasa
penicilina con carbén activo y después seperar tode la ma
teria sélida no disuelta de dicha solucibn acuosall

En le preparacidn de un caldo que contenga la ami=

LnANe eem o ano

Ce e e
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"al celdo una sal de amonio cuaternarie del tipo descrito

dasa penicilina, pueden utilizarse los procedimientos co-

nocidos en la técnica anteriore. Tales procedimientbs im-

plicen el cultivo de Egcherichis coli en un medio nutriti

vo apropiadoe El caldo de fermentacidén asi preparado con-

tiene, ademds de la amidese penicilina y el residuo del
medio nutritivo, ‘todos los productos metabdlicos del mie
cro-organismo ssl como el cultivo vegetativo del micro=-
orgenismo y materiales afiadidos al medio nutritive para fa

vorecer la produccidén de amidase penicilinae
Ds acuerdo con el pregente invento, se afiade a egte .

caldo de fermentacidén un compuesto metdlico soluble en
agua del tipo descrito més adelante en cantidades compren
didas aproximadamente entre 1 y 20 gramos por litro de cal

doe De preferencia se emplea alrededor de 2 a § gremos del
compuesto metédlico por litro de caldo. También se afiade

més adelente en cantidades comprendidas entre 0,025 ¢ y

0,15 % eproximadamente, sobre el volumen de caldo origi-
nal (es decir, de 0,25 g 2 1,5 g por litro aproximadamen-
te del caldo original); de preferencia del 0,05 % al 0,10 %
de dicha sal de amonio cuaternaria sobre el volumen deli
caldo driginal (es decir, alrededor de 0,5 g & 1,0 g por

litro de caldo original)e. Es conveniente, pero no necesa

e L A o S

rio, ailadir al caldo de 2 a 20 ml eproximadeamente de o
lueno por litro de caldoj de preferenciay unos 5 a 10 ml
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por litro de caldo. El compuesto metélico, la sal de amo
nio cuaternaria y el toluenb pueden efiadirse separadamen
te al caldo y mezclarse Intimamente con el mismo o bien a;
se puede mezclar primero el tolueno y la sal de amonio i
cuaternaria y despuds sfiadir la mezcla al caldo y mezolar
con éste. Se prefiere afiadir el compuesto metélico el cal
do en primer lugars : P
Los compuestos metdlicos solubles en aguas que pue- |
den ger utilizados en el procedimiento del pfesenie in-
vento son los hidrdxidos y sales metdlicas que contienen
un catién metélico divelente que no destruyas o inhiba la
amidasa peniailina N qﬁe preferivlemente no.ejerza,un efec
to perjudicial sobre la penicilinae Por consiguiegte,’de-
ben evitarse los cationes metélicos.como mercurio, hierro
y cobres Un grupo preferido de compuestos metélicqs lbi-

les en ol procedimiento de la presente invencién son los

AT,y Ay ey
AT
R R

de férmula MX,, donde M es un catidn motdlico seleocciona—
do entre el grupo formado por los cétiones calcioy bario
y magnesio y donde X es un anién seleccionado entre el
grupo formado por los aniones hidroxilo, cloruro, nitrato, %;
bromuro, acetato y propionéto. El compuesto metdlico- pre— ‘ ﬁ-
ferido es el nitrato cdlcico que de preferencis se usa en | | ?-
ung cantidad de alrededor de unos é,S gramos por litro g;

de caldo de fermentacién de partida. Estos compuestos me-

télicos, o 6l catién metdlico de los mismos, sl parecer

T,
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hacen que la amideasa penicilina sea recuperable del Qaldo

junto con los materiales sélidos, pero no impidé la subsi

- guiente solubllizacidén de dicha emidass penicilina en

aguee
Las sales de amonio cuaternarias Gtiles en el pro=-
cedimiento del presente invento son los cloruros y bromu~
ros de monoalquiltrimetilamonio en los ocusles el grupo al
quilo tiene de 12 a 18 4tomos de carbonoe. Las sales de
smonio cuaternarias dtiles en el procedimiento del presen
te invento son las de férmule R—N(Cﬁ3)301 y R—N(Cﬂs)3Br,
donde R es un miembro seleccionado entre el grupo formado
por radicales de hidrocarburos alifdticos qﬁe tienen de
12 a 18 Atomas de carbono inclusives Por lo tanto R puede
ser dodecilo, tetradecilo, hexadecilo, octadecilo, octade

cenilo y octedecadienilo y mezcles de los mismos

Les gales de amonio cuaternarias descritas en gene-
ral se encuenfran en el mercadoj cualqulera de estas sa=-
les que no sea oomercial puede prepararse siguiendo los
métodog descritos en la literatura técnicels ias gales de
amonio cuaternarias y mezclas de las mismas se encuentran
algunas veces mezcladas con agus, isopropanol u otrog di~
golventes y una pequefia cantidad de cloruro sédicos +tales
mezclas pueden ser utilizadas como fuente de la sal de
amonio cuaté;naria degeadas Ia sal de amonio ouaternaria

preferida es el cloruro de hexadecilitrimetilamonio’s

SN
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Tan pronto como ses pogible después de haber mezcla
do el compuesto metdlico y la sal de amonio cuaternaria,

¥y en su caso el ‘tolueno, con el caldo, se separsn los ma~

‘teriales 86lidos del liguido que sobrenada, por ejemplo

por filtracién o centrifugacién, y se desprecia dicho 1{~-
gquido, que ordinariamente contiene menog del 10 % de la
smidage penicilina originariamente presente en el caldos
Como la amidasa penicilina se disuelve gradualmente en el
liquido que sobrenada, eg conveniente separar rdpidamente.
de aquél los materiales sdélidos, con objeto de reéucir al
ninimo la pérdide de emidasa penicilina en el l{quido que
sobrenada. La porcidn mds importante, éeneralmente supe=-
rior al 90 %, de la esmidasa penicilina originariamente
presente en el caldo estd contenida em o sobre los mate-
riales sdlidos separados del liquido que sobrenadas '
Ia smidass penicilina recuperads con los meteriales
sdlidos se disﬁelve en agua, preferiblemente mezclando di
chos materiales sélidos con el sgua. Hemos encontrado con
veniente, a8l realizar la solucién de la amidasa penicili-
na en esta etapa, utilizer una cantidad de agua comprendi
da entre 8l 10 % y el 200 % aproximademente del volumen
original de caldo. El ugso de voliumenes de agus menores que
el volumen de caldo conducé a una concentracidén de la s0=
lucién de amidage penicilinas Es preferible volver a suse

pender en un volumen de agua equivelente aproximadamente a

¢
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1/5-1/2 del volumen original de caldo. Tos materiales sé-
lidos se mentienen en contacto con el agua durante el
tiempo necesario para que la amidasa peniciline pase a 80
lucién. .

En un procedimiento pyeferido ge agita una suspens
gidén acuosa de los materiales sélidos durante 1 a 24 ho~
res aproximademente, durante cuyo tiempo la emidasa peni-
cilina contenida en el seno de los materiales sélidos o en

su superficie pasa a la solucidén. En aguellos casos en

los que Se’ ha afiadido previamente tolueno sl caldo, el
tiempo necesario para realizar la disolucidén de la amida~
ga peniciline es de unas 2 e 4 horas, es decir un tiempo
menor del requerido en ausencia de tolueno, Despufs de
efectunda le disolucidén de la amidasa penicilina, se se-
paren los materiales sélides de la suspensidén acuosa, por
sjemplo por filtracién o cemtrifugaciéns Los materiales
s6lidos asi recogidos se laven despuds oon asgua y se des-—
precian y les aguag de lavado se afiaden al liquido 80 brgw=
nadente. Es conveniente recoger los materiales sélidos por
filtracidn y lavar el sdlido .recogido con agua en canti=-
dad calculada para ajustar la concentracidn de amidasa pe
nicilina a la concentracidn deseada en el proceso ée hi-
drdéligis de la bencilpenicilina. Habitualmente es conve~
niente llevé; el liquido que sobrenada recogido a 1/3

aproximademente del volumen de caldo originale.

-9 -
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En la etapa siguiente se aflade al liquido que sobre
nada que contiene la amidasa penicilina, carbdén activo en
cantidad comprendida entre 0,2 y 2,0 gramos aproximadamqg
te por litro del caldo de fermentacidén originaly se pre —
fiere alrededor de 0,5 a 1,5 gramos eproximadamente de

carbén activo por litro de caldo original y generalmente

ge emplea alrededor de 1,0 gramos por litro de caldo ori-
ginale En lugar del carbém activo, pueden emplearse otros

agentes sbsorbentes tales como silicato de aluminio y mag

nesio, tierras alcalinas y otros absorbentes débiles, pe-
ro egtos otros agentes generalmentg son menos eficaces

que el carbén activo. En este punto frecuentemente es con
veniente, munque no absolutemente necesario, efiadir al 1i
guido qﬁe-sobrenada una sal de amonio cuaternaria del ti-
po descrito anteriormente en centidad comprendida entre
0,2 y 10 gramos por litro del 1iquido que sobrenada; se
prefieren de 1 a 3 gramos de gal de amonio cuaternaria por

litro del lfquido que sobrenada y hebitualmente se utili-

- zan unos 2 gramos por litros Eg conveniente emplear la

sal de amonio cuaternaria en egte punto del proceso si la

solucidn acuosa estéd enturbiadae. A continuacién la mezcla

se agita lo suficlente para garantizar una dispersidén to=-

tal del carbém activo y de la sal de amonio cuaternaria

(caso de que se emplee) en el seno del liguido que sobré—

nada y'para permitir que los materimles absorbibles sean
1 |

...-10-
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absorbidos sobre el carbém activo. A continuacidén el car—
bén activo y cualquier otra materia sélida contenidos en

el 1iguido que sobrenada se separen del mismo, por ejemplo

por filtracidn o centrifugacidne El liquido resultante es
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una solueidn acuosa prédcticamente pura de amidasa penici-
lina que puede ser utilizads en la hidrolisis de hencilpe-—
nicilinae. ' ‘
En la etapa de hidrélisis, se afiade a la solucidén
de amidasa penicilina una penicilina natural o biosintéti
ca, preferiblemente bencilpenicilina.y la mezcla ﬁe reac-
cidn de hidrdlisis resultante se ajusta a una temperatura
de 209 a 45°C, preferiblemente de 30° a 40°C, y un pH de
6,5 a 9,0, preferiblemente a un pH alrededor de 8, y se
mentiene en tales condiciones alrededor de 1 a 30 horas.
Como el pH de la mezcla de reaccidén tiene tendencia a ba~
jar durante la resccidn ds hidrdlisis, puede Ser necesa=
rio hace? los ajustes de pH aproplados durante el curso
de dicha reaccidn de hidrélisis. Les penicilinas que pue~
den ser utilizadas en el procedimiento de esta invencién
son las penicilinas naturales, por ejemplo penidilina Ky
las penicilinas biosintéticas con un grupo «~metileno en
la cadena lateral aci{lica. Ias penicilinas biosintéticas
de mayor utilidad son les producidas afiadiendo un precur
sor de penicilina a un caldo de fermentacién de penicili

nas. Lag penicilinas preferidas son la bencilpenicilina y

- 11 -
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la fenoximetilpenicilina.
Una vez terminada.la hidrélisis enzimética, puede
recuperarse el &4cido 6—aminopen;cilénico del hidroliza-
do por métodos conocidog. En un método preferido para el
aislamiento y recuperacidén del dcido 6~aminopenicilénico,
el hidrolizado se acidula a pH 2 aproxiuadamente y se £il
tra y la peniciline que no haya reaccionado y el 4cido fe
nilacético que se separa durante la reaccidn se separag

del filtrado por extraceidén con un disolvente orgdnico,
por ejemplo metilisobutilcetona, n~butanol o acetato de

butilo, & pH dcido por ejemplo pH 2 a 3« El deido 6-amino
penicilsdnico puede ser precipitado entonces en la formas
descfita en la patente estadounidense n? 2.941.995 o0 se=
parado de la solucidén purificada en la forma descrita en
la patente estadounidense nf 3.008.9564

BEs conveniente que el caldo de fermentacidn, des-

‘pués de cosechado, se enfrie a menos de unos 40°C y que

todas las soluciones, suspensiones y maeteriales del pro-

ceso se mantengan por debajo de 40°C a través de todas
las etapas subsiguientes previas al uso de la amidasa pe
nicilina en los procedimiento de hidrélisis. Es preferi~
ble mentener la temperatura de todas lag soluclones y ma
teriales del proceso entre 5° y 200C aproximademente.

El caldo de fermentacién que contiene la emidasa

penicilina, en el momento de la cosechaz, se encuentra ge-

B b e Rt T T T e e e S CU P
- . «. PR

R St e o Tl sl

T L L A e T,



10

15

20

25

neralmente alrsdedor de 9. Es conveniente que el caldo,

los materiales sélidos, lag suspensiones acuosas de ma-

teriales sélidos y las soluciones acuosas obtenidos del

.caldo se mantengan & un pH no inferior a 6 y no superior

a 10+« En los casos en los qpe se utiliza en ls primera
etapa nitrato célcico, generalmente no es necesario ajus-
tar el pHe Si el idn metilico utilizado en la primera
etapa se introduce en forma bdsica, por ejemplo una basg
tal como un hidréxido metdlico, puede gser necesario afla—

dir un agente acidulante, por ejemplo solucidén acuosa di
lufda de dcido clorhfdrico, para rebajar el pH. Inversa-

mente, ei dicho ién metdlico se introduce en forma &cida,
por ejemplo en forma de sal como cloruro metdlico, puede

ser necesario elevar el pH mediante la adicién el caldo

de una base, por ejemplo solucién acuosa diluida de hi=

dréxido sddicos

Ia adicidén de tolueno al caldo completo en la eta—
pa en la que se afiade nitrato cdlcico al caldo completo
sirve para reducir el tiempo necesario para disolver la
a;niélasa penicilina de Ja tortas Aungue es conveniente utili
zar alrededor de 2 a 20 ml de tolueno por litro de caldo
en egte etapa como se ha indicado anteriormente, buede

utilizarse mds tolueno pero no cumple ningin propdégito

Gtile
Tos siguientes ejemplos ilusirarédn esta invencién

- 13 -
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sin que esté limitada a los mismose
EJEMPLO 1

Se fermenta Escherichia coli en condicones aerdébicas,

sumergido, para producir 71,5 galones (aproximadamsnte 271
litros) de caldo de fermenta¢idén completo conteniendo 2500
unidades de amidasa penicilina por ml. Una "unidad de ami-
dasa penicilina" es la cantidad de emidase penicilina que
produce 1 meg de 4cido 6-eminopenicildnico en 3 horas a
359C, por hidrdlisis de bencilpenicilina potdsica en solu-
cidén acuosa que contiene el 3 % en peso de esta Ultimas So
bre este caldo completo se afiaden 3369 ml de una solucibn
acuosa al 25 % de nitrato cdleico (contiene 3,4 libras de
nitrato céleico por gelén, 390 g/litro), 280 g de o—bencil-
p-clorofenol, 280 g de bromuro de cetiltrimetilemonio .
(0,96% g por litro de caldo; alrededor del Oy1 % en volu-
men del caldo) y 946 ml de toluenos E1l caldo con los mate-
riales'aﬁadidos se agita durante 15 minutos, se filtra ¥
los matériales sélidos se lavan con 75 litros de aguss ILa

torta sélida himeda recogida pesa 9988 g y da por andlisis
alrededor del 54 % de agua.

EJEMPLO 2
Una porcidn de 100 g de la torta himeda obtenida e
la forma descfita en el anterior Ejemplo 1 se suspends sn
200 ml des una golucidn tempén de fosfato potédsico al 2 %
a pH %,5% Sobre este suspensidn se afiaden 6 g de bencile
;

- 14 -
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K
peniciline potédsica. La mezela resultante se agita durante
17 horas a 359C, se filtra y se lava con agus hasta que el
filtrado asciende & 630 ml. Se determina el contenido de

4dcido 6~aminopenicilédnico en el filtrado y se encuentra que

el rendimiento real de 4cido, 6-aminopenicilénico a partir
de bencilpenicilina potésica eg alrededor del 6% % del ren—
dimiento tedrico.
EJEMPLO 3
4 Una porcidn de 3,455 kg de la torta himeds obtenida
por el procedimiento del Ejemplo 1 se suspende en agua
(unos 3,8 litros) durante 24 horas y despuds se filtra.
Parte A: Sobre una porcidén de 500 ml del filtrado se

afladen 15 g de bencilpenicilima potédsica y la mezcla resul
tante se egita durante 6 horas a 35°C y a uh pH comprendi~
do entre %,5 y 8,5, manteniendo este wvalor del pH mediante'
le adicién intermitente de solucién.acuosa al 10 % de hidrd
xido sddico. Al cabo de este pefiodo de 6 horas de hidréli-
gis, se mide el contenido de dcido 6-aminopenicilénico en
la mezcla de reaccidn de hidrélisis y se determina que el
rendimiento de dcido 6-~aminopenicilénico a partir.de penici
lina G es el T4 % del rendimiento tedrico.

~ Parte Bt Sobre una segunda porcidn de 500 ml del fil-
trado se afiaden 5 g de carbén activo (Darco XB) y la mezcla
resultente se agita durante 15 minutos y después se filtrae

Sobre una poroidn de 200 ml del filtrado incoloro resultan—

- 15 -
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te se afiaden 6 g de bencilpenicilina potédsica para formar
una mezcla de reaceidén de hidrdlisis que entonces se mantis
ne a un pH comprendido entre %,5 y 8,0 durante 6 horas a
350C, manteniendo el pH mediante la a@icidn intermitente =

la mezela de reaccidén de solucién acuosa al 10 % de hidré-

xido sbédicos Al cabo de este periodo de 6 horas de hidrdli-

sis se mide el contenido de dcido 6-aminopenicilénico en la
mezcla de reaccibn de hidrdélisis y se determina que el ren
dimiento de dcido 6-aminopenicilénico a partir de penicili-
na G es el 90 % del rendimiento tebricos

Parte C: Se repite el procedimiento de la Parte B uti
lizendo 4 g de bencilpenicilina potésica en iugar de 6 g
El rendimiento de dcido 6-aminopenic¢ildnico a partir de pe-
nicilina G potédsica es el 90 % del rendimiento tedricol

EJEMPIO 4

Se prepara un caldo de fermentacidén fermentando Esche-
richia colil en.condiciones aerdbicas, sumergido, siguiendo
los procedimientos habituales'y se halla gue contiene 52%0

unidades de amidasa penicilina por ml. Los siguientes expe

rimentos muestran los efectos del uso de diversas cantida~

des de sal de amonio cuaternarial!

Parte A: Una solucidn de 2,5 g de nitrato cdlcico di-
hidrato en 6 ml de agus se aflade a 1 Lllitro del mencionado
caldo de fermentacién. Después de mezelar, se filtra el cal
do y la torta f£iltrada se lava con 150 ml de aguas A‘oonti-

-

- 16 -
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nuscién se suspende la torta filtfada en 200 ml de agua a
la que se afladen 5 ml de tolueno y la suspensidén se agi-
ta durante 3 horas. Después de agitar, se filtra la suspen
piln y los materiales gélidos recogidos se laven con 100
ml de agums El filtrado se agita con 1 g de carbén activo
(Darco XB) y 1,2 ml de "Mezcla de Sales Amdénicas Cuaternsg
rias n® I" ("Quaternsry Ammonium Selt Mixture Noe I')e Ia

"Mezcla de Sales Aménicaes Cuaternarias n® I es un produc
to comercial de Armour & Company de Ohicago; Illinoig,

que se vende bajo el nombre comercial de "Arquad 16=50" y
es una mezcla liquida de sales de amonio cuaternmarias que

contiene, en peso, alrededor del 45 % de cloruro de hexa~

.deciltrimetilamonio, 3 % de cloruro de octadecilirimetil-

ambnio, 2 % de cloruro de octadeceniltrimetilamonio, 35 %
de isopropanocl, 14 % de agua y'1 % de cloruro sédico apro~
ximadamentos

Despuds de mezclar a fondo, toda la materia sélida se
separa de la mezcla por filtracidén y se obtienen 280 ml de
une solucidén acuosa précticamente pura de amidasa, penicili
na que contiene 1950 unidades de amidasa penicilina por ml
y alrededor del 10 % de la amldasa penicilina originaria~
nente presente en el caldoe

Parte B: Sobre una porcidn de 1 litro de este caldo
de fermentacién se afade una solucidén de 2,5 g de nitrato

cdleico dihidrato en 6 ml de agua y 3 ml de una solucidn
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que contiene 10 ml de tolueno y 4 ml de’ Mezcla de Sales
Aménicas Cuéternarias n? I« Después de mezclar se filtra
el caldo y la torta filtrada se lava conA150 nl de agugs
A continuacién se suspende la torta filtrada en 200 ml de
agua a la que se agfiaden 5 m% de tolueno y la suspensidn
se agita durante 3 horas. Despuds de haber agitado, se £il
tra le suspensidén y los materiales sélidos recogidos se

lavan con 100 ml de aguae. El £iltrado se agita con 1 g de
carbén activo (Darco XB) y 1,2 ml de Mezcla de Sales Amé-

nicas Cuaternarias n2 I.

‘Despuds de mezclar a fondo, se separa toda la mate-
ria sélida de la mezcla por filtracién y se obtienen 350
ml de una solucidn acuosa précticamente pura de amidasa De
nicilina que contiene 9590 unidades de amidasa penicilina

por ml y alrededor del 64 % de la amidasa penicilina 6rigg

nariamente presente en el caldo.

Parte C: Se repite el procedimiento de la Parte B
ubtilizando 9 ml en lugar de 3 ml de la solucidn de tolue~
no y sal de amonic ouaternaria; los 9 ml contiensn alreds
dor de 1,3 g de sal aménica cuaternaria. El proceso da lu
ger a 300 ml de una solucibn acuosa préctﬁcamente pura de
amidasa peniocilina qﬁe contiene 500 unidades de amidasa pe
niciling por ml o alrededor del 2,9 % de la amidaéa poni=

cilina presente en el litro de caldo de fermentacién orie

ginal' .
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Parte D: Se repite el procedimiento de la Parte B
utilizando 6 ml en lugar de 3 ml de la solucidn de folug
no y sal de amonio cuaternarls. El proceso da lugar a
298 ml de una solucidén acuosa précticamente pura de ami-
dasa penicilina que contiene 10.470 unidades de smidasa
penicilina por ml o alreded;r del 59 % de la amidasa pe-
nicllina presente en el litro de caldo de fermentacidn
original.

Parte E: Se repite el procediﬁiento de la Parte B
utilizando.; ml en lugar de 3 ml de la solucidn de tolue
no y sel de amonio cuaternmaria’s, E1 proceso da lugar a
318 ml de una solucidn acuosga précticamente pura de amida
sa pénicilina que contiene 9900 unidades de amidase peni-
c¢ilina por ml o alrededor de 59,% % de la amidasa penici-

lina presente en el litro de caldo de fermentacidn origi-

) _nal .

Parte F: Se repite el procedimiento de la Parte B

utilizando 7 ml en lugar de 3 ml de la solucidn de tolue~

no y sel de amonio cuaternaria que se afiade a la suspensidn

acuosa de la torta completa en lugar de afiadirse al caldo

antes de la etapa de filtracidén en la que se obiiene la-

_torta a partir del caldo de fermentacidn. EL proceso da 1lu

gar a 310 ml de una solucidn acuosa précticamente pura de

amidasa penicilina que contiene 5390 uﬁidades.de enidasa

penicilina por ml, que es alrededor del 32 % de la amidasa
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penicilina presente en el litro de caldo de fermentacidn
original.
EJEMPIO 5

Se prepara un caldo de fermentacidn fermentando Es-

cherichia coli en condiciones aerdbicas, sumergido, si-
L] .

guiendo los procedimientos habituales y so halla que con-—
tiene 6690 unidades de amidasa penicilina por ml.

Parte A: Sobre una porcidén de 1 litro de esbe caldo
de fermentacidn se aflade una solucidn de 2,5 g de nitrato
cdleico dihidrato en 6 ml de agua y 2 ul de Mezcla de Sa-
les Andnicas Cuaternarias n? I. Después de mezclar, se
filtra el caldo y la torta filtrada se lava con 150 ml de
aguas A continuacidn se suspende la torta filtrada, con
agitacién,'en 250 ml de agua durante 3 horas. Después se
filtra la suspensidén y la tor'ta filtrada se lava con 200
ml de agua. El filtrado se agzita a continuacidén con 1‘g
de carbén activo (Darco XB)y 1,8 ml de Mezola de Sales.
Aménicas Cuaternarias n® I. Despuds de mezclar a fondos.
toda la materia sdélida se separa de la mezcla por filtra-
cién y se obtienen 440 ml de una solucidn acuosa practica
mente pura de amidasa peniciline que contiene 2940 unide~
des de amidaga penicilina por ml, que es alrededor del
19 % de la amidass penicilina presente en el litro de cal
do de fermentacidn original.

Parte B: Se repite el procedimisnto de la Parte A
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con la diferencia de que se afladen 5 ml de tolueno al cal
do completo en el momento de la adicién del nitrato célei
co dihidrato. EL proceso da lugar a 430 ml de una soluciin
acuosa précticamente pura de amidasa penicilina qﬁe con=—
tiene 6%30 unidades de amidasa penicilina por ml, gque es
alrededor del 43 % de la amidasa penicilina presents en

el litro de caldo de ferumentacldén original.

Parte C: Se repite el procedimiento de la Parte B

con la diferencia de que se omiten los 2 ml de Mezcla de

Sales Aménicas Cuaternarias n? I. El broceso da lugar a
400 ml de una solucidn acuosa pricticamente pura de amida
sa penicilina que contiene 1610 unidades de amidase peni=-
ciline por ml, que es alrededor del 10 % de la amidasa re
nicilina presente en el litro de caldo de fermentacidn
originale

Parte Dt Se repite el procediﬁiento de la Parte B
con la diferencia de que los 2 nl de Mezcle de Sales Amé=-
nicas Cuaternarias n® I se susiliuyen por 2 ml de una megz

cla de sales aménicas cuaternarias que contiene, en peso,

alrededor de 4 % de cloruro de octiltrimetilemonio, 4,5 %
de cloruro de deciltrimetilamonio, 23,5 % de cloruro de
dodeciltrimetilamonio, 9 % de cloruro de tetradecilirime-
tilamonio, 4 % de cloruro de hexadeciltrimetilamonio, 2,5 %
de clorure de octadeciltrimetilamonio, 2,5 % de cloruro de

octadecenilirimetilamonio, 1 % de cloruro sbédice, 36 % de

- 921 =
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isopropanol y 13,5 % de agua. Bl proceso- da lugar a 320
nl de una golucidn acuosa précticaments pura de ‘smidesa
penicilina que contiene 63%0 unidades de amidasa penici-
lina por ml, que es alrededor del 31 % de la amidasa pe-
nicilina presenie en el litro de caldo de fermentacidn
original. .
EJEMPLO 6

Une porcidn de 6,91 kg de le torta himeda obienida

en la forma descrita previamente en el Ejeuplo 1 se sus-

pends en agua (alrededor de 7,5 litros) durante 24 horas,
con agitacidbn, y después se filtra. Una porcibn de 3784

ml del filtrado se mezcla con el 1 % de carbdn activo so-

‘bre el peso del filtrado y se filtra. Sobre 1348 ml del

filtrado (obtenido despuds del tratamiento con carbén) se
afiaden 1,9 g de o=bencil-p=clorofenol y 56,8 g de bencil-
penicilina potésica en 546 ml de agua. La mezcla de reac—
cibén se agita’ durante 1% horas a 95°F (35°C) y pH 8, men—
teniendo el pH en este velor mediante la adicién de solu-
cidn acuosa de hidrdéxide sddico cuando sea necesarioe. Al
cabo del periodo de reaccidn de 17 horas, la mezcla de

reaceidn contiene 14.920 meg/ml de dcido 6-aminopeniciléb-

~nico (86 % del rendimiento tedrico) y 5300 unidades Oxford

por ml de bencilpenicilina (11 % de la penicilina total
afiadida & la mezcla de reaccidn); se ‘toma una muestra de

la mezcla de reaccidn para ser utilizada en la forma des-
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crita en la Parte B y se prosigue ia reacceidn durante 4
horas més. Al cabo de este perlodo de feacoién de 21 ho
ras, la mezcla de reaccién contiene 15.590 meg/ml de

4cido 6-azminopenicildnico (89,6 % del rendimiento tedri-
co) y 3270 unidades Oxford de bencilpeniciline (6,8 % de

la penicilina total afiadida a la mezcla de reaccidn)e.

Tna porcidén de 200 ml del medio que ha reaccionado duran

te 21 horas se ajusta a pH 2 con dcido sulfirico, se ex—
trae con metilisobutilcetona y se ajusta a pH 4 con solu-
cidn acuosa al 10 % de hidréxido sdédicos. Se cristaliza el
4cido 6-aminopenicilénico a lo largo de un perlodo de 4
horas y degpués se recoge por filtracibn, se seca 'y se
halla que pesa 2,05 ge El procedimiento da lugar a un ren
dimiento de Acido 6-aminopenicildnico igual al 59 % del
rendimiento tedrico de bencilpenicilina a 4cido 6~amino-
penicilénico. ) ‘

Parte B: Una porcidn de 500 ml de la mezcla acuosa
de reaccién tomada después de 17 horas de hidrdélisis, co-—
mo se ha descrito en la Parte A,se ajusta a pH 2 con solu
¢idn acuosa de 4cido sulfirico y se extrae con metilisobu
tilcgtona. Degpués de esta extraccidn, la capa acuosa se
ajusta a pH ; ¥ se concentra a vaclo hasta 100 m;. Los
100 ml de concentrado se ajustan a pH 4 con é4cido clorhi

drico 4 N y el 4cido 6~aminopenicildnico cristaliza a lo

largo de un periodo de 4 horas a'pH 4¢ E1 dcido 6-amino-
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penicilénico ge recoge por Tiltraciém, se seca y se halla
que pesa 6,30 g y contiene 980 mog/mg. EL procedimiento
da lugar a un reandimiento de dcido 6-~aminopenicilédnico
igual al 71 % del rendimiento tedrico.

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita

recaerd sobre las siguientes:
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1 ' REIVIIIDICACIONES

1. TUn procedimiento para la produccién de enzimas

amidasa penicilina que comprende las siguientes etapas:

(1) Afladir a un caldo de fermenbacidn que contiene

5 amidasa penicilipa una sal de amonio cuaterna-
ria y un compuesto metadlico seleccionado entre
las sales e hidrdéxidos metdlicos con un catién
metdlico divalente, con lo que dicha amidasa
penicilina se fija a los s6lidos iunsolubles en

10 -agua presentes en el caldo citado;

(2) separar los sdélidos insolubles en agua presen-
tes;

(3) mezclar con-agua dichos sbélidos insolubles en
fé agua, con lo que la amidasa penicilina cltada
j; 15 se disuelve en dicho agua;

(4) separar de los materiales soélidos el liquido
que sobrenada que contiene la amidasa penicili
na;

o . (5) afiadir a dicho liquido que sobrenada un agente
20 adsorbente sélido incapaz de adsorber la amida-
sa penicilinaj; ¥y
(6) separar dicho adsorbente sélido de la solucidn
acuosa para dar una solucidn acuosa purificada
de amidasa penicilina. 7
25 2. Un procedimiento segln la Reivindicacidén 1 en el
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cual el compussto metdlico citado tiene 1la £érmula UXo,
donde M es un catidn seleccionado entre los cationes
caleio, bario y magnesio y dnde X es un anién seleccio—
nado entre los anlones hidroxilo, cloruro, nitrato, bro
nuro, acetato y propionatoa en cuyo procedimiento la sal
de amonio cuaternaria citada estd seleccionada entre
R-N(CH3)301 y R—N(0H3) 3B, donde R es un radical de hi-
drocarburo alifdtico de 12 a 18 4tomos de carbone inclu
sive y en el cual el adsorbente sélido citado es carbén
activoe.

3. TUn procedimiento segin la Reilvindicacién 2 en
el cual gse mezcla tolusno con el caldo de férmentacién,
el compuesto metdlico y la sal de amonio cuaternaria ci=-
tadose

4e TUn procediniento segin la Reivindicacién 3 en
el cual se mezcla con el carbdn activo y el ligquido que
sobrenada citados una sal de amoniovcﬁaternaria seleccio

nada entre R—N(CH3)3CI ¥y R=N(CH,).Br, donde R es un radi

33
cal de hidrocarburo alifdtico de 12 a 18 dtomos de carbg
no inclusive.

. 5« Un procedinmiento segin la Reivindicacién 4 en
el cual se afladen de 1 a 20 gramos del compuesto metéli~

co citado, de 0,25 a 1,5 gramos de la sal de amonio cua-

ternaria citada y de 2 a 20 ml de folueno por litro del

mencionado celdo de fermentacidén; y en el cual se affaden

.
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y
al liguido que sobrenada citado de 0,2 a 2 gramog del car
bdén activo citado por litro de dicho caldo de fermentacidn -
y de 0,2 & 10 gramos de la sal de auwonio cuaternaria men-
cionada por litro de dicho 1iquido gue sobrenadas |

6+ TUn procedimiento,seglin la Reivindicacidn 5 en
el cual el citado caldo de fermentacidn que contiene ani-
dasé penicilina se prepara degarrollando un cultivo de Eg~

cherichla coli,

7. Un procedimiento segén ls Reivindicacién 6 que
incluye l& etapa adicional de &afladir bencilpenicilina a la
uencionada solucién acuosa purificads de amidasa penicili-
na y mantener la mezcla acuosga resultante a una tenperatu~
re comprendida entre 20°C v 4500 y un pH Ge 6,5 a 9, duran
e un perfode de 1 a 30 horas, con lo cual la bencilpenici
line citada se hidroliza engzindticamente a dcido 6-amino=-
penicilédnicos

8. Se reivindica por tltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn gque se solicita:
"UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE ENZIMASY.

Todo conforme queda descrito ¥y rqivindicado en la
presente Memoria descriptiva que consta de veintisiete pé

ginas mecanografiadas.

Madrid, 30 Noviembre, 1966

BERKARDO UNGRIA
P°P7
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