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Esta Invencidn se refiere a un procedimiento para
la produccidn de "D~(~)-d-aminobsncilpenicilina, a la que
se denomina mas adelante, en esta memoria, ampiecilina,

Segin el procedimiento de la presente Invencidn,
se produce ampicilipa, eficazmente, haciendo reacciopar
el dcido 6~amino penicildnico, con un derivado funcional
del dcido D-(~)-d-aminofenilacético, en presencia ds una
nueva bacteria, que pertenece al género Flavobacterium, o
de una enzima producida por ella, omitiéndose para sim-
plificar en lo sucesive el prefijo "D=(=)=" gque figura an-
teriormente. La nueva bacteris utilizada en sl procedimien-
to de la presente Invencidn se descubrid en el suelo de
una determinada zona situada en la prefectua de Osaka,
del Japdn, y se aisld de all{ mediante los presentes in-
ventores,

Se conocen ya en la técnica varios métodos con
respecto a la preparacidn sintética de penicilinas, tales
como la ampicilina, mediante reaceidn quimica pura del
dcido G-eminopenicildnico y el anhidride o cloruro del
deido -~ d~aminofenilacético, o semejante. Sin embargo, se
sabe qus la preparacidn sintética de penicilinas, que
no se encuentran naturalmente, mediante la reaccidn qui-
mica pura, tiene sl inconveniente que de racemizar sl res-
to acilo de la penicilina resultante, lo gque depende de
las condiciones de reaccidn a emplear, Ademds, estos mé-
todos sintéticos son susceptibles de ir acompafiados de
reacciones secundarias indeseables, tales como descompo=-
sicidn, hidrolisis y polimerizacidn de las sustancias reacw
cionantes y de los productos de la reaccidn, durante el

transcursoc de la reaccidn.
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Existe otro método, conocido como "método enzi-
midtico", para producir penicilinas semi-sintéticas, en el
que se emplea, come catalizador, un microorganismo deterw
minado o enzima producida por éste., Por ejemplo, la Pa-
tente de EE.UU. N2 3,079,306, describes un método para pro-
ducir dcidos 6-(acil tipo fenoxi)aminopenicildnico, me-
diante una reaccidn de condensacidn enzimdtica del &4cido
G-aminopenicildnico y un derivado funcional de un cierto
dcido fenoxi-carboxilico, tal como un éster, amida o sal
del mismo, en presencia de una suspensidn celular de Es-
cherichia coli,

Ademdés, la Publicecidn de Patente Sud Africana
Ne 3.870/62, menciona otro método para producir ampicilina,
mediante una reaccidn de condensacidn enzimdtica del dci-
do 6-aminopenicilénico con el éster etilico o la amida del
dcido d-aminofenilacético, en presencia de bacterias taw-
les como Escherichia coli, Alcaligenes faecalis, Aerobac-
ter aerogenes, Proteus, Salmonella, Micrococcus y Arthro-
bacter,

Como puede verse en las descripciones de las
Memorias Descriptives de las Patentes mencionadas, todas
las bacterias, asi como las enzimas formadas por ellas,
denominadas "penicilin-amidasas", utilizadas ambas en
los métodos conocidos, se selcccionan entre agquelilas que
son capaces de inactivar, en el plazo de 24 horas, al
menos el 20 por ciento de la actividad de la penicilina
G, dando per resultado la formacidn de una solucidn debiw-
da a un desdoblamiento parcial del enlace amidico existen-
te entre los grupos fenilacetilo y amino en posicidn 6,

de la penicilina G coma sustrato, cuando ésta (ltima se
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pone en contacto con las amidasas bajo ciertas condiciow-
nes, La actividad perdida de la penicilina G, en la so=-

lucidn resultante, puede restaurarse, al menos en parte,
cuando se trata la solucidn con cloruro de fenilacstilo,

As{, pues los métodos de la témnica anterior es-
tdn basados en el descubrimiento del hecho de que las de-
nominadas "penicilin-amidasas" son capaces de facilitar
el enlace de un grupo acilo y él‘grupo amino del dcido
6-aminopenicildnico, en médio dcido, sabiéndose, primera-
mente, que dichas penicilip-amidasas son capaces de dssw
doblar el enlace G-amido de la penicilina G, en medio al-
calino,

En estos casos, se aprecia qus aundque estas
enzimas particulares muestran uns notable actividad cata-
1{tica para general periicilina G natural, exhiben una ac-
tividad catalitica considerablehente pobre para producir
penicilinas semi-sintéticas,

Bajo sstas circustancias, es dificil obtener las
penicilinas semi-sintéticas deseadas, con una productivi-
dad comercialmente asequible, adn cuando el sustrato se
smplée a concentraciones elesvadas.

Por consiguiente, el principal objeto de la pre-
sente invencidn es proporcionar un procedimiento para la
produccidn selectiva y eficaz de ampicilina, acilando en-
ziméticamsnte el dcido 6-aminopenicildnico como sustrato,
en una concentracién elevada, con un derivado funcional
del dcido d-aminofenilacético, sin reacciones secundarias
indeseables concurrentes que implican racemizacidn y des=-
composicidn, que podrfan tener lugar en los métodos qui-

micos puros conocidos, para producir penicilinas semi-sip

.. 383203
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téticas,

Con el fin de conseguir el objeto anterior, se
tuvo éxito, después de una investigacidn extensa, al lo-
calizar y aislar una bacteria particular, perteneciente

5 al género Flavobacterium, a la que se did el nombre de

"Flavobacterium 44-102", La bacteria se caracteriza por
el hecho de que produce una penicilin-amidasa que se dis-
tingue totalmente de las enzimas o penicilin-amidasas co-
nocidas hasta la fecha, en virtud de su excelente activi-

10 dad catalitica para producir ampicilina, més bien que pe-
nicilina G, a partir del 4cido 6-aminopenicildnico. Se ha
establecido aqui, segin la presente Invencidn, un nuevo
método enzimdtico para preparar ampicilina, utilizando di-
cha bacteria,

15 Las caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas de

la cepa de la bacteria, son las siguientes:

R. Obssrvaciones microscdpicas en dgar nutriente
(1) Aspecto:

20 Células de forma de barra recta, con extremos rew

dondeados, casi aisladas, algunas veces en pares, pero no
en cadenas largas o masas irregulares,
(2) Tamafios : 0,5-0,8 a 2,0-2,5 micras.

(3) Motilidad: Ninguna

S
(7]

(4) Flagelos: Ninguno
(5) Formacidn de esporos: Ninguna

(6) Cepa Gram: Negativo,

B. Caracteristicas morfoldgicas

30 1, Caldo nutriente a 272C durante 96 horas:

383293
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Turbio con un ligero sedimento blancc y con un
anillo sobre la superficie
2. Agar nutients:

(1) Cultivo inclinpado a 272C durante 48 horas:

Crecimiento abundante, wmucoso, amarillo y bri-
llante; no crecs a una temperatura de unos 372C; con pig-
mento insoluble en agua.

(2) Cultivo en placa a 272C durante 48 horas:

Colonias mucosas, amarillas y brillantes
3. En caldo nutrisnte de glucosa, a 279C durante 96 horas:
Un anillo uniformements turbioc sobre la superfi-
cie
4, Agar nutriente a 272C durante 96 horas:
Crecimiento ligeramente lento; colonias mucosas,
amarillas y brillantes, cen pigmento insoluble en agua,
5. Cultivo sn fragmento de galafina a 202C durante 96
horas:

Crecimiento solo en la superficie, colonias ama-
rilles, no crece en el fragmento, licuacidn ula o casi
nula,

6, Tornasol-leche:

279C, Después de 158 horas, blanco daescolorido,
no hay cambio en el valor del pH y no hay coagulacidn,
7. Agar inclinado con sales inorgdnicas y glucosa:

A 279C duresnte 7 dias, desearrollo muy lento de

células amarillas,

C. Propicdades fisioldgicas:

1, Crecimiento busno a 248C; no hay crecimiento a
378ec

w4

T
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2. Necesidad de oxigeno: Aerobio
3. Reduccidn de nitrato a nitrito: MNegativa
4, Produccidn de indol: Negativa
5. Produceidn de sulfure de hidrdgeno: Negativo
5 6. Licuacidn de dgar: Negativa
7o Licuacidn de gelatina: Negativa o débil
8, Necesidad de sales para el crecimiento: Negativa
9. Sobre trozo de patata: Lista amarilla
10, Actividad de catalasa: Positiva
0 11, Hidrolisis de almiddn: Negativa
12, Coloracidn rédpida de dcido: Negativa
13, Utilidad o asimilacidn del dcido 2,4-diclorofenc-

xiacético como fuente de carbono: Negativa

15 D. Ensayo de fermentacidn con hidratos de carbono

No tienen lugar formaciones de dcidos y gases en
contacto con:
Ribosa, xilosa, glucosa, fructosa, pgalactosa, sor-
bosa, arabinosa, rafinosa, lactosa, sacarosa, ramnosa, mae
20 nosa, maltosa, melibiosa, mslecitosa, trehalosa, dextrina,
almidén, glicerina, xilita, eritrita, sorbita, adnita,
inosita, manita, esculina, salicina e inulina,
Comproblando los datos anteriores, conforme a las
ensefianzas de Bergsy en "Manual of Detsrminative Bacterio-
25  logy", 72 edicidn, es seguro que existe una cierta seme-
janza entre las caracteristicas de la bacteria especifica~-
da y la Flavobacterium peregrinum conocida. Sin embargo
existe una distincidn clara entre las dos, debido a que
la primera de las bacterias muestra caracterfsticas tales

30 como licuacién de la gelatina considerablemente débil, de=-
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bilitacidn fuerte del tornasole~leche y no utilizacidn o
asimilacidn del dcido 2,4-diclorofenoxiacético.

Por consiguiente, es obvio que la Flavobacterium
EF 44-102, es una nueva bacteris que se distingue de las
conocidas. Los especimenes de dicha nueva bacteria hanp si-
do depositados en el FERMENTACION RESEARCH INSTITUTE de
JAPON bajo la denominacidn FERM-P N2 343, as{ como en la
AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION, béjo el Ndmero asignado
ATCC 21429,

Come se ha mencionado en diversas comunicaciones
y Memorias Descriptivaé de Patentes se han obtenido di-
versas penicilin-amidasas con la ayuda de varios microor-
ganismos, Estos se clasifican, generalmente, en dos gru-
pos, segln sus comportamientos enzimdticos individuales
frente a sustratos penicilinicos, El primer grupo deriva
de las bacterias y es capaz de hidrolizar fdcilmente la
penicilina G, y el seogundo grupo estd ampliamente distri-
buido entre Actinomycss y hongos Filamentous, y es capaz
de desdoblar, rdpidamente, la penicilina V y la penicilina
K, Por ejemplo, segin el articulo de C.A. Claridge en "Pro=-
coeadings of ths Society for Experimental Biology and WMe-
dicine", 113, 1008 (1963 penicilin-amidasas originadas a
partir de Alcaligenes faecalis y Escherichia coli, atacan
a la penicilina G, la penicilina V, la ampicilina y seme-
jantes, produciendo dcido 6-aminopenicildnico, Dicho arti-
culo relaciona, ademds, que los rendimientos del deido
6-aminopenicildnico asi obtenido variard seqdn la clase
de sustratos penicilinicos a tratar. En cualquiera de los
das casos, se encontrd que la penicilina G se desdobla mds

fédcilmente por estas penicilin-amidasas,

983203
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Tal conocimiento estd completamente ds acuerdo can
la disposicidn general en los métodos enziméticos conoci-
dos,

Contrariamente a lo anterior, se observa, sor-
prendentements, que la penicilin-amidasa particular, pro-
ducida por la Flavobacterium EF 44-102 no muestra activi-
dad areciable alguna frente a la Penicilipna G; cataliza
la formacidn de solamente una captided pequefia de dcido
6~aminopenicildnico partiendo de penicilipna V. Adenmds,
merece la.psna hacer notar que la penicilin-amidasa de la
bacteria especificada, exhibe upna actividad enzimdtica pe-
culiar frente a la ampicilina y desdobla casi cuantitati-
vamente el enlace 6-amido de la ampicilina, conducienda
al dcido 6-aminopenicildnico, y que dicha penicilin-ami-
dasa actia como catalizador, produciendo casi cuantitativa-
mente ampicilina a partir de dcido 6-aminopenicildnico y
un derivado funcional del dcido d-aminofenilacético,

La existencia de dicha nueva y peculiar penicilin-
amidasa, no era sospechada en absoluto, por lo expertos &n
la materia. Por tanto, ha sido establecido un procedimien=-
to nueve para la produccidn de ampicilina a escala comer-
cial, segln la presente Invencidn, utilizando dicha peni-
cilin-amidasa,

La Flavobacterium EF 44-102, puede cultivarse en
un medio nutritive que contiene cantidades apropiadas de
fuentes nitrogénadas, orgdnicas e inorgédnicas, tales como
peptana, extracto de carne, licor de macerado de maiz, le=
vadura seca, hidrolizado de proteina de soja, extracto de
soja y sales amdnicas inorgdnicas, asi como Ffuentes de

. » . s
carbong, tales como melazas, glucosa, hidrolizado ds almidon

- 383203
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y sales inorgdnicas. El cultivo se efectla mediante cual-
quiera de los procedimientos convencionales tales como
cultivos en agitacidn, sumergidos y estacionarios, a una
temperatura comprendida entrs 102C y 359C, durante 12-48
horas,

Al llevar a cabo la reaccidn encimdtica, segin
la presente invencidn, el microorganismo especifico puede
utilizarse en forma deun caldo de cultive per se, de ce-~
lulas bacterianas cosechadas, partiendo del caldo de cul~
tivo, o de una suspensidn celular, Sin embargo, debe en=-
tenderse que los productos celulares tratados mediante prow
cedimientos meddnicos o quimicos pueden utilizarse igual~
mente sn forma de células secas, rotas o desdobladas, 0 ap
forma de preparacidn enzimdtica parcialmente purificada,
al objeto de llevar a cabo el procedimiéntn de la presen=-
te Invencidn, en tanto en cuanto su actividad enzimdtica
propuesta sea mantenida,

La reaccidn enzimdtica de la presente Invencidn
se efectda, habitualmente, introduciendo cualquiera de
las células o productos celulares tales como los menciona-
dos, en agua, caon o sin soluecidn tampdn, que contengan el
dcido 6-aminopenicildnico o una de sus sales, y un deriva-
do funcional del dcido d-aminofenilacética,

€l dcido 6-aminopenicildnico en forma de dcido
libre o de una de sus sales, puede emplearse a upa concen-
tracidn comprendida dentro del intervalo de 0,1 a 20 mo/ml,
calculada como dcido libre y ss encuentra que se prefiers
especialmente, una concentracidn comprendida entre 2 y 5

mg/ml 0

Por otra parte, cl dcido d-aminofenilacético en

0. 3832093
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calidad de agente acilante, debe emplearse en forma de sus

derivados funcionales reactivos, tales como ésteres y ami-

das del mismo, debido a que al estado de dcido libre dicho

compuesto casi no reacci:zna con el dcido G-aminopenicildni-
co bajo la condicidn de reaccidn enzimdtica a emplear,

El agente acilante puede emplearse en el inter-
valo de 2 a 20 moles por mol del dcido G-aminopenicildnico,
La proporcidn molar del agente acilante respecto al dcido
G-aminopenicildnico puede variarse adescuadamente, sin em-
bargo, segin sea la concentracidn del dltimo en la mezcla
de reaccidn a emplsar, En una realizacidn explicativa, es
preferible una proporcidn de 15 me/ml de clorhidrato del
éster metilico del dcido of-aminofenilacético 2 4 mg/ml de
dcido 6-aminopenicildnico, en la mezcla de reaccidn. La
concentracidn del clorhidrato del éster metilico correspon-
de a un exceso cutaro veces molar, comparado con la concen=-
tracidn de dicho dcido 6-aminopenicildnico. La reaccidn en-
zimdtica se lleva a cabo dejando en estade estacionario,
sacudiendo o agitando la mezela de reaccidn, 2 una tempe-
ratura de 258-508C durante 0,5-24 horas, mateniendo el va-
lor del pH de la mezcla en el intervalo de 4 a 8, aproxi-
madamente., Se ha encontrado que es preferible un valor del
pH de 5,5 a 6,5, aproximadamente,

A continuacidn, se proporcionan unos pocas BXpe=-
rimentos, al objetoc de comprender bien el comportamiento
enzimdtico peculiar frente @ penicilinas, de la penpiciline
amidasa especificada, producida por la Flavobacterium EF
44-102, en comparacidn con los comportamientos presentados
por las penicilin-amidasas bacterianas conocidas hasta la

fecha,

.. 983293
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Experimento 1

Se inoculareon con Flavobacterium EF 44-102, 100
ml de madio de cultivo, a un pH de 7,1, gue cuntenia-S% de
extracto de soja, 0,l% de extracto de levadura, 0,1% de
extracto de carne, 0,5% de l{quido de macerado de maiz,
2% de glucosa, 0,4% de KC1, 0,5% de (NH4)2504 y 0,024 de
KZHPU4' El conjunto se cultivd a 27¢C durante 24 horas con
un agitador de vaivén, Una vez terminado el cultivo, se re-
cogieron las celulas bacterianas mediante centrifupga. Las
células vivas cosechadas se volvieron a suspendsr en 40
ml de una solucidn tampdn decimeclar de fosfato (pH = 7,0)

Se diluyseron con un volumen igual ds dicho tampdn
decimolar de fosfato, cinco ml de la suspensidn celular
as{ obtenida, . Se afadieron despuds 5.000 U.I., de penici-
lina G, y el liquido se sometid a reaccidn enzimdtica, a
379C, durante 5 horas. |

Se valord despuéds la actividad antibidtica del
1{quido asi obtenido mediante un método en placas, frente
a Staphylocaccus aureus F.,D.A, 209 p., No se aprecid dis~
minucidn de la actividad de la penicilina G, después del
experimento., E1 liquido se acidificd después y se extrajo
con éter dietilico al objeto de separar la penicilina §
que permanecia sin cambio, y la fase acuosa remanente se
tratd con cloruro de fenilacetilo. No se aprecid aparien-

cia de actividad antibidtica aumentada en la fase,

Experimente 2
Se repitid la reaccidn enzimdtica del Experimento
1 vtilizando ampicilina en lugar de penicilina G. Se an-

contrd que la actividad antibidtica particulér de la ampi-

383293
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cilina desaparecia completamente., La solucidn acuosa tra-
tada, como estd, o despuds de inmersidn en un disco de
panel, vendido por la firma The Toyo Roshi K.K. de Japdn,
se sometid a fenilacetilacidn mediante el procedimiento
convencional, S8 reconocid una sustancial restauracidn de
la actividad penicilinica.

A partir de los experimentos anteriores, resultd
confirmade el que la Flavobacterium EF 44-102 a utilizer
en la presente invencidn, no exhibe actividad de amidasa
alguna, frente a la pencilina G, mientras que exhibe una
actividad de amidasa potencial frente a la ampicilina, lo
que da como resultado la formacidn de dcido 6-aminopenici-
ldnico.

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la

invencidn, pero no significan limitaecidn de la Invencidn.

Ejemplo 1
Se inocularon con Flavobacterium EF 44-102, 100 ml de me-

dic de cultivo (pHM=7,0) que contenfa 1% de extracto de
carne, 1% de polipeptona y 0,5% de NaCl. El conjunto se man=-
tuvo entonces a 278C, durante 48 horas, mientras se sacu-
dia, La solucidn de cultivo se ajustd a pH = 7,5 afiadien-

do solucidn normal de NaOH,

Se afiadisron a la solucidn, 100 ml de tampdn de
fosfato decimolar (pH = 7,5) que contenia 4 mg/ml de 4cido
6-aminopenicildnico y 30 mg/ml de clorhidrata del dster
metilico del dcide d~aminofenilacético. El conjunto se in-
cubo a 378C durante 4 horas,

Una vez terminada la reaccidn, se cstimé la acti-

vidad antibidtica de la mezcla de reaccidn frente a Staphy-

383203
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lococcus Aureus F,D.A. 209 P. Se encontrd una actividad
carrespondiente a 3,1 mg/ml de ampicilina, Una cantidad
méds pequefia de la mezcla se depositd en gotas sobre un
trozo de Papel de Filtro N2 50, vendido por la firma

Toyo Roshi K.K, de Japdn y se sometid a cromatografia en
papel utilizando como sistema disolvente butanol: etanol:
agua de 5:1:4 (como capa superior) y otroc sistema disol-
vente constituido por piridina: isopropanol:agua de 5:65:
30, Se encontrd que la sustancia actiwa mostraba valores
de Rf de 0,3 y 0,6 resnectivamente. Los valores concuer-

dan con los de upa muestra auténtica de ampicilina.

Ejemplo 2

Se repitid la reaccidn enzimdtica del Ejemplo 1,
utilizando una cantidad gquimol=cular de clorhidrato del
éster stilico del dcido of-eminofenilacético en lunar del
clorhidrato del éster metf{lico. Se obtuvo de este moda
una mezcla de reaccidn que tenia una actividad antibidti-

ca correspondiente a 2,8 mg/ml de ampicilina.

Ejemplo_3
Se inoculd con Flavobacterium EF 44-102 un medio
de cultive (pH=7,1) que contenia 5% de extracto de soja,
0,1% de extracto de levadura, 0,1% de extracto de carne,
0,5% de liquido de mecerado de maiz, 2% de glucosa, 0,4%
de KC1l, 0,5% de (NH4)2504 y 8,02% de KHPO,.

se cultivd entonces a 2792C durante 45 horas, mientras se

El conjunto

agitaba, La masa celular obtenida por centrifugacidn de
1 litro del caldo de cultivo, que corresponde a 3,5 gra=-

mos de células secas, se suspendid en 1 litro de agua des-

383203
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tilada, La suspensidn acuosa resultante se vertid en 1 li-
tro de solucidn acusa que contenfa 8 gramos de dcido G-ami
nopenicildnico y 30 gramos de clorhidrato del éster metili-
co del dcido c~aminofenilacético, y se ajustd el valor del
pH de la mezcla resultante a 7,5, Se efectud la reaccidn
enzimdtica de la mezcla, a 372C, durante 2 horas,

Se valord la actividad antibidtica de la mezcla
resultante, conforme al procedimienta mencionado en el
Ejemplo 1. Se encontrd que el sustrato, dcido G-aminope-
nicildnico, se habfa acilado casi completamente a ampicie-
lina, La mezcla de reaccidn se centrifugd para separar
las células bacterianas, y la capa acuosa as{ obtenida se
tratd con la resina de cambio idnico Dowex - 1 x 2 (100~
200 mallas), segin la manera habitual, La solucidn acuosa
as{ obtenida se liofilizd obteniéndose 10,6 gramos de pol-
vo blanco., La valoracidn de la actividad antibidtica,
frente a E.coli NIHJ, del polvo, did una pureza del 829

de ampicilina,

Ejemplo 4

Las células de cultivo obtenidas por un procedi=-
miento semejante al mencionado en 8l Ejemplo 3, se suspen-
dieron en una solucidn tampdn de fosfato, decimolar,

(pH = 7,5) y la suspensidn resultante fud sometida a tra-
tamiento por sonido durante S min., bajo enfriamiento con
hielo, para romper las células bacterianas, La soluecidn
tratada se centrifugd obteniéndose una solucidn de enzima
transparentes. La reaccidn enzimdtica se llevd a cabo se-
glin el Ejemplo 1 utilizando dicha solucidn de enzimz. Se

obtuvo de este modo una solucidn que tenfa una actividad
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antibidtica correspondiente a 1,8 mg/ml de ampicilina,

Ejemplo S

Se inoculd Flavobacterium EF 44-102 a un medio
de cultivo que tenfa la misma composicidn que sl del E jem-
plo 3. El conjunto se cultivd a 27°C durante 20 horas,
mientras se agitaba,

Se afiadieron 150 ml del liquido cultivado a 15
litros del mismo medio de cultivo antes mencionado, gque
se mantuvo en un recipiente de fermentacidn, y el culti-
vo se llevd a cabo a 272C durante 24 horas, mientras se
agitaba a 350 rpm y se pasaba aire a través del medio 2
la velocidad de 30 litros por minuto.

El liquido cultivado se centrifugd para recupe=-
rar las c8lulas bacterianas, Las células se suspendieron
en 1,5 litros de agua destilada, se centrifugd y se suspen-
did de nuevo en 750 ml de agua destilada., La suspensidn
celular se liofilizd entances, obteniéndoss 32 gramos de
células secas,

3 gramos de las celulas secas se afjadieron & un
litro de una solucidn acuosa que contenfa 5 gramos de dci-
do 6-aminopenicilénico y 8 gramos de clorhidrato del és-
ter metilico del dcido d~aminofenildcetico, habiéndose
ajustado a 6,2 el valor del pH., La mezcla de reaccidn asi
obtenida se agitd, a 379C, Despuds de transcurridos 30
minutos, se afiadisran, ademds, 6 gramos de clorhidrato
del éster metilico del dcido d-aminofenilacética, Adémés
se siguieron las adiciones respectivas de 4, 2, 2, y 2
gramos de clorhidrato del éster metilico del dcide d-ami-

nofenilacético a intervalos de 30 minutocs cada una. La
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reaccidn enzimdtica se completd después de 3 horas.

El contenido en ampicilina en la mezecla de reac-
cidn se determind segin el método descrito por 3,Y.G.
Smith y otros (comp.; Analyst, 92, fig. 247-252, (1967).

5 Se registrd la formacidn de 5,45 mg/ml de ampicilina, lo
que corresponde @ una conversidn del 79,5% del dcido G-ami=-
nopenicildnico,

La mezcla de reaccidn se centrifugd bajo enfria-
miento para separar las células, El liquido ssparado se

10  tratd con la resina y se liofilizd segln el procedimiento
dade en sl Ejemplo 3,

Se aobtuvieron 5,2 gramos de ampicilina en forma
de polvo blanco. La valoracidn de la actividad antibidtica
del polvo frente a E.coli NIHJ, did una pureza del 80,7

15 de ampicilina,

La presente solicitud, que corresponde a la pre-
ssntada en Japdn 2 de Septiembre de 1969 bajo el MN2,69.075/69,
se acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente Es-

tatuto sobre Propiedad Industrial,

20 REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, que se
presentan para gue sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn en Espaffa, per VEINTE afios, son los

siguientes:

l.- Un procedimiento pars la produccidn de
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Dw-(=)=d~aminobencilpenicilina o sales de la misma que

. L3 - L4 .
comprende hacer reaccionar el dcido G-aminopenicilanico o

una de sus sales con un derivado funcional del acido

< . » »
D=(~)~d~aminofenilacético, en presencia de células, mate-

riales de células de Flavobacterium EF
Ne 21429), o preparaciones szcimdticas
tir de las mismas.

2.~ Un procedimiento segin la
en el gue el microorganismo se utiliza
bacterianas del mismo.

3.- Un procedimiento segin la
en el que el microorganismo se utiliza
de cultivo del mismo,

4,- Un procedimiento segdn la
en el que el microorganismo se utiliza
racidn enzimdtica del mismo.

5.- Un procedimiento segin la

44-102 (ATCC

obtenidas a par-

reivindicacidn 1,

en forma de células

reivindicacidn 1,

en forme de caldo

reivindicacidn 1,

gn forma de prepaw

reivindicacidn 1,

en el que el derivado funcional del dcido D-(-)-d~aminofe-

nilacético es un éster o unz amida de dicho dcido; o su

sal por adicidn de dcido,

G.- Un procedimiento segin la

. - - e d r
reivindicacion 5,

en el que el éster del dcide D-(-)~d-aminofenilacético, es

el éster met{lico de dicho dcido; o su
de decido.

7.~ Un procedimiento segln la

sal por adicidn

reivindicacidn 5,

en el gue 8l dster del dcido D=(-)=d~aminofenilacético,

es el éster stilico del dcido; o su sal por adicidn de

a'CidO °

Bo- Un procedimiento segln la

reivindicacidn 1,

en el que se emnleen 2-20 moles del derivedo funcional

del dcido D-(-)-d-aminofenilacético, por mol de dcido
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G-aminopenicilénico o sal del mismao,

9.~ Un procedimiento seguin la reivindicacidn 1
anterior, en el que la reaccidn enzimdtica del dcido 6-ami
nopenicildnico o una de sus sales, y el derivado funcional
del dcido D={~)-d-aminofenilacético, se lleva a cabo en
un medio acuoso que tiene un pH comprendido entre 4 y 8,

10.- Un procedimiento para la produccidn de
D-(-)-d-aminobencilpenicilina.

Tal y como se ha descrito en la flemoria que an-
tecede, y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diecinueve hojas escritas

a mdquina por una sdla cara,

Madrid, - 0CT a1
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