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dertélje (Suecia), por: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION
DE ESTERES DE ACIDO 6~AMINOPENICILANICO"

Memorisa Descriptiva

Esta Patente se refiere 8 un método perfeccionado
para la produceidén de ésteres de doido 6-aminopenicildnico
por degradacién enzimdtica de un éster de penicilina, median

te una solucién acuocss de une penicilin-acilasa libre de cé-

lulas.

‘

Se sabe que muchos miecroorganismos, tanto bacte-
rias como hongos, producen enzimas que pueden hidrolizar el
enlace amida en la posicidén 6 de las penieilinas y que, en

general, se denominaﬁ penicilin-acilasas o amidasas (para
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un resumen de ésto, véase J.M.T. Hamilton~Miller "Bacterio-
logical Reviews 30 (1966) 761). En la actual produccidén in-
dustrial de 6—APA, ge usan de preferencia suspensiones de cé
lulas de E.coli que contienen una acilasa o amidasa., Sin em=
bargo, estos procedimientos tienen diversos inconvenientes.
Como el enzima es en gran medida intracelular, la penicilina,
por necesidad, debe primero penetrar en lqs cuerpos de las cé
lulas a fin de reaccionar con el-enzima, lo que dé como resul
Yado una reaceidn més lenta. Ia gé%a usada puede contener tam
bién otros enzimas que inactiveniia penicilina, o el 6-APA for
nado, separando el enlace de beta~lactama, 0 que pueden conta-
minar el cultivo celular con los organismos gue producen tales
enzimas. Como la acilasa constituye sélo una partg pequefiigima
del contenido celular, un procedimiento gque use los organismos
enteros tiene un inconveniente prdctico porqgue supone el empleo
de grandes cantidades de material qﬁe gon insgctivas en el pro-
ceso. _

Otro inconveniente que se experimenta por el uso de
organismos enteros es que debe afiadirse una operacidén adicio-
nal a la serle de procesos gue conducen a la produceidén de pe
nicilinas semi~sinteticas, a saber, la separacidén (por ejem-
plo, por filtracidén) de los organismos procedentes del ligqui-
do de reaccién en los cuales la cadena secundaria original ha
sido elimineda de las penicilinas biosintéticas. Otro incon-

veniente es la pérdida de 4cido penicildnico causada en parte
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por adsorcidén sobre las células y en parte por degradaciones
inducidas por materiales producidos durante el metabolismo
celular. Todavia otro factor gque tiende a causar problemas
agociados con el uso de células enteras para la preparacidn
de dcido 6-aminopenicildnico a partir de penicilinas biosin-
téticas, es que la separacidén del dcido de los otros produc-
tos de la reaccién de escisién resulta bastante diffcil. Asi,
Batchelor y col. (Lancet I (1968)1175) han informado que el
6~APA obtenido por el empleo de células enteras puede conte~
ner impurezas proteinicas capaces de provocar reacciones alég
giéas peligrosas en el hombre y el animal. Cuando se hacen pe
nicilinas de tales 6-APA contaminados, las impurezas pueden
ser retenidas en los productos y llegar a ser responsables de
mucheas de las reacciones alérgicas observadas con estag peni-
cilinas (G.T. Stewart, Amer. Heart J. (1968) 429). A fin de
eliminar estas impurezas, el dcido 6-amino penicilénico, o
lag penicilinas preparadas a partir de é1, deben someterse a
procesos adicionales de separacién gue incluyen, por ejemplo,
didligis o filtracidn a travég de un gel (Pat. Canadiense No.
771.662). Se pierden de este modo grandes proporciones del 6-
APA o de la penicilina, como se demostrd por una recuperacién
de s6lo 12 % de bencil-penicilina (Pat. britdnica ng 1078847)
y de 56 % de fenoximetil-penicilina (Pat. britdnica nidmero
1114311).

Todos estos obatdculos pueden evitarse cuando se
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usa, de acuerdo con el presente invento, una preparacién
enzimatica exenta de células o purificada. Asl, los 6-APA
formados por el uso de una preparacidn enzimdtica exenta
de célulés 0 purificadas de acuerdo con el invento para la
geparacidén del enlace amidico en la bosicién 6 de las pe-
nicilinas, se obtienen con buenos rendimientos y estdn sus-
tancialmente exentos de impurezas proteinicas. Cuando el
6-APA preparado de este modo es acilado, se obtienen peni-
cilinas hipo-alergénicas con buenos rendimientos, sin puri-~
ficaoidn adicional. En la bibliografia se han descrito di-
versos intentos para obtener preparaciones enzimgticas pu-
rificadas a partir de cepas de E.coli. Sorkar y col. (Hin-

dustan Antibioties Bull 4 (1961) 48, 152) trataron células

suspendidas en un tampén de fosfato con ondas ultrasdnicas

¥y consiguieron una puriﬁicacién de 25 veces por precipita-
cidn fraccionada y cromatografia en columna. Holt y Stewart
(Nature 201 (1964) 824) obtuvieron una preparacién enzimgti-~
ca de baja pureza por secado por congelacién y didlisis de
caldo de cultivo filtrado. Szentirmai (Acta Microb. Acad.
Scient. Hung 12 (1966) 395) obtuvo una purificacidén de 40
veces de enzima de E.coli por precipitacién con sulfato de
amonio, seguida por adsorcidén sobre gel de fosfato de calecio
y cromatograf{a en DEAE-celulosa de un sextracto en tampén de
fosfato de células de B.coli tratadas con ondas ultrasénicas.

Sakaguchi y Marso (Pat. japonesa ng 26050/64) ob-
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tuvieron un rendimiento moderado de una preparacibén enzimdti
ca purificada a partir de B.coli extrayendo las células con
tampdn de borato durante un prolongado periodo de tiempo o
durante un tiempo més corto de combinacidn con un tratamien-
to de ondas ultrasénicas. Del éxtracto, el enzima pudo obte-
nerse en forme sélide despues de precipitacién con sulfato
ambénico, didlisis y secado por congelacidén. Johnson y Hardeas
tle (Pat. EE.UU. n2 3297546) obtuvieron una solucién de un en
zima a paréir de E.coli. tratando el cultivo celular con un
compuesto MX2, usualmente Ca(NO3)2 ¥y un compuesto de amonio
cuaternario, separando las células por filtracidén y poniéndo-
las en suspensién en agua durante algunas horas, y separando
luego las células por filtracién con tratamiento subsiguiente
del filtrado con carbén activo.

Se sabe ademéds. que los enzimag contenidos en célu-
las bacteriales pueden ponerse en libertad por extrusién de
suspensiones de células, a alta presibn, a través de un pe-

queflo orificio. Duerre y Ribi (Appl. Microbiol. 11 (1964)

467) egtdiaron otros tipos de enzimas distintos de las ami-
dasas de penicilina encontradas en E.coli y observaron que
habia de usarse alta presidén, superior a 1.050 kgs/cmz. para
obtener le mixima liberacidén de los enzimas. A tales presio-
nes, sin embargo, las paredes de las células se fragmentaban
bawbién y se solubilizaba gran parte del material de las cé-

lulas. Frazer (Nature 167 (1951) 3%3) encontré que las células



110 de E.coli podian romperse en pequeiia escala cuando eran ex=-
pulsadas desde una bomba por una presién de gas de 35-63
kgs./om?.

Hemos descublerto ahora gque la acilasa de penici-
lina intracelular en el E.coli puede ser extraida del orga-

115 nismo en agua en escala de gran produceién después de que
las células, 0 las suspensiones de las mismas en agua 0 en
una mezela de agua y disolventes orgdnicos, ha sido liber-~
tada répidamente de una presidén aplicada de al menos 35 kgm/

om2, pero que no excede de la presién a gue ocurre una dis-

120 rupcién excesiva de las células.

Asi; el presente invento, en uno de sus aspectos
proporeciona un procedimiento para la produccién de prepara-
ciones de acilasa de penicilina a partir de E.coli, que com-
prende uns fermentacién en uns forma_conocida de cepas de

125 E.coli productoras de tal enzima, retirar el 1lfquido de cul-
tivo y expulsar ripidamente el material celular a través de
un estrecho orificio o hendidura por laAaplicacidn de presidn
de, al menos, 35 kgs./cm2 pero que no excede de la presién a
que ocurre una disrupcién excesiva de las células. Todavia a

130 ' 2104kgs./cm2, las células no son rotas en medida excesiva. El
material expulsado es luego agitado coh agua, eventualmente
con adicién de un disolvente orgdnico y/o una base, como hi-
drdéxido sbdico o trietilamina, pars disolver el enzima.

En una realizacidén del presente invento, la retira



135 da del liquido de cultivo y la expulsién del material celu-
lar se efectdan simultﬁneamente en un separador centrifugo
autolimpiador, hecho funcionar a una temperatura entre 0 y
508, preferiblemente a 15-402, en que el material celular
separado intermitentemente es expulsa?o al cabo de 0,05-1,0

140 seg., preferiblemente dentro de 0,1-0,5 seg., a través de
unsa hendidura periférica con una anchure de 0,1-1,5 mm,,
preferiblemente 0,3-0,7 mm., por la aplicacién de una pre-
sién de 35 a 140 kgs./cm?, preferiblemente 63-77 kgs/cmz.
8i fuere deseable, el caldo es saturado con un disolvente

145 orgénico que tenga poca solubilidad en agua, tal como ace-
tato de butilo, acetato de lsobutilo o aceﬁato de amilo, @&
fin de destruir el organismo y ayudar al proceso que se rea
‘liza en el separador. Andlogamente, es posible, si fuera de
seable, lavar el material celular con agua en el separador.

150 El material celular expulsado es agitado a 10-502, preferi-
blemente a 20-402, durante 0,10-5,0 horas, adecuadamente 0,25~
3,0 horas, y més preferiblemente, 0,25-1,0 horas, con un agi-
tador eficaz para disolver el enzima, y posiblemente con adi-
cién en una concentracién de 1,0~5,0 % de un disolvente orgd-

155 nico inmiscible con agua, tal como metilisobutil cetona, ace-
tato de butilo, acetato de isobutilo, acetgto de amilo, ben-
ceno, tolueno o cloroformo. A fin de facilitar la extraccidn
del enzima desde el material celular expulsado, puede afladir-

se una base inorgdnica, tal como hidréxido sédico, hidréxido
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potdsico o amonfaco o una base orgénica terciaria, tal como
trietilamina o W-etilpiperidina, a labmezcla, para ajustar
y sostener el pH a un valor entre 6,5 y 9,0 preferiblemente
entre 7,0 y 8,5. \

La solucidn enzimdtica asi obtenida puede, posi-
blemente después de dilucidn con agua, ser libertada de
cualquier material celular restante y otras impurezas s6-
lidas por procedimientos habituales, tales coﬁo filtracidén
o centrifugacidn, y eventualmente por ung combinacidn de
ambos procedimientos y posiblemente con adicién de agentes
auxiliares decolorantes, clarificantes, filtrantes, tales
como carbdén activo, alYmina, polvo de celulosa, tierra de
diatomeas u otros agentes sblidos débilmente adsorbentes.
Un método preferido es el de eliminar la mayor parte del
material celular por centrifugacidn y fiitrar el material
gue sobrenada.

ruede obtenerse una purificacién adicional del
enzima por acidificacién de la solucidén acuosa a pH 3,0~
6,0 preferiblemente de 4,0~5,0, separacién del material
inactivo precipitado por filtracidén y reajuste del pH al
valor original. '

Ia acilasa de penicilina contenids en las selu-
ciones acuosas exentas de células y, si se desea, parcial-
mente purificadas, gue hemos méncionado, puede precipitar-—

se por tratsmiento de las soluciones con agentes, como ta-
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ninos, que formen complejos escasamente solubles con pro-
teinas. En uns forma preferida de este proceso, la solucién
de enzimas es tratada a pH 4-6, adecuadamente a pH 4,5-b,5,
con tanino hasta una concentracidén final de 300~-900 ppu en
presencia de agentes de guelacién, como 4cido etilendiamina
tetraacético, que forman complejos con iones de hierro. El
complejo enzima~tanino formado puede aislarse de una forma
usual, por ejemplo por filtracidén o centrifugacidén. Puede
lavarse y secarse y libertarse de agua, por ejemplo por se-
cado, especialmente por secado por congelacién, o por tra-
tamien%o con disolventes orgénicos miscibles con agua, como
la acetona. El complejo de tanino es una forma adecuada pa-
ra almacenar y transportar el enzima. Puede usarse también
directamente para la separacién de la cadensa secundaria de
penicilinas, como la bencil-penicilina, como se describe en
la solicitud de patente britanica ng2 33734/67.

Ia acilasa de penicilina contenida en el precipi-
tado de tanino puede ponerse en libertad en solucién acuo-
sa por disolucidén del complejo en agua a pH 7-9, con prefe-
rencia 7,5-8,5. Alternativamente, el complejo puede tratar-
se con una megzcla de agua y un disolvente inmiscible con
agia, como n-butanol, a pH 4-7, con preferencia 4,545,5. Un
tercer método de separar el tanino consiste en tratar el com
plejo enzima-tanino, en suépensidn en agua con un permutador

anidénico, como la DEAE-celulosa, que fija el tanino y pone en
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libertad el enzima para que pase el agua. Las cantidades de
agua necesarias para estas operaclones son bastante menores
gue las presentes en las soluciones enziméticas originales
y de este modo se consigue una considerable concentracidén de
la actividad enzimédtica.

En otro aspecto del invento, la acilasa de penici-
lina contenida en cualquier solueidén a la que se ha hecho re
ferencia en lo que antecede puede concentrarse y purificarse
con ayudé,de un permutador iénico, en una forma preferida, el
enzima es absorbido sobre un permutador catibnico con estruc-
tura abierta, tal como SE-Sephadex (Mg RE&), (M-celulosa o Cli-
Sephadex (112 R&) haciendo pasar la solucién del enzima, ajug
tada a pH 3,5-6, preferiblemente 4,0-5,0, a través de una co-
lumna del permutador. Alternativemente, el permutador puede
gser afiadido a la solucidén de enzima agitada. La acilasa pue-
de ponerse en libertad a partir del permutador iénico por eln
¢ién a pH 6,0-8,0 con soluciones tampén débiles, tales como
acetato aménico 0,2M o acetato de trishidroximetilamonio.

Con el fin de obtener preparaciones mds puras del
enzima, las impurezas iénicas inorgdnicas y de bajo peso mo-
lecular pueden separarse de las soluciohes de enzima por dig
lizacidén contra agua. Alternativamente, las soluciones, si
es necesario despues de la concentracién por evaporacidn a
una temperatura por debajo de 502 hasta una concentracidén

adecuada de 25-100 mg. peso seco por ml., se someten a fil-
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tracién por gel.

Las soluciones acuosas de enzima asi obtenidas en
cualquiera de las etaﬁas anteriores son muy adecuadas para
ger usadas directamente para la eliminacidén de las cadenas
laterales de las penicllinas naturales, especialmente para
la elimingeién de la cadens lateral de bencil-pemicilina.

 En otro aspecto del presente invento, el enzima,
tal como ha sido preparado hasta ahora, es aislado de so-
lucidén acuosa en esgtado s86lido por secado por congelaclidn,
secado por flotacibén, secado por pulverizacién o concentra~
cidén en vacfo o por precipitacién de acuerdo con procedimien
tos conocidos. El proceso de aislamiento d4 como resultado
un enzime 86lido gue posee una elevada actividad especifica
¥ que &8s una forma muy conveniente para almacenaje o trans-
porte. El uso de estas preparaciones enzimdticas sélidas, so
lubles en agua, tiene asimismo diversas ventajas técnicas,
ya gque hace posible trabajar con soluciones més concentradas
que lag utilizadas por los procedimientos conocidos que em-
plean suspensiones celulares.

El método preferido para aislar el enzima consiste
en el secado por congelacién de una solucién de enzima a una
temperatura entre -~10 y +508, preferiblemente entre 0 y 30y,
o en el secado por flotacidén de la misma en una corriente de
aire a 10 a 552, preferiblemente 35 a 458.

Los enzimas y las soluciones de enzima purificados
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obtenidos de acuerdo con este invento son muy adecuados y
ventajosos para la produceién del dcido 6-amino-penicildni-~

¢o al eliminar la cadena secundaria de penicilinas, espe-

~ cialmente de bencil-penieilina los rendimientos.y la pure-

za de los productos son considerablemente mejores que los
obtenidos con los procedimientos conocidos, usando suspen-
siones de células de E.coli.

La penicilin-ascilasa de E,co0li puede usarse tam-
bién para eliminar la cadena lateral de ésteres de penicili
na, especialmente de- ésteres de bencil~penicilina, como se
describe en la solicitud de patente britanica ng'33734/67.'
Hemos descublerto ahora que las preparaciones enziméticas
obtenidas de acuerdo con este invento son muy adecuadas pa-
ra este procedimiento y més eficaces que las suspensiones de
células de E.colli anteriormente usadas. Hgmos tdescubierto,
ademds, que las preparaciones enzimdticas de acuerdo con eg
te invento, son superiores a las suspensiones de celulas an
teriormente ﬁsadas en la siniesi; enzimdtica de penicilinas
a partir de écido-G-amino-penicilénico y precursor de cade~

na lateral (W.K. Xaufman y col., Antimicrobial Agents Ann.,
1960, 1).

Las preparaciones enziméticas purificadas obte-
nides de acuerdo con este invento son materiales de parti-
da adecuados para la modificacién quimica del enzima, dan-

do como resultado productos con mejores propiedades en lo
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gue respecta a actividad y/o al rendimiento téeonico. Asi,

el enzima puede reaccionar con materiales polimeros activa-
dos, tales como, por ejemplo, polisacdridos tratados con
bromuro de cianégeno, para dar productos en que el enzima
gueda fijado a un soporte poliméro. la éctividad enzimdtica
es retenlda en tales productos gue son ventajosos en su uso
pare la separacién de penicilinas, ya que pueden recuperarse
de la solucidén de reaccidén por medios sencillos, por ejemplo
por filtracién. La preparacién de enzima-polimero puede usar

ge también en columnas para la produceidén continua de 6~APA

haclendo pasar la solucidén de penicilinas a través de la co-

lunna.

Bjemplo. Preparacidén de éster p-nitrobencilico de dcido 6~

aminopenieilédnico.

Une solucién enzimética (18,6 g, actividad 1610

w/g) fue dilufda con agua (700 ml) y metanol (120 ml) y ajug
tada a PH 7,8 por la adicién de hidréxido sédico 0,1M. Se aifia
dié una solucién de bencil~penicilato de p-nitrobencilo (3,1
g, 6,6 moles) en metanol (60 ml). La mezcla fue agitada a 372
y mantenida a pH 7,8 por adicién de hidréxido sédico 0,1M. Des
pués de 2,5 horas, la mezecla fue enfriada y extraida con ace-
tato de etilo (500 ml). La capa dcida fue separada y extraida
con una parte adicional de acetato de etilo(250 ml). Las ca- .
pas orgénicas fueron combinadas y secadas con sulfato sédico

anhidro durante 1l hora. Después de filtracidén, la solucién or
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génica fue dividida en dos partes iguales. Una de ellas fue

concentrada en vacfo a temperatura ambiente para dar el és-
ter p-nitrobencilico de dcido 6-aminopenicildnico, libre,

en forma de residuo oleoso (1,1 g). El producto, seglin se
vié, contenia en su espectro de IR bandas a 3250, 1756, 1720
cmfl, mostrando la presencia de un grupo NHQ, anillo de beta-
lactame y grupo ster, respectivamente.

A la otra parte de solucidn de acetato de etilo se
afiadid dcido bencenosulfénico (0,58 g) disuelto en acetona
(20 ml) y esta parte se concentrd luego en vaclo hasta un vo
lumen de unos 30 ml. Al afiadir éter (10 ml) y dejar reposar
durante la noche en la nevera, la sal del &cido bencenosulff
nico de 6-aminopenicilinato de p—nitroﬂencilo (0,8 g) se de=-
posité en forma de cristales blancos, p. de f. 148-1512, idén
tica al producto descrito en la solicitud de patentes britdni
ca ng 33734/67, ejemplo 4.

Eeta solicitud, qué corresponde a la depositada en
Inglaberra el dia 3 de diciembre de 1968, bajo el num 57373/68
ge acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente Estatu-

to sobre la Propiedad Industrial y del articulo 42 del Conve~
nio de la Unién.

REIVINDICACIONES

1l).~ Un procedimiento para la produccién de este-
res de dcido 6-aminopenicilédnico, caracterizado por compren=—

der la degradacidén enzimdtica de un éster de penicilina por
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una solucién acuosa de una penicilin-acilasa libre de célu
las obtenida por el metodo reivindicado en la patente prin-
cipal nimero %63.592. ~

2).~ Un procedimiento, segin la reivindifacidén 1),
caracterizado porque el ester de penicilina es bencilpenici-
linato de p=-nitrobencilo.

3)e~ "UN PROGEDIMIENTb PARA IA PRODUCCION DE ESTE~
RES DE ACIDO 6-AMINOPENIGILANIGO!

Eéta memoris consta de 15 hojas foliadas y mecano-
grafisdas por un solo lado de sus caras.

Madrid, 26 de septiembre de 1970
Pable Agudo Obreges
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