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‘nuevo de la mezcla de reaccidn acuosa empleada para producir

el 6-APA y que el uso de un enzima de gste tipo de esta mane-

Esta invencidn se refiere a un procedimiento mejora~-
do para la preparacicn de dcido 6—aminopenicildnico (en ade-
lante denominado 6-APA), La invencidn también se refiere a
preperaciones especiales de enzimas para usc en este procedi-
mientoe.

~ Es sabido gue el 6-APA puede ser producido por aceidn
sobre una penicilina de ciertos enzimas que escinden el enla-
ce amido de la penicilina., Los enzimas que son gonocidos por'
escindir este enlace amido son denominados en 1o que sigue
enzimas penicilin-deacilasa, aunque también pueden ser des—
eritos como penicilin-amidasas.

Se sabe como ligar los enzimas penicilin-deacilasa a
materialés poliméricos insolubles en agua, prodﬁciendo con
ello un complejo enzimdtico insoluble en agua que retiene su
actividad de penicilin-deacilasa. Estos complejos enzimdticog
insolubles son valiosos porque el 6-APA resultante estd prde-
ticamente exento de enzimas. Ademds, el complejo enzimdtico:
es fdcilmente almacenado ¥y transportado.

También es sabido que pueden prepararse complejos en-
pimdticos solubles en agua combinando los enzimas con materia
ies poliméricos solubles en agua. Sin embargo, hasta shora
no se ha propuesto el uso de un enzima penicilin-deacilasa '
de esta forma. Esto es debido indudablemente a que estd con-
traindicado por la creencia de que este complejo no podria

ser fdeilmente separado ¥y recuperado para ser utilizado de

ra diffcilmente seria comercialmente factible.

Ahora se ha encontrado gque los enzimas penicilin—

deacilasa pueden Ser ligados a materiales poliméricos solu~
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bles en agua para producir complejos enzimdticos golubles en
agua y que estos complejos conservan la actividad de acilasa
del enzima libre. Ademds, tambidn se he encontrado gque, cuansy
do este complejo enziméticb ge utiliza en la produccidn de
doido 6-aminopenicildnico, pueden emplearse soluciones mds -
concentradas que con los complejos insolubles en agua ¥y esto
conduce a las ventajas econdmicas de mayor produccidn o a la
posibilidad de utilizar una planta quimica de menor tamafio.
Ademds, se ha encontrado que el complejo enzimdtico soluble
en agua puede ser separado de la solucidn acuosa de 6-APA prd
duc ida mediante el uso de técnicas de ultrafiltracidn. Esto
deja la solucidn acuosa de 6-APA y la penicilina que no haya
reaccionado de la que puede aislarse fdecilmente el §—APA por
concentracidn de la solucidn, seguida de ajuste del pH hasta
gproximadamente el punto isoeléctrico de 4,3. E1l complejo
enzimdtico separado se encuentra todavia en solucidn acuosa
y ge ha encontrado que retiene su actividad desacilasar en

un alto grado. Estas dos propiedades permiten que sean reuti-
1igados sin ningdn otro tratamiento. Ademds, estos complejos
enzimdticos permiten la preparacidn de 6-APA en soluciones
de mayor concentracidn. Por lo tanto, estos descubrimientos
hacen posible la produccidn econdmica Ae 6~APA, especialmen-
te mediante un procedimiento continuo realizado en todas sus
fases en un medio acuoso.homogéneo.

De acuerdo con uno de sus aspectos, la invencidn pro-
poreiona un procedimiento para_la preparacidn de dcido 6~ami-
nopenicildnico, que consiste en poner en contacto, en una
golucidn acuosa mantenida a un pH comprendido entre 6,0y 9,0
la bencilpenicilina o.la fenoximetilpenicilina, o una sal de

las mismas, con un complejo enzimdtico soluble en agua en el
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que un enzima penicilin-deacilasa estd combinado a un mate-
rial polimérico inerte soluble en agua; a continuacidn, se~
parar el citado complejo enzimdtico de la mezcla de reaccidn
acuosa mediante una técnica de ultrafiltracidn; recuperar el

dcido 6-aminopenicildnico formado; y reutilizar la solucidn

acuosa separada del complejo enzimdtico ponidndolo en contacs

$0 con una nueva cantidad de la penicilina.'

Los citados complejos enzimdticog son nuevos. Por
consiguiente, en un segundo aspecto, la invencidn también prd
porciona un complejo- enzimdtico insoluble en agua constitui-
do por un enzima penicilin-~deacilasa combinado con un materis
polimdrico inerte insdluble en agua.

Preferiblemente, el enzima deacilasa para esta apli-
cacidn se obtiene a partir de bacterias, como las variedades

de Escherichia coli, cuando se utilizan para la escisidn de

la bencilpenicilina o a partir de hongos o Actinomycetes

cuando se utiliza para la escisidn de la fenoximetilpenicili«
na, Estom enzimas son en general muy conocidos, Se utilizan
en la produccidn del 6-APA dentro de un intervalo de pH de
6,0 a 9,0 y preferiblemente un pH de 7,0 a 8,5. Como la deéci
lacidn de una penicilina da lugar a la liberacidn de un dei~
do libre de la cadena lateral de la penicilina, es necesario
mantener el intervalo de pH antes mencionado durante el pro-
ceso de preparacidn del 6-APA por adicidn del dlicali nece-
sario, por ejemplo una solucidn de hidrdxido sddico o amdni-
co o de frietilamina,

Para preparar los complejos enzimdticos solubles en
agua de esta invencidn puede utilizarse una amplia variedad
de materiales polimdricos solubles en agua y los que son es-—

pecialmente Utiles pueden ser debterminados solamente sobre

11
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una base empfrica,

Un tipo de polimero que ha resultado ser especialmen+
te adecuado son los copolimeros solubles en agua del anhfdri+
do méleico. Por ejemplo, pueden utilizarse copolfmeros solu~
bles en agua de anh?drido maleico o anhfdrico acrflicoroon
el éter vinilmetilico; etileno; estireno} y/o acetato de vi-
nilo. Una gama especialmente adecuada de copolimeros solu—
bles en agua son los copoli¥meros de éter metilvinitlico/anhf-
drido maleico vendidos bajo el nombre comercial de "Gantrez

" en especial el "Gantrez AN 149" (un copol¥mero con un
peso molecular de 750,000 aproximadamente) y el “Gantrez
AN 169" (un copolfmero con un peso molecular de 1.125.000
aproximadamente), Los copolimeros del anh¥drido maleico pue~-
den reaccionar con el enzima penicilin-deacilasa por cuale
quiera de los métodos generales descritos en la Offenle-
gungsschrift n2 1.945,680 de Alemania Occidental (patente
inglesa n? 1,290,701), Por ejemplo, el enzima puedet reaccio-
nar con un polimero Gantrez AN en presencia de una solucidn
reguladora fuerte o en presencia de otros medios para mente-
ner un pH neutro.

Otros substratos poiiméricos solubles en agua muy
adecuados son los polisacdridos., As¥, pueden utilizarse poli-
sacdridos como el dextrano, la dextrina o la celulosa, siem-
pre que sea soluble en agua y forme un complejo enzimdtico
soluble en ggua despuds de haber sido copulado con el enzima
benicilinrdeacilasa. Esta copulacidn se realiza habituélmente
despuds de la activacidén apropiada del polisacdrido por reac-
cidn con agentes modificantes como, por ejemplo, epiclorhidril-

na 0 halurog dé ciandgeno o puede ser un polisacdrido que
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| haya sido previamente modificado para introducirie grupos re-

siduales carboximetilo, hidroxietilo o aminoetilo.

Ademds se ha encontrado especialmente adecuado usar
en esta invencidn los poli¥meros que son sacdridos u 0ligo-
sacdridos modifiéados,'tales COmMO SaCarosa, dexﬁrosa o lactod
sa. Un pol¥mero de este tipo especialmente Util es el qﬁe se
encuentra en el mercado bajo el nombre comercial de "Ficoll"
que es un copolimero de sacarosa y epiclorhidrina. Se ha en-

contrado que es especialmente adecuado un pol¥mero Ficoll coy]

un peso molecular de 400.000 aproximadamente. El uso de poli+

meros de este tipo proporcions un enzima penicilin-deacilasa
soluble en agua con una gran actividad en la preparacidn del
dcido G-aminopenicildnico. Sin.embargo, y lo que es mds im-
portante, estos complejos enzimdticos presentan una viscosidg
especialmente baja y esto permite que sean mds fdcilmente se-
parados por técnicas de ultrafiltracidn de.la mezcla de reac-
cidn en la que han sido utilizados para la preparaci¢n del '
6-APL, ¥, por lo tanto, pueden ser separados mds cdmodamente
y reciclados para reutilizarlos.

Los complejos enzimdticos solubles en agua para uso
en esta invencidn pueden prepararse por cualquiera de los mé-
todos conocidos para combinar enzimes y pol¥meros, siempre
que el complejo resultante pueda ser considerado soluble.en
agua. El uso del término "soluble en agﬁa“ aquf significa
que el complejo enzimdbico es soluble o dispersable en agua
para formar una solucidn verdadera o coloidal con una con-
centracidn de por lo menos 0,1 g/l a un pH de 7,8,

Estos métodos de combinacidn comprenden, por ejemplo,
1la copulacidn del enzima deacilasa al ﬁolfmero mediante el

uso de reactivos tales como halurcs de ciandgeno, especial-

L

d
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mente bromuro de ciandgeno; s-triazinas, especialmente 2-ami
no-4,6-dicloro—s—triazina; azidas, por ejemplo éter 2-hidro-
xi-3-(p-diazofenil )propflico; cianatos orgdnicos como ciana-
to de fenilos ¥ di—organo—carbo—di—imidas. Fracuentemente es-
tos agentes ligantes se ubilizan primero para reacclonar con
el polfmero ¥y proporcionar grupos reactivos sobre el mismo,
grupos que después se hacen reaccionar con el enzima. En al—
gunos casos, 108 enzimas pueden reaccionar directamente con
el polfmero, por ejemplo si éste contiene, o ha sido modifi-
cado para que contenga, ciertos grupos activos como uniones
anh?drido o sustituyentes aminoetilo, hidroxietilo o carbo-
ximetilo,

Los complejos utilizados en esta invencidn.también
pueden prepararse combinando el enzima con un polimero inso-
luble en agua, por ejemplo dextrano reticulado y después ha-
ciendo soluble en agua el complejo resultante mediante un
proceso de degradacidn gpropiado, v.g. pOT hidrélisjs parcial
0 por reaccidn de un dextrano reticulado con dextranasa.

También es posible modificar la actividad de los comH
plejos enzimdticos para uso eu esta invencidn combinando el
enzima con los substratos poliméricos mediante grupos separa-
bles. Asf, el enzima puede ser combinado con el polimero me-—
diante puentes formados, por ejemplo, a partir de dialdehidog
glioxal o gliceraldehido y/o por diaminas, como 1, 6~hexame-
tilendiamina o etilendiamina y/o dcidos carboxilicos ayW —ami
noalifdticos como glicina o dcido a—~aminchexanoico.

‘ El enzima penicilin-deacilasa puede ser ligado al po-
1fmero dentro de un amplio intervalo de proporciones, por
ejemplo dentro de una relacidn ponderal de polimero a enzima

de 0,1 & 100:1. Siﬁ embargo, se prefiere emplear el polimero

-
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y €l enzima en una proporcidn de polfmero a protefna compren-
dida entre 2:1 y 20:1,

Después de su preparac¢idn, el complejo enzimdtico so-
luble en agua puede ser purificado convenientemente antes de
usarlo por ultrafiltracidn o por cromatograffa de permeacidn
de gel, Vv.g. sobre Sephadex G-100. '

Log derivados enzimdticos solubles en agua de esta
invencidén mantienen la actividad del enzima deacilasa inicial
¥y por lo tanto, pueden ser utilizados en procesos continuos
o discontinuos- para la produccidn de 6-AFA, »

Uﬁa parte integrante de la planta utilizada para la
produccidn de 6—APA utilizando los complejos de esta inven-
cidn es una instalacidn de wltrafiltracidn., Esto implica el
uso de una membrana semipermeable con 1¥mites de exclusidn
gque permitan el paso de las sustancias de béjo peso moleculax
pero impidan el paso de las sustanciés de alto peso molecu~-
1ar.rEl 1¢mite de exclusidn se selecciona de acuerde con el
peso molecular del complejo enzimdtico. Estd seleccionado pa-
ra permitir el paso del 6-APA pero parz excluir el complejo
de enzima/polfmero, permitiendo asi su recuperacidn para ser
utilizadc de nuevo.

Mediante la técnica de ultrafiltracidn, se recupera
el complejo soluble en agua en una solucidn acuosa ¥ esto peq
mite que sea reciclado directamente para ser ptilizado de
nuevo., En general no es necesario purificar el complejo en-
zimdtico antes de reutilizarlo.

Un método especialmente adecuado que puede utilizar—
se para la produccidn continua de 6-APA de acuerdo con esta
invencidn serd descrito ahora haciendo referencia al dibujo

que acompafla a esta memoria, que es una representacidn esque-
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mndtica de una planta quimica adecuada para el fin citado.

Un tanque reactor 1 se provee de un agitador 2 y una
camisa a través de la cual circula agua a una temperatura prs
determinada desde la entrada 3 a 1a salida 4. la vasija con-
tiene un elemento 5 sensible al pH que, mediante un contro-
lador 6, acciona una llave 7 en una linea de alimentacidn 8
a través de la cual se introduce una solucidn alcalina para
mantener el pH del contenido de la vasija 1 en un valor pre—
determinado., En el tanque reactor 1 puedé bombearse una solut
cidn de la penicilina mediante la bomba 9 situada en el con-
ducto 10 procedente de un tanque de almacenamiento 11 proviss
to de un agitador 12, estando tambidn provisto el tanque 11
de une camisa de agua con una entrada 13‘yruna,salida 14, =
travds de la cual puede pasar agua para controlar l?-solu—
cidn de penicilina a la temperatura de reaccidn deseadz.

La mezcla de reaccidn puede sacarse del tangue reac-
tor 1 a travds del conducto 15 ¥ bombearse mediantesuna bom-
ba 16 a la unidad de ultrafiltracidn 17. La solucidn reteni-
da en esta unidad es devuelta por el conducto 18 al tanque
reactor 1.

Ta solucidn filtrada procedente de la unidad de ul-
trafiltracidn 17 puede pasar directamente a una unidad de req
cuperacidn'(no mostrada) donde el 6-APA formado puede separal
ge como sdlido cristalino despuds de la concentracidn conven-
cional de la solucidn y del ajuste del pH hacia el punto iso-
eldctrico del 6-APA, Sin embargo, preferiblemente la solucidy
filtrada procedente de la unidad 17 atraviesa el conducto 19
hasta otro tanque reactor 20, provisto como el tanque reac-—
tor 1 de una camisa de agua con una entrada 2i y una salida

22, un agitador 23, un elemento 24 sensible al pH y una uni-
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dad de control del pH 25 que acciona una llave 26 en un con-
ducto de alimentacidn de #lcali 27. Larmezcla de reaccidn se
gaca del segundo tanque reactor 20 por el conducto 28 median-
te una bomba 29 para pasarla a una segunda unidad de ultra-
filtracidn 30 desde la que la solucidn retenida es reciclada
por el conducto 31 al segundo tanque reactor 20 y la solucidrl
filtrada pasa por el conducto 32 g una unidad de recuperacidn
(no mostrada) donde el 6-APA formado es recuperado como ya
se ha descrito.

En este procedimiento, preferiblemente se emplea ung
solucidn de bencilpenicilina a una concentracidn del orden
del 7 % en peso/volumen, junto con una cantidad del complejo
enzimdbico suficiente para degradar alrededor del 90 % de la
penicilina en 3 horas. La mezela de reaccidn se saca del tan-
que 1 y en el mismo se bombea una solucidn de penicilina lim-
pia procedente del-tanque 11, a caudales controlados de tal
manera que el tiempo de permanencia medio de la soluxecidn en
el reactor sea alrededor de 3 horas. Asf, el contenido del
tanque 1 se deja reaccionar durante 3 horas antes de sacar
nada por el conducto 15 y de dejar entrar solucicn limpia
por el conducto 10. En el segﬁndo tangue reactor 20, el tiem-
po de permanencia medlo se controla mediante las bombas 16 ¥y
29 para que sea alrededor de 1 hora, que es suficiente para
asegurar la degradacidn de la penicilina que posiblemente
no haya reaccionado en el primer tanque reactor 1 y que pase
con el 6-APA formado a través de la primera unidad de ultra—
filtracidn 17.

En la planta qu¥mica antes descrita, las vasijas de
1o0s reactores pueden ser sustitufdas'si se desea pOr una se-

rie de reactores tubulares provistos de una camisa, dispues-—
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tos para la adicidn consecutiva de golucidn alcalina a medidg
gque la mezcla de reaccidn pasa &a través de ellos.

Esta reaccidn continua es especialmente fdeil de rea-
lizar cuando el complejo enzimdtico procede de un polisacd-
rido modificado, especialmente de un copol¥mero de sacarosa-
epiclorhidrina, debido a la baja viscosidad de sus solucio-
nes que permite que las operaciones de ultrafiltracidn se
realicen sin ningin problema tecnoldgico.

Ia invencidn es ilustrada mediante oS siguientes
gjemplos en 1os'que 1a actividad se expresa en micromoles de
deido 6-aminopenicildnico producido a partir de bencilpenici-
lina a pH 7,8 ¥ 37°¢ por mimuto ¥ por gramo o mililitro de
preparacidn.

EJEMPLO 1

Se agita 1 g de un copolfmero de anh¥drido maleico/
éter metilvinilico, con un peso molecular de 750.000 aproxi-
madamente (Gantrez AN 149) en 100 ml de solucidn regyladora
de fosfato 0,2 M a PH T,4 & 4°%c. Al cabo de 3 ninutos, se
afiaden 5 ml de una solucidn de enzima penicilin-deacilasa,
parcialmente purificado, con una actividad de 63,4 micromo-
les/minuto/ul y la mezcla se aglta qurante 16 horas & 4°c,
La solucidn viscosa resultante se somete a ultrafiltracidn a
través de una membrana ¥M-300 (Amicon Corp.), cuyo peso mo-
lecular se ha interrumpido en un valor de 300,000. La solu-

cidn retenida se lava en la célula de ultrafiltracidn y fi-
nalmente se liofiliza. £l complejo enzimdtico resultante es
goluble en agua y tiene una actividad de 220 miecromoles/minu-t
$o/g cuando se utiliza para preparar gcido 6-aminopenicild-

nico a partir de pencilpenicilina.
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cidn reguladora de fosfato 0,2 U a oH T,4 y 4°C. ALl cabo de

-12 -

.EJEMPLO 2

Se agitan 10 g de Gantrez AN 149 en 1 litro de solu-

3 minutos, se afladen 50 ml del preparado de peniecilin-deaci-

la.sa empleado en el Ejemplo 1 y la mezcla se agita durante

3 horas. Después se afiaden 100 ml de una solucidn de hexame-

tilendiamina al 1 % y la mezcla completa se agita durante

16 noras mds. Una parte del complejo enzimdtico soluble en

agua resultante se emplea directamente para la degradacidn

enzimdtica de bencilpenicilina al 6 %, en una escala de

200 ml, a pH 7,8 ¥ 47°C. La eficacia de Qeacilacidn al cabo

de un tiempo de reaccidn de 5 horas es del 89 %. |
Otra parte (50 ml) del producto soluble se somete a

ultrafiltracidn como se ha descrito en el Ejemplo 1. E1L pro-

ducto liofilizado tiene una actividéd de 168 micromoles/minu-

to/g. |

EJEMPLOS 3-5 v

Estos preparados utilizan como soporte del enzima el
polfmero Gantrez AN 169 que es un copol¥mero de anh¥drido ma-
1dico/&ter metilvinilico, con un peso molecular de
1,125,000 aproximadamente., La adicidn del enzima al soporte
polimérico se realiza como se ha deserito en el Ejemplo 1.
Los resultados, junto con los de.los Ejemplos 1 y 2, se en—

cuentran en la tabla.
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Contenido de

protefnas del

producto por

el mdtodo Fo-

lin-Ciocalteu Actividad enzimdbica
Relacidn molar empleando se-
polfmero/enzi~ roalbfmina bo micromo- micromo-
ma en la vasi- vina como pa- les/min/ lYes/min/ng

ja de reaccidn .  trdn ml (g) ©proteina

Enzima de

acilasa -
libre - 20 mg/ml 63,4/m1 31,7

Eje 1 2 ¢ 1 " 55,0/mg/g  220/g 40,2
Eje 2 2 31 52,5/mg/g  168/g 32,2

Ej. 3 111 43,3/mg/s 95,5/ 220,0
Eje 4 2 s1 18,6/me/e  44,5/8 24,0
Ej. 5 1:2 T1,4/mg/e  172/g - 24,0

EJEMPLO 6
Se disuelven 5 g de Ficoll, que es un copolimero de

sacarosa—epiclorhidrina'con un peso molecular de 400,000, en
165 ml de agua y el pH se ajusta a 10,0 con NaOH 2 N. Se afig—
den 400 mg de bromuro de ciandgeno a la solucidn de Flcoll y
la solueidn se agita magndticamente, manteniéndose la ftempera-
surs & 20°C. El pH se mantiene en 11,0 por adicidn de NaOH

2 N, Veinte minutos después de la adieidn del bromuro de cia-
négeno, la solucidn se ajusta'a pH 8,5 con HCl 2 N y se mez~
cla con 170 ml de una solucidn acuosa de penieilin/ﬁeacilasa
(560 mg de proteina) con una actividad tal que produce 6,9 mis
cromoles de 6-APA por miligramo de prote¥na y por minuto a

pH 7,8 ¥ 37 ¢, La solucidn se agita durante la noche a 4 °¢ y
después se concentra por uwltrafiltracidn a través de una mem-—
brana Amico; XN-300, Esta membrana corta el peso molecular no-
minal g un valor de 300.000, La solucidn retenida en la célula

de ultrafiltracidn, .que contiene el complejo Ficoll-penicilinA

deacilasa, se lava. El volumen de la solucidn retenida se re-
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duce despuds a 44 ml y el producto se almacena a 4°c, La so-
ucidn retenida tiene una viscosidad similar a la del enzima
nativo. La actividad del complejo de Ficoll-penicilin-deaci~
lasa se determina como sigue:

Se deja estabilizar a 37°C y pH 7,8, Ppor adicidn de
NaOH 0,1 N, una solucidn reguladora de fosfato (15 ml: 0,2 Md
les) y bencilpenicilina (5 ml, 20 % en peso/volumen). Se afia-
den 2 ml de solucidn enzimdtica para iniciar la reaccidn. El
pH de la reaccidn se mantiene en un valor de 7,8 por adicidn
de NaOH 0,1 N. La reaccidn se prosigue durante 20 minutos ¥y
se toman 1gcturas cada minuto. '

Utilizando este procedimiento, se encuentra que el
comple jo enzimético deacilasa de Ficoll-penicilina retie-
ne el 86,2 % de la actividad del enzima nativo. EL conteni

do de proteinas del complejo enzimético de Ficoll-penicilin

se determina por el método de Lowry, Rosebrough, Farr y Rap

aall (1951). Utilizando este procedimiento, se demestra
que el rendimiento de copulacién global es del 87, 1 %.
EJEMPLO 7
Se repite el Ejemplo 6 pero el pH a1 cual tiene lugar
1la copulacidn entre 1a penicilin-deacilasa § el Picoll acti-
vado es de 10,0 en lugar de8,5. El volumen del producto fi-
nal es de 40 ml. El rendimiento de copulacidn global, calcu~
lado sobre 1la proteina retenida en la solucidn retenida por
ultrafiltracidn es del 78,5 %, La actividad enzimdtica consex
vada es del T4,8 %.
BJENPLO 8
Se repite de nuevo el Ejemplo 6 pero el pH 2l cual
tiene lugar la copulacidn entre la penicilin-deacilasa ¥ el

Ficoll activado es de 6,0, E1 volumen del producto final es

L
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35 ml, El rendimiento de copulacidn global, calculado sobré
la protefna retenida en la solucidn retenida por ultrafiltra-

cidn, es del 68 %. La actividad enzimdtica conservada es del

56,7 %.
EIEMPLO 9

Estudio de reusabilidad

La solucidn del complejo de Ficoll-penicilin—deaci-
lasa (4 ml = 44,4 mg de proteina), que ha sido preparada por
el método del. Ejenplo 6, se agrega a una solucidn de 6,3 g
de bencilpenicilina potdsica en agua y se agita a 37°C. El
valor del pH de la mezcla de reaccidn se mantiene constante
en 7,8 mediante la adicidn continua de NaOH 0,1 N utilizando
un aparato dg valoracidn. La reaccicdn es completa al cabo de
unas 4 horas, aungue se continua durante 6 horas. La absor-
cidn de NaOH 0,1 N indica que el rendimiento de 6—-APA es del
96,2 % del tedrico. El enzima se separa de las sustaneias
reaccionantes de peso molecular bajo por ultrafiltracidn é
travds de una membrana cuyo li¥mite de pesos moleculares es de
50,000, Después de lavar el enzima en 1a célula de ultrafil-
tracidn con agua destilada, el enzima~polimero se somete de
nuevo a_ultrafiltraéidn hasta que el volumen se reduce &

150 ml., La solucidn retenida se reutiliza pardwia conversiodn
de otro lote de 6,3 g de bencilpenicilina potdsica, que se
convierte en 6-APA con una eficiencia del 96,5 %, Se repite
do el ciclo durante tres veces mgs, siendo los rendimientos
de 6-APA del 92,0, 96,0 y 91,0 % del valor tedrico.

' EJEMPLO 10

Se llevan a 400 ml con agua destilada 18,5 ml de un
complejo de Ficoll-penicilin-deacilasa que ha sido preparado

por el método del Ejemplo 6 y se agita a 37°C y pE7,8 . Se

) v
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afiaden 25 g de bencilpenicilina potdsica y el pH se mantiene
constante en un valor de 7,8 mediante 1la adieidn continua

de NH4OH 10 M. La reaccidn se prosigue durante 4 horas. El1
enzima ée gepara de las sustancias reaccionantes de peso mo-—
lecular bajo por didlisis frente a agua destilada, utilizando
un dializador de fibra hueca (Modelo DC2, Amicon Corporation,
Lexingbon; Mass. E.E.U.U,) con un cartucho dializante que cor
ta el peso molecular en un valor de 50,000, La solucidn enzi-
mdtica se concentra después a 100 ml aproximadémente. La uni-
dad dializadora se lava a continuacidén con 2 partes alfcuotas

de 100 ml cada una de agua destilada y éstas se reunen con la,

solucidn enzimdtica y se mantienen a 4°C entre cada experimen

Se realizan siete experimentos sucesivos y la eficie

cia de hidrdlisis de la pencilpenicilina potdsica para formar| -

6-APA es del 93,2 %, La eficiencia de recuperacidn del enzimal
es del 99,6 %, de los cuales el 2,5 % se pierde en mpestras
tomadas duranﬁe cada eXperimento..Se agrega enzima limpio an-—
tes de cada experimento para compensar cualquier pérdida.

- EJENPLO 13

Se realiza de acuerdo con el método descrito en el
Ejemplo 10 una hidrélisis enzimdtica de bencilpenicilina po-
tdsica empleando un complejo de Ficoll-penicilin-deacilasa.
Ta reaccidn se prosigue durante 4 horas a PH 7,8 ¥ 3%°c. El
enzima se separa de lasg sustanciaa reaccionantes de peso mo-
lecular péqueﬁo de la siguiente forma: El volumen de la mez-—
cla de reaccidn se reduce a 40 ml aproximadamente por ultra-
filtracidn a través de una membrana de fibra hueca que corta
el peso molecular en 50.000. Se afiaden 20 ml de agua destila-

da al concentrado y se repite el proceso de concentracidn. Se




10

15

20

25

30

-~ 17 -

reunen las dos partes alfcuotas de lfquido y el volumen se
reduce a 120 ml en un evaporador rotatério a 35°C. Se aflade
sl concentrado un volumen igual de metil—isobutil-cetona y la
mezcla se aglta fuertemente en una vasija met4lica enfriada.
Cuando la temperatura desciende a 4 C, se aflade lentamente
doido nftrico hasta un pH de 4.3. Se continda agitando duran-—
te 30 minutos mds. El 6-APA precipitado se recupera por fil-
tracidn, se lava con metil-isobutil-cetona, agua ¥y acetona ¥y
se seca durante la noche a 3700.
EJEMPLO 12

Se realiza una hidrdlisis enzimdtica de bencilpeni-
cilina potdsica en la forma general descrita en el Ejemplo 10
pero a una mayor concentracidn de bencilpenicilina potdsica
(es decir 9 % en peso/volumen) empleando 27 g de substrato
en un volumen de reaccidn de 300 ml y siendo la concentra-
cidn de enzima el doble de la utilizada en el Eaemplo 10. L
reaccidn se prosigue durante 4 horas a pH 7,8 ¥ 37 Q, produ-
cidndose 6-APA con una eficiencia del 93,2 %

En resumen, la Patente de Invencidn que sé golicita

deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1, Un procedimiento para la preparacidn de deido
6-aminopenicildnico que consiste en poner en contacto, en una
golucidn acuosa menbtenida a un pH comprendido entre 6,0 ¥
9,0, bencilpenicilina o fenoximetilpenicilina, © una.sal de
las mismas, con un comple jo enziméticé goluble en agua en el
que un enzima penicilin—deacilasa estd combinado con un mate-
rial polimérico soluble en aguaj; séparar después el citado
complejo enzimdtico de la mezcla de reaccidn acuosa mediante

una técnica de ultrafiltracidn; recuperar el deido 6—aminope—|
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nicildnico formado ¥ reutilizar la solucidn acuosa geparada |

del complejo enzimdtico poniéndola en contacto con una nueva

cantidad de la penicilina.

5. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, don—

de el citado complejo enzimdtico se forma a partir de un po-
1¥mero soluble en agua de anh?drido maleico.

3. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 2, don-
de el citado complejo se formg a partir de un copolimero so-
1uble en agua de anhidrido maleico y &ter metilvintlico.

4, Un procedimiento segin 1a Reivindicacidn 1, don-
de el citado complejo enzimdtico se deriva de un polisacdri-

do modificado.

5. Un procedimiento segdn la Reivindicacidn 4, don-

de el citado complejo enzimdtico se deriva de un copolimero
de sacarosa—epiclorhidrina, o

6. Un procedimiento segin cualquiera de las prece-
dentes reivindicaciones, donde la mezcla de reacciﬁn acuosa
en la que se produce el deido 6-aminopenicildnico se mantieme
a un pH comprendido entre 7,0 ¥ 8,5,

7. Un procedimiento segdn cualquiera de las prece—
dentes re;vindicaciones, que se lleva a cabo de forma contims

8, Un procedimiento segin la Reivindicacidn 7, don=
de la mezcla de reaccidn se saca de la vasija de un reactor
y se lleva & una unidad de ultrafiitracidn g une velocidad
apréximadamente igual a la de adicidn de la solucidn de peni-
cilina que no ha reaccionado y donde la solucidn retenida en
1la unidad de wltrafiltracidn se recicla a dicha vasija del
reactor.

9, Un procedimiento segin la Reivindicacidn g, don

de la solucidn filtrada en la citada unidad de ultrafiltra=-
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¢cidn se introduce en una segunda vasija del reactor y desde
all? en una segunda unidad de ultrafiltracidn, la solucidn
retenida en la misma se recicla a la citada segunda vasija
del reactor y el gcido g-aminopenicildnico se recupera de la
solucidn filtrada en la citada segunda unidad de ultrafiltra-
¢cidn.

10. Un procedimiento segin la Reivindicacidn ‘9,
donde se emplea una golucidn de bencilpenicilina a una concen
tracidn de aproximadamente el T % en peso/volumen y los tiem-
pos de permanencia medios de la mezcla de reaccidn en las 4dos
vasijas de reactor citadas estdn dispuestos de manera que son)
alrededor de 3 horas y 1 hora respectivamente ¥ de tal forma
que la solucidn retenida en la segunda unidad de ultrafiltra-—
e¢idn citada préctiéamente no contiene,penicilina qﬁe no ha

reaccionado.

11. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencibn que se sq}icita:
UN PROCEDIMIENTO PARA IA PREPARACION DE ACIDO 6-AMINOPENI-
CILANICO.

Todo conforme queda descrito ¥ reivindicado en la
presente Memoria descriptiva que consta de decimieve Pé4ginas

mecanografiadas.

Madrid, 20 de noviembre de 1.973

BERNARDO [NGRIA
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