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PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE DERIVADOS DE
T-MINO- A\ 3-cEFEM,-

‘IN‘:“.L L.

999 é“fa”k BAYER AKTIENGESELISCHAFT, entidad alemana, residen-
' "+ te en Leverkusen—Bayerwerk, Repxiblica Federal

Alemana.-

5k I.a._pieseﬁte AinvenéidnAée refiere a un nuevo
procedimiento para la obtencidén de derivados de 7-amino-A3 -
cefem que se pueden emplear come productos intermedios para
la. s:{ntesis de sustancias activas antimicrobiales.

5 ) Ya es conocido que el 4cido 7-amino-cefaloespord-

R
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nico se obtlene, por eaemplo, por la dlsoclaclén de cefaloes o;
rlna C con cultlvos de dlstlntos microorganlsmos (véase,
- por egemplo,‘patente US 3.239.394) o por disociacién quimica
segin diferentes métodos (véase, por ejemplo, la publicacién
5e alemana DAS 1.176.147, la publicacidén elamana DOS 1.145.615

o la patenteﬂUS 3.272.809). La desacetoxi-cefaloesporina C s
puede transformar, después de reduccidn catalitica (véase
patente US 3.124.576), en forma andloga en el 4cido 7-amino=-
desacetoxi-cefaloespordnico. Por la publicacidn elamana DOS
10. 2,212,276 se conoce también un procedimiento para la diso-
ciacidén enziméticé de éci&oA7—fenoxiacetamido—desacetoxi—ce—
faloespordnico a écido T-amino~desacetoxi-cefaloespordnico can
ayuda de una enzima a&%orbtivamente ligada de Bacillus mega-
terium B 400. Asimisi6 se han dado a conocer varios procedi-
15‘ mientos para la disociacidn de renicilinas con ayuda de peni-
cilinacilasas covalentemente liéadas a soportes hidroinsolu-
bles (véanse las publicaciones ﬁlemanas DOS 1.907.365, 1.917.405
y 2.215.687). " S 2
Se ha dés@ubiérto'quéése obtienen los derivados de

20. 7-amino= [\3—cefem de férmula i

N ?H‘“"(I!.H/. \‘fﬁz

o — T (1)
TN

25. ~ o T R et : i

donde R signlfica hldrdgeno hldroxllo' amino; cianog

-0~CO-NH, 5 -S-C-N (CHZ)n y donde n representa un nimero ente

°

1 , =S-CS-0-R%, donde R* sig-

ro de 4 & 63 -0-CO-RY, -NH-CO-RL

30. nifica alquilo con 1 & 4 dtomos de carbono; o donde R signi-

S AP ISR



Se

10.

15,

20.

25.

30.

‘mético de 5 6 de 6 mlembros, que en caso dado puede llevar

- las solo se pueden emplear ung s0la vez, es posible separar

B Y TR
fica’ -S-Het o Het, donde Het signlflca un resto heteroaro—

una carga positiva; y X smgnlflca hldrégeno o el simbolo de
una carga negativa en caso de que el resto R contenga una

carga positiva, si compuestos de férmula

S

2 AN
R° = CH - CO - NH - CH—CH 1H-I2
1'13 ' é 1‘1 c CH,~R (1)
o AN (IJH
CO0X

donde R y X tlenen el 51gnificado arriba indlcado y R2 sig—

nifica un anillo, fenilo, fenoxi, 2-tienilo o Z—furilo, en
caso dado sustituido en el anillo por amino, hidroxi o alquln
lo con 1 a 3 4tomos de carbono y R3 significa hidrégeno, amis
no, hidroxi o algquilo con 1 a 3 4tomos de carbono, 0 Sus sa-
les con bases inorgdnicas u orgénicas, se ponen en contacto

con penicilinacilasa que estd ligada covalentemente a sopor-

tes solubles en agua, en caso dado en una forma encerrada en

un material soporte insoluble en agua, y el derivado de 7-ami-

no-/\3-cefem de férmula I se aisla.

En forma sorprendente disocia la penicilinacilasa,
ligade covalentemente al soporte soluble en agua, los com-—
puestos de férmula II»précticamente a igual velocidad como

las penicilinas correspondientes.

El procedimiento de la presente invencidn muestra [
una serie de ventajas en comparacidén con los procedimientos |
conocidos para la obtencidn de los compuestos de férmula I.

Mientras, por ejemplo, las enzimas de los cultivos de célu-

la penicilinacilasa ligada & soportes soluble en agua por ul-
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frafiltracién y ser empleada de nﬁeé&. Ademds, en caso de-

. seado, de los preperados enzimdticos se pueden obtener tam-

concentraciones més elevadas del sustrato cefaloesporina de

" ¢ibn representa poi‘ lo tanto un enriquecimiento de la téc-

vién preparados de penicilinacilasa;'hidrééolubles, si peni-
cilihacilasa covalentemente ligada a soportes hidrosolubles
se incluye en un material soporte insoluble en agua, por

e jemplo, por encapsu;lacidn o inclusién en polimeros. Estos
preparados insolubles en ague se pueden emplesr en muchos
casos en forma favorable. Segzin el presente procedimiento se
obtienén los compuestos de f(ﬁ_'mula I en muy buena pureza y
elevados rendimientos con un gaéto industrial may reducido.
En comparecién con el empleo de una enzima solo adsorptiva-
mente ligada (véase la publicacién alemana DOS 2.212.276)
tiene el empleo de la Ipenicilinacilasé. covalentemente ligaday

hidrosoluble, la ventaja de que la enzima, tembién al emplear

férmula II, se mentiene ligada, con lo que resulta una econo:

mia considerablemerte incrementada en comparscidén con los des

mds procedimientos. 1 procedimiento de la presente inven-
P p

nica. - | v
Empleando por ¢ jemplo decido 7-fenil~acetamido-de~-

sacetoxi-~cefaloesporinico zomo :producto de partida se puede

representar el desarrollo de la reaccién mediante el siguien

te esquema de férmulas:

@gﬁz-co-m-c]m — (‘JH -~ \cnz

3
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© Como ejemplos sean mendionados metilo, etilo, n- e i-propi=-

‘tienilo, pirazolilo, imidazolilo, 1,2,3- y 1,2,4-triazolilo,

' (penicilinaciiosa/Hzo ligada -
a soportes hidrosolubles)

.-@-032-0093 g

-t

. s
| HéN—?H-—-CH ?Hz
’ l
C—N. ©  C-CH
0T N\ ” 2
. I
COOH

Tos compuestos a emplear como productos de parti-
da estdn en general deﬁinidos por.la férmula II de arriba.
El alquilo Rl significa al@uilo de cadena recta o

remificada con 1 a 4, preferéntemente 1 6 2 dtomos de carbono

lo.
n representa preferentémente 4 & 5.

El anillo Het heteroaromdtico de 5 6 de 6 miembros
contiene preferentemente 1 a 3, especialmente 1 6 2 heterodto
mos iguales o diferentes. Como heteroatomos estdn oxigeno,

azufre o nitrégeno. Como ejemplos sean mencionados furilo,

oxazo0lilo, isoxazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, 1,2,3-,
1,3,4-, 1,2,4-y 1,2,5-0xadiazolilo, azepinilo, pirrolilo,

isopirrolilo, piridilb; piridinium, piridezinilo, pirimidini-

lo y pirazinilo.
El anillo heferoarowético Het puede estar sustitui{
do por 1 a 3, preferentemente 1 6 2 grupos alquilo, preferenj
temente con 1 a 3 4tomos de carbono, pudiendo ser mencionadoi
como ejemplos, metilo y etilo.:
El alquilo en la def{nici6n de R, significa alquil

de cadena recta o ramificada con 1 a 4, especialmente 1 6 2
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»étomos de carbono, tal como metllo, etllo ¥ n= e i-propilo.

COmo sales de 1os compuestos de fdrmula II con ba-

k_ses 1norgén1cas u orgénicas, que se pueden emplear en el

‘ procedlmlento de la presente invencién, sean mencionadas las

sales alcalinas, tales como las sales sédicas y potdsicas,
las sales éléalino~térreas, tales como las sales célciéas,
las sales éménicés, ési como las salés gue se forman con
aminas alifdticas, araliféticas o aromdticas. Como ejemplo .
sean mencionadas las alquilaminas primarias, secundarias y
terciarias que contiegen 1 a 4 4tomos de carbono por cada
grupo alquilo y en ddﬁde los grupos alquilo pueden estar sus—
tituidos por grupos hidroxi, por ejemplo,}etilamina, trietilg
mina, hidroxietilamihé; aminas "cfelicas, por ejemplo, piridi-
na, piperidina,'mdrfdi;ﬁa, piperazina y N-metilpiperazina.
Tos comﬁuesﬁgs de férmula II a emplear segin la
presente invencidn ya sén conocidos o se pueden obtener se-

gin procedimientos conocidos (véase, por ejemplo, E.H. Flynn,

Cephalosporing and Penlcllllns, Chemistry.- and Blology, Acade- ;'

nic Press, New—Ybrk, 1972).

Como ejemplos de compﬁestos de férmula Ii (especiall

¢idn) sean mencionados:

kK N E: 1'\: ‘ échmz R
. e AN ?/
Co0X

-mente preferentes para el procedimiento de la presente inven- .
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ilos compuestos d) a £)e

- ferencia la penlclllacilasa de Escherzchla coli, por ejemplo,

ajustando un extracto en bfutoi@e células de Escherichia coli

que ademds de la penicilinacilasa contiene fragmentos de cé-

De estos cOmpuestos son especlalmente preferentes,

para su- empleo en’ el procedlmiento de la presente invencién,

La penlclllna011asa que esté covalentemente ligada

a soportes hidrosolubles puede se:‘dq los més distintos ori-

genes,

~ Ta penicilinacilasa (Enzyme Comission 3.5.1.11) se
puede obtener la numefosos,micféorganismos segin métodos en
general conocidos (véase for_eﬁemplb, también las publica-
ciones alemanas DOS 1.907.365 y 2.217.745), por ejemplo, de
bacterias, eSpeeialmenﬁe;Escherichia coli, Erwinia o actiﬁo;
micetos tales como Streptomyceé, Micromonospora, Noréardia u

hongos tales como Fusarlum y levaduras. Tiene espe01al pre-

de una Escherichia coll depositada bajo ATCC 11 105. El ais-
lamiento de la penicilinacilasa de Escherichia coli se efec-

tia, por ejemplo, segin la publicacién alemana DOS 2.217.745

lulas de Escherichia c¢oli, a un valor pH de 3,5 a 5,5, pre-
ferentemente de 5,0 ¥y centrifugando el extraeto, a continua-
cién tratendo la solucidn clara de la penicilinacilasa obte-
nida como sobrenadantg,éonAsilibatos de aluminio, preferente-
mente bentonita,.sepaiando el adsorbato en forma conocida y
eluyendo, por ejemplo, con una solucién 0,1 ~ 1,0 molar
de acetato sddico o potdsico a un pH de 8,5 aproximadamente.
la soiuci6ﬁ clara de penicilinacilasa enriquecida,

as{ obtenida, se ﬁuede seguir purificando, si se desea, cro-

matogréficamente en intercambiadores de iones macroporosos,

por ejemplo, celulosa sulfoetilica.
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o de 1igar covalentemente la penlcllinacllasa, entran en consi-+

T

Como 30portes hidrosolubles, en los cuales se pue-

deracidn muchos compuestos polimeros h;drosolubles. Con pre-
ferencia se pueden emplear como soportes polimeros pféética—
mente todos los polisacdridos, Como ejemplos sean mehcionad07
ante todo: dextrano, féculas solubles en agua, laevan, asi
como celulosa carboximetflica. Tienen especial preferenéia-;
el dextrano y la fécula. Como polisacdridos entran prefereﬁ;
temente en consideracidn aquellos con un.peso molecular:de
unos 5000 a unos 1000.000, especialmente 10 000 a 800.000.
La obtencién de la penicilinacilasa covalegtemente
ligada a soportes solubles en agua, utilizables ségﬁn la pre-
sente invencidn, bajo el empleo de polisacdridos se puede
realizar como sigue: ‘

Al emplear polisacéridds como soportes polimeros

hidrosolubles se hacen reaccionar estos polisacdridos primerd-

mente con preferencia en un halocianuro. A continuacidn se
hace reaccionar el compuesto intermedio activo, agui forma-
do, en caso dado después de su aislamiento, con penicilinaci-
lasa (véase publicacidén alemana DOS 1.768.512, correspondien-
te a la patente US ne 3.645.852).

El desarrollo de esta reaccidn de dos etapas (for-
mecién de un compuesto intermedio activo y ligado de la peni-
cilinacilasa al soporte ﬁolimero) se puede representar me-

disnte el siguiente esquema de férmulas:

OH O\\\ H,N-Proteina -0~-C~NH-Protei
BroN s > | I =
OH ... — 0" . .
o o o — OH
donde X pﬁede ser un grupo NH_uvoxigeno, 0H OH re~

T
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- proteina 31gn1f1ca 1a penlclllnacllasa..

-cloro- y bromOC1anuro, especialmente el bromocianuro.

50 & unos 500, espe01almente 80 a 200 mg de ha1001anuro. -

) 11na011asa se mantlene el medio de reaccién, mediante adi-

eidn de una base, por eaemplo, ‘de lejfa sddica, en 1a zone

" “de halocianuro con el polisacdrido ha terminado en muchos

con la penicilinagcilasa sg'ajusta el pH de la solucidén, que

VJ"igﬁIii‘»- 10 = - 1‘§f,

pfésenté uha‘parte del soporte polimerd (polisacérido) ¥y HyN4

| Como haloclanuro entran en cons1dera016n iodo-,

Como diluyente o blén disolvente se emplea, tanto
en la primera etapa (rea;cidn de poliscérido con halogenocia-
nﬁro), como también en la segunda etapa (reaécidg-&el compues
to intermedio conféenicilinécilasé), preferentemente el agua.

. Pér‘gramd derpdliSacérido se emplean, al utilizar
dethano; preferentemen%e 5 alunos 250, éspeéialmente 10 a

200 mg de halocianuro: y, al emplear fécula, nreferentemente

Ia temperatura de reacclén se encuentra en estas
dos etapas entre unos 0 y unos : 50°C, preferentemente’ entre
10 y 25¢C, - Las reacczogesrse pueden efectuar a.pres16n nor-
mal pero también a:prégidn més ‘elevada, preferentementé a

presidén normal. En 1a'obtenéidﬁ de los preparados de penici-

Ph de 8 - 13, preferentementa en un pH de 11,0. Ia reaccidn

casog despﬁéé de 10';‘20‘mihutos. ILa solucién del compuesto
injermediO'acfivo formédé del yblisacéfido ¥ del halocianuro
no deberd contener paré la ?éaécidnicén la penicilinacilasa
ningin halocianuro libre. Ia reaccidn debiera realizarse lo

antes posible, ya que el derivado reactivo del polimero se

" dnactiva f4cilmente debido a hidrélisis. Antes de la reaccidy

contiene el derivado polimero activo, preferentemente a 8,5

" aproximadamente. Despuds de mgregar le penicilinacilasa se &gi
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" a continuacién en 1a forma usual, por eaemplo, por ultra-

- filtracién de la en21ma natlva, sin reaccionar, con membra-

B LI

ta & unos 0 hasta unos 50¢C, preferentemente 5 & 109C. EL

derivado enzimatico.de glto peso molecular se puede separar

nas que sean 1mpermeables para los preparzados de enzima-poli+

mero. En el caso de emplear dextrano con un peso molecular
de 500.000 se pueden emplear por ejemplo, membranas que Sean
impermeables a las sustancias con un peso molecular superior
a 100.000..

La proporcidén entre polisacdrido, halocianuro y
venicilinacilasa se pééde variar entre amplios limites. Con
seguridad se logra una reaccidén total de la enzima si por
parte en peso de pfoféiha enzimética sé_emplean.como miniﬁo

5 partes en peso de pollsacér1do.

Se ha demostrado que la proporcldn cuantltativa en- i‘;'

tre haloecianuro y pollsacérldo puede influenciar con31dera-

blemente la duracidén del derivado enzimdtico. Asi, la penici< .

linacilase nativa en solucién acuoss a un pH de 7,8 ¥ 4590
se inactive hasta enun 95 % en el plazo de 24 horas. Bajo
iguales condiciones pierde la penicilinacilasa ligada a so-
porte, hidrosoluble, que por ejemplo se copuld con dextra-

no del peso molecular 500.000, en 24 horas solo un 47 % de

actividad si por gramé de dextrano se emplean 17 mg de bromo-

ciamuro. Sin embargo;.éi por gramo de dextrano se emplean 80
mg de bromociano se réduca la actividad enzimdtica en 24 ho-
ras £0lo en un 5 %. Aqui sorprende que, con igual rendimientq
de copulacidén, por aumento de la proporcién de halocianuro
se pueda aumentar considerazblemente la estabilidad de la

penicilinacilasa ligada a soporte, hidrosoluble. Posiblemen-

te se forman, por el aumento de la cantidad de halocianuro

-,

—r
TIRT L
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"te invencidn (transformacidén de los compuestos de férmula II

22

entre la molécula soporte y la molecula de en21ma, més énfé-'
ces Eé;alentes. De esta manera se podria establllzar la es-
tructura terc1ar1a de 1a enzima mas, contra més enlaces cova-
lentes se hayan formade entre sl soporte y la enzimg. El
empleo cuantitativo de halocianuro estd sin embargo limitado,
ya que debido a retloulac1ones transversales se pueden for=-
mar derivados enzimdticos de dlflCll solubilidad y/o insolu-
bles. Asi, no es recomendable emplear, al utilizar polisacd-
ridos, por ejemplo, dextrano con un peso molecular de aproxi-
radamente 500.000 por gramo, més de 150 mg de halocianuro,
por ejemplo, bromociaruro. !

Si, por el ddﬁtrario se emplea un polisacérico por
egemplo, dextrano, con un peso molecular inferior, por ejem—
plo, de 20.000, entonces se puede, sin mds, dejar reaccionar
por gramo de polisacarido més de 300 mg de halocianuro, por
eaemplo, ‘bromocianuro. Sin embargo, al emplear soportes con

pesos moleculares mds bajos se reduce la estabilidad de la

enzima. SRR . . ' T

' También con fécula como soporte nidrosoluble se
pueden obtener derlvados extraordmnarlamente estables de
las penlczllnacllasas. La establlldad del dermvado enziméti-
co depende, también aqui, asmmlsmo del empleo del halocianuro
Preferentemente se hacen reaccionar por gramo de fécula como
minimo 150 mg de halociénuro, pbr ejemplo, b;Omocianuro.

Tos pesos moleculares, en cada caso més favorsbles,
de los soportes y clase y cantidad de las halocianuros, asi
como dé la penicilinacilasa se pueden determinar fdcilmente
por cualquier especialista.

Para la realizacidén del procedimiento de la presen-—

B e g RS

AFTRI ece2Y




10.

15.

20.

25.

30.

- Yes hidrosolubles, esto es, sin ulterior modificacién 0, sin

" $as clases, 0 preferentemente hila&o en fibras (véase la

- plo en un copolfmero compuesto de acrilamida, N,N'émetilen-

P - ; R - -
en compuestos de férmula I) se puede emplear directamente

la penicilinacilasa que estd ligada covaleniemente a sopor-

embargo, también encerrada en‘unrmaterial soporte insoluble

en agua, por ejemplo, cdpsulas, polimeros de las mds distin-

publicacién alemana DOS 3.715.277). la inclusién de la enzi-
me ligada covalentemente con soportes solubles en agua se
puede realizar aqui, contrario a la enzima libre, no covalen-
temente ligada, sin pérdidas de actividad apreciables.

Ia penicilinacilaéa ligada covalentemente a2 sopor-
tes solubles en agua se puede hilar a fibras, como ya se ha
mencionado, segin el método de la publicatidén alemana DOS
1.932.426, correspondiente a la patente US 3.715.277. El
preparado enzimdtico se dispersa por ejemplo, para ello con
ayuda de un emulsionante y se hila por el procedimiento de
hiledo en hdmedo o por el procedimiento .de hilado en seco
en polimeros a estructuras fibrosas. Como polimeios entran

aquf en consideracidn los polfmeros y copolimeros de las cla-

ses més distintas, tales como’ derivados de célulosa, éspéciél
gente triacetato de celulosa. | :

Una penicilinacilasa ligada a'dexfrand'dél iesé'
molecular 500.000 se puede copolimerizar, por ejemplo,'en
rendimientos de un 60 % de la actividad enziméticaforiginal

segin los procedimientos conocidos por la literatura (H.Nilso

[2]

R. Mosbach, Biochim. Biophys. Acta 268 (1972), 253-256). Aaui
se puede copolimerizar en la forma usual la penicilinacilasa

covalentemente ligada 2 un soporte soluble en agua por ejem-—

" bisacrilamida ¥y N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina., En el ensayo

e
e ey
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merlzar'baao iguales condlciones de ensayo solo un 10 % de

mente estable, también aespués de repetidos empleos para la
rbbtencién'de los compuestos del tipo I. El derivado de enzi-

mas copolimerizado permite una separacidén mds rdpida y senci-

=y 14___.?“
R A
de control con penlclllnacllasa natlva, esto €S, no ligada

covalentemente 8 un soporte, se obtuv1eron después de copoli-

la actividad enzimdtica orlglnalmente.ex1stenue. Ia enzima

ligada a soporte copolimerizada demostrd ser extraordinaria-

1la del medio de reaccidén ya que el polimero se puede prepa-
rar en granulometrias de mds de 1 mm de didmetro. Ias muevas
sustancias muestran ﬁé fuerte efecto enzimdtico, por 1lo que
son en alto grado adeéuadas;

Generalmenté se realizen las disociaciones enzimd-
tices para la obtencién de los compuestos de férmula I con ay
da de la penicilinaciiééa ligada cpvalenteﬁente a un soporte.
soluble én agua, en séludiones diluidas cque preferentemente
contienen desde un,l‘a un 20, especialmente de un 3 a6 %

(en peso) de los compuestos de férmula II. Antes del aisla-

miento de los productos finales es conveniente evaporar apro-.}:" o

ximadamente un 50% o més del agua empleada como dlluyente.-'
Como la penlclllpa01lasa llgada a soporte, empleada seg&p

la presente invencién,Apermife también disociaeiones con

mayores concentracioneé-de sustréto, se ha de evaporar menos
agua correspondiendo al mayor empleo de producto de partida.
Bl empleo segin la presente invencidn de los derivados hidro-
solubles de la penicilinacilasa para la obtencién de los com-
puestos de férmula Ibes por lo tanto muy econdmico siendo de
poca importancias con respecto a la nueva utilizacidén del de-~

rivado enzimdtico y el rendimiento en compuestos de férmula I

si el derivado enzimdtico hidrosoluble se emplea directamente
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. todas las bases inorgénicas y orgdnicas, tales como fosfato

" terc.sédico, hidrdéxidos alcalinos, carbonatos alcalinos e hi-

en solucién acuosa o en la forma insoluble después deApoli-j,A;f

merizacién o inclusién en polimeros.

En la realizacidén del procedimiento de la presente
invencién -se disueive.o suspende el compuesto de férmula II
a disociar preferentemente en agua 0 en una mezcla de agua
y hasta aproximadamente un 10 % (en volumen) de un disolvente
orgénico, preferentemente de un disolvente orgénico polar
miscible con agua, preferentemente alcoholes alquilicos infe-
riores, tales como metanol y etanol, cetonas alquilicas, ta-
les como acetona o formemidas dialquilicas inferiores, tales
como dimetilformamida.

Preferentemente se emplean 1 a 20, especialmente 3
a 6 partes en peso aelféompuesto de férmula II.

Ia soluci5n‘§yo suspensién se pone en forma arbi-

traris en contacto coil el derivado enzimdtico hidrosoluble,

Por ejemplo, el derivado enzimdtico se puede disolver en agug,

0, después de su inclusidn en un polimero, estar suspendido

en la solucién. ; : B ”

-

‘Lq\reaééidn tdiééciacidﬁ de los compuestos de fér-
mula II a compuestos de férmula I) se efectia a unos 20 hastg
unos 459C, preferentemente a 35 a 402C.

Pars la neutralizacidén del resto ac¢flico, que se
disocia durante la reaééi&n, es'conveniente una vigilancia
contima y graduacién del PH. El'pH se deberid mantener duran-
te la reaccién preferentemente en un valor de pH 6 a 9, es-

pecialmente pH 7,5 a 8,5. Esto se puede realizar, si es ne~

cesario, mediante adicién de una base a la mezcla de reaccidn

Como bases entran para ello en consideracién pricticamente
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co ¥ potédsico, etilamina, mefiletilamina, frietilamina, mono-,.

- 16 7; ..

drogenocafbonatqs, darbonatos‘alcél@no—térreos e hidréxidos
alcalino~térreos, amoniaco, aminas pfimérias, secundarias y
terciarias, alifdticas y aromdticas, asi como bases heteroci-
clicas. Como ejemplos sean mencionadas hidréxido sédico y po-

tdsico, carbonato sédico y potdsico, hidrogenocarbonato sédi-

di- y tri-hidroxietilamina, anilina, piridinz y piperidina.
Del consumo de la base se aprecian fécilmente la velocidad '
de reaccidn, asi como la terminacién de la reaccidn.

. Ia velocidad de reaccidén depende ante todo de la

proporcidn entre la caﬁ%idad de derivado de penicilinacilasa ;ﬁAi

disponible y la cantid;é del compuesto de fdrﬁula IT emplea~ :

do y de la actividad eé%ecifica de la penicilinacilasa cova-
lentemente ligada emplé;da.
. Ta actividad espeeifi§a de la penicilinacilasa se
indica en unidades/cc de solucién o unidades/g de peso Iime-
do. 1 unidad se define como la actividad de penicilinacilasa
que en un minuto hidfoliza un micromol de penicilina G, a
372C y wn pH 7,8, a dcido 6~-aminopenicildnico y 4cido feni~
lacético. o

Pafa la disociacidn completa de 1 kg de dcido 7-fe-
nilacetamido-desacetoxi-cefaloespordnico en el plazo de 2
horas se necesitan por ejemplo, unas 120.000 unidzdes de
penicilinacilasa ligada é'sopofte,'solﬁble en agvua. Con tiem-
pos de disociacién mds 1argos se precisa correspondientemente

menos penicilinacilasa. Las proporciones cuantitativas y

tiempos de reaccidén mds favorables se pueden determinar fécil
mente por el especialista.

Terminade la reaccidn de disociacién se separs el

derivado de penicilinaculasa hidrosoluble por ultrafiltracién

TR
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y se puede emplear inmediastamente para ulteriores preparados
de disociacidn. Si el derivado enZimético, covalentemente
‘1igadd, hidroéoluble, se encapsuld, copolimerizé o se hi;d,
segﬁn-la publicacién alemana DOS 1.932.426 correépondiente
5. a la patente US 3.715.277, en filamentos, entonces se puede
separar en forma especialmente sencgilla por filtracidén, de-

cantacidén o centrifugacidn.

TR [T T

Para la ultrafiltracidn se emplean con especial ven-
téja los médulos usuales en el mercado con membranas que son
10. iﬁpermeables para moléculas con pesos moleculares de mds
| de 20,000 hasta unos 100,000 aproximadamente.

De la solucidn clara liberada de los correspondien-

tes preparados de penicilinacilasa se aisla el compuesto de

e

férmula I formado segdn procedimigntoé en general usuales.
15' Procedimientos ususles son, por_ejemplo, la precipitacidn
con dcidos minerales inorgénicos, por ejemplo, dcido elor-
hidrico, deido sulfirico, decido fosfdérico o 4cidos carboxi-

licos orgénicos, por ejemplo, dcidos alquilcarboxilicos in-

feriores, tales como 4cido acético en el punto isceléctrico

20, 0 también mediante los procedimientos cromatogrificos usualed,

tales como crometografia de caﬁa deigada o de columna.

" En muchos casos es témbiéh ventajoso retirar por
extraccién, antes de la precipitacién del compuesto de fér-
mula I formado, el resto acilico disociado bajo un pH débil-
25. mente écido con un disolvente oréénico no miscible con agua,
tal como acetato de etilo, metilisobutilecetona ¢ iso-bufi—

lacetato. la extraccidén se efectia preferentemente por debajq

T S e N S i L Tl i

de un pH de 6,0. Como, sin embargo, con valores de pH bajos

e

disminuye la solubilidad de los compuestos de férmula I en

TR

30. " agua, se ha de diluir eventualmente con agua entes de acidifi-
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gar el bromocianuro se ajusta la solucidn con dcido clorhidri

"¢c0 2-n a un pH de 8,5 y se mezcla con 170 cc de una soluci&n

C-1-

car. Ademds también puede ser %entajoso, para logfar buenos
rendimientos, concentrar iés éélﬁciones‘acuosas en vacio an-
tes de preclpltar el producto.uji{”_i: 7

El producto precipitado, o blén obtenido por cro-
matografia, se puede purificar segin métodos usuales. Por
ejemplo, para la eliminacidén total del resto disociado se
puede lavar con un disolveﬁte adecuado, por ejemplo, acetato
de tutilo o acetona y secar en vacio, obteniéndose directa- |
mente el compuesto de férmuls f-puro.

Ios compuestos\devférmula I obteniblés éegﬁn la
presente invencidn se ﬁﬁéden transformar segdn métodos en
general conocidos, por_éﬁemplo, por acilizacién en el

grupo T-amino, en valioSas sustancias activas antimicrobiales

(véase, por ejemplo, ﬁlﬁ.Flynn'Cephalosporins'and Penicilling

Chemistry and Biology, Academic Press, New York 1972).

los preparados de peﬁicilinaéilasa ehpléadbs;év el

procedlmlento de la presente 1nvenc16n se pueden emplear va~|"

rias veces debido a su gran establlldad ‘durente un 1argo pe-
riocdo de tiempo, por lo cual su empleo €es en e5pec1al grado

econdmicamente ventajoso.

El procedimiento de 1a presente invéﬁci&n'Se_éxpii—'}

ca a base de los siguientes ejemplos:

Ejemgio 1 o "'A ; ‘_ o
a) 5 g de dextr;no 500 ébn.uﬁipeéo molecular dé 500. 0
se disuelven en 165 cc de agua y con lejia sddica 2-n se
ajusta a un pH de 11,0. A una temperatura de 209C se agregan,
bajo agitacidn, 857mg de brohocianufo ¥ el pH de la solucidn

se mantiene con NaOH 2-n en 11,0. 10 minutos después de agre-

0
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acuosa de 550 mg de penicilinacilésa (actividad enzimdtica
743 U/mg). Ia solucién se agitg durante 16 horas en el re-
frigerador a 49C. Después de la ultrafiltracidén no se puede
demostrar en el filtrado ninguna actividad enzimdtica. La co-
pulacidén con el soporte se desarrollas por lo tanto en forma
completa. El rendimiento en actividad engimética asciende a
un 98 %, referido s la’actividad inicial. Después de secado
por congelacidén se mantiene totalmente la actividad enzimé-
tica.

b) 5 g de dextrano 500, con un peso moleculsr aproxi-
mado de 500,000, se disuelven en 165 cc de agua y con lejia
sédica 2-n-se ajusta a uh pH de 11,0.4A una temperatura de
202C se agregan hajo agitacidnj400 mg de bromociénuro y el
pH de la solucién se mdntiene con lejfa sédica en un pH de
11,0. 20 minutos después de agregar el bromocianuro se gjus-
ta la solucidn con dcido clorhidrico 2-n a un vH de 8,5 y

se mezcla con 170 cc de una solucidén acuosa de 550 mg de
penicilinacilasa (actividad enzimdtica 7,3 U/mg). Ia solu-
cidén se agita durante 16 horas en el refrigeraddr a 5¢C. Ia
enzima se liga bajo estas condiciones totalmente con el so-
porte. El rendimiento en actividad enzimdtica asciende a un
96 % referido a la actividad inicial.

Ejemplo 2

a) 5 g de dexttsno 20, con un peso molecular aproxima-
do de 20.000, se hacen reaccionar como indicado en el ejemplo
1 b) con 400 mg de bromocianuro y después con 550 ﬁg de
penicilinacilasa, El rendimiento en actividad enzirdtica as-

ciende, después de la reaccibn, a un 96 % referido a la ac-

b) 5 g de dextrano 20 se hacen reaccionar como indica-

R D P g P T
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do en el ejemplo 1 b) con 800 mg de bromocianuré.y después

" con 550'mg de'penicilinacilasa; El rendimiento en actividad

enzimdtica asciende, después de lafreaccidh, aun 87 %, re-
ferido.a 1a4actividadiiniciél.

¢) - 5 g de dextrano 60 con bz peso molecular épfdxima—
do de .60.000 se hacen reaccionar como inéicado en el ejemplo
1Db) con 400'mg de bromocianuro y.después con 550 mg Ge pe-
nicilinacilasa. E1l rendimiento en actividad enzimdtica ascied
de despuds de la reaccidén a un 99 %, refefido a ia actividad
iniecial.

Ejemplo 3 .

a) 5 g de féeula soluble segin Zulkowsky (por ejemplo,
el preparado comeréiai de 1a>firﬁa'E. Merck/Darmstadt) se
disuelven en 165.cc;délagua y con lejia sédica 2-n se ajus-—
ta a2 un pH de 11,0. A una temperatura de 202C se agregan bajd
agitacidn 400 mg de bromocianuro y el pH de la solucién se

mantiene con NaOH 2-n en 11,0. 20 minutos después de agregar

el bromocianuro se a2justa la solucién con dcido clorhidrico - |-

2-n 2 un pH de 8,5 y se mezcla con 170 cc aq:unarsoluci§n_:iA:“

acuosa de 550 mg de penicilinasa (actividadﬁgnzimética 7,3
U/ﬁg). Ia mezcla se agita durante 16 horas en el refrigera~ .
dor @ 49C. Después de la reaccidn asciende el'rendimien@q_eh
actividad enzimgtica a un 98 %, referido a la actividad ini-
cial. la penicilinacilasa covalentemente eniazada éon la_fé;
cula se puede secar por congelaéidn sin pérdida de actividad.
El rendimiento es de 6,2 g con una actividad enzimdtica de
0,65 Uth.

b) 103 g de fécula soluble segin Zulkowsky (por ejem-

- plo, el preparado industrial de la firma E.Yerck/Darmstadt)

se disuelven en 1250 cc de agua y con lejfa sddica 2-n se

R TSR AR TR W AR CRAT S N SR e o
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ajusta a un pH de 11,0. A una temperatura de 202C se agregaﬁ ’

bajo agktacién 16,8 g de bromocianuro y el pH de la solucién

se mentiene con NaOH 2-n en 11,0. 20 minutos después de agre<

gar el bromociznuro se ajusta la solucibn con 4cido clorhidri-

¢co 2-n a un pH de 8,5 y se mezcla con 2060 cc de una solucidn
acuosa de 10,3 g de penicilinacilasa (detividad enzimdtica
11,9 U/mg). La solucidn se agita en el refrigerador durante
16 horas a 49C. Después de la reaccién asciende toda la ac-
tividad enzimdtica a un 94,5 % referido a la actividad ini-
cial.

Ejemplo 4

2;9 g 8é penicilinacilasa covalentemente ligada a
fécula con una actividad de 650 U/g, obtenida segin el ejem-
plo 3a) seAdisueiven en 600 cc de tampén 0,05-m de trietano-
lamina~-dcido clorhidrico de un pH de 7,0. A la solucidn se
le agregan 85,5 g de acrilemida, 4,5 g de N,N'-metilen-bisa-
crilamida y 5 cc de una‘solucidn acuosa de 2,5 g de peroxo-
disulfato aménico (solucidén A). ‘

En ﬁn matraz de tres cue1105; provisto de agita~
dor, se introducen 2900 cc de tolueno, 1100 cc de cloroformo,
5 cc de N,N,N',N'-tetrametiletilendiamina y 10 cc de un eyul-
sionante, se enfria a 42C y se agita a una velocidad de 250
r.p.m. Bajo gas protector de nitrégeno se gotea, a través de
un embudo goteador, la solucién A en el recipiente de reac-—
cidn, se agita durante 30 minutos y el polimero se separa
por succidén. Se lava ulteriormente dos veces consecutivas con
1 litro de tolueno y 2 litros de solucidn 0,5-m de cloruro
sbdico. En el polimero estd contenida un 63 ¢ de la actividad

inicial de la penicilinacilasa.
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Ejemplo 5
Disociacién de 10s éoﬁpuéstos'de férmula II:
20 mmoles de los compuestos de férmula II a disociar se di-
suelven en 200 cc de agua (en caso dado mediante adicidn de
5 lejia s6dica) a un pH de 7,5. A la solucidn agitzda en un re-
@ cipiente termoestatizado a 372C se agregan 150 cc de la so-
lucidn obtenida segin el ejemplo 1b) con una actividad total

de 1500 U de penicilinacilasa ligada a dextrano.

O .
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Durante la reaccién se mantiene el pH constante en

"

10. 7,8 mediante adicién de 0,5 m de NaOH a través de un gradua-
\

rene)

dor del pH. la terminacién de la adicidn de NaOH indica la tep-

RGARTAT

minacidén de la reaceidn. Terminsda la reaccidén se filtra la

R

solucidn a través de un ultrafiltro hastz un volumen_fesidual
de 30 cc. A la solucidn residual se le agregan 100 cc:'de agual,

15. se filtra de nuevo hasta 30 cc, serrepiye de ruevo estg_pro—'

i J

ceso de lavado y los permeatos reunidos se concentran por
evaporacidn en vacio a 309C a 100 cc. Iz solucién concentra-

da se mezcla con 50 cc de acetato de butilo y 1a solucldn

obtenida de férmula I se prec1p1ta~med1anue adlcldn de é01do ’ .
20. clorhidrico 5-n hasta el puntd isoeléctrico de 3, 7. DesPués ;,?;:73.~
de dejar reposar la muesitra durante 2—3_ho;as en e; refplgerﬁ
dor se separa por filtracidén, el producto cristalino se 1avé

en cada caso con 100 cc de agua y acefona y se seca en vacio.

Ia determinacién del contenido de los productos se
25, efectud por determinacién fotométrica del grupo T-amino li-

berado en forma conocida, después de la reaccidén con p-dime-

ARy oy, tpe st ikt ves

tilaminobenzaldehido, en una modificecidn del método segin

Svotek (Czech. Patent 116 959 (1965)).

et

Ia extineidén a 415 nm se compard con las curvas

30. standard para el 4cido 7-aminocefaloespordnico puro y el 4ci-

e e e e s————————
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o A

do T-amino-desacetoxi-cefaloespordnico.

Ademéds se demostrd la identidad de los productos
por espectros de infrarrajo Yy lH;respnancia nuclear y por
cromatografia de papel en él siétema’butanol;écido acético

glacialiagua (12:3:5). De esta manera se realizaron las si-

guientes reacciones:

Ejemplo 5 a)

HQN.__J/

‘ LCH -co—NH]:i - |
: }cn,gococa_,, Lﬁ CHy-CCOCH,

. COOH
CCONg

Compuesto de partida:

9,08 g de 4cido 7—(2-t1enil)—acetam1do~cefaloesporénlco (sal
sédica). '

Duracién de la reaccién: 85 minutos

Producto fijal: dcido 7—aminocéfaloesporénico

Rendimiento: 5,30 g (90 % de la teorfa), pureza: 97 %

Ref: 0,27 (ningdn dcido desacefil-7-aminooefaloesporénico con
Rf 0,10). :
Ejemvlo 5 b)

[:;:L-CH CO-NH
iyne _CH%—\/\ * () w9
4? = CH =
¢o 70
, coo ©

O

Producto de partida:
8,70 g de T-(2-tienil)-acetamido~3-pirimidiniummetil- £\ 3-ce-

fem-4-carboxilato

Producto final: T7-amino-3-piridimiummetil- 1553-cefém—4-carbo-
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~de papel.
Ejemplo 5 ¢)

o S B R

xilato _

Duracidén de la reaceién: 75 mimutos

RE: 0,05. 3 : B
Debido al anillo piridinico en la molécuia,vel

producto de esta reaccidén no se puede aislar por precipita-

cidn en el punto isoeléctrico. Ia terminacién de la reaccidn

y la identidad del producto se demostraron por_crqmatografia

0~CHyp=CO-1 Bl
O— T I:QCH *N\B'CPB

COOH

Producto de partida: :
7,01 g de écido T-fenoxiacetamido~-desacetoxi-cefaloespordnico
Progucto final: 4cido T-amino-desacetoxicefaloespordnico
Rendimiento: 3,38 g (78 # de 1la teoria), pureza: 97 %
P.f. 238 - 2402C (descomposicién) -
Ejemplo 5 d)

Lt

COCH co0H

Compuesto de partida:
6,99 g de dcido T7-( ~amino-fenilacetil)-desacetoxicefaloes-
porénico ;

Prodgucto final: 4cido 7—amino-desacetoxicefaloesporéniqo

BT AN F Ayt s A

I T LT e

e
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Rendimiento: 3,66 g (84 % de la teoria), pureza: 97 #.

TIPS R
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Ejemplo 6

O En

cooH - COOH

500 g de deido fenilacetamido-desacetoxicefaloespo-
rénico (pureza 88 %) se azgregan a 20 1itrds de una_solﬁcidn
de penicilinacilasa ligada a fécula que contiene wna activi-
d2d total de 115.000 U. Bl preparado de reaccidn se mantiene,
bajo agitacidn mediante adicidén de trietilamina, constante en
un pH de 7,8 ¥ 0,2. La temperatura de reaccidén debe ascender
a 389C, Después de 65 minutos ya no se recoge mas trietila-
nina. Ia solucidn se filtra a travéds de un filtro de papel
¥y se uvltrafilira en un médulo de laboratorio empleando 10
membranas que son permeables para moléculas hasta un peso
molecular de 20.000 bajo una presidén de servicio de 12 kg/bmz
hasta un volumen residval de 1000 ce. E1l retentado, gue éde—
néds de la penicilinacilasa 1igéda con fécula separada, entre
otros, contiene deido T-aminodesacetoxicefaloespordnico re-
gidual, se diluye 3 veces consecutivas, en cada caso con
1000 ce de agua y en cada caso se vuelte a ultrafiltrar a
un volumen residual de 1000 cec. Te los ulirafiltrados reuni-
dos se aisla el deido T-aminodesacetoxicefaloespordnico for-
medo, segin procedimientos en general usuales, por ejemplo,
los siguientes:

El ultrafiltrado, incluyendo el agua de lavado, se
ajusta con dcido clorhidrico 5-n a un pH de 5,5 y se extrae

dos veces, cada una con 5 litros de acetato i~butilico., la

fase acuosa se ajusta a un pH de 7,0 ¥y en vacio se concenira

voege
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por evaporacibén a 302C hasta 8 litros. Del concentrado se pre
cipita por adicién de 4eido clorhidrico -5-n el dcido 7-aminod
cefaloesporanico en el punto isoeléctrico en un pH de 3,7.
Después de reposar durante 2 ->3 horas se controls el produc
to segin el pH y en caso dado se ajuste a un pH de 3,7, se

separa por succidn y se lava ulteriormente en cada caso con

1000 cc de agua y acetona. Se seca en vacio a 402C. Rendimier-

to 306 g (94 % de la teoriz) pureza 97 %.

En igual forma se empled la misma penicilinacilasa
ligada a fécula 25 veces consecutivas sin que se presentara
ninguna perdida de actividad apreciable. El rendimiento de

las 25 disociaciones ascendid en promedio a un 93,5 # de la

teoria.
Ejemplo 7
HoN_
AT T
=/ oy — 4l-* 2~ CE
0 3 O_ 3

COOH CCOH

20 g (60 mmoles) de 4cido 7-fenilacétamido~desace-~
toxicefaloesporénico se suspenden en 500 cc de agua y median-
te adicidn de trietilamina se disuelve hasta un pH de 7,8.

Se calienta a 379Cy se agregan 80 cc de la solucidn enzimd—
tica obtenida segin el ejemplo 1 b) con una =actividad total
de 800 U. Mediante adicidn de trietilamina se memtiene el pH
durante la disociacién en 7,8 t 0,3. Después de 6 horas ha
terminado la reaccidén. La mezcla de reaccidn se filira a
través de un ultrafiltro hasta un volumen residual de 5C cc,

la solucién restante se diluye con 100 cc de agua y nueva-

mente se concentra por ultrafiltracidn a 50 cc. Este proceso

e daw e o0
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de levado se repite ain una vez mds. Todos los permeatos se
reunen y en vacio se concentran por evaporazcidén a 30¢¢ a 400
cc.

Despuéds de agregar 2CC cc de metilisiobutilcetona
se ajusta cor dcide clorhidrico 12-n a un pH ée 3,7 y el Aci-
do T-aminodesacetoxi-cefaloespordnico cristalizado se separa
por succidn después de reposar durante 1 hora ¥y e lave con
poca agua y con poca agua/metilisotutilcetona y acetona.

i

Rendimisnto: 11,¢ g (92,5 7 de la teoria); pureza: 98 ¢,

Punto de fusidn: 238 - 24CeC (Gescomp.)

Ziemolo 8
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20 g (60 mmoles) de dcido T-fenilacetamido-desace-
toxicefaloespordnico se suspenden en 350 cc de azua ¥y ne- !
diante adieidn de trietilenminz se disuelve hzstz un vH de
7,8. Se calienta a 379C y se egrega la renicilinacilasa cova-
lentemente lizada a féculs copolimerizada con wna actividad
total de 1120 unidades. Mediante aducibn de irietilemine se

mantiene la mezcla de rezceidn cdursnte lz disccimecidn en

< . " ’
un pH de 7,8 = 0,3+ Después de 5 horas ha terminzdo la reac—

!
cibn. E1 derivado de penicilinacilzsa copolimerizado se sepa-

ra por filtreacién ¥ se lava con pocz agua. AL filtrado, inclu-

sive el agua de lavado, se le agregsn 200 cc ie metilisobuti%—

cetona y dcido clorhidrico 12-n hasta un ¢H 42 3,7. Desrués

de reposar duranve 1 horz a 5¢ se rezjusta el p¥E, en cazo éado
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con dcido clorhidrico, a 3,7 el 4cido 7—aminodesacetokicefa—
loespordnico cristalizado se separa por succidn y éé.iava
ulteriormente con poca aguz y acetona. | .
Rendimiento: 12,1 g (94 % de 1la teqria). Pureia:VQT;S:%;'
t0 fusidén: 238 - 2402C (descomp.) - N
Ejemplo 9 N
Obtencidn de las penicilinacilasas‘ﬁééeéarias rara
la obtencidn de los derivados enzimdticos:
a) Un extracto en bruio gue contiene penicili -nacilasg
se obtiene cultivando Escherichia coli chu* el chééd miento
descerito en la patente alemena 1.111.778, el cultivo =2 con-
centra por centrifugacidn a un ledo y las célules se deSQO*
blan segin proéedimientos mecdnicos, en ¢aso (ado, ba;o 28i-
cidén &2 un 3% de metilisobutilcetona.
b) 610 litros de un extracto en bruto asi obtenido,
centeniendo 5,2. 106 unidzdes se diluyen con agua'desionizaQ
da a 2100 iitros, se ajusta con 4cido sulférico a un pH de
5,0 v se centrifuga. En el sobrenadsmie claro se encueniran
59T 106 unidades con una actividad especifica ée 1,7 U/mz.
Reajustendo el ¥ a 5,0 se introducen y agiten
13,8 kg de bentonita y despuds de 30 minutos se separa a
través de una centrifugazdora ée paso. Ia bentonitz separada

vor centrifugacidn se eluye con 90 litres de 501u016n.0,5—m

de acetato sédico pH 8,0 y se separa vpor filiracidn. Se obviie

i
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nen 92,5 litros conteniendo 4,5. 10 unidades (&5 < de 1= teor-

lad esrecifica de la pericilinzeilasa de
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Descrita suficiéniemente le naturaleza del 1rver+o,

asi{ como la manera de rezliZarlo en la préctica, debe hzcer-
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se constar que las disposiciones anteriormentz indicadas,
scn susceptibles de medificacicrmas de detalle en cuanto no
zlt eren su principio fundemental. Taembidn se hace constar
que el invento corresponde a una Solicitud de Patente, pre-
sentada en Alenania, con fecha 28 de febrero ds 1974, bajo
el mimero P 24 (9 569.0; acogiéndose por 1c tanto a los bene
Ticios que conceden los Convenios Internzcionszles en vigoer,

-

siendo 1lo gque constituye la esencia del referido invento y

{5

-~

per lo cue se solicita Tatente de Invencidn nor 20 effes en
Tenafia, sobre: FROCEDIVITNTS TARA LA OBTINCION DE DERIVADCS
TE T~&INO- _333 CEFEN; caracterizdndose por lo siguiente:

le~ Procedimiento para la obtencidn de derivados

a

. , N3 "
de 7-amino- LA\ “~cefen de férmuia

: N
N ~cg—cr  om,

donde R significa hidrdgeno; hidroxilo; amino; ciano;
O—CO~NF2, -3= C—h(C ) s, donde n representa wn nlizero endero

ée 4 a 6; -o-co—sl, ~NH-CC-RY, -3-CS-C-R%, donde RY signifi-

cz 2lquilo con 1 a 4 dtomes de C¢rbono, o dcnde R significa
-S-Het 6 Het, donde Het significa un resto heteroaromético
de 5 4 de 6 miembros, gque en caso dado puede llevar unz car~
ga positiva: y X significa hidrdgenc o el sizbolo de una
carga negative en casc de que el rgsto A contenga vna carga

o

rositiva, caracterizado porgue compuesios de Idrmula

0 AN
R ~?H—CO—NH—?H“‘?H QHz
——— '- Jm

!
CCCX
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donde R ¥ X tienen el significado arriba indicado y szsigé
nifica un anillo femilo, femoxi, 2-tienilo o 2-furilo, en
caso dado sustituido en el.anillo por emino, hidroxi.o -
a2lquilo con 1 a 3 dtomos de carbono ﬁ R3 ;ignificg hidrége-
no, amino, hidroxi o alguilo con 1 a-g ét&mos,de carbono, o
sus sales con bases inorgénicag u orgénicgs, se ponen en
contacto con penicilinacilasa que estd ligada covaleniemente
a soporte solubles en agua, en caso dgdo en una forme ence-
rrada en un material soporte insoluble en aéué,_y el deriva-
do de 7-amino~ A\3-defem de £érmula I se aisla.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 2, cérac—
terizado porque R, R3 v X significan hidrégeno s R2 signifi-
ca fenilo. :

3.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque R, R3 y X significan hidrégeno y 32 signifi-
ca fenoxi.

4.- Procedimiento segin la2 reivindicacidn 1, cearac-
terizado porque R significa ~0-COCH;, B> significa fenoxi y
R3 ¥ X significan hidrdgeno. 7 7

5.~ Procedimiento segin la reivindicaciéﬁ 1, carac-

tgrizado porgue R significa —O-CO-CH3,VR? significa fenilo
N 33 y X significan hidrdégeno. A

6.- Procedimiento segin las reivindicaciones lah,
caracterizado porque la penicilinacilasa estd covalentemente
ligada a un poliszcdrido.

7.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 6,
caracterizado porque la penicilinacilasa estsd covalentemente

ligada a fécula.

8.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 6,|
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caracterizado porque la penicilinacilasa estd covalente li-
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gada a dexbtrano.

9.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 a 8,
caracterizado porque la penicilinacilasa ligada covalentemen-—
te a un soporte soluble en agua estd ocluida en vn material

soporte insoluble en agua.

1C.~ Procedinmiento para la obtencidn de derivadcs |
3 !
de T-amino- /_\, ~cefen, t2l y como gueda susitancialmente GETE
crito en la presente Nemoria.
Zsta Nemoriz censta de 31 hojas escritas a mdguina
por una sola cara, 27 FEB, 1975
Yadrid,

BAYER AKTIENGESELLSCHAFT.-

A4 GOMEZ ACEED Y HODET
B P Flrmado: L. Gasia Feradioden
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