#861¢ 2

)

MINISTERIO DE INDUSTRIA S 5 ‘ A3
REGISTRO DE LA F;RU'PlEDAD INDUSTRIAL Es 2 L
FEGHA DE PRESENTAGCION
20,11,1979

Concedido el Boglstre do ecu:-do

cenlos o

PATENTE DE INTRODUCCION onos ™" > ausfigiran cnle yzo.

any e~ Za sl cen-
teaido du fa Memoria oo unta,

@FECHA DE PUBLICIDAR CLASIFICACION INTERNACIONAL

e42D o

TJTULO DE LA INVENGION

“PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE ACIDO 6~AMINOFENICILARICO"

@ PATENTE EXTRANJERA W OTRA FUENTE DR INFORMACION

Patente Japonesa n® 53-~111443, del 11,9,1978

@ BOLICITANTE (8)

TOYO JOZO KABUSHIKI EAISHA

DOMICILIO DEL BOLICITANTE

632-1, Mifukun, Ohito-cho, Tagata-gun, Shisuoka-ken, JAFON

i @ INVENTOR (£8)

Eunio MATSUMOTO, y Hideji SELJO

@ TITULAR (ES)

TOYO JOZO KABUSHIKI KAISHA

@ REPRESENTANTE

VICTOR GIL VEGA

UNE A - 4, MOD. 3108 UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIP

00R
QUALITY



1o

15

20

25

30

1o

MEMORIA DESCRIPTIVA
Esta invencién se relaciona con un proceso

de produccién de &cido 6-aminopenicilinico mediante uso
de enzima inmovilizada. Se conoce ya la produccidn de
este 4cldo a partir de penicilina mediante método quimi
¢o ¢ enzimbtico. En un método de deacilacidn quimica,
se¢ protege la peniciling por un grupo éster procediéndo
se seguidamente a la formacién de iminocloruro e iminog
ter y a su hidrolizacién para formar dcido G~aminopenie
cilénico. Este proéeso presenta ciertas desventajas de-
bido a su complejidad y a la contaminacién por impure =
zase Un procaso.enximﬁtico presenta también una serie
de desventajas; por ¢jemplc, se emplea una inferior con
centracidn de penicilina y la mencla de reaccidn debe
ser concentrzda, a pesar de le inestabilidad téxmica
del 4cido G-aminopenicilénico, debido a una reaccidén df
lutda, _ o
Hemos descublerto que se obtiene una aclilasa
de peniciline inmovilizada de clevada actividad especf=
fica cuando se combini una enzima con un vehfculo polfie
mero de tipo acriloaitrilo dotado de estrudura porosas
se consigue un rendimionto en 4cido G-aminopenicilidnico
superior al 337 con una superior concentracidén de suse
trato, del 3 al 12% peso/volumen, de penicilina naturalj
no se requiere ninguna concentracidn para alslar el ci-
tado 4cido por precipitacidn isoeléctrica; un tiecmpo pxg,
longado y una miltiple reutilizacién de la acllasa de pg
nicilina immovilizada determinan un inferior costo de
produceidn de tal fcido y pueden emplearse para la reacw
clén de deacilacién no sélo el polve de penicilina aisla
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do y purificado, sino también una solucién acuosa de pe~
nicilina extractada.

La presente invencidn se completa con los ci=
tados descubrimientos y se relaciona con un proceso de

producclén de dcido 6~aminopenicilénico, caracterizado

porque se deacila enzimdticamente bencilpenicilina (peni -
cilina G) o fenoximetilpenicilina (penicilina V) median~. .
te el empleo de acilasa de penicilina inmovilizeda, com=~

binada con un vehfculo polimero de tipo acrilonitrilo
aminado e Insoluble en agua.

Una penicilina usada en esta invencién es la
conocida penicilina natural, que puede deacilarse me =
diante acilasa de penicilina o su sal soluble en agua,
Ejemplos de penicilina natural son las blen conocidas
penicilina G & penicilina V. Ejemplos de sal soluble en
agua son las sales conocidas que no ejercen ningén efec
to nocivo en la actividad de la acilasa de penicilina,
por ejemplo una sal alcalina, tal como.sédica o potési~r
ca. También puede usarse para la deacilacidn un extrace
to de fermentacién de penicilina, tal como una fase acug
sa rica en penicilina, transferidadbsde el extracto de
disolvente orgénico del f£iltrado del caldo de fermentaw
cién de la penicilina, no mezclable con agua.

Una acilasa de penicilina enzimética es una
enzima conocida dotada de especificidad de sustrato pa=
ra la penicilina y que hidroliza ésta en 4cido 6=aminne
penicilénico, La enzima usada en la presente invencidén
estéd constituifda por células cultivadas o por un prepa-
rado enzimftico obtenido de un filtrado de cultivo de

conocidos microorganismos productores de acilasa de pe-
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nicilina,

La citada enzima se produce mediante el proce
80 conocido y es una enzima parclal o completamente puri
ficada, 7

Ejemplos de microorganismos productores de
acilasa de penicilina son los siguientes:

Actinoplanes utahensis ATCC14539

Arthrobacter tumescens ATCC6947

Arthrobacter viscosus ATCC15294

BDacillus megaterium ATCC14945

" ATCC14946
" B = 400 FIRM =~ P743
Brwinia stewartil ATCC13531
lischerichia coll ATCC9637
"  ATCC11105
" ATCC13529
" NCIB3743
g NCIB3743A

Flavobacterium suaveloens ATCC13533
Hicrococcus candidus ATCC3456
kMicrococeus roseus ATCC416
lilcromonospora purpureochromogenes ATCC13634
Hocardia sp. ATCC13635
Proteus rettgeri ATCC9250
" ATCC31052

Pseudomonas aeruginosa NHERL1014J

" Pseudomonas fluorescens NRRL1B10
Pseudomonas maltophila ATCC17808
Serratia rubidaea ATCC181
Streptomyces griseus IF03333
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Streptomyces lavendulae ATCC13664

" ATCC13665

" ATCC21138
Puede utilizarse la otra acilasa. También pue
de emplearse una acilasa de penicilina producida por hon
gos descritos en "Advances in Applied Microbiology', Vol.
17, phgs. 311 = 369, 1974, Ed. E.J. Vandamue y colabora=

dores. En este caso, se usa ventajosamente la penicilina

.7
vw

Un vehiculo para la combinacién de la acilasa
de penicilina es un polimero de tipo acrilonitrilo inso=
luble en agua dotado de grupos aminos libres, por ejem=
plo un homopolimero de mondmeros de tipo acrilonitrilo, |
tales como acrilonitrilo, metacrilonitrilo, alfawclorce=
crilonitrilo, cinnamonitrilo o similares, o un copolfme=
ro de tales mondémeros o bien un copolimero de éstos .con
otros comonémeros que contengan enlaces dobles etilénl -
cos insaturados.,

EL citado vehfculo polimero de tipo acriloni-
trilo deber4 ser ventajosamente de naturaleza porosa. Pa
ra obtener una estructura porosa, por ejemplo se somete
el acrilonitrilo a polimerizacidén en suspensifén o en emul
sién en condiciones de homopolimerizacién o copolimeriza=
cién. Como variante, cl polfmero de tipo acrilomitrilo,
disuelto en un disolvente soluble, tal como dimetilforma=
nlda, sulféxido dimet{lico, solucién concentrada de rodaw
nato acuoso en dcido nitrico o solucidn acuosa de cloruro
de cinc, se ailade a gotas o se extruslona en forma fila =
mentosa o membranosa de estructura porosa en un bafio coa=

gulante que contenga agua, acetona acuosa, etanol acuoso
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o dimetilformamides acuosa para formar partfculas, filae
mentos o pelfculas. Tambfén pueden prepararse filamen -
tos huecoss ' |

En la siguiente operacién, se introducen gru
pos aminos libres cn el polimero de tipo acrilonitrilo
para obtener un polimero de tipo acrilonitrilo sminado, -
concretanente ua véhtculo de la presente invencién, Co=
mo quiera que ung reaccidén de deacilacién, en la que se
uze acilasa de penicllinag inmovilizada y combinads con
el vehiculo debe llevarse a cabo, en un madio acuoso
la introduccidn de zrupos aminos deberd efectuarse en

una medida tal que proporcione un vehfculo insoluble en -

agua. Pueden emplearse varlas reacclones conocidase. Por

ejemplo, pusde utilizerse un método que reduzca grupos
nitriles del polim~ro de tipo acrilonitrilo o grﬁpos ani,
nos. Cuando el eltado polimero tenga una cstructura porg;'
sa, la reduccidn puccde cfectuarse preferiblomente enm un
material no disolvente inerte que no disuelva el citade
polimecro, a £in de evitar la destruccién de la estructu=~
ra porosa. Un cjemplo preferible de agente reductor es
el hidruro de litio y aluminio. Un ejemplo de material
no disolvente inerte cs un medio orgdnico tal como el
éter dietflico, dloxano o tetrahidrofuranc, La temperaty
ra de reaccidn es a nivel ambiente o dentro del punto de
ebullicién del moterizl no disolvente usado. EL tiempo
de reaccién pucde varior segdn la temperatura, ol polfime
ro usado, su forﬁa, su estructura o su grado de polimeri

zacidn, siendo aproximadamente de 1 a &3 horas. Como re=

sultado de la citada reaccidn, log grupos nitriles del rg

ferido polfuero son parcialmente reducidos a grupos amie



10

15

20

25

30

6

nose La animacién debe terminarse dentro de unos valores
del orden de 20 uM de grupo emino por gramo de vehfculo,
y vehfculo sustancialmente no soluble en agua, Si se de~
sea, el vehfculo asf obtenido es lavado con agua, solu -
cibn 4cida o solucién alcalina.

Otro método de reduccidn de grupo nitrilo a
grupo amino es el de la reduccién catalfitica de polimern
A= tipo acrilonitrilo en un autoclave, en el citado polf
mero. En esta reaccién, la aminacién se produce con exce
80 y puede obtenerse producto soluble en agua, que tam -
blén requiere una operacién de formacién de una estructy
ra porosa. Por consigulente, este método no es ventajoso.

Otro método de obtencién de polimero de tipo
acrilonitrilo aminado consiste en la rcacciém de tal polf

mero de tipo acrilonitrilo, provisto de grupos de Atomos

halégenos, especlalmente de 4tomos de cloro, con amonfaco

para sustitulr los grupos aminos libres por grupos de 4cg
mos de cloro.

Otro método consiste en la reaccién de un polf,
mero de tipo acrilonitrilo, dotado de grupos epoxilos,
con lisina o alquilenodiamina, tal como diamina hexameti-
lénica o diamina dodecametilénica. También puede obtener-
se mediante degradacién Hotfman de copolimero de un monde
mero de tipo acrilonitrilo y de un mondmero vinilico de
tipo amido, concretamente un polimero de tipo acrilonitri
lo dotado de un grupo amido. Otro método consiste en la
sujecién a nitracidén de un copolimero de mondémero vin{li-
co aromitico, tal como uno de tipo estireno, divinilbence
no o viniletilbenceno, y de monémero de tipo acrilonitri-

lo, en ummezcla de dcido nitrico concentrado y dcido sul
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farico, si el compuesto no tiene ningdn grupo nitro, pa=
ra formar polfmero de tipo acrilonitrilo provisto de gxy
pos nitros, reduciéndose luego estos grupos medignte hiw
drosulfito sddico e hidréxido potdisco. Otro método cone
siste en el tratamiento con amonifaco de un copolimoro de
mondmero tipo acrilonitrilo y cetoné metilvinflica. '

El veifculo asf obtenido tendrd preferiblemen
te unz estructura poroéa, en forma de filamentos, parti-
culas, membranas o f£ibras huecas. La citada estructura
porosa comnsta preswaiblemente de macroporos que permiten
el paso o penstracidn de acilasa penicilinica de protefw
na bioldyicemente activa en porciones internas, y de mi-
croporos que atrapan dicha aclilasa sobre lz superficle '
de aquellas porcionss internas. Fl tamalio de los poios
es de 100 a 2000 % aproximadamente,

La inmovilizacién de la acilasa penicilinica
en el vehfculo pucde consegulrse por un método de adsor
cidn fislca o un wétodo de combinacidn covalente (método -
de enlace tramsversal del vehfculo). Fstos métodos de ip
movilizacién son ol bicn conoeido métodb de combinacidn
de enzimas en el veufculo, describiéndosc métodos conven
cionales en "Imobilized Enzymes'" (en la ©d. joponesa de
Ichiro Chibata, Hodansha Fblishers, Japén).

Ejcmplos de métodos de tomovilizacién son la
combinacién directa de 2rupos aminos del vehfculo y acle
lasa penfcilinica mcdiante un agente de enlace transver=
sal, tal como glutaraldehfdo, o blen una combinacién a
través de un grupo espaclador, tal como lisina o hemame-
metilenodianina, Como variante, se reaccionan grupos ami

nos del vehiculo con un agente introductor de grupos cax
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boxilos, tal como anhfdrido succfnico, y seguldamente

se combinan dichos grupos carboxilos con acilasa penici~-
linica por el conocido método sintético con péptidos , o
bien se condensa el vehfculo directamente con la citada
aclilasa empleando un agente condensador, por ejemplo uno
soluble en agua, tal como Leetil=3=(3~dimetilaminopropii)
~carbodiimida.

En la enzima imnmovilizada, el método de adsor-
cibn fisica es méds activo sobre la actividad enzimitica
respecto al vehIculo que el método de combinacidén covalen
te., Sin embargo, este Gltimo método presenta determinadas
ventajas, en el sentido de que proporciona una fuerte
unién entre el vehfculo y la enzima y, por consiguiente ,
pueden evitarse fugas de enzimas en una operacidn prolon-
gada, con el adiclonal resultado ventajoso de una buena
estabilidad en otro factor tal como el calentamiento o el
valor del pH,

La penicilina se trata con la enzima inmovil{i-
zada en un medio acuoso y por consigulente, debido a la
naturaleza insolublc en agua de la cilcada enzima, puede
aplicarse el método por cargas o el método en columnas. En
el método por cargas, la enzima Immovilizada se suspende
en solucidn penicilinica mientras se aglita y se ajusta a
un pH constante, La enzima inmovilizada se recupera por
filtracidn o centrifugacién a partir del medio de reac =
clén, pudléndose utilizar de nuevo.

En el método de columna, sc rellena ésta con
enzima Iinmovilizada y se pasa a través de ella la solu =
cién pentcilinica. El ritmo de paso serd preferblemente
lo mds elevado posible, con recirculacidn. Medlante la
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reaccidn de deacilacidén se controla el ritmo de paso a
través de la columna en un tiempo determinado, pudiendo
limitarse el descenso del pH por formacidn de feldo cay
box{lico. Un medio de reaccidn pasado a través de la cg
lumna es enfriado y atrapado en un reciplonte de almace
namiento, ajusténdose en el mismo un pH constante de 6,5
a 9,5 mediante adicién de hidréxido alcalino y recicléne
dose luego el nmedio a través de un dispositivo de canbio-
de calor. lediante este procediniento, se limpide una pé_gt
dida de la actividad de la em=zima immovilizada debida a
un descenso del pi y a desc@osiciﬂn de 1la penicilina y .
se prorueve la reaccién de deacilacidne. Para reducir al
minimo la pfrdida de actividad por la presidn, se emple;a_l:
r4 ventajosamente ua lxcho de columma més afaplio, reali= J
z4ndose ordinariamente la reciraulacién dzl £lujo en 100

2 300 volGmenes de lecho y contimidndose hasta que més =

- del 907 de poniciling se ha Sransformado en fcido Geamiw

nopenicilénico,

La anterior reacclén enziméiica se efectda of
dinarismente a una temperatura do 15° & 40%. w1 pd dpti
mo de la reaceldn depende de la produccidn de tensién
por la acilasa ponicilinica y es nabitusinmte de 6 a Ye
El tiempo de reaccidn var{i con la actividad de la enzi

| ma, la concentracidn del sustrato y el ritmo de flujo ,

¥ @s aproximadamente do 1 a 10 horas.

La concentracién de penicilina en la anterior
reacclién enszimftica es del orden de 17 al 207 peso/volu=
men; sin embarzo, es preferible una comcentracidn del 3%
al 12% peso/volumen para un superior ritwo de reaccidn,
ritmo de reutilizacién y prevencién de pérdida de activi
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dad por la enzima inmovilizada.

a El aislamiento y purificacién del 4cildo 6-ami
nopenicilénico de la mezcla reactiva puede realizarse
por métodos convencionales conocidos. Por ejemplo, la pe
nicilina y el 4cido carboxflico que quedan en la mezcla
de reaccidn son separados en condicién 4cida mediante di
solvente orgdnico no mezclable con agua, tal como cetona
metil-igsobutflica, acetato etflico y acetato butilico, y.
se ajustan a un pH de 4,3 para precipitar isoeléctrica =

-----

Saao

tona o metanol, a la mezcla de reacclién, precipita &cido.
6=aminopenicilédnico mediante ajuste del pH en 4,3. En eé"
ta invencidn, dbbido a la elevada concentracién del sus-
trato, el 4cido 6-aminopenicilénico es directamente crtg:
talizado de la mezcla de reaccién con un rendimiento y
pureza elevados. . .
Método de ensayo de la asctividad de la acila=

-8a penicilinica

1) Solucidén enzimAtica:

Mezecla de reaccidn: solucidn enzimfe

tica 0,5 ml
neutralizador
fosfato 0,1 M

penicilina potd

slca ¢ 4% (peso/
volumen) / neutra
lizador fosfato

0,1 1 (pi 7,5) 0,5 ml

La anterior mezcla de reaccién se incuba & 37°C‘durante
30 minutos. Se aflade 0,5 ml de la mezcla de reaccidn in
cubada a una mezcla de un neutralizador (3 ml) consisten



10

15

20

25

30

11,

te en NaGH 0,05 N ( L ml) y &cido acédtico al 207 (2 wml)
y solucién de pedimetilaminobenzaldehfdo en metanol al
0,5% (peso/volumen) (0,5 ml), incubdndose luego durane
te 10 minutes. Se mide la adsorcién a 415 mm para ensa~
yer una cantidad formada de 4cido Geaminopenicilénico.

Una unidad (1 U) de enzima se define como la
actividad que produce L umol de 4cido S-aminopenicilénd,
co por minuto,

7) Inoima inmovilizada:

fe aRade un peso alfcuoio do eazime Iinmovili
zade 2 una mezcla de neitralizador fosiato 0,1 11 (pit
745) (0,5 @l) ¥ se incuba a 37°C durante 30 minutos. La
cantidad producida de &éido é~zminopenicilénico se mide
como en el procediniento anterior.

Los sigulrntes ejemplos ilustran la presente

invencidn, pero sin Limitarla a ellos,,

Ejemplo referencisl 1

Prenarecisn de un veafculo psra enzima i

vilizado,

Se aiadievon fibras de polizcrflonitrilo (con
més de un 907 do scrilonitrilo) (?,0 z), dotadas de una

estructura porosa, = éter seco (LGO ml) cue contenia hi
druro de litio y aluminic (2,0 3) v se refluyd a 50°C

durante 1 hora. 5e {iltrd la mezcla de reaccién y se 1la
vé el filtrado sucesivemente con Ster dictflico, una pg
queiia cantldad ¢- noua, CIH LN, agua, HaCd 13, agua-y

neutralizador fosinto de 0,1 ¥ (plf 7,50), en este orden,
para obtener fibras ¢e poliacrilonitrilo aminado, dotaw

das de estructura povosa (9,5 3, peso en hdmedo).

Elemplo referencial 2
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Se vertieron hidruro de litio y aluminio (2,57g)
y éter seco (LO0 ml) en un matraz de 3 cuellos, con agita-
ciléne Se afiadieron grémilos de poliacrilonitrileo (2 g) do-
tados de estructura porosa y se refluyé durante 16 horas,
Se enfrid'la mezcla de reaccibén y se le aiadld a gotas
agua para descomponer el hidruro de litio y aluminio sin
reaccionar, agregéndose luego a gotas Cli 1N para disol-
*er el cltado material descompuesto, Se I[iltrd la mézcla

‘de reaccidén y se mcuperd el poliacrilonitrilo aminado,

que se lavé sucesivamente con CLH 1N, agua, NaH y neutra

lizador fosfato 0,1 I (pH 7,5), en este orden, para obte

-ner un vehiculo granulado provisto de una estructura porg

-1

Ejemplo 1
1) Preparacién de concentrado de acilasa penicilinica
Se dispuso cada medio (pH 7,0) (20 1.) consistente en

un 1% de polipeptona, un 1% de extracto de carne y un

0,5% de ClNa en cinco fermentaéorcs de frascos de 30 l.

y se esterilizaron a 120°C durante 20 winutos. Cada culw

tivo de semillas (200 ml) de Bacillus mesaterium B-400

BERM-P 748 fue inoculado y cultivado a 30°C durante 72 hg

ras bajo alreacién de 20 l/minuto y azitacién a 300 rpm.
Después del cultivo, se combiné la masa culti=-

vada y se separaron las células cultivadas mediante una
centrifugadora iestfalia. Se ailiadié Celite (nombre comex=
cial, producto de Johns Manville Sales Co., n2 560) en
una cantidad de 900 g al filtrado de culéivo, se agltd
durante unos 30 minutos y se filtré. La enzima de Celita
asf{ obtenida (aproximadamente 20 U/g de actividad de la
acilasa penicilinica) (1,8 kg) fuc suspendida en agua ,
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introducida como relleno en una columma (6,0 x 67 cm) y
elufda con un 24% de sulfato aménico/solucidén de trise
hidroximetil~aminometano 0,1 M (pH 8,5) a un SV 0,5, pa

 ra recoger fracciones (390 ml, 78 U/ml) que mostraron

ebgorcidn a 230 mi.

Ge repltid la wisma operacién y ¢l £iltrado
obtenido (760 ml) se corzé en una columma de Blogel I=l$ -
50 a 100 mallas) (5,5 x 37 cm) neutralizado con neutya~
lizador fosiato G,1 & (pH 7,5) v sometido a f£iltracidn
en gel.

Se obtuvo solucién eniimética (320 mil, 55 U/
rl) sin concominacida de sal, que mostrd sbsorcidn a
230 nmn,

fe repltld la misms operacidn y la solucidn
enzimitica obtenida (2,3 1.) s¢ introduje en un tubo dig
lftico y se conmntré4npro:aim.ar,dmnente ¢ le mited de su
volunen en un 30. €1 Carbowax (peso molecular medio,
20,000 aproximadsmente) / neutralizador fosfato 0,1 ¥
(p'1 7,5) (20 1,), dializéndose luozo contra ncutraliza=
dor fosfato 0,1 ii (ui 7,5), para obienar concentrado de

acilasa penicilinica (1,1 litros, 120 U/ul).

11) Frepgrosidn ¢ sciloass penicilfnfes imaovilizada

Se afiadié [ibra de poliacrilonitrilo aminado ( 3 g),
obtenida en el %jemwnlo referencinl 1, & uwn 12,5% de glu~
taraldchido /noutralizador borato (pH 3,5) (200 ml) v se
asied a 09, Al cabo de 20 minutos se obtuvo un vehlculo
mediante filtrgeidn vy sc lavé con neutralizgdor borato -
(pd 8,5) y meutralizacdor fosfato 0,1 it (pﬂ 7,5)s Se atlaw
dis este venfoulo a la solucién concentradae de acilasa
penicilinica (240 ml) obtenida segdn se indica en el ane



10

15

20

25

30

14,

terior apartado {) y se agité durante 4 horas a tempera-
tura ambiente. Después de reposar a 5°C durante toda la
noche, se f£iltré y lavé con ClNa 0,5 M/neutralizador fos
fato 0,1 M (pH 7,5) y neutralizador fosfato 0,1 M (pH
7,5), para obtener fibra de acilasa penicilinica irmovili
zada (11,2 g) (peso en hdémedo) (865 U/g).
111) Produceidn de Acido 6~aminopenicilinico

Se introdujo como rellemo enzima immovilizada (7,4 )

(peso en hémedo), obtenida como se expone en el anterior
apartado ii), en una columna provista de camisa (2,6 x 27
¢m), controlada a 25°C, y se pasé una solucién (150 ml)
de penicilina potdsica G (L0 g en neutralizador fosfatc -
0,02 M (pH 7,5) ajustado en 9,0) a un ritmo de flujo de
2,6 litros/hora. Se ajustd el material elufdo a un pH de
8,7 a 9,3 mediante adicién de solucidén de HaGll 4N en una
caja de almacenamiento y refrigeracidén y se recicld a la
columna a través de un camblador de calor. Se continud 3a
operacidén durante 3 horas y se interruapld la recircula =
cién al no observarse disminucién en el pll del material
elufdo. Se lavé una columna con neutralizador fosfato y
se recoglé solucién rcciréulada y solucidn lavada (180
fit)s Se afiadié acetona (90 ml), se ajusté a un pH 4,3
agregando Cli 6N con enfriamlento y se mantuvo en repo=
s0 durante toda la noche en una caja de hiclo. El preci
pitado fue recogido por filtracién, lavado con acetona
fria y secado, para obtener écldo G~aminopenicilénico
(5,3 g, rendimiento del 91%, purcza del 98%, penicilina
G Inferlor al 0,5%, Acido fenilacético, inferior al
0,1%)

El anterior proceso ha sido designado como de
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una carga, continudndose luego durante 80 cargas més de
produccién de &cido 6-aminopenicilénico. La actividad de
la enzima inmovilizada disminuyé en un 50%; sin embargo
no se observé ninguna disminucién en el rendimiento ni
pureza del citado &cido.
Ejemplo 2

Tal como se describe en el Ejemplo 1, se trg
té enzima de Celita mediante un 24% de sulfato aménico/
fosfato disédico O,1 !i (pH 8,5, ajustado con NaOi)e EL

material elufdo, guc mostraba asbsorciém a 280 wm, fue so

metido a ultrafiltracibn para separar los materiales de

un peso molecular de 6,000 y para su desalinizacién. Una
desalinizacifn de hasta el J,03% de concentracién de sul

fato aménico dio un concentrado de acilasa penicilinica

- (40 Ufml),

Ejemplo 3 _

Se aladié un vehfculo granular dotado de es =
tructura porosa (300 mz) (peso en himedo) y obtenido tal
como se explica en el Ejemplo wveferencial 2, a un 12,5%
de plutaraldehfdo/neutralizador borato enfriado con hie=-
lo (pH 8,5) (30 nl), s= agitéd a 0°C durante 20 minutos
vy se filtrs, © filtrado £ue lavado con neutralizador

fosfato 0,1 I (pi 7,5), se le afiadié enzima de acilasa-

. (3 mly 72 U/nl), producida por el Bacillus megaterium

B-~400, producido en un tubo de tipo L, se aglté a 309

- durante 60 minutos, se £iltré y se lavd con Cl¥a 0,5

M/neutralizador fosfato 0,1 M (pH 7,5) y neutralizador

- fosfato 0,1 X (pHl 7,5), para obtener acilasa penicilini

ca inmovilizads (actividad de la acilasa, 252 U/g).
Ejemplo & |
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Se asteriliza a 120°C durante 30 mimitos wn
medio (160 litros) que comprende un 27 &e licor de desgw
tilacidn de mafz y un 0,2% de &cido fenilacético (ajusw
tado & un pH de 7,0 mediante NaCH), en un tanque de fer
mentacidn de 250 litros. Se inoculd y cultivd aséptica-
mente con una alreacién de 150 litros por minuto, a 150
rpr, a 30°C y durante 17 horas,m:cultivo de semillas

(400 ml) de Escherichia coli ATCC 11105, desarrollado en
la misma composicifn de aquel medfo a 309 durante 18 hg

rase Se centrifu;6 la masa cultivada mediante una centri

fugadoras tipe Westfalla para rccojer células, las cuales

(3,5 kg, peso en hdaedo) se trataron de acuerdo con el

método de [, Logzerldf y colaborsdores (ilethod in Enzymow

logy, Vol. 44, 759=763, 137G) para obtencr solucidn dg‘

- acilasa penicilinica purificade (330 ml, 317 U/ml),

Se atadié fibra de poliacrilonitrilo aminado
(3 g), obtenida segdn cl Ejemplo referencial 1, a un
12,5% #lle glutaraldehido/neutrali:ador borato (200 ml,
plk 8,5) y se agitd » 0% durante 70 ninutos. Se recogld

~ vehfeulo por {iltracidn, se luvé con ncutralizador borg

to (pH 8,5) y neutralfzador fosfato C,1 il (pH 7,5) vy
luego se afiadid a una solucidn de concentrado de acilaw
sa penicilinic: (100 ml) en neutrallzador fosfato C,1 M
(pit 7,5, liv ml). Se agitd la uescla a temperatura am =
biente duraute 4 horas, se¢ mantuvo ¢n reposo durante bg
da la noche a 3°C, se £iltrd y se lavé con ClNa 0,5 M/
neutralizador fosfato 0,1 (pil 7,5) y neutralizador log
fato 0,1} (pi 7,5), por este orden, para obtener acila=
sa penicilfnica immovilizada y {ibrosa (11,5 g, peso en
hémedo, 780 U/z).
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Se produjo 4cido 6~aminopenicilédnico de acuer
do con el método descrito en el Ejemplo 1, junto con la
acilasa penicilfnica inmovilizada anteriormente obtenida
cuyo 8cido 6~aminopenicilénico se obtuvo en una cantidad
de 5,2 g, rendimiento del 89,3% y pureza del 98%.

Los téiminos en que estd redactada esta Memo=-

ria deben tomarse en sentido amplio, no limitativo.
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REIVINDICACIONES

Se reivindica como de propilo y nuevo en Es-
pafia, & favor de Toyo Jozo Kabushiki Kaisha, con domie
cilic en 632~1, Mifuku, Ohitoecho, Tagata=gun Shizuoka
«ken (Japén), lo especificado en las sigulentes relvip
dicaciones!

18,= Procediniento de produccién de &cido
é=aminopenicilénico, caracterizado porque se deacila
cazimdticamente bencilpenicilina o fenowimetilpenfcily
na utilizando acilasa penicilinica imnovilizada, combi
nada con un vehfculo de polfmere tipo acrilonitrilo ami
nado e insoluble en ajua. o

23 4= Procedinmiento de produccién de dcido
b=aminopenicildnico, sczfin la reivindlcacidn 14, cavwue.
“de@Rterizado en que la citada acilasa penicilinica cor
siste en células cultivadas o en un preparado enzimAtie

co obtenido de un filtrado cul tivado de microorganismos

_ productores de acilasa penicilinica,

32~ Frocedimiento de produccidn de 4cido
6-aminopenicilénico, seydn la reivindicacién 12, carace
terizado en que los microorganismos productores de la
acllasa penicilinica pertenecen a laos :¢éneros Actino-
planes, Arthrobocter, facillus, frwinia, “schevichia ,
Flavobgcterium, lticrococcus, [icromonospora, Nocardia,
Proteus, Pseudomonas, Serratia o Streptomyces.

44~ Tvocediniento de produccldn de fcido

6=aminopenticildnico, se;dn la reivindicacién 14, carace
ter{zado en que el polimero de tipo acrilonitrilo aming

do insoluble en ajua tiene una estructura porosa en for

-ma de fibra, particula, membrana o filamento hueco.
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584« "PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE ACIDO
6=-AMINOPERIC ILANICO",

Tal y como se deja descrito en la memoria
precedente que consta de diecinueve hojas folladas y me
canoprafiadas por una sola de sus caras.

Hadrid, 70 de Hoviembre de 1,979
™A

Dele de Toye Jozo Habusghild Zolsha

ictor L
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