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Werkwijze voor de winning van een j-lactam antibioticum.

@ Werkwijze voor het winnen van een f-lactam antibioticum uit een mengsel dat het B-lactam antibioticum en
D-fenylglycine (FG) in oplossing bevat, waarbij het mengsel bij een temperatuur tussen —5 en 20" en bij een
concentratie zodanig dat FG in oplossing blijft, op een pH tussen 3 en 8 wordt gebracht, het verkregen vaste
B-lactam antibioticum wordt gewonnen en de resterende vloeistof wordt onderworpen aan een temperatuur-
verhoging tot een temperatuur tussen 10 en 60°C waarbij vast FG ontstaat, FG als vaste stof wordt afge-
scheiden, en de moederloog althans ten dele wordt gerecirculeerd. Bij voorkeur wordt een uitgangsmengsel
toegepast dat in hoofdzaak B-lactam antibioticum en FG bevat, afkomstig uit een enzymatische acylerings-
reactie waarbij de overeenkomstige B-lactamkemn, in het bijzonder 6-aminopenicillaanzuur,
7-aminodesacetoxycefalosporaanzuur, en 7-amino-3-chloor-cef-3-em-4-carbonzuur, wordt geacyleerd met een
D-fenylglycine derivaat.

De inhoud van dit octrooi komt overeen met de oorspronkelijk ingediende beschrijving met conclusie(s) en
eventuele tekeningen.
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WERKWIJZE VOOR DE WINNING VAN EEN S-LACTAM ANTIBIQOTICUM

De uitvinding betreft een werkwijze voor het winnen
van een B-lactam antibioticum uit een mengsel dat in
hoofdzaak B-lactam antibioticum en D-fenylglycine (FG) in
oplossing bevat, waarbij het mengsel bij een temperatuur
tussen -5 en 20°C en bij een concentratie zodanig dat FG in
oplossing blijft, op een pH tussen 3 en 8 wordt gebracht, het
verkregen vaste B-lactam antibioticum wordt gewonnen en de
resterende vloeistof wordt onderworpen aan een
temperatuurverhoging tot een temperatuur tussen 10 en 60°C,
waarbij vast FG ontstaat, FG als vaste stof wordt
afgescheiden, en de moederloog wordt gerecirculeerd.

Bij de bereiding van f-lactam antibiotica waarbij
een R-lactamkern wordt geacyleerd met een D-
fenylglycinederivaat, is de winning van het f-lactam
antibioticum en de opwerking van het reactiemengsel in het
algemeen moeilijk. Vaak gaat de opwerking met aanzienlijke
verliezen van waardevolle componenten, in het bijzonder het
B—lactam antibioticum, gepaard, deels als
oplosbaarheidsverliezen en deels als gevolg van afbraak
vanwege de beperkte stabiliteit van f-lactam antibiotica.

De uitvinding voorziet nu in een nieuw concept voor
de winning van f-lactam antibiotica waarbij in een
eenvoudige, op industriéle schaal toepasbare, werkwijze de
verliezen aan f-lactam antibioticum sterk worden beperkt en
tevens waardevol D-fenylglycine wordt teruggewonnen. De
uitvinding is gebaseerd op het feit dat gebleken is dat bij
relatief lage temperatuur FG in sterke oververzadiging
aanwezig kan zijn in de oplossing die FG en het antibioticum
bevat, en dat ook lang kan blijven zonder dat FG neerslaat of
uitkristalliseert. Bijgevolg is het mogelijk om het B-lactam
antibioticum bij lage temperatuur selectief te winnen door
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het af te scheiden na kristallisatie met behulp van een pH-
shift waarbij FG niet uitkristalliseert. Verder is gebleken
dat door de temperatuur van de moederloog te verhogen FG snel
uitkristalliseert terwijl het g-lactam antibioticum niet
uitkristalliseert. Op deze wijze kan selectief FG worden
gewonnen. Op bovengenoemde wijze kan een volledige scheiding
tussen f-lactam antibioticum en FG bewerkstelligd worden.

Tijdens de acyleringsreactie van de B-lactamkern
met een geschikt acyleringsmiddel, in het bijzonder een
enzymatische acyleringsreactie met bijvoorbeeld een amide van
D-fenylglycine, bijvoorbeeld D-fenylglycineamide (FGA) of een
ester van D-fenylglycine, bijvoorbeeld de methylester van D-
fenylglycine (FGM), vindt hydrolyse van het acyleringsmiddel
en het B-lactam antibioticum plaats., waarbij D-fenylglycine
(FG) ontstaat.

De mengsels die na een acyleringsreactie worden
verkregen kunnen naast het g-lactam antibioticum en FG
bijvoorbeeld ook nog niet omgezette B-lactamkern en/of
acyleringsmiddel, bijvoorbeeld FGA of FGM, bevatten. Gebleken
is dat de exacte samenstelling van de mengsels die kunnen
worden toegepast in de werkwijze volgens de uitvinding niet
bijzonder kritisch is. Mengsels die geschikt in de werkwijze
volgens de uitvinding kunnen worden ingezet zijn bij voorkeur
mengsels die 10-1500 mM, in het bijzonder 50-1000 mM, f-
lactam antibioticum; 0-1500 mM, in het bijzonder 0-1000 mM
FG; 0-1000 mM, in het bijzonder 0-200 mM g-lactamkern en 0-
1000 mM in het bijzonder 0-400 mM D-fenylglycinederivaat
bevatten.

Het mengsel van f-lactam antibioticum en FG wordt
op een zodanige concentratie en pH gebracht dat alle
componenten in het bijzonder genoemde componenten in
oplossing zijn. De pH wordt daartoe bij voorkeur laag
gekozen, bijvoorbeeld tussen 0 en 3, in het bijzonder tussen

0,3 en 2. Wanneer het proces Op grote schaal wordt
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uitgevoerd, wordt bij voorkeur gekozen voor een min of meer
continue opwerking. Door het oplossen continu te bedrijven
wordt de verblijftijd bij relatief hoge of lage pH verkort.
Desgewenst kunnen nog eventueel aanwezige vaste componenten
worden afgescheiden bijvoorbeeld door filtratie of
ultrafiltratie.

Volgens de uitvinding word£ het mengsel, dat
eventueel wel nog vast f-lactam antibioticum mag bevatten,
eerst op een pH tussen 3 en 8, bij voorkeur tussen 5,5 en 8,
in het bijzonder tussen 6,5 en 7,5 gebracht, waarbij ervoor
gezorgd wordt, bijvoorbeeld door toevoegen van water, dat de
concentratie van de reactiecomponenten, in het bijzonder FG,
zodanig is dat zij, eventueel met uitzondering van het B-
lactam antibioticum, al dan niet oververzadigd in oplossing
blijven. De temperatuur ligt tussen -5 en 20°C, bij voorkeur
tussen -3 en 15°C, in het bijzonder tussen 0 en 10°C. De
temperatuur wordt relatief laag gehouden omdat
verrassenderwijze is gebleken dat het onder deze condities
mogelijk is een sterke oververzadiging van FG te realiseren,
zonder dat FG neerslaat.

Verder is gebleken dat bij temperatuursverhoging
van de na de afscheiding van het f-lactam antibioticum
resterende moederloog FG snel kristalliseert in de vorm van
grote, gemakkelijk filtreerbare kristallen. De temperatuur
wordt daarbij verhoogd tot een waarde tussen 10 en 60°C, bij
voorkeur tot een waarde tussen 12 en 50°C, in het bijzonder
tussen 15 en 40°C waarbij de pH van het mengsel in principe
mag variéren in het gebied tussen 3 en 8. De pH ligt bij
voorkeur tussen 5,5 en 8, in het bijzonder tussen 6,5 en 7,5.

Doordat FG is uitgekristalliseerd is de
concentratie zodanig verlaagd dat de na de FG-kristallisatie
en afscheiding resterende moederloog na afkoeling althans
gedeeltelijk kan worden gerecirculeerd bijvoorbeeld naar het

oplosvat waaraan tevens vers mengsel van f-lactam
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antibioticum en FG wordt toegevoegd. Bij voorkeur vindt deze
recirculatie plaats met een zodanige snelheid dat FG zowel in
het oplosvat in oplossing blijft, als in het f-lactam
antibioticum kristallisatievat oververzadigd aanwezig blijft.
Doordat de FG-moederloog althans gedeeltelijk kan worden
hergebruikt voor de f-lactam antibioticum kristallisatie,
kunnen de oplosbaarheidsverliezen op een laag niveau gehouden
worden. Vanwege de gunstige procescondities zijn tevens de
afbraakverliezen relatief laag.

Bij voorkeur wordt de werkwijze continu uitgevoerd,
waarbij steeds vers mengsel van g-lactam antibioticum en FG
wordt toegevoegd en steeds een klein deel van bijvoorbeeld de
FG-kristallisatie moederloog wordt gespuid. Bij voorkeur
wordt de flow van de spuistroom zodanig gekozen dat het
volume van de processtroom op de diverse punten in het proces
in de loop van de tijd constant blijft. In een continu proces
kan in principe een kleinere spuistroom worden gerealiseerd.
Ter illustratie is een mogelijke procesopstelling weergegeven
in figuur 1.

De werkwijze volgens de uitvinding kan geschikt
worden toegepast bij de bereiding van B-lactam antibiotica
die een fenylglycine-zijstaart hebben, bijvoorbeeld
cefalexine, ampicilline, cefaclor, pivampicilline,
bacampicilline, talampicilline en cefaloglycine.

In principe kan elke B-lactamkern worden toegepast;
in het bijzonder een B-lactamkern met de algemene formule (1)

R, /Y
H,N — \
VA
Jd N\n/
o” ~oH

waarin R, staat voor H of een alkoxygroep met 1-3 C-atomen; Y
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staat voor CH,, 0, S of een geoxideerde vorm van zwavel; en 2
staat voor

CH ~N i
’ I

I -\ R\

cH, , “r, , R ., of CH,

waarin R, bijvoorbeeld staat voor H, OH, halogeen, een
alkoxygroep met 1-5 C-atomen, een alkylgroep met 1-5 C-
atomen, een cycloalkylgroep met 4-8 C-atomen, een aryl of een
heteroarylgroep met 6-10 C-atomen, waarbij de groepen
eventueel gesubstitueerd kunnen zijn bijvoorbeeld met een
alkyl-, een aryl-, een carboxy- of een alkoxygroep met 1-8 C-
atomen; en waarin de carbonzuurgroep desgewenst een
estergroep kan zijn.

Geschikte voorbeelden van f-lactamkernen die kunnen
worden toegepast in de werkwijze volgens de uitvinding zijn
penicillinederivaten, bijvoorbeeld 6-aminopenicillaanzuur (6-
APA), en cefalosporine-derivaten, bijvoorbeeld een 7-
aminocefalosporaanzuur al of niet met een substituent op de
3-plaats, bijvoorbeeld 7-aminocefalosporaanzuur (7-ACA), 7-
aminodesacetoxycefalosporaanzuur (7-ADCA) en 7-amino-3-
chloor-cef-3-em—4-carbonzuur (7-ACCA).

Als enzym kan daarbij in principe elk enzym worden
toegepast dat geschikt is als katalysator in de
koppelingsreactie. Dergelijke enzymen zijn bijvoorbeeld de
enzymen die bekend zijn onder de algemene aanduiding
penicilline amidase of penicilline acylase. Dergelijke
enzymen zijn bijvoorbeeld beschreven in J.G. Shewale et. al.
Process Biochemistry, Augustus 1989 p. 146—154 en in J.G.
Shewale et. al. Process Biochemistry International, Juni
1990, p. 97-103. Voorbeelden van geschikte enzymen zijn
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enzymen afgeleid van Acetobacter, in het bijzonder

Acetobacter pasteurianum, Aeromonas, Alcaligenes, in het

bijzonder Alcaligenes faecalis, Aphanocladium, Bacillus sp.,
in het bijzonder Bacillus megaterium, Cephalosporium,

5 Escherichia, in het bijzonder Escherichia coli,

Flavobacterium, Fusarium, in het bijzonder Fusarium oxysporum

en Fusarium Solani, Kluyvera, Mycoplana, Protaminobacter,
Proteus, in het bijzonder Proteus rettgari, Pseudomonas en
Xanthomonas, in het bijzonder Xanthomonas citrii.

10 Bij voorkeur wordt een geimmobiliseerd enzym
toegepast, aangezien het enzym dan eenvoudig afgescheiden en
hergebruikt kan worden. Een geschikte
immobilisatietechnologie is bijvoorbeeld beschreven in EP-A-
222462. Een andere geschikte technologie wordt gevormd door

15 het Penicilline G acylase te immobiliseren op een drager die
een gelerend agens, bijvoorbeeld gelatine, en een polymeer
met vrije aminogroepen, bijvoorbeeld alginaat amine, chitosan
of polyethyleenimine bevat. Daarnaast kunnen enzymen ook als
kristallijne stof worden ingezet (Clecs).

20 Van de geimmobiliseerde enzymen die commerciéel
verkrijgbaar zijn, zijn bijvoorbeeld bijzonder geschikt
gebleken het Escherichia coli enzym van Boehringer Mannheim
CmbH dat onder de naam Enzygel® commercié&el verkrijgbaar is,
het geimmobiliseerde Penicilline-G acylase van Recordati en

25 het geimmobiliseerde Penicilline-G acylase van Pharma
Biotechnology Hannover.

In de (enzymatische) acyleringsreactie kunnen als
acyleringsmiddel bijvoorbeeld D-fenylglycine in geaktiveerde
vorm bij voorkeur een (primair, secundair of tertiair) amide

30 of zout daarvan, of een lager alkyl (1-4C) ester,
bijvoorbeeld een methylester worden toegepast.

De temperatuur waarbij de enzymatische
acyleringsreaktie wordt uitgevoerd ligt meestal lager dan
40°C, bij voorkeur tussen -5 en 35°C. De pH waarbij de

1007076
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enzymatische acyleringsreactie wordt uitgevoerd ligt meestal
tussen 5,5 en 9,5, bij voorkeur tussen 6,0 en 9,0.

Bij voorkeur wordt de reactie vrijwel volledig
gestopt wanneer nagenoceg de maximale conversie is bereikt.
Een geschikte uitvoeringsvorm om de reactie te stoppen is het
verlagen van de pH, bij voorkeur tot een waarde tussen 4,0 en
6,3, in het bijzonder tussen 4,5 en 5,7. Een andere geschikte
uitvoeringsvorm is het verlagen van de temperatuur van het
reactiemengsel zodra de maximale conversie is bereikt. Ook
een combinatie van beide uitvoeringsvormen is mogelijk.

Nadat de reactie vrijwel gestopt is bij het
bereiken van maximale conversie, is het reactiemengsel
meestal aanwezig in de vorm van een suspensie die meerdere
vaste stoffen, bijvoorbeeld het antibioticum, D-fenylglycine
en eventueel geimmobiliseerd enzym bevat. Het
geimmobiliseerde enzym wordt, vanwege de proceseconomie, bij
voorkeur teruggewonnen. Dit kan bijvoorbeeld geschikt worden
uitgevoerd door het reactiemengsel roerend te filteren over
een zeef, waarbij bij voorkeur de draairichting van de
roerder zodanig wordt gekozen dat de suspensie in het centrum
van de roerder omhooggepompt wordt. Vervcolgens kunnen
waardevolle componenten, bijvoorbeeld het antibioticum en FG,
worden gewonnen met de werkwijze volgens de uitvinding
waarbij eerst de vaste componenten, eventueel afgezien van
vast antibioticum, in oplossing worden gebracht, bijvoorbeeld
met behulp van een pH-shift.

Een pH-verlaging kan in het kader van de uitvinding
bijvoorbeeld worden bewerkstelligd, door toevoegen van een
zuur aan het mengsel. Geschikte zuren zijn bijvoorbeeld
minerale zuren, in het bijzonder zwavelzuur, zoutzuur of
salpeterzuur. Bij voorkeur wordt zoutzuur toegepast. Een pH-
verhoging kan bijvoorbeeld worden bewerkstelligd door
toevoegen van een base aan het mengsel. Geschikte basen zijn
bijvoorbeeld anorganische basen, in het bijzonder ammonia,
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kaliloog of natronloog. Bij voorkeur wordt ammonia toegepast.

De enzymatische acyleringsreaktie en de opwerking
van het reaktiemengsel worden in de praktijk meestal
uitgevoerd in water. Desgewenst kan het reaktiemengsel ook
een organisch oplosmiddel of een mengsel van organische
oplosmiddelen bevatten, bij voorkeur minder dan 30 vol.%.
Voorbeelden van organische oplosmiddelen die kunnen worden
toegepast zijn alcoholen met 1-7 C-atomen, bijvoorbeeld een
monoalcohol, in het bijzonder methanol of ethanol; een diol,
in het bijzonder ethyleenglycol of een triol, in het
bijzonder glycerol.

De werkwijze volgens de uitvinding is in het
bijzonder geschikt om te worden toegepast in de opwerking van
het reactiemengsel dat wordt verkregen na de enzymatische
acyleringsreactie waarin 6—-APA wordt geacyleerd met een amide
van D-fenylglycine, bijvoorbeeld FGA, of een ester van D-
fenylglycine, bijvoorbeeld FGM.

In een voorkeursuitvoeringsvorm wordt er hierbij
voor gezorgd dat de concentratie 6-APA in opgeloste vorm
aanwezig in het reactiemengsel, relatief laag wordt gehouden,
waardoor een hogere conversie kan worden bereikt, dan wanneer
de concentratie opgelost 6-APA zoO hoog mogelijk werd gekozen.
Bovendien is gebleken dat de roerbaarheid van het
reactiemengsel aanzienlijk beter is wanneer de concentratie
opgelost 6-APA laag wordt gehouden.

onder conversie wordt in dit kader verstaan de
molaire verhouding gevormd ampicilline tot ingezette
hoeveelheid 6-APA. De concentratie opgelost 6-APA wordt
uitgedrukt als de hoeveelheid 6-APA in molen per kg
reactiemengsel; de totale concentratie, opgelost en niet
opgelost, 6—-APA en ampicilline wordt uitgedrukt als de
hoeveelheid 6-APA plus ampicilline in molen per kg totaal
reactiemengsel; het totale reactiemengsel kan naast de

oplossing een aantal vaste stoffen bevatten, bijvoorbeeld 6-

-
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APA, ampicilline, fenylglycine en geimmobiliseerd enzym.

De molaire verhouding acyleringsmiddel tot 6-APA,
d.w.z. de totale hoeveelheid toegevoegd fenylglycinederivaat
gedeeld door de totale hoeveelheid toegevoegd 6-APA
uitgedrukt in molen, is bij voorkeur kleiner dan 2,5. Bij
voorkeur ligt de molaire verhouding tussen 1,0 en 2,0, in het
bijzonder tussen 1,2 en 1,8.

De enzymatische acyleringsreactie wordt bij
voorkeur als batch proces uitgevoerd. Desgewenst is het ook
mogelijk om de reactie continu uit te voeren, waarbij in line
de concentratie opgelost 6-APA wordt geregeld.

De totale concentratie 6-APA plus ampicilline (in
opgeloste en in onopgeloste vorm) in het reactiemengsel wordt
bij voorkeur hoger dan 250 mM, met meer voorkeur hoger dan
300 mM, in het bijzonder hoger dan 350 mM gekozen.

De concentratie van opgelost 6-APA wordt in deze
voorkeursvorm gedurende de bereiding van ampicilline in
essentie lager dan 300 mM, bij voorkeur lager dan 250 mM
gehouden. Bij hogere concentratie van het acyleringsmiddel
kan eventueel een hogere concentratie opgelost 6-APA, worden
gekozen dan bij lagere concentratie. Bij een hogere
concentratie van het acyleringsmiddel is de reactiesnelheid
namelijk hoger, waardoor 6-APA slechts relatief kort in hoge
concentratie in opgeloste vorm aanwezig is.

De concentratie 6-APA in opgeloste vorm in het
reactiemengsel aanwezig, kan op diverse manieren laag worden
gehouden. Een mogelijkheid om de concentratie opgelost 6-APA
laag te houden is, slechts een deel van de totale hoeveelheid
6—APA voorleggen en de rest doseren tijdens de reactie. Een
nadeel hiervan is echter dat 6-APA dan als vaste stof moet
worden gedoseerd hetgeen praktische bezwaren oplevert. Bij
voorkeur wordt dan ook de totale hoeveelheid 6-APA in een
batch proces voorgelegd aan het begin van de reactie, waarna
gedurende de enzymatische acyleringsreactie de concentratie
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6—-APA in het reactiemengsel zal afnemen en de concentratie
ampicilline zal toenemen. Een geschikte methode om toch een
lage concentratie opgelost 6-APA te bereiken is bijvoorbeeld
door de pH op een lagere waarde te houden vergeleken met de
pH-waarde waarbij een maximale oplosbaarheid van de
reactanten wordt bereikt. Een bijzonder geschikte methode om
de 6-APA concentratie in opgeloste vorm laag te houden is
bijvoorbeeld door ervoor te zorgen dat de concentratie van
het fenylglycinederivaat laag wordt gehouden, bijvoorbeeld
door het fenylglycinederivaat gedeeltelijk in de loop van de
reactie te doseren.

Gebleken is namelijk dat wanneer de
fenylglycinederivaat—-concentratie laag wordt gehouden, er
weinig 6-APA in oplossing gaat, zodat door dosering van het
fenylglcyinederivaat, de concentratie 6—-APA in oplossing kan
worden geregeld.

Een bijzonder geschikte uitvoeringsvorm wordt
verkregen wanneer FGA wordt toegevoegd in de vorm van een
zout ervan, bij voorkeur het zout van FGA en een mineraal
zuur, bijvoorbeeld FGA.HCl, FGA.l1/2H,SO, en FGA.HNO,. Op deze
wijze is het namelijk eenvoudig mogelijk om via het constant
houden van de pH een optimale dosering van het FGA te
bewerkstelligen. Bij voorkeur wordt FGA.l1/2H,SO, toegepast
omdat dit zout een zeer hoge oplosbaarheid heeft.

In het kader van deze uitvinding kunnen de
verschillende componenten in de vrije vorm of als zouten in
het reaktiemengsel aanwezig zijn. Met de genoemde pH-waarde
wordt steeds de pH-waarde gemeten bij kamertemperatuur
bedoeld.

De uitvinding zal verder worden toegelicht aan de
hand van de voorbeelden, zonder evenwel daartoe te worden
beperkt.

Afkortingen:

1007076
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AMPI = ampicilline

AMPI.3H,0 = ampicilline-trihydraat

6-APA = 6-amino-penicillaanzuur

FGA = D-fenylglycineamide

FG = D-fenylglycine

FGHM = D-p-hydroxyfenylglycine methylester

Assemblase™ is een geimmobiliseerde Escherichia
coli penicilline acylase uit E. coli ATCC 1105, zoals
beschreven in WO-A-97/04086. De immobilisatie is uitgevoerd
als beschreven in EP-A-222462, waarbij gelatine en chitosan
als gellerend agens en glutaaraldehyde als crosslinker zijn
gebruikt.

De uiteindelijke activiteit van de Escherichia coli
penicilline acylase wordt bepaald door de hoeveelheid enzym
die aan de geactiveerde bolletjes is toegevoegd en bedroeg 3
ASU/g drooggewicht waarbij 1 ASU (Amoxicilline Synhese Unit)
is gedefinieerd als de hoeveelheid enzym die per uur 1 g
Amoxicilline.3H,0 genereert uit 6-APA en FGHM (bij 20°C; 6,5%
6-APA en 6,5% FGHM).

Voorbeeld I
Bereiding van FGA.l1/2H,SO, oplossing.

301,6 g FGA (2,00 mol) werd gesuspendeerd in 650 g
water bij T = 5°C. Onder roeren werd in 1 uur 102,1 g 96%

H,SO, (1,00 mol) toegedruppeld, waarbij de temperatuur door
middel van koelen op T < 25°C werd gehouden.

Voorbeeld II
Enzymatische synthese van ampicilline.

Een enzymreactor (1,5 1, diameter 11 cm), voorzien
van een zeefbodem met 175 pm gaas, werd gevuld met 300 g
netto-nat assemblase™ (de term netto-nat verwijst naar de
massa van het enzym dat verkregen wordt nadat het enzym met
een glasfilter is afgescheiden uit een enzymslurry).
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Een aanmaakreactor (1,2 1) werd gevuld met 131,6 g
6-APA (0,600 mol), 30,2 g FGA (0,200 mol) en 400 ml water (T
= 10°C). Dit mengsel werd 15 minuten geroerd bij T = 10°C en
vervolgens op t = 0 met behulp van 100 ml water (T = 10°C) in
de enzymreactor overgebracht.

Op t = 0 werd de roerder in de enzymreactor
aangezet. De temperatuur werd steeds op 10°C gehouden.
Gedurende 233 minuten werd 423,7 g (0,800 mol) FGA.%H,SO,
oplossing met constante snelheid toegevoegd. De pH was ca.
6,3. Vanaf t = 295 minuten werd de pH op 6,3 gehouden door
middel van titratie met 6N H,SO,. Op t = 570 minuten was de
hoeveelheid AMPI maximaal en werd de pH verlaagd naar 4,7
door middel van toevoegen van 6N H,SO,. De enzymreaktor
bevatte nu:

575 mmol AMPI
15 mmol 6-APA
50 mmol FGA

365 mmol FG

Voorbeeld III

Afscheiden van de AMPI/FG slurry uit de enzymreactor.

Met behulp van geroerde filtratie werd de AMPI/FG
slurry, bereid zoals beschreven in voorbeeld II, via de
zeefbodem verwijderd uit de enzymreactor. Hierbij werd een
schuine-blad-roerder gebruikt, welke 0,5 cm boven het zeef
was geplaatst. Er werd omhoog geroerd met ca. 500 rpm. De uit
de reactor afgescheiden AMPI/FG slurry werd over een G3-
glasfilter gefiltreerd. De AMPI/FG wetcake werd apart
gehouden en de moederloog werd teruggevoerd naar de
enzymreactor, waarna de geroerde filtratie, gevolgd door de
G3-filtratie van de volgende AMPI/FG slurry, werd hervat. Op
deze wijze werd de enzymreactor net zo lang gewassen met de
AMPI/FG moederloog totdat er geen vaste stof meer uit de
reactor werd gespoeld. De laatste, bij de G3-filtratie,
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opgevangen moederloog werd gecombineerd met de AMPI/FG
wetcake tot een AMPI/FG slurry.

De zo verkregen AMPI/FG slurry bevatte > 99,0% van
de totaal in de enzymreactor geproduceerde AMPI en > 95,5%
van de totaal in de enzymreactor geproduceerde FG. Het
Assemblase™ bevond zich na deze geroerde filtratie voor >
99,5% in de enzymreactor.

Voorbeeld IV

Ampicilline-omkristallisatie.

De omkristallisatie werd uitgevoerd in een
opstelling (zie figuur 1) die bestond uit achtereenvolgens:
een voorraadvat (2 1), een pomp, een oplosvat (0,05 1), een
filter voorzien van een Seitz-filterplaat, een pomp, een AMPI
kristallisatievat (0,5 1), twee parallel geschakelde
glasfilters 1A en 1B, een pomp, een warmtewisselaar, een FG-
kristallisatievat (0,5 1), twee parallel geschakelde
glasfilters 2A en 2B, een pomp en tenslotte een
warmtewisselaar, welke weer verbonden was met het oplosvat.
De leiding tussen filters 2A en 2B en het oplosvat bevatte
een driewegkraan via welke een gedeelte van de stroom gespuid
kon worden. Alle vaten waren voorzien van een roerder, een
thermometer en een pH elektrode.

De AMPI/FG slurry, welke was geisoleerd zoals
beschreven in voorbeeld III, werd kwantitatief overgebracht
naar het voorraadvat, en al roerende afgekoeld naar 2°C.

De omkristallisatieloop (oplosvat tot en met
warmtewisselaar) werd gevuld met in totaal ca. 1350 gram
startoplossing, welke bestond uit een waterige oplossing van
0,6% AMPI en 0,6% FG. De omkristallisatieloop (behalve het FG
kristallisatievat en glasfilters 2A en 2B) werd afgekoeld
naar 1-2°C. Het FG kristallisatievat en de glasfilters 2A en
2B werden op 20°C gehouden.

De circulatie in de omkristallisatieloop werd

1007076
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gestart (flow = 1,2 liter per uur). De pH in het oplosvat
werd ingesteld op pH = 1,25 door middel van titratie met 8N
HCl-oplossing. De pH in het AMPI-kristallisatievat werd
ingesteld op pH = 6,5 door middel van titratie met 25 wt% NH,
oplossing. In het AMPI kristallisatievat werd 13,0 gram
AMPI.3H,0 als ent voorgelegd. In het FG kristallisatievat
werd 10,0 gram FG-ent voorgelegd.

Op t=0 werd de omkristallisatie gestart door middel
van het starten van de dosering van de AMPI/FG slurry uit het
voorraadvat aan het oplosvat (flow = 0,14 liter per uur). De
inhoud van het voorraadvat werd in ca. 8 uur toegevoegd aan
het oplosvat. De niveaus in het oplosvat en de AMPI- en FG-
kristallisatievaten bleven steeds constant. Dit werd bereikt
door een deel van de FG moederloog niet te recirculeren naar
het oplosvat, maar te spuien.

De AMPI slurry uit het AMPI kristallisatievat werd
op glasfilter 1A voortdurend gefiltreerd terwijl de
moederloog naar het FG-kristallisatievat werd gepompt. De FG-
slurry uit het FG-kristallisatievat werd op glasfilter 2A
gefiltreerd en de moederloog werd naar het oplosvat
teruggepompt. De AMPI/FG slurry uit het voorraadvat en de FG
moederloog werden in het oplosvat tijdens de hele proef in
een verhouding 1 op 8,6 gemengd. Na ca. 8 uur was het
voorraadvat leeg en was er in totaal 330 ml 8 N HC1l oplossing
aan het oplosvat gedoseerd.

Op t=8 uur werd het voorraadvat gevuld met een
nieuwe AMPI/FG slurry, welke weer was geisoleerd zoals
beschreven in voorbeeld III. De AMPI afscheiding in de
omkristallisatieloop werd omgeschakeld van glasfilter 1A naar
1B, en net zo werd de FG-afscheiding omgeschakeld van
glasfilter 2A naar 2B.

De AMPI wetcake op glasfilter 1A werd gewassen met
2 x 175 ml water (T=5°C) en gedroogd. De FG wetcake op
glasfilter 2A werd gewassen met 2 x 60 ml water en gedroogd.

1067676 °
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De omkristallisatie werd continu bedreven door het
voorraadvat elke 8 uur te vullen met AMPI/FG slurry en de
glasfilters 1A en 1B, en 2A en 2B, beurtelings om te
schakelen en te legen. De gemiddelde flow van de FG

5 moederloogspui was ca. 0,18 liter per uur.

De gemiddelde opbrengst per voorraadvat-vulling
(600 mmol 6-APA gedoseerd aan de enzymreactor in voorbeeld
II) bedroeg: 220 gram AMPI.3H,0 (exclusief AMPI-ent; 91% ten
opzichte van 600 mM 6-APA) en 30 gram FG (exclusief FG-ent).

2

10C70 746
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CONCLUSTIES

Werkwijze voor het winnen van een f-lactam antibioticum
uit een mengsel dat het B-lactam antibioticum en D-
fenylglycine (FG) in oplossing bevat, waarbij het
mengsel bij een temperatuur tussen -5 en 20°C en bij een
concentratie zodanig dat FG in oplossing blijft, op een
PH tussen 3 en 8 wordt gebracht, het verkregen vaste g-
lactam antibioticum wordt gewonnen en de resterende
vloeistof wordt onderworpen aan een temperatuurs-
verhoging tot een temperatuur tussen 10 en 60°C waarbij
vast FG ontstaat, FG als vaste stof wordt afgescheiden,
en de moederloog althans ten dele wordt gerecirculeerd.
Werkwijze volgens conclusie 1, waarin de temperatuur van
het mengsel ligt tussen -3 en 15°C.

Werkwijze volgens conclusie 2, waarin de temperatuur van
het mengsel ligt tussen 0 en 10°C.

Werkwijze volgens een der conclusies 1-3, waarin de
temperatuursverhoging tot een waarde tussen 12 en 50°C
wordt uitgevoerd.

Werkwijze volgens conclusie 4 waarin de
temperatuursverhoging wordt uitgevoerd tot een waarde
tussen 15 en 40°C.

Werkwijze volgens een der conclusies 1-5, waarin het
mengsel op een pH tussen 4 en 7 wordt gebracht.
Werkwijze volgens een der conclusies 1-6, waarbij de
moederloog wordt gerecirculeerd naar het mengsel dat het
B—lactam antibioticum en FG in oplossing bevat.
Werkwijze volgens een der conclusies 1-7, met het
kenmerk dat de werkwijze continu wordt uitgevoerd.
Werkwijze volgens een der conclusies 1-8, waarbij het
uitgangsmengsel dat in hoofdzaak B-lactam antibioticum
en FG bevat, afkomstig is uit een enzymatische

acyleringsreactie waarbij de overeenkomstige B-
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lactamkern wordt geacyleerd met een D-fenylglycine
derivaat.

Werkwijze volgens conclusie 9 waarin het na de
acyleringsreactie verkregen mengsel eerst wordt
onderworpen aan een pH verlaging tot een pH tussen 0 en
3.

Werkwijze volgens conclusie 10, waarin het mengsel wordt
onderworpen aan een pH-verlaging tot een pH tussen 0,3
en 2.

Werkwijze volgens een der conclusies 1-11, waarin het
mengsel 10-1500 mM B-lactam antibioticum, 0-1500 mM FG,
0-1000 mM D-fenylglycinederivaat en 0-1000 mM B-
lactamkern bevat.

Werkwijze volgens een der conclusies 1-12 waarbij de -
lactamkern 6-aminopenicillaanzuur (6-APA) is en het f-
lactam antibioticum ampicilline is.

Werkwijze volgens een der conclusies 1-12, waarbij de @-
lactamkern 7-aminodesacetoxycefalosporaanzuur (7-ADCA)
is en het B-lactam antibioticum cefalexine is.

Werkwijze volgens een der conclusies 1-12, waarbij de g-
lactamkern 7—-amino-3-chloor-cef-3-em~-4-carbonzuur (7-
ACCA) is en het B-lactam antibioticum cefaclor.
Werkwijze voor het winnen van een f-lactam antibioticum
zoals beschreven en toegelicht aan de hand van de
voorbeelden.
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