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1

" Vynédlez sa tyka spOsobu pripravy 7-(4-karboxybutanamidn)-3-cefem derivétov o-

becného vzorca I

(g

kde -

X je vodikovy atom, hydroxylova skupina,
acetoxy skupina, 5-karboxymetyltio-1,3,4-tia-
diazol-2-yl skupina, 1-metyl-1H-tetrazol-5-yl
skupina, alebo 5-metyl-1,3,4-tiadiazol-2-yl
skupina,

M je vodikovy atéom alebo katidon tvoriaci
soli a komplexy.

HOOC\

o

Zlifeniny obecného vzorca I je moZné
chemicky alebo Gfinkom acyldz réznych mi-
kroorganizmov transformovat N-dezacyld-
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Zli&eniny obecného vzorce I je moZné
pripravit zo 7-(D-5-amino-5-karboxy-n-valer-
amido}-3-cefem derivdtov obecného vzorca II
s rovnakym vyznamom substituentov X a M
ako u zlafenin obecného vzorca I.

A

CH-(CHZ{,)"CONH
i J/‘_‘N 7 CHA

o’ .
CooM 1y

ciou na kyselinu 7-amino-3-acetoxymetyl-3-
-cefem-4-karboxylova (kyselina 7-aminoce-
falospordnovd — vzorec III}.



221003

H

0 céoH

Kyselina 7-aminocefalosporanovd je vy-
chodiskovou surovinou pri priprave polosyn-
tetickych cefalosporinovych antibiotik. V sa-

N—(®
N~ —CH,COOCHj

(i)

ho komplexu 7-[D—S-amino~5-karboxy-n-vai
leramido)-3-acetoxymetyl-3-cefem-4 karbo-
xylovej kyseliny (cefalosporin C — wvzorec

¢asnosti je pripravovand prednostne chemic- 1v].
kou konverziou sodnej soli alebo zino&naté-
HOOC
‘ H-(CH,)zsCONH—
o CHTIERS N2 CH,CO0CH,
O cooH

Nedostatkom chemickych metéd pripra-
vy Kkyseliny 7-aminocefalospordnovej je su-
rovinovd nérofnost, prisny technologicky
reZim, prdca s agresivnymi latkami a viac-
stupfiovy proces. Perspektivnou sa javi en-
zgmové dezacylacia zlacenin obecného vzor-
ca Il v jednom alebo dvoch stupiioch,

Priamu jednostupiiovi N-dezacyldciu po-
lohy C-7 rie$i US patent 3 239 394, ktory u-
viddza ako producenta cefalosporin-acyldzy
rody Brevibacterium, Achromobacter, Flavo-
bacterium. NSR patent 2723 463 popisuje
neekonomicki konverziu cefalosporinu C na
kyselinu 7-aminocefalospordnovi (5%), po-
mocou rodov Alternaria a Aspergillus,

Japonsky patent 7 894 093 chréni bunky
Pseudomonas sp. BN 188 (FERM-P-3587),
ktoré transformujd 1 g cefalosporinu C na
0,12 g kyseliny 7-aminocefalosporanove].

Perspektivnym sa javi dvojstupiiovy pro-
ces, kde v prvom stupni st ddinkom D-ami-
noacidoxiddzy (D-aminoacid : Ogz-oxidore-
duktéza -deamiujica) transformované zldce-
niny obecného vzorca I, na zli&eniny obec-
ného vzorce I, ktoré st v druhom stupni de-
acylované acyldzami baktérif a hib na ky-
selinu. 7-aminocefalosporénovi.

RieSenim enzymovej N-deacyldcie Zlale-
nin vzorca I sa zaoberd patent NSR 2 355 078,
ako producent acyldz je uvddzany kmeii
Arthrobacter CA-218; v japonskom patente
producentom acyldz je Alcaligenes CA-4887;
japonsky patent 5394 093 uvddza ako pro-
ducenta acylaz Pseudomonas ovalis ATCC 950
a japonsky patent 7 670 884 popisuje bunky
Comamonas sp.

V dasopiseckej literatire existuji infor-
mécie, Ze latky obecného vzorca I boli de-
tekované aj v kultivatnych pddach niekto-
rych kmeilov patriacich k rodu Cephalospo-

rium (]J. Ferment. Technol. 54, 10, 1976,
s. 712).
Medzi producentami D-aminoacidoxidédz

st uvddzané rody Aspergillus, Penicillium,
Neurospora, Aerobacter (Belgicky patent
736 934) a kvasinka Trigonopsis variabilis

tv)

(Taponsky patent 507 158). Japonsky patent
7 644 695 chrani D-aminoacidoxiddzu produ-
kovant Fusarium solani.

Japonsky patent 80 023 966 ako producen-
ta D-aminoacidoxiddzy uvddza kmeil Can-
dida humicola IF0-0753, ktory rovnakym
mechanizmom pdsobi aj na cefamyciny. .

Brodelius P. v Enzyme Eng. 5, 1980, s. 383
popisuje pripravu «-ketokyselin pomocou D-
-aminoacidoxiddzy produkovanej imobilizo-
vanymi bunkami Trigonopsis variabilis.

V préci Serizawu a Nakagawu (]. Antibio-
tics XXXIII, 6, 1980, s. 585) je rozpracované
posobenie D-aminoacidoxiddzy z kvasinky
Trigonopsis variabilis SANK 59963 (IAM-
-44437 na cefamyciny.

Kmeii Trigonopsis variabilis IFO 0755 chré-
ni rakdsky patent 355 204.

V&&Sina vypracovanych postupov pouZIva
ako substrat pre deaminaénd reakciu &isté
soli cefalosporinu C. V pripadoch, kde po-
uZivaja fermentatnd pddu, resp. filtrdt — €o
predstavuje najekonomickejsi postup — je
doporufovany vyznamny prebytok D-amino-
acidoxiddzy (jap. patent 507 158).

RieSenie predstavuje jednak ziskanie bu-
niek s vy$Sou aktivitou D-aminoacidoxidézy,
alebo tprava fermentatnej pddy pred enzy-
movou reakciou.

Podstata vyndlezu spo€iva v spdsobe pri-
pravy 7-(4-karboxybutdnamido)-3-cefem de-
rivatov obecného vzorce I enzymovou kon-
verziou 7-{D-amino-5-karboxy-n-valeramido}-
-3-cefem derivdtov obecného vzorca II pb-
sobenim vysoko aktivnych buniek kvasinky
Trigonopsis variabilis CCY 15-1-1 (Chemic-
ky dstav akademie ved, Ceskoslovenska
sbierka kvasinkovitych mikroorganizmov,
Bratislava).

Vysokoaktivne bunky Trigonopsis variabi-
lis st ziskané aerobnou kultivdciou v pri-
tomnosti induktorov. Ako G¢inny induktor
je moZné pouZit sodnd sol kyseliny 7-({D-5-
-amino-5-karboxy-n-valeramido)-3-aceto-
metyl-3-cefem-4-karboxylovej (cefalosporin
C) v mnoZstve 1 a¥ 7 mmol/l s optimom 5
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mmol/l alebo kyselinu DL-g-aminoadipovi
o koncentracii 1 az 5 mmol/l, s optimom 3
mmol/l. V pritomnosti uvedenych indukto-
rov st ziskané bunky vyznafujice sa vyso-
kou aktivitou D-aminoacidoxidazy, vhodné
aj na enzymovi konverziu fermentatnej po-
dy, ktora obsahuje cefalosporin C.

Ziskané wvysokoaktivne bunky sa dalej
spracované organickymi rozpastadlami, G-
¢inkom nizkych tepl6t, alebo vzdjomnou
kombindciou cbidvoch postupov, Na enzy-
movi oxiddciu sa pouZivaju zlaCeniny obec-
ného vzorca II vo forme soli alebo ako vol-
né kyseliny pritomné vo fermentaénej péde.

Bunky kvasinky Trigonopsis variabilis sa
pripravuji dvojstupiiovou kultivaciou. V pr-
vom stupni sa pouZiva pbéda o zloZeni: ku-
kuriény extrakt 2 9, glukdza 2 %, pepton
1 %. V druhom stupni sa pouZiva pdda ©
zloZeni: Kkukuriény extrakt 2 %, glukoza
3 %, pepton 1 %, ka3alotovy olej 1 0 5
mmol/l sodnej soli cefalosporinu C alebo
3 mmol/l kyseliny DL-¢-aminoadipovej.

Obidve pddy s rozplnené po 60 ml v 500
mililitrovych bankadch. pH po6dy pred steri-
lizdciou je 5,0. Kultivacia obldvoch stupiiov
trva 72 hodin pri teplote 27 °C, na trepacom
stroji (4 Hz, excenter 0,04m). Po skonfeni
kultivdcie sa bunky separuji na odstredivke
pri 4 °C, 3000xg, 10 mintit. Bunky sa premy-
vaji 0,15 mol/l NaCl s obsahom 0,1% deter-
gentu (Tween-20, Triton X-100). Premyté
bunky sa uskladiiuju pri —10 az —30 °C.
K uvolneniu D-aminoacidoxiddzy dochédza
uZ poésobenim nizkych teplot s nasledujicim
rozsuspendovanim buniek v roztokoch fos-
fatovych pufrof (0,1 mol/1), pH 6,5 aZ 8,5.

Uginnym spdsobom uvolnenia enzgymu je
tieZ inkubéacia buniek s chloroformom, to-
luénom, alebo vzajomnou kombindciou o-
boch postupov. Pri enzymovej konverzii zo
sodnej soli alebo draselnej soli cefalospori-
nu C st pouZivané koncetrdcie 20 aZ 100
mmol/l. V pripade, Ze sa pouZiva fermentad-
na pdda, je moZné pracovat s deproteinizo-
vanym filtratorn, ziskanym tpravou pH fer-
menta¢nei poddy, alebo upravit pddu pomo-
cou neionogennych sorbentov (Amberlit
XAD-2, Diaion HP-20). pH enzymovej reak-
cie je v intervale 6,5 aZ 8,5 s optimom pri
pH 8,1. Teplota enzymovej reakcie z aspek-
tu stability cefalosporinov je v intervale 28
aZ 40 °C, s optirnom pri 33 °C. V prepardtoch
D-aminoacidoxiddzy je obvykle pritomné ka-
taldza. Ako inhibitory kataldzy si pouZivané:
kyselina askorbava, 3-amino-1,2,3-triazol a
anorganické azidy, najmé azid sodny (1 aZ
100 mmol/).

"Enzymova reakcia je stimulovand pritom-
nostou Mn2*+ idnov, ktoré zvy¥ujui reakdna
rychlost a chrania koncovy produkt pred
degraddciou. Oxidativnhu deaminalni reak-
ciu stimuluje tieZ detergent Triton X-100 v
koncentrdaciach 0,01 aZ 0,3 %, s optimom
0,1 %. ‘

Enzymovad reakcia vyZaduje pritomnost
O2. Aerdcia je zabezpefend wvdéSinou v po-
mere 1 objem vzduchu/l gbjem zmesi/min.

6

Enzymovéa reakcia vyZaduje v zdavislosti na
podmienkédch 2 aZ 6 hodinovy reakény Cas.
Priebeh enzymovej konverzie je moZné sle-
dovat metodou chromatografie na tenkej
vrstve (TLC}, alebo vysokotlakovou kvapa-
linovou chromatografiou (HPLCH), kde je
mozné proces jednoducho kvantifikovat.

Metdda TLC

10 pl filtratu reakénej zmesi naniest na
platne silikagelu Silikage! 60 F 254 Merck,
alebo Silufol UV-254 (Kavalier). Zostupne
vyvijat v systéme n-butanol : kyselina octo-
vd : voda : (4 : 1: 2). VysuSené platne de-
tekovat pod UV svetlom (254 nm]). Zlaceni-
ny obecného vzorca I a II sa prejavuji ako
tmavé zoény. Po postriekani ninhydrinom dé-
vajii ninhydrin-pozitivhu reakciu len ldtky
obecného vzorce II.

Metéda HPLCH

Chromatograf Spectra Physics SP-8000.
Ako mobilnéa fdza pouZity 0,01 mol/l NaH2PO4
v 10% metanole; prietok mobilnej fazy 1 ml/
/min. AkKo néplii kolény pouZitd reverzné f4-
za oktadecylsilan RP-18 (Merck].

Za uvedenych podmienok bolo dosiahnuté
dobré rozliSenie latok obecného vzorca I
a II. Zla¢eniny vzorca I je moZné po skonce-
ni enzymovej reakcie izolovat po filtracii
pri pH 2,5 extrakciou do octanu etylnatého.
Z organickej fazy moZno tieto 14tky ziskat
bud ako voIné kyseliny, alebo ako soli s nie-
ktorymi aminmi (N,N‘-dibenzyletyléndia-
min), alebo s morfolinom.

Priklad 1

Bunky Trigonopsis variabilis ziskané wv
dvojstupiiovej kultivacii na pdéde s obsahom
5 mmol/l sodnej soli cefalosporinu C boli
separované na odstredivke pri 4 °C, 3000xg,
10 mintt. Bunky boli premyté dvakrat 50 ml
0,15 mol/l NaCl s obsahom 0,1% Tweenu-20
a deponované pri —20 °C.

10 g buniek po rozmrazeni sa rozsuspen-
duje v 100 ml 0,1 mol fosfatového pufru 8,1;
ako inhibitor kataldz sa pouZije 1 mmol
azidu sodného; substrdtom je 8 mol sodnej
soli cefalosporinu C. Enzymova konverzia
prebieha pri 33 °C za mieSania a vzduSenia
4 hodiny. Priebeh konverzie bol sledovany
kvapalinovou chromatografiou v hodinovych
intervaloch.. Stupeii konverzie 80 %.

Priklad 2

Postup zhodny s prikladom 1, ale namiesto
sodnej soli cefalosporinu C bola ako induk-
tor pouZitd kyselina DL-g-aminoadipovd v
mnoZstve 3 mmol/1,
Priklad 3

Bunky Trigonopsis variabilis priprevené
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za rovnakych kultivaénych podmienok ako
v priklade 1.

Po premyti buniek 0,15 mol/l NaCl s ob-
sahom 0,1 % Tweenu-20 sa 10 g buniek sus-
penduje v 100 ml 0,1 mol/l fosf&tového puf-
ru pH 8,1. K suspenzii sa pridd 10 ml tolué-
nu. Aktivdcia enzymu prebiehala 3 hodiny
pri teplote 27 °C za miesSania (4 Hz). Po akti-
vécii sa bunky separuji z toluénovej zmesi
na odstredivke pri 4 °C, 3000xg, 10 minit a
pouziji na konverziu podld prikladu 1.

Priklad 4

Bunky Trigonopsis variabilis so pripravi
za rovnak§ch kultivaénych podmienck ako
v priklade 1. Po premytl sa deponujd pri
—30 °C. 10 g zmrazenych buniek sa rozsus-
penduje v 100 mil toluénovej zmesi (toluén:
Tween-20 = 49 : 1). Aktivdcia bumiek bola
zhodné s prikladom 3. Po aktivAcii sa bunky
separuji na odstredivke pri 4 °C, 3000xg,
10 mintt, premyjd roztokem 0,15 mol/1 NaCl
ako v bode 1 a pouZiji na komnverziu v po-
meroch uvedenych v priklade 1. Stupeii kon-
verzie 83 %.

Priklad 5

10 g buntek pripravenych podla prikladu
2 deponovanych pri —30 °C sa aktivuje ako
v priklade 4 s tym rozdielom, Ze po aktiva-
cii sa pouZije priamo 20 ml toluénovej bu-
nednej suspenzie, pridd sa 1,6 mmol sodnej
soli cefalosporinu C a 0,2 mmol/ azidu sod-
ného. Dal3i priebeh zhodny s prikladom 1.

Priklad 6

Postup pripravy buniek zhodny s prikla-
dom 3, ale ako aktivaénid zmes sa pouZije
100 ml fosfdtového pufru a 10 ml chlorofor-
mu.

Priklaad 7

Bunky sa pripravi a aktivuji ako v pri-
klade 4. Na enzymovid konverziu sa pouZije
filtrat fermentacnej pddy upraveny acidifi-
kéciu pddy na pH 2,5 a po filtrcii spdtne
upraveny na pH 8,0. Na 100 ml filtratu sa
pouZije 10 g aktivovanych buniek v pritom-
nosti 10 mmol azidu sodného. Konverzia
prebiehala pri 33 °C na trepacom stroji (4,6
Hz) 4 hodiny.

Priklad 8

10 g buniek kultivovanych za pritomnosti
sodnej soll cefalosporinu C, deponovanych
pri —30 °C, sa pridd k 100 ml filtrdtu fer-
mentafne] pody upravenej neionogeinym
sorbentom Diaion HP-20. K reakénej zmesi

8
sa prid4d 5 m! toluénu a 16 mmol azidu sod-
ného. pH zmesi sa upravi na 8,0. Konverzia
za mieSania a vzduSenia (1 objem vzduchu/
/1 objem zmesi) trvala pri teplote 33 °C 5
hodin.

Priklad 9

Postup zhodny s prikladom 8, ale na apra-
vu pody sa pouZije Amberlit XAD-2.

Priklad 10

Konverzia sa realizuje podla prikladov
1 aZ 6. Zmes po konverzii (500 ml) sa pre-
filtruje. pH filtr4tu sa upravi na 2,5, zopa-
kufe sa filtrdcia. Previede sa trojndsobud
extrakcia filtr4tu octanom etylatym. Etyl-
gcetitové extrakty sa vysudf siratiom sod-
nym, nakoncentruji vo vdkuu pri teplote
max. 35 °C. Zo zahusteného extraktu pri
5 °C KrysStalizuje kyselina 7-(4-karboxybu-
tdnamido}-cefalospordnovd. Z matednych
ldhov je moZné kvantitativiie izolovat zbyt-
ky uvedenej kyseliny pridavkom n-hexanu.
Toto¥nost Kkyseliny identifikovand metédou
HPLCH.

Priklad 11

Postup zhodny s prikladom 10 aZ po zis-
kanie vysuSeného etylacetatovélio extraktu,
ku ktorému sa po kvapkach priddva 5%-ny
roztok N N'-dibenzyletyléndiaminu v octane
etylnatom (v moldrnom pomere k vzniknu-
tej kyseline 7-(4-karboxybutdnamido }cefalo-
sporénovej.

Dochéddza ku kvantitativnemu zréZaniu u-
vedenej kyseliny vo forme Zltej zrazeniny,
identita ktorej bola zistend metédou HPLCH.

Priklad 12

Postup zhodny s prikladom 10 aZ po zis-
kanle etylacetdtového extraktu, ktory sa vé-
kuove nakoncentruje pribliZne na 1/5 pd-
vodného objemu. K ziskanému koncetrdtu sa
za intezivneho miefania priddva po kvap-
ké&ch morfolin. Vzniknutd morfolinovd sol
kyseliny 7-{4-karboxybutdnamido jcefalospo-
rénovej je blelej farby.

Priklad 13

Postupuje sa podla prikladu 7, tj. pouZije
sa filtrat fermentacnej pody. Po skonéenf
enzymovej konverzie sa zmes prefiltruje a
pridd sa 10 % Amberlitu XAD-2, po doklad-
nom premleSani sa sorbent odfiltruje, pH
filtrdtu sa upravi na 2,5; zopakuje sa filtré-
cia, vzniknuty ¢iry filtrdt sa spracuje etyl-
acetatom, etylacetatovd vrstva sa Spracova-

va postupom podla prikladu 10, 11, alebo 12,
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PREDMET VYNALEZU N

Spdsob  pripravy 7-(4-karboxybutanamido)-3-cefem derivdtov obecného vzorca I

(n
kde M je vodikovy atém alebo katién tvoriaci
X je vodikovy atom, hydroxylova skupina, soli a komplexy vyznadujici sa tym, Ze na
acetoxyskupina, 5-karboxymetyltio-1,3,4-tia- 7-(D-5-amino-5-karboxy-n-valeramido])-3-
diazol-2-yl skupina, 1-metyl-1H-tetrazol-5-yl -cefem derivaty obecného vzorca 11
skupina, alebo 5-metyl-1,3,4-tiadiazol-2-yl
skupina a
HOOC\
-(CH,),~CONH
/CH 23 NA—CH X
H,N 0
COOM ()
s rovnakym vyznamom substituentov X a M Trigonopsis variabilis CCY-15-1-1 za aerob-

ako u zld&enin obecného vzorca I sa posobi nych podmienok.
vysokoaktivnymi bunkami mikroorganizmu Vi, LT
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