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(54) 디아세틸세팔로스포린 C의 제조방법

요약

내용 없음.

대표도

도1

명세서

[발명의 명칭]

디아세틸세팔로스포린 C의 제조방법

[도면의 간단한 설명]

제1도는 pH와 상대적 효소활성도와의 관계를 나타낸 그래프.

제2도는 pH와 잔여 효소활성도와의 관계를 나타낸 그래프.

제3도는 온도와 상대적효소활성도와의 관계를 나타낸 그래프.

제4도는 온도와 잔여효소활성도와의 관계를 나타낸 그래프.

제5도는 온도와 상대적 효소활성도와의 관계를 나타낸 그래프이다.

[발명의 상세한 설명]

본  발명은  세팔로스포린  C의  효소적  탈아실화에  의한  디아세틸  세팔로스포린  C의  새로운  제조방법에 
관한  것이다.  부가하면,  아우레오  바시디움속  균주의  새로운  에스터라제와  세팔로스포린  C  또는  그 
염과의 접촉에 이해 디아세틸세팔로스포린 또는 그 염을 제조하는 방법에 관한 것이다.
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본 발명의 방법은 하기 반응과정으로 나타낸다 :

디아세틸 세팔로스포린 C

본  발명의  목적화합물(I),  즉  디아세틸세팔로스포린  C는  치료학적으로  유용한  세팔로스포린화합물의 
합성을 위한 중요한 중간체라고 잘 알려져 있다.

디아세틸세팔로스포린  C는  세팔로스포린  C를  여러  미생물의  에스터라제로  탈아세틸화함으로써 제조
할 수 있음은 잘 알려져 있지만, 이러한 방법들은 산업적 규모의 제조방법으로서는 적당하지 않다.

따라서  본  발명은  아우레오  바시디움속의  균주에  의해  생성된  에스터라제가  양호한  수율로 탈아세틸
화에  의해  세팔로스포린  C를  디아세틸세팔로스포린  C로  변화시키기  위한  활성을  갖는다는  새로운 사
실을 발견한 본 발명자들의 폭넓은 연구에 의해 완성되었다.

본  발명에  따르면,  디아세틸  세팔로스포린  C는  수용성매체에서  아우  레오바시디움속의  균주의 에스
터라제로  세팔로스포린  C  또는  그  염을  모든  세팔로스포린  C가  탈아세틸화가  될  때까지  접촉시킨  후 
수용성 매체에서 고체형태로 형성된 디아세틸 세팔로스포린 C를 유리시킴으로서 제조된다.

디아세틸세팔로스포린  C와  세팔로스포린  C의  적합한  염은  알칼리금속염(예  :  나트륨염,  칼륨염) 또
는 알칼리 토금속염(예 : 마그네슘염)이다.

본  발명에  사용되는  아우  레오바시디움  속의  균주는  디아세틸세팔로스포린  C를  제조하기  위해 세팔
로스포린  C의  제3위치에서  에스테르  결합을  가수분해할  수  있는  에스터라제를  생성할  수  있는  아우 
레오바시디움  속에  속하는  모든  미생물을  포함하는데,  이러한  균주는  자연계에  분리분포되어  있거나 
배양기관에  보관되어  있다.  따라서,  상기의  이러한  균주는  토양샘플과  같은  천연원으로부터 유리되
거나 공공배양 기관으로으로부터 배양된 배양체로부터 용이하게 선택될 수 있다.

상기  미생물의  대표적  보기로서  아우레오  바시디움  풀룰란스  IFO  4466를  들  수  있는데,  이  미생물은 
Institute for Fermentation(일본 오오사카)와 같은 배양기관으로부터 쉽게 얻을 수 있다.

또한  본  발명의  범주에서  X선,  자외선조사,  변이유발제(즉,  질산, N-메틸-N'-니트로-N-니트로소구아
니딘)로의처리와  같은  종래의  변이방식에  의해  상기  미생물로부터  생성된  돌연변이체의  사용도 포함
된다.

본  발명의  공정에  있어서,  세팔로스포린  C의  미생물의  에스터라제와의  접촉은  후술되는  바와  같이 
본 발명의 여러 방식에 의해 이루어질 수 있다.

본  발명공정의  한  방식에  있어서,  세팔로스포린  C와  미생물의  에스터라제와의  접촉은  아우레오 바시
디움속에  속하는  균주를  배양시켜  얻어진  배양액  또는  이의  가공물질과  세팔로스포린  C를  수용성 매
체에서 접촉시킴으로써 이루어진다.

본  발명에  사용되는  미생물의  배양은  일반적으로  종래방식에  의해  이루어지며,  교반하에서  실시하는 
것이 바람직하다.

사용되는  배양매체로서,  동화할  수  있는  탄소와  질소의  공급원과  무기염을  함유한  영양매체를  들  수 
있다. 

탄소공급원으로  바람직한  것은  글루코스,  슈크로스,  락토오스,  글리세롤과  전분이다. 질소공급원으
로  바람직한  것으로  고기액즙,  펩톤,  글루텐,  옥수수가루,  면실유,  강낭콩,  효무추출물,  카사민산 
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및  아미노산과  같은  유기질소공급원과  암모늄염(예  :  질산암모늄,  인산암모늄)과  같은  무기질소 공
급원을  들  수  있다.  필요에  따라  탄산칼륨,  인산나트륨,  인산칼륨,  마그네슘염  및  구리염과  같은 무
기염과 여러 비타민을 사용할 수 있다.

배양매체의  pH값,  배양온도  및  배양시간은  사용되는  미생물의  종류에  따라  다르다.  바람직한  pH값은 
일반적으로  5-8이다.  배양온도는  20°-30℃,  바람직하게는  약  25℃이며,  배양시간은  15-72시간, 바
람직하게는 24-50시간이다.

배양액과  이의  가공물질은  디아세틸세팔로스포린  C의  제조에  사용된다.  배양액의  가공물질이란 효소
의  활성을  증가시키기  위해  종래  방식에  따라  배양액으로부터  제조된  제품을  의미하는  것으로, 세팔
로스포린 C를 디아세틸세팔로 스포린 C로 탈아세틸화할 수 있다.

일반적으로,  에스터라제  활성은  미셀리아에  존재한다.  그러므로  배양액의  가공물질로서  하기 제품들
을 들 수 있다.

(1)  비가공미셀리아  :  여과와  원심분리와  같은  종래방법에  의해  배양액으로부터  분리시킴으로써 얻
어진다.

(2)  건조미셀리아  :  동결건조  및  진공건조와  같은  방법에  의해  상기  비가공미세릴리아를 건조시킴으
로써 얻어진다.

(3)  세포-유리추출물  :  상기  비가공  또는  건조세포를  종래방법(예  :  유기용매를  사용하여 미셀리아
를  자기  분해시키거나,  알루미나로  미셀리아를  연마하거나  또는  초음속파로  미셀리아를  처리하는 방
법)에 의해 파쇄시킴으로써 얻어진다.

(4)  효소용액  :  종래방법(예  :  칼럼크로마토그래피)에  의해  상기  세포-유리추출물을  정제  또는 부분
정제함으로써 얻어진다.

(5)  고정화미셀리아  또는  효소  :  상기  미셀리아  또는  효소를  종래방법(예  :  아크릴아미드, 유리비이
드, 이온교환수지)에 의해 고정화함으로써 얻어진다.

세팔로스포린  C와  효소와의  접촉에  의해  이루어진  반응은  물  또는  완충용액과  같은  수용성  매체에서 
이루어진다.  즉,  세팔로스포린  C를  함유한  완충용액  또는  물과  같은  수용성  매체에  배양액  또는 이
의 가공물질을 현탁시키거나 용해함으로서 이루어진다.

반응혼합물의  pH값,  세팔로스포린  C의  농도,  반응시간  및  반응온도는  사용되는  배양액  또는  이의 가
공물질의  성질에  따라  다르다.  일반적으로,  반응은  3-7  pH(의  바람직하게는  3.5-5의  pH)와 20°40℃
(바람직하게는 25-37℃)의 온도에서 2-50시간 동안 이루어진다.

반응혼합물에 있어서, 기질로서의 세팔로스포린 C의 농도는 0.1-100mg/ml이 바람직하다.

세팔로스포린  C와  에스터라제와의  접촉에  대한  또  다른  방법으로서,  산업적인  규모의  생성에  편리한 
또  다른  방법이  있다.  즉,  배양액으로부터  세팔로스포린  C를  유리시키지  않고  세팔로스포린  C를 생
성할  수  있는  미생물의  배양액에  있는  세팔로스포린  C를  아우레오바시디움  속에  속하는 에스터라제
를  생성하는  균주의  배양액에  있는  미셀리아와  직접  접촉시켜  디아세틸세팔로스포린  C를  제조하는 
방법이 있다.

상기  목적을  위해  아우레오바시디움속에  속하는  에스터라제를  생성하는  균주와  세팔로스포린  C를 생
성하는  미생물과의  혼합배양을  사용하는  것이  바람직하다.  세팔로스포린  C를  생성하는  미생물에는 
세팔로스포리움  아크레모니움이  포함되는데,  이는  공공의  배양기관(예  : 세팔로스포리움아크레모니
움 ATCC 11550)에 공지되어 있다.

혼합배양은  수용성매체에서  세팔로스포린  C를  생성하는  미생물(예  :  세팔로스포리움 아크레모니움)
을  배양킨  후  아우레오바시디움속에  속하는  에스터라제를  생성하는  균주를  세팔로스포린  C를 생성하
는  미생물의  배양액에  접종시키고  배양액에  축적된  세팔로스포린  C가  디아세틸세팔로스포린  C로 변
환될 때까지 계속배양시킵으로써 얻어진다.

환언하면,  아우레오바시디움속에  속하는  에스터라제를  생성하는  균주를  세팔로스포린  C를  생성하는 
미생물이  배양되는  동안  세팔로스포린  C생성미생물의  배양액에  접종액에  접종시킴으로써  혼합배양을 
시작하는 것이 바람직하다.

상술한  바와  같이  혼합배양  단계에  있어서,  아우레오바시디움속에  속하는  에스터라제 생성균주의접
종은 상기 배양액을 세팔로스포린 C-생성미생물의 비양액에 첨가함으로써 실시되는 것이 
바람직하다.  또한,  에스터라제를  생성하는  균주를  접종시키기  위한  적합한  시간은  미생물의  배양액 
종류와  배양조건에  따라  실질적으로  바람직한  조건을  인지할  수  있는  예비실험에  따라  설정되며, 세
팔로스포린  C를  생성하는  미생물의  미셀리아가  매체에서  생장하여  증가하기  시작하고  세팔로스포린 
C자체가 생성되며 배양액이 증가되는 때를 선택하는 것이 바람직하다.

또한  에스터라제를  생성하는  균주의  접종시간은  세팔로스포린  C를  생성하는  미생물의  배양이  시작된 
후 2-6일(바람직하게는 -5일)동안이다.

혼합배양에  대한  매체는  상술한  아우레오바시디움속에  속하는  균주에  대한  배양매체와  같은 성분으
로 구성된다.

매체에  대한  적합한  pH값은  5-7(바람직하게는  5-6)이다.  혼합배양의  온도는  20-30℃(바람직하게는 
약 25℃)이다.

반응혼합물  또는  혼합배양액에서  생성된  목적화합물은  세팔로스포린화학에서  사용되었던  종래방법에 
따라  유리되고  정제될  수  있다.  이러한  방법에  있어서,  적절한  용매로의  정제,  감압하에서의  농축, 
동결건조,  결정화,  재결정화  및  음이온  교환수지,  양이온  교환수지  또는  다공성의  비이온성 흡착수
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지로의 처리와 같은 방법의 예로 들 수 있다.

상술한  바와  같이,  본  발명의  발명가들은  세팔로스포린  C  또는  이의염과  아우레오  비시디움  속에 속
하는  균주,  특히  아우레오바시디움  풀룰란스  IFO  4466의  에스터라제와의  접촉으로  구성되는 디아세
틸세팔로스포린  C를  제조하는  효과적인  공정을  발견하게  되었다.  상기  연구에  이어  본  발명의 발명
가들은  연구를  계속하여  본  발명에  사용되는  아우레오바시디움  속의  에스터라제의  성질을  알게  된 
후  종래의  공지된  에스터라제에  비해  신규성이  있는  에스터라제를  확인하기에  이르러,  이러한 아우
레오바시디움  속의  에스터라제는  세팔로스포린  C를  디아세틸세팔로스포린  C로  가수분해시킬  수  있는 
신규의 효소라는 결론에 도달했다.

종래의  기술로서  1975년  10월  14일에  공보된  미합중국  특허  제3,912,589호를  들  수  있는데,  이 특허
에서는  세팔로스포린  C를  디아세틸세팔로스포린  C로  가수분해  할  수  있는  에스터라제로서 로도토룰
라속의  에스터라제에  대해  언급하였다.  이  로도로룰라속의  에스터라제는  본  발명에  사용되는 아우레
오바시디움과 유사한 미생물이지만 이는 일종의 "이스트"에 속하는 미생물이다.

하기에  아우레오바시디움  속에  속하는  대표적  군주인  아우레오바시디움  풀룰란스  IFO  4466  속의 균
주에 의해 제조되는 에스터라제의 특성이 예시되어 있다.

효소의 산출

에스터라제는  아우레오바시디움  풀룰란스  IFO4466의  배양액으로부터  분리  및  정제에  의해 산출되는
데 자세한 산출방법은 하기 실시예 3에 예시되어 있다.

실시예  3에  예시되어  있듯이,  에스테라제는  세팔로스포린  C를  디아세틸세팔로스포린  C로  가수분해할 
수  있는  2성분의  효소를  포함하고  있으며,  상기  에스터라제는  아세트산에스테르를  가수분해할  수 있
지만  아세트에스테르  이외의  에스테르는  가수분해할  수  없는  특성이  있다.  따라서, 아우레오바시디
움  풀룰란스  IFO4466으로부터  산출된  에스터라제는  소위  "아세틸에스터라제"라  불리우며,  따라서  본 
발명의  발명가들은  하기  설명을  위해  본  발명의  두성분  에스터라제들을  아세틸에스터라제  4466-I과 
아세틸에스터라제 4466-II로 각각 칭했다.

에스터라제의 성질

아세틸에스터라제 4466-I 및 아세틸에스터라제 4466-II는 하기와 같은 효소적 성질을 갖는다 :

(1) 기질특이성(아세틸에스터라제 4466-I 및 4466-II) : 가수분해 : 아세트산에스테르

비가수분해 : 아세트산에스테르 이외의 에스테르.

기질특이성은 하기 방법에 의해 측정된다 :

하기  명시된  기질(5mg)을  시험관에  주입한  후  0.05M의  아세트산염  완충용액(pH  4.5)(1ml)에 용해시
킨다.  이  용액에  실시예  3에  따라  산출된  효소용액  A(즉,  아세틸  에스터라제  4466-I)(0.1ml)  또는 
효소용액 B(즉, 아세틸에스터라제 4466-II)(0.1ml)를 첨가한다.

반응혼합물을  25℃에서  1시간  동안  진탕기에서  항온시킨  후,  기질의  가수분해도를  하기  방법에  따라 
측정한다.

(i) 분석 1(박층크로마토그래피)

시험용액(1㎕)과  샘플을  각각  실리카겔  판상에  떨어뜨린다.  상기판을  70%의  n-프로판올  수용액으로 
전개시킨 후 건조시킨다.

(ii) 분석 2(기체크로마토그래피)

시험용액을 하기 조건하에서 기체크로마토그래피에 의해 분석한다 :
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시험결과가 하기표에 명시되어 있다.

(주) ＃ : 완전가수분해

+ : 부분가수분해

- : 비가수분해 

(2) pH의 효과

(A) : 기질 : 세팔로스포린 C

(a) 최적 pH(아세틸에스터라제 4466-I 및 4466-II) : pH 4이하.

첨부된  제1도에서  볼  수  있듯이,  아세틸에스터라제  4466-I(0-0)와  아세틸에스터라제 4466-II(△-
△)의 최적 pH는 4이하이다.

여러 pH에서의 효소활성은 하기 방법에 의해 측정된다 :

(i) 완충용액

pH 3.5-6.0 : 0.05M의 아세트산염 완충용액

pH 5.0-8.0 : 0.1M의 인산염 완충용액

pH 7.0-9.5 : 0.1M의 트리스-염산염 완충용액

(ii) 반응

효소용액(0.5ml)에  상기언급된  pH값에서  따뜻한  완충용액(30℃,  4ml)과  5%의  세팔로스포린  C 소디움
디하이드레이트수용액(0.5ml)를  첨가한다.  반응혼합물을  1시간동안  30℃의  진탕기에서  항온시킨다. 
그  후  산출된  디아세틸세팔로스포린  C와  비반응된  세팔로스포린  C를  고압액체크로마토그래피에  의해 
측정한다.

(b) 적합한 pH범위(아세틸에스터라제 4466-I 및 4466-II) : pH 4.0-6.0

첨부된  제(2)도에서  알  수  있듯이,  아세틸에스터라제  4466-I(0-0)과  아세틸에스터라제 4466-II(△-
△)의 적합한 pH범위는 4.0-6.0이다.

안정성 시험이 하기방법에 의해 실시된다 :

효소용액(1ml)에  상술된  pH범위에  있는  완충용액(9ml)을  첨가한다.  효소용액(10ml)을  1시간동안 60
℃에서  가열한다.  다음,  아세틸에스터라제의  잔유효소  활성도를  후술하는  측정방법  I에  따라 측정한
다.

(B) 기질 : 아세트산에틸

최적 pH(아세틸에스터라제 4466-I 및 4466-II) : 약 5.25pH

첨부된  제5도에서  볼  수  있듯이,  기질로서  아세트산에틸을  사용하는  경우에  있어서 아세틸에스터라
제 4466-I(0-0)와 아세틸에스터라제 446-I(△-△)의 최적 pH는 약 5.25이다.

여러 pH에서의 효소활성은 하기방법에 의해 측정된다 :

아세트산에틸(5㎕)에  상술된  여러  pH범위에서  따뜻한  완충용액(30℃,  1ml)과  효소용액(30㎕)를 첨가
한다. 반응혼합물을 1시간 동안 30℃의 진탕기에서 항온시킨다.

다음, 산출된 에탄올과 비반응된 아세트산에틸을 기체크로마토그래피에 의해 측정한다.

(3) 온도의 효과

(a) 최적온도(아세틸에스터라제 4466-I 및 4466-II) : 약 37℃
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첨부된  제3도에서  볼  수  있듯이,  아세틸에스터라제  4466-(0-0)과  아세틸에스터라제 4466-II(△-△)
의 최적온도는 약 37℃이다.

여러 온도에서의 효소활성은 하기방법에 의해 측정된다.

효소용액(0.5ml)에  상술된  온도에서  가온시켜  0.05M의  아세트산염완충용역(pH  4.0)(4ml)과  5%의 세
팔로스포린 C 소디움 디하이드레이트 수용액(0.5ml)을 첨가한다.

반응  혼합물을  1시간동안  상술온도의  진탕기에서  항온시킨다.  다음,  산출된  디아세틸세팔로스포린 C
의 비반응된 세팔로스포린 C를 고압의 액체크로마토그래피에 의해 측정한다.

(b) 적합한 온도범위(아세틸에스터라제 4466-I 및 4466-II) : 60℃이하.

첨부된 제4도에서 볼 수 있듯이, 아세틸에스터라제 4466-I (0-0)와 아세틸에스터라제 
4466-II(△-△)의 적합한 온도범위는 60℃이하이다.

안정성시험은 하기방법에 따라 실시된다 :

효소용액(pH  4.0)를  상술된  온도(25-70℃)에서  1시간동안  방치시켰다.  그후,  잔유효소활성을 후술되
는 측정방법 I에 따라 측정한다.

(4) Km의 측정

(기질은 세팔로스포린 C이다)

아세틸에스터라제 4466-I : Km=11.5mM

아세틸에스터라제 4466-II : Km=13.7mM

아세틸에스터라제 4466-I와 아세틸에스터라제 4466-II의 Km

값은 하기방법에 따라 측정된다 :

여러  농도(0.2-5%)의  세팔로스포린  C  소디움디하이드레이트(4.5ml)를  함유하고  있는  0.05M의 아세트
산염 완충용액(pH 4.0)에 효소용액(5ml)를 첨가한다.

반응혼합물을  한  시간  동안  30℃의  진탕기에서  항온시킨다.  다음,  산출된  디아세틸세팔로스포린  C와 
비반응된  세팔로스포린  C를  고압액체크로마토그래피에  의해  측정한다.  각  에스터라제의  Km값은 종래
방식에 의해 계산된다.

(5) 금속이온의 효과

아세틸에스터라제  4466-I  및  아세틸에스터라제  4466-II의  효소활성은 Cu
+2

, Mn
+2

, Mg
+2

, Zn
+2

, Ni
+2

, 

Ba
+2
, Fe

+2
과 같은 금속이온에 영향을 받지 않는다.

상기 아세틸에스터라제에 대한 금속이온의 효과는 하기방법에 의해 측정된다 :

효소용액(0.5ml)에  상술된 금속이온(5×10
-4

mol)을  함유한  0.05M아세트산염  완충용액(pH  4.0)과  5%의 
세팔로스포린  C소디움디하이드레이트  수용액(0.5ml)를  첨가한다.  반응혼합물을  1시간동안  30℃의 진
탕기에서  항온시킨다.  다음,  산출된  디아세틸세팔로스포린  C와  비반응된  세팔로스포린  C를  고압액체 
크로마토그래피에 의해 측정한다.

대조로서,  상술된  진행과정에서  어떠한  금속이온도  함유하지  않은  0.05M  아세트산염  완충용액(pH 
4.0)를 사용한다.

에스터라제의 효소활성은 하기방법에 의해 측정된다.

측정방법 I

(a) 반응

효소용액(0.5ml)에  따뜻한  0.05M의  아세트산  염완충용액(4ml)와  세팔로스포린  C  소디움 디하이드레
이트(50mg/ml)이  함유된  0.05M  아세트산염  완충용액(0.5ml)를  첨가한다.  반응혼합물을  1시간동안 30
℃의  진탕기에서  항온시킨다.  다음,  산출된  디아세틸세팔로스포린  C와  반응된  세팔로스포린  C를 각
각 하기조건하의 고압액체크로마토그래피에 의해 측정한다.

고정상 : 폴리고실 60-10C18(상표명, Sumitomo CHemical Co., Ltd 의해 제조)

이동상 : 메탄올, 물 및 아세트산(100 : 900 : 5)의 혼합물

칼럼높이 : 30cm

칼럼온도 : 주위온도

검출기 : 250nm에서 자외선흡광

이동속도 : 1.0ml/분

효소활성(mg/시간  ml  or  mg)은  상기  조건하에서  효소제제  1ml  또는  1mg당  산출되는 디아세틸세팔로
스포린 C(mg)으로 표시된다.

(b) 특이활성의 계산방법
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(i) 단백질 함량의 측정

효소제제의 단백질함량은 표준시료로서 소의 표준혈청 알부민을 사용하여 라우리방법[참조 : 
Journal of Biological Chemistry 193, 265(1951)]에 따라 측정한다.

(ii) 특이활성도의 계산

상술한  바와  같은  성질의  고찰로부터,  공지된  에스터라제에  비해  본  발명의  아세틸에스터라제는 매
우  독특한  특성,  특히  세팔로스포린  C를  디아세틸세팔로스포린  C로  가수분해할  수  있는  성질,  매우 
좁은  기질특이성(즉,  상기  아세틸에스터라제는  아세트산에스테르는  가수분해할  수  있지만  기타 에스
테르는 가수분해 할 수 없다) 및 특이 최적 pH값(즉, 상기 아세틸 에스터라제는 산의 pH값을 
갖는다)을 갖는다.

또한,  세팔로스포린  C를  디아세틸세팔로스포린  C로  가수분해할  수  있는  공지된  에스터라제(즉, 로도
토룰라  글루티니스  IFO  1125로  대표되는  로도토룰라  속에  의해  산출된  에스터라제)에  비해  본 발명
의  아세틸에스터라제(이후  A.E.로  칭하여짐)은  로도토룰라속에  의해  산출된  에스터라제(이후  R.E.로 
칭하여짐)와 하기와 같은 점에서 서로 다르다. 추 :

-A.E.의 최적 pH는 4이하 값인데 비해, R.E.의 최적 pH는 약 5-6이다.

-A.E.의 최적온도는 37℃인데 비해, R.E.의 최적온도는 50℃이다.

-A.E.의 적합한 pH범위는 약 4.0-6.0인데 비해, R.E.의 pH범위는 약 6.0이다.

상술한  바와  같은  결과의  분석과  연구에  의해  본  발명의  발명가들은  아세틸에스터라제  4466-I과 아
세틸 에스터라제 4466-II는 신규의 효소라는 것을 알게 되었다.

하기 실시예에 의해 본 발명이 예시된다.

[실시예 1]

1%의  글루코스,  0.3%의  펩톤  및  0.3%의  육즙을  함유한  수용성매체(pH  7.0)(100ml)를  4개의 50ml삼각
플라스크에 주입한 후 20분 동안 120℃에서 멸균시킨다.

매체  각각에  아우  레오바시디움  풀룰란스  IFO  4466의  사면배양에  첨가한다.  생체를  2일동안  25℃의 
진탕기에서 생장시킨다.

또한,  상기와  같은  수용성  매체(20ℓ)를  30ℓ의  발효조에  주입한  후  20분동안  12℃에서  멸균시킨다. 
수용성체에 상기에서 얻어진 배양액 전부를 첨가한다. 생체는 2일 동안 25℃에서 생장시킨다.

산출된 배양액은 디아세틸세팔로스포린 C의 산출에 사용된다.

(1) 아우레오바시디움 풀룰란스의 미셀리아를 사용한 디아세틸 세팔로스포린 C의 제제

상기  배양액의  원심분리에  의해  산출된  습윤미세리아(10g)을  세팔로스포린 C소디움디하이드레이트
(25mg/ml)를  함유한  수용성용액(300ml)에  첨가한다.  반응혼합물을  반응물에서의  세팔로스포린  C가 
사라질  때까지  10시간동안  30℃와,  4.5의  pH에서  교반한다.  반응혼합물을  여과시킨다.  여액을 pH7.0
으로  조정한  후  감압하에서  농축하고  5℃에서  하룻  밤동안  방치시켜  결정체를  얻는다.  결정체에 75%
의 수용성 에탄올을 첨가한 후 혼합물을 연화시킨다.

결정체를 여과에 의해 얻은 후 진공에서 건조시켜 디아세틸 세팔로스포린 C(3.8g)을 얻는다.

상기에서 얻어진 결정체에 대한 IR스팩트럼에 의해 디아세틸세팔로스포린 C를 확인할 수 있다.

(2)  아우레오바시디움  풀룰란스의  미셀리아로부터  추출된  효소추출액을  사용한 디아세틸세팔로스포
린 C의 제제

습윤  미셀리아(10g)에  클로로포름을  첨가한다.  혼합물을  30분동안  주위에서  방치시킨다.  혼합물에 
증류수(20ml)를  첨가한다.  주위  온도에서  하루  낮동안  방치시킨  후,  혼합물을  농축시켜 효소추출액
(20ml)을  얻는다.  효소추출액을  세팔로스포린  C소디움디하이드레이트(25mg/ml)를  함유한 수용성용액
(300ml)에  첨가한다.  반응  혼합물을  혼합물에  있는  세팔로스포린  C가  사라질  때까지  10시간동안 30
℃와  pH  4.5에서  교반시킨다.  결과의  혼합물에  활성탄(3g)을  첨가한  후  혼합물을  여과시킨다. 여액
을  pH  7.0으로  조정한  후  감압하에서  농축시켜  결정체를  얻고  이를  75%의  수용성  에탄올에  첨가한 
후  혼합물을  연화시킨다.  결정체를  여과에  의해  분리한  후  진공에서  건조시켜  결정질의 디아세틸세
팔로스포린 C(3.6g)을 얻는다.

상기에서 얻어진 결정체의 IR스펙트럼에 의해 디아세틸 세팔로스포린 C를 확인할 수 있다.

(3) 부동화 미셀리아를 사용한 디아세틸세팔로스포린 C의 제제

동결  및  해빙된  아우레오바시디움  풀룰란스  IFO  4466의  미셀리아(24g)을  N, N'-메틸렌비스아크릴아
미드(0.4g)과  아크릴아미드(7.5g)을  함유한  수용성용액(20ml)에  첨가한다.  혼합물에  5g의  N,  N,  N', 
N'-테트라메틸  에틸렌디아미(5ml)  사용액과  1%의  과황산  암모늄  수용액(5ml)를  4℃의 질소대기하에
서  첨가한다.  반응혼합물을  1시간  동안  4℃의  유리관에서  중합시킨다.  산출된  폴리아크릴 아미드겔
을  파쇄기에서  파쇄시킨다.  파쇄된  겔을  칼럼(부피용량  :  100ml)에  충진시킨  후  0.1M의  아세트산염 
완충용액과  차거운  물(1ℓ)로  세척한다.  세팔로스포린  C소디움디하이드레이트(1.6gmg/ml)를  함유한 
수용액(1ℓ)를  SV=0.5의  속도로  준비된  칼럼에  통과시킨다.  어떠한  세팔로스포린 소디움디하이드레
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이트도  통과하는  용액에  존재하지  않는다는  것을  확인한  후  통과된  용액을  pH  7.0으로  조정하고 감
압하에서  농축시키고  5℃에서  하룻밤동안  방치키신다.  잔사에  75%의  에탄올  수용액을  첨가한  후 결
정체가  침전되도록  충분히  혼합하여  침전된  결정체를  분리하여  진공에서  건조시켜  결정질의 디아세
틸 세팔로스포린 C(0.9g)을 얻는다.

결정체에 대한 IR스펙트럼으로 디아세틸 세팔로스포린 C의 진위를 확인한다.

[실시예 2]

3%의  콩,  2%의  슈크로스,  1%의  글루코스,  1%의  옥수수액제  및  0.5%의  탄산칼슘을  함유하고  있는 수
용성매체(pH  7.0)(100ml)를  4개의  500ml의  삼각플라스크  각각에  주입한  후  120.C에서  20분동안 멸균
시킨다.  매체  각각에  세팔로스포리움  아크레모니움  ATCC  11550의  사면배양을  접종시킨다.  생체를 5
일동안 30℃의 진탕기에서 생장시킨다.

한편,  3%의  땅콩분말,  1%의  콩가루,  2%의  옥수수액제,  2%의  메틸올레이트,  0.5의  황산암모늄, 0.6%
의  DL-M메티오닌,  2%의  사탕무우,  2%의  글루코스  및  0.8%의  탄산칼륨을  함유한  수용성매체(pH  7.0  : 
20  ℓ)를  30ℓ의  발효기에  주입한  후  120℃에서  20분  동안  살균시킨다.  매체상에  상기에서  얻어진 
배양액의 전부피를 접종시킨다. 생체를 25℃에서 3일동안 생장시킨다.

그후,  1%의  글루코스,  0.3%의  펩톤  및  0.3%의  고기액즙을  함유한  수용성매체(pH  7.0  ;  100ml)를 4개
의  500ml  삼각플라스크  각각에  주입한  후  120℃에서  20분동안  살균시킨다.  각각의  매체상에 아우레
오  바시디움  풀룰란스  IFO  4466을  접종시킨다.  생체를  25℃에서  2일동안  배양시킨다.  배양액의 전부
피를  3일  동안  상기에서  얻어진  세팔로스포리움  아크레모니움의  배양액상에  3일동안  접종시킨  후, 
혼합배양액을  25℃에서  2일동안  항온시킨다.  그후,  혼합배양액을  바실루스  메가테리움을  사용하는 
생물학적  자기묘사(bioautography)  및  바이오앗세(bioassay)에  의해  분석한다.  분석결과에  의해, 배
양액의  모든  세팔로스포린  C는  디아세틸세팔로스포린  C로  전환되었음을  알  수  있으며, 디아세틸세팔
로스포린 C의 수율은 0.5mg/ml이다.

[실시예 3]

미셀리아(350ml)를  상기  실시예  1의  방법에  따라  제조된  아우레오  바시디움  풀룰란스  IFO4466의 배
양액(10ℓ)로부터 원심분리시켜 모은다. 미셀리아에 1/5부피의 클로로포름을 첨가한다.

혼합물을  30분동안  교반시킨다.  그  부피의  물을  혼합물에  첨가한다.  수용성  혼합물을  24시간  동안 
25℃에서 방치시킨다.

혼합물을  여과하여  효소추출액  I(1000ml)를  얻은  후,  pH를  4.0으로  조정하고  여과하여  불용성물질을 
제거한다.  여액을  막(분자량  :  0.1  million  cut)을  사용하고  한  외여과에  의해  여과하여  80ml로 농
축시킨  후  동결건조시켜  조분말을  얻는다.  조분말(4g)을  0.05M의  아세트산염  완충용액(pH  4.0  : 
20ml)에  용해한  후  CM-Sephadex  C-25의  칼럼(상표명  :  Pharmacia  AB에서  생산,  칼럼의  내부직경  : 
40mm,  칼럼높이  I  675mm)을  통과시키고  칼럼을  상술된  것과  같은  아세트산염  완충용액(속도  : 64ml/
시간)으로  전개시킨다.  목적화합물을  함유한  부분액(440ml)를  모아  DEAE-Sephadex  A-25(상표명  : 
Pharmacia  AB에  의해  생산,  칼럼의  내부직경  :  40mm,  칼럼  .  높이  :  785mm)를  통과시킨다.  칼럼을 
0.05M의  아세트산염  완충용액(pH4.0,  1000ml)으로  세척한  후  0.05M-0.25M의  아세트산염 완충용액
(pH4.0)으로  선형그래디언트  방법(속도  :  64ml/시간)에  의해  전개시켜  부분액  A(360ml)와  부분액 
B(980ml)를 얻는다.

부분액  A은  부분액  B보다  1.7배이상  더  큰  특이활성을  갖는다.  부분액  A와  부분액  B를  한외여과에 
의해  농축시키고,  각각  Sepharose  4B칼럼(상표명  :  Pharmacia  AB,  칼럼의  내부직경  29mm,  칼럼의 높
이  :  535mm)에  통과시킨다.  각  칼럼을  0.05M의  아세트산염  완충용액(pH  4.0)으로  전개시켜  각각 부
분액A으로 부터 효소용액 A(72ml)와 부분액 B로부터 효소용액 B(32ml)를 얻는다.

결과의  효소제제에  대한  각각의  특이활성은  하기표에서처럼  상대적  특이활성도로  표시된다.  "상대적 
특이활성도"는 효소추출액 I의 활성도를 "1"로 하였을 때 산출된 값을 의미한다.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

아우레오바시디움속에  속하는  균주에  의해  산출된  아세틸에스터라제와  세팔로스포린  C를  접촉시키는 
단계로  구성되는  것을  특징으로  하는,  효소가수분해에  의해  세팔로스포린  C로부터 디아세틸세팔로스
포린 C를 제조하는 방법.

도면

10-8

84-002294



    도면1

    도면2

    도면3

10-9

84-002294



    도면4

    도면5

10-10

84-002294


