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{54) Spiseh pripravy derivatoy cefalosp-rinoy
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Vyna'ez ,,5pdsob vyuZitia imobilizovanych
buniek pri priprave derivatov cefalesporinov
buniek 'pri priprave derivatov -cefalospori-
nov' sa tyka spésobu enzymovej pripravy
devivdtov cefalosporinov (CF8) 3Siruktdrne-
ho vzcrca 'II (vid rovnica 8. 1), ktoré st
meflziproduktami 'pri priprave ‘kyseliny 7-
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-aminccefdlosporanovej (7-ACK) z latok
Struktirneho vzorca I pomocou imobilizo-
vanych buniek -mikrcorganizmov obsahuji-
cich D-aminoacid deaminujicu-Oz-reduktéa-
zu .[D-aminoacidoxiddzu, DAAQ]}.
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kde Enyzm D-aminoacidoxiddza produkovany
x=-—0—C0-—CHj3 burikami Trigenapsis variabilis CCY 15—1—2
x=—0H je moZné imobilizovat viacerymi spdsobmi,
=—H pridom sa zvySuje jeho stabilita a nekolko-
R=—~COOH nasobne sa prediZzuje pouZiteInost pri st-

cefalosporin C (CFS-C)
dezacetylcefalosporin:C (DCFS-C)
dezacetoxycefalosporin C {DACFS-C)
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gasnom zjednoduSeni technoldgie a moZnom

vyuZiti novych technologickych postupov.
Kyselinu 7-aminocefalospordnovi je moZ-

né pripravit dvoma postupmi. Oba vyuZivaja
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ako substrdt fermentadnou cestou ziskané
cefalcsporiny. Chemicka konverzia je viac-
stupiiovy proces, ndrofny na Cistotu pouZi-
vanych surovin a prisne dodrZiavanie tech-
nologickych operdcii pri nizkych teplotéch,
pri¢om sa pracuje s toxickymi ldtkami. Spo-
sob chemickej pripravy popisuje japonsky
paient ¢. 7 307 117, patent NSR &. 1 445 615
ai., liSiace sa od seba sp6sobom blokovania
karboxylovej a aminoskupiny a ¢&s. AO
193 181. V porovnani s chemickym sp8sobom
je enzymova konverzia vyhodnejsia z hladis-
ka menSej fechnologickej narocnosti, nie je
poZadovany substrdt vysokej ¢istoty a zniZuje
sa pccet technologickych operdcii v proce-
se. Enzymava konverzia je nendrofna na
suroviny. Jednd sa o jedno alebo dvojstup-
riovy proces, pricom v dvojstupiiovej reakcii
vznikaju z ldtok Struktdrneho vzorca I lat-
ky Struktirneho vzorca II, ktoré si dostup-
nym substrdatom pre acyldazy réznych mikro-
organizmov pri tvorbe 7-ACK. Japonsky pa-
tent ¢. 74 044 695 uvddza moZnost priamej
enzymovej konverzie cefalosporinov na 7-
-ACK vo fermentatnej pdde pésobenim Fu-
sarium sclani, japonsky patent &. 55 35 119/
/1980 opisuje rovnaky produk&ny kmeri. Pa-
tent NSR 2723 463 sa zaoberd priamou kon-
verziou CFS na 7-ACK pésobenim enzymov
z kmeiniov Aspergillus a Alternaria rovnako
ako US patent €. 3239393 a japonsky pa-
tent 53-94 093/1978, ktoré ako producentov
uvddzaji kmene Brevibacterium, Achromo-
bacter a Fiavobacterium.

Vyhodnej$im spdsobom enzymovej pripra-
vy 7-ACK sa zatial javi dvojstupiiovy proces,
v ktorom tucéinkom enzymu DAAO na cefalo-
spcriny Struktirneho vzorca I dochddza ku
oxidatnej deaminécii boéného retazca v po-
lohe 7 na cefémovom jadre za vzniku latok
Struktirneho vzorca II. Japonsky patent
54 154 592/1979 popisuje pouZitie buniek Tri-
gonnpsis variabilis zaistenim glutaraldehy-
dom, priom dcchédza ku zvy$eniu stability
enzymu a je moZné pouZit biologicky mate-
ridl viackrat. Japonsky patent &. 5535118/
/1985 popisuje rovnakého kmeiia na konver-
ziu s Géinnostou 95 %. CS AO &. 221 003 po-
pisuje spdsob pouZitia aktivovanych buniek
Trigenopsis variabilis s déinnostou 80--85
percent. Aktivicia sa robi organickymi roz-
pustadlami a detergentami. Brodelius v &a-
sopise Applied Biochem. Biotechnology 6/4/
/1981 str. 293-—308 opisuje pouZitie buniek
Trigonopsis variabilis zabudovanych do algi-
ndtaového gélu pri produkeii «-ketokyselin z
D-aminokyselin. V pripade pouZitia buniek
na konverzia vo filtrdte z fermentaénej po-
dy, pripadne v eluédte, je doporufovany pre-
bvtok enzymu podia japonského patentu &.
507 158. AD 231 458 opisuje metddy imobili-
zacie buniek mikroorganizmov za pouZitia
polyinnkénych ¢inidiel.

Vynélez ,,5p6sob vyuZitia imobilizovanych
buniek pri priprave derivatov cefalospori-
nov' vyuZiva imobilizované bunky kmeiia
Trigonopsis variabilis CCY 15—1—2 pripra-
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vené modifikovanym postupom podla &s. AO
¢. 231 458. Imobilizovany biokatalyzdtor ka-
talyzuje vznik derivdtov cefalosporinov
Struktt@rneho vzorca II z latok Struktdrneho
vzorca [. Létky Strukturneho vzorca II si
medzipreduktami pri priprave kyseliny 7-a-
minocefalosporanovej. Substratom enzymovej
konverzie je vodny roztok sodnej soli cefa-
losporinu C alebo deproteinizovany filtrat
fermentacnej pody alebo eluédty z II. purifi-
kaéného stuptia z purifikdcie CFS-ogv o kon-
centrdcii 3—5 % hmotnosinych. Koncentra-
cia imobilizovaného biokatalyzatora pri re-
akcii je 10--15 % hmotnostnych a koncen-
trdcia inhibitorov vediajSich reakcii je 0,1
az 0,5 %. Reakcia prebieha 2-—-8 hodin pri
teplote 32—36 °C za intenzivneho mieSania
a vzduSnenia.

Biomasa produk&ného kmefla kvasinky
Trigonopsis variabilis CCY 15—1—2 sa pri-
pravuje dvojstupiiovou kultivdciou, prifom
kaZdy stupeii trvéd 72 h pri 28 °C za vzdus-
nenia 1:1 (objem Zivnej pddy : objem vzdu-
chu za mindtu). Do inokuladnej pddy zloZe-
nia 2 % kukuridného extraktu a 2 % giukd-
zy sa ako stimuldtor tvorby enzymu pridava
0,3 % D-valinu. pH pddy pred sterilizéciou
sa upravi na 5,0. Pre druhy stupefl fermen-
tdcie sa 8—10 % inokula c8kuje fermentad-
nd pd&da zloZenia: gluksza 3 %, peptén 1 %,
kvasniény extrakt 1 %, KH.POs 0,1 %, MgS0q4
0,09 %, ktord ako stimuldtor obsahuje 0,25
percent D-metioninu. Biomasa z fermentac-
nej pddy sa ziskava centrifugdciou pri otac-
kdch 4 000 min~! podas 30 min za chladenia
Bunky po 3-ndsobnom premyti 0,1M fosfato-
vym tlmivym roztckom pH 7,5 sa deponuji
pri —25 °C. Takto oSetrené bunky si zacho-
vavajd enzymova aktivitu 10—12 mesiacov.

Zosietené bunky Trigonopsis variabilis sa
pripravuja pdsobenim polyaldehydickych Ci-
nidiel na bunkovi suspenziu o kouncentra-
cii 1% polyaldehydu (glutaraldehydu) na
bunkovii suspenziu so susinou 10 %. Za sté-
leho mieSania sa nechd pdsobit 3—5 hodin
pri lahoratérnej teplote, potom sa centrifu-
gécisu odseparuje biomasa, premyje sa vo-
dou a deponuje pri —15 °C.

Agregdty buniek s enzymovou aktivitou sa
pripravuji z premytej biomasy p&sobenim
zmesi 1% polyaldehydu (glutaraldehydu)
a 2 % polyfunkéného ¢inidla s obsahom a-
mino- alebo iminoskupiny, napriklad poly-
etylénimin, tetrametyléndiamin, 3,3-diamino-
dipropylamin ai. Tédto zmes sa pripravi 24
hodin pred pouZitim a intenzivne sa mie3a
bez pristupu vzduchu. Po pridani asregac-
nej zmesi k bunecnej biomase sa tate zho-
mogenizuje a vymrazuje sa 6—10 hodin pri
—-25°C.

Po rozmrazeni sa vzniknuté agregéty od-
separujii filtrdciou alebo centrifugaciouy,
nremyjd a deponuji pri +4 °C vo fosfatovom
tlmivom roztoku pH 7,5.

Pri imobilizdcii buniek na pevny nosi¢ sa
pouZivajit por¢zne aluminosilikdt vé mate-
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ridly, minerdlne nosi¢e na béaze Kkremeliny,
porézneho skla, keramické materialy, hlin-
ky, makroretikuldrne Zivice ai. materidly s
vysckou adsorpfnou schopnostou. Naviaza-
nie buniek sa robi bud adsorpciou za rastu,
kedy sa do kultivaéného média pridd 10 %
nosita alebo naviazanim wodseparovanej a
premytej biomasy po ukondeni fermentéacie.
V oboch pripadoch sa nosi¢ s naviazanou
biomasou premyje 5-krdt vodou a pdsobe-
nim horeuvedenej zmesi polyfukénych ¢€ini-
diel sa pripravi enzymovo aktivny imobili-
zovany material. Na 5 g nosita s adsorbova-
nou biomasou sa priddva 30 ml zmesi poly-
funkinych ¢&inidiel, vymrazi sa 4—6 hodin
pri —25 °C, premyje sa a deponuje pri +4°C
v tlmivom roztcku pH 7,5. Enzymavé akti-
vita u vSetkych spomenutych spdscbov imo-
bilizdcie sa zachovdva poCas 10—12 mesia-
cov od pripravy.

Pri enzymovej konverzii sa vychddza z
roztokov soli CFS-ov, deproteinizovaného
filtratu fermentadnej pddy alebo z eludtov
z purifikdcie CFS-ov, pri¢om optimédlna
koncentracia CFS-ov je 10000—12000 ug/
/ml, optimum pH sa pohybuje od 7,9 do 8,1
a teploty od 33 do 35°C. V pripade, Ze je v
bunkéch pritomné aj katalaza, je moZné ju
inaktivovat, pretoZe v opacnom pripade vzni-
kaji produkty Struktarneho vzerca 1I, kde
R= —COCOOH, ktoré sii pre dalSie enzymo-
v€ spracovanie nevhodné. Na inhibiciu ka-
taldzy sa pouZivaji anorganické azidy (azid
sodny 0,1—0,5 %), kyselina askorbovd, pe-
roxid vodika, zitfeniny béru (metaboritan
a perbordt sodny) ai. Reakcia vyZaduje ae-
robne podmienky, ¢ptimélna aeracia je 1 li-
ter vzduchu na jecden liter reakfnej zmesi
za minttu. Doba reakcie je dva aZ Sest ho-
hin. Orientatné sledovanie priebehu reakcie
sa robi metddou tenkovrstvovej chromato-
grafie na silikagélovych platniach s UVzss
indikdtorom, kvantitativne stanovenie sa ro-
bi vysokotlakovou chromatografiou.

Enzymovou konverzion vzniknuté Iatky
Struktirneho vzorca II, kde R=-—COOH moZ-
moZno pouZit ako substrdt pre enzymovi
pripravu 7-ACK.

Priklad 1

Biomasa T. variabilis s aktivnhou DAAO,
ziskana dvojstupiiovou kultivdaciou na pbéde
s obsahom metioninu [0,2 %), bola odsepa-
rovand centrifugdciou pri otdckach 4 000.
.min~! pofas 30 mindt, premytd vodou a
deponnvand pri —25°C. Po rozmrazeni bola
biomasa nariedend tak, aby suSina vysled-
nej suspenzie bola pribliZzne 10 %. Bolo pri-
dané 1 % glutardialdehydu a zmes bola mie-
Sand 5 hodin pri laboratérnej teplote.
Zosietené bunky boli odseparované centrifu-
gédciou, premyté a rozsuspendované do timi-
vého roztoku pH 7,5 tak, aby sudina bola
10 %. Na enzymovi konverziu bola pouZitd
takto pripravend suspenzia zosietenych bu-
niek v mnoZstve 0,5 ml na 10 ml reakénej
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zmesl obsahujticej ako substrdt sodnd sol
CFS-C, v koncentrdcii 12000 wpg/ml a azid
sodny 1 mg/ml. Reakcia prebiehala 2 hodi-
ny pri 34°C za intenzivneho vzdusSnenia na
trepacom stroji. Hodnota pH bola udrZiava-
nd v rozmedzi 7,9—8,0. Stuperi kenverzie bol
88 %0.

Priklad 2

Postup pripravy biomasy aj podmienky en-
zymovej konverzie si zhodné s prikladom 1,
len na inhibiciu kataldzy boli namiesto azi-
du sodného pouZité perboritan sodny
NaBO:H202 .3 H20 alebo perborat sodny
NaBOs. 3 Hz0.

Stupert konverzie bol 78 %.

Priklad 3

Postup je zhodny s prikladom 1, pri enzy-
movej konverzii boli namiesto sodnej soli
CFS-C pouZité eludty z purifikdcie CFS-ov
s koncentrdciou 12 000 ug/ml CFS-C. Stupeil
konverzie bol 71 %.

Priklad 4

Biomasa produk&ného kmeria bola ziska-
nd postupom, opisanym v priklade 1. 24 ho-
din pred pouZitim bhola pripravend reak&né
agregadnd zmes, obsahujica 19 glutaral-
dehydu a 2 % polyetyléniminu v destilova-
nej vode a tato hola intenzivne mie3anéd pri
labcratérnej teplote bez pristupu vzduchu.
Agregdty s enzymovou aktivitou boli pripra
vené pridanim tejto zmesi k biomase (tato
tvorila 25 % reakénej zmesi), ktord bola po
dokladnom zhomogenizovani vymrazend pri
—25°C minimélne 8 hodin. Pscbenim &ini-
¢iel vznikli z biomasy granulkovité alebo
vie€koviié agregéty, z ktorych po rozmraze-
ni boli premyvanim vodou odstrdnené zvys-
ky reakénej zmesi, agregdty boli odseparo-
vané centrifugdciou alebo odsatim a depo-
nované v tlmivom roztecku pH 7,5 pri +4 °C.
Na enzymovi konverziu sa navazovalo 0,5 g
agregatov na 10 ml reakénej zmesi, chsahu-
jucej 10 000 — 12 000 ug/ml sodnej soli CFS-
-C. Podmienky reakcii st zhodné s podmien-
kami, uvedenymi v priklade &. 1.

Stupenl konverzie sa pohyboval v rozmed-
zi od 75 do 83 %.

Priklad 5

Postup je zhodny s prikladom €. 4, len na
konverziu boli pouZité eludty z purifikdcie
CFS-C s koncentrdciou 12 000 ug/mi CFS-C.
Stupen konverzie sa pohyboval v rozmedzi
od 70 do 75 %.

Priklad 6

Postup je zhodny s prikladom &. 4, ale na-
miesto polyetyléniminu bol pri priprave ag-
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regétov pouZity tetrametyléndiamin. Stuperi
konverzie bol 73 %.

Priklad 7

Postup ako v priklade ¢. 4, ale namiesto
polyetyléniminu bgl pouZity diaminodipro-
pylamin v rovnakej koncentracii. Stupeil
konverzie bol 75 %.

Priklad 8

Biomasa pripravend postupom, opisanym
v priklade 1, bola zriedend na suSinu 10 %.
15 ml biomasy bolo inkubovanych s 5 g alu-
minc silikdtového nosifa s priemerom zfn

0,5 mm 3 hodiny. Nosi¢ bol premyty vodou,
bolo pridanych 30 ml roztoku 1 % glutaral-
dehydu vo vode a po 4 hodinovom vymrazo-
vani pri —25°C bol nosi¢ premyty vodou.
Na konverziu bolo pouZitych 5 g na 50 ml
zmesi. Podmienky reakcie boli rovnaké ako
v priklade &. 1. Stupeil konverzie bol 60 %.

Priklad 9

Biomasa bola kultivovand v pritomnosti
mineréalneho nosi€a, pridaného do p6dy pred
sterilizdciou v mnoZsive 5 % na objem pddy.
Po ukonCeni fermentacie bol nosi¢ s bunka-
mi premyty a dal8i postup bol zhodny s pri-
kladom ¢. 8. Stupeii konverzie bol 56 %.

PREDMET VYNALEZU

Spdsob pripravy derivatov cefalosporinov obecného vzorca II

R0 ) o QO N ™™
“ P d H ]

kde
X=—0C0CHs3, —-0fi, —H
== —COO0H

vyznacujaci sa tyni, Ze sa k vodnému rozto-
ku sodnej soli cefalosporinu C o koncentra-
cii 3—5 % hmotnostnych alebo k eludtu z
purifikdcie cefalosporinov o koncentracii 3
aZ 5% hmotnostnych pridavaja imobilizo-
vané bunky kvasinky Trigonopsis variabilis

Severografia, n. p., zdvod 7, Most
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CCY 15—-1-—2 imobilizované modifikovanymi
postupmi podla €s. AOG €. 231458, pri€om
koncentrédcia katalyzatora pri reakcii je 10
aZ 15 % hmotnostnych a koncentrédcia inhi-
bitorcv vedlaj$ich reakcii 0,1—0,5 % hmot-
nostnych a reakcia prebieha 2—8 hodin pri
teplote 32—36°C za intenzivneho mieSania
a vzduSnenia a ziskané cefalosporinové de-
rivaty Struktirneho vzorca II sa izoluji.

Cena 2,40 K&s
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