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EHZYMATISCHES HYDROLYSEVERFAHREN ZUR UMSETZUNG VON GLUTARYL-7-
AMINOCEPHALOSPORANSAURE ZU 7-AMINOCEPHALOSPORANSAURE

Die Erfindung betrifft ein verbessertes enzymatisches
Verfahren zur Hydrolyse von Glutaryl-7-aminocephalo-
sporanséure zu 7-Aminocephalosporanséure, bei dem eine
Gilutarylacylase-haltige Mischung verwendet wird, deren
Esteraseaktivitit desaktiviert wurde.
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Die Erfindung betrifft ein verbessertes enzymatisches Verfahren zur Hydrolyse von Glutaryl-7-
aminocephalosporansaure (= GI-7-ACA) zu 7-Aminocephalosporanséure (= 7-ACA). Dabei wird
GI-7-ACA in walriger Losung von einer Glutarylacylase-haltigen Mischung (= GAC-haltige Mi-
schung) zu 7-ACA umgesetzt. Die GAC-haltige Mischung wird aus rekombinantem Escherichia coli
CCM 4229 bereitet, wobei die eingesetzten Bakterien durch das beschriebene Verfahren von sto-
render O-Acetyl-Cephalosporin-C-Esteraseaktivitit befreit werden, ohne dafll dabei die GAC-
haltige Mischung an Hydrolyseaktivitat verliert. Unter Beibehalten einer hohen Ausbeute kann da-
her mit dem erfindungsgemafen Verfahren 7-ACA mit sehr guter Qualitat erzeugt werden.

7-ACA dient als Grundsubstanz zur Hersteilung von Cephalosporin-Antibiotika und wird derzeit
aus Cephalosporin C (= Ceph-C) nach einem vielstufigen nichtenzymatischen Verfahren gewon-
nen. Fur die enzymatische Gewinnung wird ein zweistufiges Verfahren benutzt, in dem durch eine
D-Aminos&ureoxidase die Umsetzung von Ceph-C mit Sauerstoff zur thermisch instabilen a-Keto-
adipoyl-7-aminocephalosporansaure und Wasserstoffperoxid katalysiert wird, welche zu GI-7-ACA
und CO, weiterreagieren. GI-7-ACA ist eine relativ stabile Substanz, die sich als Feststoff isolieren
laRt. In der zweiten Stufe katalysiert eine GAC die Spaltung in Glutars&ure und 7-ACA, welches
wiederum leicht als Feststoff isoliert werden kann.

Bei Einsatz GAC-haltiger Mischungen zur Spaltung von GI-7-ACA fuhrt die Bildung uner-
wunschter Nebenprodukte zur Qualitats- und Ausbeuteminderung. Nichtenzymatische Reaktionen
konnen dabei durch die Wah! geeigneter Bedingungen minimiert werden. Der Nebenproduktbil-
dung durch enzymatische Verunreinigungen kann mit verschiedenen Mafinahmen begegnet wer-
den. So I4Rt sich die GAC-haltige Mischung aus einer zuvor durch Kristallisation gereinigten Acyla-
se bereiten (Binder et al., Appl. Environ. Microbiol. 80, 1805-1809;1994). Der Einsatz gereinigter
Acylase, die auf einem Tréger gebunden wird, ist bereits zur technischen Reife gediehen (Conlon
et al., Biotechnol. Bioeng. 46, 510-513; 1994; Tischer et al., Ann. N. Y. Acad. Sc. 672,
502-508;1992).

Mit den bekannten Methoden verbinden sich jedoch einige Nachteile; insbesondere ist die er-
reichte Beseitigung der Esteraseaktivitat nicht vollstandig.

Die vorliegende Erfindung betrifft ein verbessertes enzymatisches Hydrolyseverfahren zur Um-
setzung von GI-7-ACA in 7-ACA, wobei eine walrige Losung von GI-7-ACA mit einer GAC-haltigen
Mischung in Kontakt gebracht wird und die GAC-haltige Mischung frei von Esteraseaktivitat ist. Die
Inhibierung der Esteraseaktivitat wird dabei durch die Inkubation von immobilisierten bzw. nicht
immobilisierten permeabilisierten oder teilweise zerstorten Zellen, zellfreien Extrakten und teilweise
aufgereinigten zellfreien Extrakten mit Phenyl-methansulfonséurefluorid (= PMSF) in walriger L6-
sung erreicht. Die Esteraseaktivitat wird dabei Uberraschenderweise vollstandig zerstort, ohne dafd
die Hydrolyseaktivitat beeintrachtigt wird. PMSF ist bekanntlich ein irreversibler Inhibitor von Serin-
Hydrolasen. Seine Wirkung beruht auf der Sulfonylierung des Serins im katalytischen Zentrum des
Enzyms. Das PMSF wird als geringe Menge in ethanolischer Losung vergleichsweise geringen
Volumens eingesetzt. Im Laufe der Inkubation wird Uberschiissiges PMSF rickstandslos in die
unbedenkliche Phenylmethansulfonssure umgesetzt und das Lésungsmittel Ethanol verbleibt in
der GAC-haltigen Mischung, da es die weiteren ProzeBschritte nicht stort. Die vorliegende Erfin-
dung liefert durch die einfache und vollstdndige Inhibierung der Este raseaktivitit mittels PMSF-
Inkubation der GAC-haltigen Mischung sehr gute 7-ACA-Ausbeuten hoher Qualitat.

Nach der vorliegenden Erfindung wird GI-7-ACA als wafrige Losung verwendet. Bevorzugt
wird die GAC-haltige Mischung aus E.-coli-Zellen gewonnen. Nach der 1-10%igen Zugabe von
ethanolischer PMSF-Lésung (10 g PMSF/1000 ml Ethanol) in die neutral gepufferte GAC-haltige
Mischung wird dann die Esteraseaktivitat vollstandig und irreversibel inhibiert. Die 1%ige Zugabe
der PMSF-Losung wird dabei bevorzugt, aber auch héhere PMSF-Konzentrationen haben keinen
EinfluR auf die Hydrolyseaktivitst. Die so gewonnene GAC-haltige Mischung wird dann in einer
waRrigen Reaktionsldsung mit GI-7-ACA suspendiert. Die Reaktion kann im neutralen pH-Bereich
bei 10-30°C durchgefilhrt werden. Ihr Verlauf wird mit HPLC verfolgt, sodal bei Erreichen einer
zufriedenstellenden 7-ACA-Ausbeute die Reaktion abgebrochen werden kann. Die gewonnene
7-ACA kann durch tbliche Methoden gereinigt oder aber direkt zu weiteren Verarbeitung als
Losung eingesetzt werden.

In den nachfolgenden Beispielen, die die Erfindung naher eridutern, inren Umfang aber in kei-
ner Weise einschranken sollen, erfolgen alle Temperaturangaben in Celsiusgraden.
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Beispiel 1 (Zellsuspension):

10 g feuchtes Zellpellet des rekombinanten E.-coli-Stammes CCM 4229 (720 U Acyla-
se = 100 %) werden aus deren Fermentationsbrithe geerntet, gewaschen und in 50 ml 50 mM
Phosphatpuffer pH 7.0 aufsuspendiert. Zu dieser Suspension werden 0,5 m! ethanolischer Losung
mit 10 mg PMSF/ml gegeben und 3 Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Die Aktivitat der Zell-
suspension wird danach mit 708 U Acylase ( = 98 %) bestimmt. 10 g GI-7-ACA werden in 1000 ml
Wasser gelost und der pH-Wert der Losung auf 8.2 gestellt. Die PMSF-behandeite E.-coli-
Suspension wird dazugegeben und die Mischung unter pH-Statisierung 180 Minuten bei 12° ge-
rihrt. Die danach erreichte 7-ACA-Menge entspricht 93% der Gl-7-ACA-Ausgangsmenge. Die
Summe der Desacetylierungsderivate ist mit 3% bezogen auf die GI-7-ACA-Ausgangsmenge iden-
tisch mit der Anfangsmenge.

Beim entsprechenden Parallelexperiment ohne PMSF-Einsatz wird dagegen nur eine 7-ACA-
Menge erreicht, die 90% der Ceph-C-Ausgangsmenge entspricht, und die Summe der Desacetylie-
rungsprodukte betragt 6% der GI-7-ACA-Ausgangsmenge.

Beispiel 2 (Zellhomogenat):

10 g feuchtes gewaschenes Zellpellet des rekombinanten E.-coli-Stammes CCM 4229 (720 U
Acylase) werden in 50 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7.0 suspendiert und bei 700 bar homogeni-
siert. Das Homogenat (752 U Acylase = 100 %) wird in der gleichen Weise mit ethanolischer
PMSF-Loésung versetzt wie unter Beispiel 1 beschrieben. Danach wird eine Aktivitat von 768 U
(=102 %) bestimmt. Das so gewonnene Zellhomogenat wird statt der Zellsuspension, wie unter
Beispiel 1 beschrieben, in eine GI-7-ACA-Losung gegeben. Die danach erreichte 7-ACA-Menge
entspricht 89% der Gl-7-ACA-Ausgangsmenge. Die Summe der Desacetylierungsprodukte ist mit
3% bezogen auf die GI-7-ACA-Ausgangsmenge identisch mit der Anfangsmenge.

Beim entsprechenden Parallelexperiment ohne PMSF-Einsatz wird dagegen nur eine 7-ACA-
Menge erreicht, die 83% der GI-7-ACA-Ausgangsmenge entspricht, und die Summe der Desacety-
lierungsprodukte betragt 6% der GI-7-ACA-Ausgangsmenge.

Beispiel 3 (Enzympriparation, Enzymimmobilisation 1):

Zellhomogenat des rekombinanten E.-coli-Stammes CCM 4228 aus 10 g feuchtem gewasche-
nen Zellpellet (7350 U Acylase) in 50 ml 50 mM Phosphatpuffer pH 7.0 wird mit 1 ml Sedifioc CL
900-18/40 versetzt, mit Essigséure auf pH 5.2 gestellt und fiir eine Stunde bei 40° unter Ruhren
inkubiert. Die so entstandene Koagulatsuspension wird bei 10°C fir eine weitere Stunde weiter
gerihrt, anschlieRend durch Zentrifugation gekiart und auf pH 7.5 gestellt. Der kiare GAC-haltige
Uberstand (6150 U Acylase = 100 %) wird, wie unter Beispiel 1 beschrieben, mit PMSF-Losung
versetzt und inkubiert. Danach wird eine Aktivitat von 6220 U Acylase (= 101 % des Koagulations-
(iberstandes) bestimmt. Die so entstandene Enzympraparation wird mit 10 g Eupergit C und 50 mi
1 M Natriumsulfatiésung versetzt und unter Schuttein 64 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert.
Danach wird das enzymbeladene Tragermaterial von der Immobilisationsiésung getrennt und, wie
unter Beispiel 1 beschrieben, mit GI-7-ACA-L6sung in Kontakt gebracht. Die Summe der Desacety-
lierungsprodukte ist mit 3% bezogen auf die GI-7-ACA-Ausgangsmenge identisch mit der An-
fangsmenge.

Beim entsprechenden Paralielexperiment ohne PMSF-Einsatz wird dagegen nur eine 7-ACA-
Menge erreicht, die 83% der GI-7-ACA-Ausgangsmenge entspricht, und die Summe der Desacety-
lierungsprodukte betragt 6% der GI-7-ACA-Ausgangsmenge.

Beispiel 4 (Enzymimmobilisation II):

GAC-haltiger Koagulationsiiberstand wird wie unter Beispiel 3 beschrieben, immobilisiert, wo-
bei die PMSF-inkubation nicht mit dem Koagulationstiberstand sondern wahrend der Immobilisati-
on durchgefihrt wird, indem 1 mi der unter Beispiel 1 verwendeten PMSF-Lésung der Enzym-
Trager-Suspension zugesetzt wird. Der Einsatz des so gewonnenen Immobilisates in GI-7-ACA-
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Losung wie unter Beispiel 1 bringt ein Ergebnis, das zum Ergebnis von Beispiel 3 identisch ist.

Beispiel § (Enzymimmobilisation ll):

GAC-haltiger Koagulationstiberstand wird wie unter Beispiel 3, jedoch ohne PMSF-Behand-
lung, hergestellt (5830 U Acylase) und mit 40 g Relite Diaion-HPA25L versetzt, auf pH 7.5 einge-
stellt und 300 Minuten bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Der gewaschene Katalysator
(1885 U Acylase = 100%) wird anschlieRend in 200 ml 50 mM Phosphatpuffer suspendiert und mit
dem Zusatz von 2 ml der unter Beispiel 1 verwendeten PMSF-Losung 180 Minuten unter Ruhrung
inkubiert. Die Gesamtaktivitat des Katalysators betragt dann 1810 U Acylase (= 97% des unbe-
handelten Katalysators).

Danach wird dieser Katalysator wie unter Beispiel 1 mit GI-7-ACA-L6sung in Kontakt gebracht.
Die Summe der Desacetylierungsprodukte ist mit 3% bezogen auf die GI-7-ACA-Ausgangsmenge
identisch mit der Anfangsmenge.

PATENTANSPRUCHE:

1. Enzymatisches Hydrolyseverfahren zur Umsetzung von Glutaryl-7-aminocephalosporan-
séure zu 7-Aminocephalosporansaure, wobei eine waRrige Loésung von Glutaryl-7-amino-
cephalosporansaure mit einer Glutarylacylase-haltigen Mischung in Kontakt gebracht wird,
dadurch gekennzeichnet, daR die Glutarylacylase-haltige Mischung durch Zusatz von Phe-
nylmethansulfonsaurefluorid irreversibel von O-Acetyl-Cephalosporin-C-Esteraseaktivitat
befreit worden ist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR die Inhibierung der Esteraseak-
tivitat der Glutarylacylase-haltigen Mischung bei Phenylmethansulfonséurefluorid-Konzen-
trationen von 5-10000 ppm durchgefiihrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dai die Glutarylacylase-haltige Mi-
schung aus immobilisierten oder nicht immobilisierten Zellen oder immobilisierten und nicht
immobilisierten zellfreien Extrakten und teilweise aufgereinigten Zellextrakten erhalten
wird.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daR die Glutarylacylase-haltige
Mischung aus permeabilisierten und nicht permeabilisierten Zellen erhaiten wird.

5. Verfahren nach den Anspriichen 3 und 4, dadurch gekennzeichnet, daR die Glutarylacyla-
se-haltige Mischung durch die Inkubation mit Phenylmethansulfonséurefiuorid vor, wah-
rend oder nach der Immobilisierung von ganzen Zellen oder Zellextrakten gewonnen wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dal die Glutarylacylase-haltige
Mischung von rekombinanten E. coli erhalten wird.

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dal die Glutarylacylase-haltige
Mischung von rekombinanten E. coli des Stammes CCM 4229 erhalten wird.

KEINE ZEICHNUNG
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