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A taldlmany tdrgya eljéréds az (I) &ltalénos képletd - ahol

R jelentése adott esetben helyettesitett 6ttagu vagy hattagu
gydrds szénhidrogéncsoport vagy adott esetben helyettesi-
tett 6£tagﬁ heterociklusos csoport, melyben az egy vagy
tdbb heteroatom nitrogén-, oxigén- vagy kénatom lehet;

Rl jelentése hidrogénatom, halogénatom, metoxicsoport,
metilcsoport vagy egy olyan metiléncsoport, melyhez kéz-
vetleniil vagy oxigén-, kén- vagy nitrogénatomon at
alkoxi-, alkoxi-karbonil-csoport vagy adott esetben
helyettesitett, 1-4 heteroatomot, mely lehet oxigén-,
kén- vagy nitrogénatom, tartalmazo, dttagli vagy hattagu
heterociklusos csoport kapcsolddik;

R2 jelentése hidrogénatom vagy karboxilcsoportot védsd

csoport -



cefalosporinok el8dllitdséara.

A taldlmany szerinti eljérdst az jellemzi, hogy
egy (III) &ltaldnos képletd, a-helyzetben helyettesitett a-
-aminosav reaktiv szdrmazékat - ahol a karboxilcsoport hidroxil-
csoportja szerves csoporttal helyettesitett -, (II) &ltalanos
képletd cefalosporinnal reagdltatjdk roégzitett penicillin-aciléz
enzim hatdsos mennyiségének a jelenlétében 0°C és +20°C kdzdbétti

hémérsékleten.
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A taldlmany targya iparilag eldnydsen alkalmazhatd
enzimatikus eljarés cefalosporinok elSadllitéséra, mely abbdl &all,
hogy a megfeleld 7-amino-cefalosporin kdézponti vegylulethez egy a-
-aminosavat kapcsolunk hozza.

Cefalosporinoknak egy aminosavszdrmazék és egy 7-amino-cefa-

losporin enzimatikus kondenz&l&séval tdrténd elB8allitasat irja le
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le a 3 816 253 sz&mi amerikai egyesilt &llamokbeli szabadalom. A
taldlmény legtdbb példdjdban a reakcidelegyhez adott enzimforrés
maga az a mikroorganizmus, ami az enzimet termeli. A nyers
sejtmentes készitmény, valamint a két kromatogrédfids lépéssel
elBallitott készitmény alkalmazdséra ugyancsak taldlunk példakat.
A szabadalom szerint a reakcidét 5-50°C hémérsékleten, elénydsen
20°C és 40°C kozdtti hémérsékleten hajtjdk végre. Egy kivételével
azonban a reakcié 37°C hémérsékleten toérténik, az egy kivételes
esetben 25°C hémérsékletet alkalmaznak, 63 %-os hozamot elérve.

Az emlitett szabadalom példédiban alkalmazott hémérsékletek-
nél a kivant termék hozamat csdkkenthetik azok a konkur&ld reak-
cidék, melyek sorédn a szennyezS melléktermékek keletkeznek. Ilyen
melléktermék elsdsorban az aminosavszdrmazék hidrolizises
terméke. Ezek a melléktermékek nem mindig tavolithatdk el
kénnyen a reakciéelegybél. Fliggetlenll azonban a melléktermékek
elvalaszthatdsdganak lehet8ségétdl, megjelenésik mindenképpen
ndveli a termelés kdltségét.

A multban haszndlt enzimatikus eljérdsokndl lényeges
mennyiségd enzim hasznédlédott fel az egyes reakcidkhoz, ezért az
enzim &ra az eljards koéltségének lényeges részét tette ki.

Az enzimatikus eljérds jelenlegi kdéltségei miatt a szokasos
szerves kémiai eljdrdsok vonzébbak az ipar szamara. Ha azonban az
enzimatikus eljarédsok koéltségeit sikerll csOkkenteni, szémos
olyan fontos elénylk van, mellyel a kémiai eljdrdsok nem rendel-

keznek. Igy példdul az enzimatikus reakcidk csak egy
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reakcidlépést igényelnek szemben a tdébblépéses kémiai eljéréasok-
kal. Tovadbbd a kémial eljardsok hosszadalmasabbék, nagy
mennyiségd oldészert, példdul piridint, igényelnek és nem
kivadnatos melléktermékek keletkezésével jarnak.

A fentiekre tekintettel igény volt olyan enzimatikus
eljarasok kidolgozéséra, amellyel legaldbb olyan vagy még jobb
hozamok érhet8k el, mint az elfz8leg alkalmazott enzimatikus
eljérésoknal.

Felismertiik, hogy van lehetéség a kivant cefalosporin
antibiotikum magasabb hozammal valé elSallitéséra, ha a konden-
z&cids reakciot 0-20°C hémérséklettartomdnyban végezzuk,
megfeleld reakcidékdzegben vagy oldészerben alkalmazott régzi-
tett penicillin-acildz enzim jelenlétében.

A taldlmany tovadbbi felismerése, hogy a kondenzacidt a
kérnyezet kémhatésén végezzik, melynek fogalmét az alébbiakban
megmagyarézzuk.

A taldlmany tovabbi szempontja, hogy a kondenzacidét olyan
reakcidkdrilmények kozdtt hajtjuk végre, ahol az o-aminosavnak a
cefalosporin kézponti vegytlethez vald molaris aranya magas.

A taldlmény tdrgya eljarés az (I) &ltaladnos képletd - ahol
R jelentése adott esetben helyettesitett, ot- vagy hattagu

szénhidrogéngydrdi vagy adott esetben helyettesitett, 1-4
heteroatomot, mely lehet nitrogén-, oxigén- vagy kénatom,
tartalmazd o6ttagi heterociklusos csoport;

Rl jelentése hidrogén- vagy halogénatom, metil-, metoxi-
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csoport vagy szerves csoporthoz, adott esetben oxigén-,

kén- vagy nitrogénatomon keresztil koétdtt metiléncsoport:
R2 jelentése hidrogénatom vagy karboxilcsoportot védd

csoport -
cefalosporinok elS84dllitéséra, mely abbél &ll, hogy a (III)
dltaldnos képletd a-helyzetben helyettesitett a-aminosav aktiv
szarmazékat, (ahol a karboxilcsoport hidroxilcsoportja helyettesi-
tett) egy (II) &ltaldnos képletd - ahol R, Rl ¢s R? jelentése
azonos a fentebb tett meghatdrozésokkal - 7-amino-cefalosporin
szubsztrattal reagdltatjuk - eldnydsen régzitett &llapotban 1évé
- penicillin-acildz enzim jelenlétében 0-20°C hémérsékleten; vagy
kdrnyezeti kémhatdsndl; vagy magas a-aminosav/cefalosporin mél-

a
arén*ynél, az egyes megnevezett reakcidkérulményeket egymastol
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figgetlenil alkalmazva.

A cefalosporinok enzimatikus el84llitésat a szennyezd
melléktermékek mennyiségével és az elSdllitasi folyamat alatt
jelentkez8 enzimveszteséggel jellemezzik. A jelen taldlmany elsd
kivitelezési formdjandl a (III) Altaldnos képletd, a-helyettesi-
tett a-aminosav aktiv szarmazéka és a (II) &ltaldnos képletd 7-
-amino-cefalosporin szubsztrat rdégzitett enzim jelenlétében,
0-20°C hémérsékleten végzett kondenzdcidja alatt termeldds
szennyez8dések mennyisége csodkkent.

Alacsony hémérsékleten az enzimek aktivitdsa &ltalaban
csdkken, gyakran jelentékeny mértékben. A probléma feloldasdra a

taldlmany &ltaldban nagyobb enzimmenyiséget haszndl. Ily modon



kedvezd termékhozam érhetd el nagyon alacsony hémérsékleten is,
példdul 0-5°C-on.

A bio-katalizatoros kondenzdcidé gyakorlatédban egy maximdlis
termékkoncentracié érhetd el egy bizonyos iddtartam alatt, ami
fligg az enzim mennyiségétdl, a szubsztrattdl és més, a
szakemberek eldtt ismert tényez8ktdl. Ezt kovetden a termék
koncentraciéja egy ideig &llanddé marad, mely idéftartam aranyos
azzal az idével, ami a maximalis termékkoncentrédcié eléréséhez
szikséges. Igy példdul, ha a maximalis termékkoncentrdciét 2 éra
alatt érjuik el, az &llandd koncentracid platéja kb. egy oras
id8tartami. Ezutdn a termék koncentré&ciéja rendszerint csbékken. A
taldlmdny gyakorlati megvaldésitésénal eldnyds olyan mennyiségd
penicillin-acildzt haszndlni, melynél az allandd® termékkoncent-
réacié (koncentracié platd) kb. egy 6rén &t tart, mely id8é
elegend5 ahhoz, hogy a terméket kinyerjuk a reaktorbdl. A gyakor-
latban a 10-120, eldny®sen 30-80 perces koncentrdcié alkalmas a
taldlmény megvaldésitédsdhoz.

A taldlmdny egy masik kivitelezési formdjéanal koérnyezeti
kémhatésndl végezzlk a reakcidt, vagyis - mas szavakkal kifejezve
- a reakcidkdzeg nem pufferolt. A kérnyezeti kémhatdsnal a
reakcididd alatt kdzbeavatkozds nélkil hagyjuk a pH értéket
eltoldédni vagy valtozni. Altaldban a pH-érték 7-7,5 értéknel all
be és hagyjuk, hogy a reakcié sordn pH = 6-7 értékre csékkenjen.
Ugy véljuk a kdrnyezeti kémhatdsndl a PGME és a végtermék

hidrolizise csdkken a végtermék keletkezési mértékéhez



viszonyitva.

A taldlmdny valamennyi megvalésitdsi médjéndl az alkalmazott
enzimmenyiség 50-3000 IU a 7-amino-cefalosporin szubsztrat (II)
1 g-jé&ra széamolva.

Amint a szakemberek eldtt nyilvanvald, az eldnydsen
alkalmazott enzimennyiség természetesen vadltozd a szubsztrat
természetétdl és mindségétdl, a reakcid méreteitdl, a hémérsék-
lett8l és az alkalmazott készuléktipustdl figgden.

A képletekben R jelentése 6t- vagy hattagu alifas vagy
aromas szénhidrogéngydrd (példdul fenil-, ciklohexadienil-,
ciklohexenil- vagy ciklohexilcsoport), mely adott esetben egy
vagy tébb szubsztituenssel helyettesitett. A szubsztituens lehet
(nem korlatozva csak a megnevezetekkre): hidroxil-, halogén-,
alkil-, alkoxi-, karboxil-, nitro-, aminocsoport, stb. R
jelentése lehet tovdbb& egy vagy toébb (elénydsen négynél nem
tdbb) heteroatomot tartalmazd 6ttagi heterociklusos csoport, mely
heteroatom lehet oxigén-, nitrogén- vagy kénatom, vagy ezek
kombindcidja (példdul tienil-, furilcsoport, stb.); a hetero-
ciklusos csoport egy vagy tébb (elénydsen nem tébb, mint harom)
szubsztituenssel lehet helyettesitve, mely szubsztituens lehet
(nem korlatozva kizdrdlag a megnevezettekre): hidroxil-, alkil-,
alkoxi-, karboxil-, nitro-, aminocsoport, stb. Kildndsen
elényodsek azok az (I) &ltaldnos képletd termékvegylletek és a
megfeleld (ITII) &ltaldnos képletd vegyliletek, ahol R jelentése

helyettesitetlen fenil-, p-hidroxi-fenil- vagy 1,4-ciklohexa-



dién-1-il-csoport.

Ha R jelentése heterociklusos csoport, a 4-tiazolil-, furil-
és tienilcsoport kuldéndsen eldnyds.

rR1 jelentése lehet hidrogénatom, halogénatom (brém, klér,
j6d, fluor), metoxi-, metilcsoport vagy olyan metiléncsoport,
melyhez egy szerves csoport kapcsolddik, példdul 1-6 szénatom-
szama alkoxi-, 1-6 szénatomszdmi alkoxi-karbonil-csoport vagy
olyan 6t- vagy hattagl heterociklusos csoport kapcsolédik, mely
1-4 heteroatomot (oxigén-, kén-, nitrogénatomot vagy ezek kombi -
nacidéjat) tartalmaz, és a metiléncsoport adott esetben oxigén-,
kén- vagy nitrogénatomon keresztil ko6t8dik a fenti csoportokhoz.
A heterociklusos csoport adott esetben egy vagy tobb szubszti-
tuenssel lehet helyettesitett, mely szubsztituens lehet
(korldtozAas nélkul): hidroxi-, halogén-, 1-6 szénatomszamui
alkil-, 1-6 szénatomszamd alkoxi-, karbonil-, karboxil-, ciano-,
amino-, nitrocsoport, stb. Kildéndsen elénydés, ha R1 jelentése
metil-, metoxicsoport, klératom vagy acetoxi-metilén-csoport.
E18nyo6s Rl heterociklusos csoport az 1H-1,2,3-triazol-4-il-,
1H-tetrazol-5-il1l- és a 2-tiazolil-csoport.

Az a-helyettesitett a-aminosav aktiv szarmazékdn azokat a
szarmazékokat értjuk, ahol a karboxilcsoport hidroxilcsoportja
olyan szerves csoporttal helyettesitett, amit ha a kondenzéacid-
hoz haszn&lt penicillin-acildz lehidrolizal, visszaalakul a
karbonsav.

Feltételezziik, hogy ezek az aktiv szdrmazékok reagdlnak az
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enzimmel egy aktiv acil-enzim kéztiterméket alkotva, ami ezutdn
reakcidéba léphet,kialakitva a (II) &ltalénos képletd 7-amino-
-cefalosporin kézponti vegyllettel az amidkotést.

Az aktiv szdrmazékokra példaként emlithetjik az alkil-észte-
reket (példéul metil-, etil-észter), az aralkil-észtereket (pél-
daul benzil-észterek), az amidokat és dipeptideket (azaz olyan
amidokat, melyek egy masodik aminosavval képz&dnek). Eldnydsek a
D-fenil-glicin, D-p-hidroxi-fenil-glicin és a D-1,4-ciklohexa-
dién-1-il-glicin metilészterei. A karboxilcsoport védScsoport-
jaira (Rz) példékat a 4 892 942 szdmi amerikai egyesult
41lamokbeli szabadalomban; E. Haslan: "Protective groups in
organic chemistry (J.G.W. McOmie szerk., Plenum Press, N.Y.
(1973), 5. fejezet) és T.W. Greene: "Protective groups in organic
synthesis (John Wiley & Sons, N.Y., (1981), 5. fejezet) munkakban
talalunk.

Kulondsen lényegesek az aldbbi (II) altalédnos képletd savak:
7-amino-cefalosporédnsav, 7-amino-3-deacetoxi-cefalospordnsav és a
7-amino-3-klér-cefalosporansav.

A taldlményhoz alkalmazott penicillin-aciléz enzim barmelyik
ismert mikrobidlis forrdsbdél szdrmazhat. Ez tartozhat a
Xanthomonas, Pseudomonas, Aeromonas, Escherichia, Arthrobacter,
Corynebacterium és Bacillus nemzetséghez.

Kilondsen elényds az Escherichia coli ATCC 9637 tdrzsbsl
szdrmazd penicillin-acildzt hasznélni.

A taldlmény szerint eldényds a reakcidét rogzitett enzim



jelenlétében végezni. Ehhez felhaszndlhatjuk valamennyi ismert
rogzitd eljdrdst: abszorpcidt, ionos vagy kovalens kétést polimer
matrixhoz, kereszt-kétést, gélbe vagy szdlba térténd bezdrast,
mikroenkapszulaciét, ultrafiltrécidés membran mogé zardst membrén
reaktorban. El8nyds a celluléz-triacetdt szdl szerkezetébe zart
vagy poliakrilamid gyant&hoz kovalens kdtéssel ko6tdtt enzimet
alkalmazni.

A rogzitett penicillin-acilaz készitmény - akar szdlba
z&rva, ak&r polimer hordozéhoz kovalensen kbtve - kereskedelmi
forgalomb6él beszerezhetd (Recordai, S.p.a., Biochemical Unit
De.Bi., Cassina de Pecchi, Olaszorszag).

A (II) &ltalénos képletd vegylletet 0,5-2 %-o0s, elbénybdsen
1,4-1,5 %-os (sUly/térf.) koncentraciodban alkalmazzuk. A taldl-
many egy masik kivitelezési médja, hogy a (III) 4ltaldnos képletd
aktiv szarmazékot a (II) &ltaldnos képletd vegyllethez
viszonyitva ﬁagas mélardnyban - 3-5 kdézétt - alkalmazzuk.

Noha a reakcidt 0-20°C kézétti hémérséklettartomdnyban
hajthatjuk végre, eldnydésen 0-2°C hémérsékletet alkalmazunk.

Elényds olddészer kizdrdlag a viz, de hasznélhatunk szerves
oldészert is, ami lehet etilénglikol, rdévidszénléncu alkohol
(metanol, etanol, izopropanol, 2-butanol), aceton, stb., melyek
vizes rendszerként alkalmazhatdk.

Az eljdrds soran a reakcié elSérehaladt volta és a termék
mindsége HPLC médszerrel vagy méds médon kdvethetd nyomon.

Legeldénydsebb az eljdrést ugy végrehajtani, hogy két



tényez8t, a hémérsékletet, és a mdélaranyt szabdlyozzuk és a
kémhatdst hagyjuk a korilményeknek megfelelSen valtozni.

Az elmondottak szemléltetésére az aldbbiakban példakat adunk
meg. A példdk kizarblag szemléltetd célzatiak és a taldlmany
oltami kérét nem korlatozzék.

A példakban cefalosporin szubsztrétként 7-amino-3-klér-
-cefalosporédnsavat (7-ACCA) haszndlunk. A 7-ACCA R.R. Chauvette
és munkatdrsai médszerével (J.Med.Chem., 18: 403 (1975))
d11ithaté el8. A D-fenil-glicin-metil-észtert (PGME) és a D-p-
-hidroxi-fenil-glicin-metil-észtert (HPGME) a kereskedelmi for-
galomb6l beszerezhetd (példdul Sigma) aminosavakbdl &llithatjuk
eld a szokasos észterifikécids eljéarasokkal, példdul metanollal
reagdltatva sésav jelenlétében. Az aminosav ilyen és mas
szarmazékdnak elS&dllitasdra felhaszndlhatd C.A.Buehler és D.E.
Pearson munkéja: "survey of organic synthesis" (Wiley-
-Interscience, New York (1970), 1. k&t. 801-830. old. és 2. koét.
(1977), 711-726. oldal).

1. példa
7- (D-2-Amménium-2-fenil-acetamido) -3-k1lér-3-cefem-4-karboxilat
belssé s6

Lombikban 96,0 ml vizhez hozzdadunk 0,9388 g (4,0007 mmol)
7-ACCA-t (1). A kémhatds pH = 4,12. 1,78 ml 3M amménia hozzaadasa
utdn a kémhatds pH = 7,57. Ezt kévetden 4,7594 g (23,602 mmol)

D-fenil-glicin-metil-észter-hidrokloridot (2) adunk a reakcid-
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elegyhez. A kémhatéé pH = 5,68. A reakcidelegyet 5°C hémérsék-
letre hitjuk és 1,90 ml 3M amménia hozzdaddsaval a kémhatas pH =
7,00 értékre emelkedik. 6,1442 g (940 IU/g) enzimet adunk a
reakcidelegyhez. A HPLC analizis szerint a reakcidé az I.
tadbléazatban bemutatott médon halad elére. A 200. percben a
reakcidelegyet leszirve eltévolitjuk a régzitett enzimet. A
reakciéhozam 93,0 %-os.

A reakcidéfolyamatot az 1. &bré&n mutatjuk be.

I. TABLAZAT

idsd pH hémérséklet (1) vegyulet (2) vegyllet termelddétt

perc (°cC) maradék (%) maradék (%) (3) vegylulet
(%)
0 7,00 6 100 100 -

85 6,28 5 9,2 67,1 91,4
120 6,16 4 9,1 64,3 91,5
180 5,97 4,5 8,9 63,7 91,8
200 5,91 4,5 8,8 65,3 93,0
2. példa

7- (D-2-Amménium-2-fenil-acetamido) -3-klér-3-cefem-4-karboxilat,
bels8 sé
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Lombikban 550 ml tisztitott vizhez hozzéadunk 1,0072 g
(4,000 mmél) 7-ACCA-t (1). A kémhatas pH = 3,39. 4,10 ml1 3M
amménia hozzéaddsa utdn a kémhatds pH = 6,73. Ezt kdévetden
4,8397 g (24,000 mmdél) D-fenil-glicin-metil-észter-hidrokloridot
adunk a reakcidelegyhez, a kémhatds pH = 6,5. 13,77 ml viz
hozzéadésaval meghigitjuk a reakcidelegyet, térfogata ekkor 75,09
ml . 3,0672 g ( 470 IU/g) nedves enzimet adunk a
reakcidelegyhez. A reakcid alatt a kémhatast 30 percenként pH =
6,5 értékre &llitjuk be. HPLC analizis szerint a reakcié a II.
téblézatban &sszefoglaltak szerint zajlik le. 350 perc elmiltéaval

a keveréket leszdrjuk. A kivéant termék hozama 88,2 %-o0s.

ids pH hémérséklet (1) vegyllet (2) vegyllet termeék

perc (°C) mennyisége mennyisége mennyisége (%)
(%) (%)
0 6,48 6 95,9 100 -
30 6,34 5.5 53,0 87,0 32,5
60 6,39 5,5 36,0 82,3 48,9
90 6,41 5 24,2 79,6 59,7
120 6,41 5,5 17,6 73,2 66,3
210 6,38 3.5 9,0 69,5 78,5
240 6,37 5 8,0 67,8 80,8

270 6,38 4,5 6,9 66,3 82,3
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300 6,42 4,5 6,8 61,7 80,8
330 6,42 4,0 6,2 61,0 80,1
350 6,42 5 7,1 47,7 88,2

3-17. példa

7-(D-2-Ammménium—2-fenil—acetamido)-3-klér-3—cefem-4-karboxilét,
belsS sé

Az eljaras a koévetkezd: vizben 1évs 1,0072 g (4,00 mmél) 7-
ACCA-t 3M amménium hozzdadaséval oldatba viszink. A D-fenil-
-glicin-metil-észter-hidroklorid alébbiakban feltlntetett mennyi-
ségét adjuk az oldathoz. A reakcidelegyet 5°C hémérsékletre
hdtjik. 3M amménidt adunk a rakcidelegyhez, ezdltal az
aldbbiakban megadott kémhat&sokat elérve. A reakcidelegyet vizzel
annyira higitjuk, hogy az alébbiakban megnevezett koncentréacidkat
érjik el. 3,07 g (500 IU/g) nedves enzimet adunk a
reakcidelegyhez. A kémhatdst nem &llitjuk be, kivéve ott, ahol a
kezdeti kémhatds pH = 6,5. Ez utdbbi esetben a kémhatast pH =
6,2-6,5 értéken tartjuk.
Reakcidkdérilmények:
A) 1,0 egyenértéksulynyi D-fenil-glicin-metil-észter-
-hidroklorid;

B) 3,5 egyenértéksilynyi D-fenil-glicin-metil-észter-
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-hidroklorid;

C) 6,0 egyenértéksulynyi D-fenil-glicin-metil-észter-
-hidroklorid;

D) koncentracid: 0,5;

E) koncentréacid: 1,25

F) koncentracidé: 2,0

G) kiinduléd&si kémhatds pH = 6,5
H) kiindulédsi kémhatds pH = 7,25
I) kiinduldsi kémhatés pH = 8,0.

A kildnféle reakcidkdrilményeknél kapott eredményeket a III.

tdblézatban foglaljuk 6ssze.

ITIT. TABLAZAT

példa reakcié- ids (perc) termékhozam
kérﬁimények
3 C,F,H 150 86,9
4 C,b,H 150 80,6
5 A,F,H 275 46,6
6 A,D,H 180 28,9
7 cC,E, I 60 83,4
8 C,E.G 330 84,7
9 AE, I 45 34,3
10 A,E.G 540 42,8

11 B,F,I 60 79,8



ve e ow wve <dwie
. ] ow L v [
[ . veo . L]
.

- 15 -

12 B,F,G 360 78,9
13 B,D,I 60 56,2
14 B,D,G 630 70,8
15 B,E,H 180 80,4
16 B,E,H 190 81,0
17 B,E,H 180 80,8

18. példa
7-(D—2-Amménium-z—fenil-acetamido)-3—klér—3—cefem-4-karboxilét,
belsé sé

150 ml vizhez hozzdadunk 4,8338 g (20 mmél) 7-ACCA-t. A

kémhatas pH

3,67. 8,40 ml 3M amménidt adunk hozza. A

kémhatas pH

8,20. 23,0 g (114 mmdél) D-fenil-glicin-metil-
észtert adunk a reakcidelegyhez, kémhatds pH = 5,29. A keveréket

leszdrjik, 100 ml vizzel meghigitjuk. Az oldat térfogata 310 ml.

Hozzdadunk 5 ml vizet, és az oldatot lehdtjik 1°C hémérsékletire.

Kémhatds pH = 5,80. 16,6 ml 3M amméniaval a kémhatdst pH = 7,28
értékre allitjuk be. Térfogat; 332 ml. Vizzel mosott enzimet
(15,34 g) adunk a reakcidelegyhez. A HPLC analizis szerint a

reakcié a IV. tdbldazatban foglaltak szerint zajlik le.
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Iv. TABLAZAT

iad PH hémér- (1) vegyllet (2) vegyulet termék
(perc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyisége
(°C)
0 7,28 2 96,0 94,5 -
90 6,94 1 8,1 61,5 87,7
120 6,83 1 6,6 56,0 84,8
145 6,76 1 7,1 58,5 89,8
19. példa

7—(D-2-Amménium—2-fenil-acetamido)—3-klér-3—cefem-4—karboxilét,
belsd s6

42,0 ml 6,0033M dik&alium-hidrogén-foszfat pufferhez (pH =
6,5) hozzdadunk 0,494 g (2,000 mmél) 7-ACCA-t. Kémhatds pH =
5,91. Az oldathoz hozzdadunk 0,92 ml 45 %-0s trikdlium-foszfat-
-oldatot. Kémhatds pH = 7,24. 2,3797 g (11,801 mmdl) D-fenil-
-glicin-metil-észter-hidrokloridot adunk a reakcidelegyhez. A
kémhatds pH = 6,40. 1,10 ml 45 %-0Os trikdlium-foszfat-oldatot
adunk hozz4a, kémhatds pH = 7,0. 2,6120 g (800 IU/g) enzimet adunk
a reakcidelegyhez.

A 43. percben a kémhatdst 1,34 ml 45 %-0s trikdlium-foszfat
oldattal bedllitjuk pH = 7,00 értékre. A termék maximalis hozama

66,1 %.



......

Az eredményeket az V. téblazatban foglaljuk &ssze.

V. TABLAZAT

iadd pH hémér - (1) vegylulet (2) vegyulet termék
(perc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyisége
(°C)

0 6,95 0,25 93,6 95,1 0,0
5 6,72 26,5 32,0 66,8 54,8
10 6,62 27,5 20,6 55,7 64,0
15 6,50 28 17,6 48,8 66,1
20 6,36 28,5 16,6 42,8 64,5
25 6,27 28,5 16,6 40,3 64,5
30 6,18 29 17,0 37,9 64,1
35 6,10 29 17,0 36,6 64,8
40 6,03 | 29,5 17,3 34,2 61,6
45 6,95 29,5 - 30,6 59,9
50 6,84 29,5 24,5 22,8 53,7
55 6,75 30 27,3 17.9 49,1
60 6,68 60 29,1 14,3 45,2
20. példa

7-(D-2—amm6nium—2-fenil—acetamido)-3—klér—3-cefem-4—karboxilét,
belss s6
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A 19.példéban leirtak szerint &llitjuk els, azzal a
kilénbséggel, hogy 2,2707 g (2660 IU/g) szaraz enzimet haszna-
lunk. A reakcié alatt a kémhatdst nem &llitjuk be. Maximalis

hozam 67,5 %.

ids pH hémér - (1) vegyllet (2) vegylilet termék
(perc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyisége
(°C)

0 7,00 23,5 99,6 99,4 -

5 6,95 24 62,7 80,8 275
10 6,88 25 40,2 74,1 49,0
15 6,85 25 30,1 68,6 58,5
20 6,78 | 25,5 22,2 63,7 63,7
25 6,71 26 18,0 58,5 66,1
30 6,65 26,5 16,8 55,6 67,5
35 6,59 27 15,5 51,7 66,8
40 6,54 27 15,5 49,8 66,5
45 6,49 27 16,7 46,3 65,5
50 6,44 27,5 16,2 44,8 64,8
55 6,38 27,5 16,2 42,8 63,5
60 6,34 28 16,2 41,4 63,2

180 5,75 27 17,4 32,7 50,8



21. példa
7-(D-2-Amménium-2-fenil-acetamido) -3-klér-3-cefem-4-karboxilat,

belsd sé

A 19. példdban leirtak szerint &llitjuk el az alédbbi
eltérésekkel:
(1) vegyllet: 0,4698 g (2,002 mmél)
(2) vegylulet: 2,381 g (11,8074 mmdl)
44,0 ml és 1,06 ml 45 %$-os trikalium-foszfat oldat
8,1686 g (1660 IU/g) nedves enzim.

A t = 52. percben a reakcidelegy kémhatésat 1,37 ml 45 %-os
trikdlium-foszfat oldattal pH = 7,00 értékre &llitjuk be.

Maximdlis hozam 65,6 %.

VII. TABLAZAT

ids pH hémér- (1) vegyulet (2) vegyulet termék
(perc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyisége
(°C)

0 7,00 23,5 85,7 95,6 -

5 6,72 24 19,9 51,9 61,9

10 6,45 25 17,1 40,9 65,6

15 6,26 25 17,8 36,2 65,6

20 6,11 25,5 18,1 32,4 63,5

25 5,99 26 18,7 31,3 62,2
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30 5,88 26 19,5 30,4 62,7
35 5,81 26,5 19,7 29,6 61,9
40 5,73 26,5 20,0 28,9 61,1
45 5,66 27 20,1 28,3 59,5
50 5,61 27 20,6 28,5 60,4
55 6,90 27 29,6 17,6 49,2
282 6,16 28 74,1 - 0,9
22. példa

7- (D-2-Amménium-2-fenil-acetamido) -3-klér-3-cefem-4-karboxilat,
belsS sé

48,0 g 0,033M dik&lium-hidrogén-foszfét pufferhez (pH = 6.,5)
hozzdadunk 0,470 g (2,0058 mmél) 7-ACCA-t (1). Az oldat
kémhatdsa pH ; 5,73. Az edényt 20°C hémérsékletd firdSbe
helyezzik. 1,06 ml 45 %-os trikdlium-foszfat oldatot adunk hozza.

Kémhatds: pH = 7,21. 2,3811 g (11,8099 mmél) D-fenil-glicin-

-metil-észter-hidrokloridot (2) adunk az oldathoz. Kémhatéds: pH

6,60. 0,71 ml 45 %-os trikalium-foszfdt oldattal a kémhatast pH

It

7,00 értékre &llitjuk be. Hozzdadunk 3,0727 g nedves enzimet.

Maximdlis in situ hozam: 74,6 %.
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VITI. TABLAZAT

idsé pH hémér - (1) vegylilet (2) vegyllet termék
(perc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyisége
(°C)

0 7,00 20,5 100 100 -

5 6,89 20,5 43,4 76,1 48,7
10 6,78 20,5 25,4 62,0 62,1
15 6,68 21 21,8 59,5 71,0
20 6,60 21 20,1 56,0 74,0
25 6,52 21 18,9 52,2 73,5
30 6,45 21 18,6 49,1 72,0
35 6,40 20,5 19,1 47,8 74,6
40 6,35 20,5 19,0 46,9 73,4
45 6,31 21 18,7 44,2 71,2
50 6,27 20,5 19,3 46,0 72,9
55 6,22 21 19,5 44,5 72,5
60 6,19 21 19,8 43,7 72,4
23. példa

7—(D-Z-Amménium-z—fenil—acetamido)—3-klér—3-cefem-4-karboxilét,
bels8 sé

48,0 ml 0,033M dik&lium-hidrogén-foszfét pufferhez (pH
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6,5) hozzdadunk 0,4710 g (2,0071 mmél) 7-ACCA-t (1). Kémhatds: pH
= 6,02. Hozz&adunk 0,98 ml 45 %-os trikdlium-foszfat-oldatot,
hogy a szubsztrat beolddédjon. Kémhatés: pH = 7,34. 2,3801 g
(11,803 mmél) D-fenil-glicin-metil-észter-hidrokloridot adunk az
oldathoz. Kémhatds: pH = 6,58. A reakcibedényt 20°C hémérsékletd
furdébe helyezzik, 0,63 ml 45 %-os trikédlium-foszfdt oldattal a
kémhatdst pH = 7,00 értékre &allitjuk be. 3,0738 g nedves enzimet
adunk az oldathoz. A maximd&lis hozam 70,18 %.

IX. TABLAZAT

ids pH hémér - (1) vegyulet (2) vegyllet termék
(perxc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyiseége
(eC)
0 6,99 19,5 99,3 98,7 -
5 7,01 20 52,2 80,6 36,3
10 7,02 20 33,9 69,4 57,7
15 7,00 | 20 24,4 60,4 63,1
20 7,00 20 20,6 55,1 67,1
25 7,00 20 20,1 51,9 69,6
30 7,00 20 19,7 47,4 70,1
35 7,00 20 20,3 43,5 68,7
40 7,03 20 21,3 39,9 67,9
45 7,00 20 22,2 36,7 66,2
50 7,01 20 23,8 33,5 65,7
140 6,58 20 37,2 14,4 50,2

240 6,41 20 38,0 11,1 44,1



(Megjegyzés a téblazathoz: 5-50 perc kbzodtti id8szakban egy
perccel az 5 perces periddusok letelte eldtt kevés 45 %-os
trikalium-foszfat oldattal az oldat kémhatésat kdézel pH = 7,00-ra

allitjuk be).

24. példa
7- (D-2-amménium-2-fenil-acetamido) -3-klér-3-cefem-4-karboxilat,
belsSé sé

48,0 ml vizhez hozzdadunk 0,4696 g (2,0012 mmél) 7-ACCA-t
(1) . Kémhatds: pH = 3,5. Az oldatot 10°C hémérsékletre hdtjuk.
2,47 ml 3M amménidt adunk az oldathoz. Kémhatds: pH = 7,10.
2,3835 g (11,8198 mmdl) D-fenil-glicin-metil-észter-hidro-
kloridot (2) adunk az oldathoz. Kémhatés: pH = 5,65. 4,30 ml 3M
amméniat adunk az oldathoz. Kémhatéds: pH = 7,00. 3,0778 g (1000
IU/g) nedves énzimet adunk az oldathoz. A 256. pe%gén az oldat
kémhat&sat 2,60 ml 3M amméniaval pH = 7,00 értékre &llitjuk be.

Maximdlis hozam: 71,1 %.
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X. TABLAZAT

idé pH hémér - (1) vegyulet (2) vegyulet termék
(perc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyisége
(°c)
0 6,98 10 97,0 96,7 -
5 6,89 10 55,9 81,8 33,6
10 6,80 10 36,3 76,0 52,0
15 6,73 10 27,3 71,0 58,3
20 6,65 10 22,3 69,5 61,8
25 6,56 10 19,3 68,3 68,3
30 6,50 10 17,3 67,9 70,5
35 6,44 10 15,7 65,4 71,1
40 6,37 10 14,2 62,5 62,5
45 6,31 | 10 14,1 64,0 64,0
50 6,27 10 13,6 65,7 65,7
55 6,22 10 13,0 63,4 63,4
75 6,07 10 12,1 62,8 62,8
236 5,50 10 10,9 61,4 61,4
257 7,00 10 10,9 59,5 59,5
276 6,64 10 11,5 51,1 51,1

313 6,25 10 11,1 45,6 45,6
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25. példa
7- (D-2-Amménium-2-fenil-acetamido) -3-k1lér-3-cefem-4-karboxilat,
belsé sé

48,0 ml vizhez hozzdadunk 0,4694 g (2,0003 mmél) 7-ACCA-t
(1) . Kémhatds: pH = 3,25. Az oldatot 10°C hémérsékletre hitjuk.
3,05 ml 3M amméniédt adunk az oldathoz. Kémhatéds: pH = 7,08.
2,3809’g (11,8069 mmél) D-fenil-glicin-metil-észter-hidrokloridot
adunk az oldathoz. Kémhatds: pH = 5,40. 7,24 ml 3M amméniat adunk
az oldathoz, a kémhatds: pH = 7,00. 8,1840 g (2670 IU/g) nedves
enzimet adunk a reakcidelegyhez. A 37. percben 1,72 ml 3M
amméniaval a kémhatést pH = 6,52 értékre &llitjuk be. A 298.
percben 1,72 ml 3M amménidval a kémhatést pH = 6,55 értékre

d411itjuk be. A maxim&lis hozam: 71,2 %.
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XI. TABLAZAT

idbé PH hémér- (1) vegyllet (2) vegylulet termék
(perc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyisége
(°C)
0 7,00 98,6 97,0 -
5 6,75 10 22,3 58,7 59,9
10 6,46 10 14,1 49,0 71,2
15 6,20 10 12,5 43,6 68,3
20 5,98 10 11,8 42,3 69,1
25 5,80 10 12,4 41,1 69,1
30 5,70 10 12,6 41,8 69,7
35 5,58 10 12,4 40,6 68,9
40 6,52 10 13,0 38,6 70,1
45 6,14 i0 13,6 33,7 66,9
50 5,96 | 10 13,9 33,3 67,4
55 5,80 10 14,7 33,2 68,0
60 5,69 10 14,8 32,5 67,6
121 5,11 10 15,1 31,0 67,8
300 6,55 10 16,9 28,9 66.1
26. példa

7-(D—2-Amménium-Z—fenil~acetamido)-3-klér-3—cefem—4-karboxilét,
bels8 sé

48,0 ml vizhez hozzdadunk 0,4698 g (2,002 mmél) 7-ACCA-t
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(1). Kémhatds: pH = 3,46. 3,50 ml 3M amméniat adunk az oldathoz.
Kémhatés: pH = 7,23. 2,3798 g (11,8015 mmél) D-fenil-glicin-
-metil-észter-hidrokloridot adunk az oldathoz. Kémhatas: pH =
5,48. A reakcidelegyet 5°C hémérsékletre hitjuk és 4,33 ml 3M
amménidval a kémhatdst pH = 7,00 értékre allitjuk be.

3,0710 g (1000 IU/g) nedves enzimet adunk az oldathoz. A 295.
percben 2,87 ml 3M amménidval a kémhatdst pH = 7,00 értékre
dlitjuk be. Maximé&lis hozam: 79,5 %.

XII. TABLAZAT

ids pH hémér - (1) vegylulet (2) vegyllet  termék
(perc) séklet mennyisége (%) mennyisége (%) mennyisége
(°c)
0 7,03 5 95,3 94,8 -
5 6,82 5 34,6 74,3 55,2
30 6,63 6 19,8 67,4 67,8
45 6,49 5 15,3 64,0 69.9
80 6,20 5 12,0 62,3 73,6
105 6,06 5,5 11,4 62,0 74,6
120 6,04 4,5 10,9 61,0 73,8
150 5,92 5 10,8 60,6 75,9
180 5,81 "6 10,7 61,7 77,0
215 5,73 5,5 10,2 59,9 74,3
240 5,69 5,5 10,4 62,1 75,9
270 5,63 6 10,4 62,2 76,3
300 6,96 6 10,3 58,9 76,4

330 6,61 5,5 10,5 52,8 79,5
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaréas az (I) &ltaldnos képletd - ahol
R jelentése adott esetben helyettesitett 6ttagl vagy hattagu
gydrds szénhidrogéncsoport vagy adott esetben helyettesi-
tett Ottagl heterociklusos csoport, melyben az egy vagy
tobb heteroatom, nitrogén-, oxigén- vagy kénatom lehet;
rR1 jelentése hidrogénatom, halogénatom, metoxicsoport,
metilcsoport vagy egy olyan metiléncsoport, melyhez kéz-
vetlenll vagy oxigén-, kén- vagy nitrogénatomon &t
alkoxi-, alkoxi-karbonil-csoport vagy adott esetben
helyettesitett, 1-4 heteroatomot, mely lehet oxigén-,
kén- vagy nitrogénatom, tartalmazd, Ottagl vagy hattagu
heterociklusos csoport kapcsolddik;
R2 jelentése hidrogénatom vagy karboxilcsoportot véds
csoport -
cefalosporinok elf&dllitédséara, azzal j el leme 2V e, hogy
egy (III) &ltaldnos képletd, a-helyzetben helyettesitett a-
-aminosav reaktiv szarmazékdt - ahol a karboxilcsoport hidroxil-
csoportja szerves csoporttal helyettesitett -, (II) altalédnos
képletd cefalosporinnal reagdltatjuk roégzitett penicillin-acilaz
enzim hatdsos mennyiségének a jelenlétében 0°C és +20°C kbzdtti
hémérsékleten.
2. Az 1. igénypont szerinti eljéréds, az (I) &ltaldanos
képletd - ahol R jelentése fenilcsoport és R1 jelentése klératom
- el84llité&sdra, azzal jellemezve, hogy a megfeleld szubsztitudlt

reagenseket reagdltatjuk egyméssal.
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3. A 2. igénypont szerinti eljéraés, azzal jellemezve, hogy a
(III) &altaldnos képletd, a-helyzetben helyettesitett a-aminosav
reaktiv szarmazék a D-fenil-glicin-metil-észter, D-p-hidroxi-
-fenil-glicin-metil-észter, D-1,4-ciklohexadién-1-il-glicin-me-
til-észter vagy ezek alkalmazhaté sdja.
4. Az 1. igénypont szerinti eljéaras, azzal jellemezve, hogy
a reakcidét 0°C és +5°C kdzdtt hajtjuk végre.
5. Az 1. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve, hogy
a kémhatéds a mindenkori reakcidkdérilmények kézott kialakult pH
érték.
6. Eljédras az (I) 4ltaldnos képletd - ahol
R jelentése adott esetben helyettesitett dttagi vagy
hattagi, gydrds szénhidrogéncsoport vagy adott esetben
helyettesitett, o6ttagu, egy vagy t&bb hetercatomot - mely
lehet nitrogén-, oxigén- vagy kénatom - tartalmazd hete-
rociklusos csoport;
rR1 jelentése hidrogénatom, halogénatom, metoxicsoport,
metilcsoport vagy olyan metiléncsoport, melyhez kézvet-
lentil vagy oxigén-, kén- vagy nitrogénatomon at alkoxi-,
alkoxi-karbonil-csoport vagy adott esetben helyettesi-
tett, 1-4 heterocatomot - mely lehet oxigén-, kén- vagy
nitrogénatom - tartalmazé, ottagu vagy hattagd hetero-
ciklusos csoport kapcsolddik; és
R2 jelentése hidrogénatom vagy karboxilcsoportot védd
csoport -
cefalosporinok el8&llitésédra, azzal jellemezve, hogy a (III)

4ltaldnos képletd, a-helyen helyettesitett a-aminosav reaktiv
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szadrmazékat - ahol a karboxilcsoport hidroxilcsoportja szerves
csoporttal helyettesitett - (II) &ltaléanos képletd cefalospo-
rinnal reagdltatjuk roégzitett penicillin-aciléz enzim hatasos
mennyiségének jelenlétében a reakcidelegy kémhatdst a mindenkori
bedlldé pH értéken hagyva.

7. A 6. igénypont szerinti eljérés az (I) dltaldnos képletd
- ahol R jelentése fenilcsoport és rl jelentése kldératom -
cefalosporinok elfadllitésara, azzal jellemezve, hogy a
megfelelSen helyettesitett reagenseket reagdltatjuk egyméssl.

8. A 6. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemezve, hogy a
(III) altaldnos képletd a-helyen helyettesitett a-aminosav
reaktiv szarmazéka a D—fenil-glicin-metil;észter, D-p-hidroxi-
-fenil-glicin-metil-észter, D-1,4-ciklohexadién-1-il-glicin-
-metil-észter vagy ezek alkalmazhatd soéi.

9. A 6. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve, hogy a
reakcidt 0°C és +5°C kdzdtt hajtjuk végre.

10. A 6..igénypont szerinti eljéards, azzal jellemezve, hogy

a reakcidelegy kémhatdsa pH = 5-8 tartoményban van.

A meghatalmazott
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