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Oppfinnelsen vedrgrer forbedrede enzympreparater
som fremstilles av acylase-enzymer som er kjent for
& spalte amidbindingen i penicilliner. Slike enzymer betegnes her
penicillin-acylaser, og de er nyttige ved fremstilling av 6-amino—
penicillansyre ut fra penicilliner som er oppnddd ved fermenterings-
prosesser av naturlig forekommende materialer, dvs. under anvend-
else av enzymet under slike pH-betingelser at deacylering (eller ‘
spalting av amidgruppen) av penicillinet finner sted under dannelse
av den gnskede 6-aminopenicillansyre (i det fglgende kalt "6-APA").

Sgknad nr. 74 4705, som foreliggende sgknad er av-
delt fra, beskriver sdledes fremstilling av 6-aminopenicillan-
syre ved anvendelse av slike acylase-enzympreparater.som her
beskrevet.

Selv om slike penicillin-acylase~- (eller deacylase-)
enzymer enten i cellebundet eller cellefri tilstand er blitt an-
vendt for det angitte form8l siden omkring 1961, opptrer det vans-
keligheter under anvendelse av det cellefrie enzym, da dette ikke
lett lar seg skille fra reaksjonsblandingen. Videre kan ikke det
cellebundne enzym lett brukes om igjen. Videre produserer begge
enzymtyper 6-APA som kontamineres med spormengder av bakterielt
protein. Det er i britisk patent 1 193 918 foreslé&tt & overvin-
ne disse vanskeligheter ved & binde enzymet til en polymer-
barer og derved gjgre det vann-ulgselig. Imidlertid har slike
polymer/enzymprepafater vist seg & ha darlig mekanisk stabilitet
nér polymerene som anvendes som barer, er slike som generelt
er tilgjengelige i kommersiell mdlestokk for andre formil. Dis-
se polymerer ma konstrueres spesielt og fremstilles p& en spesi-
ell mdte for dette formdl, hvilket er svart kostbart. Videre,
n8r 6-APA fremstilles ved innvirkning av acylase-enzymer, er
det ngdvendig & regulere reaksjonsblandingens pH-verdi innen
et snevert omréde under hele reaksjonen, og dette krever kon-
tinuerlig tilsetning av et alkali for ngytralisering av karbok-
sylsyren som resulterer fra den frigjorte penicillinsidekjede.
Det har vist seg at man, ndr acylase-enzymet
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er direkte bundet ved en kovalent binding til en polymerbarer,

ma vare'omhyggelig nar man velger alkali som skal anvendes for en
slik ngytralisering, og at vanligvis det alkali som velges,
natriumhydroksyd, ikke kan anvendes uten at enzymet hurtig denatu-
reres. Fglgelig, hvis man md anvende en slik flyktig base som
ammoniakk eller trietylamin, kan det vzre ngdvendig med en kostbar
modifikasjon av anlegget som for tiden.er i anvgndelse for frem-
stilling av 6~APA ved hjel@ av acylase-enzymet i sin.cellebundne
form, pa grunn av at det med énzymet i cellebundet form ikke er
noen vanskelighet med hensyn til & anvende natriumhydroksyd for
ngytralisering av den frigjorte sidekjedesyre. e

' ‘Det er ogs& foresl&tt, i BRD-off.skrift 2 143 062, & frem-
stille et vann¥ﬁi¢selig penicillin-acylasepreparat ved a adsorbere
acylééeﬁ pa ph berer . og deretter tverrbinde den ved innvirkning
av et vannigselig dialdehyd med og uten dannelse av bindinger mel-
'Idm'ﬁolymerbérereh ©g enzymet. Véd denne fremgangsmate tverr-
bindesvenzymet‘hovedsakelig rundt bareren, . snarere enn blir
bundet til dette av kovalente bindinger ' I ovennevnte off.skrift er
det beskrevet forskjellige barere, . f.eks. anionebytte-
harpikser, dvs. slike som inneholder basiske grupper, f.eks.
primere, sekundere eller tertizre aminogrupper eller lignende
nitrogene funksjonelle grupper; eller karboksymetylcellulose;
eller polymerer med ngytral reaksjonh f,éké. pa grunn av at de
funksjonelle grupper som er til stede, er estergrupper.

Det er oppdaget at barere som har negativt ladede
funksjonelle grupper, er ba&rere som har positivt ladede funk-
sjonelle grupper overlegne. For eksempél ble det utfgrt to for-

-s@gk for sammenligning av cellulose som har enten positivt eller
negativt ladede grupper, nemlig dietylaminoetyl- (DEAE-)cellulose
og karboksymetyl~- (CM-)cellulose. Betingelsene for kobling av
penicillin-acylase til hver barer " ble optimalisert,. og den
samme enzymlgsning ble anvendt for kobling til hver b=zrer under an-
vendelse av disse'optiméle bétingelser. Aktiviteten til det ende-
lige, immobiliserte enzympreparat representerte 1l og 42% av den
opprinnelige totale aktivitet for enzymlgsningen for henholdsvis
DEAE- ©0g CM~cellulosene. De lavere akﬁi&ifeter for DEAE-cellulose-
preparatene skyldtes darlig adsorpsjdn av enzymet. Da forsgket

" ble gjentatt under anvendelse av en annen enzymlgsning, var resul-
tatene 24 og 56% for henholdsvis DEAE-~ og CM-cellulosene. Imid-

.. lertid har enzwﬁpreparétenesom fremstilles av cellulose, darlig
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mekanisk stabilitet, hvilket er rapportert av D.L. Regan, P. Dunnill
og M.D. Lilly "Immobilized Enzyme Reaction Stability: Attrition of '
the Support Material” i Biotechnology and Bioengineering, bind XVI,
S. 333-343 (1974).

Videre har de preparater som er fremstilt ved adsorpsjon/
tverrbindingsteknikken hvor bareren er en polymer med ngytral
aktivitet, karakteristika med hensyn til reaktivitet og gjen-
anvendbarhet som ogsé& kan betraktes som utilfredsstillende. Eksem-
pelvis var stabiliteten av penicillin-acylase som var adsorbert og
tverrbundet pa den ngytrale barer ‘"Amberlite" XAD-7 bestemt ved
lagring av det immohiliserte enzympreparat ved en temperatur
pé'37°C, utilfredsstillende, da aktiviteten falt med 66 % etter 14
dagers lagring. )

Det er funnet at hvis teknikken i henhold til ovennevnte
off.skrift anvendes pad kopolymerer av metakrylsyre, dvs. polymerer
som har en karboksylsyrefunksjon av den alifatiske type, er de re-
sulterende enzympreparater overraskende overlegne med hensyn til &
ha en enzymaktivitet som opprettholdes etter gjentatt bruk ved pro-
duksjon av 6-APA. Barere som bestdr av makroporgse eller geltype-
polymerer av styren, akrylsyre eller fenol/formaldehyd med enten
sulfonsyre-, fosforsyre- eller karboksylsyrefunksjonelle grupper,
har vist seg & vare markert dadrligere enn makroporg¢se kopolymerer
av metakrylsyre.. Den meget gode stabilitet hos disse preparater
kan ogsd vises ved resultatene fra lagring ved 37°C. I ett slikt
forsgk tapte aktiviteten til et immobilisert enzympreparat fremstilt -
ved adsorpsjon og tverrbinding av acylase pd en makroporgs polymer .
av metakrylsyre solgt under handelsbetegnelsen "Amerblite" IRC-50,
bare 5 % av sin opprinnelige aktivitet etter 14 dagers lagring
ved 37°c.

Slike enzympreparater er ogsd i besittelse av gket meka-
nisk stabilitet. Dette trekk angdende mekanisk stabilitet er vik-
tig i enhver omrgrt tankreaktor, da behovet for omrgring av reak-
sjonsmiljget p& kraftig mite i den hensikt & opprettholde en jevn
pH-verdi og & redusere alkalinedbrytningen av penicillin til et
minimum, er viktig. Videre i de forbedrede reaktorsystemer som nd
er under utvikling, f.eks. hvor det uopplgselige enzympreparat tilbakeholdes
inne i reaktoren ved hjelp av en sikt med egnet maskestgrrelse og
hvor reaksjonsmediet tappes fra ved fullfgrelsen av en reaksjon for
produksjon av 6-APA, forblir det ulg¢gselige enzympreparat inne i
reaktoren ferdig for fornyet bruk. Pa denne mdte reduseres de
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fysilZ ske tap av enzym som normalt erfares ndr hele blandingen
fjernes fra karet og det ul¢selige-enzympreparat gjenvinnes ved
filtrering eller sentrifugering og returneres til reaksjonskaret.
I tillegg unngds mikrobiell kontaminering av enzympreparatet under
handteringen. Imidlertid m& enzympreparatet ikke bli mekanisk ned-
brutt slik at det. finner sted betydelige tap som et resultat av at
det passerer gjennom den tilbakeholdende sikt. Videre, som vist
av Regan, Dunnill'og Lilly (loc.cit.), har de smd& partikler som
resulterer fra avslitning fra aminoetyl-cellulose som B-galakto-
sidase var festet til, hg¢yere spesifikke aktivitetervehn de
store partikler, og det er'sannsynlig at tapet av slike partikler
fra reaktoren vil resultere i et tap av total aktivitet som ikke
er proporsjonalt med vekten av det tapte materiale.

I et annet reaktorsystem, som er beskrevet i belgisk patent
782 646, tilbakeholdes det ulgselige enzympreparat i en kolonne-
reaktor gjennom hvilken substrat sirkuleres med stor strgmnings-
hastighet i den hensikt at de ng¢dvendige pH-justeringer kan utfgres
i et kar separat fra det ulgselige enzympreparat. Bareren mé
derfor ha slike egenskaper at den ikke blir mekanisk nedbrutt ved
de hgye trykk som er ngdvendige for & opprettholde den hurtigstrgm-
mende reaksjonsblanding. Hvert av disse reaktorsystemer kan vare
modifisert til & funksjonere som kontinuerlige reaktorsystemer, og
problemene med adekvat mekanisk stabilitet med enzymreaktivitet og
gjenanvendelse er fremdeles tilstede.
‘ En videre fordel ved & anvende kopolymerer av metakryl-
syre er at disse harpikser selv har god mekanisk stabilitet. I
tillegg, ndr enzympreparater som er dannet av dem, har avtatt med
hensyn til aktivitet til en uakseptabel verdi etter gjentatt gjen-
anvendelse i en reaktor, kan harpiksen bli regenerert ved avdriv-
ning av det gjenverende enzym ved behandling med varmt alkali.
~ Friskt enzym kan s& knyttes til samme harpiks. ,
Det er ogsd funnet at ndr enzympreparatene fremstilles

- ved adsorpsjon pd de fg¢r nevnte metakrylsyre-kopolymerer fulgt av

tverrbinding med visse tverrbindingsmidler, kan det resulterende
. vann-uopplgselige enzympreparat anvendes ved fremstilling av 6-APA

uten at det er ngdvendig & ta sarlige forsiktighetsregler ved val-
get av .alkali som er ngdvendig for & ngytralisere den frigjorte

i sidekjedesyre. Det er sadledes funnet at, ulik de systemer hvor

enzymet er bundet direkte til en polymerberer ved kovalente bind-

inger, natriumhydroksyd kan anvendes fof dette form&l, hvilket

" for tiden er vanlig ved anvendelse av cellebundne enzymer.
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Fplgelig unngds modifisering av de eksisterende anlegg for & bli
tilpasset flyktige alkalier, hvilket ville vare ngdvendig hvis
ammoniakk eller trietylamin skulle anvendes for ngytralisasjon.

US~-patent 3 705 084 beskriver adsorpsjon av enzymer p4 poly- -
mere overflater og den péfglgende tverrbinding av dem. Polymerer og
kopolymerer av metakrylsyre angis & vare egnet for fremstilling av -
slike polymere overflater. Patentskriftet spesifiserer imidlertid
at de polymere overflater md ha adsorpsjonspidskyndende grupper ut-
valgt blant nitril (=N}, syre-amido (~CONH,) ~ og ureido (-NHCONH,) -
grupper, og f¢r polymerer og kopolymerer av metakrylsyre kan an-
vendes i henhold til patentet, md derfor karboksylgrupper p& poly-
meren og kopolymeren omvandles til en av disse spesifiserte
adsorpsjonspaskyndende grupper. Fglgelig kan polymerene og ko-
polymerene av metakrylsyre som anvendes i henhold til patentet,
skjelnes fra dem som anvendes i forbindelse med foreliggende opp-
finpelse, ved narvar av disse spesifikke adsorpsjonspdskyndende
grupper. Videre,ved & spesifisere narvaret av disse spesifikke
adsorpsjonsgrupper, antyder patentet at modifiserte polymerer og
kopolymerer av metakrylsyre utgjgr mer nyttige enzymkomplekser enn
de umodifiserte polymerer og kopolymerer. Patentet larer derfor
bort fra foreliggende oppfinnelse at ndr det gjelder acylase-enzy--
mer, er det de umodifiserte kopolymerer av metakrylsyre som fore-
trekkes.

For & vise overlegenheten ved kopolymerer av metakryl-
syre i acylase-enzympreparater, ble acylase-preparater fremstilt
av nylon og polyuretan, to polymerer som er representative for de
foretrukne og eksemplifiserte polymerer i henhold til ovennevnte
US-patenf, under anvendelse av glutaraldehyd som tverrbindings-
middel, og deres aktivitet ble sammenlignet med et acylase~enzym-
preparat fremstilt av "Amberlite" IRC-50 pd lignende mdte. Né&r
man tok i betraktning den avvikende partikkelstgrrelse pa enzym-
preparatene, fant man at "Amberlite" IRC-50-preparatet var to til
tre ganger mer aktivt enn polyuretanpreparatet, og sd meget som
elleve ganger mer aktivt enn nylonpreparatet. Disse resultater er

beskrevet 1 detalj i de spesifikke eksempler lengre ut i denne
beskrivelse.

Idéen med & adsorbere et enzym pa en b@rer og tverr-
binde det in situ, er ogsd beskrevet i GB-patent 1 257 263. Dette
refererer imidlertid ikke til penicillin-acylase-enzymer. Heller

ikke beskriver det anvendelse av metakrylsyrepolymerer og -kopoly-
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merer som barere. . Det refererer heller ikke til de fordeler
som oppnds ved & velge barere med god mekanisk stabilitet.

Ikke desto mindre strekker dets idé& seg til tverrbinding av enzymet
rundt bpareren ved & anbefale bruken av andre polyfunksjonelle
reagenser enn vann-lgselige dialdehyder, f.eks. bis-diazo-o-
dianisidin. Likeledes antas det at idéen ved foreliggende oppfin-
nelse kan strekkes til & inkludere glyoksal og formaldehyd'som
tverrbindingsmidler, i £illegg~til glutaraldehyd.

Fglgelig tilveiebringer oppfinnelsen et vann~uopplgselig
penicillinacylasepreparat som omfatter et penicillinacylase—énzym
adsorbert pa en vann-ulgselig polymerbzrer og tverrbundet med et
tverrbindingsmiddel utvalgt blant glutaraldehyd, glyoksal"og for-
maldehyd, idet polymerbareren er en vann-ulgselig makropor¢s kopo-
lymer av metakrylsyre og divinylbenzen, og kopolymeren er til stede
i form av findelte partikler eller smi kuler med partikkelstgrrel-
se i omradet 2,0-0,01 mm.

Fremstilling av det vann-ulgselige enzympreparat omfat-
ter & adsorbere et penicillinacylase-enzym pd den vann-uopplgselige
kopolymer av metakrylsyre og divinylbenzen fulgt av behandling med
et tverrbindingsmiddel utvalgt blant glutaraldehyd, glyoksal og
formaldehyd.

. Fremstilling av 6-aminopenicillansyre omfatter & behand-
le benzylpenicillin eller fenoksymetylpenicillin eller et salt der-
av 1 vandig l¢sning ved pH 6,0-9,0 med et vann-uopplwsellg
enzympreparat i henhold til oppfinnelsen.

Acylase-enzymet for anvendelse i forbindelse med oppfin-
nelsen oppnis fortrinnsvis av slike bakterier som stammer av
" Escherichia coli, ndr det anvendes for fremstilling av 6-APA fra
benzylpenicillin; eller for eksempel fra soppef og actinomycetéx
ndr fenoksymetylpenicillin anvendes som utgangsmateriale.

Enzymaktiviteten av deacylase~enzymet bestemmes passende
i forhold til dets evne til & produsere 6-APA fra benzylpenlclllln.
S8ledes er aktiviteten for deacylase-enzymene her registrert som
" mengden av 6-APA (gitt i mikromol, umol) produsért fra en lgsning
av benzylpenicillin ved pH 7,8 og 37°% pr. minutt og pr. milligram
proteininnhold i enzymet, idet proteininnholdet er analysert ve&
standardmetoden til Lowry. Enzymaktiviteten til enzympreparatene
i henhold til oppfinnelsen bestemmes likeledes pa& basis av mengden
av 6-APA (i umol) produsert fra benzylpenicillin ved pH 7,8 og
37°% pr. minutt, men pad basis av vekten av enzympreparatét i gram.
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Det er funnet at bade effektiviteten av adsorpsjons-
tverrbindings-reaksjonen og den spesifikke aktivitet til det dan-
nede vann-ulgselige enzympreparat forbedres etter hvert som ren-
heten til enzymet som innledningsvis anvendes, gker. Imidlertid,
utover en viss renhet avtar de forbedringer som er oppnadd for en
gitt ¢kning i renhet, markert, og det er sdledes en gkonomisk
grense for den gnskelige renhet av enzymet. S&ledes ligger aktivi-
teten til deacylase-enzymet vanligvis i omr&det 0,15-50 umol/min/
mg proteininnhold og gjerne i omréddet 1,5-30 umol/min/mg protein.

Det kan siledes vere gnskelig & forbedre renheten til
enzymet f@¢r adsorpsjon og tverrbinding. Dette kan oppnds ved opp-
varming av enzymlgsningen ved ca. 50°C i et kort tidsrom, f.eks.
ca. 30 minutter og/eller ved ultrafiltrering. Andre konﬁensjonel-
le metoder for enzymrensning, f.eks. fraksjonell utfelling eller
behandling med ionebyttecelluloser eller "Sephadex", kan ogsé
anvendes. .

Bareren for den aktuelle bruk er kopolymerer av met-
akrylsyre og divinylbenzen. De inneholder derfor frijie karbok-
sylgrupper som gir polymeren syrefunksjon. Makroporgse kopolyme-
rer foretrekkes.: : -

Metakrylsyrepolymerene m& vare vann-ulgselige og er
derfor i form av tverrbundne kopolymerer av metakrylsyre med
divinylbenzen. En fordel ved foreliggende oppfinnelse er at den
tillater bruk av polymerbarere som allerede er kommersielle pro-
dukter for andre form&l, spesielt som kationebytteharpikser av
svakt sur natur. Spesielt egnet er den métakrylsyre/divinyl—
benzenkopolymer som selges under handelsbetegnelsen "Amberlite"
IRC~50, '

Polymerbarerne for den aktuelle bruk er fortrinnsvis
i form av findelte partikler eller perler med en slik partikkel-
stprrelse at de vil passere en 10 A.S.T.M.-sikt, dvs. med partik-
keldiameter under 2,0 mm. Imidlertid m& det resulterende
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enzymprevarat jkke vere s& findeit at det ikke kan separeres fra
reaksjonsblandingen ved en filtreringsprosess eller anvendes i en
kolonnereaktor. Saledes. p3 . polymeren ha en partikkelstgrrelse i
overkant av 0,01 mm, dvs.agt den i alt vesentlig tilbakeholdes
P& en 800 A.S.T.M.-sikt. Det spesifikke valg av partikkelstgr-
relse innen dette omrade vil vere avhengig av typen reaktorsystem
som anvendes. . -

Acylase-enzymet som skal bringes i kontakt med polymereﬁ,
bgr vere en vandig lgsning og vzre blitt dialysert inntil dets
ione ledningsevne er blitt senket fra den vanlige verdi p&

5-10 m.mhos til -innen omrddet 0,1-5 m.mhos, fortrinnsvis ca.

1 m.mhos. pH-verdien til enzymlgsningen bgr vzre mellom 4,5 og
7,0, og det kan vzre ngdvendig & gjgre noen empiriske forsgk for
& bestemme den optimale pH-verdi innen dette omrade hvis man skal
kunne oppna maksimal adsorpsjon og bevart enzymaktivitet. Imid-'
lertid er denne optimale verdi vanligvis mellom pH 5,2 og 6,5.
Polymeren bgr bringes i kontakt med enzymlgsningen i et tilstrek-
kelig langt tidsrom til & sikre maksimal enzymadsorpsjon. Denne
oppholdstid er vanligvis mellom 2 og 16 timer.

Etter sin adsorpsjon pd. bareren ¢ tyerrbindes enzymet
in situ ved behandling med et tverrbindingsﬁiddel utvalgt blant
glutaraldehyd, glyoksal og formaldehyd. Anvendelsen av glutar-
aldehyd eller glyoksal foretrekkes, idet glutaraldehyd spesielt
resulterer i’ enz&ﬁpreparater med de mest fordelaktige egenskaper
nar de anvendes:ved produksjon av 6-APA. Tverrbindingsmidlet an-
vendes normalt i vandig lgsning ved en konsentrasjon mellom O,1
og 15 vekt®%, fortrinnsvis 0,5-5,0 vekt%.

Etter fullfgrelse av tverrbindingsreaksjonen er det
gnskelig & sikre at noe av-tverrbindingsmidlet som ikke har
reagert, fjernes eller gjgres uskadelig. Eksémpelvis kan over-
skuddet av midlet fjernes ved vasking med vann eller med en lgs-
ning av en aminforbindelse, og urinstoff har vist seg & v®re meget
effektivt for dette formal.

Fgr anvendelse i produksjonen av 6-APA b@r pH-verdien
til enzympreparatet jysteres omhyggelig til den verdi som skal an-
vendes i produksjonsprosessen, vanligvis ved tilsetning av alkali
ved slutten av tverrbindingsréaksjonen. En slik pH-verdi er i
omradet 6,0-9,0, men er vanligvis melldm pH 7,0 og B,5, og en pH-
verdi pa 7.8 foretrekkes. For en slik anvendelse bringes enzym-

preparatet i henhold til oppfinnelsen i kontakt med en vandig
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lgsning av benzylpenicillin eller fenoksymetylpenicillin eller av
et salt derav, idet en slik lgsning har den ¢@gnskede pH-verdi.
Reaksjonstemperaturen holdes vanligvis i omradet 30-50°%C, for-
trinnsvis 37°C. Under reaksjonen frigjgres fenyleddiksyre fra
benzylpenicillin og fenoksyeddiksyre fra fenoksymetylpenicillin,
og denne syren ngytraliseres kontinuerlig eller periodevis for °*
regulering av reaksjonsblandingens pH-verdi innen det ¢gnskede om-
rade. Som angitt ovenfor, viser valget av alkali for denne ngy-
tralisering seg ikke & vzre kritisk. Derfor anvendes oftest
natriumhydroksydl@gsning, selv om en flyktig aminbase, f.eks. ammo-
niakk eller trietylamin, kan brukes om sa dnskes.

De vann-ulgselige enzympreparater i henhold til oppfin-
nelsen er ofte tilstrekkelig'étabﬁle, bade mekanisk og biologisk,
til at de kan anvendes for a mulig-gjgre minst 40 suksessive
spaltninger av penicillin i en batch-reaktor. .

Oppfinnelsen skal illustreres ved hjelp av eksempler,

i hvilke det ble anvendt et delvis renset preparat av acylase-
enzym som var fremstilt ved frigjgring av enzymet fra cellene fra
en acylaseproduserende stamme av Escherichia coli NC1lB 8734 ad
mekanisk vei i en homogenisator.

Cellesedimenter ble deretter fjernet ved filtrering
etter justering til pH 5,0, og enzymldgsningen ble renset ytter-
ligere etter behov for frembringelse av det ¢gnskede omrade av spe-
sifikk aktivitet (dvs. 1,5-30 pmol/min/mg protein). Enzym-
lgsningen ble deretter dialysert til den hadde en ledningsevne pa
tilnzrmet 1 m.mho.

Eksempel 1

Alikvoter (20, 25 eller 50 g) av kommersielt tilgjeng-
elige kationiske og anioniske ionebytteharpikser, som angitt neden-
under, ble suspehdert i destillert vann (ca. 100-500 ml) og
justert til pH-verdier mellom 4,4 og 6,3 for de kationiske har-
piksers vedkommende og til pH~verdier mellom 6,5 og 9,0 for de
anioniske harpiksers vedkommende, ved tilsetning av natrium-
hydroksyd eller saltsyre under kraftig omrgring. Harpiksene ble
gjenvunnet ved filtrering, godt vasket med destillert vann og ble
igjen suspendert i en l@gsning av delvis renset penicillin-acylase
(60-100, 250 eller 500 ml; spesifikk aktivitet: 3,85-6,75 pmol/
min/mg protein; ledningsevne: <1 m.mho) justert til den rette pH-
verdi. Mengden av enzym som behandles med harpiksen, ble

variert mellom 71 og 308 umol/min/g harpiks. Enzymet ble tillatt
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4 adsorbere under forsiktig omrgring i ca. 16 timer, idet pH-
verdien ble opprettholdt ved tilsetning av en innstilt opplgsning.
Harpiksene ble gjenvunnet ved filtrering, resuspendert i en lgs-
ning av glutaraldehyd i vann (100 ml, 0,825-3,3 vekt/volum®) og
ble tillatt & reagere i ca. 16 timer, idet pH~verdien ble opprett-
holdt ved tilsetning av en innstilt opplgsning. De resulterende
enzym-harpikspreparater ble gjenvunnet, vasket 3 ganger med destil-
lert vann, resuspendert i vann eller 0,2m fosfat-puffer pH 7,8 og
justert til pH 7,8, behandlet i 1 time med en vandig oppl¢sning

av urinstoff (100 ml, 0,1m, pH 7,8) og endelig vasket 3 ganger
med destillert vann.

Hvert enzympreparat som var fremstilt p& denne mite, ble
anvendt for fremstilling av 6-APA ut fra benzylpenicillin under
standardbetingelser ved pH 7,8 og 37°%. Aktivitetene til enzym-
preparatene er gjengitt i tabell I. Aktivitetene refererer til
preparater som er fremstilt ved den optimale pH-verdi for enzym-
adsorpsjon og fastholdt enzym-aktivitet.

"Bio-Rex"- og "Chelex"-harpiksene er kommersielle pro-
dukter fra Bio~Rad Laboratories, California, U.S.A., "Lewatit"-
harpiksene er kommersielle produkter fra Bayer A.G., B.R.D.,
"Zeokarb"- og "Zerolit"-harpiksene er kommersielle produkter fra
The Permutit Co. Ltd. og "Amberlite"-harpiksene er kbmmersielle
produkter fra Rohm & Haas, Philadelphia, U.S.A. Fordelene
ved enzympreparatet ifglge oppfinnelsen, hvor bzreren er en ko-
polymer av metakrylsyre, fremgdr av tabell I(forsek o).
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TABELL I
Fotnoter:
[i) Resultatene var meget variable, og de angitte verdier
er gjennomsnitt av flere malinger.
/2. Polymerstrukturen er ikke kjent.
AN

/3N Harpiksen er ikke kommersielt tilgjengelig.

gam,Maskest¢rrelse 100-200, kfr. 14,50 for andre harpikser.

Harpiksene a - ¢ er sterkt anioniske.
Harpiksene d - f er svakt anioniske.
Harpiksene g - 1 er sterkt kationiske.
Harpiksene o ~ u er svakt kationiske.

Eksempler 2 - 5

Disse eksempler illustrerer effekten av & variere ren-
heten til acylase-enzymet under adsorpsjonstrinnet. Den anvendte
fremgangsmate var som beskrevet i eksempel 1. Enzymet ble ad-
sorbert ved pH 5,7, og enzym-harpikspreparatet ble behandlet med
3,3 vekt/volum% glutaraldehyd. Den anvendte harpiks var
"Amberlite" IRC-50, som var vasket med alkali og deretter med
syre. De spesifikke aktiviteter for enzympreparatene som var opp-
nddd pd denne mite, er som angitt i tabell II nedenunder. Resul-
tatene 1 tabell II indikerer at ¢gkning av renheten til utgangs-

enzymet innen dette omrade gker den spesifikke aktivitet for
enzym preparatet, '
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Eksempler
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6 - 15

Betydningen av pH-verdien ved hvilken enzymet ble ad-

sorbert pa harpiksen, ble vist i disse eksempler, hvor:

(a)

Fem alikvoter av "Amberlite" IRC-50-harpiks (50 g) ble
justert til henholdsvis pH 4,9, 5,1, 5,3, 5,5 og 5,7,
tdrket og deretter ble hver av dem tilsatt til en lgs-
ning av delvis renset penicillin-acylase (95 ml;
aktivitet: 60,9 umol/min/ml, 16,8 mg protein/ml;
ledningsevne: 0,55 m.mhos; laget istand til et slutt-
volum pa 200 ml). Etter adsorpsjon i 16 timer ved den
aktuelle pH-verdi ble enzympreparatet hehandlet pd den
mate som er beskrevet i ecksempel 1; eller

fem ytterligere alikvoter av den samme harpiks ble be-
handlet pa samme mdte med unntagelse av at adsorpsjons-—
prosessen ble utfgrt i pH-omrddet 5,7-6,5. Enzymet som
ble anvendt for disse harpikser, hadde fglgende karak-~
teristika: (105 ml; aktivitet: 54,7 gmol/min/ml;

9,03 mg protein/ml; ledningsevne: 0,75 m.mhos).
Resultatene fra disse forsgk er gjengitt i tabell III

nedenunder. Disse resultater viser at den optimale pH-verdi for

adsorpsjonstrinnet er fra 5,2 til 5,8.

TABELL TII

Eksempel PH Spesifikk aktivitet for

0 © N O

10

12
13
14
15

enzympreparatet

amol/min/g fuktig vekt'

4,9 30,2
5.1 21,2
5.3 . , 40,8
5,5 49,0
5,7 57,2
5,7 44,4
5,9 13,0
6,1 4 8,4
6,3 5,6

6,5 5,6
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.Eksempler 16 og 17

Disse eksempler viser effekten av & anvende den samme
harpiks, men med forskjellig partikkelstgrrelse. S8ledes ble det
anvendt en kromatografikvalitet av harpiksen "Amberlite" IRC-50,
dvs. "Amberlite" CG-50 Type I med en partikkelstgrrelse som pas-
serte en 100 A.S.T.M.-sikt, men ble holdt tilbake pd en 200
A.S.T.M.-sikt (dvs. en partikkelstgrrelse pa 0,074-0,149 mm).

En alikvot (15 g) av harpiks ble tillatt & adsorbere
enzym (200 ml, 23,7 pmol/min/ml; 3,86 umol/min/mg protein) ved
PH 6,3 1 3 timer. Enzym preparatet ble gjenvunnet, behandlet med
glutaraldehyd (200 ml, 0,825 vekt/volum%) i 16 timer og gjenvun-
net og vasket som beskrevet i eksempel 1. Produktet (21 g) hadde
en aktivitet pad 114,5 umol/min/g fuktig vekt, og denne verdi mi
sammenlignes med den sdm er angitt i eksempel 2, hvor "Amberlite"
IRC-50 ble anvendt med en partikkelstgrrelse som passerte en
14 A.S.T.M.-sikt, men ble holdt tilbake p& en 50 A.S.T.M.-sikt
(dvs. med en partikkelstgrrelsesdiameter pa 0,297-1,41 mm).

Dette viser at det oppnds forbedrede resultater ndr harpiksen har
den minste stdgrrelse.

Forsgket ble gjentatt under anvendelse av en farma-
s@gytisk kvalitet av "Amberlite", nemlig "Amberlite" IRP-64 med en
partikkelst@grrelse som passerte en 100 A.S.T.M.-sikt, men ble
holdt tilbake pad en 500 A.S.T.M.-sikt, dvs. en partikkelstgrrelse

°

‘P& ~0,037-0,149 mm i diameter. Harpiksen ble tillatt & adsorbere
“enzym (3920 pmol/min/g harpiks; spesifikk aktivitet: 17,4 pmol/

min/mg protein) ved pH 6,3. Enzympreparatet ble s& omsatt med
glutaraldehyd (3,3 vekt/volum%) og behandlet som beskrevet i

. eksempel 1. Det resulterende enzym—harpikspreparat hadde en

spesifikk aktivitet pd 478,4 pumol/min/g fuktig vekt.

Eksempel 18

pH-verdien til "Amberlite" IRC-50-harpiks ble justert
til 5,5 enten ved vasking med O,2m fosfatpuffer med den angitte
pH-verdi eller ved oppslemming i destillert vann og tilsetning av
natriumhydroksydlgsning. Harpiksen ble sa ytterligere vasket med
destillert vann til det ikke var noen forandring i ledningsevnen
til vannet.

Den fuktige harpiks (100 g) ble tilsatt til penicillin-
acylasen med aktivitet 5,25 umol/min/mg protein i 500 ml O,02m
fosfatpuffer med pH 5,5 og omrgrt i 20 timer ved romtemperatur.

Det faste stoff ble gjenvunnet ved filtrering, resuspendert i
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500 ml 0,25 vekt/volum% glutaraldehyd opplgst i fosfatlgsningen
og omrgrt i ytterligere 20 timer ved romtemperatur. Det resul-~
terende enzympreparat ble sd gjenvunnet ved filtrering og vasket
med O,2m foéféfpufferl¢sning med pH 7,8 inntil harpiksen ble
brakt i likevekt ved denne pH-verdi.

Det sdledes fremstilte enzympreparat (15 g) ble s3 an-
vendt for spaltning av 200 ml av en 6,25 vekt/volum% vandig lgs-
ning av benzylpenicillin, 0,02m fosfatpuffer ved pH 7,8 i 2 timer
ved 37°C. Det viste seg at enzym preparatet lett kunne gjenvinnes
for anvendelse pad ny og at dets mekaniske og biologiske stabili-
tet. - ble bevart slik at preparatet kunne brukes om igjen minst

25 ganger.

Eksempel 19

Dette eksempel viser anvendelsen av et enzympreparat i
henhold til oppfinnelsen i en produksjon av 6-APA i stor skala;
samt den enestdende gjenanvendbarhet av preparatet under disse
betingelser.

Det ble fremstilt et enzymfreparat under anvendelse av
"Amberlite" IRC-50. Det hadde en aktivitet p& 26,3 cmol/min/g og
ble anvendt for spaltning av 40 liter benzylpenicillinl@sning
med konsentrasjon 6,5 vekt/volum% tillaget i 0,02m foéfatpuffer.
Enzyméfébératet ble holdt i karet ved hjelp av en tr%dduk. sa-
ledes ble lgsningen av 6-APA produkt filtrert fra da reaksjonen
var ferdig, preparatet ble vasket med vann og en reaksjon til ble
satt i1 gang. Den gjennomsnittlige effektivitet for omdannelsen
til 6-APA av 50 suksessive, fornyede anvendelser, hver av 6 timers

varighet, var 95%.

Eksempel 20
Dette eksempel viser den mekaniske stabilitet til et

enzymﬁprep;;ét i henhold til oppfinnelsen, fremstilt og beskrevet
i eksémpel 1, ut fra harpiksen "Amberlite" IRC-50, sammenlignet
med et som ble fremstilt pad lignende mdte, men ut fra'én polymer-—
barer : med ngytral aktivitet, nemlig harpiksen "XAD-7" som er
en tverrbundet akrylatester som er kommersielt tilgjengelig fra
Rohm & Haas Corp. U.S.A.

Prgver av hvert enzymprepafat (1,6 kg) ble suspendert i
8 liter 0,2m fosfatpuffer ved pH 7,8 og 37°C, og hver blanding
ble omrgrt i 72 timer ved 200 o.p.m. i en "New Brunswick
Magnaferm" fermentator med ledeplater. Det ble tatt prgver med

4 timers intervaller, og disse ble visuelt undersgkt med hensyn



pPa& nedbrytning av harpiksperler. Nedbrytning av "XAD-7"-perlene
var avgjort stgrre enn for "IRC-50"-perlene, slik at en prgve av
sistnevnte etter 64 timer lignet en prgve -av "XAD-7"-harpiksen
tatt etter 8 timer. Disse résultater viste tydelig "IRC-50"~-

harpiksens stdgrre mekaniske styrke.

Eksempel 21

Enzympfeparatvﬁed "Ambérlite"AIRC—SO scm barer (235 g, 39,4 ymol/min/g), fremstilt

som beskreveﬁhi eksempel 1, ble anvendt for spaltning av 6,25
vekt/volum% kalium-benzylpenicillin G i en serie pa 10 p& hver-
andre fglgende forsgk. Hvert forsgk ble utfdgrt med 1 literxr
kalium-benzylpenicillin G 1 2,5 timer ved 37% og pH 7,8.
"Amberlite" IRC-50-harpiksen ble fjernet ved filtrering etter
hvert forsgk og vasket med destillert vann. Filtratet og vaske-
vannene ble konsentrert ved roterende vakuum-inndampning, konsen-
tratet ble blandet med like volumdeler metylisobutylketon, av-
kjglt til 4-10°¢ og endelig surgjort for utfelling av 6-amino-
penicillansyre. 6-aminopenicillansyren ble vasket med litt
destillert vann, skyllet med aceton og ovnstgrket. Det_gjennom-
snittlige vektutbytte av 6-aminopenicillansyre fra de 1O foré¢k
var 91, 3%.

Eksempel 22 (Sammenligning)
Adsorpsjon av acylase-enzym pa uretanbelagt polyetvlen

LD-polyetylenpartikler (%400 pm) ble belagt med en

. uretanpolymer ("Urithane" 641W. Cray valley Products Limited) og

fikk tgrke i 10 dager. Materialet ble deretter vasket i 1 time
med 20 volum¥% vandig aceton, skyllet ekstra godt med destil-
lert vann, og alikvoter p& 5 g ble tillatt & adsorbere enzym
(125 ml, 54,0 umol/min/ml, 3,80 umol/min/mg protein) i 5 timer i
omradet pH 4,8-9,0. De uretanbelagte partikler ble fjernet ved
filtrering, behandlet med glutaraldehyd (75 ml, 3,3 vekt/volum¥%)
i 3 timer og deretter brakt i likevekt til pH 7,8 som beskrevet
i eksempel 1.

Til tross for at de uretanbelagte partikler i gjennom-
snitt har mindre stgrrelse enn "IRC-50", var de oppnadde spesi-
fikke aktiviteter 2 - 3 ganger mindre enn dem som ble oppnadd

under anvendelse av "IRC-50".
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pH Akt. fuktig vekt
pmol/min/qg
4,8 11,3
5,2 14,0
5,6 : 16,4
6,0 _ 13,2
6,4 13,6
7,0 12,3
7,5 . 7,8
8,0 . 10,0
8,5 9,0
9,0 12,2

Eksempel 23 (sammenligning)
Adsorpsjon av acylase-enzym pa nylon

"Orgolacqg" (pulverisert nylon 6, diaméter < 30um, Atov4
Chimie (U.K.) Limited) ble vasket i 1 time med 65 vekt/volum%
maursyre og deretter skyllet ekstra godt med destillert vann.
Alikvoter (10 g) ble tillatt a adsorbere enzym (100 ml, 50,9
fmol/min/ml, 4,7 qmol/min/mg protein) i 16 timer i pH-omradet
4,8-9,0. Det pulveriserte nylon ble fjernet ved filtrering, be-
handlet med glutaraldehyd (100 ml, 3,3 vekt/volum%) i 3 timer og
gjenvunnet og vasket som beskrevet i eksempel 1. Den hdyeste
aktivitet som ble oppnddd (pH 4,8) var 41,7 mmol/min/g fuktig
vekt som var sammenlignbar med et typisk preparat av "IRC-50".
Nar det imidlertid tas hensyn til forskjellen i partikkelstgr-
relse for nylonet og "IRC-50", viste "IRC-50" seg a vere langt
overlegen. S&ledes kunne "IRP 64" (farﬁas¢ytisk kvalitet
"IRC-50", partikkelstgrrelse 0,037-0,149 mm) kobles med acylase
og gi preparater med spesifikk aktivitet 478 gmol/min/g fﬁktig

vekt, mer enn ll ganger stgrre enn nylonpreparatene.
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PH Akt. fuktig vekt
umol/min/gq

4,8 41,7
5,2 36,1
5,6 26,9

' 22,2

‘ 15,7
7,0 17,6
7.5 17,6

' 21,3
8,5 15,7
9,0 9,3

Eksempel 24 (Sammenligning)
(a) Kobling

Et enzympreparat ble fremstilt i overensstemmelse med
eksempel 4 i henhoid til BRD-off.skrift nr. 2 215 687 p& fglgende

mate:

100 g polymer fremstilti overensstemmelse med eksem~
pel 4a i off.skriftet ble tilsatt til penicillinacylase-enzym-
lgsning (51 total aktivitet 4,992 x 10°
ble omrgrt i 20 timer. pH-verdien ble holdt pd 6,3 ved tilsetning

enheter), og blandingen

av natriumhydroksyd. Enzym/polymerprepafatet ble utvunnet ved
filtrering og vasket med 0,05M fosfatpuffer pH 7,5 inneholdende
1M natriumklorid (51) og til slutt med 0,05M fosfatpuffer pH 7,5
(51). Den spesifikke aktivitet for det endelige produkt var

291 000 enheter/g.

Et annet enzym/polymerpreparat ble fremstilt i henhold
til foreliggende oppfinnelse pa fgplgende mite:

200 g "Amberlite" IRC-50 ble tilsatt til en l@sning av
penicillinacylase-enzym (31, total aktivitet 2,995 x 106 enheter)
og blandingen ble omrgrt i 18 timer ved pH 5,7 som ble opprett-
holdt ved tilsetning av 1,0M natriumhydroksyd. Enzym/polymer-
preparatet ble utvunnet ved filtrering og tilsatt til en 1,25
vekt/vol.% lgsning av g1u£araldehyd og omrgrt 1 3 timer. Det
tverrbundne enzym/polymerpreparat ble utvunnet ved filtrering og
vasket med destillert vann (3 x 2 1) og resuspendert i 0,25M fos-
fatpuffer pH 7,8, og suspensjonen ble justert tilbake til pH 7,8
ved tilsetning av lM‘patriumhydroksydl¢sning. Det tverrbundne
enzym/polymer preparat ble igjen utvunnet ved filtrering og vasket

med destillert vann. Den spesifikke aktivitet for produktet var
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307 000 enheter/g. .
(b) 6-APA-fremstilling
Til en l¢sning av 6,25 vekt/vbl.% benzylpenicillin
(1 liﬁer) ved 37°%C og pufret til pH 7,8 i et glasskar utstyrt
med en varme/kjglekappe og en padlergrer av rustfritt stal ble

tilsatt en mengde av enzym/polymer preparat som hadde en aktivitet
pa 50 x 106 enheter. Blandingen fikk reagere i 2,5 timer.

Under reaksjonsperioden ble vaskens pH-verdi holdt paé 7,8 ved
tilsetning av 10 % natriumhydroksydl@sning, og preparatet ble
deretter fjernet ved filtrering og filtratet vasket med vann.
Aktiviteten til enzym/polymer preparatet ble sd vurdert under an-
vendelse av paradimetylaminobenzaldehyd-metoden (PDAB), og Prepara-
tet ble tilsatt til en ytterligere mengde av penicillin G-lgsning

for gjentagelse av prosessen.

RESULTATER

a) Enzympreparat fremstilt
i henhold til teknikkens stand

Forsgk nr. _ Aktivitet . Aktivitet .
Enheter/g % av startaktivitet
0 291 000 ° ‘ 100,0
1 309 000 106,2
2 265 000 ' 91,1
3 226 000 77,7
4 182 000 62,5
5 159 000 54,6
6 102 000 ' 35,1
7 102 000 35,1
8 ‘ 87 000 ' 29,9
9 100 000 34,4
10 87 000 "29,9
11 - o 98 000 - 33,7
12 . 84 000 ' 28,9
13 ' - 84 000 28,9
14 - . .84 000 ' 28,9
15 82 000 - 28,2
16 S 87 000 - 29,9
17 o 87 000 ' 29,9
18 85 000 29,2
19 87 000 29,9

20 87 000 29,9
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'b) IRC-preparat fremstilt
i henhold til foreliggende oppfinnelse

Forsg¢k nr. . Aktivitet Aktivitet
Enheter/g $ -av startaktiviteg
0 307 000 100,0 ‘
1 305 000 99,3 |
2 299 000 ' 97,4 !
3 291 000 94,8
4 298 000 97,1
5 295 000 96,1
6 288 000 ‘ 93,8
7 309 000 100,7
8 293 000 95,4
9 293 000 95,4
10 296 000 96,4
11 285 000 92,8 .
12 294 000 95,8 .
13 280 000 91,2
14 292 000 95,1
15 271 000 88,3
16 271 000 88,3
17 266 000 ~ 86,6
18 293 000 95,4
19 289 000 94,1
20 274 000 89,3

Patentkrayvw

Vann-uopplgseliqg penicillinacylasepreparat for anven-

delse ved deacylering av penicilliner til 6-aminopenicillansyre,

bestdende av et penicillinacylase-enzym som er adsorbert pd en
vann-uopplgselig polymerbarer og tverrbundet med glutaraldehyd,
glyoksal eller formaldehyd, karakterisert ved
at polymerbareren er en vann~uopplgselig makroporgs kopolymer av
metakrylsyre og divinylbenzen, idet kopolymeren er til stede i
form av findelte partikler eller smd kuler med partikkelstgrrel-
se i omradet 2,0-0,01 mm.



	Page 1 - BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - CLAIMS

