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Beschreibung

Cephalosporin C (3-Acetoxymethyl-7B-(D-5-amino-5-carboxypentanamido)-ceph-3-em-4-carbonséure) kann mit
permeabilisierten Zellen der Hefe Trigonopsis variabilis zu a-Ketoadipinyl-7-aminocephalosporanséure oxidiert werden
und anschlieBend mit Wasserstoffperoxid zu Glutaryl-7-aminocephalosporanséure oxidativ decarboxyliert werden (DOS
2 219 454). Unter den dort beschriebenen Bedingungen werden Reaktionszeiten von 0,5 bis 3 Stunden benétigt und
eine Ausbeute von 60 bis 73 % erreicht.

D-Aminosdure-Oxidase E.C. 1.4.3.3 (im folgenden DAO genannt) katalysiert die oxidative Desaminierung von
D-Aminosauren zu den entsprechenden a-Ketosduren, Ammoniak und Wasserstoffperoxid.

Neben der kommerziell erhaltlichen DAO aus Schweinenieren wird das Enzym von Bakterien, Hefen und Pilzen
synthetisiert. Unter diesen zeichnet sich Trigonopsis variabilis als guter DAO-Produzent aus. Neben der Verwendung
dieses Enzyms zur Racemat-Trennung von D,L-Aminos&uren und dem quantitativen Nachwaeis von D-Aminosauren in
verschiedenen Lésungen ist die Fahigkeit zur oxidativen Desaminierung von Cephalosporin C besonders hervorzuhe-
ben.

Nach der belgischen Patentschrift 738 934 wird DAO aus Pilzen gewonnen und muf3 zur erwihnten Oxidation von
Cephalosporin C durch Lyse freigesetzt werden.

In der deutschen Offenlegungsschrift 22 19 454 (US-Patentschrift 3801 458) wird die Herstellung von Cephalosporin
C-Derivaten mit Hilfe von aktivierten Zellen von Trigonopsis variabilis CBS 4095 beschrieben. *Aktiviert” bedeutet hier,
dan die Hefezelien einem physikalischen und/oder chemischen Verfahren unterzogen wurden, so daB die in den Zeilen
enthaltene DAO zur Katalyse der Oxidation von Cephalosporin C (CPC) zugéanglich wird, jedoch nicht substantiell frei-
gesetzt wird. '

Aufgabe der vorliegenden Edindung war es ein Verfahren zur weitgehend vollsténdigen Umsetzung von Cepha-
losporin-Derivaten zu den entsprechenden Glutaryl-7-aminocephalosporansaure-Derivaten zu finden, bei dem der be-
kannte Zerfall von Cephalosporin in warigen Ldsungen weitgehend verhindert, die Stabilitat des verwendeten DAO-hal-
tigen Katalysators verbessert und eine hohe Ausbeute an Glutaryl-7-Aminoccephalosporanséure (G-7-ACS) erreicht
wird. ' '

Es wurde nun ein Verfahren gefunden, mit dem Cephalosporin-Derivate zu Glutaryl-7-aminocephalosporanséure-
derivaten umgesetzt werden kdnnen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB die Reaktion durch DAO-haltigen Katalysator
kontinuierlich durchgefithst wird und gegebenenfalls anschlieBend Wasserstoffperoxid zugegeben wird.

Uberraschenderweise konnte durch die kontinuierliche Verfahrensweise eine wesentliche Verbesserung der Kata-
lysatorausnutzung im Vergleich zum "Satz"-Verfahren erreicht werden. Ferner erhéhte sich die Standzeit des DAO-hal-
tigen Katalysators bei der kontinuierfichen Zugabe der Substrate deutlich im Vergleich zum Satz-Verfahren. Auch die
Verweilzeit von CPC in den ReaktionsgefaBen konnte verringert werden.

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Umsetzung von Cephalosporin-Derivaten zu den entsprechenden
Glutaryl-7-Aminocephalosporansiurederivaten, das dadurch gekennzeichnet ist, daB die Reaktion kontinuierlich in Ge-
genwart von DAO-haltigem Katalysator durchgefithrt wird und gegebenentfalls anschlieBend Wasserstoffperoxid zuge-
geben wird.

In den erfindungsgeméBen Verfahren kénnen alle Cephalosporin-Derivate eingesetzt werden, solange sie sine
D-5-amino-5-carboxypentanamido-Gruppe an Position 7 des Cephalosporinringes besitzen. Bevorzugt werden Cepha-
losporinderivate der Formel Il ' '

CooH S
H,N-CH- (CH,) 3corm—-—{ (11)
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in welcher

X fdr eine Acetatgruppe,
den Rest eines Nukleophils,
einen Heterozykius,
eine Hydroxygruppe oder
Wasserstoff steht,
sowie Salze der Cephalosporinderivate der Formel Il zu den Verbindungen der Formel |,
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R- (CH, ) 3CONH—"]
N Z S CHoX (1)

in welcher

X die obengenannte Bedeutung hat,
R fiir eine Carboxygruppe oder
eine Ketocarboxygruppe steht,
sowie Salze der Cephalosporinderivate der Formel |, umgesetzt.

Die Verbindungen der Formel Il kénnen sowoh! in verhéltnismaBig unreinem Zustand, als auch in vorgereinigter
Form, eingesetzt werden.

Unter dem Begriff Nucleophil sind beispielsweise Verbindungen wie Pyridin oder tertiare Amine gemeint. Mit dem
Begriff Heterozyklus sind Verbindungen wie z.B. Thiazolylderivate, Pyrimidine, 5,6-Dihydrocylopentanb]pyridin, Thienyl,
Pyridyl, Pyridazinyl, Thiazolinyl, Pyrazinyl, indolinyl oder Indasolyl gemeint. Salze der Verbindungen der Formel | oder
1l sind z.B. Zink, Ammoniumsalze oder Salze der Alkali- oder Erdalkalimetalle, wie Natrium, Kalium, Calcium oder Ma-
gnesium. Unter dem Begriff "DAQ-haltiger Katalysator® werden immobilisierte D-Aminoséure-Oxidasen, rohes Enzym,
permeabilisierte oder aktivierte DAO-haltige Zellen, grob aufgeschlossen, DAO-haltige Zellen oder isolierte, gereinigte
DAO verstanden. Die Aktivierung oder Permeabilisierung erfoigt wie in US 3,801,458 beschrieben oder nach bekannten
physikalischen oder chemischen Methoden. '

D-Aminosaure-Oxidase (DAO) kann aus zahlreichen Organismen gewonnen werden, beispielsweise aus Mikroor-
ganismen, Pflanzen, Pilzen oder tierischen Organen, wie Schweineniere. In dem erfindungsgemaBen Verfahren hat
sich die DAO aus Trigonopsis als besonders geeignet herausgestelit. Insbesondere DAO aus Trigonopsis variabilis CBS
4095 kann im Verfahren eingesetzt werden. _

Die Herstellung der DAQ aus Trigonopsis variabilis erfolgt durch Fermentation wie z.B. in der US Patentschrift
3,801,458 beschrieben. Die Anzucht der Zellen erfolgt in einem komplexen Ndhrmedium, das Glucose, Hefeextrakt,
Kaliumphosphat, @ibliche Salze und Spurenelemente enthalt, sowie Methionin oder Alanin als Stickstofiquelle.

Die DAO kann als gereinigtes Enzym, isolierter Rohextrakt, Zellexirakt, in Form von grob aufgeschlossenen Zellen
oder mit anderen Enzymen zusammen immobilisiert werden. Die Trigonopsis variabilis Zeilen kénnen beispielsweise
nach der Kultivierung durch chemische oder physikalische Methoden aufgebrochen werden {U.S. Patent 3,801,458)
und dann nach bekannten Verfahren immobilisiert werden. Beispielsweise kann eine Immobilisierung durch Einschiu3
in Polysaccharide wie z.B. Alginat, Agar, Chitosan oder Carrageenan erfolgen oder durch EinschiuB in Polymere wie
Acryl-Polymer z.B. Polyacrylamide oder vernetzte Polyamine. Das vemetzte Polyamin ist vorzugsweise ein mit einem
Di- oder Polyaldehyd wie Glutaraldehyd vemetztes inertes Protein wie z.B. Albumin oder Gelatine. Es kénnen ebenso
Polysaccharide wie Chitin oder Chitosan, die mit sinem Di- oder Polyaldehyd bzw. Polyphosphat vernetzt sind, eingesetzt
werden.

Fir die Immobilisierung von gereinigten, teilweise gereinigten oder rohen Zellextrakten, die DAO enthalten kommen
2.B. trigergebundene Immobilisierungsverfahren in Frage. Beispieisweise kann die DAO durch eine covalente Bindung
iiber einen zur Katalyse nicht essentiellen Lysinrest an den polymeren Trager gekuppselt werden. Eine weitere Méglich-
keit ist, die Adsorption der DAO an einen Tréger sowie die anschlieBends Quervemetzung mit z.B. Glutardialdehyd.

Als Enzymtrager kommen polymere, pordse Trager wie Cellulosen, z.B. DEAE- oder CM-Cellulosen, Sepharosen,
wie z.B. BrCN- oder Divinylsulfonaktivierte Sepharosen, modifizierte Polyacrylamidgele mit Amino- oder Hydroxylgrup-
pen oder verschiedene organische Copolymerisate aus Acrylamid, Methacrylaten oder Methacrylamid und Maleinsau-
reanhydrid in Frage. Ferner kénnen als Enzymtréiger auch Copolymere aus Glycidylmethacrylat, Allylglycidylether, Me-
thylenbismethylacrylamid und Methacrylamid, wie z.B. ®Eupergit, eingesetzt werden.

Bevorzugte Enzymtréger sind vemetzte Polymere auf Basis von Polyvinylester und Polyvinylalkoholen nach der
DOS 33 44 912. Die Verankerungsreaktion zwischen DAO und Enzymtrager erfolgt in bekannter Weise, wie etwa in DE
2 215 687 beschrisben. Zumeist erfolgt die Umsetzung bei Raumtemperatur bzw. bei +40°C oder darunter liegenden
Temperaturen, insbesondere bei Temperaturen unterhalb von +10°C, vorzugsweise bei 0 bis +5°C.

Die Verankerungsreaktion erfolgt vorzugsweise in der Umgebung eines neutralen pH-Wertes, beispielsweise bei
pH-Werten von 5 bis 9. In der Regel ist es auch nicht erforderlich, starker saure oder alkalische Bedingungen sinzuhalten,
da die makropordsen Perlpolymerisate auch bereits im Neutralbersich mit der DAO schnell reagieren. Die dabei ent-
stehende Bindung bietet genligend Stabilitat fir lange Lagerungen und hohe Operationsstabilitt.
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Beim erfindungsgeméBen Verfahren geht man am besten so vor, da3 man den DAC-haltigen Katalysator in ein,
zwei oder mehrere ReaktionsgefaBe fiillt, die miteinander verbunden sind und kontinuierlich die Substrate durch das
oder die ReaktionsgefaBe leitet. Bsispielsweise wird die Reaktionsidsung dber eine Rlhrkesselkaskade geleitet. Die
GeféaBe bestehen aus einem inerten Material das mit den Substraten und Produkten nicht reagiert. Die Gefa3e sind
z.B. Ruhrkessel, Blasenséulen oder Schlaufenreakioren und kénnen mit einem Kihl/Heizmantel umgeben sein. Die
GefaBe besitzen Ein- und AuslaBéffnungen flir den Substrat- und Produktstrom und sind so angeordnet, daB es im
ReaktionsgefaB zu einer guten Durchmischung kommen kann. Die GeféiBe kénnen iiber eine zusatzliche Offnung mit
Sauerstoff oder einer sauserstoffhaltigen Gasmischung, z.B. Luft, O, angereicherter Luft oder Stickstoff/Sauerstoff-Mi-
schungen versorgt werden. Gegebenenfalls kann die Reaktionsldsung mit Hilfe sines Rihrers gemischt werden. Die
Reaktionsgefae werden mit einer entsprechenden Riickhalteeinrichtung wie z.B. Fritte, Membran oder Filtersieb ver-
sehen, dessen Durchidssigkeit so gewahit wird, daB ein AbfiieBen des DAGC-haltigen Katalysators weitgehend verhindert
wird. Die ReaktionsgeféBe sind auch mit entsprechenden Offnungen versehen, so daB eine Entsorgung des nicht ver-

- brauchten Gases maglich ist. Die Reaktionsgefafe besitzen ferner MeBstellen zur Verfolgung des Reaktionsverlaufes,

z.B. Messung des pH-Wertes oder des Sauerstoffpartialdruckes.

Die Substratlésung wird in das erste Reaktionsgefa3 gepumpt. Hier erfolgt die von der DAO katalysierte Reaktion
von Ceaphalosporinderivaten mit Sauerstoff zum entsprechenden a-Ketoadipinyl-7-amino-cephalosporansaurederivat,
Ammoniak und Wasserstoffperoxid. Die entstandenen Produkte und noch nicht umgesetzte Cephalosporinderivate kén-
nen in das nachste Reaktionsgefal gepumpt werden. Diese Verfahrensweise wird wiederholt bis die Cephalosporinde-
rivate weitgehend urmngesetzt sind. Femer findet in den ReaktionsgefidBen mit dem entstandenen Wassaerstoffperoxid
und a-Ketoadipinyl-7-aminocephalosporansiurederivat (KA-7-ACS) eine oxidative Decarboxylierung zu Glutaryl-7-ami-
nocephalosporanséure statt. Falls es nicht zu einer vollsténdigen Umsstzung von KA-7-ACS kommt kann in einem
nachgeschalteten Reaktionsgefd Wasserstoffperoxid kontrolfiert zudosiert werden, so daB die Reaktion weitgehend
vollsténdig zu G-7-ACS ablauft. Durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid wird das Redoxpotential im Reaktionsgefa
veréndert. Im kontinuierlichen Betrieb kann @iber eine Radoxelektrode der zur volistiandigen Umsetzung erforderliche
Wasserstoffperoxidgehalt gemessen und dber eine entsprechende Kontrolleinrichtung durch Nachdosieren von Was-
serstoffperoxid konstant gehalten werden. Durch diese Verfahrensweise wird eine Uberdosierung vermieden, die sonst
zu Nebenreaktionen, wie z.B. Oxidation von Schwefel, fiihren kann. -

Die Zugabe der Cephalosporinderivate zum Reaktionsansatz kann in fester Form oder als Lésung in Wasser mit
gegebenentalls zusatzlichen Pufferkomponenten erfolgen. Die Konzentration der Cephalosporinderivate kann in weiten
Grenzen schwanken, beispielsweise zwischen 0,001 und 1 M, bevorzugt zwischen 0,01 und 0,1 M.

Die eingefiihrte Sauerstoffmenge kann zwischen 1 und 500 1 O, pro Stunde und | Reaktionslésungsvolumen, be-
vorzugt 10 bis 1001 O, pro Stunde und | Reaktionsldésungsvolumen. betragen. Die eingesetzte DAO Konzentration liegt
zwischen 10 und 5000 Units (U) pro Liter ReaktionsgefaBvolumen. Der DAO-haltige Katalysator wird zwischen 0,1 und
95 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 50 %, insbesondere 1 bis 20 %, eingesetzt.

Es wird vorteilhaft bei einem pH-Wert zwischen 5 und 9, bevorzugt zwischen 6,0 und 8,5, gearbeitet. Es ist auBerdem
zweckméBig die Reaktion in einem Temperaturbereich von 4 bis 65°C, insbesondere 10 bis 50°C, durchzufiihren. Die
giinstigste Vorgehenswaeise hangt von dem jeweiligen verwendeten DAQ-haltigen Katalysator ab und kann in einfachen
Vorversuchen leicht festgelegt werden. :

Die Verweilzeit der Reaktionsidsung in einem GefiB kann zwischen 5 min und 800 min, bevorzugt 20 bis 120 min,
liegen. Das Verfahren kann unter sterilen oder nicht sterilen Bedingungen durchgefithrt werden.

Die Reaktionsprodukte kénnen nach Reinigung oder auch im ungereinigten Zustand durch bekannte chemische
oder enzymatische Umsetzung in 7-Aminocephalosporanséure (7-ACS) iberfilihrit werden. 7-ACS ist Ausgangssubstrat
fiir eine Vielzahl von semisynthetischen Antibiotika.

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Beispielen naher eriéutert. Prozentangaben beziehen sich auf das
Gewicht,

Beispiel 1

Als Vorkuftur wird Trigonopsis variabilis CBS 4095 in folgender Nahrlésung kultiviert:

Glucose 20 g/l (separat autoklaviert)
D,L-Msthionin 4 g/l (separat autoklaviert)
KH,PO, 291

KoHPO, 02g

Fortsetzung der Tablelle auf der nachsten Seite
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(fortgesetzt)
MQSO4 X 7H20 0,5 gﬂ
CaCl, x 6H,0 0,1 g/
NaCl 0,19
Spurenelementiésung 10 mi
Vitaminlésung 1 ml (nach autoklavieren zugeben)
pH 6,0
Vitaminiésung:
Biotin 20 mg/l
Thiamin - -100 mg/l
in ethanol (50 %ig) geldst
Spurenslementidsung:

Als 1%iges Inokulum dient eine NaCl-Abschwemmung vom Schrégréhrchen mit einer ODgzg,, = 18. Die Vorkul-
turdauer betrégt 24 Stunden bei 30°C und 190 Upm.

Borsaure s5g1 .
Mn0|2 X4 H20 2 g/l
CuCl, x 3H,0 2g/
ZnS0O, x THO 191
FeCly x 6H,0 3,449/
in Aqua bidest. geldst

Die Fermentation wird unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

Nahriésung:

Die N&hriésung entspricht dem der Vorkultur, jedoch auf folgenden Mengen aufgestockt:

Fermentationsbedingungen:

Zur DAO-Bestimmung werden 0,4 g Zellen eingefroren, gefolgt von Auftauen bei saurem pH, z.B. etwa pH 3-4; das
Frieren kann bei einer Temperatur unter -10°C, z.B. etwa -20°C durchgefiihit werden. Es sollte genligend lange gefroren
werden, um die Freissetzung der DAO aus den Zellen hervorzurufen, z.B. zumindest 1 Stunde bei -20°C.,

Glucose 3091

D,L-Methionin &N

®Desmophen 0,1 % (bei Bedarf)
Inokulum 25-5%
Temperatur 28°C
Fermentationszeit 50-60h

Die Aktivitat wird mit folgendem Testansatz photometrisch bestimmt;

Lésungen:
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1) Puffer 100 mM KPP; pH 7,3; luftgeséttigt
2) o-Phenylendiamin | 0.02 % in H,O
3) Peroxidase 1 mg/m! in Puffer
4) Enzym Optimal: 0,5 - 1,0 Units/ml
5) Substrat 150 mM Na - CPC (100 %) in Puffer
Testdurchfiihrung:
A= 405 nm (Maximum)
g= 4020 I/mol*cm
v= 30°C
Volumen: Endkonzentration:
1)2.00 ml 83 mM
2)0.50 m! 0.0034 %
8)0.10 ml 0.034 mg/mi
4) 0.05 ml
2 min warten
5)0.30 ml 15.25 mM
295 m|
Berechnung:

Units _ AE * Verdiinnung * Gesamtvolumen
ml ~  min*¢*d* Probenvolumen
Unter den ocbengenannten Bedingungen wird eine Enzymaktivitat im Fermenter von 200 U/l erreicht.

Beispiel 2

Zur Durchfithrung einer heterogen-vernetzenden Perlcopolymerisation wurde eine Lésung von 80 g Vinylacetat, 20
g Divinylethylenharnstoff, 1 g Azoisobutyronitril und 200 g n-Heptanol in der Lésung von 0,175 g NaHoPOy,, 3 gNa,HPO,
und 5 g Polyvinylpyrrolidon in 500 ml Wasser dispergiert und polymerisiert. Nach vier Stunden wurde das Verdiinnungs-
mittel durch Wasserdampfdestillation entfernt und das Produkt iscliert. Die Ausbeute betrug 77,7 g an véllig rundem
klarem Perlpolymerisat. Der mittlere Partikeldurchmesser lag bei etwa 30 um (Rithrgeschwindigkeit von 460 upm).

Das Produkt hatte ein Schittvolumen von 1,55 ml/g. Das verseifte Produkt hatte ein Schittelvolumen von 1,54 ml/g,
os quoll in Wasser auf 5 ml/g. :

20 g des hydrolysierten Perlcopolymerisates lie3 man in 200 mi Epichlorhydrin 24 Stunden bei Raumtemperatur
qusllen. AnschlieBend wurde unter langsamen Rihren die Temperatur auf 113bis 115°C erhéht und 4 Stunden gehalten.

Nach Abkiihlen wurde iiber eine Nutsche filtriert und das Copolymerisat mehrmals jeweils 1 Stunde in Aceton aus-
gerihrt. Das acetonfeuchte Copolymerisat wurde bis zur Gewichtskonstanz im Vakuumschrank bei 50°C getrocknet.
Das Epoxiddquivalent betrug 244 (gemessen nach Axen: Acta Chem. Scand. B 29 (1975) Nr. 4).

Beispiel 3

Zu 100 mg eines nach Beispiel 2 hergestellten Tragers wurden 500 pl einer DAO-haltigen Lésung (20 U/ml) zuge-
setzt. Zur Einstellung der Enzymidsung auf pH 7,8 wurde 1-molarer Kaliumphosphatpuffer zugegeben. Die Dauer der
Fixierung des Enzyms an den Trager betrug 72 Stunden bei 25°C. AnschlieBend wurde die nicht kovalent an den Trager
gebundene DAC iiber eine Glasfritte abgesaugt und der Rilckstand mehrmals mit 1-molarer Natriumchloridiésung, dann
mit Pufferlésung ausgewaschen. Die Ausbeute an nutschenfeuchtem Material lag bei 324 mg. Die Aktivitat wurde wie
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in Beispiel 1 angegeben gemessen und ergab sinen Wert von 18 U/g im Feuchtzustand.
Beispisl 4

Die Zellen von Trigonopsis variabilis GBS 4095 werden nach den in Beispiél 1 angegebenen Bedingungen geziichtet
und durch Einfrieren und Auftauen permsabilisiert. AnschlieBend wird 1 g Zellfeuchtmasse mit 10 mi einer 1%igen
waBrigen Chitosanlésung vermischt und immohbilisiert, indem die Mischung tropfenweise in sine 2%ige waBrige Natri-
umtripolyphosphatiésung (pH 8,0; 25°C) gegeben wird. Man erhalt eine DAO-Aktivitdt von 2,5 U/g Katalysator-Feucht-
masse.

Beispiel 5
A Enzymatische Umsetzung in sinem Reaktionsgefas DAO wird wie in Beispiel 3 beschrieben immobilisiert und in

sinemn 1,5 | GlasglifaB mit Rilhrer und Doppelmantal mit Cephalosporin C inkubiert. Es wurden folgende Reaktionspa-
rameter eingehalten: : .

Arbeitsvolumen 11

Temperatur 25°C

DAO-Konzentration 4 % Immobilisat (Beispiel 3)
720 U/l

Sauerstoft 50 Vh

pH-Wert 7.0

Cephalosporin C 30 mM

Rihrerdrehzahl 300 Upm

Reaktionszeit 110 min

Nach 110 min waren 85 % des singesetzten Cephalosporin C umgesetzt worden.
Die Reaktionsldsung wurde von der immobilisierten DAQ abgetrennt und das Enzym wurde mit frischer Substrat-
I6sung versehen. Nach 32 Stunden war der Umsatz auf weniger als 50 % gefallen.

B Enzymatische Umsetzung in zwei hintereinander geschalteten ReaktionsgefaBen
DAO wird wie in Beispiel 3 beschrieben immobilisiert und in zwei 1 [ GlasgefdBen mit Doppelmantel und Rihrer

gefiilt. Die Cephalosporin-Losung wurds kontinuierlich in das erste Reaktionsgefa3 gepumpt und von dort ins zweite
ReaktionsgeféaB geleitet. Es wurden folgende Reaktionsparameter eingehalten:

Arbeitsvoiumen/Gefi 0,51
Temperatur 25°C
DAO-Konzentration 4 % immobilisat (Beispiel 3)
720 UA
Sauerstoff 30 h
pH-Wert 7.0
Cephalosporin C 30 mM
Rihrerdrehzahl 300 Upm
Verweilzeit/GefaB 50 min
Gesamt-Verweilzeit 100 min

Nach 100 min waren 85 % des eingesetzten Cephalosporin C umgesstzt worden. Ein Austausch des Katalysators
war erst nach 48 Stunden nétig, weil dann weniger als 85 % des eingesetzten Cephalosporins umgesetzt wurden.
Tabelle 1 zeigt den Vergleich von Verfahren A zu dem erfindungsgeméfen Verfahren B.
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Tabelle 1

Verfahren A | erfindungsgeméBes Verfahren B

Ausbeute
Katalysatorausnutzung
Reaktionszeit
-—1{--Raum-Zeit-Ausbeute

1,0
1.0
1.0
1,0

1,0
1,5
0,9
1.1

Patentanspriiche

1.

Verfahren zur Umsetzung von Cephalosporin-Derivaten mit einer D-5-amino-5-carboxypentanamidogruppe an
Position 7 des Cephalosporinringes zu den entsprechenden Glutaryl-7-aminocephalosporansdurederivaten,
dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktion kontinuierlich in Gegenwart von D-Aminoséure-Oxidase (E.C.1.4.3.3.)
-haltigem Katalysator durchgefiihrt wird und gegebenenfalls anschlieBend Wasserstoffperoxid zugegeben wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf die Reaktionslésung liber sine Rihrkesselkaskade gelsi-

tet wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB D-Aminosaure-Oxidase aus Pilzen verwendet

wird,

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB3 Cephalosporinderivate

der Formel i

COOH
qu-cn-(cnz)3conn-——-

X fur eine Acetatgruppe,
der Rest sines Nukleophils,
. einen Heterozykius,
eine Hydroxygruppe oder
Wasserstoff steht, sowie Salze der
Cephalosporinderivate der Formel 1,

zu den Verbindungen der Formel |

R- (CH,) 3CONH

—
‘ I

I}"’N

] (11)
CH,X

COOH

NF ™ CH, X (1)

COOH

in welcher X die obengenannte Bedeutung hat,

R fiir eine Carboxygruppe oder

Ketocarboxygruppe steht, sowie Saize der Cephalosporinderivate der Formel I,

umgesetzt wird.
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Tabelle 1

Verfahren A

erfindungsgeméBes Verfahren B

Ausbeute
Katalysatorausnutzung
Reaktionszeit
Raum-Zeit-Ausbeute

1,0
1,0
1.0
1,0

1,0
1,5
09
1,1

Patentanspriiche

1.

Verfahren zur Umsetzung von Cephalosporin-Derivaten mit einer D-5-amino-5-carboxypentanamidogruppe an
Position 7 des Cephalosporinringes zu dén entsprechenden Glutaryl-7-aminocephalosporansiurederivaten,
dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktion kontinuierich in Gegenwart von D-Aminoséure-Oxidase (E.C.1.4.3.3.)
-haltigem Katalysator durchgefihrt wird und gegebenenfalls anschlieBend Wasserstoffperoxid zugegeben wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktionsldsung dber sine Rilhrkesselkaskade gelei-

tet wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da D-Aminoséure-Oxidase aus Pilzen verwendet

wird,

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daBB Cephalosporinderivate

der Formel I}

COCH

{
H,oN-CH- (CH;) ;CONH

X fiir eine Acetatgruppe,
der Rest eines Nukleophils,
einen Heterozyklus,
eine Hydroxygruppe oder

Wasserstoff steht, sowie Salze der
Cephalosporinderivate der Formel I,

2u den Verbindungen der Formel |

S
I

COCH

"S

R- (CH, ) 3CONH

o]

|
//_—'N

COCH

in welcher X die cbengenannte Bedeutung hat,

R fiir sine Carboxygruppe oder

CH,X (1)

Ketocarboxygruppe steht, sowie Salze der Cephalosporinderivate der Formel |,

umgesetzt wird.
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6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzelchnet daB die D-Aminoséure-Oxid-
ase mit Polysacchariden immobilisiert wird.

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB Alginat, Carrageenan oder Chitosan verwendet wird.

7. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daf3 ein Enzymtréger aus
einem Copolymerisat aus Polyvinylester und Polyvinylalkchol oder aus Glycidylmethacrylat, Allylglycidylether,
Methacrylamid und Methylenbismethacrylamid verwendet wird.

8. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB aktivierte oder permea-
bilisierte D-Aminoséure-Oxidase enthaltene Zellen eingesetzt werden.

9. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspriiche 1 bis B, dadurch gekennzeichnet, daB die Wasserstoffper-
oxidzugabe kontinuierlich erfolgt.

Claims

1. A process for converting cephalosporin derivatives having a D-5-amino-5-carboxypentanamido group oh position
7 of the cephalosporin ring into the corresponding glutaryl-7-aminocephalosporanic acid derivatives, which com-
prises carrying out the reaction continuously in the presence of D-amino-acid oxidase (E.C.1.4.3.3.)-containing
catalyst and, where appropriate, subsequently adding hydrogen peroxide.

2. The process as claimed in claim 1, wherein the reaction solution is passed through a cascade of stirred vessels.

3. The process as claimed in claim 1 or 2, wherein D-amino-acid oxidase from fungi is used.

4. The process as claimed in one or more of claims 1 to 3, wherein cephalosporin derivatives of the formula II
COOH

HpN- c.- (CHa) scors——T—1{" |
CH,X (x1)

COOH

in which X is an acetate group,

the radical of a nucleophile,

a heterocycle,

a hydroxyl group or

hydrogen, and salts of the cephalosporin derivatives of the formula ll, are converted into the compounds of the
formula |

R- (CH) geomE—T— -
/}r—N ~CH X (1)

COOH

in which X has the abovementioned meaning, R is a carboxyl group or a keto carboxy! group, and salts of the
cephalosporin derivatives of the formula l.

6. The process as claimed in one or more of claims 1 to 4, wherein the D-amino-acid oxidase is immobilized with
polysaccharides.

6. The process as claimed in 'claim 5, wherein alginate, carrageenan or chitosan is used.
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7. The process as claimed in one or more of claims 1 to 6, wherein an enzyme carrier composed of a copolymer of
polyviny! ester and polyvinyl alcohol or of glycidyl methacrylate, allyl glycidyl ether, methacrylamide and methyl-
enebismethacrylamide is used.

8. The process as claimed in orie or more of claims 1 to 7, wherein activated or permeabilized cells containing
D-amino-acid oxidase are employed.

8. The process as claimed in one or moré of claims 1 to 8, wherein the hydrogen peroxide is added continuously.

Revendications

1. Procédé de conversion de dérivés de type céphalosporine avec un groupe D-5-amino-5-carboxypentanamido en
position 7 du noyau céphalosperine en dérivés correspondants de type glutarylamino-7-céphalosporine, caractérisé
en ce que la réaction & réaliser en continu en présence d'un catalyseur contenant de la D-aminoacide-oxydase
(E.C.1.4.3.3.) et que I'on ajoute ensuite dventuellement du péroxyde d'hydrogéne.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce gue le milieu réactionnel est amené sur la cascade d'un récipient
d'agitation.

3. Procéds selon la revendication 1 ou 2, caractérisé en ce que ['on utilise de fa D-aminoacide-oxydase issue de
champignons.

"4. Procédé selon l'une ou plusiéurs des revendications 1 & 3, caractérisé en ce que les dérivés de céphalosporine de

formule Ii

cooH S
H,N- CH- (cxz)gcomx——]:{ | (11)
| Nwl cH,X
o)
coon

dans laquelie X représente un groupe acétate, le résidu d'un nuciéophile, un hétérocycle, un groupe hydroxy ou
I'hydrogéne, ainsi que des sels des dérivés de céphalosporine de formule I, sont convertis en composés de formule |

s
R- (CHp) ;cONB—T~{"
: =
Q -
CO0H

dans laquelle X a les significations mentionnées ci-dessus, et R représente un groupe carboxy ou cétocarboxy ainsi
que des sels des dérivés de céphalosporine de formule I. '

(1)

5. Procédé selon I'une ou plusieurs des revendications 1 & 4, caractérisé en ¢e que la D-aminoacide-oxydase est
immobilisée sur des polysaccharides.

6. Procéds selon la revendication 5, caractérisé en ce que I'on utilise un alginate, un carraghénane ou un chitosane.

7. Procédé selon l'une ou plusieurs des revendications 1 & 6, caractérisé en ce que Y'on utilise un support pour enzyme
obtenu & partir d'un copolymeére de poly(ester vinylique) et de poly(alcool vinylique) ou obtenu & partir de métha-
crylate de glycidyle, d'éther d'allyle et de glycidyle, de méthacrylamide et de méthylénebisméthacrylamide.

8. Procédé selon 'une ou plusieurs des revendications 1 & 7, caractérisé en ce que l'on utilise des cellules activées
ou perméabilisées contenant de la D-aminoacide-oxydase.
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9. Procédé selon l'une ou plusieurs des revendications 1 & 8, caractérisé en ce que I'on procéde de fagon continue a

{'addition de peroxyde d'hydrogéne.
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