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Beschrelbung 

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

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

Neben der kommerziell erhaltlichen DAO aus Schweinenieren wird das Enzyrn von Bakterien, Hafen 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-Aminosauren und dam quantitativen Nachweis von D-Aminosauren in 
verschiedenen Losungen ist die Fahigkeit zur oxidativen Desaminierung von Cephalosporin C besonders hervorzuhe­
ben. 

Nach der belgischen Patentschrift 736 934 wird DAO aus Pilzen gewonnen und muB zur erwiihnten Oxidation von 
Cephalosporin C durch Lyse freigesetzt werden. 

In derdeutschen Offenlegungsschrift 2219 454 (US-Patentschrift 3801 458) wird die Herstellungvon Cephalosporin 
C-Derivaten mit Hilfe von aktivierten Zellen von Trigonopsis variabilis CBS 4095 beschrieben. "Aktiviert" bedeutet hier, 
daB die Hefezellen einem physikalischen undloder chemischen Verfahren unterzogen wurden, so daB die in den Zellen 
enthaltene DAO zur Katalyse der Oxidation van Cephalosporin C (CPC) zuganglich wird, jedoch nicht substantiell frei­
gesetzt wird. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es ein Verfahren zur weitgehend vollstandigen Umsetzung von Cepha­
losporin-Derivaten zu den entsprechenden Glutaryl-7-aminocephalosporansaure-Derivaten zu finden, bei dam der be­
kannte Zerfallvon Cephalosporin in waBrigen L0sungen weitgehend verhindert, die Stabilitat des verwendeten DAO-hal­
tigen Katalysators verbessert und eine hohe Ausbeute an Glutaryl-7-Aminocephalosporansaure (G-7-ACS) erreicht 
wird. 

Es wurde nun ein Verfahren gefunden, mit dam Cephalosporin-Derivate zu Glutaryl-7-aminocephalosporansaure­
derivaten umgesetzt warden konnen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB die Reaktion durch DAO-haltigen Katalysator 
kontinuierlich durchgefOhrt wird und gegebenenfalls anschlieBend Wasserstoffperoxid zugegeben wird. 

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

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

In den erfindungsgemaBen Verfahren !<Onnen alle Cephalosporin-Oerivate eingesetzt werden, solange sie eine 
D-5-amino-5-carboxypentanamido-Gruppe an Position 7 des Cephalosporinringes besitzen. Bevorzugt warden Cepha­
losporinderivate der Formal 11, 

COCH S 

H2N-bH-ccH2)3CONH----r-l? 
h-N .... ..& CH2x 

. 0 
COOH 

inwelcher 

(II) 

50 X fiir eine Acetatgruppe, 
den Rest eines Nukleophils, 
einen Heterozyklus, 
eine Hydroxygruppe oder 
Wasserstoff steht, 

55 sowie Salze der Cephalosporinderivate der Formal II zu den Verbindungen der Formel I, 
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R- (CH2}3CONH-n?·· Jr-N"' ~ CH2X 
0 

in welcher 

X die obengenannte Bedeutung hat, 
R fur eine Carboxygruppe oder 

eine Ketocarboxygruppe steht, 

COOH 

sowie Salze der Cephalosporinderivate der Formal I, umgesetzt. 

(I) 

Die Verbindungen der Formal II koonen sowohl in verhB.ltnismaBig unreinam Zustand, als auch in vorgereinigter 
Form, eingesetzt warden. 

Unter dam BegrHf Nucleophil sind beispielsweise Varbindungen wie Pyridin oder tertiare Amine gemeint. Mit dem 
BegrHf Heterozyklussind Verbindungen wiez.B. Thiazolylderivate, Pyrimidine, 5,6-Dihydrocylopentan[b]pyridin, Thienyl, 

20 Pyridyl, Pyridazinyl, Thiazolinyl, Pyrazinyl, lndolinyl oder lndasolyl gemeint. Salze der Verbindungen der Formal I oder 
II sind z.B. Zink, Ammoniumsalze oder Salze der Alkali- oder Erdalkalimetalle, wie Natrium, Kalium, Calcium oder Ma­

V gnesium. Unter dem Begriff "DAO-haltiger Katalysator• werden immobilisierte D-Aminosaure-Oxidasen, rohes Enzym, 
permeabilisierte oder aktivierte DAO-haltige Zellan, grob aufgeschlossen, DAO-haltige Zellen oder isolierte, gereinigte 
DAO verstanden. Die Aktivierung oder Permeabilisierung erfolgt wie in US 3,801,458 beschrieben oder nach bekannten 

25 physikalischen oder chemischen Methoden. 
D-Aminosaure-Oxidase (DAO) kann aus zahlreichen Organismen gewonnen warden, beispielsweise aus Mikroor­

ganismen, Pflanzen, Pilzen oder tierischen Organen, wie Schweineniere. In dem erfindungsgemaBen Verfahren hat 
sich die DAO aus Trigonopsis als besonders geeignet herausgestellt. lnsbesondere DAO aus Trigonopsis variabilis CBS 
4095 kann im Verfahren eingesetzt warden. 

30 Die Herstellung der DAO 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 Nahrmedium, das Glucose, Hefeextrakt, 
Kaliumphosphat, Obliche Salze und Spurenelemente enthalt, sowie Methionin oder Alanin als Stickstoffquelle. 

Die DAO kann als gereinigtes Enzym, isolierter Rohextrakt, Zellextrakt, in Form von grob aufgeschlossenen Zellen 
oder mit anderen Enzymen zusammen immobilisiert warden. Die Trigonopsis variabilis Zellen konnen beispielsweise 

35 nach der Kultivierung durch chemische oder physikalische Methoden aufgebrochen warden (U.S. Patent 3,801,458) 
und dann nach bekannten Verfahren immobilisiert werden. Beispielsweise kann eine lmmobilisierung durch EinschluB 
in Polysaccharide wie z.B. Alginat, Agar, Chitosan oder Carrageenan erfolgen oder durch EinschluB 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 konnen ebenso 

40 Polysaccharide wie Chitin oder Chitosan, die mit einem Di-oder Polyaldehyd bzw. Polyphosphat vemetzt sind, eingesetzt 
G warden. 

FOr die lmmobilisierung von gereinigten, teilweise gereinigten oder rohen Zellextrakten, die DAO enthalten kommen 
z. B. tragergebundene lmmobilisierungsverfahren in Fraga. Beispielsweise kann die DAO durch eine covalente Bindung 
Ober einen zur Katalyse nicht essentiellen Lysinrest an den polymeren Trager gekuppelt warden. Eine weitere Moglich-

45 keit ist, die Adsorption der DAO an einen Trager sowie die anschlieBende Quervemetzung mit z.B. Glutardialdehyd. 
Als Enzymtrager kommen polymere, porose 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 Fraga. Ferner konnen als Enzymtrager auch Copolymere aus Glycidylmethacrylat, Allylglycidylether, Me-

sa thylenbismethylacrylamid und Methacrylamid, wie z.B. ®Eupergit, eingesetzt warden. 
Bevorzugte Enzymtrager 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 beschrieben. 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. 

55 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 oderalkalische Bedingungen einzuhalten, 
da die makroporosen Perlpolymerisate auch bereits im Neutralbereich mit der DAO schnell reagieren. Die dabei ent­
stehende Bindung bietet genOgend Stabilitat fOr lange Lagerungen und hohe Operationsstabilitat. 
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Baim erfindungsgemaBen Verfahren geht man am besten so vor, daB man den DAO-haltigen Katalysator in ein, 
zwei oder mehrere ReaktionsgefaBe fOllt, die miteinander verbunden sind und kontinuierlich die Substrate durch das 
oder die ReaktionsgefaBe leitet. Beispielsweise wird die Reaktionslasung Ober eine ROhrkesselkaskade geleitet. Die 
GefaBe bestehen aus einem inerten Material das mit den Substraten und Produkten nicht reagiert. Die GefaBe sind 
z.B. ROhrkessel, Blasensaulen oder Schlaufenreaktoren und konnen mit einem ·KilhVHeizmantel umgeben sein. Die 
GefaBe besitzen Ein- und AuslaBOffnungen fur den Substrat- und Produktstrom und sind so angeordnet, daB es im 
ReaktionsgefaB zu einer guten Durchmischung kommen kann. Die GefaBe kannen Ober eine zusatzliche 6ffnung mit 
Sauerstoff oder einer sauerstoffhaltigen Gasmischung, z.B. Luft, 0 2 angerelcherter Luft oder Stickstoff/Sauerstoff-Mi­
schungen versorgt warden. Gegebenenfalls kann die Reaktionslosung mit Hilfe eines ROhrers gemischt werden. Die 
ReaktionsgefaBe warden mit einer entsprechenden ROckhalteeinrichtung wie z.B. Fritte, Membran oder Filtersieb ver­
sehen, dessen Durchlassigkeit so gewahlt wird, daB ein AbflieBen des DAO-haltigen Katalysators weitgehendverhindert 
wird. Die Reaktionsgef8Be sind auch mit entsprechenden 6ffnungen versehen, so daB eine Entsorgung des nicht var-

. brauchten Gases maglich ist. Die ReaktionsgefaBe besitzen femer MeBstellen zur Verfolgung des Reaktionsverlaufes, 
z. 8. Messung des pH-Wertes oder des Sauerstoffpartialdruckes. 

Die Substratlesung wird in das erste ReaktionsgefaB gepumpt Hier erfolgt die von der DAO katalysierte Aeaktion 
von Cephalosporinderivaten mit Sauerstoff zum entsprechenden cx-Ketoadipinyl-7-amino-cephalosporansaurederivat, 
Ammoniak und Wasserstoffperoxid. Die entstandenen Produkte und noch nicht umgesetzte Cephalosporinderivate kon­
nen in das nachste ReaktionsgefaB gepumpt warden. Diese Verfahrensweise wird wiederholt bis die Cephalosporinde­
rivate weitgehend umgesetzt sind. Ferner findet in den ReaktionsgeraBen mit dam entstandenen Wasserstoffperoxid 
und a.-Ketoadipiriyl-7-aminocephalosporansaurederivat (KA-7-ACS) eine oxidative Decarboxylierung zu Glutaryl-7-ami­
nocephalosporansaure statt. Falls es nicht zu einer vollstandigen Umsetzung von KA-7-ACS kommt kann in einem 
nachgeschalteten ReaktionsgeraB Wasserstoffperoxid kontrolliert zudosiert warden, so daB die Reaktion weitgehend 
vollstandig zu G-7-ACS ablauft. Durch die Zugabe von Wasserstoffperoxid wird das Redoxpotential im ReaktionsgefaB 
verandert. Im kontinuierlichen Betrieb kann Ober eine Redoxelektrode der zur vollstandigen Umsetzung erforderliche 
Wasserstoffperoxidgehalt gemessen und Ober eine entsprechende Kontrolleinrichtung durch Nachdosleren von Was­
serstoffperoxid konstant gehalten warden. Durch diese Verfahrensweise wird eine Oberdosierung vermieden, die sonst 
zu Nebenreaktionen, wie z.B. Oxidation von Schwefel, fOhren kann. · 

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

Die eingetohrte Sauerstoffmenge kann zwischen 1 und 500 I 0 2 pro Stunde und I Aeaktionsl6sungsvolumei1, be­
vorzugt 10 bis 100 I 0 2 pro Stunde und I Reaktlonslosungsvolumen. betragen. Die eingesetzte DAO Konzentration liegt 
zwischen 10 und 5000 Units (U) pro Liter ReaktionsgeraBvolumen. 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 
zweckm8Big die Aeaktion in einem Temperaturbereich von 4 bis 65°C, insbesondere 10 bis 50°C, durchzufilhren. Die 
gOnstigste Vorgehensweise hangt von dem jeweiligen verwendeten DAO-haltigen Katalysator ab und kann in einfachen 
Vorversuchen leicht festgelegt warden. 

Die Verweilzeit der Reaktionslasung in einem GefaB kann zwischen 5 min und 800 min, bevorzugt 20 bis 120 min, 
liegen. Das Verfahren kann unter sterilen oder nicht sterilen Bedingungen durchgefOhrt warden. 

Die Aeaktionsprodukte konnen nach Reinigung oder auch im ungereinigten Zustand durch bekannte chemische 
oder enzymatische Umsetzung in 7-Aminocephalosporansaure (7-ACS) Oberfilhrt warden. 7-ACS ist Ausgangssubstrat 
tor eine Vielzahl von semisynthetischen Antibiotika. 

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

Beispiel 1 

Als Vorkultur wird Trigonopsis variabilis CBS 4095 in folgender Nahrlosung kultiviert: 

Glucose 
D,L-Methionin 

KH2P04 
K2HP04 

20 git (separat autoklaviert) 
4 gll ( separat autoklaviert) 
2g/I 
0,2g/I 

Fortsetzung der Tablelle auf der nachsten Seite 
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Vitaminlasung: 

MgS04x7H20 
CaC'2x6H20 
NaCl 
Spurenelementlosung 
V1taminl0sung 
pH6,0 

Spurenelementlasung: 
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(fortgesetzt) 

0,5 gll 
0,1 gll 
0,1 gll 

10ml 
1 ml (nach autoklavieren zugeben) 

Biotin 
Thiamin 

20 mg/I 
100mgll 

in ethanol (50 %ig) gelOst 

Borsaure 
MnCl2x4H20 
CuCl2X3H20 
ZnS04X7H20 
FeCl3X6H20 
in Aqua bidest. gelost 

5 gll 
2gll 
2g/I 
1 gll 
3,4g/I 

so Als 1 %iges lnokulum dient eine NaCl-Abschwemmung vom Schragrohrchen mit einer OD578nm = 18. Die Vorkul-

35 

40 

45 

so 

55 

turclauer betragt 24 Stunden bei 30°C und 190 Upm. 
Die Fermentation wircl unter folgenden Bedingungen durchgefOhrt: 

Nahrlosung: 

Die NahrlOsung entspricht dam der Vorkultur, jedoch auf folgenden Mangen aufgestockt: 

Fermentationsbedingungen: 

Glucose 30 g/I 
D,L-Methionin 6 gll 
®Desmophen 0, 1 % (bei Bedarf) 

lnokulum 
Temperatur 
Fermentationszeit 

2,5-5% 
28°C 

50-60h 

Zur DAO-Bestimmung warden 0,4 g Zellen eingefroren, gefolgt von Auttauen bei saurem pH, z. B. etwa pH 3-4; das 
Frieren kann bei einerTemperatur unter-10°C, z.B. etwa-20°C durchgefiihrt warden. Es sollte genugend lange gefroren 
warden, um die Freisetzung der DAO aus den Zellen hervorzurufen, z.B. zumindest 1 Stunde bei -20°C. 

Die Aktivitat wircl mit folgendem Testansatz photometrisch bestimmt: 

Losungen: 
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TestdurchfOhrung: 

A.= 405 nm (Maximum) 
e = 4020 l/mol*cm 
v = 30°C 

Berechnung: 

1) Puffer 
2) o-Phenylendiamin 
3) Per6Xidase 
4) Enzym 
5) Substrat 

Volumen: 

1) 2.00 ml 
2)0.50ml 
3)0.10ml 
4)0.05ml 

EP O 474 211 81 

100 mM KPP; pH 7,3; luftgesattigt 
0.02%in H20 
1 mglml in Puffer 
Optimal: 0,5 - 1,0 Units/ml 
150 mM Na- CPC (100 %) in Puffer 

Endkonzentration: 

83mM 
0.0034% 
0.034mglml 

2 min warten 
5)0.30ml 15.25mM 
2.95ml 

Units _ AE * VerdOnnung * Gesamtvolumen 
ml - min * e * d * Probenvolumen 

Unter den obengenannten Bedingungen wird eine Enzymaktivitlit im Fermenter von 200 U/I erreicht. 

Beispiel 2 

Zur OurchfOhrung einer heterogen-vernetzenden Perlcopolymerisation wurde eine Losung von 80 g Vinylacetat, 20 
g Divinylethylenharnstoff, 1 g Azoisobutyronitril und 200 g n-Heptanol in der Lesung von 0, 175 g NaH2P04, 3 g N82HP04 
und 5 g Polyvinylpyrrolidon in 500 ml Wasser dispergiert und polymerisiert. Nach vier Stunden wurde das VerdOnnungs­
mittel durch Wasserdampfdestillation entfernt und das Produkt isoliert. Die Ausbeute betrug 77,7 g an vollig rundem 
klarem Perlpolymerisat. Der mittlere Partikeldurchmesser lag bei etwa 30 µm (ROhrgeschwlndigkelt von 460 upm). 

Oas Produkt hatte ein Schiittvolumen von 1,55 mVg. Oas verseifte Produkt hatte ein SchOttelvolumen von 1,54 mVg, 
es quoll in Wasser auf 5 ml/g. 

20 g des hydrolysierten Perloopolymerisates lieB man in 200 ml Epichlorhydrin 24 Stunden bei Raumtemperatur 
quellen. AnschlieBend wurde unter langsamen ROhren die Temperatur auf 113bis115°C erhoht und 4 Stunden gehalten. 

Nach Abkilhlen wurde fiber eine Nutsche filtriert und das Copolymerisat mehrmals jeweils 1 Stunde in Aceton aus­
gerilhrt. Das acetonfeuchte Copolymerisat wurde bis zur Gewichtskonstanz im Vakuumschrank bei 50°C getrocknet. 
Das Epoxidaquivalent 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 µI einer DAO-haltigen Lasung (20 U/ml) zuge­
setzt. Zur Einstellung der Enzyml0sung auf pH 7,8 wurde 1-molarer Kaliumphosphatpuffer zugegeben. Die Dauer der 

55 Fixierung des Enzyms an den Trager betrug 72 Stunden bei 25°C. AnschlieBend wurde die nicht kovalent an den Trager 
gebundene DAO Ober eine Glasfritte abgesaugt und der Rilckstand mehrmals mit 1-molarer Natriumchloridl0sung, dann 
mit Pufferl0sung 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 einen Wert von 18 U/g im Feuchtzustand. 

Beispiel4 

Die Zellen von Trigonopsis vari8bilis CBS 4095 warden nach den in Beispiel 1 angegebenen Bedingungen gezOchtet 
und durch Einfrieren und Auftauen permeabilisiert. AnschlieBend wird 1 g Zellfeuchtmasse mit 10 ml einer 1%igen 
waBrigen Chitosanl0sung vermischt und immobilisiert, indem die Mischung tropfenweise in eine 2%ige waBrige Natri­
urntripolyphosphatlosung (pH 8,0; 25°C) gegeben wird. Man erhalt eine DAO-Aktivitat von 2,5 U/g Katalysator-Feucht­
masse. 

Beispiel 5 

A Enzymatische Umsetzung in einem ReaktionsgefaB DAO wird wie in Beispiel 3 beschrieben immobilisiert und in 
einem 1,5 I GlasgOfaB mit ROhrer und Doppelmantel mit Cephalosporin C inkubiert. Es wurden folgende Reaktionspa-

75 rameter eingehalten: 

Arbeitsvolumen 1 I 
Temperatur 25°C 
DAO-Konzentration 4 % lmmobilisat (Beispiel 3) 

20 
720 U/I 

Sauerstoff 50Vh 
pH-Wert 7,0 
Cephalosporin C 30mM 

25 ROhrerclrehzahl 300Upm 
Reaktionszeit 110min 

Nach 11 O min waren 85 % des eingesetzten Cephalosporin C umgesetzt worden. 
Die Reaktionslosung wurde von der immobilisierten DAO abgetrennt und das Enzym wurde mit frischer Substrat-

30 l0sung versehen. Nach 32 Stunden warder 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 I GlasgefaBen mit Doppelmantel und ROhrer 
35 gefOllt. Die Cephalosporin-Lasung wurde kontinuierlich in das erste ReaktionsgefaB gepumpt und von dart ins zweite 

ReaktionsgefaB geleitet. Es wurden folgende Reaktionsparameter eingehalten: 

40 

45 

50 

55 

Arbeitsvolumen/GefaB 
Temperatur 
DAO-Konzentration 

Sauerstoff 
pH-Wert 
Cephalosporin C 
ROhrerdrehzahl 
VerweilzeiVGefaB 
Gesamt-Verweilzeit 

0,51 
25°C 

4 % lmmobilisat (Beispiel 3) 
720 U/I 
30Vh 
7,0 

30mM 
300 Upm 

SO min 
100min 

Nach 100 min waren 85 % des eingesetzten Cephalosporin C umgesetzt worden. Ein Austausch des Katalysators 
war erst nach 48 Stunden notig, wail dann weniger als 85 % des eingesetzten Cephalosporins umgesetzt wurden. 

Tabelle 1 zeigt den Vergleich von Verfahren A zu dam erfindungsgemaBen Verfahren B. 
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Tabelle 1 

Verfahren A erfindungsgemaBes Verfahren B 

Ausbeute 1,0 1,0 
Katalysatorausnutzung 1,0 1,5 
Reaktionszeit 1,0 0;9 

,.-Raum-Zeit-Ausbeute 1,0 1,1 

Patentanspriiche 

1. 

2. 

3. 

4. 

Verfahren zur Umsetzung von Cephalosporin-Derivaten mit einer D-5-amino-5-carboxypentanamidogruppe an 
Position 7 des Cephalosporinringes zu den entsprechenden Glutaryl-7-aminocephalosporansaurederivaten, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktion kontinuierlich in Gegenwart von 0-Aminosaure-Oxidase (E.C.1.4.3.3.) 
-haltigem Katalysator durchgefOhrt wird und gegebenenfalls anschlieBend Wasserstoffperoxid zugegeben wird. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktionslosung Ober eine Riihrkesselkaskade gelei­
tet wird. 

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

Verfat:iren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB Cephalosporinderivate 
derFormel II 

X fur eine Acetatgruppe, 
der Rest eines Nukleophils, 
einen Heterozyklus, 

(II) 

!O eine Hydroxygruppe oder 
Wasserstoff steht, sowie Salze der 
Cephalosporinderivate der Formal II, 

zu den Verbindungen der Former I 
45 

R- (CH2 ) 3CoNH---,--('~
5 

_ q--N ... .11!!.1$ CH2X 

0 . 

(I) 

;o 
COOH 

in welcher X die obengenannte Bedeutung hat, 

R fiJr eine Carboxygruppe oder 
;s Ketocarboxygruppe steht, sowie Salze der Cephalosporinderivate der Formal I, 

umgesetzt wird. 
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Tabelle 1 

Verfahren A erfindungsgemaBes Verfahren B 

Ausbeute 1,0 1,0 
Katalysatorausnutzung 1,0 1,5 
Reaktionszeit 1,0 0;9 
Raum-Zeit-Ausbeute 1,0 1,1 

Patentanspriiche 

1. 

2. 

3. 

4. 

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

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Reaktionstasung Ober eine ROhrkesselkaskade gelei­
tet wird. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 0-Aminosaure-Oxidase aus Pilzen verwendet 
wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB Cephalosporinderivate 
der Formal II 

X fOr eine Acetatgruppe, 
der Rest eines Nukleophils, 
einen Heterozyklus, 
eine Hydroxygruppe oder 
Wasserstoff steht, sowie Salze der 
Cephalosporinderivate der Formal II, 

zu den Verbindungen der Formal I 

s 
R-(CH2 ) 3CONH~~ Jr-N.. CH2X 

O· 
COOH 

in welcher X die obengenannte Bedeutung hat, 

R fOr eine Carboxygruppe oder 

(II) 

(I) 

55 Ketocarboxygruppe steht, sowie Salze der Cephalosporinderivate der Formal I, 

umgesetzt wird. 
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Verfahren nach einem oder metlreren der AnsprOche 1 bis 4, dadurch_gekennzeichnet, daB die 0-Aminosaure-Oxid-
ase mit Polysacchariden immobilisiert wird. · 

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

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB ein Enzymtrager aus 
einem Copolymerisat aus Polyvinylester und Polyvinylalkohol oder aus Glycidylmethacrylat, Allylglycidylether, 
Methacrylamid und Methylenbismethacrylamid verwendet wird. 

Verfahren nach einem oder mehreren der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB aktivierte oder permea­
bilisierte D-Aminosaure-Oxidase enthaltene Zellen eingesetzt warden. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Ansprllche 1 bis B, dadurch gekermzeichnet, daB die Wasserstoffper­
oxidzugabe kontinuierlich erfolgt. 

Claims 

1. 

v 

A process for converting cephalosporin derivatives having a 0-5-amino-5-carboxypentanamido group on 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 0-amino-acid oxidase (E.C.1.4.3.3.)-containing 
catalyst and, where appropriate, subsequently adding hydrogen peroxide. 

l .. / 

2. The process as claimed in claim 1, wherein the reaction solution is passed through a cascade of stirred vessels. 
25 

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 eephalosporin derivatives of the formula II 

30 
COOH S 

H2N-~H- (CH2 ) 3C:ONH-i=c )_ 
X {:I:I) 

. 0 Nl CH.z 

35 COOH 

45 

50 

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 II, are converted into the compounds of the 
formula I 

(I) 

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

55 5. The process as claimed in one or more of claims 1 to 4, wherein the 0-amino-acid oxidase is immobilized with 
polysaccharides. 

6. The process as claimed in claim 5, wherein alginate, carrageenan or chitosan is used. 

9 
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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 
.:., polyvinyl ester and polyvinyl alcohol or of glycidyl methacrylate, allyl glycidyl ether, methacrylamide and methyl­

enebismethacrylamide is used. 
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8. 

9. 

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

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

Revendlcatlons 

1. 

2. 

3. 

4. 

Procede de conversion de derives de type cephalosporine avec un groupe D-5-amino-5-carboxypentanamido en 
position 7 du noyau cephalosporine en derives correspondants de type glutarylamino-7-cephalosporine, caracterise 
en ce que la reaction a realiser en continu en presence d'un catalyseur contenant de la 0-aminoacide-oxydase 
(E.C.1.4.3.3.) et que l'on ajoute ensuite eventuellement du peroxyde d'hydroglme. 

Procede salon la revendication 1, caracterise en ce que le milieu reactionnel est amene sur la cascade d'un recipient 
d'agitation. 

Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que l'on utilise de la 0-aminoacide-oxydase issue de 
champignons. 

Precede salon l'une ou plusieurs des revendications 1 a 3, caracterise en ce que les derives de cephalosporine de 
formule II 

(II) 

as dans laquelle X represente un groupe acetate, le residu d'un nucleophile, un heterocycle, un groupe hydroxy ou 
l'hydrogene, ainsi que des selsdes derives de cephalosporine de formula II, sont convertis en composes de formula I 

s 
R-(CHz)3CoN11---r-(?-

. t-N· ~ CH2X 
O· 

40 (I) 

COOH 
dans laquelle X ales significations mentionnees ci-dessus, et R represente un groupe carboxy ou cetocarboxy ainsi 

45 que des sels des derives de cephalosporine de formula I. 

5. Precede salon l'une ou plusieurs des revendications 1 a 4, caracterise en ce que la 0-aminoacide-oxydase est 
immobilisee sur des polysaccharides. 

so &. Procede salon Ia revendication 5, caracterise en ce que l'on utilise un alginate, un carraghenane ou un chitosane. 

55 

7. Procede salon l'une ou plusieurs des revendications 1 a 6, caracterise en ce que l'on utilise un support pour enzyme 
obtenu a partir d'un copolymere de poly(ester Vinylique) et de poly(alcool vinylique) OU obtenu a partir de metha­
crylate de glycidyle, d'ether d'allyle et de glycidyle, de methacrylamide et de methylenebismethacrylamide. 

8. Procede salon l'une ou plusieurs des revendications 1 a 7, caractMse en ce que l'on utilise des cellules activees 
ou perm9abilisees contenant de la 0-aminoacide-oxydase. 

10 
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9. Precede salon l'une ou plusieurs des revendications 1 a 8, caracterise en ce que l'on precede de fagon continue a 
" !'addition de peroxyde d'hydrogene. 
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