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blétloo en forms purdificads.
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ANTECEDENTES DE T4 JNVENCION

Se obtienen nuevoe y étiles antibidticos cultiven
do varlededes de un'microorganigmo partloular en medios nu-
tritivos acuosos edecuados, bajo condlciones controladas,
En general, mntes de que estos antibidticos sean de velor
prédctico, deben ser obitenidos en forme. purificedsm, sustan-
clelrenie eoxenta de otras materias orgénicas, asi como de
diversos compuegbos inorgénicos que se encuentran en los
caldos de fermentaclén o en sus concentrados. Esta lavenw

cidn so dirige a los mdtodes de rocupsracién de epte antl~

COMPENDIO T LA TNVENCION

Egta duvencldn ss rofierc s un método en miltiples
etapas para recuperor y purificer le nueva sustenole entibi
tice doido Te 8= D-Suamino-~5- carborxivaleranido Je3e ( carbamedly
oximetil )m;;mmetozin.%aoefem—/é—s carboxilico 6 sule gales, & par
tir de las solucionos scuosasg que conticnen dicho entibid bl
00, poniende en contaoto en primer luger el caldo do fermeny
tacién en el que he sido producido 6l antibibtico con uma
resina cambiadora de catidn para adsorber el amtibidtice e
dicha resine y, en segundo lugar, eluyeondo &l antibidtlcs
del adsorbato de resina con una base débil, ya sea was s0lu-
cién mcuose de une basge orgénica o de una basge inorgdnlcea;
en terocer lugar, ponlendo ean contacto les eluates concentra
dos con u‘ﬁa regina cambimdora de enidén dfhilmente bpdaliea,
pare adsorber ol sutibibtico en dicha reeinaj en cuarto liw
gary lavando la resine con wns solucidn dilufda dw un doie |
do alcanoico inferior para sepervar las impurézon 6o ia i‘&‘i:'-Sif'!
naj y finelmente, eluyendo el antibiético sustencialments

puro del adsorbato de resina, utilizendo unae basge débil o
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| ne restringido en la colecclén de cultivos de la Northern

| jo ol nimero de accosién NRRL 3802 y es activo en la inhibi-

-3

400225 .

wae golucidn reguladora. Ia solucidn reguladora puede mer

cualquiera de los tampones aciogos comunes en un intervalo
de pH de 4,5 8 9, 5. Por ejemplo, pueden utilizarse tampones
de fosfato, aocetato, borato y cltrato.

Fl orden de las etapss y los diversos resctivos
-enpleadoa son criticos para obtener un rendinien‘t:o méxino;
Gada etapa serd descrite shora con msyor detalles - ‘

El antibidtico écido 7-5—(D-S-amino—5-earboxivale X
remido )-3-{ carbanoiloxinetil )~T-metoxi-3-cefem~imcarbox{li-
co y sus sales gon eficaces para inhibir el arecimiento de
varios microorganismos gream-negativos y gram-positivese

IESCRIPCION DE IAS REALIZACIONES PREFERIDAS

E1 4cido 7-[3-(D—5-anino—5—oarbo:d.valeranido )-3-

( car‘banoiloxinetil )—7—m9 toxi~3- cefem~4- carboxilico, que resy

ponde a la Féronla I dada més adelante, es produqido duran- _-'
te la fermentaoldén serobis de nedi@ﬂjnutritivoa acucsos ade~
cuados, en condiciones controladas, por una variedad de

‘S'brentonxge's lsotamdureng capaz de producir diche compuesio,i

por ejemplo por la variedad colooada.;on depbsito permanente

Utilization Research and Development Branch del Departanan-
to de Agricultura de Estados Unidos en Peoris, Illinoia, be—

cién del crecimiento de microorgenismos Grem-positivos y
Gram~negativos. '
0 THa B- OEGH3

HOC- Cf~ CHyy m?_-cs NH
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Jl en miltiples etepas.

Este compuesto es anfétero, con un punto isoeléo-
trico aparente & pH 3,5 aproximadamente y presenta la méxi-
ma establlidad en solucidén en un intervalo de pH comprendi-
do entre 1,5 y 9,0 eproximadamente.
| 'E1 caracter anfétero de este compuesto permite
el uso 3¢ resinas cambiadorss de ién, catidnicas y anibni-
cas, en la purificacién del compuesto. Sin embargo, debide
2 la complejidad del caldo de fermentacién crudo, se encuen
tran presgentes otras muchas sustanoias 4oldas y/o bdsicas.

Por lo tanto, un objeto de esta invenocidén es pro~
porcionar un procedimiento de purificacién que dé lugar al
aiglemiento del producto final con un alto rendimiento, em-
pleando un pequefio ndmero de etapas de manipulacidn. Otro
objeto de esta invencidn es aigler el producto £inal en
une forma que pueda ser utilizede directamente como antibid-
tico o en nuevas sintesis quimicas, sin modifiocacién quimi-
ca adiclonals '

Mediante esta invencién, se ha encontrado que el
doido %-p»(D~5—anino—5—carhoxivaleramido)—3—(carbamoiloxine-
til)~T7-metoxi-3-cefem-4~carboxilico y sus sales pueden ser

purificados mediante el uso de un procesc de purifiocacién.

¥l nmaterial de partida que ha de ser purificado se
encuentra en forma de caldo de fermetacién crude. Tembién
pueden utilizarse en este proceso los caldos parcialmente
purificados; sin embargo, la ventaje de este procedimiento
regide en qﬁe no es qecesario someter ol caldo crudo a un
tratamiento preliminar. » ‘

El caldo que contiene el antibidtico se hace pasar

por une columna cambiadora de idn catiénica. Una resina +4ipi
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- ser separado fécilmente. Es especislmente preferlda la pi-

ca o8 del tipo de sulfonato con une matriz de estireno—divi-
ﬁilbenceho, por ejemplo la resina de 4cido poliestirensulfd
nico_nuclear'Dowéx'Eo en el ciclo de hidrégenc. Preferimos
emplear ;bwex 50 x 4; que significa que la resina contiene
w4 % dé reticulacién. Pueden utilizarse otras résinaé de
deido sulfénico comerciales.

El caldo se ajuste & un valor de pH inferier a 7,
comprendide entre 1,5 y % aprpximadamenfe, antes de ponerlo
en contgcto con la resina. Con preferencia, el pH es ajuste-
do a 2-4 medimnte la adlcidn de pequefins cantidades de cual~
quier dcido orgédnico o inorgénico. Los Acldos preferidos son
fosférico, clorhidrico o sulfirice, sunque evidentemente es
ta eleccién no es critica. '

El adsorbato en resina resultante es después elui-
do con une solucién acuosa de una base débil. Ia concentre~
cién del eluyente es de 0,1-2,0 M. Ia eleccién de la base
no es indebidemente critica y puede ser una base orgdnica
como plridina, trialquilemina coms trietilaming, una picolid
na, trietanolamine o una lutidina o una solucién mcuoss de
une bage orgdnica o inorgdnica como NH40H. El eluyente pre-

ferido es una base orgdnica voldtil, ya que entonces pusde

ridine.

Los eluatos se recogen en fracciones, dependiendo
la megnitud de la freccién del tamafio de 1la columna emplea—
da. Ie biloactividad de los eluatos es medida por valoracién

de los mismos mediante un ensayo que utiliza Vibrie perco

como orgenismo de ensayo. Despuds se concentran las fraccio-
nes que contienen la mayor parte del material activo, gene-

relmente a vacio, para separar cualquier bese volédtil'y los
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i pa de lavado con fcido pero, sorprendentemente, el antibid-

4002

disolventes orgédnicos. Naturalmente, esta purificacién em-

pleando la resina osmbiadora de ocatidén no se limita & los
caldos de fermentacién sino que puede ser empleada con -
cualquier solucién impura del compueste de Férmuls I.

A continuecién este concentrado es ajustado a
un pH de 5—% aproximadamente y pasado por une resgins cam-
biadora de anidn del tipo débilmente bdalco, tal como una
resina de amina tercisris sobre una matriz acrilica o sobre
una matriz de estireno-divinilbenceno. Un ejemplo de las
primeras es la resina IRA-68, en el ciclo de cloruro, for-
niato o0 acetato. Para esta resina, se ha encontrado que el
pH éptimo estéd comprendido entre 6 y 7, aunque el pH no es
indebidamente critico.

El adsorbato en resina resultante es después "le-
vado" con una solucidn acuosa diluida de un dcido aleanoico
inferior. Por el término "4cido alcanoico inferier! ase en-
tiende preferiblemente un deido que contenga de 1 a 5§ dio=
mos de carbono. Ie especle preferida es el doido acético.
Aunque no deseamos quedar ligados por ninguna teoris, la
"otapa de lavado" oarea una oompetenoia por los centros bé-
gicos de la resina. les sustancias menbs 4doidas que son im-

purezas del producto antibidtico son separadas por esta ets

tico bédsico permanece adsorbido sobre la resina. Por lo tag
to, esta combinacién de adsorcién y lavado aumenta conside=
reblemente la pureza del producto f£inal.

Hemos encontrado que la solucién acuosa del dcido|
aleanoico inferior actia & una concentracién comprendida em

tre 0,1 y 1,0 M, preferiblemente entre 0,5 y 0,75 M. Natural

mente, el volumen total del “lavado" dcldo es funeidén del #7
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R, wiezess B

mafio de la columna y puede ser determinade experimentalmgn-.
te. Por ejem@lo% hemos- encontrado que con éincorfolﬁmeneg '
de ‘columa se seperan el 90 % de las impurezas,_con.ﬁna :

pérdids inferior al 6 % de sustancia activa. Pueden empleay
se de 3 a 10 voldmenes de la columna de lavado &cido.

El adéorbato en resina "lavado" es eluido despuég
satisfactoriemente con diversas sustancias. Un método pro-
ferido consiste en emplear una base orgénice débil, o uha
sal de la misma, como piridina o hidroclorurc de piridina,
en solucién mcuosa.

Otro eluyente es una solucién acuoss reguladora -
de fosfato inorgénico, & un pH de 8 aproximedamente.

Ias fracciones del eluato que contienen el mate-
rial sctivo han sido identificadas por el ensayo antes des-
erito. En general, la mayor parte de la actlvidad es recupe
rada en las fracciones 1-7 de eluato y un intervalo todaviﬂ
nds estreche es el de las fracciones 2-5.

Despuéds el antibibtico purificado puede ser reai
perado del eluyente, por ejemplo por evaporacién, pero tam
bién puede ser tratade quimicemente para formar derivados
quinicos antibidticemente activos. |

| El compuesto antiblétioco de Férmula I anterior y
sus sales presentan reéistencia no solamente a la peniciliJ
nese sino también a las cefalosporinasas y presentan una
mayor actividad contra los microorganismos Gram-negativoss.
A diferencia de la cefalosporina C, que tiene una actividad
antibacteriane relativamente baja, los productos de esta
invencidn presentan un significetivo efecto Gram-negativo
in vivo, con una potencia que, en general, es superior &
la de la cefalotina. Egta actividad incluye la eficacia
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| Paracolobactrum arigoniae.

in vivo sobre Proteus morganii y, ademés, eflcacia contra
las sigulentes baoferias Grem-negativas: Escherichia coli,

Proteus wulgarils, Proteus mirebilis, Salmonella schottmue-

lleri, Klebgielle pneumoniae AD, Klebsiellas pneumonies B y

Tos bioensayos pare este antibiético se realizan
por un procedimiento de disco-placa, empleando discod de pa-
pel de £iltro de 0,5" (12,; mn). las placas de ensayo se
preparan utilizando dger nutritivo Difoco mds extracto de led
vadura Difco & una concentracién de 2,0 g/litro, a razén de
10 ml por placa. Un crecimiento de toda una noche del orge-

nismo de ensayo Vibrio percolans ATCC 8461 es dilufdo en

solucién salina estéril hasta una suspensién con una ‘trans-
mitancisa del 40 % a una longitud de onda de 660 QP} Eﬁta suy
pensién se sgrega a 20 ml/litro de medio antes de verterla
en lasg placas. | ’

. Ies placas de enseyo se mantienen & 4°C hasta que
son utilizedas (5 dias como méximo). Despudés de la aplicacié
de los discos de ensayo saturados de antibidtico, las placas
son incubadas a 28°C durante un periodo comprendido entre 8
¥ 24 horas. les zonas de la inhibicién son medidas como mili4
metros de diémetre. Se utilizan pera determinar las potenciaT
relativas o, cuando se comparen con un patrén de referencia
purificado, la potencia en )).g/ml.
El écido T~p=(D-5~amino-5~carboxivaleranido )=3-( caz

amoiloximetil )=7-metoxi~3~cefem4~carboxilico es producide
durente la fermentacién aerobia de medios nutritivos acuosos
decuados, en condiciones controladas, por inoculacién con el

rganismo Streptomyces lactemdursns NRRL 3802. Los medies acu

os como los empleados para la produccién de otros antibibti-
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_toxi-3-oefem-4~carboxilico. Egtos medios contienen fuentes

" sales inorgdnicas.

| mismo pero, en general, la cantidad de hidrato de carbono

SR 40022

coa son adecuados para producir el antibidtioo deddo 7—p-
(D-~5~-amino-5-carboxivaleramido )=3-( carbamoiloxinetil )-T-me-

de carbono y nitrégeno asimilables por el microorganismo y

In general; pueden utilizarse hidratos de carbono
como azicares, por ejemple, glucosa, arsbinosa, maltoss, ret
finosa, xilesa, manitol y similares y almidonas como laé
granos, por ejemple avena, centeno, almidén de malz, harina
de maiz y similares, solos o en combinaoidn, como fuentes de
carbono asimilable en el medio nutritive. le cantidad exao-
ta de 1a fuente o fuentes de hidrato de carbono utilizada ey

el medio depende en parte de los resianies ingredientes del

veria hebituslmente entre 1 % Y Gj% del peso del medio aprp
ximadamente. Estas fuentes de carﬁono pueden ger utilizadas
individualﬁente o pueden combinarge en el medio veriag fuend
tes de carbono. En general, como fuente de nitrégeno en el
procego de fermentecién puede utiiizarse cualquier material
proteinécéo. Ias fuentes de nitrégeno adeoﬁadas son, por ejdg
plo, hidrolizados de levadura, levadura Amber, harina de so-
ja, hidrolizados de caseina, liquido de infusién de maiz, aso
lubles de destileria o pasta de tomate y similares. Iams fuen
tes de nitrégeno, solas o en combinacién, se utilizan en
proporciones qué oscilan aprbx;ﬁadamente entre 0,2 y 6 % del
peso del medlo acuos0.

Ie fermentacidén se lleva a cabo & temperaturas agg
prendidas entre 20° y 37°C aproximademente; sin embargo, pa-

ra obtener los mejores resultados, es preferible efectusr la

fermentacidn a temperaturas comprendidag entre unos 240 y
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3290 aproxiuadsmente. El pH do los medies nutritivos adecua
dos para desarrollar el cultivo de Sireptomyces lactemdu-
rang y producir el entibiético debe estar comprendido entre
6,0 y 8,0 apro:cﬁ.madamente.

Los siguientes ejemplos se dan oon fines ilustra-
tivos y no limitatives de la invencidne.

EJEMPIO 1

Etapa At Fermentacién

Se utilize un tubo liofilizado de cultivo de

Streptomyces lactamdurens (NRRL 3802) para inocular 50 ml
de Medio I estédril en un Erlenmeyer de 200 ml provisto de

tabiques. .

Medio I
Autolizado de levadura (Ardamine) 10,0 g
Glucose ﬂ0,0 g
Soluoidn reguladore de fosfato® 2,0 ml
Mg S04+ TH,0 0,05 g
Agus Ydestilada 1000,0 ml

pH 645

Solucidén reguladora de fosfato:

KH,PO, ’ 91,0 g
Agua destilada 1000,0 m1

A continuaclén el matraz inoculado se introduce
en un sacudidor rotatorio a 220 rpm, con un recorride de 2"
(5 am) y = incuba durante T2 horas a 28°C,

A continuecidén, empleando pipetas estériles, se
transfieren partes alicuotas de 5 ml (10 % de inoculum) de

este cultivo a 4 matraces de siembra de segunda fase, del
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- Log matraces de siembre de segunda fase son después feunidok'

—

mismo tamafio y conteniendo 6l medio antes descrito y emtos

natraces gon después saoudidos en la forma antes indicada.

asépticamente en un solo matraz y utilizados para inocular
11 erlenmeyers de 2 litros, provistos de tabiques, coﬁteniqg
‘do cads uno de ellos 350 ml de Medio II con 2~3 % do ino-

culum, empleando pipetes estériles. El Medio'II‘tiane la sid

’
.

guiente composicidn:

Medie II
Levedura Amber n® 300 10,0 g
Solubles de destileria 20,0 g
Dextrosa ' 10,0 g
Ague destilada | 1000,0 ml

pH _ T90

Los matraces de produccién son después sacudides
a 28°C en un saoudidor que funclona a 145 rpm, oon un reco—
rrido de 2" (5 cm), durante 4 dfas. Al final del periedo de
incubacibn, se combinaron los contenidos de 20 de estos me-
traces y una muestra fué centrifugeda para separar el mice-
lioe
Etapa B: Adsorcién sobre una resina canb iadora de catién

Une. colume de resina Dowex 50-I-4 (una resina oan
biadore de catidn, fuertemente dcida, del tipo de sulfonato
con una matriz de estireno-divinilbenceno), en el cicle de
hidrégeno, de 103 om de altura y 12,44 cm de difmetro (con-
teniendo 480 ml de resina), fué lavada para soltar y sepe~
rer los finos.

El caldo preparado en le Etapa A es filtrado. Ila
actividad de los sélides es de 60-100 unidades/mg.

Cinco litros (alrededor de 10 volimenes de colum-
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| to bisica de amina terciaris sobre una matriz acrilica, se

na) del oaldo filtrado, ajustado & pH 2,5, son bombeados &
través de la columma de resina & razén de unos 60 ml/minuto
y el caldo agotado es reoogido{ Despuéa de lavar ocon 1 li-
tro de egua, la columma queda preparada pai'a la elu..cién.
Etapa C: Elu oidn ,

El eluyente es piridina 0,5 M en agua. la soluoié;li
de piridine se pasa por la columna & razén de 40 ml/minuto
y se recogen muesires de 100 ml. Se combinan las fracciones
que oontienen el producto I bioldgicamente activo. En las
fracciones activas se recupera el 94 % de la actividad bio-
légiocae _

El eluato contiene la sal de piridinio del oido
'}-p—- ( D~ B~aming=5-carboxivaleramido )=3=( carbamoiloximetil )=
7-metoxi-3-cef em=4~carboxilico. las fracciones combinedas
se concentran en un evaporador rotatorio hasta unozs 100 ml.
Un precipitado sélido pardo se separa por filtracién y el
filtrado y las aguas de lavado se conoéntran de nuevo hasta|
unos 30 ml. E1 pH se ajusta desde 4 aproximadamente a 7 6on
3 ml de hidréxido sédico 2,5 N y el volumen se lleve a 100mlj

Etapa Dt Adsorcién sobre una resina cambiadora de anidn, dé-
bilmente bédsica
Una columne de 250 nl de IRA-68, resina débilmen-

convierte en su forma acetato. El concentrade preparadc en
la Etape C se hace pasar por la columna z razén de 10 ml/mi~
nuto. Ia colume se lava con 250 ml de egua y despuds ocon
1250 ml de &cido acético 0,5 M, '

Btapa B: Eluolén con piridina
Después la columna se lava con 250 ml de ague y

2 continuacién se eluye con piridina 0,5 M.Los oinco prime-
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ros volimenes ds columna contieneh alrededor del 70 % de la
ectividad bioldégica. Cuando son liofilizados, ae obtienen
325 mg de un sbélido pardo claro que es ldentifiecado como ls
sal de piridina del écido 7=fe(D-5-amino=5=-carboxivalerami-
36)=3~  carbemoiloximetil )-T-metoxi-3-cefem-4~ carboxilico,
con une activided de 5400 unidedes/mg.
EJENPLO 2
Iag Etspes A a D del Ejemplo 1 se realizan suéta.p_

clalmente en la forma descrite. En le dltima Etepa E de elu
oién se emplea un eluyente a base de solucidn reguladora de
fogfato en luger del eluyente de piridine del Ejemplo“‘lo

- Ie aolucién._reguladora de fosfato se prepara di-

solviendo 14,2 g de NazﬂP04 en 100 ml des agua (a) ¥y 13,2 ¢

de KH,PO, en 100 nl de agua (b). Se-trata de soluoiones molé-

res. Sc mezclan 75 nl de (a) y 5ml de (b) y se dlluyen he.s-
ta 1600 ml para der une solucidén reguladors de fosfato
0,05 Méproximadamente, de pH 8

Después la columna de IRA-68 es elufda con la sp |
lucidn reguladora de fosfato desarite. Alrededor del ';3 %

de la actividad biolégica se encuentrs en 4 volimenes de oo .

lume de eluato. Eata activided biolégica es deblda a la prj

gencie de doido 7—ﬁ-(D—E—ammo-B—carboxivaleramido)—B—(c:arb

moilox:lmet:.l )-7—-me'boxi-3- cefem~4-~carboxilico.
En resumen, la Patents de Invencidn que sa solim

cita deberd recaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES )

1e Un procedimiento para recuperar el antibléti-
co bcido T—p=(D=5~amino-5-carboxivaleramido )=3-( carbamoil~

oximetil )=T~metoxi~3=cefem=i~carboxilico o una sal del mis-|

mo de las soluciones acuoses impuras que contienen dicho ant

tibiético, cuyo procedimiento consiste en: (1) pasar un cal
do de fermentacién o una soluclén que contengs dicho anti-
biético & través de una resina cembisdora de catidn dcida;
(2) eluir el adsorbato en resina con una base débils (3) pe

sar los eluastos & través de una resina cambiadora de anién

débilmente bésicaj (4) lavar la resine adsorbida con unas so+

lucién mcuose dllufda de un écido alcanoico inferior; (5)

eluir la resina adsorbida con una solucién de eluyente bési+t

co débil o con una solucidén reguladora; y (6) recoger los
eluatos, opmbinar las fracclones activas y separar los di-
golventes, con lo que se obtiene el producto.

2. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,
en el que la resina cambiadora de anién esté compuesta por
grupos cambisdores de amina terclarim unldos a una red de
polimero acrilice.

3+ Un procedimiento segin la Reivindicaoi§n 1,

por grupos cambisdores de dcido sulfénico nuclear unides &
una red de polimero de estireno~divinilbencenoe

4. Un procedimiento segén la Reivindicecién 1,
en el queola solucién eluyénte béasica débil de la Etapa (2)
e piridina acuoss. ;

5. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en 6l que el écido alcanoico inferior es &cido acétlco. .

6« Un procedimiento segin la Reivindiceoién 1,

s




. en el que el eluyente bas{"o déblr de la Etapa (5) en pi~-
ridins. ‘

7. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1,
en el que el eluyente de la Etapa (5) es una solueidn acug

5 @ reguladora de fosfato. '

8. Se reivindica por Wltimo como objeto sobre
el que ha de remer la Patente de Tnvencién que se solici=-
ta: "UN PROCEDIMIENTO PARA RECUPERAR EL ANTIBIOTICO ACIDd
Heffm( D=5~ AMINO~5~CARBOX TVATERAMIDO ) 3~ ( CARBAMOILOXIMETTIL)

10 «7=MET0XI-3~CEFEM=4~CARBOXTILICO",

Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la présen%e Memoria descriptiva que consta de quice pé~
ginas m‘ecanografiadas. '

" Madrid, 28 de Pebrero de 1.972
s ' : . BENARDO UNGRIA e
Pep
.
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