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RESUMEN DE IA INVENCION

Se obtienen mayores rendimientos del antibibtico
deido ;-(D—S—nmino—5-carboxivaleramido)—3-(carbamoiloxime—
'bil)-:l-me'toxi-3-cefem—4-oarboxilico por adioidén de tiosul-
fato sédico y/o de dcido &—aminoadipico o ditionito sddico
& los medios de fermentacidén constituidos por nutrientes
orgénicos complejos o quimicamente definidos. El antibidti-
co que eg produclde cultivando veriedades recién encontradas
de Streptomyces sobre medios de fermentaciln adecundos es
active contra les bacterias Gram-positivas y Grampneéativas.

DESCRIPCION IE TAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Esta invenciln se refiers a la produccién de un
nueve y Util antibidtico conocido quimicemente por dcido T=
(D-5-amine~5- carboxivaleramide )=3-( carbamoiloximetil )=7=me=

" $0xi=3~cefem-4~carboxilico y, en particular, a un método me~

jerado pers la produccién del antibiético per ferwertacidn
de medlies nutritivos con variedades adecuadas de microorge~

nismos como, por ejemplo, Streptomyces.

El antibiético es producido durante la fermenta=~
cibén aerobia de medios nutritivos acuosos adecuados, en con-
diciones controlsdas. Son adecuados los medios acuosos como
los empleados para la produccién de otros antibléticos. Es-
tos medios contienen fuentes de carbono y nitrdgeno que son
agimilables por el microorganismo y sales inorgénicas. Ade- -

més, los medios de fermentacién contienen trazas de metales .
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necesarios para el desarrolle del microorganismo, que sgon
cominmente proporcionados come impurezes accidentales de los
otros constituyentes del medioc. Bn general, los hidratos de
carbono como azdcares, por ejemplo sacarosa, maltosa, fruo-
tosa, lactosa y similares y almidones como granos, por ejem
plo avena y centeno, almidén de maiz, harina de maiz y simi-
lares, pueden ser utilizados solos o en combinacién romo
fuentes de carbono asimileble. La cantidad exacta de la fuen
fe o fuentes de hidrato de cerbono wtillzada en el meaio de-
penderé en parte de los otros ingredientes. Sin ehba@go, se
he encontrado que es suficiente una cantidad del hidrato de
carbono comprendida aproximsdamente entre 1 y 6 % del peso
del medios Puede utilizarse una sola fuente de carbono o pue
den combinarse varias fuentes.

Ias fuentes de nitrdégeno satisfactorias comprenden
miles de materias proteicas como diversas formas do hidroli-
zados de caseins, harina de soja, licor de infusidén de mailz,
solubles de destileria, productos de levadura, pasta de to-
nate y similares. Iag diversas fuentes de nitrdgeno pueden
ser utilizades ®solas o en combinacién y se emplean en canti-
dades que oscilan entre 0,2 y 6 % del peso del medio acuoso.

La fermentacién se realiza a temperaturas compren-
didas entre 20°C y‘37°0; sin embargo, pare obtener los resul
tados Sptimos, es preferible efectuar la fermentacién a tem

peraturas de unos 24 e 32°C sproximademente. EL pH de les
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medios nutritivos adecuandos para desarrollar los cultivos

de Streptomyces y producir el antibidtico debe estar com—

prendido entre 6,0 y 8,0 aproximsdemente.

E1l 4cido ;—(ILS-amino-5-carboxivaleramido)—3—
( carbemoiloxinetil )=T-metoxin3-cefemmiwcarboxflico de Fér-
mula I es producido durante la fermentacidén serobia antes

deserita por una variedad de Streptomyces lactamdurans y

de Streptomyces eclavuligerus, capaz de producir dicho com-

puesto como, por ejemplo, las variedades que se encueniran

en depdsito permanente sin restriccioneg en la coleccidn de
cultivos del Northern Utilization Research and:Development

Branch del Departamento de Agricultura de Estados Unidos en
Peoria, Illinois, bajo los nifmeros de accesién NRRL 3802 y

NRRL 3585, respectivamente. También pueden utilizarse otras
variedades de estas especies, como los mutantes obtenidos

por agentes de mutacién o aislados de la naturaleza.

O NH,

0
Hog-éE-GH2-CH2-CH2-g-NH

O

CH3

I coon
Este compuesto es anfétero, con un punto isoeléo-

trico aparente & pH 3,5 aproximadamente y es estable en go-
lucién dentro de un intervalo de pH de 1,5 8 9,0 aproxima
damente. ;
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El compuesto antibibdtico de Férmula I anterior
¥ sus seles presentan resgistenciz no solo a la peniciline-
sa gino también a las cefamlosporinascs. Este compussio es
activo en la inhibieidén del crecimiento de los microorganis
mos Grem-positivos y Grem-negativos y presentan une mgyor
actividad contra los microorganismos Gram-negativos. A dife
rencia de la cefalosporina C que tlene una actividad antibac
teriana relativamente baja, los productos de esta invenclién
presentan un importante efecto Gram-negativo in vivo con una
potencia que, en general, es mayor que la de la cefalotina.
Egta actividad comprende la eficacia in vivo sobre Proteus
morgenil y, ademés, la eficacia contra las sigulentes bacte-
rias Grem-negatives: Egcherichis coli, Proteus vulgaris,
Proteus mirebilis, Salmonella schottmuelleri, Klebsiella

pneumonige AD, Klebsiella pneumonise B y Paracolobactrum

arigonae.
Los bioenseyos para este antibidtico se realizan

mediente un procedimiento de disco-placa utilizando discos
de papel de filtro de 3/8" (9,5 mm). Ias placas de ensayo
ge preparan utilizando &gar nutritivo Difeo mds 2,0 g/litro
de extracto de levadura Difco, 2 razén de 10 ml por placa.
Un cultivo de una noche del organismo de ensayo, Vibrio
percolens ATCC 8461. se diluye en soluciéﬁ salina estéril
hasta formar uma suspensién con una transmitancis del 40 %

e una longltud de onda de 660 mf' Egte suspensibén se agreza
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8 rezén de 20 ml1/litro de medio antes de verterla en las
plecas.

Las places de ensayo se mantienen a 4°C hasta que
se utilizen (5 dias como médximo). Después de la splicacién
de los discos de ensayo saturados de antibidtico, las ple-
cas se incuban a 28°C durante un periodo de 8 a 24 horas.

Ies zonas de inhibicién se leen como milimetros de didme-
tro. Se utilizan para determinar les potencilas relativés 0y
cuendo se comparan con un patrén de referencia purifiéado,
le potencia en Pg/nl.

Debido & le dificulted inherente a la separacién
de deldo T=(D-5-amino~5-carboxivaleranido)-3~( carbanoiloxi=
netil)—7—metoxi—3-cefam-¢woarboxilioo de las grandes canti-
dades de impurezas contenidas en el caldo de fermentmcién, es
de gran importencia encontrar una forma de aumentar la concen
traeién del entibidtice respecto & los sblidos totaies del
caldoe

Por lo tanto, un objeto de esta invencién es pro=
porciomer un método para aumentar el rendimiento de antibid-
tico en un proceso de fermentacién. Otro objeto de la invenw
olén es proporcionar un método de aumenter el rendimiento de
w antibibtico empleando en el proceso de fermentacidn aditi-
vos quimicos relativamente baratos y fdcilmente asequibles.

Otros objetos de la invencién se pondrédn en evidencia més

adelante.
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Se ha descublerto que le adicidén de tiosulfato s
ﬁw(hﬁfﬁ,uﬁmﬁo%ﬂm(Mﬁﬁﬂ,&mo@wa
adipico o la adicién combinsda de tiosulfato s6dico y Aci-
do.&-aninoadipico e loo medios de fermentacién orgénices
complejos ¥y quimicamente definidos favorece 1la produccién
de doido 7-(D-5-amino-5-carboxivaleranido)-3~( carbamoiloxi~
Ret1l )=T=Rnetoxi=3=cef em4d=carboxilico. ‘

Por medios “orgdnicos complejos" se entiende los
medios en los que algunos de los ingredientes no estdn qui
wicamente definidoss Un ejemplo de estos medios es el cons—
tituido por aveng de la marca Crescent, harine de soja, ol-
trato sédico, un antiespumente y solubles de destileria.
Por medios "quimicamente definidos" o "sintéticos" se en—
tienden los medios en los gque todos los ingredientes estdn
quimicamente definidos. Un ejemplo de estos medios es el
constituido por almidén de maism, fosfato dcido potésico,
oltrato sédico, asparsguins, metionina, glutamato monosddi-
00, cloruro cdlcico, sulfato magnésico y sulfato f£érrico.

Ta cantidad de tiosulfato sédico y/o deido a-ami-
noadipico o ditionito sédico necesaria para estimular la
produceién del antibidtico depende del cﬁltivo y del medio
emplendo. En el ocaso del cultivo de Streétogzces lectamdureng

ge obgerva un aumento en la produccién del antibidtico en
mediom sintéticos que contienen de 0,005 a 1,6 % (en pe-

so/volumen) de cualquiera de estos aditivos. Sin embargo,
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gse prefiere emplear alrededor de 0,1 a 0,8 % con objeto de
obtener uma buens produceién de antibidtico. Se obtienen
rendimientos éptimos a un nivel de 0,3-0,5 %, con rendi=
mientos especialmente buenos a 0,4 %. la adicién de ditioni
to sddico o tiosulfato sédico a un medio sintético o quimi-
camente definide con Streptomyces lactamdurans aumentard la

produceién de decido 7-(D-5~amino-5-carboxivaleramido )=3~(car

bemoiloximetil )=T~-metoxi=3~cefem—4-carboxilico hasta ua 91~

105 %, cuando el tiosulfato sédico se encuentra a una con-

centracién del 0,4 %. Con concentraciones superiores &

1,6 % de tlosulfato sbdico o de ditionito sédico ge nbserva
una tendencle & disminuir la produceidén del antibidtico en

el medio.

Correspondientemente, en un medio nutritivo orgé-
nico complejo empleando Streptomyces lactamdurans, loa ren-
dimientos 4ptimes de antibibtico se observan a un nivel de
0,05-0,1 % de tiosulfato sbdico o de ditionito sddico.

También hemos encontrado que la combinacién de tio

sulfato sédico y dcido Dl~o-aminoadipico con Streptomyces

lactemdurang estimula la produccién del entibidtico en me-

dlos sintéticos y complejos. Ia cantidad de tiosulfato sé~
dico es hdescrta anteriormente, agregéndose el deido DL-&-
aminoadipico en proporciones que oscilen entre 0,005 y 0,15 %
(en pesg/volumen). Preferiblemente, el dcido DI~o~eminoadi-

pico se agrega en una proporcién del 0,01 % aproximadamente

-8—



10

15

20

25

402903

(en peso/volumen), siendo los niveles ptimos combinados

de tlosulfato sédico y dcido Imp&-aminoadipico alrededor de
0,4 % y 0,01 %, respectivamente. E1 aumento de rendimiento
es més notable en el medio sintético, aunque en el medio
orgénico complejo también aumentan los rendimientos sobre
los correspondientes a las fermentaciones de control.

Sorprendentementa, cuando el cultivo emplea@g T
Streptomyces lactamdurans, el tiempo de adiciém de los adi-
tivos estimulantes del rendimiento al caldo de fermentacidn
es critico. Asi, si la adicién de tiosulfato sddico x/d_éci-'
do I--sainoadipioo o ditlouito aktico tlane ugar 2448 hares Gespués de a
inoculacidén, se obtienen rendimientos fptimos. Sin embarso,
gl la adicién tiene lugar antes en el proceso de fermenta~
cién, no se observe ningin sumento del rendimiento o s& oOb-
serva un efecto inhibitorie.

Por el contrario, puando el cultivo empleado o8
Streptomyces clavuligerus y el aditivo es tiosulfato sddico,
ni el tiempo de adioidén ni la concentracién de dicho aditivo
gon criticoss En general, el tlosuwlfato sddico estimula la
produccién de antibiético en un promedio de alrededor del
40 %; independientemente de si el aditivo se imtroduce al
principio de la fermentacién o después de la inoculacidn.
Sin embargo, se han obtenido rendimigntos egpeclalmente bue-
nos de antibidtico con emte aditivo a concentraciones del

orden de 0,20 % & 0,60 % (en peso/volumen).
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Cuando se utiliza ditionito séddico y el cultivo

o5 Streptomyces clavuligerus, el tiempo de adicién es ori-

ticos El ditionite estimula la sintesis de antibidtico
cuando las adiciones se realizan varias horas después de
la inoculacién, habitualmente de 24 a 31 horas después de
la inoculacién, pero el crecimiento del organismo es inhi-
bido cuando el compuesto se agrega al principlo de Iéiﬁar—
mentacién. En general, puede utilizarse de 0,005 % a o
0,0%5 % (en peso/volumen) de ditionito con buenos results-
dos pero se obtisnen rendimientos especialmente altcs de
antibidtieco cuando este compuesto se agrega al medio de
produccidn dentro de las 24~31 horas despuéds de la inooula-
olén a concentraciones comprendidas entre 0,025 % y 0,050 %
aproximadamente.

Asimismo, cuando se utiliza Streptomyces
clavuligerus, la adiocidén combinada de alrededor ds G,005 a

0,6 % de tlosulfato y de 0,01 a 0,4 % de deido Ip&-aminoaqi
ploo generalmente estimula la produccién de antibidtico has
ta un grado incluso meyor que con el tiosulfato solo. En es-
te agpeocto, se ha encontrado que es especialmente asdecuada
una concentracién de 0,20 % de tiosulfato sédico y 0,05 %
de deido In&-aminoadipico (en peso/volumen) para estimular
la produccién de antibidtico cuando se afladen al principio
del proceso de fermentacidn.

Cuando se utiliza dcido D=a-aminoadipico por si
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80lo con el cultivo de Streptomyces clavuligerus, se ha en-

contrado que alrededor de 0,01 % a 0,4 % (en peso/volumen)
del aditivo estimula la produccidén de antibidétlco. Sin embar
£0, el intervalo preferido de 0,025 % a 0,05 % aproximadamen
te produce rendimientos especialmente buenos.

Ios medios a los que se afiaden los compuestos ftio-
sulfato, ditionito y deldo ;x-aminoadipico pueden ser cual-
quier medio nutritivo acuoso adecuado; sin embargo, caando se
utilizan clertos medies en combinacidn con eatos aditives se
obtienen cantidades especialmente altas del antibiético. Asi,
sorprendentemente, se ha encontrado que el cultivo de
Streptomyces clavuligerus da el rendimiento méximo en el gi-
gulente medie:

MEDIO I

Almidén , 498 %
Solubles de destileria | 0,5 %
Salvado de semilla de soja 0,21 %
Glicerol 0,8 %
Cageina hidrolizada (®N-Z Amins,

tipo 4) 0,5 %
Heptehidrato de sulfato ferroso 0,01 %
Agua corriente 140 litros

mientras que el cultlvo de Streptomyces lactamdurans propor-

X
N-Z Aming, tipo A: digesta enzimdtice de caseina; producto
de 1la Sheffield Chemical Co., Norwich, New York.
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ciona rendimientos especialmente buenos de zntibidtico en
ol Medie II siguiente:

MEDIO II

Solubles de destileria 3,0 %
Levadura seca primeria 1,0 %
Antiespumante Mobil pax-S 0,25 %
Glioina 0,05 %
I-fenilalanine 0,36 %
Almidén de maiz 2,0 %
Ague desionizada 1,0 litros

Ia disousidén anterior estd dirigide fundementalmen-
te a las fermentaclones que utilizan una variedad particular

de los cultivos Sireptomyces lactamdurens y Streptomyces

elavuligerus. Sin embargo, también pueden utilizarse otras

variedades de estos orgenismos, como los mutantes, para pro-
ducir el antibviético y debe resultar evidente para el exper—
to en la téenica que el tiosulfato sddico, el ditionito sddi-
co 0 la combinacién de tiosulfato sbdico y dcido DD o L-;x-
aminoad{pice puede sr useda para gumentar el rendimiento de
antibidtico euando se agregan a los caldos de fermentaclén
que contienen estas variedades. Siguiendo las enseflanzas de
esta invenoibn, pueden introducirse camblos o modificaciones
evidentes en los niveles éptimos del aditivo o en el momento
de adicién a2l medio de fermentacidn, ete, todo ello deniro
del alcance del experto, sim importar que veriedad de Streptomyces

- 12 -
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lactemdurens o de Streptomyces clavuligerus se utiliza para
producir el antibiético deido ’}-(D-S—amino—S-—earboxivalera—
mido )=3=( carbanoiloxine til J=T=ne foxi=3= cofem=4~ carboxilico.
Aungue el nuevo antibiético de esta invencién es
producido en cultivos superficigles y sumergidos, actualmen-
te 86 prefiere realizar la fermentacién en estado sumergido.
Lgs fermentaciones a pequeila escala se realizan convenlente-
mente colocando cantidades adecuadas de medio nutritive en
matraces, esterilizande los matraces y su contenido calentdn-
dolos a 120°C, inoculando los matraces con las esporas o con
un cultivo celular vegetativo de una variedad de Streptomyces

productora de d¢ido 7=(D-5-aming-5-carboxivaleranido)-3-(car

bamoiloximetil )~7-metoxi-3=cefem=4~carboxi{lico, tapar ain
apretar el cuello de los matraces con un algodén y permitien-
do que la fermentacién transourra & temperatura constante de
unos 28°C en un sacudidor, durente 3~5 dfas. Para el %rabajo
& mayor escala, s preferible efectuar la fermentacldén en tan
ques adecuados provistos de un agitador y de un medio para
airear el medio de fermentaoclén. En este método, el medio nu~
tritiveo es preparado en el tanque y esterilizado por calenta~
miento & 120°C. Después de enfriar, el médio esterilizado es
inoculado'con una fuente adecuada de ocultivo celulexr vegetati
vo del cultivo de Streptomyces y la fermentacién se deja trang
currir durante 2 a 4 dlas mientras se agita y/o airea el médio

nutritivo y se mantiene una temperatura de unos 289C. Este mé
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todo de produccién de decido %—(D—5—amino-5—oarboxivaleramido)-
3=( carbamoll oximetil )=T=me t0xXie 3= cof em=4~ carboxilico &g espe-
clalmente adecuado para la preparacién de grandes cantidades
de este nuevo antibidtico.

Ia fermentacién utilizando el miecroorganismo pro- ‘
duetor de deido %—(D-5-amin095-carhoxivaleramido)—3—(car%a—
moiloximetil )=T7~metoxi=3-cef em-4-carboxilico puede ser- lleva-
da a cabo a temperaturas comprendidas entre 20° y 3';°C a.pro-
ximadamente. Sin embargo, pare obtener resultados 6pti;z}os, lo
més conveniente es efectuar la fermentacién a temperaj:m.;as de
26° a 30°C, EL pH de los medios nutritivos adecuados para cul
tivar el Streptomyces y producir el antibiétieco puede variar
entre 5 y 9 aproximadamente, Sim embargo, el intervalo de pH
preferido es de 6,0 a ;,5 aproximadamente. _

En la pussta en prédctica de la invencién, se prepa-
ra tma suspensién oelular por adicién de medio estéril a un
cultive inclinado de dgar del microorganismo productor de doil
do 7w (D-5-amino~5-carboxivaleranido)-3=( carbamoiloximetil )=
;-metoxi-3-oefem-4~oarhoxilioo. Despuéds se usa un orecimiento
del cultive inolimado para inocular un mgtraz de siembra y
este Ultimo se agita a unos 28°C durante 1 a 3 dfas con obje-
to deo obtener un buen desarrollos El matraz de siembra se uti
liza después para inocular los matraces de producciéne. Alter-
nativamente, el matraz de slembra puede ser inoculado con um

cultivo liofilizado o con ur indculum congelados

- 14 =
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Generalmente la inoculacién se lleva a cabo uti-
lizando alrededor de 1 ml por ¢ada 40 ml de medio de produc-
cién. Después se agrega la concentracidén deseadas de aditivo
& los matraces de produccidén una vez transcurrido el tiempo
de espers necesario y se deja que transcurra la fermenta-
clén durante 2 a 4 dfas mientras se aglta y/o airea el medio
nutritive y se mentieme la temperatura alrededor de 28°C.
Todos los matraces de produccidn, es decir los que c&p%iénen
aditives y los matraces empleados como controles, son h#ali—
gados después, generalmente al cabo de 96 horas, para'détern
niner la caentidad de antibidtico producide en cada matraz.

El antibiético &eido 7-(D-5-amino=5-carboxivalers
mido )=3-( carbamoiloximetil )~T-metoxi=3-cofem=4~carboxilico es
convenientemente analizado mediante un procedimiento de disco-

placa utilizando Vibrio percolans ATCC 8461 como organismo de

ensayo. Se utilizen unos discos con un didmetro de 328“
(9,5 mm). Ia aotividad del antibiético e expresa como micro
Zramos por mililitro del dcido libre. Se prepara una curva
patrén a partir de soluciones del antibiético de concentra-
cién conocida.

Los matraces de produccidén se analizan después dilu
yendo la muestra em solucién reguladora de fosfato 0,02 M a
pH ; hasta una concentracidén apropiada. EL organismo de ensa~
yo os Vibrig percolans ATCC 8461 y el medio de ensayo es dzar

nutritivo Difco mds 0,2 % de extracto de levadura Difco. Los

- 15 =
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discos se sumergen en una solucidn de antibidtico patrén a

une. comcentracién de S’ug/ml ¥ se colocan sobre la placa en
posleién alterna respecto a la muestra. Despuds se incuban
las placas & 37°C durante 18 horas y se determinan los did~
metros de las zonas en milimetros. Se emplean ecinco placas
de control conteniendo 4 niveles del patrén comprendi&baﬂen—
tre 2,5 Fg/ml Yy 20 Pg/hl. El andlisis se calcula medisznte un
nomogrems Yy los resultados se registran como microgremos por
mililitro de dcido libre.

El antibidtico puede ser recuperado del medro de
fermentacién por diversos procedimientoss. El caldo filtrado
puede ger pasado a través de una o més columnas cambiszdoras
de iéns Ia naturaleza anfétera del antibidtico permite la
selecelén de resinas cambiadoras de ién catiénicas y aniéni-
cas para una recuperacidén mdxima. El antibidtico adsorbido
puede ser separado después por elucibn, preferiblemente en
un disolvente volédtil como piridina, que puede ser fdcilmenw
te eliminado.

Los sigulentes ejemplos se dan ocon fineg ilustre-
tivos y no con fines limitativos.

EJENPLO 1

En un cultivo de dgar inclinado de Streptomyces

lactamdurans NRRL 3802 se introducen 10 ml de leche descremaw

da estérile Ie suspensién de leche descremada es liofilizads
en tubos estériles individuales que contienen 0,1-0,2 ml de

- 16 -
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le suspensidén y el cultivo liefilizado se emplea para inocu=
lar ua Erlenmeyer de 250 ml provisio de tabiques, contenisndo
40 ml de un medie de siembra que contiene 1 % de levadura pri
maris en sgue destilada.

El matraz de siembra es incubado a 28°C durante
2 dias en un sacudidor rotatorio a 220 rpm, con un recorri-
do de 2" (5 an). Para la segundae etapa de siembra se afiaden
1,0 ml del cultivo anterier a un medio sintético de la misma
compesiclén que el medio de produccidén sintético y se ineuba
como antes durante 2 dias.

A cada uno de ocho Exrlenmeyer de 250 ml conteniendo
40 ml de medlo estéril de la siguiente composiciéns
Medio de produccién sintético

Glucosa . 1,0 %
Glutamato monosddico 0,425 % -
Fosfato potésico aibdsico . 0,2 %
Cloruro aménico 0,1 %
NaCl 0,05 %
¥gS0,+7Hy0 0,05 %
CaCoy 0,025 %
i-Inositol 0,02 %
FoS0,4TH,0 0,0025 %
2080 +TH20 . 0,001 %
¥n S04 +HoO 0, 0005 %
Acido pare-aminobenzoice 0,000001 %
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en el volumen necesaric de agua, a pH ;,0, se afladen 1,0 ml
de la segunda fase de siembra preparade en la forms antes
deserita. Al cebo de 30 horss de inoubacién se prepars una
solucién acuosa que contiene Na28204 (ditionito sédico) o
Na,S,03 (tiosulfato sédico) suficiente para dar una concen-
traelén £inal de 0,1 % y esta solucién se distribuye en ce~
de uno de seis matraces. Después se deja que transecurra la
inoubacién durente 66 horas més a 28°C en un sacudidor rota-
torio que opera & 220 rpm, con un recorrido de 2" (5 cm). EL
contenido de cada metraz se centrifuga a 8500 rpm duraante

3 ninutes y el caldo se separa de los s6lidos por decantom
cién. Los caldos que sobrenadan se snalizan utilizendo Vibrio
percolens como organismo de ensayo. Los andlisis de los caldos

86 encuentran a continuescidni
Procducecidn de

Experimento Metrag Aditive deido lilre
1 1 (control) ninguno 36
2 0,1 % N323203 56
3 Oy1 % NayS,0, 50
2 1 (control) ninguno 40
2 0,1 % NaZS?_O3 54.
3 0s1 % Nay5,0, 56
EJEMPLO 2

In unos matraces que contienen el medio y la siembra

de microorgenismo, preparadoes como en el Ejemplo 1, se introdu-

- 18 -
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cen los sigulentes porcentajes de Na28203 al cako de 30 horas

de incubacién. Después de 66 horas mds de incubacién, se ana-

lize el caldo en la forma antes descrite para dar los siguien

tes resultedos:

Matrez

1
2
3
4
5
6
7
8

( control )

Cantidad de

ningune

0,05 %
0,10 %
0,20 %
0,40 %
0,80 %
1,2 &
1,6 %

EJEMPTO 3

Produccin de dcido
libre, Pg/hl

33
51
57
59
62
56
51

43

Se realize la sigulente fermentacién, utilizando

los mismos procedimientos generales antes desecritos pero ve~

riande el momento de adicién del Na28203 o la cantidad de

NapSy0; afindide, para ilustrar les condiciones 4ptimas para

une mayor producolén.

- 19 =
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Produccién de dcido libre, gg[ml

Cantidad de Na,S,03 afiadide (%)
Adiciones Ninguno _0,05 _0,10 _0,2 _0,4 _0,8
1+ Ninguno (control) 39

Na.,S,0, 81 cabe de '
272%3
2« 0 horas 34 0 0 0 0

3. 30 horas 70 T4 70 84 - 13
4. Ninguno (control) 28

Nay5,0, al cabo de .
5: O horas 12 0 0 o,f— 0
6. 30 hores 49 45 49 54 45

Tiempo de adicién de NayS,04 {horas)

Ninguno _24 30 _48 _5%. _172
7+ Ningune (contrel) 43

8¢ 0,4% NapS,04 33 T4 71 46 4

9, Ninguno (control) 52

10, 0,4 % NapS0y 10 60 80 79 47
. EJEMPIO 4

Se realiza la siguiente fermentecién pars ilustrar
las ventajas de utilizar la combinacién de NayS,04 ¥ dcido DI~
é—aminoadipico (AAA) como z=dicién 2l medio de fermentacién
antes desaritoo



Adiciones a Produccién de deido

Experimento Matriz Jas30 horas libre, 'ug/ml
1 1  Ninguno (control) 43
2 0,4 % NaySp0, T4
0,4 % NaoS,0, +
30 272"3 120
0,01 % AAA
2 1  Ninguneo (control) 33
2 04 % NaySy0, 50
0,4 % Na,S,0, +
3 o4 % NayS, 3 82
0,01 % AAA
3 1 Ninguno (control) 30
3 0,1 % AAM 32
4 0,4 % NayS,05 + 65
0,01 % AAA
4 1 Ningune (control) 35
2 0y4 % NayS;0 58
3 0,01 % AAA 35
4 004‘ % Na.252°3 + 84
0,01 % AAA
EJEMPIO 5

Los siguientes estudios e realizaron con un medie
orgénico complejo como medio de fermentacidén. EL nedio de

slembra se prepare en la forma descrita en el Ejemplo 1. Un

- 21 -
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indgeulum 8l 2,5 % de la primers fase de siembra fué agregado
gl metraz en segunde fase de siembras conteniendo 2 % de auto~
lizado de levsdura Fleishamen S-150, pH ;.O. .

Después de 48 horms de incubacibén en la segunda fa~
se do slembra, se utiliza 1 ml para inocular cada matraz con
teniendo 40 ml del medie orgénico complejo. Easte mediv tiene
la siguiente composicidns

Medio orgdnico compleje

Levadura seca primaris 10 g

Solubles de destileria 30g

Glicina 0,5 &
I-fenilalanina 3 &
Almidén de malz 20 g
Antiespumente Mobil par-S 245 ml
Agua destilada 1000 nt

El pH ge ajusta a 7,5
Se reslizan las sdiciones al medio en las cantidades

indicadas. El tiempo total de fermentacién es de 96 horas y el

andlisis se realiza en la forma antes desecrite.

Los resultados son los sigulentest

- 22 -
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Produccién de 8424, ’xg/ml

Tiempo de adicién (horas)
Matrez Adiciones Ningune _ 0 24 48 72

1 Control 183

2 0,005 % Na,S,0, 180 233 171 175

3 0,01 % ) 208 230 222 1 91

4 0,05 % Na28203 226 256 241 173

5 , ,

6 0,10 % Na, 5,04 21; - 241 184
EJEMPLO 6 .

Adicién de tiosulfato sdédicoj procedimiento de fermentacidn

modificado

Etapa A: Tubos inclinados 3
Un tube liofilizado de cultivo de Streptomvees

clavuligerus (NRRL 3585) se abre asépticamente y el orémiamo

sé transfiere a tubos inclinados de dgar de la siguiente com

poaioidn:

Dextrina 10,0 &
Extracto de levadura 1,0 g
Cageina hidrolizada (N-Z Amina,

tipo A) 2,0 g
Extracto de buey 1,0 g
Agax ‘ 20,0 &
Agua desionizada 1,0 litros

-23 =



10

15

20

25

El pH de este medio se ajusta a 7,0 mediante adi=
cién de hidréxido sédicos Después los tubos inclinados se
incuban durante 7 dias a 28°C y se conserven en frio.

Etapa B: Sistema de siembra

El eultivo inclinado de la Etaps A se utiliza para
inecular 100 ml de un medio de siembra de la siguiente compo-
sicibnt B

Glucosa 15,0 &
Harina de semilla de soja 15,0 &
S6lides del licor de infusién

de maiz ' 50 &
Carbonato céleioco 2,0 &
Cloruro sédico 5,0 g
Agua deplonizada 1,0 litreo

Egte medio se gjusta & pH 6,; por adicién de hidré-
xido sédico. El medie de siembra se incuba después 1 28°Cy
ge msacude en un sacudider giratorio con un recorrido de 2"

(5 am), a 220 rpm, durante 48 horas.
Etapa Ci Produccidn de entibiético

Se utiliza un indoulum (1,0 ml) de la fase de siem~
bra para inecular 40 ml de medie de producecién en E rlenmeyer
de 250 ml. Este medio tiene la siguiente composicidn:
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Medio I
Almidén
Solubles de destileria
Salvado de semilla de soja
Glicerol

Caseina hidrolizaeda (N-Z Amina,
tipp k)

Heptahidrato de sulfato ferrose

Agus corriente

0,5 %
0,01 %
1,0 litros

Egta solucién se ajusta a pH 6,5 con hidréxido sé-

dico, se dispense en Erlenmeyer de 250 ml y se esteriliza ca~
lenténdola durante 15-20 minutos & 120°C y 15 psi (1,05 kg/aP.

Ia incubacién se realiza durente 4 diag a 28°C en un sacudidor

rotatorio a 220 rpm, con un recorrido de 2" (5 cm).

Cuendo la fermentacidén es completa, las células se

separan por centrifugacidén y el caldo se diluye con solucidn

reguladora de fosfato, a pH 7,0s Ia concentracién de deido T7-
(D-5~anino-5-carboxivaleramido )-3~( carbamoil oximetil )~7-meto=

xi~3~-cofem—4~carboxilico en el caldo de fermentacién se deter

mina por el método de ensayo biolégico normalizado de disco.

El organismo de ensayo empleado es Vibrio percolans (ATCC-

8461). Se sumergen unos discos de pepel de filtro en los cal~-
dos dilufdes y se colocan sobre la superficie de places Betri
conteniendo égar, que han sido inoculadas con el organismo de
ensayo Vibrio percolans (ATCC 8461). También se colocan sobre

estas placag Petri los discos gue han sido sumergidos previam
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mente en soluciones patrén que contienen concentraciones oo
nocldas del antibidtico. Los discos se incuban durante la no
che a 28°¢C y se registran los didmetros de las zonas de inhi
bioién. la concentracidén de antibibtico en el caldo fermenta
do se calcula por interpolacién & partir de la curva patrén
que relaciona el didmetro de la zona con las concentraclonses
conocidas de las soluciones patrdén de antibvidtico. Pé;-éste
procedimlento se calcoula que el Streptomyceg olavuliserus
NRRL 3583 produce un promedic de 749 Pg/ml de dcido Ev(xus-
amino-5-carboxivaleranido J=3-( carbamoiloximetil }=7-re toxi=3-
cofem=4-carboxilice en el medio de produceldn basal.
Etapa D: Adioeidn de tiosulfato sédico A

La adicién de tiosulfato sédico al Medio I ea la
Etapa C, supra, aumenta considerablemente el rendimiento de’
doido ;—(DHS-amino—S-carboxivaleramido)-3-(carbamoiloxime—
til)—;-metoxi-3-cefem—+-carboxilico. la siguiente Tabla I
indica el gzrado de este aumento en una gama de concentra-
ciones. El control se realiza en la forma desciita en las
Etepas A-C anteriores y las sexperiencias restantes se llevan
a ocabo de forma idéntioca pero con adicidén de las cantidades
indioadas de tiosulfato sddieo, durante un periode comprendi-
do entre 0 y 48 horas. Por hora "cero" entendemos que el tio-
sulfato sédico se afinde aproximedamente en el momento de la
inoculacién con la semilla de la Etapa B. Los ensayos se rea-

lizaron en la misma forma gue en la Etapa C.
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Experimento
1

TABIA I
. Produccidn
Tiempo de Tiosulfeto de antibid
Matraz _adicidn afiadido  tlco_ (Fg/'m_ll
1 Control Nada 721
2 0 horas 0,10 % 865
3 24 horas 0,10 % 828
1 Control Nada ;55
2 0 horas 0,10 % 991
3 0 horas 0,20 % 1153
4 0 horas 0,40 % 856
5 40 horas 0,10 % 11120
6 48 horas 0,10 % 1095
1 Control Nada ;48
2 0 horas 0,10 % 936
3 0 horas 0,20 % 845
4 0 horas 0,40 % 1023
1 Control Nada 658
2 0 horas 0,10 % 945
3 0 horas 0,20 % 1154
4 0 horas 0,40 % 1150
5 0 horas 0,60 % 1162
1 Control Nada 891
2 0 horas 0,10 % 1211
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TABTA I (eontinuaeidn) _
Produccién

Experimento Matraz Ti:zgi)gig.: Tiggigﬁ? g:?. cg.n'bs Eibgﬁf;z
3 3 0 horas 0,20 % 1291
4 0 horas 0,40 % 1133
6 1 Control nada ."7' 66
2 0 horas 0,20 % _99‘5

Los resultados de la Table I indiocan que la adicidn
de tiosulfato sddico estimula la produccibén de antibibtico
en un promedio del 40 % en 6 experimentos. Ni el tiempo de
adioclén ni la concentracién de tiosulfato son criticus al
parecers

 EJEMPLO 7
Adicién de tiosulfato sddico y/o decido I-w~amineadfpico

En este experimento se repite el procedimiento del
Bjemplo 6, a excepeién de que en lugar de las concentracio=-
nes de tlosulfato sédico alll citadas se emplean las siguien
tes concentraciones de écidoL-;&-aminoadipico solo y tlosulfa-
to gédieo en combinecién con IL-AAA, Las adiociones se realizan

al inoculum del Ejemplo 6, Etapas C, antes de 1la incubacién.

- 28 -
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% Na,S,04 Produceién de anti
Matraz n? y L= bidtico (mz/ml)
1 Nada (control) ;66
2 0,025 % L-AAA 833
3 0,050 % L-AAA 880
4 0,20 % NapSy0; 995
5 0,20 % NaySp03 + 0,025 % I-AAA 1051
6 0,20 % NayS,0, + 0,05 % L-AMh 1195

3
Estos resultedos indican que la adicidén combinada

de tiesulfato sdédico y dcido Iw&—aminoadipico (L=AAA) esti-
mula la produccién del antibidtico deido i-(D—S—amino-B—oqg
boxivaleramido )-3-(carbamoiloxinetil )-'; ~m@ t0Ki~3m cOPemmtm
carboxilico en mayor grado que el tiosulfato sdédico soloe
La adicién de una mezcla de 0,20 % de NaySp0; ¥y 0,05 % de
dcldo In&-aminoadipico fué considerada la mis eficaz para
sumsntar el rendimiente de Geldo T-(D-5-amino-5-carboxivale-
ramido)-B—(carbamoiloximetil)—;-metoxi-3-cefam—4—carboxilico.
EJEMPLO 8
" Adicidn de ditionito sédico
Se repite el procedimiento del Ejemplo 6 a excepcién

de que se emplea ditionito sédico (NapSp0,) en lugar de tio-
sulfato sédico en la Etapa D. la siguiente tabla indlca las
concentraciones a las cuales se emplea ol ditionito sédico

y el gumento de rendimiente del entibidtice atribuido al miam.

- 20 =
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TABLA TIT
% Nas8,0, Tiempo de adicién Produccién de antibid
— (horas) tico. (pg/ml)
Nada (control) 0] 503
0,025 0 0
0,050 0 0
0,025 24 835
0,050 24 763
0,025 31 793
0,050 31 738

Estos resultado indican que el ditionito sédico esti
mula la sintesis de antibiético cuando las adiciones se reali
zan de 24 a 31 horas después de la inoculacidn; sin embargo =
cuando el compuesto se agrega al principio de la fermertacién
el crecimiento del organismo es inhibido.

Habiendo descrito la invencibn, se considera comro una
novedad, y por lo tanto, declaramos como de nuestra propiedad

lo contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1, Mejoras introducidas en un procedimiento de prepara
cién de fcido 7=(D=5~amino-5~carboxivaleramido)-3-(carbamoilo-
ximetil)~7-metoxi=3-cefem-4-carbox{lico por cultivo de un nue-
vo actinomicete en un medio nutritivo, caracterizadas las mejo
ras porque consisten en afiadir al medio nutritivo, solos o en

combinacién, tiosulfato s6dico, ditionito sédico o dcido omami
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noadipico.
2. Mejoras segin la reivindicacidn 1, en las que el

actinomicetes es una nueva variedad de Streptomyces.

3. Mejoras segin la reivindicacidn 2, en las qe el

actinomicetes es Streptomyces lactamdurans o Streptomyces

clavuligerus.

4, Mejoras segin la reivindicacibén 1, en las que el
ditionito sbdico o el tiosulfato sddico se agrega dentmo de
las 24-48 horas después de la inoculacidén con el cultivo de

Streptomyces lactamdurans.

5. Mejoras segin la reivindicacidén 4, en las que el
aditivo es tiosulfato sddico.

6. Mejoras segin la reivindicacibén 5, en lac que se
afade al medio &cido DI~X~aminoadipico ademés de tiosulfato
sédico.

7. Mejoras segin la reivindicacién 6, en las que se
afiade &cido DI~o¢-aminoadipico en la proporcién de 0,005 a
0,015 % aproximadamente (en peso/volumen).

8. Mejoras segln la reivindicacidn 5 en las que se
agrega al medio nutritivo tiosulfato sbédico en una concentra
cibén de 0,005-0,1 % (en peso/volumen) dentro de las 24-48 -
horas después de la inoculacidn con el cultivo de Streptomy~
ces lactamdurans.

9. Mejoras segln la reivindicacifml, en las que el

actinomicetes es Streptomyces clavuligerus y se agregan tio-
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sulfato sbdico, ditionito sédico, &cido «~aminoadipico o una
combinacidén de tiosulfato sédico y &cido oX~-aminoadipico a =
dicho medio nutritivo.

10, Mejoras segin la reivindicacidén 9, en las que se
afiaden el tiosulfato sédico y el &cido I~ X-aminoad{pico al
medio nutritivo aproximadamente en el momento de la inocula=

cidn con el cultivo de Streptomyces clavuligerus.

1ll. Mejoras seglin la reivindicacién 9, en las que -
la concentracibén de tiosulfato sbédico es alrededor ée“o,ozs%
a 0,2 % y la concentracién de &cido L-X~aminoadipico es al
rededor de 0,1 % a 0,4 %.

12. Mejoras segin la reivindicacién 10, e lasg que se
agrega 0,20 % de tiosulfato sédico y 0,05 % de &cido L-o¢-ami
noadipico al medio nutritivo antes de la inoculacibn.

13. Mejoras segln la reivindicacién 9, en las que -
se aflade de 0,005 a O,4 % de &cido I~-X~aminoadipico al me-
dio nutritivo antes de la inoculaci dn.

14, Mejoras segin la reivindicacién 9, en las que se
afade alrededor de 0,005 % a 0,075 % de ditionito sédico, al
medio nutritivo.

15. Se reivindica por Giltimo, como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
MEJORAS INTRODUCIDAS EN UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE
ACIDO 7-(D-5-AMINO-5-CARBOXIVALERAMIDO)-3~(CARBAMOILOXIMETIL)~
7-METOXI-3-CEFEM-4-CARBOXILICO.
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Todo tal y como queda descrito y reivindicado en la
presente lMemoria descriptiva que consta de treinta y tres -

" péginas mecanografiadas.

Madrid, 18 de mayo de 1972
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INARDQ ,UNGRIA
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