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MEMORTIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de una

PATENTE DE INVENCION

Solicitante: MERCK & CO., INC.
Domicilios %26 East Lincoln Avenue, RAHWAY, New Jersey
tSo.A."'

Enunciado: MEJORAS INTRODUCIDAS EN EIL METODO DE PREPARA-
CION DE ACIDO 7-(D=5-AMINO-5-CARBOXIVALERAMIDO)
E%EéCQRBAMOILOXIMETIL)-7-METOXI-3—0EFEM—4—CARBOX1

Prioridad: de la solicitud de pstente estadounidense ne
145.573 del 20 de mayo de 1.971.
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Esta invencidén se refiere a un procedimiento de fer
mentacién mejorado para la produccidn del antibidtico dei-~
d0 T=(D=5=-amino=5-carboxivaleranido)-3-(carbamoiloximetil )
T=metoxim3~cefem—4~-carboxilico, En especial esta inveneidn
se refiere & un método mejorado para la produccidn de dieho
antibidtico por fermentacidn de medios nutritivos con ve-—
riedades adecuedas de microorganismo Streptomyces lactamdus
rans.

El cultivo de Sirsptomyces lectamduransg es una nusva
variedad de actinomicetes y una muesira de este microorga=
nismo, denominade MA~2908, ha sido colocadas en la coleccidn
de cultivos de Merck & Co., Inc,, Rahway, New Jersey. Una
muestra de este cultivo ha sido tambien colocada en depd-
sito permanente con la coleccion de cultivos del Northernm
Utilization Research and Development Branch del Departamen-—
to de Agriculture de Estados Unidos en Peoria, Illinois, Es-~
te cultivo ha recibido el nimero de cultivo NRRL 3802,

El deido 7-(D-5-amino-5~carboxivaleramido)-3~(car-
bamoiloximetil)~T-metoxi-3~-cefem-4~carboxilico (denominado
en adelante el "antibidtico") es producido durante la fer-
mentacion aerobia ds wedios nutritivos acuosos adecuados,
en condicionss controladas. Son adecuados los medios acuo~-
30s como los empleados para la produccidén de otros antibid-
ticos., Estos medios contienen fuentes de carbono y nitrdge-

no que son asimilables por el microorganismo y sales inor-



N3

10

20

25

18 .04

402904
ganicas., Ademds, los medios de fermentacidn contiensn tra-
za88 de metales necesarios para sl desarrollo del microorge~
nismo que son cominmsnte proporcionados como impurezes fcci-
dentales de 1lo0s otros constituyentes del medio. En general,
pueden utilizarse hidratos de carbono como azicares, por
ejemplo sacarosa, mgltosa, fructosa, lactosa y similares y
almidones como granos, por ejemplo avena y centeno, almidon
de maiz, harina de malz y similares, sdlos o en combinacidn
como fuentes de carbono asimilables en el medio nuiritivo,
Ia cantidad exacta de fuente o fuentes de hidratos de car-
bono utilizadas en el medio dependerd en parte de 1l0s otros
ingredientes del medio. Sin embargo, se ha encontrado que
es suficiente una cantidad de hidrato de carbono comprendi-
da entre 1y 6 % en peso del medio, aproximadamente. Puede
utilizarse una sola fuente de carbono o varias fuentes com—
binadas en el ‘medio.

Las fuentes de nitrdgeno satisfactorias son miles
de materiales proteicos, tales como diversas formas de him
drolizados de caseina, harina de soja, licor de infusidm
de mafz, solubles de deatileria, productos de levadura, pas-
ta de tomate y similares. Las diversas fuentes de nitrdge—
no pueden ser utilizadas sdlas o en combinacidn Y se em~
plean en cantidades gue oscilan entre 0,2 y 6 % del peso
del medio acuoso.

Lz expresidn "medios orgenicos complejos" en el sen-
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tido utilizado en esta memoria se refiere a los mediocs en
los que algunos de los ingredientes no estédn quimicamente
definidos. Un ejemplo de estos medios es el constitufdo por
avena de la marca Crescent, haring de soja, citrato sdédico,
poliglicol y solubles de destileria.

la fermentacion se lleva a ¢abo a temperaturas com-
prendidas entre 20°c y 3700; sin embargo, para obtensr re-
sultados dptimos se prefiere efsctuar la fermentacidn a tem—
peraturas de 24 a 32°C aproximadamente. EL pH de los medics
nutritivos adecuados para desarrollar el cultivo de Strepto

myces lactamdurans y producir el antibidtico debe estar com~

prendido entre 6,0 y 8,0 aproximadamente.
El acido 7~(D=%-amino~S5—carboxivaleramido)—3~{carba-
moiloximetil)~7~butoxi=3~cefem~4~carbox{lico responde a la

siguiente férmula plana:
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Este compuesto (I) es producido durante la fermente-
¢idn amerobia antes descrita de une variedad de Streptomyces
lactamdurang capaz de producir dicho compuesto como, por

ejemplo, la variedad que se encusntra en depdsito permanente
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en el Northern Utilization Research and Development Branch
bajo 1la accesion n® NRRL 3802. También pueden utilizarse
otras variedades de esta especie, como los mutantes obteni-
dos por agentes de mutacidn o aisladoQ de la naturaleza. El
antibidtico (I) es anfétero, con un punto isoelactrico apa—
rente a pH 3,5 aproximadamente y es estable en solucidn en
un intervalo de pH de 1,5 & 9,0 aproximedamente,

El antibidtico y sus sales presentan fesistennia no
solamente & la penicilinasa sino también a las cefalospo-
rinasas y exhiben una actividad aumentada contra los micro-
organismos Gram—-negativos. A diferencis de la cefalospori-
na C que presenta una actividad antibacteriana relativamen~
te baja, el antibidtico de esta invencidn y sus sales pre-
sentan un significativo efecto Gram-negativo in vivo con
una potencias que, en general, es mayor que la de la cefa~
lotinga, Esta actividad comprende la eficacia in vivo sobre

Protgus morganii y, ademds, la eficacia contra las siguien-

tes bacterias Gram-negativas: Egcherichia coli, Proteus

vulgaris, Proteus mirabilis, Salmonells schottmuelleri,

Klebsiella pneumoniae AD, Klebsiells pneumoniae B ¥y

Paracolobactrum arizoniae.
1os bhioensayos de este antibidtico se realizan me-

diante un proceso en disco-placa utilizando discos de pa-

pel de filtro de 3/8" (9,5 mm). Lms placas de ensayo se

preparan utilizando agar nutritivo Difeo mds 2,0 g/litro
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de extracto de levadura Difco a razdn de 10 ml por placa.
Un cultivo de una noche del organismo de ensayo, Vibrio
percolans MB-1272, es dilufdo en solucidén salina estéril
hasta una suspensidn con una transmitancia del 40 % & una
longitud de onda de 660 mp. Este suspensién se agregs a ra-
zén de 20 ml/litro a1 medio antes de verterlo en las pla-

cas. El organismo Vibrio percolgns se encuentra depositado

en 1& Culture Collection de la American Type Culturs Co-
llection, donde puede obtenerse bajo la siguiente designe-
cidn: Vibrio percolans MB-1272, ATCC 8461.

Las placas de ensayo se mantiensn a 4°C hasta que
se utilizan (5 dias como méximo). Despuds de la aplicacién
de los discos de ensayo saturados con antibidtico, las pla
cas son incubadas a 28°C durante un periodo de 8 a 24 horas.
Las zonas de inhibicicn se leen como mm de didmetro. Se
utilizan para determinar las potencias relativas 0, cuando
se comparg con un patron de referencia purificado, la po-
tencia en.Pg/ml.

Debido a la dificultad inherente en la separacién
del decido 7-(D=5-amino~5~carboxivaleramido)~3-(carbamoil~
oximetil)=7=metoxi=3~cefem~4~carbox{lico puro de las granw
des cantidades de impurezas contenidas en sl caldo de fere
mentacién, es de gran importancia encontrar una forma de
aumentar la concentracidn del antibidtico regpecto a los

solidos totales del caldo,
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Por lo tanto, un objeto de esta invencidn es propor-
cionar un metodo para sumentar el rendimiento dsl antibid-
tico en un proceso de fermentacidn. Otro objeto de esta in-
vencidn es proporcionar un método para aumentar el rendi-
miento de antibidtico empleando aditivos quimicos relative~-
mente baratos y facilmente asequibles en el proceso de fer—
mentacidn. Otros objetos de 1la invenoidn se pondrdn en evi-
dencia mas adelante.

Ahora se ha descublerto gue la adicidn de glicina,
I-fenilalanina, un carbamato de Férmula II, infra, o una
amida de Férmula III, infra, a los medios de farmentacidn
orgénicos complejos y quimicamente dsfinidos aumenta la pro-
duceidn de deido 7=(D-5-amino-5-carboxivaleramido)~3-(car-

bamoiloximetil)~T=metoxi~=3=~cefem~4~carboxilico:

0 X

| ~R il R

ROCN. RyoN 4
11 III

donde R es alquilo, por ejemplo alquilo inferior, etilo,
n-propilo o n-butilo y similarss y Rq y R, son iguales o
diferentes y estdn seleccionados entre hidrdgeno, alquilo,
por sjemplec alquilo inferior como metilo, etilo, n-propilo
o n~butllo y similarss o hidroxialquilo inferior, por ejem-—
plo 2-hidroxietilc o 3-hidroxipropilo o similares; R3 es

hidrdégeno, alquilo como metilo, etilo, n~propilo, n-butilo,
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n-pentilo o undecilo y similares, oxoslquilo inferior como
2-oxopropilo y similares o arilo, por ejemplo arilo de un
5010 nucleo como fenilo; R4 y R5 son iguales o diferentes
y estdn selsccionados entre hidrégeno, alquilo, por sjem—
plo alquilo inferior como metilo, etilo, n-propilo, n-buti-
lo, isobutilo o n~pentilo y similares o hidroxialgquilo infe-
rior como 2-hidroxistile ¢ 3-hidroxipropilo y similares; y
X es oxigeno o azufre,

La cantidad de glicina, I~fenilelanina, carbamato
(II) o amida (III) necesaria para estimular lg produccidn
del antibidtico varia con el medio empleado. En general,
se ha observado un aumento en la produccidn del antibidti-
co en los medios que contienen de 0,01 & 0,10 % (en peso/vg
lumen) de glicina y de 0,05 a 0,3 % (en peso/volumen) de
I~fenilalanina, Sin embargo, las concentraciones preferldas
son 0,05 % de glicira y 0,3 % de I-fenilalanina. Los carba-
matos (II) y las esmiaas (IIT) se emplean en las proporcio-
nes de 0,0156-2,0 % cproximadamente y se han obtenido renw-
dimientos especialme:ts buenos con los N-2-hidroxialguil-
carbemetos, p.r ejsmplo con alrededor de 0,2 a
0,8 % de N-2-hidroxistilcarbamato de etilo. .

También hemoc encontrado que la adicidn de uns amida
de la siguiente férmula al medio de fermentacidn produce

un asumento importants en el rendimiento del antibidtico:
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donde R6 es hidrdgeno o alquilo inferior como metilo o eti-
lo y Ry ¥ Rg son hidrdgeno o alquilo inferior, especialmen-
te isobutilo. El compuesto N,N-di-isobutilproplionamida es
especialmente preferido y proporciona rendimienitos superio-
res cuando se emplea & una concentracidn de 0,063-0,125 %
del medio empleado, Las concentraciones de glicina superiom
res al 0,3 %, las concentraciones de I-fenilalanina superio-
res al 0,5 % y las concentraciones de carbamatos superiores
al 0,8 % suelen reducir la produccidn del antibidtico.
Ademds de ser utilizados por si solos, hemos encon-
trado que la gliocina, la I-fenilalanine y un carbamato de
Férmula II, supra, y/o una amida de Férmula III, supra, pue-
den ger combinados para formaer un aditivo que induce un
rendimiento especialmente bueno del antibidtico. Asi, por
ejemplo, la combinmcidn de 0,05 % ds glicina, 0,3 % de
I~fenilalanina y una cantidad de carbamato (II) y/o de ami-
da (III) comprendida entre 0,0156~2,0 % de concentracidn
final es especialmente adecuads pare estimular el rendimien-
to de antibidtico., Preferiblemente, en esta combinacidn, sl
carbamato es N-2-hidroxietilcarbamato de etilo a una con-
centrecidn final de 0,2-0,8 % y 1a amida es N,N-di-isobutil-

propionamida & una concentracidn final de 0,063~0,125 %.
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La discusidn anterior esta dirigide fundamentalmen-
te a las fermentaciones que utilizan la variedad madre

Streptomyces lactemdurans. Sin embargo, también pueden uti-

lizarae otras variedades de este orgagnismo, como los mutan-
tes, para producir el antibidtico. Resulta evidente para sl
experto en la tdenica que el carbameto (II) o la amida (III)
tambien pueden ser utilizados para sumentar el rendimiemnte
del antibiético cuando se agregan a los lotes de fermenta-
cidn. Siguiendo las ensefianzas de esta invencidn, modifice=
ciones o cambios evidentes en los niveles Séptimos de aditi-
vo, tiempo de adicidn durante la fermentacidn, etc. estdn

al alcance de 10s expertos en la técnica, independientemen-

te de la variedad utilizada de Strepfomyces lactamdurans
parg producir el dcido T=(D=5-amino-5~carboxivaleramido)-3-
(carbamoiloximetil)~7-metoxi~3~cefem—4-carvoxflico (I).
Aunque el antibidtico (I) de esta invencién es pro-
ducido en cultivos superficiales y sumergidos, actualmente
se prefiere llevar a cabo la fermentacidn en estado sumergi-
do. las fermentaciones a pequefia escalﬁ se efectuan conve-
nientemente colocando cantidades adecuadas de medio nutri-~
tivo en matraces, esterilizando los matraces y su contenido
por calentamisnto a 120°C, inoculando los matraces eon es=-
pores 0 un cultivo celular vegetativo de uns variedad de

Streptomyces productora de acido T-—(D-=5—-amino~5-carboxi-~

valeramido)=3-(carvanciloximetil)~7~metoxl=3~cefem-4—-carbo—
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con algoddn y dejando que la fermentacidn trenscurra a una

temperatura ambisnte constante de unos 28%C en un sacudidor
durante 3 a 5 dias., Para el trabajo a mayor escala, es pre~
ferible efectuar la fermentacidn en tangues adecusdos pro-

vistos de un esgitador y un medio de aireacidn del medio de

fermentacidn. En este método, el medio nutritivo se prepara
en el tangue y se esteriliza calentandolo a 120°C, Despuds

de enfriar, el medio esterilizado es inoculado con una fuen

te adecuada de cultivo celular vegetativo del Streptomyces

vy la fermentacidn se deja transcurrir durarte 2-4 dias mien
tras se agita y/o airea el medio nutritivo, manteniendo la
temperatura a 28° aproximedamente, Este método de produe-
cidn de dcido 7-(D-5-amino-5~-carboxivaleramido)-3-(carbe-
moiloximetil)-~T=metoxi-3~cefem-4-carboxilico es especial-~
mente adecuado para le preparacidén de grandes cantidades
del nuevo antibidtico.

La fermentacidn utilizando el microorgenismo pro-
ductor de acido 7-(D-5-amino-5-carboxivaleramido)~23-(car-
bamoiloximetil)~7~metoxi-3=cefem~4-carbox{lico puede ser
llevado a cabo a temparaturas comprendides entre 20° y
37°¢C aproximadamsrte. Sin embargo, para obtener resultados
éptimos lo mejor es =fectuar las fermentaciones a tempera-
turas de 26-30°C, El pH de los medios nutritivos adecuados

para cultivar el Streptomyces y producir el antibidtico

- 11 =
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puede variar entre 5 a 9 aproximadamente. Sin embargo, el
intervelo de pH preferido es de 6,0 a 7,5 aproximadamente.

En la puesta en practica de la invencién, se prepare
ung suspensidén celular por adicidn de medio estéril a un
cultivo inelinade de agar de un microorganismo productor de
deido T=(D-5-amino-5-carboxivaleramido)-3~(carbamoiloxime=
til)=T=metoxi~3-cefem~4-carboxilico. Despuds se utiliza el
desarrollo de un cultivo inclinado para inocular un metraz
de siembra y este Ultimo se agita & unos 28°C durante 1 &

3 df{as para obtensr un buen cultivo. El matraz de siembra
se utiliza despuds para inocular los matraces de produccidn.
Altermativamente, el matraz de siembra puede ser inoculago
con un cultivo liofilizado o con un inoculum congelado.

La inoculacidn se realiza generalmente empleando al-
rededor de 1 ml por cada 40 ml de medio de produccidn, Des-
pués se mgrega & 1los matraces de produccién la concentracidn
deseada de aditivo y se deje que transcurra la fermentacidén
durante 2-4 dfas mientras se agita y/o airea el medio nu-
tritivo y se mantiene la temperature en unos 28°C, Todos
los matraces de produccidn, es decir los gque contienen adi-
tivos y los metraces utilizados cowmo controles, se ansali-
zan después, generalmente al cabo de 96 horas, para deter-
minagr le cantidad de antibidtico producida en cada maetraz.

El antividtico dcido 7-(D-5-anino-5-carboxivalerami-

do)-3~(carbamoiloximetil)~7-metoxi=3~cefem~4—carboxilico es
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despuds convenientemente analizado mediante un procedimientc

de disco-placae utilizando Vibrio percolang MB-1272 (ATCC 846%)

como organismo de ensayO. Se utilizen discos de 3/8" de did-
metro (9,5 mn). Se prepare una curve patrén a pertir de con
centraciones conofidas del antibidtico y la actividad se ex~
presa en microgramos, es decir, mg, por mililitro de dcido
libre,.
Después se anslizan los matraces de produccidén dilu~

yendo la muestra en solucidn reguladora de fosfato 0,02 M

a pH 7 hasta una concentracion apropiada. El organismo de

ensayo es Vibrio percolans MB-1272 (ATCC 8461) y el medio

de ensayo empleado es agar nutritivo Difco més extracto de
levedura Difco al 0,2 %. Los discos se sumergen en 5 mg por
mililitro de la solucidn patrdn de antibidtico y se colo-
can sobre la placa en une posicidn alternada respecto a la
muestra. Después las placas Se incuban a 37°% durarte 16 ho-
rags y se determinan log didmetros de las zonas en milime~
tros., Se emplean 5 placas corrientes conteniendo'cuatro
proporciones del patron comprendidas entre 2,5 y 20 mg/ml.
Fl endlisis se calcula mediante un nomogrema y 108 resule
tados se registren como microgramos/mililitro.

El antibidtico puede ser recuperado del medio de
fermentacidn por diversos procedimientos.'El caldo £il-
trado puede ser pasado por una o mas columnas cambiadoras

de idn. Ie naturalezae anfdtera del antibidtico (I) permite
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la seleccidn de resinas cambiadoras de idn catidnicas y
anidnicas pare obtener una recuperacidn Sptima. El anti-
bidtico adsorbido puede ser separado después por elucidn,
preferiblemente en un disolvente voldtil como la piridina
que pueda ser fdcilmente eliminado.

El antibidtico deido 7-(D=5~amino-5-carvoxivelsra-
mido)=~3~(carbamoiloximetil)-T=metoxi=3~cefem~4-carboxilico
(I) vy sus sales son eficaces para inhibir el crecimiento de
varios microorganismos Gram~negativos y Gram-positivos.

Log siguientes ejemplos sé dan a titulo ilustrati-
vos y no limitativo de le invencidn.

EJEMPLO 1

Produccion de antibidtico; adicién de glicina

Proceso de fermentacidn modificado

Etapa A: Tubos inclinados

Un tubo liofilizado de cultivo de Streptomyces jactam

durans (MA-2908) se abre asepticamente y el organismo se

transfiere a un medio de la siguiente composicidni

Medio I

Melazas finales 1%
Levadura de National Brewer 1%
Agar Difco pH 7,0 2,5 %
Agua hasta el volumen deseado.

Los tubos inclinados se incuban durante 7 dias a

28°C, Cuando se mantienen en frio, los tubos inclinados son

- 14 -
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estables durante mas de 13 semanas.

Etape B: Fases de siembras Sistema en dos fases

Primers siembra: La primera siembra ha sido inocula—

de directamente del tubo inclinado de la Etapa A & 40 ml de
levadura sece primaria al 1 % N.F., pH 7,0 (obtenida’de la
Yeast Product Corporation) en un matraz Erlenmeyer de’

250 ml provisto de tabiques. Después los matraces se egitan
en un sacudidor rotatorio a 220 rpm con un recorrido de 2"
(5 em), & 28°C, durante un periodo de 2 a 3 dias.

Segundg siembra: Un inoculum al 2,5 % procedente de

la primeraz fase de siembra se afinde a un matraz que contie-
ne un autolizedo de levedura al 2 % Fleischmann 5-150,

pH 7,0, El crecimiento de esta fase es caragcter{sticamente
ligero y la incuvacidn, realizada como en la primera fase
a 289, no se prolonga mas de 48 horas.

Etapa C: Medio de proouccidn basal

El medio de produccidn basal tiene la siguiente com-

posicidnsi
Medio II:
Solubles de deciileria 3,0 %
Levadura sece primaria 0,75 %
Antiespumante Mobil par-S 0,25 % -

Este medio se ajusta a pH 7,0 con una pequeila canti-
dad de solucidén concentrade de hidrdxido sdédico, se dispen~

88 en matrgees Erlenmeyer y se trata en autoclave durante

-15 -



\n

10

15

20

rn
U

15 & 20 minutos & 121°C, Despuds de enfriado, el medio re=
cibe un inoculum del 2,5 % de la siembra de la segunda fa-
se Obtenidg en le Etapa B. Ia incubacidn se realiza durante
3 d{as a 28°C en un sacudidor rotatorio a 220 rpm, con un
recorrido de 2" (5 cm).

Cuando la fermexntacidn es completa, las células se
separan por centrifugacidn y el caldo se diluye con regula-
dor de fosfato, pH 7,0, La concentracidn de dcido T={(D=5-~
arino-5-carboxivaleramido)—-3~(carbamoiloximetil)=7-metoxi~
3-cefem~4-carboxilico en el caldo de fermentacidn se deter-
mina por el método de ensayo bloldgico norealizado de disco.

El organismo de ensayo empleado es Vibrio percolans (ATCC

8461), Los discos de papel de filtro se sumergen en los cal-
dos dilufdos y se colocan sobre la superficie de placas Pe-
tri conteniendo agar qu=2 han gido inoculadas con sl orga-

nismo de ensayo Vibrio sercolans (ATCC 8461). También se co-

locan sobre estas placsa Petri los discos que han sido su-
mergidos previamente on soluciones valoradas Que contienen
concentraciones conocidigs de 842A., Los discos son incubados
durante la noche & 26°C registrandose los didmetros de las
zonas Ge inhibicidn, La concentracidn de B42A y del caldo

fermentado se calcula por interpolascidn a partir de la cur-
va patrdn que relaciona el didmetro de la zona con las con-
centraciones conrocidas de las soluciones valoradas de 842A,

Por este procedimiento se calcula que el Streptomyces

- 16 -
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lactamdurgns MB-2908 produce un promedio de 80,4 pg/ml de

dcido 7—-(D=5-amino-5-carboxivaleramido)-3-(carbamoiloxime-

t11)-T-metoxi-3-cefem-4-carboxilico en el medio de produc—

¢idn basal,

Etepa D: Adicidn de glicine

Ia adicidn de glicinmal Medio II en la Etapa G, su-

pra, aumente considergvlenente el rendimiento de dcido

T=(D=5~amino~5=carboxivaleramido)=3=(carbamoiloximetil)=7~

me toxi-3-cefem-4~carboxilico. Ia siguiente Tabla I indica

el grado de este aumento en una gama de concentracionss. Los

datos de esta tabla representan tres series distintas de

ensayos, en los que el control se realiza de la misme forma

descrite en las Etapas A-C anteriores y en los que 109 &X=

perimentos restentes fueron realizados de forma idéntica pe-

ro con adicién de la cantidad indicads de glicina. Los en—

sayos se realizaron de la misma forme Que en la Etapa C.

TABLA I

Experi~ % de glicina afig Produccidn de an- % de aumento sg
mento dida a8l Medio II tibiotico

Control
1
2
Control
1
2
Control
1
2

3

0,01

0,05

0,10

0,075

10,100

0,125

-1 -

1
84
97
76
106

~93

88
113

113
98

ml) Dbre el control
10 %
26 %

41 %
22 4
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28 %
28 %
11 %
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Basdndose en lo que anteceds, la adicidén de 0,05 %
de glicina al medio de produccidn es conaideradas la més
sfsctiva para aumentar el rendimiento de dcido 7-(D-5-ami-
no-5-carboxiv%leramido)-3—(carbamoiloximetil)-7—metoxi—3—
cafem—4—-ca.rbo:filico.

| BJENPIO 2

Produccién%da antibidtico; adicidn de I-fenilalanina
Se rep:f.’ce el procedimiento del Ejemplo 1 a excepcidn
de que en lugér del aditivo glicina en la Etapa D sa emplean
diversas corlcéntraciones de L~fenilalanina, Ia siguiente
tabla indica ias concentraciones de uso de la I~fenilalani-
ne y el aumenﬁo del rendimiento de Antibidtico (I) etribui~
do a la mismz} .

TABIA IT

Experi- % de'l-fsnilalenina Produccidn de an~ % de aumento
mento  gafiadida al Medio II tibidtico (ug/ml) sobre & contrdl
T Ed

Control ' - T6 ’ -

1 . 0,05 82 8 %

2 0,1 77 1%

3 0,3 90 34 %

Control - 85 -

1 0,1 100 18 %
BJEMPLO 3

Produccidén de antibidtico; adicidn de I~fenilalanina y gli_-

clina

Se rapits el procedimiento del Ejemplo 1 a excepeidn

- 15 =
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de que se agrega L-fenilalanina al medic de produccidn basal

que contiene 0,05 % de glicina. Este medio, identificado mds

gbajo como Medio III, tiene la siguiente composicidni

Medio III:

Solubles de destileria

Levadura seca primeris N,F,

Antiespumante Mobil par—S

Glicina

La siguiente tabla indica las concentracionés de

3,0 %
0,75 %
0,25 %
0,05 %

uso de L-fenilalanina y sl aumento del rendimiento de Anti-

bidtico (I) atribuido a la misma.

Experi~
me ko

Control
1
Control
1
Control

1

TABLA III

% de L~fenilalanina Produccidn de an- % de aumento

0,1

—

0,3

0,3

EJEMPIO 4

giiadida g1 Medio III +tibidtico

101
124
103
18
110
121

ml.) sobre elcontrol

—

23 %

15 %

10 %

Produccidn de antibidvico; adicidn de carbagmato de etilo y

glicing

Se ragpite el procedimiento del Ejemplo 3, a eXcep-

cidn de que se enplea carbamato de etilo en lugar de I~fenil-

alanina. El medio de produccidn empleado es el Medio III del

- 19 -
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Ejemplo 3, que contiene 0,05 % de glicina, La siguiente #g—
bla indica las concentraciones de uso del carbamato de efi—
lo y el aumento del rendimiento de Antibidtico (I) atribui-

do al mismo.

TABLA IV

Experi- % de carbamato de Pro@gcqidg de an- % de aumento 80

mento etilo afiadido al tibidtico¥{(pg/ml) bre el control

Medio IIT

Control - 109 -
1 0,01 101 -
2 0,1 112 2,8 %
3 0,5 141 30 %

Control - 86 -
1 0,3 126 41 %
2 0,4 124 | 45 %
3 0,5 118 39 %
4 0,6 115 B %
5 0,7 98 15 %
6 0,8 92 8 %

Control - 113 -
1 0,1 126 11 %
2 0,2 146 29 %
3 0,3 157 38 %
4 0,4 169 49 %
5 0,5 165 45 %
6 0,6 168 48 %

- 20 ~
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Cada rendimiento es el promedio de 8 determimaciones indi-~

viduales.
Sobre la base de lo que antecede, la adicién de
0,4 % de carbamato de etilo al Medio III es la mds eficasz
para aumentar el rendimiento de Antibidtico (I),
FIEMPLO 5

Produccidn de antibidtico; adicidn de amidas

Se repite el procedimiento del Ejemplo 1, Etapas A-C,
a excepeidn de que el periodo de incubacidn en la Etapa C es
de 4 dfas a 28°C y el medio de produccidn basal tiene la si-
guiente composicién:

Medio IV:

Solubles de destileria 3,0 %

Levadur; seca primaria 1,0 %
Glicina 0,05 %
I-fenilalanina 0,3 %
Antisspumante Mobil par-S 0,25 %
Tiosulfato sddico 0,1 %
Almiddn de maiz : 2,0 %

Despues de agregar las amidas citadas en la siguiente
tabla &l Medio IV y siguiendo por lo demds sl procedimiento
descfito en sl Ejemple 1, Etapa C, se observa un aumento del
rendimiento de Antibidtico (I). La Tabla V, infra, describe
ergtas amidas, -las concentraciones a las que son smpleadas y

los gumentos del rendimiento atribuidos a las mismas.

- 21 -
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TABLA V
Concentracidn  Produccidn de antibibtico gpg/ml)
Aditivo final, % con aditivo/control
n¥ nk 2
Formamida 0,25 332/256
0,50 354/256
N-metilfor~ 1,0 285/254
pamide 2,0 312/254
N,N-dimetil- 0,25 287/238
formamida 0,40 346/273 301/256
0,50 297/238
0,80 381/273 328/256
1,0 388/213 387/256
N,N-digtile= 0,25 309/254
tformamida 0,5 351/254
1,0 391/254
N,N=dibutil- 0,125 260/254
formamida 0,25 285/254
Ne2~hidroxie= 0,25 310/256
etilformamida * 0,50 338/256
1,0 312/256
N,N-dimetilben 0,0312 293/256
zamida 0,0625 313/256
0,125 369/256
N,N-dimetilace- 0,5 360/254
tamida 1,0 354/254
2,0 449/254
N,N~dietil= 0,25 276/238
acetamida 0,5 379/238
1,0 335/238
N,N-dipropil~ 0,16 340/238
acetamida 0,31 390/238
N,N-dimetile 0,063 296/256
ticacetamida 0,125 288/254 330/256
0,25 145/254 322/256

- 22 -
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TABLA V (continuacion)

Concentracidn Produccidn de antibidtico gpg/ml)

Aditivo final, % con aditivo/control
n? 1 nd 2
N,N-dimetil- | 0,5 293/254
acetogcetamide| 1,0 286/254
i 2,0 380/254
N,N~dimetilpre 0,5 363/254
pionamida 1,0 369/254
2,0 282/254
N,N-dibutilpro-  0,0156 | 418/256
pionamida 0,0312 528/256
0,0625 350/256
N,N~diisobutil- 0,063 497/256
propionamida 0,125 530/256
N,N-dimetil— 0,125 322/254
butiramida | 0,25 303/254
' 0,5 318/254
N,N~dimetilva~ 0,063 308/254
leramida 0,125 325/254
0,25 355/254
N,N-dimetildode~ 0,0156 . 291/256
canamida
( EJEMPLO 6

Produceidn de antibidtico; adicidn de carbamatos

Se repite el procedimiento del Ejeﬁplo 5 & excepcidn
de que las amidgs alli citadas son sustituidas por diversos
carbamatos. La siguiente tabla describe estos carbamatos e
indice las concentraciones & las que son empleados y el ren—

dimiento de Antibidtico (I) atribuido a los mismos:

-23 .
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TABIA VI
Produccidn de antibidtico
Concentracibn pg/ml) econ aditivo/control
Aditivo final, % o n? 1 n? 2
carbamato de 0,2 353/254 398/273
etilo 0,4 347/254 395/273
carbamato de C,1 360/254 386/273
n-propilo 0,2 348/254 417/273
carbamato de 0,1 345/273
n~butllo
H-metilcarbamato 0,2 321/254 360/273
de etilo 0,4 333/254 323/273
N-gt1lcarbanato ¢, 343/254 317/273
de etilo c,% 391/273
li-propllcerbanaio c. 361/254 389/273
de ctilo 0,2 363/254 409/213
l-2z~hidroxietilcar 0,2 331/254 345/273
bemato de etilo 353/254 442/273
o3 349/254 428/273
WyN-dimetilcartamz 4 » 292/273
to de ntilo 0,4 393/273
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RETVINDICACIONES

1. Mejoras introducidas en el método de preparacibn de
dcido 7-(D-5-amino-S-carboxivaleramido)-3~(carbamoiloximetil)~7~

metoxi=3~cefem~4~carboxflico por cultivo de un nuevo actinomice-

tes en un medio nutritivo, caracterizadas las mejoras porque con

sisten en agregar glicina, L-fenilalanina, un carbamato, una ami

da o combinaciones de estos compuestos al medio de fermentacibn.
2. Mejoras segin la Reivindicacién 1, en las que al ac~

tinomicetes es Streptomyces lactamdurans.

%3, Mejoras segin la Reivindicacidén 2, en las que el pH
del medio nutritivo acuoso estd comprendido entre 6,0 y 8,0 apro
ximadamente y contiene entre 1 % y 6 % en peso de hidrato de car
bono y entre 0,2 % y 6 % en peso de nitrdégeno disponible, aproxi
madamente,

4, Mejoras segin la Reivindicacibén 1, en las que el car

bamato es un compuesto de férmula:
0
R
Il 1
ROCN/
\RZ

donde R es alquilo y Rl ¥y R2 son iguales o diferentes y estén se
leccionados entre hidrégeno, alguilo o hidroxialquilo inferior y
la amida es un compuesto de férmula:

ﬁ By

| E Np
Bs
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donde R5 es hidrdgeno, alquilo, oxoalquilo inferior o arilo
y R4 y R5 son iguales o diferentes y estén seleccionados en
tre hidrégeno, alquilec o hidroxialquilo inferior.

5. Mejoras segiin la Reivindicemcién 4, en las que la
amida es formamida o N,N-dialquil(inferior)formemida.

6. Mejoras segfin la reivindicacién 4, en las que la
amida empleada es N,N-di—isobutiipropionamida 8 una concentra
cién comprendida entre 0,063 % y 0,125 % aproximadamente.

7. Mejoras seglin la Reivindicacibn 4, en las que el -
carbamato empleado es N-2-hidroxietilcarbamato a una concen~--
tracibén de 0,2 a 0,8 % aproximadamente.

8. Mejoras segiin la Reivindicacién 1, en las que se
emplea glicina & una concentracidén de 0,01 a 0,10 % aproxima-
damente.

9. Mejoras segiin la Reivindicacibén 1, en las que se
emplea L-fenilalanina a una concentracién de 0,05 a 0,3 % apro
ximadamente.

10. Mejoras segin la Reivindicacibén 4, en las que el
carbamato o amida se emplean a una concentracién de 0,0156 -
é,O % aproximadamente.

11. Mejoras introducidas en el método de preparacibn
de &cido 7-(D-5-amino~5-carboxivaleramido)-3~(carbamoiloxime-~

til)=-7-metoxi~3~ cefem-4~carboxilico por cultivo de Streptomy

ces lactamdurans en un medio nutritivo, caracterizadas las me

joras porque consisten en utilizar 0,05 % de glicina, 0,3 %

- 26 -



de IL-fenilalsnina, 0,2-0,8 % de N-2-hidroxietileabamato de
etilo o 0,063-0,125 % de N,N-di-isobutilpropionamida como
aditivo del medio de fermentacidn para auméntar el rendi-
miento de antibidtico.

12. Mejoras segin la Reivindicacién 11, en las que
se emplea N-2-hidroxietilcarbamato o N,N-di-isobutilpropio-
nagmida en combinacidn con glicina y L-fenilalanina.

13. Mejoras segin la reivindicaci&n 4, en las que la
amida es N,N-dimetilformamida.

14, Se reivindica por Gltimo como .objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solidta por:
MEJORAS INTRODUCIDAS EN EL METODO DE PREPARACION DE ACIDO-7-
(D-5~AMINO~5-CARBOXIVALERAMIDO)~3~£ CARBAMOILOXIMETIL ) ~7-ME-
T0XI~-3-CEFEM-4~CARBOXILICO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presentememoria descriptiva que consta de veintisiete pagi~
nas mecanografiadasg. /

Madrid, 18 de mayo de 1.972

BERNARDO UNGRIA
PaPe

20

25
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