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M E M O R I A  D E S C R I P T I V A  

c o rre sp o n d ien te  a l a  s o l i c i t u d  de una

PATENTE DE INVENCION

S o l i c i t a n te :  MERCK & CO., INC.

D o m ic ilio : 126 E a s t L in co ln  Avenue, RAHWAI, New Je rs e y  
U .S .A -

Enunciado: MEJORAS INTRODUCIDAS EN EL METODO DE PREPARA­
CION DE ACIDO 7-(D-5-AMINO-5-CARBOXIVALERAMIDO) 
- 3 - (CARBAMOILOXIMETIL)-7-MET0XI-3-CEFEM-4-CARB0XI 
LICO.^

P r io r id a d :  de l a  s o l i c i tu d  de p a te n te  estad o u n id en se  na 
145.573 d e l 20 de mayo de 1 .9 7 1 .
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E sta  in v en c ió n  se r e f i e r e  a  un p roced im ien to  de f e r  

m entación mejorado p a ra  l a  p roducción  d e l  a n t ib ió t i c o  á c i ­

do 7 -(D -5 -a m .in o -5 -c a rb o x iv a le ram id o )-3 -(ca rb a m o ilo x im e til) -  

7 -m e to x i-3 -ce fem ^-4 -carb o x ílico . En e s p e c ia l  e s t a  in v en c ió n  

se r e f i e r e  a  un método mejorado para  l a  p roducc ión  de d icho  

a n t ib ió t ic o  por fe rm en tac ió n  de medios n u t r i t i v o s  con va­

rie d a d e s  adecuadas de m icroorganism o Streptom yces laotam du-  

rans.

E l c u l t iv o  de S treptom yces lac tam durans es una nueva 

v a ried ad  de a c tln o m lc e te s  y una m uestra  de e s te  m icroorga­

nism o, denominada MA-2908, ha s id o  co lo cad a  en l a  c o le c c ió n  

de c u l t iv o s  de Merck & C o ., I n c . , Rahway, New J e r s e y .  Una 

m uestra  de e s te  c u lt iv o  ha s ido  tam bién co lo cad a  en  depó­

s i to  perm anente con l a  c o le c c ió n  de c u l t iv o s  d e l  N orthern  

U t i l i z a t i o n  R esearch  and Development Braneh d e l Departamen­

to  de A g r ic u ltu ra  de Betados Unidos en P e o r ía ,  I l l i n o i s .  Es­

te  c u l t iv o  ha re c ib id o  e l  número de c u l t iv o  NRRL 3802.

E l ác id o  7 -(D -5 -a m in o -5 -c a rb o x iv a le ra m id o )-3 -(c a r-  

b a m o ilo x im e til) -7 -m e to x i-3 -c e fe m -4 -c a rb o x ílic o  (denominado 

en a d e la n te  e l  " a n t ib ió t ic o " )  es producido d u ran te  3a f e r ­

m entación a e ro b ia  de medios n u t r i t iv o s  acuosos adecuados, 

en co n d ic io n es  c o n tro la d a s . Son adecuados lo s  medios acuo­

sos como lo s  empleados p a ra  l a  p roducción  de o t ro s  a n t ib ió ­

t i c o s .  E s to s  medios c o n tie n en  fu e n te s  de carbono y n i t r ó g e ­

no que son a s im ila b le s  por e l  m icroorganism o y s a le s  in o r -
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g á n ic a s . Adamas, lo s  medios de fe rm en tac ió n  c o n tie n en  t r a ­

zas de m etales n e c e sa r io s  para  e l  d e s a r ro l lo  d e l  m icroorga­

nismo que son comúnmente p roporcionados como im purezas a c c i­

d e n ta le s  de lo s  o tro s  c o n s t i tu y e n te s  d e l medio. En g e n e ra l, 

pueden u t i l i z a r s e  h id ra to s  de carbono como a z ú c a re s , por 

ejem plo s a c a ro sa , m alto sa , f r u c to s a ,  la c to s a  y s im ila re s  y 

alm idones como g ran o s, por ejem plo avena y cen teno , alm idón 

de m aíz, h a r in a  de maíz y s im i la r e s ,  so lo s  o en com binación 

como fu e n te s  de carbono a s im ila b le s  en e l  medio n u t r i t i v o .

La c an tid ad  ex ac ta  de fu e n te  o fu e n te s  de h id ra to s  de c a r ­

bono u t i l i z a d a s  en e l  medio dependerá en p a rte  de lo s  o tro s  

in g re d ie n te s  d e l medio. S in  embargo, se ha encontrado  que 

es s u f ic ie n te  una c an tid ad  de h id ra to  de carbono comprendi­

da e n tra  1 y 6 % en peso d e l medio, aproxim adam ente. Puede 

u t i l i z a r s e  una so la  fu e n te  de carbono o v a r ia s  fu e n te s  com­

b in ad as  en e l  medio.

Las fu e n te s  da n itró g en o  s a t i s f a c t o r i a s  son m iles 

de m a te r ia le s  p ro te ic o s , t a l e s  como d iv e rs a s  formas de h i -  

d ro liz a d o s  de c a se ín a , h a r in a  de s o ja , l i c o r  de in fu s ió n  

de m aíz, s o lu b le s  de d e s t i l e r í a ,  p roductos de le v a d u ra , pas­

t a  de tom ate y s im i la r e s .  Las d iv e rs a s  fu e n te s  de n i tró g e ­

no pueden s e r  u t i l i z a d a s  s o la s  o en com binación y se em­

p lean  en c an tid ad e s  que o s c i la n  e n tre  0 , 2  y 6 % d e l peso 

d e l  medio acuoso .

La ex p re s ió n  "medios o rg án ico s  com plejos" en e l  sen -
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tid o  u t i l i z a d o  en e s ta  memoria se r e f i e r e  a  lo s  medios en 

lo s  que algunos de lo s  in g re d ie n te s  no e s tá n  quím icam ente 

d e f in id o s .  Un ejem plo de e s to s  medios es e l  c o n s t i tu id o  por 

avena de l a  marca C re sc e n t, h a r in a  de s o ja ,  c i t r a t o  só d ic o , 

p o l ig l i c o l  y s o lu b le s  de d e s t i l e r í a .

La fe rm en tac ió n  se l l e v a  a  cabo a  tem p e ra tu ras  com­

p rend idas e n tre  20^C y 37°C; s in  embargo, pa ra  o b te n e r r e ­

s u lta d o s  óptim os se p r e f ie r e  e f e c tu a r  l a  fe rm en tac ió n  a  tem­

p e ra tu ra s  de 24 a  32°C aproxim adam ente. E l pH de lo s  medios 

n u t r i t iv o s  adecuados para d e s a r r o l l a r  e l  c u l t iv o  de S tre p to  

myces lactam durans y p ro d u c ir  e l  a n t ib ió t i c o  debe e s t a r  com­

prendido e n tre  6 , 0  y 8 , 0  aproxim adam ente.

E l ácido  7 -(D -5 -a m in o -5 -o a rb o x iv a le ra m id o )-3 -(c a rb a - 

m o ilo x im e ti l) -7 - b u to x i - 3-c e fem -4-o a rb o x í l ic o  responde a  l a  

s ig u ie n te  fó rm ula p lan a :

0 M 4 o
it ' " <: ^

HOC-CH-aL.-Cip-CHQ-C-IíH 4^- - ^  1 ^
OSI3

8
Nf

0
t'

CHgOQlHg

COOH

E ste  compuesto ( I )  es producido d u ra n te  l a  fe rm en ta­

c ió n  a e ro b ia  a n te s  d e s c r i t a  de una v a rie d ad  de S treptom vces 

lactam durans capaz de p ro d u c ir dicho compuesto como, por 

e je m p lo ,la  v a ried ad  que se e n cu en tra  en d ep ó sito  perm anente
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en e l  N o rth ern  U t i l i z a t io n  R esearch  and Development Branch 

ba jo  l a  a c c e s ió n  n^ NRRL 3802. También pueden u t i l i z a r s e  

o t r a s  v a rie d ad e s  de e s ta  e sp e o ie , como lo s  m utantes o b te n i­

dos por ag en te s  de m utación o a is la d o s  de l a  n a tu ra le z a . E l 

a n t ib ió t ic o  ( I )  es a n fó te ro , con un punto i s o e l é c t r ic o  apa­

re n te  a  pH 3,5 aproximadamente y es e s ta b le  en so lu c ió n  en 

un in te rv a lo  de pH de 1 ,5  a  9 ,0  aproxim adam ente.

E l a n t ib ió t ic o  y sus s a le s  p re sen ta n  r e s i s t e n c i a  no 

solam ente a  l a  p e .n ic i l in a s a  s in o  tam bién  a la s  c e fa lo sp o -  

r in a s a a  y exhiben  una a c t iv id a d  aumentada c o n tra  lo s  micro­

organism os G ram -negativos. A d if e r e n o ia  de l a  c e f a lo s p o r i -  

na C que p re se n ta  una a c t iv id a d  a n t ib a c te r ia n a  re la tiv a m en ­

te  b a ja ,  e l  a n t ib ió t ic o  de e s ta  in v en c ió n  y su s  s a le s  p re­

s e n ta n  un s ig n i f ic a t iv o  e fe c to  Gram -negativo in  v ivo  con 

una p o te n c ia  que, en g e n e ra l , es mayor que l a  de l a  c e f a -  

l o t i n a .  E s ta  a c t iv id a d  comprende l a  e f i c a c ia  in  vivo sobre 

P ro teu s  m organii y , además, l a  e f ic a c ia  c o n tra  la s  s ig u ie n ­

te s  b a c te r ia s  G ram -negativas: E sc h e r ic h ia  c o l i . P ro teu s  

v u lg a r i s . P ro teu s  m i r a b i l i s . S alm onella  s c h o t tm u e l le r i . 

K le b a ie l la  uneumoniae AD, K le b s ie l la  pneumoniae B y 

P araco lobactrum  a r iz o n ia e .

Los b ioensayos de e s te  a n t ib ió t ic o  se r e a l iz a n  me­

d ia n te  un proceso en d is c o -p la c a  u t i l iz a n d o  d isco s  de pa­

p e l de f i l t r o  de 3/ 8 " (9 ,5  mm). Las p lacas  de ensayo se 

p rep aran  u t i l iz a n d o  ag ar n u t r i t iv o  D ifeo más 2 ,0  g / l i t r o
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de e x tra c to  de le v ad u ra  D ifeo a razó n  de 10 mi por placa*

Un c u l t iv o  de una noche d e l  organism o de ensayo, V ib rio  

p e rco lan s  MB-1272, es d i lu id o  en so lu c ió n  s a l in a  e s t é r i l  

h a s ta  una su sp en sió n  con una t r a n s m ita n c ia  d e l 40 % a  una 

lo n g itu d  de onda de 660 mp. E s ta  su sp en sió n  se ag reg a  a  r a ­

zón de 20 m l / l i t r o  a l  medio a n te s  de v e r t e r lo  en  l a s  p la ­

c a s . E l organism o V ib rio  p e rco lan s  se en cu e n tra  d ep o sitad o  

en l a  C u ltu re  C o lle c t io n  de l a  American Type C u ltu re  Co- 

l l e c t i o n ,  donde puede o b te n e rse  ba jo  l a  s ig u ie n te  d esig n a ­

c ió n : V ib rio  ueroo lans MB-1272, ATCC 8461.

Las p lacas  de ensayo se m antienen  a  4^C h a s ta  que 

se u t i l i z a n  (5 d ía s  como máximo). Después de l a  a p l ic a c ió n  

de lo s  d isco s  de ensayo sa tu rad o s  con a n t i b ió t i c o ,  l a s  p ía  

cas son incubadas a 28°C d u ran te  un periodo  de 8 a  24 h o ra s . 

Las zonas de in h ib ic ió n  se le e n  como mm de d iá m e tro . Se 

u t i l i z a n  para  d e te rm in a r l a s  p o te n c ia s  r e l a t i v a s  o , cuando 

se compara con un p a tró n  de r e f e r e n c ia  p u r if ic a d o , l a  po­

te n c ia  en ^ig/m l.

Debido a  l a  d i f i c u l t a d  in h e re n te  en l a  se p a ra c ió n  

d e l ác id o  7 -(D -5 -a m in o -5 -c a rb o x iv a le ram id o )-3 -(ca rb a m o il-  

o x im e t i l ) - 7 -m e to x i-3-ce fem -4- c a rb o x í l ic o  puro de la s  g ran ­

des c a n tid a d e s  de im purezas co n ten id as  en e l  caldo  de f e r ­

m entación, es de g ran  im p o rtan c ia  e n c o n tra r  una form a de 

aum entar l a  c o n c e n tra c ió n  d e l  a n t ib ió t i c o  re s p e c to  a  lo s  

s ó lid o s  t o t a l e s  d e l c a ld o .

-  6 -
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Por lo  ta n to ,  un o b je to  de e s t a  in v en c ió n  es p ropor­

c io n a r  un método p a ra  aum entar e l  ren d im ien to  d e l a n t ib ió ­

t i c o  en un proceso de fe rm e n ta c ió n . Otro o b je to  de e s ta  in ­

vención  es  p ro p o rc io n a r un método p a ra  aum entar e l  re n d i­

miento de a n t ib ió t ic o  empleando a d i t iv o s  quím icos r e l a t i v a ­

mente b a ra to s  y fá c ilm e n te  a se q u ib le s  en e l  proceso de f e r ­

m entación. O tros o b je to s  de l a  in v en c ió n  se  pondrán en ev i­

d e n c ia  más a d e la n te .

Ahora se ha d e sc u b ie r to  que l a  a d ió io n  de g l i c in a ,  

L - f e n i la la n in a ,  un carbacoato de Fórm ula I I ,  i n f r a ,  o una 

amida de Fórmula I I I ,  i n f r a ,  a  lo s  medios de fe rm en tac ió n  

o rg án ico s  com plejos y quím icam ente d e f in id o s  aumenta l a  pro­

ducción  de áoido 7 -(D -5 -a m in o -5 -c a rb o x iv a la ram id o )-3 -(ca r-  

bamo i l o x i m e t i l )-7 -me t o x i - 3- c e f  e m-4-ca rb o  x í l l c o :

0 X
í! / R i  

ROCN^ H ^4* R-,cir ^
^ " 2 '  ^ * 5

1 1 1 1 1

donde R es a lq u i lo ,  por ejem plo a lq u i lo  i n f e r i o r ,  e t i l o ,  

n -p ro  p ilo  o n - b u t i lo  y s im ila re s  y R-¡ y Rg son ig u a le s  o 

d i f e r e n te s  y e s tá n  se le c c io n a d o s  e n tre  h id ró g en o , a lq u i lo ,  

por ejem plo a lq u i lo  i n f e r i o r  como m e tilo , e t i l o ,  n -p ro p ilo  

o n -b u t i lo  y s im ila re s  o h id ro x ia lq u i lo  i n f e r i o r ,  por ejem - 

p l .  2- h i d r . x i . t i l .  o 3- h i d r .x i p r o p i l .  .  s iM i la r .s ,  . .  

h id ró g en o , a lq u i lo  como m e tilo , e t i l o ,  n -p ro p ilo , n -b u t i lo ,

7
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n -p e n t i lo  o u n d ec ilo  y s im i la r e s ,  o x o a lq u ilo  i n f e r i o r  como 

2-o x o p ro p ilo  y s im ila re s  o a r i l o ,  por ejem plo a r i l o  de un 

so lo  núcleo como f e n i lo ;  y R  ̂ son ig u a le s  o d i f e r e n te s  

y e s tá n  se le c c io n a d o s  e n tre  h id ró g en o , a lq u i lo ,  por ejem - 

5 p ío  a lq u i lo  i n f e r i o r  como m e tilo , e t i l o ,  n -p r o p i lo ,  n - b u t i -  

l o ,  i s o b u t i lo  o n - p e n t i lo  y s im ila re s  o h id r o x ia lq u i lo  in f e ­

r i o r  como 2- h id r o x ie t i l o  o 3- h id r o x ip ro p i lo  y s im ila r e s ;  y 

X es oxígeno o a z u f re .

La c a n tid a d  de g l i c in a ,  L - f e n i la la n in a ,  carbam ato 

^0 ( I I )  o amida ( I I I )  n e c e s a r ia  pa ra  e s t im u la r  l a  producción  

d e l a n t ib ió t ic o  v a r ía  con e l  medio em pleado. En g e n e ra l ,  

se ha observado un aumento en l a  p roducc ión  d e l a n t i b i ó t i ­

co en lo s  medios que c o n tie n e n  de 0 , 0 1  a  0 , 1 0  % (en  peso/vo 

lumen) de g l i c in a  y de 0 ,05  a  0 , 3  % (en  peso/volum en) de 

L - f e n i la la n in a .  S in  embargo, la s  c o n ce n tra c io n es  p re fe r id a s  

son 0 ,05  % de g l i c in a  y 0 ,3  % de L - f a n i la la n in a .  Los o a rb a - 

matos ( I I )  y l a s  am iaas ( I I I )  se emplean en la s  p ro p o rc io ­

nes de 0 , 0 156 - 2 , 0  % aproximadamente y se han ob ten id o  ren ­

d im ien to s  esp ec ia lm en te  buenos con lo s  N -2 -h id ro x ia lq u i l -  

2Q c a r b a m a t o s ,  p e r  ejem plo con a lre d e d o r  de 0 , 2  a 

0 ,8  % de N -2 -h id ro x je tilc a rb a m a to  de e t i l o .

También hemos encontrado  que l a  a d ic ió n  de una amida 

de l a  s ig u ie n te  fórm ula a l  medio de fe rm en tac ió n  produce 

un aumento im p o rtan te  en e l  ren d im ien to  d e l  a n t ib ió t i c o :

25
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donde Rg es h idrógeno o a lq u i lo  i n f e r i o r  como m etilo  o e t i -  

lo  y  Ry y Rg son h idrógeno o a lq u i lo  i n f e r i o r ,  especialm en­

te  i s o b u t i lo .  E l compuesto N ,N -d i-iso b u tilp ro p io n a m id a  es 

esp ec ia lm en te  p re fe r id o  y p ropo rc iona  ren d im ien to s  su p e rio ­

r e s  cuando se emplea a una c o n ce n tra c ió n  de 0 , 063- 0 , 1 2 5  % 

d e l medio empleado. Las co n cen trac io n es  de g l i c in a  su p e r io ­

r e s  a l  0 ,3  %, la s  co n cen trac io n es  de L - f e n i la la n in a  su p e rio ­

re s  a l  0 , 5  % y  la s  co n ce n tra c io n es  de carbam atos su p e r io re s  

a l  0 , 8  % su e le n  re d u c ir  l a  producción  d e l a n t ib ió t i c o .

Además de s e r  u t i l iz a d o s  por s i  s o lo s ,  hemos encon­

trad o  que l a  g l i c in a ,  l a  L - f a n i la la n in a  y un carbam ato de 

Fórmula I I ,  su p ra , y /o  una amida de Fórmula I I I ,  su p ra , pue­

den s e r  combinados para form ar un a d i t iv o  que induce un 

rend im ien to  esp ec ia lm en te  bueno d e l  a n t ib ió t i c o .  A si, por 

e jem plo , l a  com binación de 0 ,05  % de g l i c in a ,  0 , 3  % de 

L - fe n i la la n in a  y una c an tid ad  de carbam ato ( I I )  y /o  de ami­

da ( I I I )  comprendida e n tre  0 , 0 156 - 2 , 0  % de c o n ce n tra c ió n  

f i n a l  es esp ec ia lm en te  adecuada para  e s tim u la r  e l  rend im ien­

to  de a n t ib ió t i c o .  P re fe r ib le m e n te , en e s ta  com binación, e l  

carbam ato es N -2 -h id ro x ie tilc a rb a m a to  de e t i l o  a una con­

c e n tra c ió n  f i n a l  de 0 ,2 -0 ,8  % y l a  amida es N ,N -d i- is o b u t l l -  

propionam ida a  una c o n ce n tra c ió n  f i n a l  de 0 , 063- 0 , 1 2 5  %.

-  9 -
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1 La d is c u s ió n  a n te r io r  e s tá  d i r i g id a  fundam entalm en­

te  a  l a s  fe rm en tac io n es  que u t i l i z a n  l a  v a rie d ad  madre 

S trep tom yces lac tam d u ran s . S in  embargo, tam bién  pueden u t i ­

l i z a r s e  o t r a s  v a rie d ad e s  de e s te  o rganism o, como lo s  mutan- 

5 t a s ,  pa ra  p ro d u c ir  e l  a n t ib ió t i c o .  R e su lta  e v id en te  p a ra  a l  

ex p erto  en l a  té c n ic a  que e l  carbam ato ( I I )  o l a  amida ( I I I )  

tam bién pueden s e r  u t i l i z a d o s  pa ra  aum entar e l  rend im ien to  

d e l  a n t ib ió t i c o  cuando se ag regan  a  lo a  l o t e s  de fe rm en ta ­

c ió n . S iguiendo l a s  enseñanzas de e s ta  in v e n c ió n , m odificar­

lo  c io n es  o cambios e v id en te s  en lo s  n iv e le s  óptim os de a d i t i ­

vo , tiem po de a d ic ió n  d u ran te  l a  fe rm e n ta c ió n , e t c .  e s tá n  

a l  a lca n c e  de lo s  e x p e rto s  en l a  té c n ic a ,  independientem en­

te  de l a  v a ried ad  u t i l i z a d a  de S treo tom yces lactam durans 

para  p ro d u c ir  e l  ácido  7 -(D -5 -am in o -5 -ca rb o x iv a le ram id o )-3 - 

1 5  (c a rb a m o ilo x im e til) -7 -m e to x i-3 -c e fe m -4 -c a rb o x ílic o  ( I ) .

Aunque e l  a n t ib ió t ic o  ( I )  de e s t a  in v en c ió n  es pro­

ducido en c u l t iv o s  s u p e r f ic ia le s  y sum erg idos, ac tu a lm en te  

se p r e f ie r e  l l e v a r  a  cabo l a  fe rm en tac ió n  en e s tad o  sum ergi­

do. Las fe rm en tac io n es  a  pequeña e s c a la  se e fe c tú a n  conve- 

2o n ien tem ente  colocando c a n tid a d e s  adecuadas de medio n u t r i ­

t iv o  en m atraces , e s te r i l iz a n d o  lo s  m atraces y su co n ten id o  

por ca len tam ien to  a  120°C, inoculando lo s  m atraces con e s ­

poras o un c u l t iv o  c e lu la r  v e g e ta tiv o  de una v a rie d a d  de 

S trep tom vces p ro d u c to ra  de ácido  7 -(D -5 -am in o -5 -ca rb o x i- 

25  v a le ra m id o )-3- ( c a rb a m o ilo x im e ti l) - 7 -m e to x l-3-ce fem -4.-c a rb o -
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x í l i c o ,  tapando s in  a p r e ta r  lo s  c u e llo s  de lo s  m atraces 

con algodón y dejando que l a  fe rm en tac ió n  t r a n s c u r r a  a  una 

tem p era tu ra  am biente c o n s ta n te  de unos 28°C en un sacud ido r 

d u ran te  3 a  5 d ia s .  P ara  e l  t r a b a jo  a  mayor e s c a la ,  es p re­

f e r i b l e  e fe c tu a r  l a  fe rm en tac ió n  en tanques adecuados pro­

v is to s  de un a g ita d o r  y un medio de a i r e a c ió n  d e l  medio de 

fe rm en tac ió n . En e s te  método, e l  medio n u t r i t iv o  se p rep ara  

en e l  tanque y se e s t e r i l i z a  c a le n tá n d o lo  a  120°C. Después 

de e n f r i a r ,  e l  medio e s te r i l i z a d o  es inocu lado  con una fuen  

te  adecuada de c u lt iv o  c e lu la r  v e g e ta tiv o  d e l S treptotnyces 

y l a  fe rm en tac ió n  se d e ja  t r a n s c u r r i r  d u ran te  2 - 4  d ía s  míen 

t r a s  se a g i t a  y /o  a i r e a  e l  medio n u t r i t i v o ,  m anteniendo l a  

tem p era tu ra  a  28°C aproxim adam ente. E s te  método de produc­

c ió n  de ácido  7 -(D -5 -am in o -5 -ca rb o x iv a le ram id o )-3 -ío a r 'b a - 

m o ilo x im e ti l) -7 -m e to x i-3-cei*em-4- -c a rb o x ilic o  es  e s p e c ia l­

mente adecuado para  l a  p re p a rac ió n  de g randes c an tid ad e s  

d e l nuevo a n t ib ió t i c o .

La fe rm en tación  u t i l iz a n d o  e l  microorganismo pro­

d u c to r  de ác ido  7 -(D -5 -a m in o -5 -c a rb o x iv a le ram id o )-3 -(ca r-  

bam oilox im etil)-7 -m et.o x i-3 -ce fem r-4 -ca rb o x ílico  puede s e r  

lle v a d o  a  cabo a tem p era tu ras  com prendidas e n tre  20° y 

37°C aproxim adam ente. S in  embargo, p a ra  o b ten e r r e s u l ta d o s  

óptim os lo  m ejor es e f e c tu a r  la s  fe rm en tac io n es  a  tem pera­

tu ra s  de 26-30°C. E l pH de lo s  medios n u t r i t iv o s  adecuados 

p a ra  c u l t i v a r  e l  S treptom vces y p ro d u c ir  e l  a n t ib ió t ic o

11
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1 puede v a r i a r  e n tre  5 a  9 aproxim adam ente. S in  embargo, e l  

in te r v a lo  de pH p re fe r id o  es de 6 ,0  a  7 ,5  aproxim adam ente.

En l a  p u esta  en p r á c t ic a  de l a  in v e n c ió n , se p rep a ra  

una su sp en sió n  c e lu l a r  por a d ic ió n  de medio e s t é r i l  a un 

5 c u l t iv o  in c lin a d o  de ag a r de un m icroorganism o p ro d u c to r de 

ác id o  7 -(D -5 -am in o -5 -ca rb o x iv a le ram id o )-3 -(ca rb am o ilo x im e- 

t i l ) -7 -m e to x i-3 -c e fe m -4 -c e rb o x í l ic o .  Después se u t i l i z a  e l  

d e s a r ro l lo  de un c u l t iv o  in c lin a d o  p a ra  in o c u la r  un m atraz 

de siem bra y e s te  ú ltim o  se a g i t a  a unos 28°C d u ran te  1 a  

Q 3 d ía s  para  o b te n e r un buen c u l t iv o .  E l m atraz de siem bra

se u t i l i z a  después para  in o c u la r  lo s  m atraces de p roducc ión . 

A lte rn a tiv a m e n te , e l  m atraz de siem bra puede s e r  inocu lado  

con un c u l t iv o  l i o f i l i z a d o  o con un inoculum  congelado .

La in o c u la c ió n  se r e a l i z a  generalm en te  empleando a l -  

^ red ed o r de 1 mi por cada 40 mi de medio de p roducc ión . Des­

pués se ag rega  a lo s  m atraces de p roducción  l a  c o n ce n tra c ió n  

deseada de a d i t iv o  y se d e ja  que t r a n s c u r r a  l a  fe rm en tac ió n  

d u ran te  2 - 4  d ía s  m ien tras  se a g i ta  y /o  a i r e a  e l  medio n u - 

t r i t i v o  y se m antiene la  tem p era tu ra  en unos 28 C. Todos 

3Q lo s  m atraces de p roducción , ea d e c ir  lo s  que c o n tie n e n  a d i­

t iv o s  y lo s  m atraces u t i l iz a d o s  como c o n tro le s ,  se a n a l i ­

zan d esp u és , generalm ente  a l  cabo de 96 h o ra s , pa ra  d e te r ­

minar l a  c an tid ad  de a n t ib ió t ic o  p roducida  en cada m a traz .

E l a n t ib ió t ic o  ácido  7 -(D -5 -am in o -5 -ca rb o x iv a le ram i- 

d o )-3 -(c a rb a m o ilo x im e til) -7 -m e to x i-3 -c e fe m -4 -c a rb o x ílic o  es

-  12



1 después convenientem ente an a lizad o  m ediante un procedim iento  

de d is c o -p la c a  u t i l iz a n d o  V ibrio  ce rco lan s  MB-1272 (ATCC 8461) 

como organismo de ensayo. Se u t i l i z a n  d is c o s  de 3/8" de d iá ­

metro (9 ,5  mm). Se p rep a ra  una curva p a tró n  a p a r t i r  de con 

5 c e n tra c io n e s  conocidas d e l a n t ib ió t ic o  y l a  a c t iv id a d  se ex­

p resa  en microgram os, es d e c i r ,  mg, por m i l i l i t r o  de ácido  

l i b r e .

Después se a n a liz a n  lo s  m atraces de p roducción  d i lu ­

yendo l a  m uestra en so lu c ió n  re g u la d o ra  de fo s fa to  0 , 02  M 

j_0 a pH 7 h a s ta  una co n ce n tra c ió n  a p ro p ia d a . E l organismo de 

ensayo es V ib rio  p e rco lan s  MB-1272 (ATCC 8461) y e l  medio 

de ensayo empleado e s  ag a r n u t r i t iv o  D ifeo más e x tra c to  de 

le v a d u ra  D ifeo a l  0 ,2  %. Los d is c o s  se sumergen en 5 mg por 

m i l i l i t r o  de l a  so lu c ió n  p a tró n  de a n t ib ió t ic o  y se c o lo -  

1̂  can sobre l a  p laca  en una p o s ic ió n  a l te rn a d a  re s p e c to  a  l a

m uestra . Después la s  p lacas  se incuban a  37°C d u ran te  18  ho­

ra s  y se determ inan  lo s  d iám etro s  de l a s  zonas en milíme­

t r o s .  Se emplean 5 p laca s  c o r r ie n te s  conteniendo cu a tro  

p ropo rc iones d e l p a tró n  com prendidas e n tre  2 , 5  y 20 mg/ml.

)Q E l a n á l i s i s  se c a lc u la  m ediante un nomograma y lo s  r e s u l ­

tad o s  se r e g i s t r a n  como m ic ro g ra m o s /m ilil i tro .

E l a n t ib ió t ic o  puede s e r  recuperado  d e l medio de 

fe rm en tac ió n  por d iv e rso s  p ro ced im ien to s. E l caldo f i l ­

tra d o  puede s e r  pasado por una o más columnas cam biadoras 

,c de io n . La n a tu ra le z a  a n fó te r a  d e l a n t ib ió t ic o  ( I )  perm ite

13 -
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l a  s e le c c ió n  de re s in a s  cam biadoras de io n  c a t ló n ic a s  y 

a n ió n ic a s  para  o b ten e r una re c u p e ra c ió n  óp tim a. E l a n t i ­

b ió t ic o  adsorb ido  puede s e r  separado después por e lu c ió n , 

p re fe rib le m e n te  en un d is o lv e n te  v o l á t i l  como l a  p i r id in a  

que pueda s e r  fá c ilm e n te  e lim in ad o .

E l a n t ib ió t ic o  ácido  7 -(D -5 -a m in o -5 -c a rb o x iv a le ra -  

mido) - 3 - ( carbam oiloxim e t i l ) -7 -me to x i - 3 - c e f  e m -4 -ca rb o x ílico  

(1) y sus s a le s  son e f ic a c e s  para  in h ib i r  e l  c rec im ien to  de 

v a r io s  m icroorganism os G ram -negativos y G ram -p o sitiv o s .

Los s ig u ie n te s  ejem plos se dan a  t í t u l o  i l u s t r a t i ­

vos y no l im i ta t iv o  de l a  in v en c ió n .

EJEMPLO 1

Producción de a n t ib ió t i c o :  a d ic ió n  de g l i c in a  

Proceso de fe rm en tac ió n  m odificado 

E tapa A: Tubos in c lin a d o s

Un tubo l i o f i l i z a d o  de c u l t iv o  de S trep tom yces lac tam  

durans (MA-2908) se ab re  a sép ticam en te  y e l  organism o se 

t r a n s f i e r e  a  un medio de l a  s ig u ie n te  com posición:

Medio I :

M elazas f in a le s  1 %

Levadura de N a tio n a l Brewer 1 %

Agar D ifeo  pH 7 ,0  2 ,5  %

Agua b a s ta  e l  volumen deseado .

Los tubos in c lin a d o s  se incuban  d u ran te  7 d ía s  a  

28°C. Cuando se m antienen en f r í o ,  lo s  tubos in c lin a d o s  son

14 -
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e s ta b le s  d u ran te  más de 13 semanas.

E tapa B: F ases de siem bra : S istem a en dos fa s e s

Prim era s iem bra: La p rim era  siem bra ba s ido  in o c u la ­

da d irec tam en te  d e l tubo in c lin a d o  de l a  E tapa  A a' 40 mi de 

lev ad u ra  seca  p rim aria  a l  1 % N .F ., pH 7 ,0  (o b ten id a  de l a  

Y east P roduct C o rp o ra tio n ) en un m atraz Erlenm eyer de'

250 mi p ro v is to  de ta b iq u e s . Después lo s  m atraces se a g i ta n  

en un sacu d id o r r o ta to r io  a  220 rpm con un re c o r r id o  de 2" 

(5 cm), a  28°C, d u ran te  un periodo de 2 a  3 d ía s .

Segunda siem bra : Un inoculum  a l  2 ,5  % procedente de 

l a  p rim era fa s e  de siem bra se  añade a  un m atraz que c o n tie ­

ne un a u to liz a d o  de le v ad u ra  a l  2 % F leischm ann S-150, 

pH 7 ,0 .  E l c rec im ien to  de e s ta  fa s e  es c a ra c te r ís t ic a m e n te  

l ig e r o  y l a  in cu b ac ió n , r e a l iz a d a  como en l a  prim era fa s e  

a  28°C, no se prolonga más de 48 h o ra s .

E tapa C: Medio de p roaucción  b a aa l

E l medio de producción b a sa l t ie n e  l a  s ig u ie n te  com­

p o s ic ió n ;

Medio I I :

S o lu b les  de d e s t i l e r í a  3 ,0  %

Levadura seca  p rim aria  0,75 %

Antiespum ante Mobil par-S  0,25 %

E ste  medio se a ju s ta  a  pH 7 ,0  con una pequeña c a n t i ­

dad de so lu c ió n  co n cen trada  de h id ró x id o  só d ico , se d isp en ­

sa  en m atraces Erlenm eyer y se t r a t a  en au to c lav e  du ran te

-  15
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15 a  20 m inutos a 121°C. Después de e n f r ia d o , e l  medio r e ­

c ib e  un inoculum  d e l 2 ,5  % de l a  siem bra de l a  segunda f a ­

se o b te n id a  en l a  E tapa B. La in cu b ac ió n  se r e a l i z a  d u ran te  

3 d ía s  a  28°C en un sacu d id o r r o ta to r i o  a  220 rpm, con un 

re c o r r id o  de 2" (5 cm).

Cuando l a  fe rm en tac ió n  es  com pleta , l a s  c é lu la s  se 

sep aran  por c e n tr ifu g a c ió n  y e l  ca ld o  se d ilu y e  con re g u la ­

dor de f o s f a to ,  pH 7 ,0 .  La c o n ce n tra c ió n  de ác id o  7 -(D -5 - 

am ino -5 -ca rb o x iv a le ra m id o )-3 -(c a r  b a m o ilo x lm e til) -7 -m e to x i-  

3 -c e fem -4 -c a rb o x ílic o  en e l  caldo  de fe rm en tac ió n  se d e te r ­

mina por e l  método de ensayo b io ló g ic o  norm alizado de d is c o . 

El organism o de ensayo empleado es V ib rio  p e rc o lan s  (ATOO 

8461). Los d isco s  de papel de f i l t r o  se sum ergen en lo s  c a l ­

dos d i lu id o s  y se co lo can  sobre  l a  s u p e r f ic ie  de p la ca s  P e- 

t r i  con ten iendo  ag a r que han s id o  in o c u la d as  con e l  o rga­

nismo de ensayo V ib rio  p e rco lan s  (ATCC 8461). También se co­

lo c a n  sobre  e s ta s  p la ca s  P e t r i  lo s  d is c o s  que han s id o  su­

m ergidos previam ente on so lu c io n es  v a lo ra d a s  que c o n tie n e n  

c o n ce n tra c io n es  conocidas de 842A. Los d is c o s  son incubados 

d u ra n te  l a  noche a  28^C re g is trá n d o s e  lo s  d iám etro s  de l a s  

zonas de in h ib ic ió n .  La c o n c e n tra c ió n  de 842A y d e l caldo  

ferm entado se  c a lc u la  por in te rp o la c ió n  a  p a r t i r  de l a  c u r­

va p a tró n  que r e la c io n a  e l  d iám etro  de l a  zona con la s  con­

c e n tra c io n e s  conocidas de l a s  so lu c io n e s  v a lo ra d a s  de 842A. 

Por e s te  proced im ien to  se c a lc u la  que e l  S treptom yces
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402904
' lac tam durans MB-2908 produce un promedio de 8 0 ,4  jag/ml de

ác id o  7 -(D -5 -am in o -5 -ca rb o x iv a le ram id o )-3 -(ca rb am o ilo x im e- 

t i l) -7 -m e to x i-3 -c e i 'e m -4 -c a rb o x ílic o  en e l  medio de produc­

c ió n  b a s a l .

 ̂ E tapa D: A dición de g l ic in a

La a d ic ió n  de g l i c in a  a l  Medio I I  en l a  E tapa C, su - 

p ra , aumenta considerab lem ente  e l  rend im ien to  de ácido  

7 - (D -5-am ino-5-carbox ivaleram ido) -3 - (c a rb a m o ilo x im e til ) - 7 -  

m e to x i-3 -ce fe m -4 -c a rb o x ílic o . La s ig u ie n te  T ab la  I  in d ic a  

10 e l  grado de e s te  aumento en una gama de c o n c e n tra c io n e s . Los

d a to s  de e s ta  ta b la  re p re se n ta n  t r e s  s e r ie s  d i s t i n t a s  de 

ensayos, en  lo s  que e l  c o n tro l se r e a l i z a  de l a  misma forma 

d e s c r i t a  en la s  E tapas A-C a n te r io r e s  y en lo s  que lo s  ex­

perim entos r e s ta n te s  fu e ro n  r e a l iz a d o s  de form a id é n t ic a  pe- 

1 j  ro  con a d ic ió n  de l a  c a n tid a d  in d ic a d a  de g l i c in a .  Los en­

sayos se r e a l iz a r o n  de l a  misma form a que en l a  E tapa C.

TABLA I

E x p e ri-  % de g l i c in a  aba P roducción  de a n - % de aumento so 
mentó d id a  a l  Medio Í I  t i b i ó t i c o  íug /m l) b re  e l  c o n tro l

C o n tro l - 77 -

1 0,01 84 10 %
2 0 ,10 97 26 %

C o n tro l - 76 -

1 0,05 106 41 %

2 0 ,10 93 22 %

C o n tro l - 88 -
1 0,075 113 28 %

2 0,100 113 28 %

3 0,125 98 11 %
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Basándose en lo  que a n tec e d e , l a  a d ic ió n  de 0 ,05  %

de g l i c in a  a l  medio de p roducción  es c o n s id e ra d a  l a  más 

e f e c t iv a  para  aum entar e l  ren d im ien to  de ác id o  7-(D -5-am i- 

n o -5 -c a rb o x iv a le ra m id o )-3 - (c a rb a m o ilo x im e til) -7 -m e to x i-3 -  

c a f  e m-4-carb03¡:í l i c o .

EJEMPLO 2

P roducción!de a n t ib ió t i c o :  a d ic ió n  de L - f e n i la la n in a

Se r e p i t e  e l  p roced im ien to  d e l  Ejemplo 1 a  excepción  

de que en lu g ^ r  d e l a d i t iv o  g l i c in a  en l a  E tapa  D se emplean 

d iv e rs a s  c o n ce n tra c io n es  de L - f e n i la la n in a .  La s ig u ie n te  

t a b la  in d ic a  la s  co n ce n tra c io n es  de uso de l a  L - f e n i l a l a n i -  

na y e l  aumento d e l  ren d im ien to  de A n tib ió t ic o  ( I )  a t r i b u i ­

do a l a  misma .

TABLA II

E x p e ri-  % d e !L - fe n i la la n in a  P roducción  de a n - % de aumento
mentó añ ad id a  a l  Medio 11 t i b i ó t i c o (^ig/ml) sobre aL control.

C o n tro l
!

76 -

1 ¡ 0 ,05 82 8 %

2 0,1 77 1 %

3 o ,3 90 34 %

C o n tro l - 85 **

1 0,1 100 18 %

EJEMPLO 3

P roducción  de a n t ib ió t i c o ;  a d ic ió n  de L - f e n i la la n in a  y g l i ­

c in a

5 Se r e p i te  e l  p roced im ien to  d e l Ejemplo 1 a  exoepción

-  18 -
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de que se ag reg a  L - fe n i la la n in a  a l  medio de p roducción  b a sa l 

que c o n tie n e  0 ,05 % de g l i c in a .  E ste  medio, id e n t i f ic a d o  más 

ab ajo  como Medio I I I ,  t ie n e  l a  s ig u ie n te  com posición:

Medio 111:

S o lu b les  de d e s t i l e r í a 3 ,0  %

Levadura seca  p rim aria  N .F. 0,75 %

Antiespum ante Mobil par-S 0,25  %

G lic in a 0,05 %

La s ig u ie n te  t a b la  in d ic a  l a s co n cen trac io n es  de

uso de L - f e n i la la n in a  y e l  aumento d e l rend im ien to  de A n ti­

b ió tic o  ( I )  a tr ib u id o  a l a  misma.

TABLA I I I  *

E xperi­
mento

% de L - fe n i la la n in a  
añad ida a l Medio 111

P roducción  de an - % de aumento 
t i b i ó t i c o  ÍM /m l) sobre e lcontio l

C o n tro l - 101 **

1 0,1 124 23 %

C o n tro l - 103 -

1 o ,3 118 15 %
C o n tro l - 110 -

1 0 , 3 121 10 %

*20 EJEMPLO 4

Producción  da a n t ib ió t ic o ;  a d ic ió n  de carbam ato de e t i l o  y

g l ic in a

Se r e p i t e  e l  procedim iento  d e l Ejemplo 3, a excep­

c ió n  de que se emplea carbamato de e t i l o  en lu g a r  de L - f e n i l -  

25 a la n in a .  El medio de producción  empleado es e l  Medio I I I  d e l

-  19 -



Ejemplo 3 , que c o n tie n e  0 ,05  % de g l i c i n a .  La s ig u ie n te  lam­

b ía  in d ic a  l a s  co n ce n tra c io n es  de uso d e l  carbam ato de e t i ­

lo  y e l  aumento d e l  ren d im ien to  de A n tib ió t ic o  ( I )  a t r i b u i ­

do a l  mismo.

E x p eri­
mento

% de carbam ato 
e t i l o  añadido 

Medio 111

de
a l

TABLA IV

Produccióp  de a n -  % de 
t ib ió t ic o * ( u g /m l)  b re

aumento so 
e l  c o n tro l

C o n tro l - 109

1 0,01 101

2 0,1 112 2 ,8  %

3 0,5 141 30 %

C o n tro l - 86 -

1 0 ,3 126 47 %

2 0 ,4 124 45 %

3 0,5 118 39 %

4 0,6 115 35 %

5 0,7 98 15 %

6 0,8 92 8 %

C o n tro l - 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 %
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Cada ren d im ien to  es e l  promedio de 8 determinaciones in d i ­

v id u a le s .

Sobre l a  base de lo  que a n te c e d e , l a  a d ic ió n  de 

0 ,4  % de carbam ato de e t i l o  a l  Medio I I I  es  l a  más e f ic a z  

para  aum entar e l  ren d im ien to  de A n tib ió tic o  ( I ) .

EJEMPLO 5

P roducción  de a n t ib ió t i c o ;  a d ic ió n  de amidas 

Se r e p i t e  e l  procedim iento  d e l Ejemplo 1 , E tapas A-C, 

a  excepción  de que e l  periodo de in cu b ac ió n  en l a  E tapa C es 

de 4 d ía s  a  28°C y e l  medio de producción  b aaa l t ie n e  l a  s i ­

g u ie n te  com posición:

Medio IV:

S o lu b les  de d e s t i l e r í a]
3 ,0  %

Levadura seca  p rim aria 1 ,0  %

G lic in a 0 ,05  %

L - fe n i la la n in a 0 ,3  %

Antiespum ante M obil par-S 0,25 %

T io su lfa to  sód ico 0,1 %

Almidón de maíz 2 ,0  %

Después de a g re g a r l a s  amidas c i ta d a s  en l a  s ig u ie n te

ta b la  ai Medio IV y s ig u iendo  por lo  demás e l  procedim iento  

d e s c r i to  en e l  Ejemplo 1 , E tapa C, se observa  un aumento d e l 

rend im ien to  de A n tib ió tic o  ( I ) .  La T ab la  V, i n f r a ,  d e sc rib e  

e s ta s  am idas, la s  co n cen trac io n es  a  l a s  que son empleadas y 

lo s  aumentos d e l rend im ien to  a tr ib u id o s  a  l a s  mismas.



1 TABLA V

Concentración
A d itivo finada

5

Formamida

N -m e tilfo r-
tnaniida

0,25
0 , 5 0

1 ,0
2,0

N ,N -d im etil-
formamida

0,25
0 ,40
0,50
0 ,80
1,0

10 N ,N - d ie t i l-  
i'ormatnida

0,25
0 ,5
1,0

N ,N -d ib u til-
foroam ida

0,125
0,25

N-2- h id r o x i-  
etilform am ida '

0 25
o;5o
1,0

15 N ,N -dim etilben 
zamida ***

0,0312
0,0625
0,125

N ,N -d im etilace- 
taaiida

0 , 5
1,0
2,0

20
N ,N - d ie t i l-

acetaoiida
0 , 2 5
0 ,5
1,0

N ,N -d ip ro p il-
acetaoiida

0,16
0,31

N ,íi'-d im etil-
tioacetam id a

0,063
0,125
0,25

25

Producción de a n t ib ió t ic o  (ug/ml) 
con a d it iv o / c o n tr o l '— —a n ---- ^ ----- sirs------

332/256
354/256

285/254
312/254

287/238
346/273
297/238
381/273
388/273

301/256

328/256
387/256

309/254
351/254
391/254

260/254
285/254

310/256
338/256
372/256

293/256
313/256
369/256

360/254
354/254
449/254

276/238
379/238
335/238

340/238
390/238

288/254
145/254

296/256
330/256
322/256

22
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TABLA V (c o n tin u a c ió n )

C oncen trac ión  P roducción  de a n t ib ió t ic o  (ng/m l)
A d itiv o f i n a l , % con a d i t i v o / c o n t r o l '

N ,N -d im e til- 0 ,5 293/254
ace to ace tam id a 1 , 0 286/254

2 , 0 380/254

N ,N -d im etilp ro 0 ,5 363/254
pionamida 1 , 0 369/254

2 , 0 282/254

N ,N -d ib u tilp ro -- 0,0156 418/256
pionamida 0 , 0 3 1 2 528/256

0,0625 350/256

N ,N -d iiso b u tll- - 0 ,063 497/256
propionam ida 0,125 530/256

N ,N -d im e til- 0,125 322/254
b u tiram id a 0 ,2 5 ' 303/254

0 ,5 318/254

N ,N -d im e tilv a - 0,063 308/254
le ram ida 0,125 325/254

0,25 355/254

N .N -d im etildode- 0,0156 2 9 1/ 2 5 6
0 8LnS.fB.jL cí &

EJEMPLO 6

Producción  de a n t ib ió t ic o ; a d ic ió n  de carbam at os

Se r e p i t e  e l  procedim iento  d e l Ejemplo 5 a  excepción

de que la s  amidas a l l í  c i ta d a s  son s u s t i t u id a s  por d iv e rso s  

carbam atos. La s ig u ie n te  t a b la  d e sc r ib e  e s to s  carbam atos e 

in d ic a  l a s  co n cen trac io n es  a l a s  que son empleados y e l  re n ­

d im iento  de A n tib ió tic o  ( I )  a tr ib u id o  a lo s  mismos:

25
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1 TABLA VI

C oncentración
P roducción  

) con
de a n t ib ió t ic o  

a d i t i v o /  c o n tro l
A d itiv o f i n a l ,  ^ ^  n^ 1 n9-2

carbamato de 
e t i l o

0,2
0 ,4

353/254
347/254

398/273
395/273

5
carbam ato de 
n -p ro p ilo

0,1
0 ,2

360/254
348/254

386/273
417/273

carbam ato de 
n - b u t i lo

0,1 345/273

H-me t i l  carbama t  o 
de e t i l o

0 ,2
0 ,4

321/254
333/254

360/273
323/273

1-0 N-e t  i lc a r ia m a  t  o 
de e t i l o

C,1
0,2

343/254 317/273
391/273

I¡- p r  op i l  carbaina to  
de e t i l o

0,1
0 ,2

361/254
363/254

389/273
409/273

15

H -2 -h id ro x ie t i lc a r  
bamato de e t i l o

N ,N -dim etilcarbam a 
to  de e t i l o  ""

0 ,2  
0 ,4  
0 ,8 
0 ,2 
0 ,4

331/254
353/254
349/254

345/273
442/273
428/273
292/273
393/273

20

25
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REIVINDICACIONES

1 . M ejoras in tro d u c id a s  en e l  método de p re p a ra c ió n  de 

ác id o  7 -(D -5 -a m in o -5 -c a rb o x iv a le ram id o )-3 -(ca rb a m o ilo x im e til) -7 -  

m e to x i-3 -ce fe m -4 -c a rb o x ilic o  p o r  c u l t iv o  de un nuevo a c tin o m ice - 

t e s  en un medio n u t r i t i v o ,  c a r a c te r iz a d a s  l a s  m ejo ras porque con 

s i s t e n  en a g re g a r g l i c in a ,  L - f e n i la l a n in a , un carbam ato, una ami 

da o com binaciones de e s to s  compuestos a l  medio de fe rm en tac ió n .

2 . M ejoras según l a  R e iv in d ic a c ió n  1 , en la s  que a l  a c -  

t in o m ic e te s  es S treptom yces lac tam d u ran s .

3 . M ejoras según l a  R e iv in d ica c ió n  2 , en l a s  que e l  pH 

d e l medio n u t r i t iv o  acuoso e s tá  comprendido e n tre  6 ,0  y 8 ,0  apro 

ximadamente y co n tien e  e n tre  1 % y 6 % en peso de h id ra to  de c a r  

bono y e n tre  0 ,2  % y 6 % en peso de n itró g e n o  d is p o n ib le , ap ro x i 

madamente.

4 . M ejoras según l a  R e iv in d ic a c ió n  1 , en l a s  que e l  c a r  

bamato e s  un compuesto de fórm ula:

RO
1

2

¡

i

donde R es  a lq u i lo  y R^ y son ig u a le s  o d i f e r e n te s  y e s tá n  se 

le cc io n ad o s  e n tre  h id ró g en o , a lq u i lo  o h id ro x ia lq u i lo  i n f e r i o r  y 

l a  amida es un compuesto de fórm ula:

-  25 -
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donde R^ e s  h id ró g en o , a lq u i lo ,  o x o a lq u ilo  i n f e r i o r  o a r i l o  

y R^ y R^ son ig u a le s  o d i f e r e n te s  y e s tá n  se le c c io n a d o s  en 

t r e  h id ró g en o , a lq u i lo  o h id r o x ia lq u i lo  i n f e r i o r .

5 . M ejoras según l a  R e iv in d ic a c ió n  4 , en  l a s  que l a  

amida es  formamida o N ,N -d ia lq u il( in fe r io r ) fo rm a m id a .

6 . M ejoras según l a  r e iv in d ic a c ió n  4 , en l a s  que l a  

amida empleada es  N ,N -d i- iso b u tilp ro p io n a m id a  a una c o n cen tra  

c ió n  com prendida e n tre  0 ,063  % y  0 ,12$  % aproxim adam ente.

7 . M ejoras según l a  R e iv in d ic a c ió n  4 , en l a s  que e l  -  

carbam ato empleado es N -2 -h id ro x ie tilc a rb a m a to  a  una concen— 

t r a c ió n  de 0 ,2  a 0 ,8  % aproxim adam ente.

8 . M ejoras según l a  R e iv in d ic a c ió n  1 , en l a s  que se 

emplea g l ic in a  a una c o n ce n tra c ió n  de 0 ,01  a 0 ,1 0  % aproxim a­

dam ente.

9 . M ejoras según l a  R e iv in d ic a c ió n  1 , en l a s  que se 

emplea L - f e n i la la n in a  a una c o n ce n tra c ió n  de 0 ,0 5  a  0 ,3  % apro 

xim adam ente.

10. M ejoras según l a  R e iv in d ic a c ió n  4 , en l a s  que e l  

carbam ato o amida se emplean a una c o n ce n tra c ió n  de 0 ,0156 -  

2 ,0  % aproxim adam ente.

11. M ejoras in tro d u c id a s  en e l  método de p re p a ra c ió n  

de ác id o  7 -(D -5 -am in o -5 -ca rb o x iv a le ram id o )-3 -(ca rb am o ilo x im e- 

t i l ) - 7 - m e to x i - 3 -  c e fe m -4 -c a rb o x ílic o  p o r c u l t iv o  de S treptom y 

ces lactam durans en un medio n u t r i t i v o ,  c a r a c te r iz a d a s  l a s  me 

jo r a s  porque c o n s is te n  en u t i l i z a r  0 , 0 5  % de g l i c in a ,  0 ,3  %

-  26 -
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de L - f e n i la l a n in a ,  0 ,2 - 0 ,8  % de N -2 -h id ro x ie tilc ab a m a to  de 

e t i l o  o 0 ,0 6 3 -0 ,1 2 5  % de N ,N -d i-iso b u tilp ro p io n a m id a  como 

a d i t iv o  d e l  medio de fe rm en tac ió n  p a ra  aum entar e l  r e n d i­

m iento de a n t ib ió t i c o .

12 . M ejoras según l a  R e iv in d ic a c ió n  11, en l a s  que 

se emplea N -2 -h id ro x ie tiíc a rb a m a to  o N ,N -d i- is o b u ti lp ro p io -  

namida en com binación con g l i c in a  y  L - f e n i la la n in a .

13 . M ejoras según l a  r e iv in d ic a c ió n  4 , en l a s  que l a  

amida e s  N ,N -dim etilform am ida.

14. Se r e iv in d ic a  p o r ú ltim o  como o b je to  sobre  e l  

que ha de r e c a e r  l a  P a te n te  de Inven c ió n  que se s o l ü t a  p o r: 

MEJORAS INTRODUCIDAS EN EL METODO DE PREPARACION DE ACIDO-7- 

( D-5-AMINO-5-CARBOXIVALERAMIDO ) - 3 - (  CARBANOILOXIMETIL) -7-ME- 

T0XI-3-CEFEM-4-CARB0XILIC0.

Todo conforme queda d e s c r i to  y  re iv in d ic a d o  en l a  

p re s e n te  memoria d e s c r ip t iv a  que c o n s ta  de v e i n t i s i e t e  p á g i­

n as  m ecan o g ra fiad as.

M adrid, 18 de mayo de 1 .972 
BERNARDO UNGRIA 

P *

25
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