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- ademés de Cefalosporina C, se producen otros materiales an-
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Esta invencidn se refiere a mejoras em y rela—-—
cionadas con la producc én de Cefalosporina C y mds concre
tamente, se refiere a la produccidén de Cefalosporina C me-
diante utilizacidn de un nuevo microorganismo, denominado

Cephalosporium 8p, variedad F. 1l2.

La Cefalosporina C es un valioso material anti-
bidtico, dado que es activa tanto contra bacterias Gram po
sitivas como Gram negativas y es simulténeamente estable a
los acidos y resistente a la penicilinasa. La Cefalospori-
na C esth ampliamente descrita en la bibliografia, por =~
ejemplo en el trabajo titulado "The Cephalosporins”" (E.P.
Abrsham, Pharmacological Reviews, Vol. 14, 1962, paginas -
477-500). En la préactica, la Cefalosporina C no es utiliza
da per se como antibidtico en el tratamiento de enfermeda~
des infecciosas causadas por bacterias Gram positivas y Grap
negativas, puesto que éu activided es relativamente baja;-
asi, su actividad in vitro frente a una serie de bacterias
Gram positivas es solo de un 0,1% de la corréspoﬁdiente a
la bencilpenicilina. Sin embargo, la Cefalosporina C se =
utiliza como material de par%ida:en la preparacién de un -
buen niimero de las llamadas "Cefalosporinas semisintéticas"|
algunas de las cuales han encontrado una consideréble apli
caciéﬁ como.ﬁntimicrobianos de amplio espectro. En conse--
cuencia, la Cefalosporina C es por si wmisma, un jroducto -
de interés. 'A

La Cefalosporina C se prepa;-a cultivendo varias -

especies de Cephalosporium , bajo condicibnés adecuadas y,=-

tibidticos, denominados Cefalosporina N y Cefalosporina P.

Cefalosporina P es el término utilizado para designar a una
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de Cefalosporina N formada durante el proceso de cultivo defl

“més alta posible con respeéto a otros materiales antibidti

" la variedad Brotzu original, producen Cefalosporina N en -
’C, es frecuentemente baja. Asi, por ejemplo, se deécribe -
_produccién de Cefalosporina C en el que se utiliza un mu-

 tante @e-Ceph&losporium Sp ATCC 14555,'pero, bajo las me~

7 litro.

familia de compuestos estercidicos que tienen cierta acti-
vidad antibacteriana frente a gérmenés Gram positivos; Ce-
ralosporina N (Penicilina N), es un compuesto penicilénico
que-contiene uné cadena lateral de alfa-aminoadipilo.

A -Lgs propiedades fisicas de Cefalosporina Cy -
Cefﬁlosporina N son muy similareé, pdr lo que es muy difi-
cil puriricar la Cefalosporina C separéndola de la Cefalos

porina N. Ea'sinAembargo, muy dqseable reducir la cantidad

micioorganismo; por ejemplo, seleécionando los nutrientes
con el-medip de cultivo, de forma que la Cefalosporina C -

se pueda producir en una centidad relativamente alta y lo

cos.
Sin -embargo, los microorganismos conocidos que

se usan en la produccién de Cefalosporina C, por gemplo,

canfidades relativamente érandes,'eﬁ general, la velocidad

de produceidén del producto final deseado, la Cefalosporina
en la Patente estadounidense No.v3f082;155 un proceso de ~
Jores condiciones de'fermentacién descritas, el rendimienu
to de Cefalosporina C es de sbélo 500 microgramos por mili-

Se ha encontrado ahora, de acuerdo con la pre--

sente invencién, que la Cefalosporina C puede producirse -

mediante cultivo de un nuevo microorganismo, denominado -

Cephalosporium Sp, variedad F. 12, y que este-microorganis-l
|

|




10

15

25

30

-siguientes caracteristicas generales:

.No hay crecimiento aéreo y no se forman conidios ni conidig

dio Bennet, el micelio muestra clamidosporas terminales o -

‘pequeiias gotas de grasa. La variedad no utiliza nitratos -

mo es capaz de producir Cefalosporina C con rendimientos -
altos mientras que, al mismo tiempo, da bajos rendimientos
de Cefalosporina N.

Por lo tanto, dicho de manera general, la presen
te invencidn proporciona un proceso para la produccibén de =~
Cefalosporina C, consistente en cultivar. el microorganismo

Cephalosporium Sp, variedad P.12,bajo condiciones aeroblias

en un medio nutriente que contiene fuentes asimilables de dar
bono ynitrégeno, una o més sales inorgénicas y una fuente or
génica de azufre.

El Cephalogporium Sp variedad F.12 es un nutente

de Cephalosporium Sp ATCC 11550 que ha sido depositado en -

la American Type Culture Collection bajo la denominacibén dd
acceso ATCC 20339 y en el Centraalbureau voor Schimmelcultgh
ies,Baarn, Netherlands, bajo el nfim. de acceso CBS 535.71.

El Cephalosporium Sp variedad F. 12, tiene las

Cuando se hace crecer en un medio sélido, por
ejemplo Sabouraud, avena-agar, Bennet, patata-agar y medio
Weksman, él microorganismo muestra colonias de poco espesox,
brillantes y redondeadas que tienen borde continuo o lige-
ramente irregular, con micelio vegetativo incoloro o amari-

1llento. El color, cuando lo hay, puede difundirse al medio.
foros. Cuando crece en algunos medios, como por ejemplo me
intercaladas. La superficie de la colonia muestra muchas -

arrugas radiales que pueden ser o no ramificadas. Las hifag

son- tabicadas, generalmente ramificadas y a veces muestran

|
I
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como fuente de nitrdgeno en el medio de cultivo.

| El proceso, devacuerdo con la presente invencion
puede llevarse a cabo convenientemente en cultivo aerobio
sumergido, preferiblemente a temperatura entre 20 y 302 C.

La fuente de carbono asimilable en el medio nu~

"triente para el microorgenismo es convenientemente un car-

bohidrato, que puede ser un monosacdrido, disacdrido o po-

lisacarido. Ejemplo de ca:bohidratos adecuados son: gluco-

sa, sacarosa, galactosa, lactosa, fructosa, mamitol, sorbi

tol, dextina, almidones solubre e insolubre y melazas de -
remolacha, Los carbohidratos estén convenientemente en el
medio nutriente en forma de mezcla de monosacéridos, disa-
chridos ¥y polisachridos; la concentracidn adecuada de car-
bohidratos en el medio nutritivo estd entre el 2% y el 10%
en peso.,‘ ' _ A

 Es preferible que el medio nutritivo contenga ~-

también un glicérido o glicérido hidrolizado tal como por

ejemplo, aceite ‘de oliva, aceite de cacahuete, aceite de -

girasbl, acelte de coco, aceite de palma, aceite de linaza,
aceite de maiz, aceite de grasa de cerdo y &cidos graso sa

turados ¢ insaturados y -sus ésteres corresporientes (o &s-

teres parcimles) con alcoholes inferiores monohidricos y -

polihidricos. Particularmente, los glicéridés o hidroliza~

.dos de los mismos preferidos, utilizados de acuerdo con la

‘presente invencién son, aceite de grass de cerdo, aceite de

girasol,laggite de maiz, &cido oldico, &cido ricinoléico,

&ecido 1indlico, Acido linoldico, y &cido araquidénico. Los
ésteréa de ééidos graso insafurados que‘se prefieren en par
ticular y que pueden usarse de acuerdo con la invencién, -

son, linoleato de metilo, mono-oleato de glicerilo, mono=-
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oleato de polietilenglicol y di-oleato de polietilenglicol.
El glicérido o su producto de hidrdlisis estd preferible--
mente presente en el medio nutritivo en cantidad que osci-
la entre el 1% y el 8% en peso. Parece ser que tales produg
tos, especialmente los ésteres de Acidos grasos insatura- -
do;, sirven para inhibir la produccidén de productos secunda
rios y estimular la formacidén de Cefalosporina C.

El medio nutritivo utilizado en el proceso de -
esta invencidén, contiene también una fuente orgénica de -
nitrégeno, que esté preferentemente en cantidad adecuada -
para proporcionar del 0,01% al 0,1% de nitrdgeno disponi-
ble, basado en el peso del medio. La fuente de nitrbégeno -
6rgéniqo conviene que sea una proteina vegetal o animal, o
un producto de degradaciém o hidrdlisis de las mismas, tal

como un pollpeptido, peptona, triptona o amlnoacldo. Las -

: fuentes de nitrbégeno orgénico preferidas 1nc1uyen el mate-~
'rlal proteinico procedente de polvo de semillas de ‘algoddn,

I polvo de carne de pescado, polvo de carne, polvo de maiz,

polve de trigo, polvo de leguminosas, (pbr”ejemplo, polvo
delsojé; polvo de guisante o cacahuete), extractos de leva-
dura, extractos de carne y productos secundarios proceden~
fes de 1a industria de fermentacién alcohblica y productos
de degradacidédn del maiz. ' '

’El medio nutritivo utilizado en el proceso de -
esta invencidén contiene también como minimé una salhinorgé—A
nica destinada a mejorar la biosintesis de Cefalosporina C,
tal como, por ejemplo, carbonato célciéb, borex, acetato -
aménico, sulfato amdénico o uﬁ fosfato dé'metal alcalino. -
Estas sales inorgénicas estén preferiblemente presentes en

el medio nutritivo en cantidad que oscila entre 0,5% y 1,5%
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en peso.

_nutritivo contiene una fuente. Orgénica de azufre, especial

" en donde Rl R2 y R son iguales o diferentes ¥y cada uno deg

¢'m9fdé'52ﬁfré‘j'é1 otTo de los X e Y es un &tomo de azufre

:ryen'é&idoxtiéslicélico, fcido tioacético, tioglicolato de
' méfilbjy %idaqétato de metilo. Pales fuentes de azufre es-
fén adecgadémeﬁte pfesenteq en el medioidé éﬁlfivo en cantil
;dades,qug ven del 0,05% al 1% en peéo;,V§l§ la pena notar

'que.ei cultivo delCephalosporium Sp ,:ﬁariedad F.-12,'re--

Tal como se establecid anteriormente, el medio

mente metionina, que esté preferlblemente presente en el -~
nedic a-una’ concentraclén gque oscila entre un 0,5 % y el -
,5% en peso. 7
) Otros compuestos organlcos que contlenen azufre
y que pueden ser utilizados como fuente de azufre son por
ejemplo los que tienen la férmula: '

Rl-X-CH(R‘?)-CO-Y-R3

ellos ¢s un Atomo de hldrogeno,o,un grupo alquilo contenien

do de 1 -a 5 &tomos de carbono y uno de los X e Y es un &to

o”uﬁi&fddo de oxigeﬁo.,EJémplos de tales compuestos inclu-

ﬁuiefe la presencia de una fuente orghnica de azufre, mien-
tras que otras especies de Cephalosporium pueden cultivar-
ge en presencia de una fuente inorgénice de azufre. De he-

cho, algunas fuentes orgénicas de azurre, tal como por -~

cies de Cephalospc::;— Dero no son tbxicas para el Cephalog

orium Sp, variedes &. 12, _
El provéwo de acuerdo con la presénte invencidn

puede llevarse a c&abo adecuadamente ‘de la manera que ge ded

cribe.

|
|

d
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-cibn del caldo de fermentacién y se aflade al cultivo un --

- 8 - ' :/ " |
405702 11t
En primer lugar, el microorganismo se hace cre-

cer en tubos inclinados que contienen un medio de cultivo,

durante un periodo de 10 a 15 dfas, a una temperatura de 28

C a 302C. El micelio desarrollado se lava entonces con agua
¥y la solucién asi obtenida se utiliza como inéeculo para el
wedio de siembra.

El medio de siembra se mantiene entonces bajo -
cond;ciones aerobias, con agitacidn, a temperatura compren-
dida entre los 252C y los 302C durante 48-96 hams. El me--
dio de siembra resultante se utiliza para inocular el medio
de crecimiento final y se introduce en el mismo en canti~--
dad de aproximadamente el 5% en peso refefido al medio de
crecimiento final.

El cultivo del medio de crecimiento final inocu—r
lado, de acuerdo con el proceso de eéta'invencién, se 1le-
va a cabo preferentemente durante un periodo de 96 a 130 -
horas, a una temperatura comprendida entre 202 y 302 C, pre|
feriblemente entre 222 C y 282 C. El rendimiento de Cefa—-
loaporina C obtenido puede determinarse bien espectfofoto-
métricamente (Claridge, Vaughan, Kressel and Gourevitch, -
"Antimicrobial Agents and Chemotherapy", 1969, pag. 131) o
bien microbiolégicamente.

El proceso de acuerdo con la presente invencidn
puede llevarse a cabo en sistema continuo, wilizando un -
Qparato Qe cultivo continuo provisto de un sistema capaz -
de a}imentar wedio nutritivorgstéril a uno o més tanques -
dé crecimiento ¥y un sistema para.recolectar 1la suspeﬁsién

de células autométicamente. A intervalos, se extrae una por|

volumen equivalente de medio fresco. Normalmente, puede ha-

I
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405792 1 feh
cerse ésto después de un tiempo de cultivo inicial de 75 a
110 horas. El nutriente fresco puede introducirse dentro -
del sigtema por medio de una bowba con medidor, de operacid
continua y la velocidadAde.flujo del efluyente se regula de
manera gue'se consiga un volumen de trabajo constante ¥ una
densidad de poblacidn en el aparato de cultivo, también -
constante. La velocided de dilucién del cultivo confinuo -
se mantlene adecuadamente en de 0,2 a 0,8 y preferiblemente
de 0,4 a 0,5 cambios de volumen por dfa.

La Cefalosporina C producida de acuerdo ‘con lé <
presente invencién, puede aislarse del medio de cultivo se-

gin técnicas convencionales y la mezcla de fermentacidn cry

da resultdnté Be pﬁrifica, por ejemplo, por filtracidén, cla

rificacién con carbén, absoreién en una resina cambiadora -

de ion, elucién con una base. acuosa tal como piridina y eva

: poracion del disolvente para dar un material cristalino.

Con el fin de que la invencién pueda ser bien -

_'COmprendida, ge dan los siguientes Ejemplos con finglidad -

meramente ilustrativa. En 1os ejemplos, todas las partes se
expresan en peso, salvo indicacién en contra.
| - Ejemplo 1
El medio nutritivo cuya composicién se detalla a
continuacién, se introduce en una vasija péra fermentacidn
de acero inoxidable de 27 litros de cabacidad con agitacidn

y aireacidn.

Polvo dg'cacahﬁéte 60 partes
* Almidén | 40 v

Oleato de metiio 8 "

Aceité de grasa de cerdo 60 "

Sacarosa 5 "

-
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D=glucosa 7 partes
COBCa 10 "
Borax o,
DI~Metionina 5
Agua ' 1.000 "

El pH del medio se ajusta hasta dar un valor -

final de 7,2 a 7,8 y se esteriliza con vapor a 1202C duran

te 25-30 minutos.

La vasija de fermentacién se inocula entonces -

con 5-10% en volumen de una preparacién de crecimiento de

. Cephalosporium Sp, variedad F. 12, prepara-do mediante ino

culacidén de esporas del microorganismo en el siguiente me-

dio:

Aceite de grasa de cerdo 0,1 %
Infusidn de trigo 2,0 %
" Acetato aménico | 0,6 %
Sacarosa ‘ 2,0 %

e incubacién del medio inoculado en un'matraz con eirea--
cién a 24-272C, durante 72 horas. ‘
| La va81ja de fermentacién, conteniendo el medio

nutritlvo ya 1noculado, se mantiene entonces a 22-28°C du-
rante 130 horas y durante este perfodo, el nivel de airea-
cién se mantiene a un caudal de 1 litro/litro/minuto, con
agitacién a 300-450 r.n.m. El cultivo resulteante contiene
de4~$00 a 5.000miarﬁ£.amos pbr ml. de Cefalosporiné C (va=-
lor medio).

Ejemplc - .

El materis: que ha crecido en un tubo inclinado

de una pulgada de cultivo de Cephalospgrium Sp, variedad

F. 12, se suspende en 5 ml, derasua estéril y se utiliam pa-

405792 A
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Infusién de trigo 25 partes
Sacarosa 20
Acetato amdnico 4,5 "
Aceite de grass de cerdo}. ' 0,5 "
Agua R hasta 1,000 .

'equivalente de azufre (0,0l moles por 1.000 ml.). Sesenta

- ml, de cada uno de los cuatro siguientes medios, se inocu~-

~ 289C durante 114 horas mientras se agita en un agitador ro

ra inocular 500 ml. de un medio de siembra que tiene la -

siguiente composi cidn:

El ‘medio inoculado se incuba a 24-282C en wn -
agitador rotativo a 220 r.p.m. durante 72 horas, en presen

cia de diferentes compuestos azufrados en cantidades de un

lan con el medio vegetativo resultante y se mantienen a 22-

tativo a 250 r.p.m., con rendimientos de Cefalosporina C -
(en microgramos por ml. de medio recolectado) que se expre-
san a continuacién:

Medio 1 Medio 2 Medio 3 Medio 4
partes partes partes partes

Polvo de cacahuete 60 60 60 60
Almidén o 50 40 10 40
Oleato de metilo . 6 6 6 6
Aceite de grasa de cerdo 60 . 60 60 60
Sacarosa ' 5 5

Cerelosa _ A 7 7 77
COBCa ‘ 10 10 lp 10
Borax ' 0,5 0,5 0,5 0,5
Dl-metionina 1,49 - .-
Tioglicolato de metilo - 0,06 - -

Acido tioacético - - 0,76 -
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Medio 1 Medio 2 Medio 3 lMedio 4

partes partes Dpartes partes

Acido tioglicdlico - - - 0,92
Agua hasta 1.000  1.000 1,000  1.000

Rendimiento de Cefa-

losporina C. 100 100 160 100
Microgra microgra microgra micro-
moS. mos. mos. Eramos,
Ejemplo 3

60 ml. del siguiente medio, se inoculan con el

medio de siembra preparado en el Ejemplo 2.

Polvo de cacahuete 60 partes
Almidén 40 "
Oleato de metilo 6 "
Aceite de grasa de cerdo 60 "
Sacarosa 5 "
Cerelosa 7 "

: COBCa 10 n
Borax ' 0,5 "
DI~serina 2 "
Acido tioacético 1.
Agua : 1.000 "

El medio inoculado se incuba a 22-282 C en un -

agitedor rotatorio a 250 r.p.m. durante 100 horas, para —-

- dar un caldo gue contiene 330-360 nicrogramos/ml. de Cefa~-

losporina C.
Ejemplo 4
~ Be repite el procedimiento del EJempio 1, excep

to en que se utiliza el siguiente medio nutritivo:
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Almidén 60 "
Oleato de metilo 25 "
Sacarosa o 5
Glucosa ' : /A
' Carbonato céleico : 0 "
Borax '_ : : 0,5 "
bL—Meéionina‘ 5 v
Agua o 1.000

‘medios y cada medio se mantiene entonces a 222C-282C duran-

250 r.p.m. |
Medio " L 6 7 8 9
Pdlvoldé cacahuete (paftés) 60 60 - 60 60
 Almidén (partes) 40 40 40 40
g Idnoleéto de metilo (partes) 25 - - -
Mon&oleato<b Glicerina (partes) - 25 - -
Monooleato de Poliglicol(partes)- - ' 25 -
Dioleato de Poliglicol (partes) - | - - 25
| Sadérésa (partes) 5 | .5 5 5
Glucosa (partes) ? 7 7 | 7
C05Ca (partes) 10 10 10 10
Borax (partes) 0,5 0,5 0,5 0,5
DI~-metionina (partes) 15 15 15 15

Polvo de cacahuete 50 partes

El cultivo resultante contiene 4.500—5000micro-

gramos por miiilitro de Cefalosporina C.

 Ejemplo 5

El medio de siembra obtenido en el Ejemplo 2 se

utiliza parsa inocular 60 ml. de cada uno de los siguientes

te 110 horas mientras se agita en un agitador rotatorio a |

Agua ~ hasta 1.000  1.000 1,000 1.000

|
|

-4
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En cada caso, el nivel de Cefalosporina C obte-
nido en el medio estd entre 3.000 y 3.500 microgramos por
mililitro. '

Ejemplo 6

Se introduce el siguiénte medio nutritivo en un
tanque de fermentacidn de acero inoxidable de 27 litros de

capaclidad con agitacidn y aireacién.

Partes

Polvo de cacahuete '
Almidén 40
Oleato de metilo : 25
Sacarosa

D-Glucosa 7
COBCa : 10
Borax : 0,5
DI~Metionina 15
Agua ~ 1.000

El pH del medio se ajusta hasta dar un valor fi

" nal de 7,2-7,8 y el medio se esteriliza con vapor a 1209C

durante 20 minutos. El medio de fermentacién se inocula en-

tonces con 5%-10% en volumen de un material @ crecimiento

de Cephalosporium Sp F. 12, preparado mediante inoculacién
de esporas del microorganismo en el siguiente medio:

Partes por mil:

Aceite de grasa de cerdo 1
Infusidén de trigo 20
Acetato aménico - 6"

Sacarosa 20
e incubacién del medio inoculadq en un matraz con aireacion
durante 72 horas a 26-302C,

El tanque de fermentacidén ya inoculado, conte-
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continua, se recolectan 93,6 litros de medio con una cone--

niendo el medio nutritivo se mantiene entonces a 22-289C -

durante 92 horas. Nuevo medio de cultivo adicional se va ~

alimentando al tanque de cultive a razén de 260 ml/hora

de forma que la velocidad de dilucidnsea de 0,25 cambios
de volumen por dia. La temperatura se mantiene a 22-242C,
la agitacién a 350 r.p.m. y la aireacibén a 0,5 litros/litro/
minuto a todo lo largo del proceso de cultivo continuo. Du

rante los 15 dias siguientes al comienzo de la operacidn -

centracién en Cefalosporina C tal como se muestra en la -

Tabla l. .

. Tabla 1
Tiempo de cultivo Volumen recolectado Concentracidn de
(horas) (m1) Cefalosporina C
(microgramos/ml)
92 o 2180
. 116 6240 2090
140 6240 2260
164 | 6280 2010
188 ' 6240 2375
212 6240 2400
236 6240 2130
260 6240 : 2210
o84 6240 2175
308 6240 T 2200
332 6240 ' 2190
356 6240 2000
380 6240 . 2260
404 6240 2190
428 6240 2290 .
— 5240 2070

452
' 97,600 ‘ l
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Ejemplo

Se inoculan con Cephalosporium Sp F. 12 cuatro
vasijas de fermentacién, conteniendo cada una de ellas 6 -;
litros del medio nutriente descrito en el Ejemplo 6., Se ==
mantiene la temperatura de fermentacién a 232C 0,59C y 14
aireacidén a 0,5 litros/litro/minuto. Una de las vasijas de
fermentacidén, denominada J-1, se utiliza como control. Las
otras tres vasijas de fermentacién, J-2, J-3 y J-4, se ali-
mentan después de 96 horas con medio nutritivo fresco esté-
ril é una velocided de renovacién de 0,0104 volimenes/hora,
0,0154 vdlﬁmeﬁes/hora ¥y 0,0208 volimenes/hora, respectiva-
mente. Las cantidades recolectadas y las concentraciones de
Cefaloéporina C se muestran en la Tabla 2. En la columna -
pare cada vasija de fermentacién, el primer nlmero es el vo
men recolectado (en litros) al tiempo indicado y el segundo
nimero es la concentracién de Cefalosporina C en el medio -

nutritivo (en microgrémos/mililitro) a ese tiempo.

L6

Tabla 2
Tieﬁpo de Vasija de fermentacién
_ zgizégg' J-1 J-2 3-3" o

9% 6 2,200 1.5 2,150 2.25 2,360 3 2,090
120 - = 152,230 2.25 2,280 3 2,300
144 - - 1.5 2,180 2,25 2,320 3 2,170
168 - - 1.5 2,200 2.25 2,370 3 2,220
192 6 2,00 .5 2,310 2.25 2,150 3 2,295
26 0 - 152,090 2.25 2,410 3 2,170
240 -~ - 1.52,050 3.25 2,295 3 2,260
264 - - 1.5 2,190  2.25 2,420 3 2,300
288 6 2,120 1.5 2,235 2.25 2,290 3 2,100
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(Continuacién Tabla 2)

32 . - = 1,5 2,000 2.25 2,450 3 2,250
336 - - -~ 1.5 1,900 2.25 2,500 3 2,300
360 - =~ 1.5 1,970 2.25 2,490 3 2,350
364 6 2,220 1.5 1,720 2.25 2,370 3 2,30d
408 - = 1.5 1,810 2.25 2,415 3 2,284
532 - - 1.5 1,700 2.25 2,500 3 2,320
456 - . - 1.5 1,700 2.25 2,480 3 2,310
480 6 2,250 6.0 1,780 6.0 2,515 6 2,32d

_ La Tabla 3 muestra el volumen total recolectado
en 20 dfas de fermentaidn, el titulo medio de Cefalosporing
C y la cantidad total de Cefalosporina C producida en 20 -

dias de fermentacién en cada vasija de fermentacidn.

Tabla 3

_ Vasija de fermentacidn

J-1 J=2 J=3 J=4
Volumen total ,
recolectado o ‘
(litros) | 30 30 42 54
T{tulo medio
(microgramos/ml.) 2214 2012 2390 2250
Cantidad total de
Cefalosporina C
producida en 20
dias (g) E 66..4 60.4 100.4 121.5

En resumen, la Patente de Invencibén que se soli

cita, deberi recaer sobre las siguientes:
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' mo que contiene fuentes asimilables de carbono, nitrégeno

cacién 1, caracterizado porque la fuente de carbono en el <

REIVINDICACIONES

l. Un procedimiento para la produccidn de Cefa-
losporina C, que consiste en cultivar un microorganismo pro

ductor de Cefalosporina C en un medio nutritivo péra el mi

azufre y una o més sales inorgénicas, que se caracteriza -
porque el microorganismo utilizado es Cephalosporium Bp, -

variedad F. 12 (ATCC 20339) y la fuente de azufre es una -

fuente orginica de azufre.

. 2. Un procedimiento, de acuerdo con la Reivindi-
cacidén 1, caracterizado porque el cultivo se lleva a cabo eL
condiciones aerobias sumergidas.

3. Un procedimiento, de acuerdo con la Reivindi-

medio nutritivo es un carbohidrato, preferiblemente una mq%
cla de uno o més monosaciridos, uno o mds disacédridos y uno
o més polisacéridos. |

4, Un procedimiento, de acuerdo con la Reivindi-
cacién 3, caracterizado porque el medio nutritivo confiené
de 2% a 10% en peso de un carbohidrato.

5. Un procedimiento, de acuerdo con cada una de
las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el
nedio nutritivo contieme también un glicérido o producto -
de hidrélisis del mismo, preferiblemente un ester soluble
en agua de un acido graso insaturado y un alcohol inferior,
tél como linoleato de metilo, mono-oleato de glicerol, mo-
nooleato de polietilenglicol o dioleato de polietilehglicol.

6. Un procedimiento, de acuerdo con cada una de

las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la

fuente de nitrdzgeno en el medio nutritivo es una fuente or-

e, |
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reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el me—-

“las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la

génica de nitrdgeno, tal como una proteina animal o vege~-
tal o un producto de degradacidén o hidrdlisis de las mis—-
mas, presente en cantidades suficientes para suministrar -
de un 0,01% a un 0,1% en peso de nitrdgeno disponible, ba-
sado en el peso del medio. '

7. Un procedimiento de acuerdo con cada una de
‘las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque la -
sal_inorgénicé en el medio nutritivo es carbonato célcico,
borax, acetato aménico, sulfato aménico o un- fosfato de me
tal alcalino. |

8. Un procedimiento de acuerdo con cada una de las

dio nutritivo contiene de un 0,5% a un 1,5% en peso de -
sal o sales inorgénicas. '

9. Un procedimiento, de acuerdo con cada una de

fuente orgénica de azufre es ‘metionina.

10. Un procedimiento, de acuerdo con cada una -
de las reivindicaciones 1 a 8 precedentes, caracterizado -
porque la fuente orgénica de azufre es un compuesto de azu-
fre de férmula:

RL-X CH(R®) - CO - Y - B?

l, Rz y R3 son los misms o diferentes y cada uro

en el que R
de ellos es hidrdégeno o un grupo alquilo cont eniendo de 1
a 5 atomos de carbono y.uno'de los X e Y es un Atomo de -
azufre y el otro de los X e Y es un atomo de oxigeno o Ato-
mo de azﬁfre.

11. Un procedimieﬁto, de acuerdo con cada una dg

las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque el -

medio nutritivo contine de un 0,05% a un 1% en peso de una

we '
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horas,

~20 - 3 : f’
405792 5

(9

fuente orgénica de azufre.

12. Un procedimiento, de acuerdo con cada una -

de las reivindicaciones precedentes, caractérizado porque

el cultivo se lleva a cabo a temperatura comprendida entre
202 y 302 C, preferiblemente entre 22° y 282 C.

A 13. Un procedimieqto, de acuerdo con cada una -

de las reivindicaciones precedentes, caracterizado porque

el cultivo se lleva a cabo durante un periodo de 96 a 130

14, Se reivindica por filtimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidén que se solici-
ta: UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE CEFALOSPORINA C.

Todo tal y como queda descrito y reivindicado en
la presente Memoria descriptiva que consta de veinte pégi-
nas mecanografiadas.

Madrid, 11 de agosto de 1972

BERNARDO UNGRIA
p.D.

L e e
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