PATENTE
DE
INVENCION

por YUN PROCEDIMIENTO PARA TA PREPARACION DE SALES DE CEFA-
LEXINA CON AMINOACIDOS®, a favor de Z_l.a firma espafiola ANTO-
NIO GALIARDO, S.A., rosidente en BARCELONA, Cardoner, 72-T4.

MIMORIA DESCRIPTIVA

I# presente patente de invencifn se refiere a un
mevo procedimiento para la preparacidn de sales de cefale-

xina con aminodcidos de férmula
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Se parte en el procedimiento, de cefalexina de

Pérmula @
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gue reacciona con aminodcidos de naturaleza bisica tales
como ligina, histidina .y arginina :
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El procedimiento estd basado en que el 4cido

7 —amino~d 2sacetoxi~cefal.oapordnico (7-ADCA) de férmulas

O/ N@ -CH3
CooH

go acila con derivados del dcido D-~elframino-fenilacético

/7“ \ ~CH-GOOH
\w> 1(]H2

& través de un proceso enzimdtico. De esta forma se obtie-
ne la cefalexina en forma cruda; la cual se usa directamen
te para la salificacién con los aminodeidos citados.

Ia acilacifn del 4cido 7-ADCA se efectda en pre-
sencia de un microorganismo Flavobacterium ATCC 21429 (Aume

rican Type Culture Collection n2 21429) o de sus prepara -

" ciones enzimdticas que son especificas para la acilacién

del grupo amino del feido 7-ADCA permitiendo la introduc-
cidn del grupo D=alfa=-amino-fenil-acetilo,

El microorganismo productor de la enzima de aci-
lacién se prepara por cultivo aerdbico en medio nutritivo
constituido por wna fuente de nitrégego orgénico o mine;al
como la peptona, extracto de levadura, de licor de maiz,
extracto de cgrne, h%drolizados de proteina de soja y sa-
les de amonio, una fuente de carbono como glucosa, melazes
e hidrolizado de almidén. Ie temperatura oscila entre 20
¥y 3520 durante 10-50 horas.
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Ta enzima de acilacifn se usa como endo-enzimae o
también se utilizan las preparaciones enzimétieas; el culti~
v0 microbiano, 1§s células bacterianas vivas recogidas des =
puds del ocultivo, o una suspensidn de las mismas.

Se utiliza el fcido T-ADCA en concentraciones com=
prendidas entre 0;1 ¥y 25 mg/ml con concentracién ideal cém -
prendida entre 2 y 6 mg/ml. El £cido D-alfa~amino-fenil-agé-
tico no se use en forma libre sino como amida o como éstey
et{lico o metflico, ya que el 4cido libre no reacciona;sien-
do conveniente la utilizacién del derivado del fcido D-alfa-
amino~fenil~acético en un exceso de 2 a 25 moles reSpectoAal
dcido 7-ADCA con un exceso molar ideal comprendido entre 4 y
12. Ia temporatura de reaccifn es la comprendida entre 30 y
372 C. El pH de 1a mezcla de reaccidn que se usa estd aproxi~
madamente entre 5;5 T Ts5. v .

Una vez terminada la reaceifn enzindtica, la cefalg
xina formada gueda disuclta junto con los subproductos de la
reaccifn, y esta disolucibn se pasa a través de una resina de
intercambio iénico. Do esta forma se obtiene una disolucién
purificada de cefalexina de la cual se alsla el producto sé-
Lido ajustando el pH entre 4 y 6. EL producto obtenido es de
pﬁreza.suficienie para ser .salificado y por tanto se suspen-
de en agua, se afiado el aminodcido deseado; ¥ la disolucién
obtenida se 1%ofiliza con 10 que sé Hene la gal de cefalexi-
na con lisina, arginina e histidina, ‘ )

4 oontimncibn se citan algunos ejemplos ilustra -
ivoss |

EJENPIO 1
100 nl. de tn medio de cultivo (pﬁ: 7,0) conteniens

-
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do 1% de oxtracto de carne; 1% de polipeptona y 0'5 % de
cloruro sédico se inooula con Flavobacterium _ATCC--21429 v
se agita a 272durante 50 horas. Despuds se ajusta el pH a 7,5
con digolneidn de hidrdéxido sbédico 1N y se afiade a la diso-
e lucién 100 ml. de tampon fosfato decimonolar (pH. 7,5) con-
teniendo 4 mg/ml. de deido 7-ADCA y 30 mg/ﬁlo de clorhidrato
del ester metflico del 4cido D-alfa-amino~fenilacético. Se
pone & 378 durante 4whoras; se centrifuga y la capa acudsa
So pasa a ?ravés de una resine intercembiadora de iones Do~
10,  wex 1x2 (0,149 mm - 0,074 mn). De la disolucifn obtenida se
aigla la c?falexina por neutralizacibn y concentracién obte-
niéndose 0,380 g, Estc producto del 92% de pureza sghuspen—
de en 13 ml, de agua y mientras se agita se afiade una diso-
lucidn de 0,140 g. de lisina en 2 ml, de agua se calienta a
15, 408C. durante 10 minu‘bos; se filtra y la disolucién se lio=
filiza obtgnién@oae 0,480 g de la sal cafalexina-lisina.
Punto de fusibn: 170-1742 C (4).
EJRMPIO 2
Siguiendo un procedimiento andlogo al descrito en
20. 31 ejemplo 1 se obtiene la sal de cefalexina~arginina. Pun-
to de fusidn: 198-2022 C. (d).
EJRMPIO 3
Un medio de cultivo conteniondo 5% de extracto de
aceite de s0ja, 0,08% de extracto de carma, 0,1 % extracto
25. de 1eva§ura,‘0,5% de extracto de maceracién de maiz, 2% de
.glucosa,'0,35 % de eloruro potésico; 0,45 % de sulfato amb~
nico y 0,02 % de fosfato dipotésico; se inocula con Flavo-
bacterium ATCC~21429 ¥ se pone a 272 con agitacidén durante
43 horas. Se centrifuga 950 m1l. de caldo de cultivo y la ma-
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se de oé;ulas obtenidas y wa Vvez secas, pesan 3;2 g. Bs -
tas se suspenden en w litro de agua Adostilada y esta sus-
pensibn ge vierte sobre un litro de una disolucidn acuosa
conteniendo 8 g. de &cido T-ADCA y 30 g, de clorhidrato de
ester met{lico del 4cido D-alfe-amino-fenil-acético. Se
ajusta el pH 2 7,5 ¥y se efectdia la reaccibn enzimdtica’a.
372C. durante 2 horas. Despuds se centrifuga y la fase
acuosa Se pasa a trgvés de una resina de cambio idnico Do-
wex 1x2 (0,149 m~0,074 mm)., De la disolucién obtenida se
alslan 8 g de cefalexina de una pureza del 88%. Este pro-
ducto se suspende en 280 ml. de agua y mientras se agita;
se aflade una disoluciébn de 2;8 g. de lisina en 50 ml. de
egua. Se menticne la agitaoidn a temperatura ambiente duran-
te 20 minutos y dospuds se celienta a 408 durante 10 minu-~
tos., Se filtra y se liofilize obteniéndose 9,7 g de pumto
de fusién 171-1732 C (d).
EJIMPLO 4

Siguiondo el ejemplo 3 se ha logrado preparar lsa

sal cefalexina-arginina.
EJENMPIO 5
_ Se inocula con Flavobacterium ATCC-21429 un medio

de cultivo como el que se demeribe en el ejemplo 3 efectuan
do el cultivo a 372 C. durante 26 horas. Se tomen 150ul.
de 1fquido cultivado y se vierten sobre 15 1itros'dgl nl g
mo medio de cultivo citado. Se mentiene la temperatura a
279C, durante 24 horas sgitando y pasando wna corriente de
aire & razén de 30 litros por minmuto. '

Se centrifuga para recoger las células bacteria-

nes y se suspondon en 1,5 litros do agua, soWelvda cen-
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trifugar, se sﬁsPende de nueve en 750 ml. do agﬁa ¥y se lig
filiza obteniéndose 32 g de células secas; 3z de estas
células se ponen en un Litro de una disolucidn acuosa que
contiene 5 g. de 4cido T7-ADCA y 8 g. de clorhidrato del
éster met{lico del écido‘Dmalfawamino~§enil~acético_sieqdo
el pH de la disolucidn 6,2. Se aglta durante 30 minutos; se
afiaden otros 6'g: de clorhidrato del és?er metilico del
dcido D-alfa~emino-fenil-acético y despuds se afiade un to-
tal de otros 10 g, en porciones y en el intérvalo de media
hora. Despuds de 4 horas se puede dar por finalizada la
reacclén enzimdtico y se contimue la preparacidn de la sal
cefalexina~lising como se indica en el ejemplo 3.
RELVINDICACIONES

Degerito el objeto del presente invento se decla-

ren nuevas y de proplia invencidn las siguientes reivindica-

ciones
l.~ Un procedimiento de preparacibén de sales de

cofalexina con aminoécidgs esencialmonte con lisina, argi-

nina o histidina de f£érmula
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caracterizado porque se hace reaccionar el 4cido T~anino-

H

desacetoxi~cofalospordnico de férmula

S
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con la amide, éstores et{lico o metilico del 4cido D-alfa-

-amino-fenil-acético, de fdrmula

/ \ -(IZH-CONHz
NH,

\ ~-0H~COOCH 2,—0H3
— NI-I2
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en presencia del microorganismo Flavobacterimm ATCC-21429
(4merican Type Culture Collection n® 21429) dando lugar &
la obtencién de cefaloxina cruda que se salifica con el
aminodcido deseado.

2,= Tn procedimiento segin la reivindicacién 1

caracterizado porgque ol microorganismo citado se utiliza en

forma de caldo de cultivo, .

3.~ Un procedimiento segin 1a reivindicacién 1,
caracterizado porque el microorganismo se wtiliza como cé-
lulas bactgrinas. . .

4o~ Tn procedimiento segln la reivindicacién 1,
caracterizado porqno se uvtiliza el microorganismo citado en
forma de preparacién enzimdtica.

5.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
caracterizado porque la am%da ¥y los éstores del 4cido D-al-
fa-amino~fenil-acético se usan como sales de adicibn, es
decir, como clorhidrato, sulfato, fosfato, nitrato.

o 6.~ TUn procedimiento segin las reivindicaciones
1, 2, 3, 4 y 5 caracterizado porque la reaccidn enzimét?cq
se efectia a una temperatura comprendida emtre 20 y 402, wa
pH comprendido entre 5,5 y 7;5.

Tom Un procedimiento segén la reivindicacién 1
caracterizado porque después de la rcaccifén enzimdtica se
efectén wna purificacién a través de una resina de inter-

cambio ifnico y una salificacitn en medlo acuoso con poste-
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rior eliminacifén del agua por 1iofilizacibn.

84~ Un procedimiento para la preparacifn de sa-
les de cefalexina con aminodcidos.

Segin se g'iesméibe ¥y reivindicae en la presente mew

5 moria descriptiva que consta de 10 hojas foliadas y eseri-
tas & mdquina por una sola cara. o
Kadrid, a 5§ QCT, 1673
Da8s

M.* LUISA ISZRN CUYAS
P- p. '

T JOSE F. NIETO

MTA.
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