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MEMORIA DESCRIPTIVA

pars solicitar PATENTE DE INVENCION por VEINTE ados

A nombre de GLAXO LABORATORIES LIMITED

entidad britanica

establecida en Greenford, Middlesex, Inglaterra

por: "UN PROCEDIMIENTO PARA LA CONVERSION DE UN ACI-
DO 3-ACILOXIHETILCEF-3-EM-4~CARBOXILICO EN SU

ANALOGO DE 3-HIDROXIMETILOY

(Clase Internacional CO7c)
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Bsta invencidn se refiere a la transfor-
macion de compuestos de cefalosporina, y trata par-
ticularmente de la hidrolisis catalizada enzimdtica-
mente de las 3-aciloximetil-cefalosporinas.

Los compuestos de cefalosporina a lcs gue
se hace referencia en esta memoria descriptiva se
nombran por regla general con referencia al "sefam"
(J. Am. Chem. Soc. 1962, 84, 3400). El término "ce-
fem" hace referencia a la estructura de cefam con
un enlace doble.

Los compuestos de 3-hidroximetil-cefalos-
porina son compuestos intermedios valiosos en la
sintesis de una gama de antibidticos de cefalospo-
rina gue poseen grupos metilo sustituidos en la po-
sicion 3 en virtud de la reactividad quimica del gru~
po hidroxilo y de la facilidad consiguiente con la
que el grupo hidroximetilo se puede convertir en un
grupo metilo sustituido en la posicion 3 deseado.
Adicionalmente, poseen propiedades antibioticas los
dcidos T-acilamido-3-hidroximetilcef-3—~em-4-carboxi-
licos. La preparacion de compuestos de 3-hidroxime-
tilcefalosporina por hidrodlisis de 3-aciloximetilce-
falosporinas, en particular de compuestos de 3-ace-
toximetilcefalosporina producidos por fermentacion

y existentes en estado natural, tales como la cefa-
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losporina C égcido (6R,7R)~3-acetoximetil—7=(D=5-
amino-5-carboxipentanamido)cef—3—em—4-carboxilicg7
y derivados de la misma, p.ej. derivados protegidos
en el nitrdgeno y comﬁuestos en los cualesg el grupo
D-5-amino-5-carboxipentanocilo se ha transformado de
algin otro modo o se ha eliminado ¥, 81 se desea,
ha sido reemplazado por otro grupo acilo, rresenta,
por consiguiente, un interés considerable.

La hidrdlisis de los dcidos 3-aciloxime—
tilcef=3~em-4~carboxilicos a sus anilogos de 3=hi-
droximetilo por métodos quimicos ha resultado im-
practicable por regla general, ya que tales reaccio-
nes van acompefiadas por uns lactonizacidn rapida y
précticamente irreversible que implica la reaccidn
de los grupos 3-~hidroximetilo y 4-carboxilo y/o por
la destruccion del sistema cfclico de fB-lactama.

Se ha encontrado posible, sin embargo, hi-
drolizar los acidos 3-aciloximetilcef-3-em—4—carbo-
xilicos por métodos catalizados enzimdticamente en
condiciones en las que pueden evitarse de un modo
sustanciél o total la lactonizacion y la degradacidn
de la (3-lactama. Si bien pueden emplearse esterasas
derivadas de cierta gama de fuentes, p.ej., fuentes
vegetales, en estos métodos catalizados enzimdtica~

mente, pueden encontrarse dificultades practicas en
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el aislamiento de cantidades suficientes de estera-
sa a partir de algunas de las fuentes; de acuerdo

con ello, las esterasas producidas a partir de mi-
croorganismos son las mas convenientes en la pric-
tica, habida cuents de la facilidad comparativa con
la que se pueden cultiver los microorganismos en gran
escala utilizando técnicas de fermentacidn clésicas
para proporcionar un suministro disponible de la es-—
terassa.

La presente invencidn esta basada en el
descubrimiento de los autores de la invenciodn de que
las esterasas cbtenidas a partir de microorganismos
de tipo levadura del género Rhodotorula y musantes
de los mismos promueven ventajosamente la hidrolisis
de los acidos 3-aciloximetilcef-3-em—4—carboxilicos
a sus analogos de 3~hidroximetilo y poseen ventajas
sustanciales sobré las esterasas producidas a partir
de microorganismos propuestas previamente.

De acuerdo con un aspecto de la presente
invencion, por tanto, se proporciona un procedimien-
to para la conversion de un acido 3-aciloximetilcef-
3-em~4~carboxilico en un andlogo de 3-hidroximetilo
del mismo por hidrdlisis, caracterizado por el hecho
de que la hidrolisis es catalizada por una esterasa

producida cultivando un microorganismo de tipo leva-
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dura o un mutante del mismo del género Rhodotorula.
Los dcidos 3-aciloximetilcef-3-em~4—car—
boxilicos que se pueden hidrolizar de acuerdo con
. 4 .
la invencion incluyen compuestos representados-por

la formula general

2
e ;s
\\\\Ai__T//
J—n_ L —CE0.00R% (1)
0

COOH

en la que R1 es un grupo amino o wn grupo amino blo-
queado, por ejemplo un grupo acilamido carboxilico
de 1 a 20 atomos de carbono; R% es un 4tomo de hidré-
geno o'un grupo alcohilo inferior, alcoxi inferior,
alcohiltio infefior o alcanoilo inferior (designen-
do el término “inferior", tal como se utiliza en es—
ta memoria, grupos que contienen no mas de 8, prefe-
riblemente no mds de 6 Atomos de carbono); R3.CO es
un grupo acilo carboxilico que contiene de 2 a 20
atomos de carbono; y Bes DS 4 DS - 0 (- 6 B-).
Los grupos acilamido R1 que pueden estar
presentes en los compuestos de formula I incluyen

el grupo D-S5-amino~5-carboxipentanamido encontrado

10.6.74 -5 -
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en compuestos producidos por fermentacidén que se en-
cuentran en estado natural tales como la cefalospo-
rina C; derivados protegidos en el nitrogeno del gru-
po D-5-smino-5-carboxipentanamido, p.ej., aguéllos
en los que el grupo amino esta sustituido poriuﬁ;
grupo protector del tipo descrito en cualquierg}de
las Memorias Descriptivas de Patente Britanica Nms.
1.041.985; 1.302.015 6 1.313.207, por ejemplo—un gru-
po alcohilo inferior, un grupo aril-alcohilo_;ﬁie-
rior, un grupo arilo (p.ej. 2,4-dinitrofenila) o un
grupo acilo, en particular un grupo alcanoilo infe—
rior (p.ej. acetilo, propionilo o butirilo), qﬁ’gru—
po O=halo- & O, A-dihslo-alcanoilo inferior’(erj.
cloroacetilo o dicloroacetilo), un grupo aroilo (p.
ej., benzoilo, clorobenzoilo, nitrobenzoilo o tosi-
1o), un grupo alcoxicarbonilo inferior (p.ej., t=bu-
toxicarbonilo), un grupo aril-alcoxicarbonilo.infe-
rior (p.ej., benciloxicarbonilo) o un grupo diacilo
tal como ftaloilo; un grupo acilamido obtenido por
transformacion del grupo D-5-amino-5-carboxipentana-
mido, p.ej., un grupo 4-carboxibutamido~obtepido a
partir de aquél mediante, por ejemplo gxidécién en-
zimdtica; formamido; un grupo de férmgla
R.(CH,),.CONH~

donde R es un grupo arilo carbociclico o heteroci-

1006.74 - 6 —
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clico (p.ej., fenilo; fenilo sustituido por uno o
mas de entre haldgeno, hidroxilo, alcohilo inferior,
nitro, amino, alcanoilo inferior, alcoxi inferior o
alcohiltio inferior; tienilo o furilo) o unm grupo
ariloxi, ariltio, aril-alcoxi inferior o aril-alco-
hiltio inferior (p.ej., fenoxi, feniltio, 5-metil-
1,3,4-tiadiazol-2-iltio o benciltio) y n es un ntme-
ro entero comprendido entre 1 y 4; un grupo de la
formula
R®-CH-CONH~
X
en la que R® es un grupo arilo (p.ej., un grupo ari-
lo carbociclico monociclico o biciclico tal como fe-
nilo, naftilo, o fenilo sustituido por uno o mas de
entre hallgeno, hidroxilo, alcohilo inferior, nitro,
amino,'alcanoilo inferior, aslcoxi inferior o alcohil-
tio inferior) y X es amino, amino protegido (p.ej.,
gue contiene cualquiera de los gfupos protectores
en el nitrdogeno que se han expuesto arriba en rela-
cion con el grupo D-5-amino-5-caerboxipentanamido,
por ejemplo un grupo t-butoxicarbonilo),\carboxilo,
carbalcoxi o hidroxiio; y un grupo de la fdérmula
R%-¢-CONH- l
Il
N

AN

ORP



10

15

20

25

'@2@272 L

en la que R tiene el siznifitadbarriba definidoi(p.ej.
en la que R® es fenilo, fenilo sgsti{;uido, naftilo,
tienilo, furilo o piridilo), y R? es hidrogeno, aci-
lo (p. ej., alcanoilo inferior), alecohilo inferior
(p.ej. metilo, etilo, propilo o butilo), cicigéipo—
hilo (p.ej., que contiene de 5 a 7 &tomos de carbo-
no, tal como ciclopentilo o ciclohexilo), arilo (p.
ej. arilo carbociclico tal como fenilo) o aril-aleco-
hilo inferior (p.ej. bencild o fenetilo). Ejemplos
de grupos g1 que caen dentro de las férmulasrgenera-
les arriba indicadas que pueden estar presentéé.enA
los compuestos de formula I incluyen fenilacetémido,
tienilacetamido, 2—hidroxi—2-fenilacetamido§‘ééf-bu-
toxi~carbonilamino—2~fenilacetamido ¥y sin-2-furil-
2-metoxi-iminoacetamido.

Los grupos acilo R3.CO que pueden esgtar
presentes en los compuestos de la férmuls I inclu~-
yen una gama de grupos aliféticos, araliféticos y
arométicos, por ejemplo grupos alcanoilo inferior
tales como acetilo, propionilo y butirilo; grupos
alquenoilo inferior tales como crotonoilo; grupos
aril-slcanoilo inferior tales como fenil-acetilo;
¥ grupos aroilo tales como benzoilo. Gomo se ha in-
dicado arriba, el procedimiento de la inyencién en—

cuentra una aplicacidn particular en la hidrdlisis

10.6.74 -8 -
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de la cefalosporina C y derivados de la misma, es-—
to es, compuesto de la formula I en los que R3.C0
es un grupo acetilo.

Los grupos R2 y B de la formula I repre-
sentan preferiblemente hidrogeno y >S, respedti-
vamente.

El microorganismo de tipo levadura o par—
tir del cual se obtiene la esterasa puede conservar-
se convenientemente mediente liofilizacion en una
suspension de suero al 2% en ampollas de vidrio her-
méticamente cerradas. El cultivo liofilizado pﬁede
reconstituirse por adicién de agua estéril. Los oréa-
nismog puestos de nuevo én suspensidn se pueden culti-
var mediante, por ejemplo, veteado sobre un medio nu-
trientg gdlido, p.ej{, un medio acuoso que contengsa
29 de glucosa, 1% de extracto de levadura, 1% de
peptona.y 0,5% de dihidrbgeno—fosfafo de potasio,
golidificado con 2% de agar (estando expresados to-
dos los porcentajes en peso/volumen), a un pH de 5,6.
Los cultivos superficiales se dejan crecer, P. €],

a 252C, hasta que el agar queda cubierto y pueden
conservarse después durante varios meses g tempera-
turas bajas, p.ej., a 52C. E1 organismo puede dejar-
se crecer en un cultivo sumergido, convenientemente

a 252C, mediante, por ejemplo, inoculacion de un me-

10-6.74— . - 9 -
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dio nutriente 1iquido con una muestra del cultivo

de superficie; un ejemplb de un medio nutriente ade~
cuado para este fin eg el descrito arriba para el
cultivo de superficie sin el agar. En muchos casos
es conveniente mantener un cultivo 1iquido del b%ga-
nismo que puede utilizarse para inoculér cultifos
liguidos subsiguientes, p.ej., cultivos en escala

de produceidn, ya que~esto evita la pesadez de;un
gran nimero de inoculaciones de superficie ar;iggi-
do y permite la utilizacidn de una cantidad'mayqr

de inoculante. La suspension de levadura obtéhﬁda
después de la incubacidn de un tal cultivo liqﬁido
subsiguiente durante un tlempo apropiado, p.éj;, al-
rededor de 3 dias, convenientemente a 259C, puede
utilizarse después como una fuente de ls esterasa
empleada para desacllar el material de partida cons=-
tituido por el acido 3-aciloximetilcef-3-em—~4-carbo-
xilico. .

Ia formacidn de la esterasa puede mejorar—
se en ciertos casos por adicidn de un inductor al
medio de cultivo liquido. Induétores adecuados inclu-
yen cefalosporina C, la cefalotina [Ec;do (6R,7R)=3~
acetoximetil—7;(tien—2;i1)—acetamidocef—3—em74-car—
boxilicg7 v sus sales (p.ej., sales de metal alcali-

no tales como la sal de potasio), habiéndose encon-

10.6.74 - 10 -
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trado efectivos inductores tales como la cefalospo-
rina C potasica en cantidades menores de 0,1% peso/
vol. E1 ihductor se aflade convenientemente al medio
de cultivo liquido después de la esterilizacién. EL
inductor puede esterilizarse haciéndolo pasariaffra-
vés de un filtro estéril, mientras que el medio de
cultivo se puede esterilizar mediante, por ejemplo,
tratamiento en autoclave a aproximadamente 121¢C y
10.500 kg/m?, p.ej., durante 15 minutos.

La esterasa se puede emplear de variss ma-
neras diferentes para hidrolizar el materigl derpar~
tida constituido por el acido 3-aciloximetilcef-3-
em—-4—carboxilico. 4si, por ejemplo, una muestra del
medio de cultivo liquido puede emplearse por si mis-
ma como fuente de esterasa, si se desea después de
la rotﬁra de las células de la levadura, por ejemplo
por métodos convencionales tales como tratamiento
con ultrasonidos o tratamiento con enzimas 1iticas.
Puede utilizarse andlogamente un‘extracto acuosc de
la suspensidn resultante de tal rotura de las célu-
las. Alternativamente, se pueden emplear células en—
teras separadas por filtracidn del medio cultivado
1iquido, al iguel que se puede emplear el filtrado
correspondiente; en los casos en que se desee utili-

zar el filtrado, las células pueden romperse de nue-

10.6.74 : -1 -
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Vo, P.ej., como se ha descrito arriba, antes de la
filtracion.

El empleo de células enteras es particular—
mente ventajoso por el hecho de que éstas pueden- se—
bararse fécilmente, por ejemplo en forms de unaléus-
pensidn de células, del medio cultivado liquido;- se
conservan facilmente, p.ej., en forma de una pasta
desecada o congelada a temperatura muy baja que,se'
puede afiadir directemente a la mezcla de reaccidn
de hidrolisis; y son fécilmente separables, p.cje.,
por filtracidn, de la mezcla de reaccidn dequés,que
ha terminado la hidrélisis. Ias células asi separa-
das pdeden volver a ger utilizadas, p.ej.,hdeépﬁés'
de lavado con agua, para hidrolizar muestras ulterio-
res del material de partida constituido por el dci-
do 3-aciloximetil-cef=-3-em-4~carboxilico. Se ha en~-
contrado que puede conservarse suficiente actividad
de esterasa para dar un producto de cefalosporina
hidrolizada de calidad satisfactoria con un rendi-
miento conveniente a lo largo de tantas como siete
recirculaciones de las células, lo que hace que esta
realizacidn del procedimiento sea notablemente ven-
tajosa desde el punto de vista economico.

Si se desea, las células enteras pueden

inmovilizarse en el seno de una matriz inerte o so-

10.6.74 - 12 -
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bre ella (p.ej., un polimero o una membrana), por
ejemplo mediante unidn covalente a un polimero inor-
ganico u orgénico o mediante inclusidén en el seno de
una. fibra o sobre ella.(p.ej., triacetato de celulo-
sa) o en el interior de uns envoltura: tal come un
globulo, antes de su adicidén a un sistems de reaccidn
de hidrolisis, con el fin de proteger las células y
reducir al minimo las pérdidas durante su recircula-
cion. Una matriz preferida parza uso en la inmovili-
zacidn de las células es un gel de poliacrilemida.

La esterasa se puede emplear también en
forma exenta de células, obtenidas por e jemplo por
precipitacién a partir de un filtrado o extracto de
células derivado del medio cultivado liquido como'se
ha descrito anteriormente en esta memoria, utilizan—
do un érecipitante de proteina adecuado, por ejem-
plo una gal o un disolvente. La esterasa exenta de
células precipitada puede, por ejemplo, aiiadirse di-
rectamente a un sistema de reaccidén de hidrdlisis
0 puede disolverse en agua y afiadirse en forma de
une, solucidn acuosa.

Altefnativamente, la esterasa se puede em~
plear en forma inmovilizada, p.ej. Por insolubili-
zacidn o inclusidn, sobre una matriz inerte o en el

interior de la misme, incluyendo las formas inmovi-

10.6.74 - 13 -
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lizadas adecuadas las que se han descrito en la Pa-
tente Britanica Nim. 1.224.947 y en la Patente Bel-.
ga Num. 782.646. Asi, por ejemplo, una esterasa ob-
tenida a2 partir de un extracto del medio cultivado
1iquido o por redisolucidn de esterasa precipi#é@a
se puede unir covalentemente a un polimero incrgéni-
co u organico inerte por lo demas, se puede ineluir
en la superficie o en el interior de una fibra (p.
ej., un polimero fibroso tal como triacetato de ce-
lulosa), o en la superficie o el interior de,ung mem-
brana o un polimero tal como un gel de poliacrilami-
da, se puede adéorber sobre una resing de cambié de
ion, o se puede ocluir en el interior de una envol-
tura tal como un glébulg, Esterasas inmovilizadas
de estos tipos pueden emplearse ventajosamente en
procedimientos por cargas en los que la esterass
ha de volver a utilizarse v en la hidrdlisis de un
flujo continuo de acido 3-aciloximetilcef-3-em-—4-
carboxilico mediante, por ejemplo, paso a través de
una columna que contiene la esterasa inmovilizada.
Ia reaccion de hidrdlisis se inicia conve-
nientemente poniendo en contacto la esterasa con
un medio acuoso que contiene el dcido 3-aciloxime-
$1ilcef-3-em-d—carboxilico o una sal (p.ej., una sal

de metal alcalino tal como la sal de sodio o de po-

10.6.74 - 14 =
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tasio) del mismo, conteniendo convenientemente el
medio de 0,5 a 10% peso/vol del compuesto de cefa-
losporina. Bl medic puede, si se desea, esterilizar—
se antes de la hidrdlisis, péro se ha encontrado gue
la reaccion no requiere que se mantengan condiciones
estériles, y de acuerdo con ello la hidrdlisis pue=-
de llevarse a cabo ventajosamente en condicicnes no

estériles.

En los casos en que el acido 3-aciloxime=
tilcef-3~em~4—carboxilico es una cefalosporina pro=-
ducida por fermentaciodn, como en el caso de la cefa-
losporina C, el caldo de fermentacidn obtenido a par-
tir del cultivo del organismo productor de cefalos-
porina (p.ej., un organismo del género Cephalospo-

rium tal como Cephalogporium acremonium Brotzu) pue-

de tratarse por si mismo con la esterasa, evitando-
se la necesidad de una separacidn intermedia del com-
puesto de cefalosporina. El micelio puede, si se de-
gea, gepararse del caldo antes del tratamiento, pe~
ro en muchos casos sera mis conveniente emplear el
caldo total directamente.

Por regla general, la hidrdlisis se lleva
a cabo ventajosamente a un pH comprendido entre 4 y
8. E1 pH puede mantenerse a lo largo de toda la reac-

cibén mediante el empleo de un tempdn, p.ej., tampon

10.6.74 - 15 -
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de fosfato, por ejemplo en un valor de pH 6,0. La
hidrdlisis se efectla convenientemente a la tempera-—
tura ambiente, esto es, a aproximadamente 259q, ven-
tajosamente con agitacidn y/o aireacidn de 1a,mézr
cla de reaccidn. . L

La cantidad de esterasa o material que con-
tiene esterasa requerida(o) en una resccibn dada
puede calcularse facilmente mediante operaciones pre-
vias de tanteo en pequefia escala, dado que se ha. en-
contrado que el procedimiento se ajusta bien a ia
regls de escalacidn.

El tiempo requerido para que se efentde -
la desacilacidén completa del Acido 3-aciloximetilcef-
3~em—-4-carboxilico dependers de la naturalezs del
material de partida y de la esterasa, asi como de
las condiciones de reaccidn empleadas, pero tipica-
mente no sera mayor de 70 horas. El curso de la resc-
cidn se puede seguir convenientemente separando el
producto por cromatografia de capa delgada 6 croma-—
tografia sobre papel utilizando una combinacidn apro-
piada de sistema soporte/disolvente ¥ ensayando den-
sitométricamente.

En los casos en que el material de parti-
da del &cido 3-aciloximetilcef-3-em-4~carboxilico

Posee un grupo D-5-amino-S—carboxipeptgnamido en la

10-6-74 b 16 -
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posicidn 7, tal como ocurre en el caso de la cefa-
losporina C, el procedimiento de desacilacién hidro-
1{tica de la invencion puede combinarse con la desa~-
minacidn oxidante catalizads por enzimas del gruro
de la posicidon 7, por ejemplo a un grupo 4-carboxi-
butanamido por tratamiento con una oxidasa fangica,
especialmente una oxidasa derivada de la levadura

Trigonopsis variabilis como se describe en la Paten-

te Briténica Nim. 1.272.769 y en la Patente Belga
Nim. 782.393. La transformacidn enzimatica de 198
grupos de las posiciones 3 y 7 puede efectuarserbien
ses sucesivamente o simultaneamente.

Bl método utilizado para aislar el produc—
to de dcido 3-hidroximetilcef-3-em-4-carboxilico de-
penderé de la naturaleza del producto y del sistema
de reaécién,_pero en general se empleardn técnicas
convencionales. Asi, por ejemplo, si se utilizan cé~
lulas enteras como fuente de la esterasa, éstas pue-
den separarse (y si se desea recircularse) por fil-
tracidn o centrifugacidn y la solucion puede clari-
ficarse ulteriormente por filtraciodn, p.ej.,-a tra~
vés de un lecho de tierra de diatomeas. Cuando el
dcido 3-hidroximetilcef-3-em-4-carboxilico es la de-
sacetil-cefalosporina C, ésta puede aislarse median-

te, por ejemplo, desalificacidn de la solucidn por

10.6.74 - 17 =
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adsorcidn sobre carbono seguida por elucidn con ace-
tona y sgua, purificaciodn ulterior del producto elui-
do por a@sorcién sobre una resinag de cambio de ién
(por ejemplo, Amberlite IRA~68 en la forma de.aceta—
tato), elucion de la 'desacetil-cefalosporina de la
resina con solucion de acetato de potasio, y pféci—
pitacion del producto con acetona. Otras técniéas
que se pueden emplear en el aislemiento de diférén—
tes productos de cefalosporina incluyen la extfacy
cion con disolventes, la precipitacidn con écidos,
¥y la precipitacién en el punto isoeléetrico (en el
caso de prpductos de doble polaridad tales como el
acido (6R,7R)f7-amino-3-hidroximetilcef—3-em¥4-car-
boxilico).

Ademss de las ventajas arriba descritas
y de la conveniencia practica que puede acompaiar
al empleo de células enteras como fuente de estera-
sa en uns realizacidn del presente procedimiento,
el procedimiento de la invencidn es cdmodo en gene-
ral en virtud dé la facilidad con la que los microor—
ganismos del género Rhodotorula pueden cultivarse
para proporcionar una fuente de la esgsterasa, la re-
producibilidad de la reaccidn de hidrdlisis cuando
se utiliza la esterasa Gerivada de Rhodotorula, y

la facilided con que puede calcularse la cantidad

10.6‘74 - 18 -
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de esterasa reguerida.

Si bien se ha encontrado que diversas es—
pecies del género Rhodotorula son efectivas, se pre-
fiere emplear organismos de las especies Rhodetoxii—

la rubra, Rhodotorula g;gtinis, Rhodotorula glutinis

var. dairenensis y Rhodoborulsz gramihis, habida cuen-—

ta de la hidrdlisis: particularmente eficiente de.
los deidos 3-aciloximetilcef~3-em-4-carboxilicos que
es favorecida por las esterasas producidas pqr-esﬁos
ofganismos. El procedimiento se lleva a cabo como-
damente utilizando cultivos de especies tipo de es-
tos organismos (obtenidas del Centraalbureau voor
Schimmelcultures, Baarn, Delft, Paises Bajos), es

decir, utilizando las cepas Rhodotorularrubra CBS

17, Rhodotorula glutinig CBS 20, Rhodotorula gluti-

nis var. dairenensis CBS 4406 y Rhodotorula graminis

CBS 2826.
Una cepa adicional de Rhodotorula rubra

que ha resultado ser particularmente efectiva en el
presente procedimiento es la depositada en el Cen-~
treglburean voor Schimmelcultures bajo el numero
CBS 6469. Esta cepa tiene las siguientes caracteris-
ticas:

Después de 24 y 72 horas de cultivo en un

nmedio liquido de malta-levadura-glucosa-peptona, las

10.6.74 - 19 -
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células eran cortas y ovaladas, de dimensiones 2 g
4,5 micras por 2,5 a 5,5 micras, y ée hallaban ais-
ladas o formaendo pares. ALl cabo de un mes de culti-
vo, se encontrd un depbdsito que no floculaba, no se
observd pelicula ni enillo slguno de células en'la
superficie del 1liquido, y sOlo una cantidad muyies—
casa de cultivo que ascendia por las paredes del tu-
bo. ‘ -

Al cabo de 72 horas de cultivo sobreiagar
de malta-levadura-glucosa~-peptona, las célulaéréfan
esféricas s ovaladas, de 2 a 5 micras por 2,5'a T
micras, y se encontraban aisladas o formando pafes.
Al cabo de un mes, un cultivo veteado presentéﬁa cé—
lulas de color rojo clavel brillante, muy lustrosas
y muy uniformes.

No se aprecid desarrollo pseudomicelial
alguno al cabo de 4 semanas en cultivos de portaob-
jetos utilizando agar de dextrosa de patata o agar
de harina de maiz, y tampoco se aprecié formacidn
alguna de esporas al cabo de 3 6 4 semsnas y media
sobre zanahorias, agar de acetato de sodioc o agar
de Gorodkowa.

Al cabo de 3 semsnas, no se ébservé for-
macidn alguna de gas por el método del tubo de Dur-

ham durante la fermentacidn de aziicar utilizando dex-—

10.6-74- bl 20 -
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troga, fructosa, galactosa, maltosa, sacarosa, lac-
tosa, melibiosa, rafinosa, trehalosa o almidén so-
luble.

Se observd el crecimiento al cabo de 1,
2 y 3 semanas en un medio 1iquido utilizando 1 que
sigue como fuente Unice de carbono: glucosa, galac-
tosa, sacarosa, maltosa, L-sorbosa (desarrollb'ia—
tente, que aparecid al cabo de 2 gemanas), celobio-
sa, trehalosa, rafinosa, melecitosa, D-xilosa, L-ara-
binosa, D-arsbinosa, D-ribosa, L-remncsa (desarro-
1lo latente que aparecio al cabo de 1 semana),reta-
nol, glicerina, écido succinico, adonita, D-manita,
D-sorbita y salicina. No se observo crecimientoral—
guno en las mismas condiciones utilizando lactosa,
melibiosa, almidén soluble, inulina, écido lactico,
eritrita, duleita, o{-metil-glucodsido e inosita.

Se observé el crecimiento al cabo de 1,
2 v 3 semanas en un medio liguido utilizando sulfa-
to de amonio ¥y clorhidrato de etilaminae como fuente
tnica de nitrdgeno, pero no se produjo asimilacidn
alguna de los nitratos.

Los ensayos de hidrolisis de grasas y pro-
duceidn de almidén resultaron negativos; la separa-
cion de arbutina fue positiva. No se observd creci-

miento alguno en wn medio de presidn osmética 60%

10.6.74 - 21 -
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vy solo un escaso crecimiento al cabo de 16 dfas en
un medio liquido exento de vitaminas. Se aprecid cre-

cimiento en presencia de 100 partes por millon de

actidiona en medio liguido. el

Utilizando el medio de Gorodkowa que con-
tiene creta, no se observd clarificacion alguna del
medio durante el crecimiento o desarrollo del orga~
nismo, lo cual indicaba la ausencia de producgiéﬁ
de acido. 7.

Esta cepa se utilizd en los Ejemplqsri’a
11y 14 a 16, '

Los cultivos de egpecies tipo de laé.és-
pecies del género Rhodotorula utilizadas en 16s'Ejemr
plos 12 y 13 se'obtuvieron del Centraslbureau voor
Schimmelcultures.

Los Bjemplos que siguen se dan ahors a mo-
do de ilustracidn unicamente. Todas las femperaturas
se hallan expresadas en 2C.

Ejemplo 1
Preparacion del adcido (6R,7R)-7-(D-5-smino-5-carbo-

xipentanamido)-3~hidroximetilcef=3=em—4—carboxilico

Se disolvid (6R,7R)=-3-acetoximetil~7(D~5-
amino-5-carboxipentanamido)cef-3-em-4~carboxilato
de potasio (500 g, aproximadamente de 70% de purezs)

en agua y se esterilizd haciéndolo pasar a través

10.6074‘ - 22 -
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de un taco de asbesto estéril. Se afiadio la solucion
s 2 litros de tempén de fosfato estéril (400 mM, pH
6) en una botella de 10 litros, a la cual se afiadie-
ron después aproximadamente 2 litros de una suspen=—

sién de Rhodotorula rubra cultivaeda durante 3 dias

sobre un medioc nutriente suplementado con 1% peso/
vol. de dcido (6R,7R)-3-acetoximetil=7=(D=5-anino-
5-carboxipentanamido)cef-3~em~4-carboxilico. EI vo-
lumen final fue aproximadamente de 8 litros y_%a mez—
cle se agitd utilizando un agitador magnético y se
aired por borboteo de aire estéril a razbtn de;ZIii-
tros por minuto. |

Se demostrd cromatogréficamente que, ol
cebo de 60 horas de incubacidn & la temperaturs am-
biente, més del 90% de la cefalosporina estaba pre-
sente como deido (6R,7R)~7-(Di5~amino~5-carboxipen—
tanamido)-3-hidroximetilcef-3-em~4~carboxilico. El
caldo se clarificd por centrifugacidn, y el pH se
ajustd a 4,5 antes de llevar la carza & una columna
rellena con carbono. Después de cargar la columna
con el caldo, se lavd el carbono con agua desminera-
lizada enfriada (4 veces el volumen del lecho).y se
gluyd con acetona acuosa al 40% (4 veces el volumen
de la columna). Se adsorbid el producto de la elueidn

gsobre una columna de regina de cambio de aniodn Am—

H.M.G.
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berlite IRA-68 en la forma de acetato y se lavo con
agua desmineraliza enfriada (2 veces el volumen de
la columna). La columna se eluyd luego con acetato
de potasio 0,1 M y el producto de la elucion se.tra-
t6 con acetona (5,75 volimenes). El preeipita@gl#e-

sultante se separd y se secd al aire a 352 para .dar

el compuesto del titulo (68%, con pureza del o8%),
con caracteristicas fisicas similares a las de una
muestra auténtica.

Ejemplo 2

Preparacidn del acido (6R,7R)-=7~(D-5-amino~5-carbo-

xipentansmido)=3-hidroximetilcef=3—em—4—carboxilico

Se recogid asépticamente el caldo dé una

fermentacidén de cefalosporina C (Cephalosporium acre—

monium Brotzu). Cuatro litros del caldo total se
tranéfirieron s un fermentador estéril de 5 litros.
El pH del caldo se ajusto a 5,0 con acido fosforico
5 y el caldo se agitd a 800 revs./min. Se inmtrodu~
jo en el fermentador aire estéril a un caudal de 3
litros/minuto. Se suministrd una solucidon de gluco-
sa al 50% peso/vol. a razdén de 7,0 ml/hora para pre—

venir la autolisis del crganismo de Cephalosporium.

Se mantuvo el pH en el intervslo de 5,0 a 5,5 por
adicion de acido fosforico 5N cuando fue preciso.

Se inoculd el cultivo con 400 ml de caldo

10,6.74 - 24 -
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de Rhodoftorula rubra que se preparé cultivando el

organismo a 252 durante 36 horas en un medio de cul-
tivo que contenia 2,2% peso/vol. de glucosa, 0,25%
peso/vol. de nitrdgeno como licor de maceracidn de
maiz, 0,5% peso/vol de dihidrogeno-fosfato de'pota~
sio y 0,1% peso/vol. de una mezcla 1:1 de polipfopi—
lenglicol y aceite mineral blanco (el pH se ajustod
8 5,8 antes de la esterilizacidn). Después de la es-
terilizacidn, se afiadid al medio de cultivo una so-~
lucion de (6R,7R)-3-acetoximetil—7-(D—B-amino-ﬁ—car-
boxipentanamido)cef-3-em-4~carboxilate de potasio
para dar una concentracidn de 0,1% peso/vol.

Se tomaron muestras del cultivo mikto pa-~
Ta sSu ensayo. Se centrifugd el caldo a 3000 revs./
min. dgrante 15 minutos, y se analizaron las sustan-~
clas sobrenadantes por cromatografia de capa delga~
da. Al cabo de 12 horas, no quedaba nada de cefsalos-
porina C en la muestra, y se habia producido un nue-
vo compuesto identificado como acido (6R,7R)-7-(D-
5—amino-5-carboxipentanamido)-3-hidroximetilcef-3-
em~4-carboxilico. La concentracidn de este compues—
to era 6,2 mg/ml.

Subgigulentemente, se filtraron 4 litros
del cultivo mixto a través de un lecho de coadyuvan-

te de filtracidn después de ajustar el pH a 4,5 ¥

10.6.74 - 25 -
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se separo el acido (6R,7R)-7-(D—5-amino-5—carboxi—
pentanamido)-3-hidroximetilcef-3-em-4-carboxilico
del filtrado de una maners similar a la indiéada en
el Ejemplo 1. E1 producto se secd al aire a 35°C. pa~

ra dar 17,1 g del compuesto del titulo con unaﬁpq-

reza de 76,8% expresads como el acido libre.

Ejemplo 3
Preparacion del dcido (6R,7R)=3-hidroximetil-T7—(tien~

2—ilacetamido)cef~-3—em~4—carboxilico

Se disolvid Acido (6R,7R)-2-acetoximetil-
7—(tien—2-ilacetamido)éef-3-emr4-carboxilico (é10
g, 97,7% como sal de sodio) en agua desmineraliZada
(2 litros) y se esterilizd haciéndolo pasar a ‘tra-
vés de un filtro de asbesto estéril. Se afiadid el
filtrado a 4 litros de tampdén de fosfato 0,5 M (pH
6,0), el cual se habia tratado en autoclave en una
botella de 10 Iitros a 1400 ke/m> durante 30 minwbos.
La solucidn tamponada del dcido (6R,7R)-3-acetoxime-
t11-7-(tien-2-ilacetamido)-cef-3~em-4—carboxilico
se inoculd con 2 litros de un cultivo de Rhodotorula
rubrs cultivado durante 3 dims a 252 en un sparato
rotativo de sacudidas en presencia de 1% peso/vol.
del acido (6R,7R)-3-acetoximetil-7-(tien-2-ilaceta~
mido) cef-3~em~4-carboxilico.

Se azired el cultivo a razon de 3 litros

10.6.74 : - 26 -
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por minuto y se agitd utilizando un agitador magné-
tico. Da temperatura ambiente era de 252, y el pH
del cultivo estaba comprendido entre 6,0 y 6,4 en
todo momento. Se tomaron muestras a intervalos de
tiempo para analizarlas por cromatografia de capa
delgada contra soluciones patrdn del acido (6R,7R)-
3-acetoximetil—7-(tiemr2—ilacetamido)cef-3-emé4;
carboxilico y del compuesto del titulo. Se consiguid
una convergidn completa al cabo de 67 horas. la gra-
dnacion final era de aproximadamente 25.00041%/iﬂ}
v el volumen 6,630 ml.

Los sistemas preferidos para el ensayo de
los compuestos de partida y final fueron los siguien-
tes:

Se sumergieron placas de celulosa previa-
mente fecubierta (MN300, Camlab Cambridge) en tam=-
pon de acetato 0,1 M (pH 5,0) y se secaron lentamen-
te. Se prepard el sistema de disolvente agitando me-
diante sacudidas 8 volumenes de acetato de etilo,

1 vol. de n-butanol y 8 vols. de tampén de acetato
durante 2 horas. Se desechd la fase acuosa y se uti-
1izd la fase organica para irrigar placas. Se puso
1 pl de una muestra adecuadamente diluida en el ori-
gen y se utilizd a fines de comparacion 1 Pl de so-

luciones patrén que contenian SOOO/gyﬁJ Las placas

10.6.74 - 27 -
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gse desarrollaron durante aproximadamente 45 minutos,
se secaron y se irradisron con luz ultravioleta du-

rante 10 min. (A _r_ 253 nm), y las cefalosporinas

mex

separadas se cuantificaron densitométricamente. -

La naturalezéa no polar del grupo tien;igﬁ
cetamido de la posicion 7 permij? Que el compuesto
que tiene el grupo hidroximetilo en la posiciéh';
sea extraldo con disolventes; por ejemplo comc siguei

A los 6.630 ml de caldo, se afiadié forma-
lina (130 ml) para destruir la levadura. Después de
de jar en reposo, se decantd el liquido sobrenadante
v se extrajo en cargas de 1000 ml como sigue: Sé ajus— -
6 el pH de la solucidn a 2,2-2,5 y se afindieron 2
litros de acetato de butilo. Se extrajo de nuevo la
fase acuosa con acetato de butilo (200 ml). Se com~
binaron las fracciones de acetato de butilo (2000 m1)
¥ se afiadid gota a gota una solucidn de acetato de
potasio a8l 12,5% en alcchol desnaturalizado indus-
trial hasta que dejé de producirse precipitacidn.
Se filtrd el producto y se lavd con acetona. La efi-
ciencia de extraccion del caldo para obtener la sal
de potasio fue mayor del 70%, y la pureza del produc—
to era elevada. E1 punto de fusidn con descomposicidn
de 194 a 1989 es el mismo que ha sido publicado pa-

ra el compuesto del titulo purc y auténtico.

10.6074‘ - 28 b
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Bjemplo 4
Preparacidn del Acido (6R,7R)=3~hidroximetil-7-(+tien—~

2-ilacetemido)=-cef~3-em—4-carboxilico

(a) "~ .. ' Una suspensidén de Rhodotorule rubra (% kg)

preparada como se ha descrito en el Ejemplo 1'y,¢onr
servada por congelacidn, seﬁaﬁadié a agua destila-
da (10 litros).y, con agitacidn, se afiadieron tar-
bién (6R,7R)-3-acetoximetil-T-(tien-2-ilacetamido)-
cef-3-em-4-carboxilato de sodio (500 g), dihidroge-
no-ortofosfato de potasio (250 g) e hidrogeno-orto-
fosfato disddico (28,5 g). Se agitd enérgicaments
la mezcla (pH 5,8) mientras que se hizo penetrar en
su interior una corriente rapida de aire. El progre-
so de la reaccion se siguid por cromatografia de ca-
pa delgada sobre placas de gel de silice desarrolla-
das en‘solucién de cloruro de sodio 0,5 M y visuali-
zadas con luz ultravioleta. Al cabo de 34 horas, ha-
bia desaparecido totalmente el material de partida.
La levadura se separd por centrifugacidn y se conser-—
vd, y el 1iquido sobrenadante se clarifiecd por fil-
tracidn a través de un lecho de tierra de di&tomeas. -
El filtrado se acidificd con rapidez a pH
2,1 con solucidn de scido ortofosférico al 10%, mien-
tras que ge agitaba a la temperatura ambiente, y el

sélido que precipitd se separd por filtracidn lo més

10.6.74 - 29 -
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répidamente posible y se lavd a fondo con agua des-
tilada hasta que los lavados estuvieron exentos de
gcido. Bl dcido (6R,7R)-3-hidroximetil-7-(tien—2-
ilacetamido)cef-3~em~4=~carboxilico se secd a vucic
a 402 y su cantidad ascendio a 364 g (86% de 1o cun-—
tidad tedrica). Did una solucidén clara en metanol

¥ en solucion de bicarbonato de sodio al 5%, Yy te~
nia un valor /0¢/p = +135¢ (¢ 1%, MeOH). Los espscs
tros ultravioleta, infrarrojo y rmp eran simileres
a los publicados para el compuesto del titulo ausén-

tico.

(p) Reutilizacion de la Rhodotoruls rubra

La Rhodotorula rubra, recuperada como se

ha indicado arriba en (a), se suspendid en agua (10
litros) y se afiadieron (6R,7R)-3-acetoximetil—7—(tien—
2-ilacetamido)-cef-3~em~4~carboxilato de sodio (500
g), dihidrogeno-ortofosfato de potasio (250 g) e hi-
drogeno~ortofosfato disddico (28,5 g), llevéndose

a cabo aireacidn y agitacidn como se ha indicado arri-
ba en (a). Ia cromatografia de capa delgada mostrsd

que la reaccidn era completa al cabo de 22 horas,
después de lo cual se aisld el producto como en (a)
arriba, ascendiendo su cantidad a 367 g (86,5% de

la cantidad tedrica). Las soluciones en metanol ¥y

en solucidn de bicarbonato de sodio eran claras;

1006074‘ - 30 o
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/OX/ = 1362, Los espectros ultravioleta, infrarro-
LD
jo y rmp eran similares a los publicados para el com-—

puesto del titulo auténtico.

La levadura volvid a utilizarse 6 veces
mas para dar un producto de calidad satisfactdfia
con rendimientos similares.

Ejemplo 5
Preparacidn del acido (6R,7R)=T=/2=(fur—2-il)=2-me—

+oxiiminoacetamido/=3~hidroximetilcef-3-em—4—2arvo—

xilico (isdmero sin)

Se disolvié (6R,7TR)-3-acetoximetil~T—/Z-
(fur-2-il)-2-metoxiiminoacetamidg/cef=3~em—4~carbo—
xilato de sodio (isdémero gin) (5,0 g, 11,0 milimo-
les) en una solucidn tampdén agitada que contenia di-
hidrogeno-ortofosfato de potasio (1,23 g) e hidroge-
no-ortofosfatb disddico (0,144 g), en agua destila-
da (100 ml). Se afiadid una suspensidn congelada de

Rhodotorula rubra (10 g) y la mezcla se agité me cé-

nicamente y se aired continuamente a la temperatura
smbiente durante 32 horas. La cromatografia de capa
delgada sobre silice con revelado en cloruro de so-
dio 0,5 M y visualizacion por luz ultravioleta demos-
trd que la hidrdélisis habia sido completa. Se sepa-
raron las células de levadura por centrifugacidn, ¥y

el 1iquido sobrenadante claro se enfrid a 22 y se

10.6.,74 , - 31 -
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tratd con 4-metilpentan~2-ona (100 ml). Se afiadid
dcido ortofosférico (solucidn acuocsa al 20%) a la
mezcla agitada hasta que el pH fue de 2,0. Se con-
tinud la agitacidn durante tres minutos y el proéuc-
to se aislo luego rapidamente por filtracién,'sé-la—
vé con 4-metilpentan-2-ona (2-x 10 ml), salmuerﬁ

(1 x10 ml), vy agua a 02 (2 x 10 ml) y se se062§:409
a vacio para dar el compuesto del titulo (3,25 g,
77,5% del rendimiento tedrico). EL producto se equi-
1ibré en la atmbsfera y tenia un valor Apéx (Pd 6)
de 275 nm (€ 17.050); los espectros infrarrojo y
rmp y el anglisis elemental estuvieron de acuerdo
con la estructura aisgnada; la pureza por cromato-
grafia en fase 1liquida a alta presidn (CLAP) era

del 98,2%.

Ejemplo 6
Preparacion del écido (6R,TR)=T-amino-3-hidroxime-

tilcef-3=em—4—carboxilico

(6R,7R)=3-acetoximetil~7—aminocef-3-em=4~
deido carboxilico-toluen-p-sulfonato dihidratado
(5,0 g) se suspendid en agua destilada (100 ml) a
la temperatura ambienfe. Se afiadid solucidn de hidro-
xido de amonio (densidad relativa 0,880) hasta que
se obtuvo la disolucién completa (pH 7,6). Se tra-

6 1la solucidn con 10 g de una suspensidn congelada

10.6.74 - 32 =
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a temperaturs muy baja de Rhodotorula rubra. La sus-—

pensidén se agitd mecénicamente y se aired continua-

" mente durante 30 horas a la temperatura ambiente,

transcurrido cuyo tiempo la hidrdlisis se habia com-
pletado en un 95% (comprobada sobre placas de siii-
ce en capa delgeda, con revelado en cloruro de sodio
0,5 M y visualizacidn bajo luz ultravioleta).{—-

Ias células de levadura se separaronrpor
centrifugacion, y el ligquido sobrenadante clarc,
después de la decantacidn, se enfrid a 102. Se ajus—
t6 el pH a 3,6 con Acido ortofosforico al 20%, y el
producto se aislé por filtracién, se 1avd con sgua
y se secd a 402 a vacio para dar el compuesto del
titulo (1,23 g, el 52,0% de la cantidad tedrica),
Amdz (pH 6) 264,5 nm (€ 7.000); pureza por CILAP,
94%. L&s espectros infrarrojo y rmp estaban-de acuer-
do con la estructura asignada.

Ejemplo 7
Preparacidn del dcido (6R,7R,2'R)=7=(2'-t-butoxicar-

bonilamino~2'~fenilacetamido)-3-hidroximetilcef=3~ -

em—4-carboxilico

Una suspensidn de dcido (6R,7R,2'R)-3-ace-
toximetil—7-(2'—3—butoxicarbonilamino-2'—fenilaceta—
mido)cef-3-em-4—carboxilico (14,67 g) en agua (100
ml) se 1llevd a pH 6 con hidrdxido de sodio 2N. La

10.6.74 : - 33 -
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solucidn resultante se diluyd con tampon de fosfato
0;4 M de pH 6 (100 ml) y se afiadid una pasta conge-—
lada de células enteras obtenidas por cultivo de

Rhodotorula rubra (60 g). Le suspensidn se agitd -

enérgicamente, haciendo borbotear aire a travésidé
la mezcla, durante 28 horas. Se centrifugd la iz~
cla y la solucion sobrenadente se decanto y se tra-
6 con cloruro de sodio (35 g). La solucidn (que
contenia algo de material gelatinoso) se clarifico
con tierra de diatomeas. Bl filtrado se trato con
acetato de etilo (500 ml) y se enfrid a 52, después
de lo cual se 1llevé a pH 2 con dcido fosforico 2l
25%, agitando enérgicamente. La emulsion resultante
se filtro a través de un embudo de vidrio sinteriza—
do y la fase organica se separd y se lavd con sal-
muers, secandose después. La tierra de infusorios
obteﬁida arriba se 1lavd con ague (200 ml) y el fil-
trado se saturd con cloruro de sodio y se 1levd a
pH 2, en acetato de etilo como se ha descrito arri-
ba. Le fase organica se separd y se lavd con salmue-
ra, secandose después. Las soluciones combirnadas de
acetato de etilo se concentraron a vacio a aprbxima—
damente 80 ml, y la solucidn se dejo cristalizar.

La filtracion did el acido del titulo (5,93 g) en

forma de agujas finas, de p.f. 180 a 188¢ (descomp.);

10.6.74 - 34 =
H.M.c.
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(720 419,12 (g 1,1, dioxeno); Apgy (tempén de
fosfato de pH 6) 258 nm (& 7.200).

Bjemplo 8
Preparscibn del Acido (6R.TR.2'R)=3—hidroximetii-7~

Lg'-hidrox;-Z'-fenilacetamido)cef-3-em—4-carbbki1;gg

Una suspensién de acido (6R,7R,2'R)-3-ace-
toximetil-7-(2'-hidroxi-2'~fenilacetamido)cel=3—em—
4-carboxilico, en forma de solvato etandlico {2 g)
en ague (30 ml) se 1levé a pH 6 con hidrdxido. de so-
dio 2N, y la solucidn resultante se tratd con Hampln
de fosfato 0,4 M de pH 6 (30 ml) y con una pasta con-
gelada de células enteras obtenidas a partir ds un

cultivo de Rhodotorula rubra (10 g). La suspension

se agitd enérgicamente: en un vaso de precipitados
durante 16 horas. Se centrifugd la mezcla, y el li-
quido éobrenadanme se decantd y se saturd con clo-
ruro de sodic. La solucidén se clarificd con tierra
de infusorios, y el filtrado se tratd con acetato
de etilo; después de ello, se enfrid a 52 y se lle-
vé a pH 2 con dcido fosférico al 25%, con agitacidn
enérgica. Se separd la fase orgénica y se lavd con
salmuera, secandose y evaporandose después a un vo-
lumen peguefio a vacio. La mezcla se filtrd para dar
el dcido del titulo (1,05 g) en forma de placas pe-
quefias, de p.f. 225 a 2302 (descomp.); (E§7§° 1980

10.6074‘ - 35 -
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(¢ 1,1, NaHCO, 0,1 M); A_-_ (tampén de fosfato de
= 3 max

pH 6) 260 nm (£ 8.200).
Ejemplo 9

Preparacidn del dcido (6R,7R)-=7—/P—(fur—2-il)-2-ne—

toxi-iminoacetamido/—3~hidroximetileef—3-em—4~car—

boxilico (isdmero sin)

(a) Une suspensidn de dcido (6R,7R)-3—crotp-
noiloximetil—?—ég-(fur-2-i1)—2—metoxiiminoacetamidg7
cef-3~em—4—carboxilico (isémero sin-) (101 mg) en
agua (3 ml) se 1levd a pH 6,8 con bicarbonato de
sodio seturado. Se afiadieron tampén de fosfato 0,4 M
de pH 6 (3 ml) y una pasta congelada de células en—
teras obtenidas a partir de un cultivo de Rhodoforu—
la rubra (1 g). Ia suspensidn se agité enérgicamen~
te en un recipiente abierto durante 17 horas a apro-
ximademente 202, y luego se centrifugd. El liquido
sobrenadante se decantd y se clarifico con tierra

de :diztomees:, y se liofilizd para dar un sodlido
amorfo. Este material tenia un comportamiento cro-
matografico (Rf 0,17 sobre placas de silice Merck
con cloroformo:metancl:acido acético = 90:16:5) y

un espectro rmp (en Dy0) similares a los del compues-
to preparado en el Ejemplo 5 s partir del derivado
acetoximetilado en la posicion 3.

(b) Una suspensidn de écido (6R,7R)-3-benzoilo-

10,6.74 - 36 -
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ximetil=7-/2-(fur-2-il)-2~metoxi~iminoacetamidocef-
3-em~4~carboxilico (isdmero gin-) (208 mg) en agua

(3 m1) se 1levo a pH 6,5 con bicarbonato de sodio
seturado. Se afladieron tempon de fosfato 0,4 M de

pH 6 (3 ml) y una paste congelada de células enteras
obtenidas a partir de un cultivo de Rhodotorula ru-
bra (1 g), ¥y la mezcla se tratd como se ha Geseri-
to arriba en (a). Bl producto final, después de lio-
filizacidn, tenia un valor Rf y un espectro rmp (D20)
gimilares a los del material auténtico.

Ejemplo 10
Desacetilacidn del dcido (6R,7R)-3-acetoximetil-T-

formaemidocef-3—em=-4~carboxilico

Una suspension de &cido (6R,7R)-3-acetoxi-
metil-T-formamidocef—3~em~4-carboxilico (12,0 g) en
agua (150 ml) se 1levd a pH 6 con hidrodxido de so-
dio 1 M. La solucidn resultante se diluyd con tam-
poén de fosfeto 0,4 M de pH 6 (90 ml), y se afiadid

une paste congelada de células enteras obtenidas a

pertir de un cultivo de Rhodotorule rubra (61,5 g).
Lo guspensidn se agitd enérgicamente durante 19 ho-
ras. Después de centrifugar le mezcla, decantar el
1{quido sobrenadante y clarificar la solucidn con
tierra de infusorios, el producto se caracterizo por

reaccidn con difenildiazometanc, con 1o que se pro-

10.6.74 , - 37 -
H.M.C.
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dujo (6R,7R)=7~formamido-3-hidroximetilcef=3—em—A~

carboxilato de difenilmetilo (8,44 g) en forma de

t

- -22
agujas finas de p.f. 1582 (descomp.); [C§7D +16,22
(¢ 1,1, acetona); Ansx (etanol) 256 mm (& 7.300).

Los espectros infrarrojo y rmp y el andlisis elemen-—

tal estaban de acuerdo con la estructura asignada.

Ejemplo 11

Desacetilacibn del dcido (6R,7R)-3-acetoximetil—T—

(D-5-benzoilamino-5-carboxipentanamido) cef=3—emn~4—

carboxilico

Se disolvié dcido (6R,7R)-3-acetoximetil-
7-(D~5~benzoilamino~5-carboxipentanamido)-cef-3~em—
4~carboxilico (1 g) en tampdn de fosfato 0,1 M'@e
pH 6,0 (100 ml). Se afiadieron porciones de 10 ml de
esta solucidn a cada.uno de 10 matraces Erlenmeyer
de vidrio de 100 ml.

Células de Rhodotorula rubra cultivadsds

en un medio nutriente como se ha descrito en €l Ejem-
plo 1 se lavaron en tampdn de fosfato 0,1 M por cen~
trifugecion y se suspendieron de nuevo en un volu~
men igual del mismo tampon. Se afiadieron luego por-
ciones de 2,0 ml de esta suspension a cada uno de

los diez matraces que contenian &l deido (6R,7R)=3-
acetoximetil—7-(D-S—benzoilamiﬁo-S-carboxipentanami-

do)cef-3-em~4~carboxilico. Los matraces se incubaron

10.6.74 - 38 =
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luego a 252 en un agitador rotativo de sacudidas

que tenia una cerrera de 5 cm y operaba a 245 revs/
min., Se analizaron muestras por cromatografia de ca-
pa delgada sobre placas recubiertas de celulosa uti-
lizando un sistema disolvente que comprendia iépro-.
panol acuoso al 70% vol/vol. Una muestra del mote—
rial de partida se cromatografid como referenéid.

Bl compuesto de partida tenfa un valor Rf de 0,59

y éste desaparecid durante la incubacidn. Al .eabo

de 72 horas de incubacidn no se detectéba en ghsolu~
to el acido (6R,7ﬁ)-3-acetoximetil-7-(D-s-benzoila-
mino-5-carboxipentanamido)cef-3-em—4~carboxilinso,

¥y se encontrd un compuesto nuevo que tenia un valor
Rf de 0,59. Este compuesto se caracterizd por reac-
cién con difenildiazometano, con lo que se produjo

el (6R,7R)=7=(D-5-benzoilamino~5~difenilmetoxicar—

bonilpentenamido)=3-hidroximetilcef=-3~em—4—carboxi~

lato de difenilmetilo (0,70 g) idéntico (por espec-

troscopia infrarroja) a una muestra auténtica.

Ejemplo 12

Preparacion del écido (6R,T7R)=7—(D-5-gmino-5-carboxi-

pentanamido)-3-hidroximetil cef-3~em—4—carboxilico

Se repitid el procedimiento del Bjemplo 2,

excepto que se empleé un caldo de Rhodotorula grami-

nis CBS 2826 en lugar del caldo de Rhodotorula rubra.

10.6.74 -39 -
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El procedimiento para el cultivo de la Rhodotoruls
graminis fue el mismo que se ha descrito en el Ejem-

plo 2 para la Rhodotorula rubra.

El andlisis cromatogréfico (cromatografis
de capa delgada como en el Ejemplo 2) demostro que
la desacetilacidn se habia completado en 18 horas
y que la concentracion del acido (6R,7R)=T-(D=5-ami-
no-5-carboxipentanamido)-3-hidroximetil cef-3-em—4~
carboxilice era de 6,45 mg/ml. E1 caldo (4 1itfos)
se extrajo como se ha descrito en el Ejemplo 1“ﬁara
dar el compuesto del titulo (16,5 g) con una pureza
de 73,3% expresada como acido libre.

Ejemplo 13

Preparacién del &cido (6R,7R)=7-(D~5-amino-5-carbo-

xipentanamido)-3-hidroximetilcef—3—em—4-carboxili-

co utilizando diversas especies del género Rhodotorula

i
Se sub—cultivaron muestras de cada uno de

los organismos utilizados en cultivos sesgados de
agar de un medio de cultivo constituido por extrac-
to de 1evédura/peptona y se incubaron a 2592 hasta
gue se cubrid la superficie. Los cultivos 1iquidos
primarios inoculedos con los cultivos sesgados se
cultivaron en una maquina de sacudidas durante 48
horas y se utilizaron después para inoculaf}culti-

vos liquidos secundarios del mismo medio con la adi-

10.6.74 - 40 -
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cion de 0,1% peso/vol. de acido (6R,7R)=3-acetoxime-
til—?-(D—S—amino—S—carboxipentanamido)cef—3-em—4-
carboxilico para inducir la actividad de la enzims.
Al cabo de 72 horas de incubacidn, se utilizarcn
los cultivos secundarios para desacetilar el acido
(6R,TR)-3-acetoximetil~T7~(D~5-amino-5—-carboxirenta~
namido)=-cef-3-em-4~carboxilico.

_ Muestras que contenian tampdn de fosfato
0,1 M de pH 6,0 (8,5 ml) y acido (6R,7R)=3-acetoxi-
metil~7-(D-5~amino-5-carboxipentanamido)cef-3~em~
4=-carboxilico (1,0 ml de una solucidn scuosa 51710%
peso/vol) se incubaron con porciones de 0,5 ml de
caldos de ievadura preparados como se ha descrito
arriba. Se ensayaron todas y cada uns de las mues-
tras por cromatografia de capa delgada sobre placas
de celﬁlosa utilizando un gistema disolvente que con-
tenia n-propancl acuoso al 70% vol./vol., aplicando-
se en cada placa patrones de referencia de acido
(6R,TR)~3~acetoximetil=7=(D~5-amino-5~carboxipenta~
namido)cef-3-en~4-carboxilico y écido (6R,7R)-7-(D-
5-amino-5=-carboxipentanamido)-3~hidroximetilcef=3~
em~4—-carboxilico.

Los resultados de los ensayos correspondien—
tes al dcido (6R,7R)-3-acetoximetil=7=(D=5=amino~5=

carboxipentanamido)cef~3-em~4-carboxilico (Cef. C)

10.6'74‘ - 4-1 -
HJM.C.



¥y al acido (6R,7R)-7-(D-5-amino-5-carboxipentanami-
do)-3-hidroximetilcef-3-em~4~carbvoxilico (DAC) des=
pués de la incubacién durante 24 horas y 72 horas

respectivamente, son como sigue:

10.6.74 - 42 -
H.M.C,
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Ejemplo 14

Preparacidn del écidq (6R,7R)~7=(4~carboxibutanamido)-

3-hidroximetilcef-3~em-4—carboxilico

Muestras de acido (6R,7R)-3-acetoximeiil-
7-(4~carboxibutanamido) cef-3-em—4-carboxilico {14 mg)
en agua (3,5 ml) se mezclaron con tampén de foéfato
1M de pH 6,0 (0,5 ml) y agua (0,5 ml) y se inccula~-

ron con 0,5 ml de caldo de Rhodotorula rubra. Sz pre-

pararon también muestras testigo que no contenian
cantidad alguna de caldo de levadura.

Después de incubacion durante una nod@e a
252 en un agitador rotativo de sacudidas, se 9ngliza-
ron las muestras por cromatografia de capa deigéda
sobre placas de celulosa. El sistema disolvente es-
taba constituido por n-propanol acuoso al 70% vol./
vol. y se detectaron las zonas utilizando un densité-
metro. En las muestras a las que se habia afiadido el
caldo de levadura, el material de partida (Rf 0,62)
habia desaparecido y habia sido reemplazado por un
compuesto nuevo que tenia un valor Rf de 0,47. EL
tratamiento con dcido diluido no produjo efecto al-
guno sobre las muestras testigo, pero en el caso de
las muestras tratadas con levadura el producto se con-
virtid en un compuesto que ten{a una, moviiidad aumen-

tada (Rf = 0,50) sobre la placa cromatogrifica. Es-

10.6.74 - 44 =
H.M.C.



10

15

20

25

te comportamiento esta de acuerdo con que el produc~
to del tratamliento con levadura sea el compuesto del

titulo.

El producto era también idéntico al produc-
to obtenido por tratemiento del écido'(6R,7R);7Q(D-
5~amino-5-carboxipentanamido)-3~hidroximetilcef~3—
em-4-carboxilico con la D-amino-écido-oxidasafpfooe—

dente de Trigonopsis variabilis en presencia de azi-

da de sodio.

Bjemplo 15

Preparacion del dcido (6R,7R)~7—=(D=5—amino~5—oarbo—

xipentansmido)-3~hidroximetilcef-3-em-4—carboxilico

utilizando células de Rhodotorula rubra incluidas en

gel de poliacrilamida.

Se prepars un cultivo de Rhodotorula rubra

como se'ha degerito en el Ejemplo 1. Se lavaron 10
ml de caldo por centrifugaoiéh Y se suspendieron de
nuevo en un volumen igual de tampdn de fosfato 0,1

I de pH 6,0, Esta suspensidn se mezcld con mondmero
de acrilamida al 40% peso/vol. en tampdén (10 ml),
N,N-metilen-bisacrilamida al 2,3% peso/vol. en tam-
pon (6 ml), persulfato de amonio (0,0375.g), N,N,N,-
N-tetrametiletilendiamina (0,048 ml) y tampbén de fos-
fato 0,1 M de pH 6 (34 ml). Se hizo borbotear nitrd-

geno a través de la suspensién, la cual se puso des-

H.MOC‘
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pués en un bafio de hielo hasta que se completd la
polimerizacidn. Una poreidn del gel resultante se ex-
truyd a través de un tamiz de 841 micras de abertura
para producir un tamafio de particula pequeﬁo..ElpgéI
tamizado se lavo a fondo con tampén haesta quehq@}se
apreciaron en absoluto células de levadura en.ios la-
vados. .

Se mezclaron porciones de 4,0 ml deiia Sug—
pension de gel, cada una con tampon de fosfat070;1 M
de pH 6 (5,0 ml) en matraces de vidrio y se inéﬁﬁla-
ron con écido (6R,7R)—3-acetoximefil—7—(D—5—aﬁiﬁp-5-
carboxipentanamido)cef-3-em~4~carboxilico al 10% pé-
so/vol. (1,0 ml). Después de incubacidn durante 42
horas a 252 en un agitador rotativo de sacudidas, se
demostrd por andlisis de cromatografia en capa del-
gada que la concentracidn de dcido (6R,7R)=7=(D=5-
amino-5-carboxipentanamido)=-3~hidroximetilcef-3-em—
4~carboxilico era 5,86 mg/ml, mientras que la concen—
tracion-del dcido (6R,7R)-3~acetoximetil~7—(D-5-ami-
no-5-carboxipentanamido)cef-3-em~4~carboxilico habis
descendido a 0,78 mg/ml. Las muestras testigo con gel
de poliacrilamida que no tenian cantidad alguna de
células dé levadura incluidas, tenian concentraciones
de &cido (6R,TR)-7—(D-5-amino-5-carboxipentanamido)-

3-hidroximetilcef-3-em—-4—-carboxilico de sdlo 1,2 mg/ml,

10.6.74 - 46 -
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¥y concentraciones residuales de acido (6R,7R)-3—ace—
toximetil-7—(D=5-amino-5-carboxipentanamido)cef=3—
em-4-carboxilico de 5,48 mg/ml.

Ejemplo 16

Preparacion del dcido (6R,7R)-7=(D-5-amino-5-carhoxi-

pentanamido)-3-hidroximetilcef-3—em—4—carboxilico uti-

lizando células de Rhodotorula rubra incluidas sn fi-

bras de triszcetato de celulosa

Se cultivd en una miquina de sacudidas Rho-

dotorula rubra a 252 durante 72 horas en pressncia

de acido (6R,7R)-3-acetoximetil=7=(D=5-amino-5-car~
boxipentanamido)cef=3~em-4—carboxilico al 0, 1% peso/
vol. Las células Procedentes de 40 ml del caldo to=-
tal se recogieron, se lavaron por centrifugacidn y

se suspendieron de nuevo en agua (7 ml). Se prepard
una emulsién a partir de esta suspension por adicidn
de 2 ml de la suspensién & 10 ml de una solucidn al
5% peso/vol. de triacetato de celulosa en cloruro de
metileno y agitacion rapida de la mezcla durante 2
minutos utilizando un agitador mecénico. La emulsidn
resultante se extruyo mediante una aguja hipodérmica
de acéro inoxidable (Everett Star, tamafio 0) en el
remolino -formado agitando répidamente tolueno con ayu-~
da de un agitador magnético. Se extendidé un filamen- _

to continuo y se recogid alrededor del agitador. EL

10.6,.74 - 47 -
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filamento se recuperod, se lavd con agua y se guardd
en agua a 42. El peso tobtal de fibra seca recupera-
do fue de 1,5 g.

Muestras de 0,4 g de la fibra se secaron
por prensado sobre papel de filtro y se pusierbﬁ lue-
go en una mezcla de tampon de fosfato 0,1 M depr 6
(9 ml) y acido (6R,7R)-3—acetoximetil—?-(D—Sfémino-
5-carboxipentanamido)cef-3~em—4—~carboxilico a1 10%
peso/vol. (1,0 ml). Después de incubacibn en una mé-
quina rotativa de sacudidas a 252, se ‘tomaron muestras
para ensayo cromatografico. Se demostrd que sé4§ro-
dujo el dcide (6R,7R)-7-(D-5-amino-5-carboxirpentana-
mido)=3-hidroximetilcef-3—em-4-carboxilico a un rit-
mo de 2,75 mg/g de fibra/hora.

La fibre se recuperd del sistema de incubs~
cidn y se lavd en agua. La misms fibra se volvid a
utilizar después para desacilar el acido (6R,7R)-3-
aoetoximetil—?-(D-5-amino-5—carboxipenianamido)cef-
3=em~4—carboxilico. Se obtuvo una velocidad de bro—
duceion de dcido (6R,7R)-7-(D-5-amino-5-carboxipenta-
namido)-3-hidroximetilcef-3—em~4-carboxilico de 4,15
mg/g de fibra/hora con la fibra reutilizada.

La presente solicitud, que corresponde a
la presentada en Gran Bretafia, el 14 de Mayo de 1973,
bajo el N2 22799/73 (provisional), y el 6 de Mayb dé

10.6.74 - 48 -
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1974 (Completa), se acoge a los beneficios del Arti-

culo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Indus-

trial.

RETVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueve que
se presentan para que sean objeto de esta golicitud
de Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios,
gon los que se recogen en las reivindicaciones Si-
guientes:

12, Un procedimiento para la conversion
de un acido 3-aciloximetileef-3~em-4—carboxilico en
su anflogo de 3-hidroximetilo por hidrélisis, carac—
terizado por el hecho de que la hidrdlisis es catali-
zada por una esterasé producida por cultivo de un mi-
croorgenismo de tipo levadura o un mutante del mismo
del género Rhodotorula.

28,~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 12 en el que dicho acido 3-aciloximetil-
cef-3-em—4-carboxilico esiun deido 3~acetoximetilcef—
3-em~4-carboxilico.

32,- Un procedimiento de acuerdo con la

10.6.74 - 49 =
H.ME.C.
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reivindicacion 18 en el que dicho dcido 3-aciloxime-
tilcef-3~em~4-carboxilico es un compuesio de la fér-

mula general

\\\4::__r/3 (1)
J—N_ b cmo0.00.83
g

COOH

en la que R1 és un grupo amino o0 un grupo amigo,blo-
gueado; R2 es un atomo de hidrdgeno o un grupo alco-
hilo inferior, alcoxi inferior, alcohiltio infefior

o0 alcanoilo inferior;.R3.CO es un grupo acilo carbo-
x{lico que contiene de 2 a 20 atomos de carbono; y B
es >S5S 6 DS -> 0.

48 ,— Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacién 38 en el que R? es un dtomo de hidrdgeno
v B es >sS.

58 ,~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidni32 o la reivindicacidn 42 en el que g1
gse selecciona de entre D-S5—gmino-5-carboxipentanami-
do y derivados protegidos en N del mismo; 4-carboxi-
butanamido; formamido; un grupo de formula

R.(CHp)_ .CONH -

en el que R es un grupo arilo carbociclico o hetero-

10.6.74 - 50 -
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ciclico o un grupo eriloxi, ariltio, aril-slcoxi in-
ferior o aril-alcohiltio inferior y n es un nimero
entero comprendido entre 1 ¥y 4; un grupo de formula
R&-CH-CONH~-
en la que R? es un grupo arilo y X es amino, emino
protegido, carboxi, carbalcoxi o hidroxilo; y Wn gru-
po de foérmula
R® - ﬁ ~ CONH -

ORP

en la que R% es como se ha definido arriba y RY es
un étomo de hidrdgeno o un grupo acilo, alcohilo in-
ferior, cicloalcohilo, arilo o aril-alcohilo infe-
rior.

68,~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacidn 52 en el que R! se selecciona de entre
D-5-henzoilamino~5~carboxipentanamido, tienilaceta-
mido, 2-hidroxi-2~fenilacetamido, 2-~t-butoxicarbo-
nilamino-2-fenilacetamido y gin-2-furil-2-metoxi~imi-
noacetamido.

78 ,~ Un procedimiento de acuerdo con cual-
guiera de las reivindicaciones 32 a 62 en el que
R3.CO— es un grupo acilo seleccionado de entre alca=-

noilo inferior, alquenoilo inferior, aril-alcanocilo

10.6074 . - 51 -
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inferior y aroilo.

88.~ Un procedimiento de acuerdo con la rei-
vindicacibn 72 en el que R3.CO- es crotonoflo o ben-
goilo. '

€.~ Un procedimiento de acuerdo con,gnal-
quiera de las reivindicaciones 32 g 88 en el qﬁe
R3.00- es acetilo. _

108.~ Un procedimiento de acuerdo ccid l1a
reivindicacion 22 en el que sl 4cido 3-acetoximetil~
cef-3-em-4~carboxilico es la cefalosporina C.

112 ,-~ Un procedimientp de acuerdo con la
reivindicacidon 108 en el que el caldo total de una
fermentacidn de cefalosporina C se trata con la és-
terasa.

| 128.- Un procedimiento de acuerdo con cusl-
quiera de las reivindicaciones anteriores en el que
el acido 3-aciloximetilcef-3-em~d—carboxilico se po-
ne en contacto con una fuente de esterasa gue compren=-
de las células integrales obtenidas s partir de un
caldo cultivado del microorganismo de tipo levadura.

138.~ Un procedimiento de acuerdo con la

reivindicacidén 122 en el que las células integrales
estén inmovilizadas en el seno o en la superficie de
une nmatriz inerte.

148.- Un procedimiento de acuerdo con cual-

1006-74’ bt 52 -
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quiera de las reivindicaciones 12 a 112 en el que
el acido 3-aciloximetilcef-3-em—4—carboxilico se po-
ne en contacto con esterasa exenta de celulas inmovi-
lizada en el seno o en la superficie de una matriz
inerte.

152, Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacion 132 o la reivindicacidn 142 en el que
la matriz inerte comprende gel de poliacrilamids o

triacetato de celulosa.

168.- Un procedimiento de acuerdo con cual-
quiera de las reivindicaciones 12 a 112 en el que el
dcido 3-aciloximetilcef-3-em~4-carboxilico se tra-
ta directamente con un caldo cultivado del microor-
ganismo de tipo levadura.

178.-~ Un procedimiento de scuerdo con cual~
quiera'de las reivindicaciones anteriocres en el que
se utiliza un microorganismo o un mutante del mismo

de la especie Rhodotorula rubra.

188.- Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacidn 172 en el que el microorganismo es

Rhodotorula rubra CBS 6469.
198,~ Un procedimiento de acuerdo con la

reivindicacion 178 en el que el microorganismo es

BRhodotorula rubrg CBS 17.

208 ,- Un procedimiento de ascuerdo con cual-

10.6.74 -53 =
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quiera de las reivindicaciones 12 a 168 en el gue se
utiliza un microorganismo o un mutante del mismo de
cualquiera de las especies Rhodotoruls lutinis, Rho-

dotorula glutinig var. dairenensis, o Rhodotoruia gra-

212,~ Un procedimiento de acuerdo con 1=
reivindicacidn 202 en el que el microorganismo cs
Rhodotorula glutinis CBS 20.

228.-~ Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacidn 202 en el que el microorganismo es

Rhodotorula glutinis var. dairenensis GBS 4406,

238,- Un procedimiento de acuerdo can la -
reivindicacidn 202 en el que el microorganismo es

Bhodotoruls graminis CBS 2826.

248 .- Un procedimiento para la conversidn
de un acido 3-aciloximetilcef-3-em-4-carboxilico en
su anélogo de 3-hidroximetilo.

Tal y como se ha descrito en la Memoris
que antecede y con.los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cincuenta y cuatro

hojas escritas a maquine por una sola cara.

wadria, 19 JUE 197k
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