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HSHORIA ingCRfPffVA
SI ácido 7-amino dcsacetori cofalosporánico 

roprosentado por la fórmula general

COOH
so produce según utt proceso on el coa! un ácido 7-ttci- 
lactino desacotoxi cofalosporánico roprosontado por la 
fármula general̂

R-CO- HW - p-— ^
! L

COO^i
na donde R os un grapa beneilo o feaoacimetilo, y M os 
ua ¿Hotos dé metal alcalina capaz do formar una sal solu­
ble en agua# so trata con tan filtrado del cultivo do una 
copa productora do enzimas quo pertenece al RÓaoro Baci- 
íluo. la cttal puede romper el enlace amida do dicho co:;t- 
pussto# siendo didta copa el Baoillus mê atorltaH !5-̂ oo 
FERH-P Mí 748, o so trata en un medio acuoso con un pro-
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parado do enzimas obtenido do dicha (pepa productora*
Esta invencián so refiere a un proceso para 

producir ácido T-amlaa dcanccto^i cefalospcránica (en 
lo sncosivo referido cerne "7—ARCA") per dcsaoilaeián 
enstin&then do un ácido 7-acilamino dosaeotoxi cuihlos- 
poráaico. Hás par t iculaanaent o, la invancián se refiero 
a un proceso para olaboror 7-ARC.A, os decir, 7-ímíino- 
-3-metiI-^-ccfcs:-4—earborilico, coa un preparado de ansí- 
mas derivado del Snoillus me^atori^ss*

Hasta ahora, ol 7-ABCA ec ha producido de a- 
cuerdo con procesos en ios que la cefalasporina c era 
reducida cataiiti^amegíte en ^esencia de carbono pala- 
dio para obtener ácido 3-imtü-7 (aminc-^adipoylajB:ido )- 
—^^-cofen-4 carboxilioo, el cual era luego dega-C&lado 
por hidrálisia* (Patente de los Estados Unidos- 3*124.576 
(1*964)^? un proceso en oí cual el ácido T-sm&aoeafaloapo- 
ránic^ es desacilndo- per roduccián catalitica (la Siieaa 
patento do Estados Saldos mencionada, antertormente) 3 y 
un proceso en el ocal el 3-^etil—7—feno^i-says-tunida, — 
cefem-4—earbosilato derivado do la fcaoshsetil pesiciliáa. 
so trata con PCL^ en un disolvente orgánico -anhidro en 
presencia do plridlna, y el cloruro da isida resultante^ 
se trata con un .nickel parn fbsssar un áster de Batida, ; 
el cual as somete después a  ̂ sidrolisin* (Puentes Belgas. 
NS* 717*741 (1*9^) y  737*7^1 (í*#7e))*

Todos los procesos antes mencionados, sin em­
barga, son procesos de descoco sici&o. qohaiea, y 'nc se ha 
prepuesto aiagáa proceso psss*n producir enKiráti-
cascnto*

^ta- esta sltuncíán, loa presentes inventoras 
siguieren estudios asensos con objeto do producir eansi- 
!aáticamento7-áBUA .con ventajas ^ iiew.stigarca vus-ias ce­
pas capuces da desafilar al. ácido 3-í^til*-7-fcncH:Ínccta- 
BiMo- A  ̂-cefcn-4-carbcnilicc, o S-tnatil^y-fonilacetnísidc-- 
- A^ecf<s¡s-4-oarboxilioa'-. domo resultado, les inwntcras' 
han encontrado que 'la cepa 3-4ü0 que pertenece al gáaes-o 
Baoíllcs,. que ha sido aislada dol aualc',. produce un?, aa- 
uisa c^paa do desec:spcner los calacea' ggajEdicca del ácido 
3-matÍi-?-feno^acatamido-^ ̂-cofe-B-4-carhc.:¡d.lioi5. y áci­
do 3**^otil-7-fenÍlacetaa!Ídc— ̂ ^-cefom-4—carbOídLli^o . Los 
inventores- han encentrado que cuando ai ácido 3^^til-7- 
—fenilacetasldo— A^—eepham-4-carborilicO' es tratado -"- r
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con un preparado do enzimas dorivado do la copa aat.es 
mencionada, so producá na co$q?uesto que es inactivo 
en si mismo, poro puedo producirse cuantitativamente 
7&DC& con ayuda del cloruro de fenilacetilo y que cuan-} 
do el ácido 3-metil-T-fenoxiacotamida-A^'*oofom-4-car- 
boxilico so trata con el preparado de enzimas antea men­
cionado, también puede producirse el ácido ?-amino-3- 
matil-A ̂-cefem-4-carboxilico.

las propiedades de la cepa antes moncionada, 
&*&00, son las siguientes!
1+ Características morfológicas (cultivo en agar comdn

inclinado a % $  8 durante 18 a 24 horas)!
(f) Bacilos, principalmente en largas cadenas, extre­

mos redondos,
(2) Tamahot 1,2 a 1,3 por 2,0 a 3*3 mieras.
(3) Sin membrana
(4) Móvil con flagelos (poritricoa).
(3) <?rsm positivo
(6) Esporas (agar do soja a 30$ C 3 días) :

TamaHo! 1,0 a 1,2 por t,3 a 2,0 mieras.
Forma oval.
Posición central o paracentral.
Esporangios sin engrosapientes manifiestos.

II. Comportamiento en diferentes medios do cultivo:
(1) Placas de agar común sembradas en estría (30$c
24 horas)!

Crechaiento bueno, circular, convexo, no inva­
sor, blanco o amarillo pálido, brillante, sua­
ve, húmedo, traslúcidos sin cambio en color del 
medio*

(2) Tubos inclinados do agar común (30$C 24 horas): 
Crecimiento bueno, superficie suave, no invasor, 
brillante, húmedo. Colonias blanco lechosas, 
traslúcidas, sin cambio en color del medio.

(3) Caldo (30BC 2 dias):
Crecimiento bueno, túrbidos uniforme con sedi­
mento; no forma velo*

(4) Gelatina en picadura (303 C, 20 dias)
Crecimiento de superficie al centro a lo largo 
de la picadura.
Sin licuefacción de la gelatina.
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(5) Leche tornasolada (303Q, 20 días):
No la peptoniaa; reduce el tornasol; el medio 
de cultivo toma color pardo amarillento.

(6) Tubos inclinados do agar soja (30ec^ 24 horas): 
Buen crocimieato, blanco a blanco amarillenta, 
superficie blanda y suave. Buena formación do 
esporas.

(?) Tubos inclinados do agar nitrato-glucosa (30a c,
3 días):
Crecimiento escaso.

(8) Tubos inclinados do agar tirosina (3030, 3 días): 
Buen crecimiento el medio pardea.

(3) Patata (3oac, 3 días):
Buen crecimiento;; colonias de rosado a pardo, 
superficie blanda y húmeda, convexa y brillante; 
el medio so hace pardo- pasado el tercer día. 

Propiedades fisiológicas:
(t) Condiciones do crecimiento óptimas: ,

Aergbico., p!I ?,0 a 5,0 y R83 a 353a.
(2) Condiciones do crecimiento limites;

Aeróbico, pB 3 a tO y ?3 a 455C.
(3) Resistencia a los ácidos:

Baja# sin crecimiento por debajo de pH 3,0,
(4) Necosidadcs do oxigeno:

Aeróbica# sin crecimiento en caldo glacosado 
en condiciones anaea^biess.

(5) No ̂ POduce indol.
(Ó) Produce sulfura da hidrógeno.
(?) Reacción do desnitriflcaeión:

Sin formación de gas.
(8) Reduce las nitratos.
($) Formación eatalasa:

Positiva.
(lo) Formación ureasa:

Positiva.
(ti) Bl almidón es hidrolisado.
(12) Utiüsan los citratos (en los medios do Hóser y 

Oírlateasen)*
(t3) Reduce el tornasol.
(l4) Reduce el assul de metilcna.
(t5) Forma pigseato itidro saltóle en el medio de pa-. 

tata.
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Pormontabilidad de Loa hidratos de carbono? 
nidratos de carbono Formación, de.ácido Formación na*
Arabinosa -
Xiloaa !
glucosa. -
Mañosa <4 -
Fructosa 4- -
Galactosa - -
Ribosa -
Ramnosa *+ -
Maltosa 4̂ as
Sacarosa - -
Lactosa -
Trehalosa + -
líafinosa <*
Celóbiesa 4̂ -
Sorbitol 'tW **
Manitol 4̂ -
luositol ote -
Gliccrina 4- -
Glucitol ** -
Salioina - -
Inulina - -
Almidón 4 -

Cuando sa examinó la posición taxonómica 
da la oopa B-400 que tiene las propiedades antes men­
cionadas, con veforonda al BERGEY'S MANUAL OF BETEH- 
H3NATIVE BA5TERI0MGY, Sevcnth Editien^ los presentes 
Inventores identificaron que la cepa portcnocid al 
gónero BaclllusjMgatoriua. Consocuontcmonto, los in­
ventores compararon la cepa 33-4CO con ol cultivo ti­
po enviado desde la. AHLMCAN TYPE CULTURE COLLECTION 
(ATCC) para reconocer que 3a cepa era análoga al 13a- 

yqr. oonicillalvticua A^CO 34p4$, 
pero era diferente de aquella en los siguientes pun­
tos?
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Baeillua me^aterium Baeillus mc^aterium
B-4QD ver.

Fonioillalvticum 
áTCC.14945

Licuefacción 
de gelatina

licuefacción escasa licuefacción gra­
dual

loche torna­
solada

Reduce el pigs^ento El pigmento se ha­
ce alcalino y no 
se reduce*

Ttá)os incli­
nados do a— 
gaac-patata

Forma, pigmento par­
do hidroaeluble

ge forma pigmento

Formación de 
ácido a par­
tir do la ma­
ñosa.

Forma ácido No forma ácido

De la anterior, las inventaras dedujeron que 
ln -cepa, B-^08 es non aspa, nueva de Badiles meantéritm^ 
la capa D-4ü0 se ha depositado con al námoro "FERMPM9 
748" en al Instituía da lovcstiga-ción de Industrie de 
Microorganismos, Agencia, da Ciencia Industrial y Taena* 
logia, ^ 1  Japón*

Asi, la presente invención es vn proceso para 
producir 7-ABCA que co^rcnde la desacilación de una sal 
hidrosoluble de ua ácido y^acü^ino desacetexi cofalos- 
porárnica, por tratamiento en media ac^so-, can un propa^- 
rado de enzimas derivada del cultivo de una cepa desaei- 
Iante productora da enzimas que pertenece al gónsro Ba- 
cillus, Date procesa es de alto rendimiento en 7**AD0A, 
pero no puede decirse que san un proceso cosoreinlatento 
ventajoso por la razón do que el ensila, desneilanto deba 
ser extraído del aditivo de la cepa productora de enzimas; 
la concentración del 7**ADC& resultante es baja de modo
que la separación del 7-A&8& hidroeoluhle del liquido 
de reacción es costosa; y la rec^eracián del ensima.
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dcsacllantc es prácticamente bapoaible.
En vista de le anterior,, Ies presentes inven­

toras han hcdíio más estudios sobre procesos en los cua­
les se permite que reaccione el enzima deaacilaate on 
la fase gélida.. Como resultado, los inventores han des­
cubierto que cuando se mezcla con un filtrado de culti­
vo de la cepa desacilante productora de enzimas, un de­
terminado soporte, éste absorbe la enzima sin inactivar­
la y  no la libera por lavado con agua y que cuando una 
solución acuosa de una sal itidrosoluble de ácido 7-aci- 
lamino desacetoxi ccfhlcsporánico circula a través do 
una columna de dicho soporte, el 7-APCA sale on concen­
tración sumamente alta y ¡además el enzima descompone 
continuamente el ácido y-acilamino desaoetori cofalos- 
poránico por lo- que- puede utilizarse con gran rendimien­
to.

la presente invención se ha logrado sobro la 
base del hallazgo antes mencionado y os w  proceso para 
producir 7-ADC&, representado por la fórcuula general
(II),

( H )

caracterizado porque ua ácido 7-acilamino desacctozi ce- 
falosporánico (on lo sucesivo referido como "Co (i)" re­
presentado por la fórmula general (i),

R-go -WH -

doo^
en la que R os un grupo bcncilo o fonoxímotilo y M es 
un átoE!o de un metal alcalino capaz do formar una sal 
hidresolü&lo, se trata con na filtrado do cultivo de 
una cepa productora do enzimas que pertenece al género 
Badilas, la cual puedo descomponer el enlace amida do 
dicho compuesto Ce(l), o so trata en un modie acuoso
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con Hit preparado da enzimas derivada de dic^a cepa produc 
tara de enzimas.

La presente invención acarea además na procese 
para producir el 7-ADCA, caracterizado porque el antes 
mencionado enzima desacilanta del Ce(l) es adsorbido en 
un. soporte que no inactiva diaba enzima,. M  a8ade a. di­
cho soporte ana solución acuosa do Ce(l) para dgsacilar- 
lo, y se recupera, el 7-A3CA del liquido do la reacción.

T3a otéete do la presente invención es propor- 
clonar un proceso nueva para, producir onzimatiesmenté 
un intermediarlo para antibióticos dol grt^o de las ce- 
falosiíorinas, los cuales son muy átiles coma preparadas' 
quimico-terapeútieos.

Otro objeto d# la invención os proporcionar un 
proceso comercialmente ventajoso para producir 7-ABCA, 
en al cual la antes mencionada reacción onzimática se 
afectas continuamente en la fase sólida, adsorbiendo el' 
enzima desacilante sobro un soporte para que asi se- pasa­
da utilizar repetidamente sin que sea inactivndo.

la cepa productora de enzimas 8e( l)-desuellan— 
tes, utilizada en la presente invención es, por ejemplo!, 
el Bacillns mo^terlum 3-408 FE3H-P N8 748.

El enzima capaz de desctN^oaer el enlace amida, 
del Ce(l), qna se utiliza en la presente invención, se 
obtiene cultivando aeróbiesmeate el Baoillus mogatorj^gB. 
3-488 FERM-P Bs ?48, de 23^ a 37* 8 durante 12 a 68 bo­
ro# en an medio que se utiliza ordinariamente, para el 
cultivo de las bacterias, as decir, un medio nutriente 
que contenga cantidades apropiadas de una fuente de ni­
trógeno, como per ejemplo paptona? extracto da cama, 
c c m  steep liquer, extracto de lavadura, levadura seca. 
Moralizada de proteínas de aoja o subproductos de su 
lisiviacióas una fuente de carbono como melaza#* glucosa 
o glicerina; y sales inorgánicas; y en algunos cases o- 
tras materias, activadores del crecimiento'. Bn general, 
se efectúa el cultivo en medio líquido aireado por agi­
tación.

El enzima, antes mencionado os .ordinariamente, 
un c soenzima y está presenta en el filtrado do cultivos 
libros de células.. En la reacción do enzimas, por consi­
guiente, so utiliza el enzima en forma de ua filtrado de



cultivo & de un proporodo de enzimas, preparado a partir 
del cultivo filtrado* Bícíta preparación de enzimas se ob- ' 
tiene cometiendo ei enzima a un mótodo conocido do purifi­
cación. Por ejemplo, so obtiene concentrando o sin concen­
trar el filtrado del cultivo y precipitando el enzima por 
somisaturnción, o saturación, con ano sal soluble como por 
ejemplo sulfato amónico o clorara sódico o precipitando la 
misma por adición de un disolvente orgánico bidrofilico, 
como motsnol, atanol o acetona. El precipitado so disuol- 
vo on agua# y la solución resultante so dializa con una 
membrana semipermeable, mediente la cual se pueden elimi­
nar las impurezas de bajo paso molecular. Otra posibilidad 
es, aprovecliando la diferencia de afinidad de adsorción da 
un adsorbente o agente filtrante de gol, so pueden elimi­
nar eficazmente las impurezas de bajo peso molecular, las 
sustancias coloreadas, las proteínas y los materiales aná­
logos en liquido de cultivo, st'gán un procedimiento ordi­
nario como por ejemplo cromatografía da adsorción, la cro­
matografía do cambio de iones o la filtración de gol. La 
solución do enzimas obtenida do acuerdo con los procedi­
mientos antea Mencionados so puede someter a concentra­
ción a presión reducida, secado por refrigeración u opera­
ciones semejantes para obtener un preparado eazisático u- 
niforme en forma sólida o se puedo utilizar como está para 
el tratamiento del 68(1) . En caso que so requiera que la 
preparación do enzima sost más purificada, se puedo adop­
tar cualquiera de las técnicas ordinarias adoptadas en la 
purificación do proteínas y enzimas en los cuales ao uti­
liza, por ejoag?lo, un adsorbente, tai agento filtranto do 
do gcl o producto análogo.

Ordinarlámante, la reacción do enzimas oo lleva 
a cabo de tal manera que el Ce(I) so disuelvo en agua o 
en una solución amortiguadora y luego so trata con la antes 
mencionada preparación de enzimas.. K1 Ce(l) ec lleva, en 
general, a la forma do sol sódica o potásica Ridrosolublo 
y se utiliza en una concentración entro O,? y SO mg/ml, 
preferiblemente de unos 2 a 3 mg/ml.El pH dol liquido do 
reacción se manti^me preferiblemente entre ? y 8. La tem­
peratura de reacción os de ̂ 0 a C , preferiblemente 
de unos 35 a 4$s 0, con lo cual se pueden obtener resulta­
dos favorables. B1 tiaĉ po de la reacción varia, dopendion-
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de de las condiciones de la reacción, pero gcneralmen— 
te es de unas 3 a 30 horas, y la reacción se puede ter­
minar en una etapa apropiada, bascando el momento en 
el cual el rendimiento del 7-AbCA, representado por la 
fórmula, general (22) lle^. al máximo.

La. clase de soporto que so utiliza en la pre­
sente invención varia en función do la cepa productora 
de encimas Ce(l)-dosacílaatae que ee utilice. Sin .em­
bargo, es necesario coleccionar el soporte en función 
de los puntos que pueden absorber el ensima desacilsn- 
te sin inaetivarlo; no debo liberar el ensima incluso, 
al sor lavado con agua o soluciones análogas;, no debe 
tener influencia perjudicial sobre la reacción enzimd- 
tica do descos^osición de Co(l); y debe adsorber difí­
cilmente al 7-ADCA resultante. Por ejemplo, cuando un 
soporte inorgánico costo la edita, d  yeso, la arcilla 
activa, ol caolín, d  carbón activa o aillcagel, un cam­
biador ¡de iones coato la. celulosa <S-í o d  cefadex -6-S5,, 
o una resina cambiadora de iones como la gssberlita 
CG-30, o d  Dcwe:s-30 so utiliza como soporte, el enzi­
ma úe (l)-de sacilante producido por al Bacilíus me^oto-i 
rium- so adsorbo bien sin que sea inactivado, pe-'
ro cuando se utiliza alóm&na, polvo de celulosa, edu^ 
losa DEAS, cefadoK-23 DBAB o resina cambiadora do anio­
nes.,. d  enzima dosacllaate so adsorbe escasamente,, o 
na inactiva, incluso cuando ha sido adsorbida*

Ai adsorber' d  ensima Ce(l) dosacilante en 
d  soporto, os deseable que d  pH #al filtrad dol cul­
tivo de la capa productora do enzimas Co(l) desacilan- 
te# sea justo previamente a un pn en el qus d  enzima 
desacilante. sea establo. Por ejemplo, al adsorber un 
enzima, desadlante producido por Bocillus. mearatori^s 
sobra edita, el pH del filtrado del cultivo do la mis­
ma, se ajusta en general a pS 6 - 8. Sin embargo, so­
bra todo cuando se emplea en cambiador de iones, o una. 
rsdnn cambiadora do loaos que son influidas por la 
fuerza iónica, d  podar da adsorción o d  grado de de­
sactivación del ensima, desaoilanto, está en función 
del pH, por lo que el soporto deberá ntilísarso de a- 
cuerdo con estas consideraciones.
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La operación da adsorber al enzima desaeilan- 
to en ol soporto, puado realizarse do acuerdo con cual­
quier procedimiento en forma discontinua o del tipo de , 
adaore&Sa en columna. La cantidad do soporto que so 
emplea varia, sagóa la cantidad y titulo do enzima del 
filtrado del cultivo do la cepa descollante producto­
ra de enzimas y del indico do adsorción del enzima desa- 
cilante sobro el soporto. Al adsorber el enzima, según 
procedimiento discontinuo, la cantidad empleada de so­
porte puede sor do unos $ * 13 p/v % sobro la. cantidad 
del filtrado del cultivo. En este caso, se agita una 
mezcla del filtrado do cultivo y del soporto y luego 
se sopara el soporto y se lava con aguo en tanto que 
en ol caso da adsorción en columnas, el soporte empa­
quetado en una columna os humedecido con agua o con a- 
na solución amortiguadora ajustada a un yíl establo pa­
ra ol enzima desacilaate, ol filtrado do cultivo posa 
a través do la columna y luego la columna so lava con 
agua con lo cual se puede obtener un soporto que ha ad­
sorbido ol enzima dgaacllanto.

Cuando el soporte asi obtenido que ha adsor­
bido al enzima desaeüanto se seca, ol enzima desafilan­
te tiende a desactivarse. Por elle, os deseable utili­
zar el soporto en la reacción Ce(l)-dosaeilanto, en os- 
tado húmedo antes de que so seque. El Ce(l) que so uti­
liza en la presente invención puedo prepararse según 
un proceso conocido, es decir un proceso en el cual un 
estar de sulfóxido de penicilina oató sujeto a expan­
sión de anillo (Patento do los EE.DU. 3.273626, Paten­
to Delga 636.026, Publicación de Patento Holandesa 
6.806.332+ Patento Belga 745.843, Patento Británica 
1.204*394 y Patentes Delgas 747-118, 747*119 y 747-120), 
y ol estar del Acido 7-acilamino dosacotoxi cefalospo- 
rónice resultante as doaesterifica, o un proceso en el 
cual se sopara el grtq<o acotoxi ace temido del Acido 
7-acilamÍno cofalosporónico (Patente de EE.W.
3.273.626}. Después, se lleva a cabo la reacción enzi- 
mótica Ce (l)-desacilante en solución, para lo que so 
emplea el Co(l) en general en la forma do sal do un me-



tal alcalino hidroseluble, os decir, una sal abdica a potásica*
A continuación, so trata una solee M a  acuosa de Ce(l). 

con el soporto adsorbido coa enzimas desacilantes. En este caso# 
es deseable que la solución sea previamente tas^onada con ana so­
lución que tenga el misma pH que el propio del enzima desacilamte^. 
La reacción enziBática anterior es efectuada, general, per el 
procedimiento do coltama, debido q que la reacción se efectúa en 
continuo. La concentración do Ce(l) que se aSade varia, ftndame^ 
talmente en función del titulo del enzima, es decir, do la capa­
cidad deaaciiante del Ce(l) del enzima desacilanto y del caudal, 
y debe ser elegida de forma que la cantidad de Ce(l) sin reacción* 
que ha quedado en el liquido de la reacción que fluye sea lo menos 
posible. En general, la concentración de Ce(l) es de 0, ? a S,G 
P/V%, preferiblemente da naos 0,3 a 1,0 3?/s?%, pero, no e& necesa­
rio decir que la concentración varia en ftsíción da la clase de 
soporto que se emplea. La reacción antea mencionada, por supuesto 
se efectúa a pH y tos&eratura sgar^iedas, preferibl^Bomte el pH 
y $os!peratnra óptimos del essima deaacilante de Ce(l). Sin -embag, 
go, os descábleque se ensayen diversas 'condiciones de reacción' , 
de modo que el 7-ADCA formado en el liquido de la reacción fluya 
en tma concentración lo más alta podibla. El tiempo de la reacci­
ón puede variar cuando se aumenta e disminuyo la cantidad de so­
lución acuosa de Ce(2) que se ^Sade. ^R genexial, la reacción es 
coEpleta antea do que la solución ssuosa de de( i) baya pasado a 
travÓa dp la totalidad de la capa de apparta de la colama. No 
obstante, an caso do que la proporción Ca( 1^-deeacilaoiáa bagre 
sido baja y  una gran cantidad de Ce% l) haya quedado en el Liquido 
de la reacción, óste se aSade de nuevo c*aso está a la. misma colrnt 
na o a otra columna que obtenga soporte en el que se haya absor­
bido el enslBsa. desaeilente con lo cual se puede obtener un liqui­
do de reacción con alto rendimiento en Ce(l)-desaoilaclón.

En el caso de la reacción anslmgtiea. antes mencionada 
quiera llevarse a cabo en cantinas, basta ctm que la solución 
acuosa del ds(l) sea sabida continuamente al soporte adsorbente 
cargado can enzima desafilante. Sin embargo, la relación. Ce(l) 
dssacilación ti^de a disminuir gradualmente día a día, por la 
aparición de bacterias o cosas semejantes. Se puede íKMmisar el 
efecto perjudicial debido, a la coa.ts¡sinaeión, eSadiendo tolueno
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un la paría ajeriar da la, columna a en ai substrato.
En al presente prodoso, la capa da ñaparía so puado p- 
tilizar durante tá&a da diez dina, da Moda que #0 puedo , 
recuperar el 7-ADCA can alia rendimiento y producirse 
a baja costo. Consecuontemente, al procanta proceso pua­
do decirse que os swamonto ventajoso para producir 
7-*A3CA mediante dosacilaeiÓn onzimáticn dal Co(l).

La recuperación del 7-ADOA del liquida do la, 
reacción asi obtenida puede llovorso a ambo según un pro­
cedimiento conocido. Par ejemplo, ao ajusta al liquido de 
la reacción a un #T do sproximadamonto 2, y se lava can 
un. disolvente orgánica hidvofóbico cama por ejemplo el 
acetato de etilo, acetato do butilo o me til-isobutil 
cotona para eliminar el Co(l) sin reaccionar y luego ao 
concentra la capa acuosa y so ajusta an frió a un pn da 
aproximadamente 3,7 para precipitar el 7-APCA isoolóc- 
tricamonte. Otro procedimiento consiste en ajustar al 
liquido da la reacción on un pH de aproximudamente 3,7 
concentrado y luego enfriada* y lavar al precipitado re­
sultante con acetona, para eliminar #1 Co(l) sin reaccio­
nar y ácido carboxilico que aparece coma subproducto.
Do la forma anterior, so pueda recuperar el 7-ADCA.

Mótodo de medida do la actividad del enzima
.adsorbido:

Tin soporte que halla adsorbido el enzima do- 
aacllanta so pesa en un tdbo do ensayo on forma do L.
Al tubo da ensaya se aüaden 4,3 n̂ . de ana solución astor- 
tiguadora de fosfatas M 0*^ (pH 7,3), y so agita el tu­
bo do ensayo durante to minutos en un agitador toratos- 
tmtizado tipo Manad mantenido a 37*0+ A continuación,
0,3 mi (lOmg/ml en ácMo libre) da una solución acuosa 
da sal sódica de ácido 7**fcnilacotamido-dosnce toxi-cof a- 
lesporánico so atRado y la mozola resultante so haca 
reaccionar durante 30 minutos * Bespuós de la reacción 
so enfria de inmediato el liquido de la reacción y se 
valora el 7-ADCA según el mótodo TMBS en el liquido de 
reacción libre de soporte. Un enzima que forma 100y  /tal 
de 7-ADCA se considera qua tiene un titulo do cien uni­
dades (u).
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Métodos da determinación del 7-AB3A: 
JLÜ-Ma^.áa. determinación H  
El liquido da la reacción se somete a un en— 

sayo mierobiológico (3Tae. lá horas), scgán el método de 
disca da papal a método da cilindras utílirondo Bac-ílluo 
Huhtílis PCl-g19 como cepa deensayo , y se mide el dia- 
motfo del Ralo de inhibición* Oca cao curva patrón de 
Ce(l) ge galcula la cantidad de eo(l)„ y  la diferencia 
antro al 6H&(I) inicial y al Ce(l) residual se reprecan- 
ta por un porcentaje sobre Ce(l) Inicial * Esto porcen­
taje os la proporción de dasaomposiclóa. del 3c (i) inicial*

iá. Método A,,detar?3lnacMn.3:
Se ajusta una cantidad conocida do liquido de 

reacción a pH 2,3, con ácido clorhídrico 1N, lavado tres 
veces con una mitad de su volumen do acetato de butilo 
y ajustado a pH 7,3 con hldróxidc sódico 1 M* A conti­
nuación se- trata una cantidad conocida, del liquido do ' 
reacción asi tratada con un cloruro da ácido -que corres­
pondo al ácido existente en la cadena lateral de! Co(l) 
do. .arranque-# y  luego so somate al ensayo mierobiológico 
do! método de doterminación 1* Be la cantidad dol Ce(l) 
resultante so calcula la cantidad de 7—áBCA que se expre­
sa per ea percentaje* Esta porcentaje es el rendimiento 
da 7-ADCA.

,( 3) .. .^-JR#tpdq,.T^B,S:
A i mi de can muestra so n̂ aá̂ att g sal de una. 

solución amortiguadora do fosfates 3,3 H (pS S,o) y 3 
mi de una solución de TNBB al ó,.1 % y la meada resultan­
te se hace reaccionar en la oscuridad a 333 3 dtu?ante $o 
minutes.

Después de enfriarse- se aSado al liquido, de 
reacción 1 mi de ácido -clerM^icc ó N, se mide su a&- 
sorbancia a. 393 tsu, y se calcula la cantidad de 7-A&CA 
a partir da la curva normal del 7-ADPA. El presente pro­
ceso se ilustra con detall# después, con referencia, a 
les ejemplos, paro las cepas, las condlcicncs do la reac­
ción y  las operaciones do la reacción no aa limitan a 
las que so presentan on los ejemplos si so-que pueden 
variarse aprepdadámenté *
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Ejemplo tí ¡
Preparación del eagimat
3S litros de un medio de cultivo liquido ¡ 

(pK 7#0) conteniendo 1% do polipeptoma, 1% de extracto 
de levadura, y 0*5% de cloruro sódico, ae colocó un for- 
sentador de 30 litros y se esterilla# durante 20 minu­
tos con vapor a 123* C. SI inóculc, 200 si de un caldo 
de cultivo de Eacjllus mo.-Taterium 3-400 FBRM-P Nv 748, 
que ae habían cultivado a jove durante 24 horas -en un 
medio de cultivo de la misma ccmpcsición que el anterior, 
se transfirieron ea condiciones estóriles ni medie do 
.cultivo- mencionado' con anterioridad y se fermentaron a 
30c 0*. durante 48 horas, con aireación {20 litros do 
ñire por minuto) y agitación (300 r.p.m.). Después de 
la fermentación, se eliminaron las células mediante Et­
na centrifuga vestfalia# para obtener 17*4 litros do 
caldo filtrada*
Ejemplo 2t

El caldo filtrado obtenido en el ejemplo 1, 
so concentró a 1/3 & temperatura de ¡?0 a .33*0, y el 
concentrado se cargó con aufalto do amonio hasta que 
se obtuvo una concentración del 80% de la saturación.
Se disolvió el precipitado depositado en agua destila­
da y se desaló por empleo de una columna de scphadox 
0-25* y la solución desalada so socó por llofilización 
para obtener 24#3 gr de un producto enzimótico standard. 
Ejemplo 3*

Preparación do enzimas:
29 litros de un medio de cultivo (pH 7,0) con­

teniendo o# 3% de glucosa, 0,3 de glicorina, 1, ^  do ex­
tracto do carne y T,0% do polipeptona so cargaron on un 
fermentadov do 30 litros, y so esterilizó durante 20 mi­
nutos con vapor a 12Q3C + El iaóculo, 290 mi del medio 
de cultivo, do Haeillua m3<?atoriMn! 3-400 FERM-P N$ 748, 
el cual so había c&ltivado a %*C* durante 24 horas en 
un medie de cultivo do la misma composición quo el ante­
rior, se transfirió en condiciones estériles al medio 
de cultivo anterior y set fermentó a 30$ C durante 72 ho­
ras con aireación (29 litros por minuto) * y agitación 
(390 r.p.m.).Después de la fermentación, se eliminaron
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las células .mediante una centrifuga yestfolia, y el fii 
trado se concentré a 1/3 a temperatura de 30 a 33ac, ni 
-concentrado so cargó con acetona hasta que la cantidad 
de acetona llegó a ser el 60%, al precipitado deposita­
do se retiré por filtración y  luego sa secó piara obte­
ner 25*5 gf de productos de enzimas standard.
Ejemplo 4:

4 gramos del ansáma crudo en el ejemplo -2 so 
disolvieron en 300 mi de agua y la solución resultante 
se ajustó a pH 7,3 por empico do una solución acuosa 
de sosa 1 W* A esta solución so aRadieron 2 gr de 3-mc- ' 
til-7fonoxiacotamido- A  ̂-cef om -4, earboxilato sódico, 
y ln msacla resultante se hiño reaccionar a 37% <3 duran­
te 13 horas. A continuación el liquido de la reacción 
se liberó de las proteínas mediante Filtro Día,-S-^dH 
.(fabricado per Nippon. Veocm Teehnique de.), ajustado el' 
pH a 3*5 por empleo de ácido clorhídrico T K, lavándose, 
tres vocee con una mitad do la cantidad del mismo de a— 
cotato do butilo-'y ajustando a pH 6*3, con una solución 
acuosa de sosa 1 N . Esto líquido se adsorbiónen una ce— ; 
liEgma do 2 x 13 cm do Dogas 1-3^ (tipo ácido acético) 
y so eluyg con ácido acético 1 N. & <x)nt anotación, se mi 
dió la ádsorbancia de cada fracción a 263 m  se M s o  en­
sayo biológico después de- pulverizar el cierno do fono- 
siseo tile' en un papel filtra* y las fracciona a contenien­
do ácido 7-amino-3-motilo-A^-cofem-4-car'bo^ilico so ro- 
cogiotssn y licfi Usaron. El producto seco se disolvió 
en una. cantidad lo más pequera posible do agua destila­
da, la solución rosñltánte so ajustó a 3*7 por adición 
de ácido clorhídrico 1 N y so dejó reposar durante la 
noche enfriando- con hiela para depositar cristales in­
coloros. loa cristales se lavaron con agua de hielo.- en 
una cantidad lo más pequeila posible, con acetona y lue­
go so. secaron para obtener 792 tag de ácido ?-amAno—3**' 
-motil- A  ̂-eefem-4-oarbo^dLlioo, punto do fusión ^ 8 -  
-24288. (deseos*.) rendimiento 69,%.

Análisis elemental (para V ^ g Q g S )
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C <$ ÍLÍ. gJí
Calculado 4 4 *8 3 4'?c 13^

395
Encontrado 
EJetplo 3

4y*c2 4 '3 8 12*93

A una solución do 1C mg. de enzima crudo obtenido en el 
ejemplo & en y mi* de ene solución amortiguadora de fosfatos 1 H 
(pH y) so evadieron 3 mg. de 3 motil—7-fcnilaostamida-A3-cofom- 
4-carborilato sódico y  ia mezcla resultante se M e e  reaccionar a 

^  37& o durante 3 horas. A continuación se midieren la proporción do
doscoB̂ msiciáa del ácido 3-motil-7-fenilacetamida-A3-cefom-4-carb̂  
xilico y el rendimiento de 7-ADCA, aceda el método de determinación 
(l) citado anteriormente para obtener valores respectivamente del
35% y 9l%+ - 

áoy Bjenplo %
Se repitió el ejemplo 4^ excepto que se utilizó 3-metil 

7-fenilacctsmida-A3-ccfem-4-carboxilato sódico^ en voz del 3-motil 
-7-fencxi-aeetamida A%cofom-4-carboxilato sádico pora obtener 849 
tas* de ácido 7-omÍno-3-:aotil-A3-cofom-4-carboxilico punto de fusión 

610 ' 239-24is 0 (desccm.) raimiento 73*5%
EJecplo 7 '

10 litros do caldo do cultivo filtrado de Bacillus mo^a- 
terium ̂  B-400 FEBM-P N$ 748 obtenidos en el ejenplo 2 so ajusta­
ron a pH 7 aproximadamente con ácido acético. Al filtrado so aua- 

ál3 dieron 300 g do tierra- de dintcaeas y la mezcla resultante so agi­
té durante unos 30 minutos * Durante este tiempo, se mantuvo el pH 
en unos 7+ A continuación, si liquido do la reacción se centrifugó 
mediante un separador centrifugo tipo cesta y  luego se lavó con 
agua para obtener 750 g*de celita h&noda (titulo de enzima l.200U/g 

620 Ejemplo 8
El filtrado de cultivo de Bacillus monatorium B-400 FKKl-í- 

P K* 748 cbtenidoen el ejsB^plo 2$ se ajusto a pB 7 aproximadamonto 
A cada litro de filtrado se añadieron individualmente 30 g. de co­
lita (Col Stg?er Hyflo), carbón activo (producido por Wako Jun-yaku 

623 Co., para cromatografia), conminador de iones do celulosa CH(pro-
ducido por Serva Ce., o,52 meg/g} y Amberlita CG-50 (;:'j
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(forma H), y la mésala resultante se agité durante- unes 30 minu­
tes. Durante este tiesta, .se mantuve siembre el pH en aprosgBta- 
damanta ?. A continuación, se recaeré nada esperte per fütraci 
ón y se lavó can agua p^ra obtener ua soparte b&aedo. la propor­
ción de eneisMas de cada soporte se calculó, suponiendo el 100% 
le proporción de adsorcióndc ensisaas de la Callta* ios resulta- 
des obtenidas fueren los siguientes^

.relativa^ )
Celita 100
Carbón activa 100
Celulosa CM 108
Amberlita CO-30 81'2

Ejemplo 3
la delito adsorbida de ansiase dasacilantes (titulo de 

enzima 1.880 U/gr) obtenida en el ojeólo 8 se tachonó mediante 
lavado con ana solución as&rtiguadora de fosfatos 0,01 H (pg 7,3) 
se empaquetó en una columna equipada con dobles paredes (5 x 58) 
cm# y se lavó durante una hora ̂ raximadam^ata a caudal <x)nstante 
(velocidad 0,5) con la misma solución amortiguadora que antes.

la temperatura exterior da la columna se M a c  constante 
haciendo pasar agua caliente a 37% 0 per la camisa de la columna,
6 litros (3 sas/ml apresado en -Acido libre) de ana solución acuo­
sa de ? fen&lacet amida dcs-acataxi cefalospoawsatc sódico se pasó 
a través de la calmma a  una velocidad -constante '(Velocidad 8,3)y 
el libido do salida, se fraccionó en fr&cclcncé individuales (Vo­
lumen do fracción 18,8 mi). Se precisé un tiempo de s^raximadamm- 
ta 16 horas.para que la salida terminase.

6,4 litros del liquido afluysnta total se gustaron a 
pn 6 y luego se concentraren aproximadamente a i/10* SI concentra^ 
do se ajustó a pH 3#7 con ácido e&arhidriac. 6 N, con le que el 
T-ABCA 'formad- empanó a precipitsr.sate conMntrsáo se enfrió con 
hielo para completar le precipitación y el depósito se recuperó 
per filtración, lavándose coa nasa pegaeSa címtid^l do agua de M o ­
lo, secándose coa acetona y  luego secándose totalmente *pt#a abte_ 
ner i4,0 g* de 7-ADCA blanco., punte de fusión 240-2429 C, rendi­
miento 72,4%. Este prenoto se disolvió en una solución acuosa da 
hidróxido sódico 2,3 N y la solución resmtaa&e se decoloró con
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carbón activo, ajustándose a p3 3,7 con Acido clo^drico 6 N y 
luego enfriándose con Meló paya depositar. a i 7-ADCA* A continua- , 
ció*# se recuperó ai 7**ADCA por. filtración, lavándose con pe- 
quoSa cantidad da agua. da Mala, lccvóndose can acetona y despula 
saeóadose coa lo que se obtuvieron ll,4 g* da na producto purifi­
cado*
Ejemplo 10

8e repitió ai ejettplo 9, excepto que en lugar da la eo­
lito absorbidas da encimas desacilantes, para preparar 7-AECA se 
malearen al carbón activo adsorbente de enzimas, celulosa CM ad­
sorbente do enzimas y Amberüta CS-30 adsórbante do onsimss, obt¿ 
nidos en el ejemplo 8, Los resultados obtenía fueron los sigui- 
antaei

ciaa.g.,á̂ J!9i?â  . 
Carbón active

E s m ^ j
38,237,3

Celulosa CM 3%,9 3?,S
AMberlita CC-3C 31*9 48,3

EJoaplo 11
El ademo sistema qs*e en al ejeaplo 1 aa utilisó pora ob­

tener un dativo* En litro de esta cultivo se transfirió a un tan­
que de 230 litros que contiene 200 1* do un Medio de la Misma com­
posición que en el éjcaplo i, y se cultivó a 30* C durante 48 horas 
Se trataren dos de dicha* tanques de 230 litros para obtener 3501* 
d* un caldo filtrado* Al filtrado de cultive se aBadieron 3,3 Kg do 
celita. y la marola resultante, aa agitó durante 30 minutos mantanie& 
do. al pH en 7* A continuación, se centrifugó y el residuo se lavó 
con agua para obtener 3,2 K&. de celita hómoda (titulo del encima 
3*000 V/Sr)* Esta celita so colocó en una columna de cloruro do vi­
niste de 120 x 900 nxa, se bino pasar una solución de 3 mg/ml de Aci­
do 7-fonilaBOtamido-dosacotexi cefalosporónico en un taspón do fos­
fato 0,03 H (pb 7,3) mientras so mmntenia la temperatura en 37* C 
(Cantidad total# 1,8 Kó/3ó01itros medida del flujo 5 litres/hora)
La elución se terminó en 72 horas para obtener un total de 375 1* 
de un cluato. A este oluato so evadieron 293 litros de acetona yla 
mesóla resultante so ajustó al pH 4,0 con clorhídrico 6 N, se agitó 
euficientemente durante 30 minutos y luego se dejó reposar durante 
la ncv!,e para depositar un precipitado* El precipitado se recuperó
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por filtración, layándose con acetona, y luego secándose para ob­
tener 1.130 g gr. de cristales de 7 ADCA (parata 90,0%), rendi­
miento 8$,2% .

1-t.- Un procedimiento para producir ácido 7 tvaino des^ 
cetoxi cofalospor&nieo reproa ei'ít ado por la fórmula:

caraotorisado porque se trata a un ácido 7-acilsmino desaatoxi oe 
falosporánico representado, por la fórmula? general:

(I)
en la que R es un grupo bencile o feaoximetilo, y H os un átomo 
metálico álcali capas do íbas&sr una sal hidrosolubls, con un fil¡ 
trado do cultivo do una copa productora do emsdma perteneciente 
al género Bacillus que puede deacos&onsr el malaca asida dol com­
puesto mtmcicnado, siendo dicha capa. Badilas megateriam B-400 
FBRK-& KS 748, o bi^t se trata en un medio acuosa con un propara­
do de ensima, obtenido do dicha cepa productora do ensima,

2&.- Procedimiento do conformidad con los-, reivindicación 
en el {gao la copa productora de encima es a^orbid^ ca un so 

porte que no inactivo a esta última. So añade una solución acuosa 
do un ácido 7-aoii^Bino desacetcoci cefalosporáhico- ropres-entadó por 
la fórmula (i) ni mencionado soporto que contiene la ensima adsor­
bida para desafilar dicho ácido, y so raedera ácido 7-aminc dcs^ 
cotoxi cofalo^oránice dol liquido do reacción resultante.

3* .** Ha procedimiento para ̂ educir ácido 7-amiao dosa-
cetoad. cefalosporáuiee.

Según se describe y reivindica en la pósente memoria 
que consta do 1ÜB3NTB hojas y lámina do dibujos que se acompaña.
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