PATEWTE BE INTRODUCCION
en DSPASA
por LBIEZ uflow

A fover do la Lirms ANTIRIOTICOS, Sebe, do nacionolis~
dod espasiola, domiciliada en Moadrid, calle Dravo Huri-
Ils, 38, pory "UN PROCEDINIENTO PARA PRODUCI ACTIDO
T=AMIND DESACETOXY CERALOSPORANICOM.

HEMORIA DESCRIPTIVA

£1 deidn T~wanine desacoboxi cefalospordnics
roprasontode por la férmula genaral
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so produce segin ux proccasc on ol eual un dcido Teacie
lamino desacaetoxi cefalaspordnico raprasmtado por la

Féroula gonoral,
’ R-CO- NH -~ [—~— '

COOM

. 10«

on depde § o8 un grupes beacilo o feroximetils, y M es
15t un Stomn: do metal alealing eapnx de fomar una sal soluw
ble on aguys o2 trata cop wun filirado del cultivo de una
cepa productora do enuimas guo pertonece ol pénoro Baci-
Alus, I cuel pucds Yowper ol enlace amido de dicho couw
puesto, siendo dicha copa ol Facillus mopatorium B-400
20 FERMe-p N 758, o me trata en un modlio acuose COn N Prow

BAD ORIGINAL
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perade Jdo enzimas obienide do dicha ceps produchtorsa

Esta invencin so rufisre a un process para
producir foide T-amine dosaceboni eﬂi’aﬂaﬂyor&zica {en
le sucesive reforido como "7-ADCAM) por desacliacifdn
enzinftica do un deido Te~asilamine desscotox) cafnloge
porénico. 88s particularments, la inventisn se refiors
a un procese pars elaborar {ARCA, os dooir, Teaminoe
~3-mtil-§—mfw§~mﬂxicm can un prepacreds de ongie
mas derivade del Bosillus mematorims.

Hasta ahioXrn, ¢l TeaAlCA se ha producide de a-
cuerdo con procases ¢n las quo la cefaiesporina U era
roducidas cataliflcamente on presencia de ¢arbono pala-
dic parn cbtoner foide Jemetil~7 (anine-adipoylamide)-
--A?'-.cei‘enuli carboxtilico, el cunl ers luepe dosacilado
por hidrélisiss {Patonte do Ips Esotades Ynides J.12h.576
{1.9658)}; mn provese en el cusl el dcide T-mminccefalospos
rénive oz desmcilado por roduvecidn catalificn (1a migmn
patontc de Estados Unidos monclonoda anboriormenis); ¥ |
m procese on 6l cual ol J-metil-T-fonoxi-pcotmmida ~ 43
eofommli-cnrbonilato derivado do la fomoximetil pemicilina
se $tata con 9(:1.5 en m digolvento orginico anhidra i
pregencia do piridina, ¥ ol cloruro de imids xfaaizlta:z{ml
a6 trota com un alochol para formar un Sster de Imida, -
ol gunl se sowete despuls a hidvolisis. (Patontss Belgns
1e® TA7.7hT (1.969) ¥ 737.761 (1.970)).

. Todoes los procveses antos menclonudoe, sin ew-
bagmn, soh proceges do descomposicidn gudmica, ¥ no se ha
propuersto ningdn prosogse psPa producir TwibCA snzim$fle
camento.

Ante csta situacifn, los presentes invenboros
signieron osbtudlios oxtensed con objolo do producis eumi-
niticamenteT-ADCA son vendajas v investigaron warias ao-
pas eapsces de desncilar el feldo Jemetllef-fononiactbo-
midom A2mgatonmlimearbomilion, ¢ JenotileP=fontlacebusitom
»-‘413~ca£‘ﬁm~!&~mhmniww Comn osuliads, ioe Inventores
hat encontrado que lo copa DeN00 que poriencos al gliners
Bagillus, que ha aido sisiadn dol suelo, produco i one-
vina sppaz de desconponer los enlaces anidiogse del doddo
_ymatixn?«f@msimatamwAﬁ-wi’em-lt«-ewhﬂmimw ¥y dole
do Jemetile?-fonilacetanido~ oo fommtimearboxilico. Los
fnventoros han encsntzado quo cuande ol feids FemetileT-
~fandlacotanidom Alucophonel~carbonilice os tvatedo - -
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gon un prepurade de enzimas dorivnde do In copa antos
moncionada, me produce an compuesto guo es innctive
on si misme, pore puede producivse cuantltativamonts
7ADCA cont ayidda dol elorure de fonilacetilo ¥ que cunns
doa sl &cide M&Mh?ufemziaaetamwa-A 2 sofomel-car-
boxilico so trata con &l preparado de ehzimas anbos mone
clonado, taubidn puade preducirse ol fcide T-aminn—-
wetiled) Fucotomalimcarboxilics,
Las propledades de ln copp antes monclonada,
Baliof, son las sigutenteos:
I« Caractoristicas morfolégicas {culiivo on agar comin
inclinado @ 02 € durante 18 a 24 horas):
(1) Bacilos, principalmente on largas cadonas, cxtroe
mns rodondos, o
(2} Tamafiot 1,2 a 1,5 PoX 2,0 a 3,5 micras.
(3) Sin menbrane
(4) MS6vil con flagelos (poritricos).
{5) Gram positive
(6) Tsporas {ager do soja a 309 C 5 dins):
Tomnailor 1,0 o 142 pox 1,5 a 2,0 micras.
Forma oval.
Posiclién central o paraconiral.
Eaporangios sin ongrosamiontos manlflostosn.
I« Comporiamiento en diferentea medios do cultivo:

(1) Places do egns comGn sembrades en ostria (30¢C

24 horas)s .

Orecinlente bucno, ciroular, convexo, no Lluvne
sowy blanve o amarills pdlido, brillénf:o, Bl
wve, huwmedo, fraslicido; sin cawblo on color del
nedio.

{2} Tuvos inelinodoes de agar comén {302:C 24 horas):
trecinlento bucno, superficle sunve, no invasor,
brillante, hunedo. Colonias blanco lechosas,
traslicidas, sin cambio on coloxr del medio.

{3) calde (300C 2 dias):

Urocimionto buoho, turbidez uniforme con sodie-

. mendo; no Porma volo.

(4} Golatina en ploadurn {3010, 20 dias)
Cregimionto de superficie al contro a lo largo
de la plcadura.

Sin llcuefacclidn de la gelatina.
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(5) Leche toxnasolada (302¢, 20 dfas): _
Ho la peptoniza; reduce el fornasel; ol medio
de culsive toma color pavde amerillonto.

{6) Tubos inclinacos de agar seja {000, 24 hovas):
Buen croclisiente, blance a blance amsrillento,
superficis blauda ¥ suave, Bucha formacidn de
CHPOTRS »

(7) Tubos inolinados de agar nitrabpeglucosa (300G,
3 dlas)t
Crecimients escaso.

(8) Tubos inclinados do agar tiresing (7oec, 3 aiaa)
Dusn crecimiento ol medis parden.

(3) ratata (3000, 5 dfas):

Buen grecimientn; colonias de rosads a pardo,
superficie blanda y himeda, convexa ¥ brillante;
el medio so hace pardo pesudo sl tercer dis.

Iz, Propiedodes fisioldploas: ’
" {1) condiciones de crecimiento dptimas:

Aexrdblica, pH 7,0 a 8,0 y 28¢ a4 35eg.
{2} condicionps do crocimicnto lfmites:
Aerdbico, pH 5 a 1 ¥ T o &58C,
{3) nosistencia a los dcides:
Bala, sin cyecimiento peor debajs de pH 35,0.
(%) Recesidades do oxfgeno:
Aés&h&ea, sin ceccimicento on taldo glucosade
an condicionns snaorSbioas.
{5} wo preduce iadel. -
(6) Produce suifura de hidrégona.
(7) Rosccifn do duenitrificacidn:
Sin formaeifn de gas.
{8) Reduce los nitratos.
{38} Yormacidn catalasa:
Posltiva.
{10) Formacién ureasa:
Posliiva.
(11) 21 almiddn os hidrolizmado.
{12) vtilizan las citvabos (on los medies de ¥éser y
Christensen) .
{13) seduce ol tormasol.
{1%) Reduce ¢l azul de meiilenoc.
{13) Porma pigsente hidrosciuble en ol medis de Do
tabay



IV, Pormentabilidad de los hidrates de caxbonos
fideatss de carbong gam goddn de dcdido Formacién m5
Arabinosa -
Xilosa
1B Gluoose,
Hanosa
Fructoss
Galoctosa
Ribosa
155 Ramnosa,
Haltosa
Sacaraosn
‘Lactosa
Trohalosn
160. Rafinosa
Coleblosa
Sorbitol
Vanitol
Inositol
1635+ Glicerina
Gluoiiod
Salicdns
Inuline
Almtaén * ~
B {1 I Cuands se oxaning I peosicidn taxondmica
- de l1a topa Bei00 que ticne Jlas prnps.aéadw antes mon-
clonadas, oon referoncia al BERGEY*S MANUAL Of DETENR-
MINATIVE BACIERIOLOGY, Seveontl Bdition, los proscntes
invontorss identificaron que in eepa portonecid al
- V15 génora ,12"‘ golllus mosatorium. Consscucntomonte, los ine
o ventores comparoron la cepa B-400 con ol cultive ti-
pe onviado desde la AMIRICAN TYPE CULTURE COLLECTION
(Arc¢) para reconocer que la cepn ora andilogn al lig-
gillus mogotoriumm var. penieillelviicum ATCC 14945,
150« poro era difsrcnte de aquelln on los aigulentos pun-
tos:

S U T T T S S S Y S AP S
$ {1 |

1+ 1 %
]

|
]
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Bacitlus meomaboripm

B-h0o
o 431 ey
ATce ihohs

Licuofacecidn Licuafaccién escasa | Licucfaccidn gra-
de golating dugl

Loche fornae- Reduce el pigmente E1l pigmenis #o ha-
soludn co alexline ¥ ne
ae roduce.

Toubos inclie Porma pigmentey por- | Mo formma pligsonto

naclor do o do hidresoluble
gare-patata
Formaeidn ds Ferpmn Acido Mo forma Scido l

dcido o pare X
ir de la ma- '

S

Pe lo anterioer, los invenlores dedujeron que
1a cepa B=-400 es unn cops nusva de Bacillus mogaterivm.
1a cops B-100 se ha depositado con ol nimoroe *FERMPNG
7h8e an ol Instituto de Investigacifn de Industria do
Hieroorganismns, Agencia do Ciencia Industrial y Tocnow
logia, dol Jopdn.

Asf, la presente invencldn os un Pprocesou pars
producis 7-AUCA que compreonde ia desacilacidn de una sal
hidrososluble do un dcide Pencilaming desacetoxi cefaloge
poranics, por iratamionte en modis asuwost, con W Propaw
rade de enzimas derivado del enliive de s copa desaci~
lante productora de enzlimes que pertenees nl génoere Baw
¢illus. Date procese oa de alte rendimionioe on T-ADCA,
poro no punds decirso que sen un progose comersialmento
veantajoso por la razdén do que ¢l eprima desacilontn deho
gsor extraido del eultive 4o la cepa productora de eneipaa;
la concentracidn del T«ADCA resulbtanfe 68 baja de mode

que la separacidn del 7~aADCA hidrosoluble del liguide
de reaccifin os costosa; 7 la rooauwperacidn del enzlma
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dosnclilenta os pricticamente Loposible.

Pn vista de lo antoriox, los presentos invone
tores haon hucho wis vptudios sobre procesos on los cva~
los s pornide que reacclons el engima desacilante on
In fomo sblida. Como resultado, los inventores ban dose
cublortn gue cuande se wozcla con wn filtrado de qulti-~
vo de In copa desacllante produgtora do enzimas, un do-
tarmwinady soporie, fsto abaprbe la onzima sin inactivare
lp 'y no la liberg por lavade con agun ¥y qud cunndo una
sviucidn acunsa do ona sal hidroszoluble de dcido Teaciw
lamino desacotoxi cofalowpoerdnise alreula a través do
e columa de diche sopovde, ol T«ADCA sale. on conoone-
fracidn sumaonte alda y ademds ol enzima descompono
continunmonts el dcido J-acilamine desacetoxi cefalose-
pordniens por leo gue puode utilisarse con gron mmmxam-
toe

La prosente invencidn so ha logrado sobre la
base del hallazge antos mencionads ¥y es un proceso para
producir T=ADCA, Topressatade por la férmula goneral

{IX}, g\
M= | L

//—“\\/ CHg (ﬂ>
coom

caractorizado porque w fcide T-acilapinoe desacctoxt ce-
falospordnice (on lo sucesivo veforide como "Co (I)? Teom
pressntado por la f:&muln genara;!. (1),

R~ CO -MNH —
F"' N ,L

O COOM

CHy

en la que R o5 un grupo bonelle o fonoximetile v M os
un 4tono de no meial alcalinoe eopaz de former unz sal
hidrozolublo, se trate con un filérade do cultive de
wn cepa produstora de enzimas guo pertenceco al génoero
Sacilius, In cual pusde desgomponer ol enlace amida de
dicho compuosio Ce(I), o se trata on un modis acuoso
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con un preparade de onzimas derivade de dicha copa predug
tora do enzimas.

la peesonte invonoldn aboren ademis up procesc
parp producir el T-ADCH, csracterimade porgue si antes
noncionado cnsima desacilonte del Ce(I) es adsorbide om
un soperte guo fo inactive diche onzima, ee afinde 5 di-
cho soporte una soluoién acussa de Co(X) para cdesacilovw
le, v sa recupors ol T=ADOA del lfquido de la reavclén.

Tn objets de la prosente lovencldn es piopor-
clonar un precesc nusvs para producir enzimaticemente
un Intermedinrio pars antibldéticns del grupo de las coe-
Lalesporinas, los cuales son muy Gtiles comn proparados
guimico~torapedticos.

Otre objeto de la invoncidn es proporcionar un
procaso comerclalmente vendajosoe pora profuacir T-ADCA,
on ol gual la anfes menciorada reacclén onzimidicn so
efectus continunmonie on la fase sélida, adserbiomds el
enzima desacilante sobro un soperte pars quo asi se pue-
da ulilizar ropetidemanteo sin que sea inactivado.

La copm productora de engimas CofI)-desacilen—
tos, utilizada en la pregente invencidn es, pox ejemplo)
¢l Bacillus wegatorium B.400 FERM-P N¢ 738. ‘

El enzimy capaz do descowponer ol onlace amida
dol co(X), que se ubilizs en in presonfc invencifn, se
ebtione culdivande soréblcemente el Bacillus mosatoriem
B-h0O PERM-P Nt 748, de 252 o 37t € durants 12 a 60 bo-
ra# on umn medlo gue s¢ utiliza ordinariemente, pora el
cultive de los becterias, es deciy, mn medio nubriente
que contonga candidades apyopisdes de wns fuenteo de ni-
srfgong, como por ejompls pepiona, oxiracio de carna,
corn steop liquer, exiracto de lovadurn, Iovedura sdes,
hidrolizade de proteinas deo sojs o svbpredustos de su
iixiviaclidng wz fuentoe de carbone comp welazag, glucosn
o gliverine; v sales inerginicasi v on alpunos 0asos o=
tros materies activadoras del ¢recinlenin. HR general,
su afoctun el cultive on wmedla liguide adreado por agl-
taclbn.

£l enmims anbes mencionade os erdineriamenta,
un oxgsnzing v estd presente en el filtrads de cultives
libros de edluias. Bn la Teaccién do enzimms, por consi~
gulente, o utiliza ol engima en Torma de un filtrede de
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oenltive o de un proparade de enalmes, preparado a partiy
del culiive filtrado. Dichs proparncién de eazimas sc obe- '
tiape sometiondo o} onwinma a un método conpcldo de purifi-
tacidn. Por sjowplo, seo obilons comeontrande o sin ccanczm..l
troar el filtvade del culitive y procipitondo el eamima por
sopisnfuraeisdn, o saturenidn, con wna sal solublo cono por
eJemple sulfato aménios o clorurs sédice o procipitande la
misma por adiclidn de un disolvenbe orgickeo hidrofilico,
como ardanol, atanol o acstona. 21 precipitado so disuole
v 5D AgURy ¥ Xa solucddn resultante o dializa con unp
wemtrrenn sewipsrmeable, modiante la cusl se puedon elimiw
nor los Iwpurezns do bajo peas moloculax. Ofra posibilidad
9o, sprovechande la diferencis de afinldad de adsorcidn de
un pdsotbente » ngente filtrante de gel, so puaeden olini-
nnr sficammonte las lopurazas deo bajo peso molecular, las
sustanclas colovoncdas, las profoinas y los waterleles and-
logos en liguide do cultive, sogin un procodimiento ordie
nurdo como por ojenplo cromatografia de adsoreldn, la crow
matografin do canbio de lones o la £iltracién de gel. la
solucién de enzioas obienida de acuerde con los procodie
wiontos nnive monclonados s¢ puode gometor a concentrae
eidn a preaidn redunida, segndo por refrigeracién u opoera-
clones somejonbes para obionexr w preparade enziudtice u-
niforme et Pozxma 281idn o 8g pusxle ubilizox como estd pars
ol trataniento del OB{Z). En paso quo so requicra que la
properacidn de snsima sex mis purificada, so puedo adop-
tor cualguieora de Ias téonigns ordinarias adoptadas en la
purificacidn do proteinas v enzinas en los cuales so ubi-
liza, por ejomple, wn adsorbente, wi aponte filirantc de
do gpel o producto anilogo.

Ordinariamente, ia roaceldn do enzimas so llova
a aobs do tal monern que ol Co(l) so disuslve on agqua o
an una solucldn amortiguadora vy lusgo se trata con la antos
menolonada preparacifin de enzimas. LI fe(I) so lleva, on
ponoral, & lo forwa de sal sddica o potdsica Nidrosoliuble
y s ubiliza on una concentracidén entre 0,1 ¥ 20 mg/mi,
preforiblencnie de unos 2 & 5 mg/ml.El pi del liquide de
roapncelén se mantione proferibloments ontre 7 v 8, La tome
paratura de rencoidn og deo B0 a i €, proforiblemente
do wos 35 a 452 O, con lo sual se puedon obtoner rosultaw
dos favorables. E1 tiompo de la reacelidén varia, dopendione
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do de las cendiciones de la reacclfn, peroe gonoralmene
to g8 de was 5 a 30 horas, ¥ la Teaceidn se¢ pucde Lore
wingy en tna otaps apropiada, busecandy ol momonio eon
al ctual ol rendimiente dol T-ADCA, ropreseuntado por la
férmula general (II) llega al mfixine,

s olago de goporto gue ge ubilima on Ia pro-
sente invencidn varis en funcidén do la copa productora
de eneimas Ce{I)}-dosacilaonies que ow ubilice. S5in om~
barges, on nocesaric selescionns ol pepords en funelén
de los pmnfos quz pusden sbsorher el ehmime dosasilane
te sin inaotivarle; no debo liborar ol vuamine innluse
al gar lavado cen agvs o soluciones andlogawny no dobe -
fongr influencis porjudicial sebre la resecidn enzimfe
tica de descomposicién de Co{I); v dobe edsorber diff-
cilizende ol T«ADCA roscliante. Por cjomple, cusndo un
soporte inorginico cowme lIn celite, el yese, la arcilla
sotiva, ol caoclin, el cexbdén sctive o silicapel, un caly~
bipdor de lones come la celulosa CH ¢ ol cafudox G~25,.
o we Pesina cambiadora de lonos cone la smberlifa
Co=580, 9 el Dovoxn~30 so whiliza comd soporte, ol onzie
ma Co(I)=desacilante producide per el Baeilius wmesabo-!
riug B-400 se adeorbo blon sin que sea inactivads, pa—
ro cuaade so utiliza alimine, polvo de gelulesa, coluw
losa DRAR, cofadem-23 DBAR o rosine canbiadera de mnio~-
nusm, sl onsima desacilents so adgerbs esoasamonto, o
se ingcdiva, incluse cuando ha side adgorbida.

Al adsprbexr ol cuzima Ce{I) desacilante on
ol soporte, es desoabls gque o pif dol Dilfvado dol cule
tivo de la cepa productora do enzimes CelI) desnedlnne
tog seajuste previaments o w pi on el quo 8l enzima
desacilante soo establo. Por ajemplo, ol adsovbor wn
enzima degaellante producide por Bpeillus mematoriumm
sobre celita, ol pH del filtrado dol cultive do 1o mise
ma, #e ajustn on general o pH 6§ - B. Sin enbarpo, so-
bra tode cuande se erplon wn cpmbiador de iomes o unn
resina carbiadora de lones qus son infiufdos por la
fusran idnieas; o1 poder de adsoreidn o &l grado de dow
sactivacidén del easima desacilante, estd on fugeidn
dael pl, por lo quoe 9l goperbe deberd piilizerse do o-
cuerde con osias consldersclonvs.
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La aporacidn do adsorbor ol onzinn desacilone
te a2 ol spportn, pusde realizarse de acuordo con cunle '
quier procedimionto en forma disemittinua o del tipe de
sdsoreidn en colummas La cantldad de soporte que so
esplen voria, sogdn la cantidad y tftulo do onzima del
filtrade del cultivo de la copa desacilante productoe
ra o enzimns v del indigo de adsorelsn del enzima dosp~
cilante sobre el soporto. Al adsarbor ol ecnsima, sog@n
procodinienty disgentinus, lea contidad empleada do so-
porto puede sor de uwnos ¥ o 13 pfv ¢ scbre la cantidad
deol £iltrade dol cultivo. En este case, =9 agita una
megols del £1ltrads do oultive v del soporto ¥y lucpe
ve separa ol soporte y a0 lava con agua on tanto que
su ol caso de adgorcién on columnas, ol soporie ompaw
quotads o wa eoluxina o3 huwedaclde con agua b con ue
na solocisn amortiguadora ajustods n un pi establo paw
ra ol enzima desancilante, ¢l filtrado do cultivo pasa
s través de io columna ¥ lusgo 1z columna so lava con
agua con lo cual so pusde obtonor un goporie que ha ade
sorbido of anzima desacilanto.

Suandde ol soporte asi obtenids quo ha adsor-
bide al cnzimn desacilante sa soon, ol cngima desacilan~
to tdieonds a desactivorse. Por olle, sos destnble utili-
zar ol soporde en la veaacién Co(I)~dosacilanto, on ose
Yade hiewds antes de guo so sogue. Bl Co(I} qus so uti-
1izn en lo presente invoneidn pucds prepaiarse sopgdn
wr procesy sonoolde, oz doclr w processe on ol cual un
wpber do sulféxido do ponicilina estd sujeto a oxpane
sién de anillo (Patente de los LE.TU. 3.275626, Patone
to Belga 696.026, Publicacifn de Patente {lelandosa
6.806.532, Patonte Bolga 745.845, Patonte Britdnien
1.204.39% y Patentes Delgas 74T«118, 747.1190 y Th7.120),
v ol estor dol Sodde PTwacilamino desacetoxl sefalospos
ranico resultante as dogestonificn, o un procese on el
cual me seoparva ol zrupos acetoxi acocitomido del Seddo
7~acilaming cofalospordnico (Patente do LE.UU.
3+273+626) . Dospuda, se lleva n cabo Ia weacclén onzi
mitica Co{I)=-desaollente en solucidn, pora lo quo so
suplea 81 Ce(I) en general on lIa formus da sal de un me~
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tal alcaline hidroseluble, os decir, unia sal sfdien o pothsica.

A tontinuacifn, se Lrate uta seluciln acuesa de Ceo(I). "
con ol soporto adsorbido con epzimos desacilontes. En este caso, —
es desgeble quo la solucidn see proviamente tamponada von uha SO-
lucidn que tenga ol mismo pH que ol proplo del enpwima desacilantel
la veacceldn enzimfiica anterier o efectuadn, en general, per el
procedimiente do columng, debide & que la reaccifn se efaciua on
continuo, La concentracifn de Cel{l) que s¢ afiade varia, fundamen
talmonte on funcidn dol teiulo del onzima, o3 decir, do In capa-
cidad desacilente del Ce{I) del enoimn desacilante y del caudal,
v dobe ser slegida de forma que la contidad de Ce{I} sin reacciom
qua he quedado en el lfquido de la roacclén gue fluye soa lo wenol
posible, En general, la concentracién do Ce(I} es de 0,1 a 2,0
/v, proferiblemente de mos 0,5 a 1,0 P/, pore no o% pscesa=-
rio decir que la cencoutracifn veria en funcidn de ia clase de
soporte qus se emplog. La resccidn antes mepcionadz, poxr supussts
se efoctia a pif y tomperatuwa apropiasdss, preferiblemente ol pH
v temperatura Spbimos dol euzima despoilente de Co{L). Sin ombag
go, ©s desenbloque se onsayon diversas condiciomes de roaccidn ,
de modo quer e T-ADCA formedoe en al llguide de in reaseidn fluya
en una soncentracidn io mbs alta podible. BXI tiecmpe dy la reacedw
én puede vprimr cuando se auvmonta o disminuays la cantidad de so-
lucidn asuosa de Co(T) que se afiedo, BEu gensral, lo reatailn es
complota anbea de que la solucifn zeuosa de Ce{I) hayz pasado a
través o in totnlidad de 1lp caps <o spports ds Xa coluwma. Fo
obstente, on csso do mio la proporeisn Cof D)-desacilacidn haya
sido baja ¥ uns gran cantidad de Ce(I) haya guedado en el Liguide
de 1la reaccifén, 4ste se afado de nusve como o8t o la nisma colum
na o o otra eshuma gque conbeonpn scoportes ch el gue so haya absor-
bido ol cnzimn desacilente con lo oual so pueda obtomer un Ifguie
do de reaccifn can alfc rendimiente on ColI)-desacllacién.

In 6l cesn do la roaccifn ensimfbica antes monoclonaede,
quicra llovarse a cabo on combinun, basta con que la solucidn
acupsa dol 8a{I) sos ofiadids continuamonte al soporte adsarbents
cargade con enztms desacilante. Sin swbarge, ls welacién Co(I)
dosacilacide tionde a disnirmiy greduaimente dis e dfay por ia
apericitn de bacteriss o cosas semsjurtes. Se puede minimimar el
efcobo porjudicizl debide a la condaminacidn, afiediendo toluono
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on la paris auperier de Ia coluann o en el aubstrato.
En 0l presonte prodoeso, la capa de soporte se puode u~
tilizer durante vis do diez dfas, do modo que so puede |
racuporar ol T«ADCA con alto rendimicnto y producirse

n bije costo. Consecucnbemente, ¢l prosonte process puo=
de decirse que o3 swoamonio vantajoso para produciye
P0G modinnte dosacilacidn vnzimdticn del Co(IX).

In roguperacidn del T-ANCA del liguido de l1a
wencoldn anf obienido pusde Illovavese o ¢abo sogln un proe-
gadimiants conocddo. Por ojenplo,sd piusta ol Ifguido de
Ja renceids a un U do aproximadamente 2, y se lava con
un disolvente orgéntes hidrofsbico vemo por ejesplo ol
acedato de otilo, septato do butilo o motilwlssbubil
cotona pora aliminar ol ce(X) sin yeacolopar y luezo 80
conoantra la cops acuosa v 8o ajusta on frio a ux pl de
aproxiondamonte 7,7 para precipiter el TeADCA 1soolbce
tricamonta. Otre procedimisnto consimte en ajustar ol
1fquide e iz resccién on un pil de aproximodamente 3,7
concentrade ¥ luege enfricds, y lavar ol precipitado ro=

‘sulbonte con avetenn para eliminar sl Co{I) ain reaccio-

nay y dcido carboxilico qus apavecs comoe subproducto.
Do In forma sntoricr, so pusdo rocuperar el T-ADCA. '

Hétodo de medids de In activided dol enziia
adsorbido:

U soporte que halla odsorbids el enzima doe
sacilanto sc pesa en un tubo de wnsaye on formn do L.
Al tubo de ensaye se afiadon 4,5 ml de una solucldn anors
tiguadors do fosfatos M 0,1 (PH 7y5)s ¥ 80 agita ol tue
bo da ousaye durante 10 minutes en un agltador toriose
tatizadn tipe Monod mantonido a 37¢C. A continuacién,
0,5 ml (10mg/ml oo fcido libre) do una wolucién acuosa
do sal sédica do deide Tefenilacetomide-dosacetoxi-cofaw
losporanice se aflade y la meozela vosultante se hace
regcclonar durants 30 minustos. Respuds de la roaccidn
se onfria de inmedisto el liquide de la reacclén y se
valore ol 7=ADCA sepln el método TNBS en ol liquide e
resccidn libre do soporte. Un cnzlma que forme 100) /ml
de T-AUCA so considera que tieone un titule do cien unie
dades (U).
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Kétodas de dﬂtez‘minacién dol ;—:mcm.

EYl liquide dg la x'aaeci‘.én s¢ somede @ un one~
says microblolfgico (372C. 16 horas), segfm el motedo de
diseo do papel o mStodo de eillndras ubilizande Bacillus
gubilis PCI-219 come copa deonsaye , ¥y s¢ mide el afae

mefro &ol hato do inhibdeifst. Con uma owrva pabrén de

ce{I) se caloula In cautidad de e{I), y 1z difersncia

entro ol €B(X) imicial y ol ce{l) rosiduail se represcn~

ta por wa porcentaje sobwe Ge(r) inieiil . Fsbe porocen~

tule os la ;:mpamién de descomposicidn del CelL)} imiaial.
Ebod  doterminncidn 2:

Se ajusta una captidad conoelda de liquido de
reaccddn a pH 2,5, con fAclde clorhidrics M, davodo tres
wo0osd con una mitad de su valumen de acedato de huiile
¥ ajustads & pH 7,5 con hidréxide sddiceo 1 Ne. 4 contie
npncidn se Srabn wa cantidad conosids del Liguido de '
reacaddn asf tratada con ux clorure de Scide gue corvese-
ponde al dolde existente en iz cadena latexal del Ce{X)
do arrangue; ¥ luego 8¢ somots al ensaye mierebiallgico
dol mifode de detorminacifn t. Do Ia eombidad dol Ce{I)
resulbante se galoula la ecantidad de 7=iDCA gue sB expre-~
Ba por un parcmzﬁajm Bate porvonteds ¢s ol rendisisnte
da FeADDA.

A 1midamms#rasna%&mzmldama
polugién amortiguvadera de Soofatos 0,3 % (pE 8,0) v 2
sl de wa soluclén de THES al 8,1 § ¥ 1s mezola resulion-
to se bace reaccionar en In ggcurddad a 3080 durante 90
minutos.

Despudis de enfriorge se sliade al 1iquide de
roacelsn T Bl ds 4oide clozhidrice § N, so mide su gbe
sorbancis o 399 vy, ¥ o caloulzm la oantidad de T~ARCA
a partir do la ourva normak del T-ADCA. EL presenfs proe
¢ono se Llustra con dotalle despuds, con roferenvia o
lps ejomplos, pors las copas, las condiclones do la roacw

elén v las operncioncs do la reocekdén nn so limiten o

las qus so presenton o los sjemples si no-gue pusden

vorisrse aprogiadduents.
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Blemplo %

PFreparaclén del enzima:

20 litros de un medie de cultive liquide 5
{pf1 7,0) conteniends 1% de polipeptona, 15 de extracto
de levadurs y Oy 5% dit clorurn addice, so £olocd un fore
montador de 30 liiras y se estorilizéd durante 20 minge
tns con vapsr & 120¢ C. EX indoule, 200 ml de wn caldo
de cultive de Pacillus mopaterius B-G00 FERMeP Nv 748,
que se habian sultivede n 00¢ durante 26 horss on un
mpdio do cultive de la wison composicidn gquo el antoerior,
se {ransfiriersn en condiciones estériles al medio do
culiive menclonnde gon anforioridad ¥y se formentaron s
J0e¢, dirante 45 horus, ton mireacidn {20 litvos do
atre por mixote) ¥ agitacidn (300 r.p.t.). Dospuds de
1a formentacidn, ss elinmineron las células medinnte u~
ns contrifuge Vestfalin, para obtmor 17:% litros do
ealdo filtyrado: :

Bjorplo 23 . : )
Bl caldo filtrsde obtenide on ol ejemplo 1,

se concentséd a 1/9 a tomperatura de 0 u 3%, y ol
seneentrado se cargd con sufalto do amonis hasta quo

sg okiuve uwan concentraeifn del 80% de la saturacidn.

Se diselvid ol rracipitade depogitade en umm destilow
do ¥ se desald por emplos de wne columns de Sophadex
G=25,; ¥ 1an soluclidn desalada so secd por liofilizaecidn
para obtensr 24,3 gr de un producto onmimdtico standard.
LBlemple N

Fropovacidn do enzlsas:

20 litres de un medio de cultive {pii 7,0) con=
teniondo o, 5, de glueosa, +3 do al!;carinu, 1,05 do ox~
tracto do carns y 1,08 de polipeptonn se cargaron on un
fermentador de 30 Yitros, y so esterilizé durantc 20 mile
nutos con veper a 1202C. E1 inSculo, 200 uml del meodio
de cultivp do fppillns mopatoritm BeBOO FIRM-F Ne 748,
al cual se habia ciliivado a 300C, duranke 24 horas en
un wodis de cultivp do la misma composicién quo el antow
rior, ag ftransfirid on condlioiones estériles al medin
de cultivo sniorior y se formontd a 30°C duranto 72 how
ras con alroacisn (20 1itros por minute)s v agitacién
{300 repan.) Dospuds de la Yoxmontacién, so oliminavon



555 ias células medisnte tne cenixifuge Yestfalia, y el i1 ‘
trado 5o concentrd a 1/3 a temporatura de 30 n 4580, Bl
goncenivodo se cargd con seofona lasta gquo la gantidad
de asetons llegé a ser el &0F, ol precipiiado deposita-
do ge rotiré por Filtracifn y lucge 82 s6cd pofa obbe—

360, noy 2545 gr do productos de onzimes standazrd.

Bjemplo b2 _

4 gramoes del enwmima crude on 8k ejoemplo 2 se
disolvicron en 500 ml de agua ¥ 12 solucidn resulbante
se ajustd a pil 7,5 por empleo do una solucidn scuosa
de soza 1 N« A vata soluclln po afladieron 2 gr do Jemo=
$ile7fonoxtncetantdon O Fncofon <k, carboxilate sédice,
¥ la mescls resuldante so hizoe renccionar & J7¥C duwran-
te 15 horas. 4 conbinuscibn el liguide de la reaccifn
ge 1ibexré de las probeinas mediante Filire DiawGe3ull
f{Eabricndo por Hivpon Vocum Tochniqus Co.), ajustado el
Pl a 245 por omples de dcide clortideicn T N, lIavdndoso,
fres vocss con una mitad do la cantidad dol misms do a-'
cotate do buiilé -y ajustends o pH 6,35, con wma solucidn
575, acugsa de gosa {1 N, Hste liquido pe sdaorblinen wio fo-

: lumiz S0 2 x 13 em do Dowex 1=X8 (Lipo fcide acdbico)
y se plnys con Aclde sedtico 1 N. A conbinvacidn, so mi
tid le ddsoxbonein de cadn frapcidn a 260 m so hizo one
saye bloldgice despues de pulverizar al clormvs de fonow

S8, ziseetile on uvn papel £iltra, ¥y las fracoienes contenion~—
do spddo ?-ami&oqgmmeti&anA3~w£meaxi1im Be Yo
cegiston ¥ lioflilizaron. EX producto soon 56 Sisoeivid
en una cantidad lo mds poquelin posible do apus destilow
da, la solucidn wesiilianie se ajusté a Pl 3,7 por adicidn

585, de Aclde claorhidrden I W ¥y 88 dajd reposey duranie 1a
noche enfrismio con hisle para depesitay cristales ine
solorss. Loa oristales ps laveron con agum de hislo on
uns cantidad lo mfiis poquelia posible, con seebtona ¥ Luce
go oo goasron pora obienor 792 mg de Acido TwamingsSGe

550 -metil-A:"n-cefemukwaéx’bamliam punte de Pusién 2h0-
~2h2e€. (desoom.) wondimlenta 69,6%. »

' Andlisis slemantsl {para ogH mﬁzﬁss)

565

57.
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es L L
Caloulsdo T AR 470 13,0
Ensontrado h5%02 458 12195

Ziemplo 3

A von solucidén do 10 mp. do ensima crudo obtenids on ol
ajemplo 2 en 5 ml. de top solucibn amortiguadera de Losfatos 1 H
{ptr 7,5) se alindieron 5 mg. de 3 netilel~fonilacetanidamadecotone
fmcarboxilote s8dico ¥y 1o sewcla resultants se hizo reaccionar a
57¢ ¢ durente 5 horase. A continuacifn se midieron la proporcidn do
doscomposicifn dol 4cido JumotileTafentlacotomidaesdece otmliecarby
xflico ¥ ol mndimim%a de T=3004, sopin ol wéiodo de dotorminacifn
{1) eitado anteriormente para obtencr valores respoctivamente del
93% ¥ 9P
Lienmplo 6

Se repifil sl ojemplo &, excopls quo Ee utiliz6 3-metil
7mfond lasotamidamilesotonelecarboxiiato s6dico, on voz del Jemotil
wl-fonoxi-acetanida Adeaofonelmcarboxilate sSdico para obtonor 849
nge de Aoitdo Teminge3emotilesd«cofom-fecarboxilice punto de fusién
2wzl © (dum.) rendirionto '1'3'5%
Ejomple 7

10 litres de. calde do cuis‘;fmx filtrado de Boacillus morpe
ferium « D-l00 FERM=P N¥ 748 obtenides en el sjemplo 2 so njustaw
ron & pil 7 aproximadonente con Scido agdtico. Al filtrade so oiia-
dioron 500 g do tierra de diatomoas y In mesola resultanto oo agie
t8 dwrante voos JO minutos « Durenie este tlompo, se mantuvo el pif
on wos Te & conbinuaeifn, of liquido de la reaccifn se contrifuné
wediants m sopersdor centrifugoe tipo cesta ¥y luoge me lavé con
agua para obboser T30 g.dn eulita hfnoda {titulo de enpima 1.200U/g
Ljemplo B

E1 filtrado de cultive de Dgeillus mogaterium BeLU0 FRRM
P N* 748 obtonidoon ol ejempla 2y se pjusto o pit 7 aproxtuadomento
A ¢ada litre de filirado se afladisron individualments %0 g. do ¢ow
iita (Col Supor Hyflo), carbén active {producids por Wake Juneyaku
Coey para croatogralia), combinador de ionos do celilosn cz*(::x'o-v
dw:tdo por Serva Coe, 0,52 meg/s) v Asherdita CGe50 (i.



630

633

6hs

630

655

865

- 18 =

(forma 1), ¥ ia memela rgsuléante se agits duranto mns 730 minwe
toa, Dursnte ssto ticopo, . So zaniuve sicuprs ol pH en aprovimee
damente 7+ A contimuncidén, se recuperd cada soporfc por filtraci
4n y se lavh con agus pafa obisper un soparte biimeds, La propor-
cidn do onzimme de cads soporte se celeould, suponiends ol 1007
1a proporcidn do adsorocidnde engimas de la Celita. los resulige
dos nbbtenidos fueren los siguientess

Soports Proporoeifn de advsreiéa rolativald )
Colity 166
Carbin actim - 100
Celulosn CH 160
Amborlita =50 : 81tz
Ejernlo 9

La Celite adsorbida de enzimas dasacilantes (tftulo de
enzinn 1.200 U/ge) obienida on ol ojemplo 8 se terponéd modignte
lavads con ona solucidu emoriigusdors de fosfatos 0,0t M (pH 7.3)
s0 ompaguats en una columa equipada con dobles paredes (5 x 50)
om, v s Iavé durmnds una hodz pprostismodaments o cxmdial constants
{velocidad ¢,5) con 1a micma solucifn amariiguadora gue antes,

Lo tepperature exterior de la columa so hize constante
haciondo pasmy agvs colionts a 37¢ C por la cauisa de Is cnlmma,
6 Iitras (5 me/ul exprecado on deido 18hze) de una selucidn atuoe
sa do 7 fentlocobamids dovpeotoxi cefploapavsnait sfdice se pasé
& través do la column a tna veolceided constante (Velooided 0,3)y
ol 1ilmide de salidn, se fracelon§ on fracelomos individuales {Vo~
umon de frocoifn 10,8 mi), Se precisd wn tiempe ot aproximadamone
ta 16 hores para que la calida termingse,

Gyl litros del Liguido aﬁaymﬁé Sotpl se a&u@&arm a
P 6 y luege se congentiaven aproxizadements a 1/10. Bl voncentra
do ae alustd o ol 3,7 com Aoide clorhidrive. & W, con o gue sl
7=ADCA formade omposf a precipliar.Bste consentrade so enfrié con
hiolo para rorplotor la precipidacidn v el deopfisibs so rToouperd
poyr filtracifn, lovindose con win poguofin cantidad do agua do hiow
la, seocindoss con acetona ¥ lucge scofndose fobalmente 'para obbe
ner 14,0 g« 0o T=-ADCA blancs, punto do fusisn 280-242¢ ©, rondie
mients 72,4%. Tste products 8o disolvid on una solucibn gevess do
hidréxido sédice 2,5 N ¥ la solucisSn rommditonts seo docolord con
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carbén wﬂw, ajustandose a pH 3."( gson é.f;ida olorhidrico 6 N ¥
Tuegy mrm-;émiau con hicld poxa doponifor al T-ADCA. 4 continua=
cidn, 8o recu;;;ar& oL F~ADCA por filtracién, lavendose con una po=
quodia canbidadt do agua de hiele, lavhndose tun acetons v después
sachndose con 1o gue se obtuvioron 11,4 g« de wn products purifie
ondao .
BJemplo 10 .
5o repitig el ejomplo 9, oxcopto quo en lugar de lu cow
lits absorbidas ds snzimas dosncilantes, pare proparar 7-iDCA se
suplsaron ol arbldn activo adsorbonte de enxzimas, celulnsa (M ade
sorbente de enzimes y Amberdiia Ce50 adsorbente do enzimas, obte
nidos oo el vjenple B, lox remuliados obtenidos fueron los sigui-

antesy
Carbén aeuw . 37.5 | 58.»
Calaloss CH 32,9 51,8
Ashexlita UGw50 ’ 313 k8,5
EJoupie 11

AL mhono sistens que on el ojomplo 1 se utilizd pora obe
tener un ciuntive. Un litye de este cultive so transfirié o un tan-
gque de 250 litros gue ocontiens 200 s do un wedio de lo misma come
pasioisn qus en el cjomple 1, ¥ s6 cultivé p 0% € duronte 4B horas
e trataron dos de dichas {tangues des 230 1ifros para obtency 3501,
de wx cadds Tiltrado. Al filtrads do cultive so ofladieven 3,% Iz do
celita ¥ lo mozela resultanto sa agitd durante 30 minutos mantonion
do ol Pl on 7 A continpaciéng se contrifugd y ol residuo se lavé
con agua pars obisner 5,2 Xg. do celita himeda (fitulo del enzima
5.000 U/Gr). Ests celita se colocs en uvna columa de cloruwro de vie
nilo de 120 x 900 mmy se bizo pasar ung solucidn de 5 mg/ml do Act-
do 7=fenilasotamido-dosacetozi cefalospordnico en un tampén do fos-
fate 0,05 B {ph 7,3} wiontras se mantenin Ia tewmperatica en 37¢ C
{Cantidad fotal, 1,8 Kg/3601itros medids dol f£inje % litros/bora)
La elucidn se Lurmind en 72 Loras para obtenex un total de 375 1,
do wn olaunta, 4 ante oluato so afiadioron 230 litroa dae geotona yla
mogoln rosuitante se ajuats al pH 4,0 con slorhidrics 6 N, B0 agitd
zu.ﬂcidntmmty' durante 30 winutes v lusge se deojé reposar durante
la novhe prre depositar un precipitade, Kl precipitado se recupord
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por filtracién, lavéndese con oostona y lucge secindose para abe
tener 1.130 2 gr, de cristales do 7 ADCA (pureza 90,00}, rendi-
mionto 89,24 .
REIVIND TCAGYONES
12 .= Un procedimicnto puara producir felde 7 amino desg
cotoxi cofalesperAnico reprosondade por ia Hérmulat

(z3)
= @O&
o’ N

COON

carncterisado porque o trata n un feido T-asilemino desaatoxi og
falosporfuico represontade por lao férmula; general:

o

Re=CO=YE—

BN - )

\ (x) :

CoOM
et In quo R es un grupe beneilo o Sfongximetils, y M os un Kbomo
motAlico 4lonli capez do former una Sal hidresoluble, cosm un FiY
trado de cultive de una cepa productora do onzima perbomesicnte
a2l gépero Baclillus que puods desoompeney el cnlace amide del come
puocsto menclonade, siondo dicha cepa Banolllus mopaberium B-40Q
IERV-P Nt 743, o bion 5o trata on un modio sCuoSs OB LR proporas
do de eazimn obtenido de dichz copa preductors de onmiuma,

28 e Provedimiento de copformidad econ lss ruivindicmeién
P o=y e o1l gue la copa productprs de ansims oo oBorbids on mm sp
porte gque nmo inaciive a osta fltima. So ofinde unn seluoidn acuvss
da v dcido T=aoilamine desaccbtoni cofalesporfnics representads por
1a Pérmule (I) al mencionado soporte que contiono la cnsima ndsore
bida pora deascilar dicho 4eoide, ¥ 50 rucupera fcides Teamine desg
coboxd aefaluaporéhim dol ligulde de roaceién rosullante.

3% .« Un procodimiente para producir Scide 7-amino dosas
cotorl cefalosporénico.

Seghn so dusceribde v reivindieca on 1la presente memoria
que censta de YRINTE hojas y 1émivas do dibujos que se acompafin.

Madrid,
(%/
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