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-2 - REF: Case X-4095 SPAIN

ia presente invencidn se relaciona con un procedi-
miento nofedoso para producir deacetoxicefalosporina C. La‘
deacetoxicefalosporina C es {itil en la preparacidn dél écid§
7—aminoedeaqetoxicefé}ospofénico, 7-ADCA.
- La deéceﬁoxicefalosporina C, représentada por la

siguiente férmula estructural

(00§

HOOC~CIi- (i, ) 45=C-N

—

'

W NH,

[
Ay

-ha sido previanmente preparada por medio de la hidrogendli-

sis de la céfalosporina C como es descrito por R, D. Sted&an
en la Patente de los Estados Unidos N2 3,124,576,

La deacétoxicefaIOSporina.C también ha sido denomi-
nada desacetoxicefalosporina C indicando que el grupo.acetoxi :

metilo en la posicidn 3 del anillo de dihidrotiazina de 1la

cefalosporina C es reemplazado con un grupo 3-metilo. ILa

deacetoxicefalosporina C también es denominada, dcido 7-(5—

-émino-5-carboxivaleramido)-3-metil~3-cefem—h—carboxilico,

de -acuerdo con elsistema de nomenclatura del cefam.

La cefalospdrina C, la primers cefalosporina que se

N y . . \ :
descubrié (E. P. Abraham y colaboradores, Patente de los

Estados Unidos N? 3,093.638), se produce cultivando

Cephalosporium acremonium. Hasta recientemente los cefalos~

porios eran los tvinicos microorganismos conocidos para produ-
cir los metabolitos que tienen el micleo de cefalosporina,
es decir, un anillo de beta-lactama condensado a un anillo

de dihidrotiazina. Sin embargo, recientemente, R. Nagarajan
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- ceto produce tanto el decido 7—(Sfamino—5—carboxivaleramido)-

.hasta la fecha cultivando un organismo de Streptomycetes,

cefalosporina importante. Por ejemplo, puede experimentar
las reacciones de N-desacilacidn bien conccidas mediante
.las .cuales se climina la cadena lateral .de 7—(5—amino—5—

carboxivalerilo) para producir el dcido T-amino-deacetoxi-

y colaboradores, J. Amerc. Chem. Soc., 93, 2308-2310 (1971)

dieron a conocer el aislamiento de nuevos compuestos de cefa-
losporina a partir de la cerveza de fermentacidén de dos

Streptomycetes, §,.1ipmanii'y S.clavuligerus, El primer

estreptomiceto procude el Acidp 7-(5-amino—5-éarboxivalepa—
mido)—7-metoxi-3aacetoximetil-3—cefemfk—carﬁoxilico (7-

metoxicef5105porina C), mientras que el dltimo estreptomi-

7-metoxi-3—carbamoi1bximetil-3-cef¢m-h-carboxilico cciie el
dcido 7-(5-amino—5?carboxivaleramido)—3-carbamoiloximetil—
3~-cefem=b-carbox{lico. .

' La deacetoxicefalosporina C no ha sido producida

Aﬁora se ha descubierto que el S. lippanii’ y el
S. clavuligerus producen un metabolito adicional, la
deacetoxicefalosporina C, la cual buede separarse de los
otros metabolitos y aislarse en ﬁna alta pureza.

La deacetoxicefalosparina C es un compuesto de

cefalosporéniéo (7—ADCA). La N-desacilacidn puede llevarse

a qébo con cloruro de nifrosilo tal y. como se describe en
la FPatente de los Estados Unidos K2 3.188.311, 6 por medio
del método de disociacién con pentaclorurc de fésfovo bien
conocido. descrito, pof ejemplo, en les Patentesde los Tsta-
dos Unidos Kos. 3.349.628, 3.575.970, v 3.697.515. E1

7-ADCA ¢5 vn intermediario 1til que puede acilarse para pPro-

ducir une amplia variedad de 4cidos 7-acilamidodeacetoxi-~
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" la deacetoxicefalosporina‘c se producé cultivando un estrep-

‘E1 procedimiento se lleva a cabo cultivando uno de los micrg

y sales inorgdnicas bajo condiciones de fermentacidén aerd-

mediante S. lipmanii. E1 S. clavuligerus también coproduce
5-carboxivaleramido)—7—metoxi~3—carbamoiloximetil~3-cefem—

3-carbamoiloximetil-3-cefem-l4-carboxilico, ambos de los

cefalosporanicos, notablemente, el antibidtico de cefalexina
Esta invencidn se relaciona con un método para pro-

ducir la deacetoxicefalosporina C que comprende cultivar .

S, lipnanii NRRL 35uh ¥ S ;‘clavuliserus NRRL 3585 en medios
de cultivo nutritivos aéuosos'bajo condiciones de fermenté-
cién aeréﬁica sumefgida.: : '
'Lh déacetoxicefalosporina C se recupera del caldo
de fermentacxon flltrado Junto con los demds antlblotlcos
coprodu01do$ y se separa de la mezcla recuperada mediante
cronaéo sratia. La deacetoxicefélosporina C se purifica-
mediante.cromatografia adicionél~sobre celulosa.

3 De acuerdo con el procedlmlento de esta invens ién,

s

tomiceto seleccionado del grupo que consiste en Strentomvces

lipmanii NRRL 3584 y Streptomvees clavulizerus NRRY. 35835,

organismos anteriores en un medio de cultivo nutritivo acuo-
50 que contiene fuentes adimilables de carbono, nitrdgeno,

{ . :
bica sumergida hasta que se produce una cantidad sustanclal
de actividad antibiotlca en el medlo de ‘cultivo. Ademds de
1a deacetoxicefalosporina C, la 7-metoxicefalosporina C,

también designada como antibidtico -‘A-16584, se co-produce

junto con la deacetoxicefalosporina C, el &cido 7-(5-amino-

-~

L_carboxilico y el 4cido 7—(S—amino—S—carboxivaleramido)—

cuales tambidn han sido designados respectivamente como

antibidticos A-168861 y A-16886II. Aun cuando la deacetoxid




e X

R

£ on et m e ——

10

15

20

25

30

cefalosporina C se produce poxr ambos mlcroorganiswos en
cantidades menores que las otras cefalosporinas coprodu~
cidas; puede separarse fdcilmente de estos antibidticos ¥y
aislavse en;una'fofﬁa purificada por medio de cromatografig
como se'descfibié-eh lo que antecede.

Ambos de los migroorganismos empleados en el méto-
do de esfé iﬁvencién se.aislan de muestras de tierra obte~
nidas de Sudamérlca. Los organismos se aislan de Ilas
muestras de tlerra suspendlendo porciones de las muestras |
de tle;ra en agua destilada estéril, y preclpltando las sus-=

pensiones en agar nutritivo. Las plaCdu de agar nutritivo

sembradas se incuban a una temperatura de 25-35¢C,, durante

: varios dias. " Al final de perlodo de incubacién, las colo-

nias de miéroorganismos se transfieren con una malla de pla=
tino estéril a cultivos de agar. Los cultivos de agar dés-
puds se incuban para proporcionar.cantidades adecuadias de

sustancia de inoculacidn paré la producién de la deacetoxi-

cefalosporina C, i

las cepas de los microorganisnios empleados en el

procedimiento son actinomicetos y han sido identificados por

- los siguientes métodos recomendades por el International

Streptomyces Project (Sh;rling ylcolabéradores, t}ethoxrd

.

for Characterization of Streptony.ces Species", Interm. Bull.

Svstenmatic Iacteriol., lé, 513-340 [19661) para la caracte~

« 2

rizacidn de las esnecies de Strentowvees, Tarmbién se emplean

pruebas .suplementarias adicionzles en la caracterizacidn,
Las caracteristicas taxondmicas del S, lipwanii

; 4 SPNELLL

NRRL 3584 y S.clavuligerus KRRL 3585 se presentan en las

siguientes tablas y pdrrafos. En las tablas, los nombres

del color son asignados de acuerdo con el método de ISCC-
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NBS descrito por Lelly ¥y colaboradores en The ISCC—nu

Method of Designatin Colors and a Dictionarv of Color Némes
(Depaﬁtamento de Comercio de los Estados Unidos Circ, 55317
Washington,-D. C. 1955) . ios nimeros entre paréntesis se .
refieren a lés se?ies de'color de Tresner & Béckug (Tresner

y colaboradores, "System -of Color Wheels for Strebtdmyces

Taxonomy"; Annl, Microbiol., 11, 335-338[}9631) v las desig-

- naciones de comnroba01on del color estan subrayadas. Los

b]oques de colores de Laerz u;Paul (Faerz v colaboradores,

.

Dictionary of Color [HcGraw—Hill Book Co., Inc., New.York,

719501) estén encerrados en paréntesis angulares.' Los culti—'

Y

vos se desarrollan a una temperatura de 3092C,, durarie 14

. dlas a menos que se especifique de otra maneraw

orfolozin del S, linmanii NRRL 3584

e kst

Los espérdbros1lsual§ente'son rectos a flexuoses
produciéndose ganchos ocasionales: las esporas son cortis,
cilindricas, 0,5-1,5p x 1,0-2,5 n y se bresentan usﬁalﬁente
en cadenés de 3-10 y.ocasionalmente de 10—50. Las esporas

son de contorno liso segin se observa por medio de microsco-

"pia electrénica.
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Caracteristices del Cultivo del S, lipmanii SMUW 356

YMedio

ISP N2, 2 (Agar de Levadura—Exuracto de’
: ¥alta)

ISP No. 3 (Agar de Harina de.Avena).

ISP No, L (sales 1norgan1cas y Agar de
Alm1don Soluble)

ISP Xo, 5 (Agar de Clicerol - .isparagina)

Agar de pasta de tomate-harina ‘de avena

Agar de Emersons

Agar de Bemnetts

Agar de Czapeks

Agar de glucosa-asparagina

Agar de Tirosina
Agar nutritivo

Agar de Yalato de Calcio

Fisiolozia

Acecidn sobre la leche

~

Caracteristicas d

Desarrollo, moderado,
[819]; micelio afreo,

Desarrallo noderado, r
13EL]; micelio aéreo
rillo pédlido (Y) 2db,

Desarrollo moderado, x
lio adreo moderado, am

Deszrrollo abundante,
[131,] i micelio adreo
Ilento {R) 5dc.

Desclféllo abundante,
ceo [152; micelio adr
(1) - 2dc.

Desarréllo moderado, ¥
oscuro [€ Ed]; micelio a

Desarrollo abundante,
[14ETJ' micelio adreo

Desarrollo escaso, bla

Desarrollo abundante,
micelio aéreo abundant

Desarrollo moderadb, r
[12¢5} 5 micelio abunda

380,

Desarrollo moderado, r
hay micelio aéreo.

Desarrollo nioderado, r
muy escaso.

Coagulacidn, peptoniza



Apmanii XA

Caracteristicas de Pesarrollo

wrollo. moderadd, reverso pardo grisdceo oscuro -
] micelio adreo, amarillo pdlido (¥) 2db.

wrollo noderado, reverso amarillo grifdceo oscuro
3&];'micelio adreo moderacdo, blanco (W) 13ba a ama-
o pdlido {Y) 2dab, :

mrollo moderado, reverss. gris parduzco[TC?] ; mice-
adreo moderado, amariilo pdlido (¥) 2db.

rrolle abundante, reversc -pard amarillento claro

7l 3 micelio adreo abundante, rosa grisiceo amari-
] s

6 (R) 5dc. S

xrollo abundante, reversoc parde amarillento grisi-
153@; micelio adreo abuncdante, gris .amarillento
s28c. - ’ .

)

wrello moderado, reverso pardo amarillento grisdceo
1ro[829]; micelio aéreo y esporas ausentes.

wrolleo abundante, reverso pardo ararillento mmediano
77]s micelio adreo abundante, amarillo grisdceo (R) 3ec.

.

wrollo escaso, blancoj micelio aéreo escaso (W) 13ba.

wrollo abundante, reverso amarillo griséceo[lZDk];'
x1io adrec abundante, gris- amarillents (GY) 2dc.
irrollo moderado, reverso pardo amarillento claro
353 micelio abundante, amarillo grisédceo (R)

3

arrollo moderado, reverso amarillo pé}ido[ilClJ; no
micelio aéreo. -

wrollo moderado, reverso negro [56C1]; riicelio aéreo
escaso,

fMlacidn, nentonizacidn
i . >
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TADLA T

(Cont.)

J

I

isiolozia

Reduccidn de Nifrato

Procduccidn de lelanina

Agar de Pevptona-hierro

Caldo de tripitona-extracto de
Levadura .

Requerimientos de temperatura en el agar.
de pasta de tomate-harina de avena )
Respuesta del color vegetativo al cambio
de pH . . .

HC1 0,05N

NaOH 0,05N

Licuefaccidén de la gelatina

Carpcter{cti.as de
Positiva
Negativa
Negativa

Desarrollo abundrnte y
de 26%C,; y 30£C; lige:
de 379C.; no hay desar:

El pigmento gris pardu:

Sin cémbio

100% -



(Cont,) o

Caracter{st::as de Desarrollo

Positiva

Negativa

Negativa
T oxs
Desarrollo abund:nte y esperulacidn a una temperatura

de 26%CL; y 30%C;{ ligero desarrollo a una tenperatura
de 37%C.; no hay desarrollo-a 432C, :

El pigmento gris pardusco cambia a rojo
Sin ceambio .. L . .

100%
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En la Tabla II se exponen los resultados de las
pruebas de la utilizacidén de carbono llevadas a cabo sobre
el S, lipmanii NRRL, En la tabla, se emplean los siguientes

simbolos:

+ desarrollo y utilizacidn

no ﬁay desarrollo, sin utilizacidn

" TABLA IX

Patréﬁ de Utilizacidn del Carbono para el . NHRL 358&;

Compuesto : , . Resmnuesta del Desarrollo
L-arabinosa L ) C -
Sucrosa : . -
D-xilosa . +
D-fructosa l . - - V_
gldéosa . ' . ' . L)
ramnosa ‘ . -
- rafinosa ’ . . . \ -
i-inositol ' - -
D-manitol . ' » L -
'Cqﬁtrol ksiﬁ parbono) - - -

. Bl S. clavulirerus NRRL 3585 es diffcil de clasifi-

carsen el género Streptomyces debide a su morfologia del

Y

" espordforo atipica. Sin embargo, los datos en el andlisis

de la pared celular indican que el cultivo debe considerarse

una especie en el género del Stremntomvces. En consecuencia,
el organismo es tratado como una nucva especia y se le da el

nombre de Strentorvees clavulizerus.

Este organismo produce caracteristicamente una red
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-glicina ademds de los constituyentes principales, dcido as-

. desarrollo a uma temperatura de 372C. Morfoldgicamente, es—

'sivo y consiste de redes de hifas cortas, simpodialmente

ramificaciones laterales de forma de bastones, Dventualmen-

° ) AY - - .
. te-los esporbforos se segmentan para formar cadenas de espo-

- 10

extensiva de hifas adreas cortas, simpodialmente ramificadaé,
las cuales eventualmente se segmentan em esporas. Se'erman..
ramifiéacionesilaterales de forma de bastoneé que usualmente
procducen de una a cﬁétro eéﬁoras cada una. XNo se producen -

conidias de sﬁbstfaﬁo. Las nicrografias electrénicas reve~

lan espéra§ dé pare& lisa. Llas prepar;cionés de la pared

celular contienen el L,L-isdmero de dcido diaminopimélico y

partico, dcido.glutdmico, y alanina. Las esporas son grises:

en masse 'y el micelio primario es amarillo pédlido a amarillo-

pardo. No se produce pigmento soluble. E1 cultivo tiene ung

<

escala de temperatura Sptima entre 36? y 302C, No ocurre

te culiivo se asemeja a ciexrtas cepas de Thermomonospora ¥y

Micromonospora.

Las caracteristicas del S. clayuligerus NRRL 3585

se ﬁresentan en las siguientes tablas y parrafos.

\

Forfolozfa del S. clavuligerus NRRL 3535

Se producen esporéfos en un micelio aéreo exten-

ramificadas. Usualmente de una a cuatro esporas nacen en

Y

ras. Las esporas son de ©,34-0,85 n x 0,85 x 3,3 &, teniendd
un promedio de 0,64 ;1 x 1,53 p. Las micrografias electrd-
nicas revelan esporas de pared lisa. No se producen esporas

en el micelio del substrato.
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Caracteristicas de Cultive de la 3. clavulireius naRL

YEDIO

\

ISP N2 2 (Agar de Levadura-Extracto de Yalta)

ISP N2 3 (Agar de harina de Avemna)

B -
. -

ISP N2 4 (igar de Sales Inorgdnicas-Almidén)
%. .

ISP N¢ 5 (A;ar d; glicerol—a;pargéina)
Agar de pasta de ?omate;hafina de:avenar
Agar de Emerson

Agar de Eemnett

Agar de Czapek

Agar de ClﬁcosaiAsparagina
Agar de Tirosina

Agar Nutritivo -
lalato de Calcio

Accidn sobre la leche
leduceidn del Nitrato o i

Licuefacecidn de la Gelatina

Caracteristicas de

Desarrollo abundant
[12x3) ; micelio adr
[2181]; no hay pigm

Desarrollo moderado
micelio adreo regul
pigmento_scluble.
Desarrollo abundant
238203 micelio aére
(4541 ; no hay pigm

Desarrollo regular,

[1082]; micelio aér
pigmento soluble.

B -

Desarrollo abundant:
-micelio adreo moder

(GK)3-1/rig [2131];
VI

Deshrrollo abundaut:
i celio adreo escas

Lgsarrollo abundant:
aéreo abundante, ve:
no hay pigmento soli

Desarrollo escaso
Desarrollo moderado,
micelio aédreo regul:
soluble.

Desarrollo moderado,
aéreo wmoderado, gris

pigmento soluble,

Desarrollo regular,
- 0 ’
micelio aéreo escasc

Desarrollo abundanite

“ micelio aéreo regulec

No hay coagulacidn;
Negativa.

Kinguna.



de la S. clavulirerus S 2525

Caracteristicas de Desarrollo

Desarrollo abundante, reverso amarillo grisdceo
ZKB:’; micelio aédreo abundante, gris oscuro (@) 3ih
[21B17; no h’ay 'pigmeni:o soluble.

Desarrollo moderado, reverso amarillo palido [.llvlJ
niicelio adreo regulaxr, Llanco (n) b [21‘11] no hay
p:r.gnento soluble.’

Desarrollo abvﬂca.nte, reverso amarillo gr:.saceo
12.32*.;, micelio aéreo moderado, gris medio (Gl) 2le
[45A1 ; no hay pigmento. soluble.

Desarrollo régular, reverso verde amarillo pdlido

. T3 i 2
1081]; micelio adreo regular, blanco (¥) aj no hay
pigmento soluble. S

z

Desarrollo abundante, reverso amarillo grisdceo [llElJ;

iwicelio adreo moderado, ccloxr oliva grisfdceo ligero
(uI\.,T 1/2ig [2181]; no hay pigmento soluble.

Desarrollo abunc-mte, reverso amarillo pal:x.do [llClj
uce_l:x.o aéreo escaso, no hLay p:_gn.eluo soluble

Lcsarrollo abundante, reverso amarillo claro fllJ:J j micelio

aéreo abundante, verde grisdceo oscuro ((z‘\I 2b-1/2ih [2)A3]
no hay pigmento soluble,

Desarrollo. escaso . .

Desa‘r'rollo moderado, reverso verde amarn.llo pdlido [10311
micelio adéreo regular, blanco (W) b [27A1]; no hay pigmento
soluble.

Desarrollo moderado, reverso amarillo palido [1¢B27; micelio
aéreo moderado, gris amarillento (6Y) 2dc [1042]; no hay
pigimento soluble,

Desarrollo regular, reversc verde ararillo palldo [1031]
m::.cel.n.o aéreo escaso, blanco; mno hay »nigmento soluble,

Desarrollo abundante, reverso verde amarillo pdlido [10 1];

‘ micelio aéreo regular, blanco (¥). a.

Ko hay coagulacidn; clarificacién en 17 cdias.
Negativa.

Kinguna.
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TADLA IIT  (Cont,)

i r.edio

, : ,
: Respuesta del Desarrollo a los carmbios en el

\

pH :
B Produccidn de Xelanina

Agar de Peptona-hierro y

Caldo de triptona-extracto

de levadura
Requerimentos de Temperatura . .

!

Constituyenfes principales de los
hidrolizados celulares totales

Caracteri:iticas

pH de 5,0-6,C en la
desarrollo pero no e

Ninguna.

Desarrollo y esporul
rrollo a una tempera
rior. ’

deido L,L-dianiropim
aspdrtico, alznina, -



- -12 -

1T fCont.!

Caracter{:sticas de Desarrollo

. pH de 5,0-6,C en la escala 6ptin4 para el desarrollio;
desarrollo pero no esporulacidén de pi de 7,5-8,5.

Ningona. i

Desarrollo y csporulaclon-buenos de 26-302; no hay desa-

rrollo a una uemperatura ‘de 379 0 a una temperatura supe-—
rior, .

dcide L,L-dianiropimélice, llClna, dcido glutdmico, &cido
aspdrtico, alznina, y leucina.
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En la Tabla IV se exponen 168 resultados de las
pruebas de la utilizacidén del carbono llevadas a cabo sobre
el S.clavuligerus NRRL 3585. ZEn la tabla, se emplean los
siguientes.simboldsér

4+ = desarrollo v ut;lizacién
- = mo hay desérrollo, sinlutilizacién"

(+)=. utilizacién probable

(f = utilizacién dudosa
' TABL; IV‘
\ Patrén de Utilizaciéﬁ'éel Qarbono nara el NRIG 3525
- Commuesto . ' - Resyuesta del.Degarrollor

Utilizacidn del Carbono:

L-arabinosa 7 . -
rémnosa 7 . o .
fructosa \ -

" D=xilosa’ I -
melezitosa ' ' ' o (=)
rafinosa - o 7 o
'dextrosa. ) - e - -

"éelobiosa.r . e ',7 . -
maltosa . \ _ +
éucrosa : ) -
celulosa _ . ' -
inosiéol - (+)
ranitol - . -
glumato de Na . 7 (+)
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Los estrepﬁomicetos de esta invencidn han éido
coloca&os en el depésito permanente sin restriccién en cuan-|
to a su disponibilidad con la coleccidén de cultivo perm;ncn;
te de la Nofthgrn ﬁfilizaéibn Research an@ Development -
Division, Sef&icié de In%estigac;én Agricola,'Departamepto
de Ag;icuiturg de los Estados Unidosé Peoria, T1linois

61604, E1 Streptomyces linmanii ha sido asigﬁado el culti-

vo N2 NRRL 3584 y. el Streptomyces clavuligerus el cultivo

NQ-NRRL 3385. -

Como se manifestd previamente, la deacetoxicefa-

_losPQrina C se produce cultivaﬁto'cualesquiera de los

\ ’ ) - . . .
Streptomycetes descritos anteriormente en un medio de culti-

- vo nutritivo acuoso bajo condiciones aerdbicas. El medio de

cultivo eﬁﬁleado puede ser cualquiera de una variedad,&e me=
dios, ya que estos microorganismos son capaces de desarro—
llar y producir los metabolitos désc;itos utilizande numero-
sas fuentes de carbono, nitfégeno, vy sales inorgénidrs}

Para la produccién de fermentacidén en gran escala eﬁ donde

la economia de la produccidn es un factor significativo ¥

en donde son consideraciones importantes el rendimiento nd-

 ximo del antiﬁiético v la facilidad de aislamiento del mis-

mno, se prefieren ciertas fuentes nutritivas. Por ejemplo,
los medios que son tUtiles en la produccidén de la deacetoxi-

cefhlosporina C'inbluyen\fuentes asipilables de carbgnq ta-
les como glucosa, almiddn, glicerina,'melazas,.o éextrina.
.La fuente de carbono preferida es la glucosa. VAdicionalmen;
te, los medios empleaﬁles incluyen fuentes de nitrdégeno asi-
milables tales como harin; de soja, sélidos de infusidn de
waiz, levadura, harina de sem;lla de algoddn, extracto de

]

carne, peplonas (carne o soja) caseina, o mezclas de amino.
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‘nas, harina de soja, o mezclas de aminodcidos., Intre las

- guerinientos de desarrollo de los actinomicetcs empleados en
. . . s

el periodo de desarrollo del organismo nientras se estd pro-

6,7 hasta 7,5 o un nivel superior, el pl final dependiendo

por lo menos en parte del pil inicial del medio, los regulado-

desarrollar el organisuiod .

..15...'

»

dcidos. Las fuentes preferidas de nitrdgeno son las pepto-

sales inorgdnicas nutritivas que se pueden incorporar en
los medios de culti%o estdn lassales comunes cavaces de
producir ionés de sodio, potasio, amonio, caléio, fosfatg,
sulfato, ?loruro, cérbonato vy similares. '

. :Elementos menores necesarios para el crecimiento_.
y desarro}lo éptimo; del organismo utilizado para la produc-
cidn-de l% deagetoxicefalosporina © tanbién pueden incluirse
en el Qeaio ée cultivo. Tales oligoelementos comtnmente’
estdn presentes poﬁo impurezas én'los demds constituyentes

del medio en cantidades suficientes para satisfacer los re-

esta invenéién. 7 o .

El pH inicial del medio de culitivo puede véziafse.
Sin embargo, se ha encontrado deseéblg que el pil inicial del
medio esté entre 6,5 y 7,2. Como se ha observado con otros

actinomicetos, el pi del medi% aumenta gradualmente durante

duciendo el antibiético; v puede alcpnzar un mnivel de desde

.

res presentes en el medio, y el periodo de tiempo que se dejg

Las condiciones del cultivo aerdbicas sumergidas

.

son las condicicnes de selecéidn para la produccidn de la

deacétoxicefalosporinaiC. Para la preparacidén de cantidades
relativamente pequefias, pueden emplearse el matraz de agita-
cidén v el cultivo superficial en botellasj pero para la pro-

duccidn en grandes cantidades, se prefiere el culbtivo aefébi-
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,consecuenc1a, es deseable primero producir una sustanc1a de

.sustancia de inoculacidn végetativa asépticamente al tangue

peraturas de entre aproximadamente 25-379C. Parece ocurrir

20 :

.aproxlmadwmente 3G~ 72 horas’ después de la 1noculacién del

- 16 -

co sumergido en tanques estériles; El medio en el tanqué"

estéril puede inocularse con una suspensién esporalada, pero,.

debido.al retraso experlmentado en el desarrollo cuando ° se
:

utiliza una.susPension esporulada qomo la sustancia de ino-

culacidn, se brefiere 1a'forma'vegetativa del cultivo.

Evitando de esta manera el retraso en el desarrollo, se efec-

tda un uso mds eficiente del equipo de fermentacidrn. En

1nocu1acion vegetatlva del organlsmo inoculando una can%tidad
relatlvamente pequefla del medio de cultivo con la forma de
espora del organismoj; y cuyando ée ha obtenido una sustancia

de inoculacidén vegetativa activa, jéven, se transfiere la

,

grande. E1 medio en el cual se produce la sustancia dé_iﬁo—
culacidn puede ser el mismo que o un medio dlierente del ne-
dio utilizado para la producc1on en gran escala.
‘ Los microorganismps'que producen la deacetoxi-
cefalosporina C se desarrolla:é en uﬁa amplia escala de tem—:
) .
una produc01on optha a temncraturas de 26-30%C, En gene-

ral, la producc1on mdxima del antibidtico” ocurre dentro de

medlo de cultivo.

Como es usual en los procediwmientos de cultivo
sumergido zerdbico, se soﬁla aire estéril a través del me-
dio de cgltivo. Para un desarroilo-eficiente del organis-
mo y‘dé la produccidn del antibidtico, el voltmen de aire
eépleadé en la produccidn én tangue es de aproximadamente
0,2 a O,k Vqlﬁmenes de aire por minuto por volumen de cul-

’

tivo. .
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La concentracién de la actividad del antibidtico
en el medio de cultiveo puede seguifse fédcilmente durante' el
periodo de fermentacidn probando muestras del medio de cul--
tivo con respecto é'su actividad ighibitoria contra el desa;
rrollo de los orgénismos.qug muestran ser inhibidos por 1la
presencia ae 1a deécetoxicefalosporina C. Los organismo;
Sarcina Tuten v Salmonella gé]linarﬂm.se han encontrado dti-

les para este objefo. La prueba de las wruestras puede lle-

varse a cabo por medio de los métodos turbidométrico o de

.

placa de disco bien conocidos.
En generdl, la produccidén mdxima de la actividad
del antibidtico ocurre dentro .de uno a tres dias después de

la inocﬁlaci6n~dellmedio de cultivo eﬁ procediﬁientos_de
cultivo aefébico sumergido o de cultivo en Qatr;z-de agita-
cidn.,

La actividad del anfibiéfico producida durante

la fermentacidén de awmbos estreptomicetos ocurre en el caldo

antibidtico. In consecuencia, las técnicas de aislamiento
- \ .

'enpleadas en el presehte'método son designadas para perni-

tir la recupera01on maxina del antiblotlco del caldo. Asi,

. por. egemplo, el micelio y los sélidos no dlsueltos se re-

cogen del caldo de fermentaclon por medio de los métodos con

ven01onales tales como la ¢1ltra01on o la centr1fugacmon, v
la &ezcla de antibiéticos producida puede recuperarse del
caldo -Tiltrado o centrifugado empleando la técnica de extracs
cién o de absorcidn. . ‘

La deacetoxicefalosporina C se recupera del caldo
ée fermentacidn filtrado eomo un componente de la mezcla de
antibidticos producida en la fermentacién. La deacetoxi-

cefalosporina C despuds se separa de los otros componantes

e FOT—— . " SS— > s
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éntibiéticos en la mezcla (por‘ejempio,.los antibidticos
A-16886I, A-168861LI y A-16884k previamente discutidos) y se
aisla como un componente esencialmente puro-medianté proma—.
tografia en.columné.Af R .
Pafarla.récuperaciéq de la mezcla dé antibidticos
por medio de lasrtébnicas:de absorcidn, se prefieren'las.re—

sinas de intercambio idnico, sin embargo, la recuperacidn

. tanmbidn puede obtenerse con materiales de absorcidn tales

como, carbono, gel de 5111ce, a*umlna o celulosa.

La deacetox1cefalosyor1na C, v los antibidticos

coproducidos &encidnados anteribrmente pueden existir en el

caldo de ferncntacmon en la Lorﬂa de sal o en la forma anr

. fotérica (forma zw1tterlonlca) dependiendo del pH final

del caldo. La mezcla de antibiéticos puedé-recuperarsg j
separarse uno del otro por medio de cromatog ra¢1a de aosor—
clon o por medio de cronatogra*;a de 1ntercanblo idnico cﬁan
do exlsten en cualquier forma o cono mezclas de los misnos.

Las resinas de intercambio idnico preferidas para
\ B -

la recuperacidén de .la mezcla de antibidticos son agquellas

del tipo de amonio cuaternarlo de paliestireno reblculado vy

fdldas comer01almente bajo los nombres de fabrlca de Amberlite

v pesinas IRA.(Rohm & ﬂaas:Co.; Philadenphia, Pa.) y resina

-

Dowex (Dow Chemical Co.), por ejemplo las resinas IRA-GB y
Dowex 1. - \
El caldo de fermentacidn filtrado se hace pasar

sobre una columna empacads con una resina anidnica tal como

IRA468 Y posteriormenﬁe los antibidticos se eluyen de la

miswma con una solucidén acuosa de acetato de amonio, acetato

fak

Q)

sodie; o foxrmato de emonic. Los antibidticos son elui-

dos en la forma de la sal formada con el catidn de la solu~
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" bajo presidn reducida para eliminar la acetona. El concen-

cidn de sal de elucidn. Antes de la cromatografia de inter-
cambio idnico, los anti?iéticos sé separan del caldo de fér—
mentacidén filtrado y se puriflican parcialmente.mediénﬁe qb¥
sorcién sobre carbono activédo.

Despuéé de la recuperacidn de ia nezcla de anti-
bidticos que contiene la;deacetgxicefalosporina C de 1a:co—
lurnna dé.intércambio iénico,.los mat;riales inorgdnicos en
exceso téles como la sal en exceso de la solucidn de sal de
eluqién,ipof ejemplo, el formato de amonio, pueden recoger-

se del eluato ~de'resina mediante cromatogralia del eluato

sobre carbono.

\ . .Lla mezcla de antlbléticos a51 recuperada ¥ purl—
flcada despues se cromatogra‘xa sobre gel de 51110e o celu-
losa (microcristalina) para obtener la separac;on de los-
componentes antibiéticos individuales de la mezmcla.

De acuerdo con una modalidad de esta invehbién
ei §; 1ipmanii NRRL 3584 se cultiva én‘un medio de éﬁlfivo
nutritivo acuoso durante 6 dias a una temperatura devapro:i
madamente 30¢C, El wmiicelio y los demas 1nsolubles se fil-
tran con la ayuda de un auxiliar de *1ltraclon b el caldo
fi;tradp ;e hace pasar sobre una columpa empacada con carbo4
no activado. La columna se lava con agua ﬁara eliminar las
impurezas ¥y ;a actividad antibidtica se eluye con acetona

acuosa. Se recogen fracciomes miltiples y las fracciones

activas se combinan. XLas fracciones combinadas se evaporan

trado acuoso desPués'se cromatografia sobre una resina de
ntercanblo idnico del tlno de amonio cuatermario de polies
tireno tal conio el vendido comercialriente como resina

Apberlite IRA-GS (Roluw y liaas, Firiladenphia, Fa.) en el ci-
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clo de formato o acetato. ILa columma se lava con agua Yy

después la actividad antibidtica se eluye con una solucidn.

diluida de formato de amonio acubsa de aproximadamente 0,1,‘:
Molar., Se racogen.fréqcionés mﬁﬁtip}es de eluato y las frac-
ciones activas se combinan Y se purifican adicionaliente me-
diante cromatografia sobré carbong acﬁiv@do.' El eluato éue

contiene el antibidtico se concentra y se seca por congela-'

P 4 .2 o 2 .
~cién. La preparacidén secada por congelacidn se disuelve en

agua y la. solucidn se cromatografia sobre gel de silice. La
elucidn de la columna se lleva a cabo con acetonitrilo acucso
u otro solvente adecuado, , Se recogen fracciones miltiples

i - : .
de eluato.,. Las primeras fracciones contienen el antilbidtico

A~16884, el 4cido 7—(5-amino—5-cérbpxivalefamido)—7—mgtoxi—

B—acetoximé%il—B-cefem-h-carboxilico como la.sal de gﬁqpid.
Posteriormente, las fracciones que cohtienen una mezcla de
A—16§84 v penicilina N se eluyen. Las ﬁltiéas fracciones‘
confienen la deacefoxicefalosporina C como la sal de amonio.

La forma de acido liPre de la deacetboxicefalospori-

‘na C puede obtenerse ajustando el pIl de una solucidn acuosa

‘de la sal de amonio al punto isoelécirico. Alternativamente,

el dcido libre puede obtenerse tratando una solucién acuosa

de' la sal con una resina de intercawbio idnico acidico y em-

pleando suficiente resina acididca para ajustar el pH de la

solucidn a aproximadamente un pli de 2,5. La resina se filtra

de la solucidén acidica y el filtrado se seca por congelacidn

.

para proporcionar la forma de Acido libre.

En una modalidad adicional del procedimiento de

esta invencidn, el S, Clavuligerus KINL 3585 se cultiva en

un medio nutritivo acuoso durante aproximadamente 6 dias,

el micelio se filtra y el caldo filtrado se cromatogralia
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sobre carbono activado y después sobfe una resina de interf
cawbio anidnico bdsica del tipo de amonio cuaternario de
peliestirenc tal como aguellas disponibles comerciaimente.
bajo los nombres de fabrlca de Dowex {Dow Cnemlpal Co.y
Kidland, MNich.) y Amberlite IRA (Rohm and ILizas, Pnladelnh.m., .
Pa.). De-preferencia, las resinas se emplean en el ciclo
de.iormataqch acetato. 'El eluato de la resina de intercam-

bio se recromatugratia sobre carbono activado para elininar’

el exceso de sustancias inorgénicas, después sobre dextrano

¥ finaiménte'sobré gel de silice. La columna de gel de si-

lice se eluye con acetonmtrllo y se recogen fracciones mil-
tlples. Las fracclones blolog*camente activas se combinan
v se evapora o preferlblemente se secan poxr cong selacidn,

La mezcla de metabolitos antibidticos secada or con@ela—
: ]

cidén contlene coumoe un componente menor, la ueacetox¢ce,alos—

K

porlna C. la doacetoylce¢a105por1na C se separa de 1a ez
cla sométiendo priiero la P92011 a cromatografia sobre celu~

losa microcristalina (Avidel)‘seguido poxr la separacién de
} .

los metabolitos sobre resina de Amberlite XAD-4, La mezcla

secada por congelacidn se disuelve en agua y se pasa sobre

funa_éolumna empacada con celulosa microcristalina. La colup

na se eluye con una mezclajdb acetonitrilotn~propanols:agua

(1:1}0,5 v:v:y), v las'ffacéipnés de eluato activas se com-

biﬁén y se céncentran al' vacfo v el cgoncentrado se liofilizas

La mezcla antibidtica liofilizada se disuelve en égua y des-

bués se.crqmatografia sobre resina de Amberlite XaD-4, La

columha se eluye con agua y se recogen fracciones wiltiples.

Las fr;cciones de eluato é; compruéban.médiante cromatogra-
&’ .

fia en papel o wediznte andlisis microbiolédgico y todas las

fracciones que muestran contener solamente la deacetoxi-
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éefalosporina C se combinan y se liofilizan. ias primeras
fracciones de eluato contienen los antibidticos conocidos
A-16886I y 16886IL, denominados dcido 7—(5-amino—5—carboxi-.
valeramido)—7-metoﬁi—3—cafbamoiloximetil-B-cefem-h-carboxi1;
co y dcido 7;(5—aﬁiho-5—carbo;ivaleramido)—B-éarbamoilo;img
til-B—cefém—h-carbdxilico; respectivgmente.' '

- Los. siguientes ejemplos se proporcionan para ilus-

. trar adicionalmente el procedimiento de esta invencién.

.

PRODUCCION EN MATRAZ DE AGIIAQION DE LA DEACETOXICEFALCSPO-

RINA C

Se produce un cultivo esporulado de Strentoﬁvcgs
1igﬁanii NﬁRL 358& desarrollando el organismo sobre unrcul-
tivé de agar nutritivo que tiene la siggiente composibién:

Dextrina ) 10,00 g.

.- Extracto de Lévadur; 1,00 g.

Casein% ﬁidfolizada .

("Amina- N-Z-Tipo A"), .

Sheffield Chemical

Company) '2,00 g,
Extracto de Ca?né_. | o 1,00 g,
Agar Meer (l%vado :

N trés veces) 20,00 g.
Agua, desionizada . 1 litro

El pH del medio se ajusta a un pi 7,0 mediante la adicidn
de hidrdxido de sodio,
Bl cultivo de agar se inocula con esporas de

v

Strentonyces lipmanii NRUL 3584 vy se incuba a una tempera-

tura de 30%C,, durante 6 dias. El cultivo de agar después
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se cubre con agua destilada estéril y se raspa suavemente

para recoger las esporas y lascélulas como una suspensidn

acuosa del mismo, Un mililitro de la suspensidn resultante

se utiliza para indcﬁlar cada 100 ml. de un medio wvegetativo

que tiene la siguiente composicidni

_Glucosa

_Harina de Soja

 Sélidos -de infusidn

de mailz

Carbonato dé
calcio

'Cloruro de sodio

Agua desionizada

15,00 g

15,00 g.
>5’°° Ee

2,00 g.

) 5,00 g.

T1 litro.

“E1 pH del medio vegetativo se ajusta a un pH de” 6,7 por

medio de la adicidn de hidrdxido de sodio,

El medio vegetativo se agita durante 36 hores a

una temperatura de 302C., en un agitador reciproco con una

carrera de dos pulgadas (5,08 cm.)_a 108 rpm. Bl medio asi

cidn para el medio de produccién.

_siguiente

2 g } . .
.preparado,después se utiliza como la sustancia de inocula~

.

Se prepara un medio de produccidén que tiene la

composicidng

Harina de Soja-

Caseina . '\
AY

Nitrato_de sodio

Jarabe de glucosa .

(50% de glucosa)

Agua del grifo

15,00 g.

1,00

Ca
T .

3,C0

1]

20,00 g.

1 litro.

Porciones de cien mililitros del medio de produccidn se co-

locan en matraces Erlenmeyer cen unma capacidad de 500 mili~
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litros que fueron esterilizados a una temperatura de 120¢C.,
durante 30 minutos. Cuando se enfria, cada maitraz se inocu-|
la con una sustancia inoculante vegetativa al cinco por ciep

tos " La fermentaciéh;se agita durante 72 horas a una tempe-

ratura de BOQC. en ‘un agitado; giratorio que funciona a 250

rpm. Durante la fermentacidn, el medio se ventila con aire

estéril a una régimen de O,4 v,/v./min., E1 aislamiento sé

lleva a cabo esencialmente como se reporta a continuacidn

EJENMPLO 2

Se produce la deacetoxicefalosporina C de acuerdo
’

con el procedimiento del Ejemplo.l, pero utilizando un me-

dio de produccidn que tiene la siguiente composicidn:

Productos de recuperacidn :
5,00 g.

de desperﬁicios (Nadrisol)'

Harina de Soja (Nutrisoy :

200 D) 4 5,00 g.
'Harina:de Cacahuete 5,06 g.
'Melaéas Residﬁales . 5,C0 g.

{%rihajde avena ' 5,00 g.
-Glicerol 10,00 g0

".. . Agua del grifo ‘ -1 litro

. . A X . .
y utilizando en lugar de' un agitador giratorio un agitador

recipfoco que funciona a 108 carreras por minutos.

BEJERPLO 3
PRODUCCION EN PLANTA PILOTO DE LA DEACETOXICEFALOSFORINA C

A un femraentador de acero inoxidable con una ca-
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pacidad de 40 litros se agregan 2L litros de un medio . que

tiene la siguiente composicidn:

Antifoam A (un agente con-
_tra.la’ formacidén de es-
puma vendido por la Dow

0,20

Corning) 8.

‘Glucosa _ 5,06 Ee

" “Doxtrina 700 | 50,00 g.

" Grénulos ‘de Soja 25,00 g.

7 ,;Hélazas residuales 3,00 g.
' ——Bifo;fato dé pbéasio - 0,25 g. )

Carbonate de calcio ° . 2,50 g,

\ Agua del grifo frla, hasta 25 litros

" El pil inicial es de 6,5 ¥ no se ajusta. L1 medio se esteri-

liza durante 3C minutos a una temﬁeraturé de 1202C,, s» en-
fria v desﬁués se'inocula.con una sustancia indculan%e vé~
getatlva al cinco poxr ciento produc1da como en el Ejemplo
6. la ;erﬂenta01on se lleva a cabo a una tenﬁcratur de

3028, , dqrante 66 horas, se ventila con aire estéril al ré-

‘gizen de 0,35 V./v./min., v se agita por medio de un agita-

dor mecdnico que funciona a 420 revéluciones por minuto. E1

(pil final es de 745

Aproxinadaniente éQ‘iitros.de.caldo obtenido couo
se éeécribi6.dnteriormente se filtran con la ayuda de un
Hufio Sﬁpér-cel (u#a'tie;ra diatomdcéa vendida por la
Johhs;ﬂanville'Products Corporation). El filtrado de caldo
se pasa 'sobre una colunna de 9 6 x 150 cm. enpacada con
carbono (Plttuburmq CAL. x ko vendida por la Pittsburgh
Activated Carbon Co.). La columna.se lava con agua hasta

que el efluente gueda sin color, y 1a =ciividua que se ab-

sorbo en el carbone e elimina pasando acetona acuosa al 50
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subsecuentemente se lava .con dcido férmico para convertir

una colunna de -carbono de.h s3 x 72 cm. (Plttsburgh CAL, 12

'agué, b la actividad se eluye con acetonitrilo‘acuoso al 30

.pende en acetonitrilo acuoso al 70 por ciento y se lava con

por ciento sobre la colurma,., Las frécciones que contienen
la actividad se combinan, se_concentran al vacio para elimi-|
nar la acetona, y se aplican a una columna de 5,9 x 104 cm,

empacada con_resiné.IRA—Gé (ciclo de formgto) (una resina de
intercanbio éniénido vendida por la Rohm and liaas Covy v

la. re51na al -ciclo de f;rmato) La colurmna se lava con agud
hasta que el efluente es claro e 1ncoloro, v la actividad

se remueve lavandola con una solu01on de formato de amonio,

O,IN. Las fracciones activas se combinan, y se pasan sobre

A
x hO). La columna se lava con sels_volumenes en colunna de

por ciento. Las frecciones activas se cémbiﬁén, se copceﬁ;.
tran al vacio-pana eliminar el acetonitrilo, yrse secan por
cong elaclon. El rendimiento es dé 25530 grawos de sélidos.

-La preparacién secada por congelacidn se disuelve

en una cantidad minima de agua y. se aplica a una columna

de 7,2 x 60 cm..empaéada con un producto de celulosa micro-

cristalina (Avicel, vendido por la FHC. Corporation), se sus

acetonitrilo antes de la adicidn de la muestra activa, Des-

ues de la aplicacidén de la rmuestra, la columna se lava con
£ ! ’ .

un_bolumen eﬁ colunna de\acetonitrilq, y la actividad se
eluye -con metanol. Las fracciones activas se éomﬁinan v ser
Eoncent;an hasta aéroximadaQEnte 2C0 miliiitros,-y la acti-
vidad ;e precipita médiante la adicidén de 1C voltimenes de
acetona. Xl precipitado 3# {iltra, se lava con acetona, y
ée seca al vacio., El rendimiento es de 9-12 gramos,

Veinte gramos del nmaterial obtenido come se descri-
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bid anteriormente se disuelven en una cantidad minima de
agua y se¢ anlica a una columna de gel de silice (7,? x 6O
crie ).  El gel-de silice (Calidad 950 producide por la
Davison Cheﬁical) Sé.iava pfeviamente_con_agua, después con
metanol, y sérsuspdnden ép acetonitrilo al 70-por cientg pa~-
ra empacar la coluﬁna. Después.de la aplicécién de’la nues-
tra, la qalumna se lava com un volumen en colusma de aceto-
nitrilo, y la acti&idad se elufe,con acetonitrilo al 70 por

ciento. 'Se recogen fracciones miltiples y alfcuotas peque-

fias de las mismas .se vierten sobre cromatogramas de papel

para la identificabiéncbl-factér antibidtico presenté en ca-
da fraccidén. El antibiéf;co conoc%@qrA—léssh (1a 7-metoxi-
céfalogporina C) se separa dé l; colwma en 1a% primveras
fracciones; mientras que la deacetoxicefalosporina C se fe—
coge en las ﬁitimas fracciones. Todas las fraﬁciones que
mostraron mediante cromatografia én panel contener SOIQmente
la deacetoxicefalosporina C se combinan y se secan poricongg
lacidn. i
La'preparaéiéﬁ liofilizada que se obtiene por me-

dio del aislamiento y purificacidn anteriores es la.de=-

_acetoxicefalosporina C sustancialmente pura en la forma de

la sal de anonio.

CEJENPLO It

ATSLANIENTO DE LA DEACETOXICEFALOSPORINA C COMO LA SAL DE

TOKOSODIO

Aproximadauente 60 litros de caldo, obtenido com
se explicé en el Wiumpie 2, oe filtran con la ayuda de un

ﬁylfo-Supor-cel. El filtrado de caldo se pasa sobre una

B s R 0
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columna de 9,6 x 150 cm. émpaéada ;6n carbono (Pittsburgh
CAL, 12 x 40), La columma se lava-con agua hasta que queda |
incolora, y la actividad absorbida se elimina pasando aceto;
na acuosa al 50 ‘por cienté sobre la columma. Las fraccio-
nes que'contieneplla actividaq se combinan, se concentran al
_vécio par; eliminaf la acetona, ¥ se.aplicah a una columna
de 5,9 x.iOhicm. empacaéa con IRA-G8 (ciclo de acet;to).

La colunma se lava'con agua hasta que el efluente es claro

e incoiofp, v la actiyidaq se elimina mediante lavado con

acetato de sodio 0,1M, - Las fracciones activas se combinan,

y se pasan sobre una columma de 4,3 x 72 cm, empacada con

| . . :
Pitﬁsb@péh CAL. (12 x 40) carbono,_ La columna se lave con
'séié vélﬁmenas-en.columna de agﬁa, v la activiéad se eluye
‘con acetoné acucsa al 30 por ciento. lLas fracciones agti—
vas se .combinan, .se concentran al vacio para elimirar la acg
tona, y se secan por congelacién.. Rendimiento de 20-3% gra-
nos . El-anélisis rmuestra 2,5 por ciento de sodio.,

La rezcla antibiétifa cruda como las sales de so-

dio se cromatografian sobre celulosa de microcristalina

(Avicel) y posteriormente la sal de.monosodioc de la deace-

"toxicefalosporina C se separa de la mezcla de sales sobre

gel de silice siguiendo los ‘procedimientos de separacidn

-cronmatogrdfica empleados en el Ejemplo 3 para el aislamiento

de.la sal'de‘amdnib de la deacetoxicefalosporina C,

El producto se puede distinguir crométogréfica~
.mente de la deacetoxicefalosporina C preparada ﬁor nedio de
la hiérogenacién de lé_cefalosworina ¢ (Patente de los Esta-
dos Unidos 2 3.12&.576).‘ E1l producto tiene las siguientes

propiedades:
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. d = doblete y m = multiplete,:

en agua destilada y la resina de piliestireno sulfonada AG

Andlisis elemental para:- CthlSNBOGS“a:'

Teoria: | C, 4h,32; H, k,78; N, 11,08;
s, 8,45
Encontrado:  ©, 44,80; I, 5,3%; N, 11,7hk;

S, 7,88,

- _Espectro de abéorcién infrarroja (mull) 1755-lcm,
pafé el carbénilo de Deta-lactama.
-':'Espectrb Qe absorcién'u;travioleté (Hzé)
. ‘Lambda max 260 mp- (epsilon 53C0)
Titﬁlacién Eoteﬁcionétrica (66 por.ciento de DF}:
R inicial'de 5,0 | |
oka a 4,0, 5,8_§ 10,6- .

Espectro cde resonancia magnédtica nuclear (BZO):
5,60 (11, &, J = 4,5), 5,14 (1H, 4,3 = 4,5),; 3,98 (1, w).
3,65 (11, 4, 4=18), 3,33 (1, 4, J=18 z), 2,55-2,35 (2%,
m)§'2,06 (31, s), ¥y 2,15-1,55 delta (4E, m). 2Bn los datos

anteriores de la resonancia magnética nuclear s = singlete,

EJENPIO 5

PREPATACION DEL ACIDO LISRE DE LA DEACETOXICE?ALOSPORINA C

e La sal de monosodio de la deacetoxicefalosporina

C prenarada como se describid en el Ejemplo 4, se disuelve

50W-X4 (Dio-Rad Laboratories) se agrega az la solucidn en pe~
queflas porciones con asitacidn hasta que ¢l pE de la mezcla
se ajusta a un pii de 2,5, La resina deswmués se filira y el

filtrado se liofiliza para obtener el deido libre de la

SYTRTITE TXn



6 e s 4 bt e Ty e w1 iee
.

10

18

25

30

" Bl pH del medio se ajusta a un pE de 7,0 mediante la adi-

20

. ¢idn de hidrdéxido de sodio,

" Birentomyces clavuliserus -¥RRL 3585 y se incuba durante

‘suspensidén acuosa del mismo. Un mililitro de la suspensidn

deacetoxicefalosporina en forma de un sélido amorfo seco.

BIEETLO 6

FRODUCCION DX LA DEACETOXICEFALOSPCRINA CHCON S. CLAVULIGEHE

NRRL 3585

. Se produce un cultivo esporulado de Strentomvces

Clavuligerus NRRL 3585 desarrollando el organismo en un cul-

tivo de agar nutritivo que tiene la siguiente composicidn:

Dextrina, , 10,00 g.

"+ BExtracto de levadura ’ 1,00 g,

Caseina hidrolizada
("Amina'N~Z—Tipo AM,
-Bheffield Chemical )
Company) : 2,00 g,

s

Extracto de Cafner ] 7 . 1,00 g.

Agar Keer (lavado .
tres veces . ) © . 20,00 g.

Agua desionizada 1 litro
' \

El cultivo de agar se inocula con esporas de

LG dias a una temperatufa de 309C,. E1 culiivo de agar des-

puds se cubre con agua destilada estéril y se raspa suave-

mente para recoger las esporas y cdlulas en foima de una

resultante se utiliza para inocular cada porcidn de 100 ml,

de un medio vegetativo que tienc la siguiente .composicidn:
O 3 1= pis

Glucosa 15,0C g.

Harina de soja 15,00 g.
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Sélidos de infusidn

de maiz 5,00 g.
Carbonato de calci5 2,00 g.
Cloruro de sodio 5;00 e
Agua des;oﬁizada o 1 liéro

Bl pi del medio vegetativo ée.ajusta a un pH de 6,7-por:me-
dio do Ia adicién de hidréxido de sodio.

La sustancia inocculante vegetativa se agita durﬁn—
te 24-L48 horas a una temperaturé de 302C., en un agitador
recipfocdrconzuna cafrera.de dos éulgadas (5,08 cm) a 108
rmp. Ya sustancia inoculante asi preparada despuéé se uti-

liza en la produccidn de la deacetoxicefalosporina C como

sigues
A un fefmenﬁador de acerorinoxidaPle’con Ui ca~
pacidad de 4O 1itros se agregan 24 litros de un medic. que
tiene la siguiente composicidn: |
. Antifoam A (un agente con-

- tra la formacidén de es-
puma vendido por la Dow

Corning Company) ' ) 5,00 g.
Almidén - | 1125,00 g.
. 125,0C g.

Nadrisol

Grdnulos de harina de Soja ~ 500,00 g.

Glicerol- ) ~f . 187,50 g.
Aiina N-2 A : ' 125,00 g3
‘ Heptaﬁidfato de sulfato
ferroso . 2,50'g.
Agua del grifo fri; " . hasta 2b litros

Bl pi inicial es de 5,9 y se ajusta a un pk de 6,5 con apro-
ximadanente 20 ml. de hidréxido de sodio 5N, ‘El medio se
esteriliza duranite 3C minutos a una temperatura de 120¢C,,

. )
v a una presidn manométrica de 15-18 libras/pulgada”
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(10,546-12,6557kg/gm2), se eﬁfria, v después se inocula con
cinco por ciento en volumen de la éustancia inoculqnte ve-.
getativa., La fermentacidn se lleva a cabo a una temperatu-
ra de 302C,, ddraﬁfef66 hofas,,se,vehtilq con aire estéril
al régimen de 0,55'v./v./mint, f se agita pof medio de ,un
agitadép mecdnico que funciona a 420 revoluciones pﬁr minu-"
to. El ﬁﬁ final es de 6,3.
| ) Aproximédaﬁente 75 litros delcalao completo, ob-
tenidé psr medio de la'cé@binacién del caldo completo de
- tres ééfmen%aciohes llevadas a cabo como se describid en lo
que antécede, se filtran.con lé ayuda de un Hyflo Super-cel
(un;.tig:ra diatémécea vendida pon—Johns-Manville Producté),
5 gram;s por 100 mililitros;- Ei filtrado de Caldo ce pasa
sobre una.columna de 9,5 x 130 cm. empacada con 8 litros.de
carbono (Pittéburgh CAL, 12 x 40), al régimen de 69 ml. por
-minuto. La colurma se lava con 1b litros de agua desioni—
zada (pH de 5,2) y la actividad absorbida en el carhono se
elimina pasando acetona acuosa al 50 por ciento sobre la
columna; Las fraccianes'que'contienen la =zctividad antibid-
tica se combinan, se concentran.al'vacio para eliminar la
acé%ona, y_sé aplican a una columna de.§,5 cm, x 140 cmi.
empacada con Dowex 1-X1 (ﬁﬁa resina de intercambicarifrico basi
cafvéfte vendida por la'Déw'Chemical'Co.), en el ciclo de for
mato. La coiumna e lava con 10 litros de agua desionizada,
v laactividad se elimina con formato de amonis 0,1, Las
.fracciones activas se combihan,'& se pasan sobre una columf
na ‘de 9,5 em., x 160 ém. eﬁpacada con carbono (Pittsburgh
CAL, 12 x 40), al régimeﬁ de 60 ml. por minuto. La colurna

se lava con agua; y la actividud después se eluye con 1:4

de acetonatagua a 60 ml. por minuto, produciendo 15 fracciod
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nes de dos litros, y posteriormnente con 1:1 acetonatagua, -
nroducicndo 18 fracciones de un litro. Las fracciones acti-
vas se combinan, se concentran al vacio para eliminar la ace-
tonea, v se 1iofiliién.

Cuarcnta gramos de las preparacionés liofiligadas
conbiinadas, cada preparacidn couo se discutid "ntcrlorlcnbc,
se extineo con cuntro litros de metanol agitdindolos magné-
ticarente durante . 1u horasj los materiales incolubles de wme-
tanol se Tiltran ¥ lﬁ,poréién soluble de metnuol se PTEC A
ta con 5.vn1ﬁmcnoé-de acebons. El precimiitado se separszs ne-

diante Ffiltracidn y se scea. =Rendimiento de 20,6 gramoc.

A bAY . 3 . LK. ) "
" Bsta preparacidn se¢ disuelve en una cantidad ml--

niza de agua ¥ 'se anlica a una columme de 5,8 cu. x 120 om,
empacada c;n dextrano (Seyhadex G-2%) al régirien de 1 ml..
poxr minuto. L; actividad se eluye con agua desionizadn, ¥
las . fracciones activas se COnblnan v se liofilizan.

Piez gramos del naterial obtenido como se descrie-
bié se disuelven on 255 wl. de acetonitrilotagua (53:%5

se amlican a una columna de 5,5 ecme. x 85 cm. empacada con

¢l de silice preparado en un solvente de acebonitriloiagua

)
,(7:3). La aplicacidn se efectla a un végimen de 3 ml. por

minuto. DPesnuds de la aﬁllca01on de 1ga muestra, la colurma

se eluye con acetonltrllo:agua (7 3) a un rvégimen de fiujo

de 5 wl. por pinuto. Las fracciones s activas se coumbi-

~,

nan, se concentran hasta sequedad al vacic, v se liolilizan.,

s

Cincuenta grames de la mencla antibidtica liofi-
lizada anterior, preparada combinando material de varias
pruebas llevadas a cabo cowo se describid anteriormento, sc

1.

disuelven en 80 ml, de agua v la solucidn se absorbe en ce-

iulosa tderoerdsbalina (Avical). Lo mezola oo scoa y daie
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puds se aplica a una colunna de 7,u'x 115 om, empacada con
Avicel en acetonitrilo: n-propancliagua {1:1:0,5, v:v:v).

. La colwma se eluye con el nisac sistema solvente a un ré-
ginen de 18.m1.'pof.minuto. Fracciones.de un litro de elua-

to se recogen v todas las fracciomes gue contienen deaceto-

%icefalosporina C, couo se deruestira por medio de cromato-

)

grafis en pare omediante anilisis microbioldégico, se combil-

nan, se concentran bajo presidn reducida ¥ ol concentrado

D st 1 . . N o
ge 1joTiliza para producir la szl de anonic de la deacetoxi-

cefalosporina sustancialmente pura.

Doce graos del productc secado por conjelacidn
A .

se purifica adicionaimente en .la siguiente Torma. Il iua~
ferial se disuelve'en 75 jl. de Agua v la soluc%én se Aplim
ca a una columna de 3,0 x 70 cm. empacada con resina de
Auberlite XAD-l preparada en agua. El producto se eluye’
con agua a'un régimen de 2,5 ml, pbr minuto mientras Gue se

recogen fracciones miltiples de eluato de 20 nl, cada una.

Las fracciones de eluato se observgn mor medio de cromcto-
i Al

| erafia en panel y andlisis microbicldgico., ~Aquellas frac-

ciones gue contienen la deacetoxicefalosporina C se combinan
v se liofilizan para producir la deacetoxicefalosporina C
con una pureza mavor. Las propiedades del producto son las

mismas que aquellas del producto del Ejemplo 4,

\

3

In resumen, la Patente de Invencidn que se solici

ta deberd recaer sobre las siguientes

. REIVINDICACIONES

1e~ Un procedimiento para producir la dencetoxi-

cefalosporina C, caracterizado por cultiv~r en un medio de
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L por medlo de dlcho estreptomiceto en el citado medio de cul

13584,

racterizado-en que‘el estreptomiceto es S. clayuligerus NRRL

PORINA C.-

paginas mecanografladas.

cultivo nutritivo acuoso que contiene fuentes asimilables
de carbono, nitrdgeno, y sales inorgdnicas bajo condiciones
de fermentacidén aerdbica sumergida, un estreptomiceto seleg

cionado del grupo que consiste en Streptomvces Tipmanii -

NERL 3584 y Streptomyces clavullperus NRRL 3585 hasta que

se produce una cantidad sustan01al de actividad an 1b10t10a

tlvo, Y alslar la d&acetoy1cefalospor1na C de dicho medio

de cultlvo.

- El procedlmlento de 1a Relv1ndlca01on 1, ca-

racterizado en que el estreptomiceto es S. lipmanii NRRL

Bym El_procedimiénto de la Reivindicacién 1, ca-

3585. ‘ 7 .
4.~ Se reivindica por Gltimo como objeto sovre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE DESACETOXICXTALOS-

Todo conforme queda descrito y relvmndlcado en la

presente memoria descriptiva, que cons ta de treinta ¥y cinco

" Madrid, % de Di

iembre de 1.974
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