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-2 - REF: Case No. 15644

RESUMEN DE LA INVENCION

Se obtienen mayores rendimientos del conocido y atil
antibibtico cefamicina € [écido 7=(D-5-amino-5=-carboxivale-
ramido)—3-(oarbamoiloximetil)-?-metoxi-3—cefem-4—carboxilicd]
por adicién de D-lisina o DL-lisina a medios de fermentacién
constitufdos por nutrientes orginicos complejos o quimicamen—

te definidos,

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencidn se refiere a un procedimiento mejora-
do de fermentacidn para la produccidn del conocido y Gtil an-
tibibtico cefamicina ¢ [Acido T-(D-S-amino-5-carboxivalerami-
do)—34§arbamoiloximetil)-7—metoxi—3-cefem~4~carboxilico].
(Antimierobial Agent and Ghemotherapy, Vol. 2, Septiembre
1972, phgs. 121-131, 132-135, 281-286 y 287-290]. En parti-

cular, esta invencidn se refiere a un método mejorado para la

produccibn del antibibtico por fermentacidén de medios nutriend
tes con variedades adecuadas de microorganismos como, por ejem
plo, Streptomyces.

El antibidtico es producido durante la fermentacidn
aerobia de medios nutrientes acuosos adecuados, bajo condicios
nes controladas. Son adecuados los medios acuosos como los em-
pleados para la produccidn de otros antibibdticos. Estos me-
dios contienen fuentes de carbono y nitrdgeno que son asimilad
bles por el microorganismo y sales inorganicas. Ademis, los
medios de fermentacidn contienen trazas de metales necesarios
para el crecimiento del microorganismo, que son cominmente
proporcionadas como impurezas incidentales de los otros cons-
tituyentes del medio., En general, pueden utilizarse hidratos

de carbono como azﬁcares, por ejemplo sacarosa, maltosa, Ffrucs

" - -

tosa, lactosa-y Similares y almidénes corio ghanos, por ejem—
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plo avena y centeno, almidén de maiz, harina de mafz y simi-
lares, sdlos o en combinacién, como fuentes de carbono asimi--
lable. La cantidad exacta de la fuente o fuentes de hidratos
de carbono utilizadas en el medio dependeri en parte de los

otros ingredientes. Sin embargo, se ha encontrado que es su-~

1

ficiente una cantidad del hidrato de carbono comprendida apro
ximadamente entre 1 y 6 % del peso del medio. Puede utilizar-
se una 90la fuente de carbono o pueden combinarse varias
fuentes de carbono.

Las fuentes de nitrdgeno satisfactorias comprenden
miriadas de materias protéicas tal como diversas formas de

hidrolizados de caseina, harina de soja, licor de infusidn de

maiz, solubles de destileriam, productos de levadura, pasta

- ‘ . P
de tomate y similares. Las diversas fuentes de nitrdgeno pue~y
)
i

L)

den ger utilizadas solas o en combinacidn y se emplean en can:
tidades que oscilan entre 0,2 y 6 % del peso del medio acuoso}

La fermentacién se realiza a temperaturas comprendi-
das entre 20° y 37°0; sin embargo, para obtener resultados
éptimos, es preferible efectusr la fermentacidn a temperatu-
ras comprendidas entre unos 24°C y 32°C. El pH de los medios
nutrientes adecuados para desarrollar los cultivos de Strepto
myces y producir el antibibtico debe estar comprendido entre
6,0 y 8,0 aproximadamente.

La cefamicina C es producida durante la fermentacidn

aerobia antes descrita por una cepa de Streptomyces lactandu-

rang. y Streptomyces clavuligerus capaz de producir dicho

compuesto como, por ejémplo, por las cepas depositadas en la
coleccidn de cultivos de Northern Utilization Research and
Development Branch del Departamento de Agricultura de Estados

Unidos en Pecria, Illinois, bajo los nimeros de accesidn

-
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NREL 3802 y NRRL 3585, respectivamente, También pueden uti—%

i
lizarse otras cepas de esta especie, tales como los mutantes

obtenidos por agentes de mutacidén o aislados de la naturale-
22,

Ls cefamicina C y sus sales presentan resistencia no
s80lo a la penicilinasa sino también a las cefalosporinasas,
Este compuesto presenta actividad de inhibicién del creci-
miento de los microorganismos gram-positivos y gram-negativos)
A diferencia de la cefalosporina C que tiene una actividad
antibacteriana relativamente baja, la cefamicina C presenta
un notable efecto gram-negativo in vivo con una potencia que,
en general, es superior a la de la cefalotina. Esta actividad

incluye la eficacia contra las siguientes bacterias gram-

negativas: Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus N

mirabilis, Salmonella schottmuelleri, Klebsiella pneumoniae k

AD, Klebsiella pneumoniae B y Paracolonbacterium arizonae. ~§

Los bioensayos del antibidtico se realizan por un pr&T
cedimiento de disco-placa, utilizando discos de papel de fil—
tro de 3/8" (9,5 mm) de acuerdo con el procedimiento descrite
en las patentes estadounidenses 3,769.169 y 3.770.590, cuyo
contenido se incorpora aqui por referencia. Las placag de en-
sayo se preparan utilizando agar nutriente Difco més 2,0 g/1
de extracto de levadura Difco a razbén de 10 ml por placa. Un

crecimiento durante la noche del organismo ensayado, Vibrio

percolans ATGC 8461, se diluye en solucidn salina estéril pa:-
ra dar una suspensidn con un 40 % de transmitancia a una lon-
gitud de onda de 660 mp. Esta suspensidn se agrega a 20 ml/1:4
tro de.medio antes de verter las placas,

Las placas de ensayo se mantienen a 4°C hasta que se

N - .

~
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utilizan (5 dfas comé maximo); Ddspués ge la aplicacibn de 1
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discos de ensayo saturados de antibidtico, las placas se in~
cuban a 28°C durante un periodo de 8 a 24 horas. las zonas

de inhibicibn se leen en mm de diémetro.-Se utilizan para de-
terminar las potencias relativas o, cuando se comparan con un
patrén de referencia purificado, la potencia en.Pg/ml.

Debido a la dificultad inherente a la separacidn de
cefamicina C pura de las grandes cantidades de impurezascon~
tenidas en el caldo de fermentacidn, es de considerable im-
portancia encontrar una forma de aumentar la concentracibn
del antibibtico con respecto a los sdlidos totales del caldo.

Por lo tanto, un objeto de esta invencidén es propor-
cionar un método para aumentar el rendimiento de antibidtico
en un proceso de fermentacibén. Otro objeto de la invencidn es

proporcionar un método para aumentar el rendimiento de un an-

tibidtico utilizendo en el proceso de fermentacidn aditivos
quimicos relativamente baratos y fécilmente asequibles, Otros |
objetos de la invencidn resultardn evidentes en lo que sigue.
Se ha descubierto que la adioibn de D-lisina o DL-lisina a
los medios de fermentacidn orgénicos complejos y quimicemente
definidos aumenta la produccidén de cefamicina C,

Por medios "orgénicos complejos® se entienden los me—
dios donde algunos de los ingredientes no estén quimicamente
definidos. Un ejemplo de estos medios es el constituido por
avena de la marca Crescent, harina de soja, citrato sddico,
un antiespumante y solubles de destiler{a. Por medios "quimi-
camente definidos" o “sintéticos"™ se entienden los medios en
los que todos los ingredientes estén quimicamente definidos,
Un ejemplo de estos medios es el constituido por glucosa, fosd
fato 4cido potésico, citrato sédico, asparagina, metionina,

glutamato monosédico, cloruro cdleico, sulfzto magnésico y
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sulfato férrico.

La cantidad de D-lisina o DL-lisina necesaria para
estimular la produccidén del antibidtico depende hasta cierto
punto del cultivo y del medio empleado. En el caso del culti-

vo de Streptomyces lactamdurans o Streptomyces clavuligerus,

se ha observado un aumento de la produccidn del antibidtico
en medios gintéticos que contienen de 0,01 a 0,80 % (peso/vo-
lumen) de cualquiera de los dos aditivos. Se obtienen rendi=-
mientos Sptimos & un nivel de 0,10 a 0,80 % con rendimientos
especialmente buenos a 0,40 %.

Correspondientemente, en un medio nufriente 6rgénico

complejo que utiliza Streptomyces lactamdurans o Streptomyces

clavuligerus, se observa un aumento de los rendimientos de

antibidtico a un nivel de 0,05 a 0,20 % de D-lisina o DI—-1lisi
na, obteniéndose los rendimientos éptimos a 0,10-9,20 %,

El experto en la técnicae observard ficilmente que, adg
més de ger utilizadas por si solas, la D-lisina y la DL-lisi-
na puedén ser combinadas para dar un aditivo que estimulard
el rendimiento de la cefamicina ¢ tanto en los medios nutriend
tes orginicos complejos como en los medios sintéticos que utid

lizan S. lactamdurans o §. clavuligerus.

El experto en la técnica observard ademis que, ademds
de emplear D-lisina y DL-lisina, pueden utilizarse en la préo~
tica de la invencidn las sales de estos materiales, Por ejem—
plo, pueden utilizarse el hidrocloruro, sulfato, fosfato,
etc. en el medio de produccidn basal para aumentar el rendi-
miento de antibidtico.,

El momento de la adicidn de los aditivos que aumentan
el rendimiento al caldo de fermentacidén no es critico. Asi,

r

la adicibén puéde tener lugar en el momeldto de la inoculacidn
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con el cultivo de Streptomyces e incluso hasta 72 horas des—
pués. En general, se prefiere afiadir la D-lisina o la Dl-lisi
na en el momento de la inoculacidn.

Los medios a los cuales se aflade el compuesto D-lisi
ng 0 DL-lisina pueden ser cualquier medio nutriente acuoso
adecuado; sin embargo, cuando ciertos medios se utilizen en
combinacidn con estos aditivos dan cantidades especialmente
altas del antibidtico. Asi, se ha encontrado que el cultivo

de Streptomyces clavuligerus proporciona los méximos rendi-

mientos en los siguientes medios:
MEDIO 1
Almiddén -~ 4,8 %
Solubles de destileria - 0,5 %
Sémola de semilla de soja - 0,21 %
Glicerol - 0,8 %
Casefna hidrolizada (%N-Z Amine Tipo A) - 0,5 %
Heptahidrato de sulfato ferroso - 0,01 %

Agua corriente - 1,0 litros.

ANz Amine, Tipo A: digesto enzimdtico de caseina; producto
de la Sheffield Chemical Co., Norwich, New York,

El cultivo de Streptomyces lactamdurans da rendimien—

tos especialmente buenos de antibidtico en el siguiente Me-
dio II.
MEDIO IT
Solubles de destileria - 3,0 %
Levadura seca primaria - 1,0 %
Antiespumante Mobile par-$ - 0,25 %
Glicina - 0,05 %

L-fenilalanina - 0,30 %

—— .
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Almidén de mafz - 2,0 %
Agua desionizada - 1,0 litros.

La discusién anterior y los ejemplos que siguen es-
tan dirigidos fundamentalmente a las fermentaciones que uti-

lizan una cepa particular de los cultivos Streptomyces

lactamdurans y Streptomyces clavuligerus, Sin embargo, tam-

bién pueden ser utilizadas otras cepas de estos organismos,
como los mutantes, para producir el antibidtico y resultaré
evidente al experto en la téenica que la Dh-lisina o la
D-lisina pueden ser utilizadas para aumentar el rendimiente
del antibidtico cuando se agregan a lotes de fermentacién

que contienen estas cepas. Siguiendo las ensefianzas de esta

invencidn, las modificaciones o variaciones obvias de los n |

veles 6ptimos del aditivo o del momento de adicidn al medic

de fermentacibn, etc., estéan dentro del alcance del experic |

en la técnica, cualquiera que sea 1la cepa de Streptomyces ]

lactamdurans o Streptomyces clavuligerus utilizada para pro-

ducir el antibidtico cefamicina G.
Aunque el antibidtico es producido en cultivos super-
ficiales y sumergidos, actualmente se prefiere efectuar la

fermentaciln en estado sumergido, Las fermentaciones a pe—

- o————— © 48 i~ ot o b oy

quefla escala se realizan convenientemente colocando cantids-

des adecuadas de medio nutriente en matraces, esterilizandc }
los matraces y su contenido por calentamiento a 12000, ino-
culando los matraces con esporas o un cultivo celular vege~-

tativo de una cepa productora de cefamicina C de Streptomyce

tapando sin apretar el cuello de los matraces con algoddn y
permitiendo que la fermentacidn transcurra a une temperaturz

congtante de 2895 aproximadamente, en un sacudidor, durante

. -
.

3-5 dias., Eéﬁajp}:ﬁﬁabajo a payor escala, es preferible
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efectuar la fermentacidn en tanques adecuados provistos de
un agitador y un medio para airear el medio de fermentacidn,
En este método, el medio nutriente se prepara en el tanque y
se esteriliza calentdndolo a 120°C, Despuds de enfriar el
medio esterilizado, es inoculado con una fuente adecuada de

cultivo celular vegetativo de Streptomyces y se permite que

transcurra la fermentacidn durante 2-4 dias mientras se agltd
y/0 airea el medio nutriente y se mantiene la temperatura a
unos 28°C, Este método de produccién de cefamicina C es espe-
cialmente adecuado para la preparacidn de grandes cantidades
del antibidtico,

La fermentacidn utilizando el microorganismo produc—
tor de cefamicina O puede ser llevada a cabo a temperaturas
comprendidas aproximadamente entre 20 y 37°C. Sin embargo,
para obiener resultados 6ptimos, es mis conveniente efectuar

la fermentacién a temperaturas comprendidas emntre 26 y 30°C.

El pH de los medios nutrientes adecuados para cultivar el

Streptomyces y producir el antibibtico puede variar entre 5 y

9 aproximadamente, Sin embargo, el intervalo de pH preferido
es alrededor de 6,0 a 7,5.

En la puesta en préctica de la invencidn, se prepara
una sugpensidén celular por adicidn de medio estéril a un cul-
tivo inclinado en agar del microorganismo productor de cefa-
micina C. El crecimiento del cultivo inclinado se utiliza des
pués para inocular un matraz de siembra y este iltimo se sa—
cude a unos 28°C durante 1-3 dias para obtener un buen creci-
miento. Después el matraz de siembra se utiliza para inocu-~
lar los matraces de produccidn. Alternativamente, el matraz
de siembra puede ser inoculado. mediante un cultivo liofilize-

do o un inoculum -congelado.
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La inoculacidn generalmente se efectla empleando alrsl
dedor de 1 ml por 40 ml de medio de produceidn. Entonces se
agrega la concentraciln deseada de aditivo a los matraces de
produccidn después del periodo de espera necesario y se per—
mite que transcurra la fermentacidn durante 2-4 dias mientras
se agita y/o airea el medio nutriente y se mantiene la tempe-
ratura o unos 28°C. Todos los matraces de produceidn, es de-
eir, los que contienen aditivos y los matraces utilizados co-
mo controles, son después analizados,- generalmente al cabo
de 96 horas, para determinar la cantidad de antibibdtico pro-
ducida en cada matraz.

El antibidtico es convenientemente analizado mediante

un procedimiento de disco~placa, empleando Vibrio percolans

ATCC 8461 como organismo de ensayo. Se utilizan discos de
3/8% (9,5 mm) de didmetro, La actividad del antibibtico sge
expresa en microgramos por mililitro del 4cido libre. Se pre-—
para una curva patrén a partir de soluciones de concentracidn
conocida del antibidtico.

Despuds los matraces de produccidn se analizan dilu~
yendo la muestra en solucidn reguladora de fosfato 0,02 M a
pH 7, hasta una concentracién apropiada. El organismo de en—

sayo es Vibrio percolans ATCC 8461 y el medio de ensayo es

agar nutriente Difeo mds 0,2 % de extracto de levadura Difco.
Los discos se sumergen en 5 pg/ml de la solucidn patrén de
antibidtico y se colocan sobre la placa en posicién alterna
con respecto a la muestra. Después las placas se incuban a
3700 durante 18 horas y se determinan los didmetrcs de las
zonas en milfmetros. Se emplean cinco placas patrén conteniend
do cuatro nlmeles del patrén que oscila entre 2,5 Pg/ml y

20 po/ml. El.ensayo,ﬁe calcula medlante un nomopuafo y los
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resultados se registran en microgramos por mililitro del Aci~
do libre.

EL antibibtico puede ser recuperado del medio de fer-
mentacibén por diversos procedimientos. El caldo filtrado pue-
de pasarse z través de una o mis columnas cambiadoras de ién.

El cardcter anfétero del antibibtico permite la seleccidn de

resinas cambiadoras de ién catidnicas y aniénicas para optimi
zar la recuperacién, El antibibtico adsorbido puede ser sepa-~
rado después por elucidn, preferiblemente en un disolvente
voldtil tal como piridina, que pueda ger facilmente elimina-
do.

Los sigulentes ejemplogs se dan para ilustrar y no pa—
ra limitar la invencién.

EJEMPLO 1
Se abre asépticamente un tubo liofilizado de S.

lactamdurang NRRL 3802 y su contenido se transfiere a un tu-

bo de cultivo inelinado con un medio de mantenimiento de -agar
de la siguiente composicidn:
Melazas finales de azlcar negro 1%
Levadura de destilerfia (National Yeast Co.) 1 %
Bacto~agar (Difco) 2,5 %
pH 7,0
Después de la inoculacidn, los tubos inclinados se in
cuban a 28°C durante 7 dfas, en cuyo momento se observa un
crecimiento abundante. Lios cultivos se almacenan a la tempe-
ratura del refrigerador hasta su empleo.

Siembrg de primera fase: Se transfieren 4ml d& organismo

desde el cultivo inclinado a 40 ml de un medio de siembra es-
téril de primera fase, contenidos en un Erlenmeyer de 250 ml

con tabiques. El medic contiene 1C g/l de levadura seca pri-
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maria N.F. (suministrada por Yeast Products Co., Paterson,
N.J.) en agua desionizada. El matraz se incuba a 28°C en un
sacudidor rotatorio (desplazamiento de 2 pulgadas, 5,1 cm)
colocado a 220 rpm, durante 48 horas, al cabo de las cuales
se observa un lujuriante crecimiento del organismo.

Siembra de segunda fase: Se utiliza 1 ml de la prime-

ra siembra para inocular 40 ml de autolizado de levadura
Fleighmann S-150 al 2 %, pH 7,0, contenido en un Erlenmeyer
de 250 ml con tabiques. Este nutriente es un producto de la
Fleischmamn Yeast Co., Stamford, Connecticut. La siembra de
segundg fase se incuba en la forma antes descrita durante
48 horas,

Medio de produccidn basal: El medio de produceién ba-

sal tiene la sigulente composicidn:

&1

Solubles de destileria (Brown & Forman Co.) 30
Levadura seca primaria (Yeast Products Co.,) Te5
Antiespumante Mobil Par-3 2,5
'Tiosulfato sédico® 1,0
Agua desionizada hasta 1000 ml

b Afiadido desde una solucidn de reserva concentrada esterili-~
‘zada 2l cabo de 30 horas después de la inoculacidn.

El pH del medio se ajusta a 7,0 con pequefias canti-
dades de solucidn de hidrbéxido sddico, se dispensan 40 ml en
Erlenmeyer de 250 ml y se esteriliza a 120°¢ durante 20 minu=-
tos. Despubs de enfriar, el medio se inocula con un 2,5 % en
volumen de la siembra de segunda fase fermentada, La incuba~
cidn se realiza durante 72 horas a 28°C en un sacudidor rota-
torio, como.sg ha descrito antes. Al cabo de 30 horas después

"

de la inocculactbn, se afiade una pequeﬁafpan%idad de solucidn
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concentrada estéril de Nay$,0; hasta un nivel final de 1,0 &/
litro de Na28203.

A una serie de matraces, preparados como se ha des-
erito antes, se aflade L~, D- 0 DL~lisina,HCl. Los matraces
son idénticos en todos los aspectos a excepcidn de la presen-
cia del aminodcido. La solucidn de lisina se prepara disol-
viendo I~, D= 0 DI~lisina,HCl en agua y neutralizando hasta
pH 7,0 con solucidén de hidrbxido sddico. Estas soluciones se
este}ilizan independientemente del medio de produccidn basal
y se afladen partes alicuotas primero antes de la inoculacién
con el organismo de produccién para dar una concentracibén fi-
nal de 0,1 % en el caso de L= y D-lisina y del 0,2 % en el

caso de DL-lisina.

Una vez completada la fermentacidn, las células se

t
separan por centrifugacidn y el caldo clarificado se analiza ;

para determinar la cefamioina ¢ en la forma antes descrita.

TABLA T
Adiciones al medio de Concentracidén (cal~ Produccidn de ce-
produccidn basal culada como hidroclo famicina G, (pg/ml)
ruro)
Ninguna (control) 0 185
D-lisina 0,10 % 266
DL-lisina 0,20 % 299
I-lisina 0,10 % 150
BIBIPLO 2

Siembra de primera fase: Se abre asépticamente un tu-

bo liofilizado de S, lactamdurans NRRL 3802 y su contenido se

transfiere a 40 ml de un medio de siembra estéril de primera
fase contenidos en un Erlenmeyer de 250 ml con tabiques. El
medio contiene 10 g/1 de levadura seca primaria, N.F. (sumi-

nistrada por Yeast Products Co, Paterson,iN.J,) en agua
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desionizada., El matraz se incuba a 28°C en un sacudidor ro-
tatorio (desplazamiento 2 pulgadas, 5,1 em) colocado a 220

rpm, durante 48 horas, en cuyo momento se observa un luju-
riante erecimiento del organismo. !
1

Siembra de segunda fase: Se utiliza 1 ml de la prime-i

ra siembra para inocular 40 ml de medio conteniendo 1 % de :
autolizado de levadura Ardamine YEP (Yeast Products Co., N.Jeﬁ
a pH 7,0, en un Erlenmeyer de 250 ml con tabiques. La incuba-

:
i
cibn se realiza en un sacudidor rotatorio (desplagamiento §
2 pulgadas, 5,1 cm, 220 rpm) a 2800, durante 22 horas. ;

\

Medio de produccidn basal: E) medio de produceidn :
basal tiene la siguiente composicioén: 1

i

Solubles de destileria 3,0 peso/ﬁolumen{
Levadura seca primaria N.P, 0,75 peso/volumer;
Almidén de mafz (Clinton) 2,0 paso/volumeﬁf
Dimetilformamida 1,0 volumen/vo- ;
lumen i

Glicina ,05 peso/ﬁolumen;
L-fenilalanina 0,3 peso/ﬁolumen;
Antiespumante Mobil Par-S 0,25 peso/volumen%
Tiosulfato sédico® - 0,1 peso/ﬁolumenf

)
§

u Agregado 30 horas después de la inoculacidén desde una solu~:

3

cién de reserva concentrada estéril para dar la concentra- i
cién final indicada. :
El medio se prepara en agua desionizada, se ajusta {

a pH 7-7,5 con hidrdxido sddico, se dispensan 40 ml en Erlen~;
]

meyer de 250 ml y se esteriliza en autoclave durante 20 minu-'
tos, Despuls de enfriar, el medio se inocula con 2,5 %’en VO
lumen de la si.efbra de segunda fas¢ y se jncuba durante 96 ho-
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ras a 28°C en un sacudidor rotatorioc (desplazamiento 2 pul—;
gadas, 5,1 cm) colocado a 220 rpm. El tiosulfato sddico se :
agrega 30 horas después de la inoculacidn. E
A una serie de matraces preparados como se ha descri—é
to se afiade I—, D- o DL-lisina.HCl., Los matraces son idénti-?
cos en todos los aspectos salvo la presencia del aminodcido.]
La solucidn de lisina se prepara disolviendoIr,D-¢1DLp1EmmLHéL
en agua y neutralizando a pH 7,0 con solucidén de hidrdxido :
sédico. Estas soluciones se esterilizan independientemente
del medio de produccidn basal y se afiaden partes alicuotas
primero antes de la inoculacién con el organismo de produc—
cién para dar una concentracién final de 0,05 a 0,2 % de i

drocloruro de L=, D=, o DL-lisina.

Una vez completada la fermentacidn, las células se
separan por centrifugacién y el caldo clarificado se anali- !

za para determinar la cefamicina C en la forma antes descri-;

ta. |
TABLA TI :
Concentracién
Adicidén al medio (caleulada co ,
de produceidn ba mo hidrocloru Produccidn de cefamicina ¢
sal r0) pg/ml
Ninguna (control) 0 131
D-lisina 0,05 % 186
0,10 % 184
0,20 % 237
DI=~lisina 0,05 % 169
0,10 % 157
0,20 % 187
I=ligina 0,05 % 97
0,10 % 96
0,20 % 88
Siembra de primera fass: Se abre asépticamente un tu-
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bo liofilizado de S. lactamduransg NRRL 3802 y su contenido sg
transfiere a 40 ml de un medio de siembra estéril de primera
fase contenido en un Erlenmeyer de 250 ml con tabiques. EL
medio contiene 10 gyl de levadura seca primaria N.F. (sumi-
nistrada por Yeast Products Co., Paterson, N.J.) en agua
desionizada. El matraz se incuba a 28°C en un sacudidor ro-
tatorio (desplazamiento, 2 pulgadas, 5,1 cm) colocado a 220
rpm, durante 48 horas, en cuyo momento se observa un lujurian
te crecimiento del organismo,

Siembra de segunda fase: Se utiliza 1 ml-de la prime-—

ra siembra para inocular 40 ml de unmedio que contiene 1 %
de autolizado de levadura Ardamine YEP (Yeast Products, Co.,
N.J.) a pH 7,0, en un Erlenmeyer de 250 ml con tabiques. La
incubacibén se realiza en un sacudidor rotatorio (desplaza—
miento, 2 pulgadas, 5,1 cm; 220 rpm) a 289C, durante 22 ho-
ras.

Medio de produccidn basal: El medio de produccién ba-

sal tiene la siguiente composicidn:

%

Solubles de destileria 3,0 peso/volumen
Levadura seca primaria N.F. 0,75 peso/volumen
Glicerol 1,0 peso/volumen
Dimetilformamida 1,0 volumeﬁ/%olumer
Glicina 0,05 peso/volumen
I~-fenilalanina 0,3 peso/volumen
Antiespumante Mobil Par-S 0,25 peso/volumen
Piosulfato sddico® 0,1 peso/volumen

% Agregado 30 horas después de la inoculacidén desde una so-

lucibn de. reserva .concentrada estéril para dar la concen~

)

-

tracibén final-indivada. .. . 1

>

. T
2
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EL medio se prepara en agua desionizada, se ajusta a
pH 7-7,5 con hidrdéxido sédico, se dispensan 40 ml en Erlenme
yer de 250 ml y se esteriliza en autoclave durante 20 minue
tos. Después de enfriar, el medio se inocula con 2,5 % en
volumen de la siembra de segunda fase y se incuba durante
96 horas a 28°C en un sacudidor rotatorio (desplazamiento,

2 pulgadas, 5;1 cm) colocado a 220 rpm, El tiosulfato sbdico
se agrega 30 horas después de la inoculacidn.

A una serie de matraces, preparados como se ha desori
to antes, se afilade I~, D-, 0 DL-lisina.HCl. Los matraces son
idénticos en todos los aspectos excepto la presencisa del ami
nodcido., La solucibén de lisina se prepara disolviendo L-,

D- o0 DL-lisina.HClL en agua y neutralizando a pH 7,0 con 80—
lucidn de hidrdxido sddico. Estas soluciones se esterilizan
independientemente del medio de produccibn basal y se afiaden
partes alicuotas primero antes de la inoculacidn con el orge;
nismo de produceidn para dar concentraciones finales de

0,05 % & 0,2 % de hidrocloruro de L-, D= o DL-lisina.

Una vez completada la fermentacidn, las cédlulas se
separan por centrifugacidn y'el caldo clarificado se anali-
ze para determinar la cefamicina C en la forma antes desori;
ta.

TABLA TTII

Adicidn al medio de Concentracibn (cal- Produccidn de ce-
produccién basal culada comohidroclo famicina(}(ngbl)

ruro)
Ninguna (control) 0 151
D-lisina 0,05 % 221
0,10 % 274
0,20 % 296
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~ N.F. (suministrada por Yeast Products Co., Paterson, N.J.)
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TABLA IIT (continuacidn)

Adicidn al medio de Concentracién (cal-~ Produccidn de ce-
produceidén basal culada como hidroclo famicina C (Fgﬁml)

A —— ¢ £ o — et s

ruro)
DL-lisina 0,05 % 182 ,
0, 10 % 198 ;
0,20 % 222 5
L-lisina .0,05 % 152 ;
0,10 % 123 é
0,20 % 120 i
EJEMPLO 4

Siembra de primera fase: Se abre asépticamente un tu-

bo liofilizado de S. lactamdurans NRRL 3802 y su contenido

mera fase contenidos en un Erlenmeyer de 250 ml con tabi-

’

ques. El medio contiene 10 g/l de levadura seca primaria

en agua desionizada. El matraz se incuba a 28°C en un sacudi;

dor rotatorio (desplazemiento, 2 pulgadas, 5,1 cm) colocado
a 220 rpm, durante 48 horas, en cuyo momento sSe observa un
lujuriante crecimiento del oFganismo,

Siembra de segunda fase: Se utiliza 1 ml de la prime=

ra siembra para inoculsr 40 ml de un medio sintético idén-
tico al medio de produccidn sintético descrito mis adelante.
La incubacidn se realiza en Erlenmeyers a 289G colocados en

un sacudidor rotatorio (desplazamiento, 2 pulgadas, 5,1 cm)

colocado a 220 rpm, durante 48 horas,

Medio de produccidn sintético

%

Glucosa 1,0
Glutamato monosddico 0,425
i-Inositol 0,02

3

4 vk b e WmarvRmASe e M SR e e oS

Acido p-aminobenzdico - . . 0, 000001

- - -

TEEN
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t i
K2HPO4 0,2 ;

NH,C1 0,1 !
NaCl 0,05
MgS0, . TH, 0 0,05 A
0aC0, 0,025 '
FeS0, . TH,0 0,0025

2080, . THy0 0,001

MnSO, . Hy0 . 0,0005 l
Na28203* 0,1

% Afladido desde una solucidn de reserva concentrada estéril
30 horas después de la inoculacidn para dar la concentra-
cidn final indicada.

El medio se prepara con agua desionizada y se ajusta

& pH 7,0 con hidrdxido sddico y se esterilizan en autoclave :
durante 20 minutos unos Erlenmeyers de 250 ml que contienen ?
40 ml cada uno del medio. A%
Después de enfriar, cada matraz se inocula con 1,0 ml%
de la segunda siembra, La incubacidn se realiza durante 96 hé-
ras a 28°C en un sacudidor rotatorio. El tiosulfato sddico
se agrega como se ha descrito antes 30 horas después de la :
inoculacifén. Se afiade a los matraces L-, D- o Dl-lisina .HC1.
desde soluciones de reserve independientemente esterilizadaSg
inmediatamente antes de la inoculacidn con el organismo, conf
objeto de alcanzar varios niveles del aminoicido. Los anéli—%
i

gis de la produccidn de antibibéticos se realizan como se ha

descrito anteriormente,
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TABLA IV g
Adiciones al medio de Concentracidn (cal Produccidn de :
produccidn basal sin- culada como hidro= cefamicina ¢
tético eloruro) {(pg/ml) ;
Y H
Ninguna (control) 0 80 ?
D-lisina 0,01 % 102
0,10 % 180
8,38 % 219
* o 270
0,80 % 251 ;
DL-lisina 0,01 % 113
0,10 % 140 ';
0,20 % 129 .
0,40 % 148. '
0,80 % 166 i
L-ligina 0,01 % 68
0,10 % 112
0,20 % 65 !
0,40 % 83
0,80 % 95
EJEMPLO 5

Siembra de primera fase: Se abre asépticamente un tu~

bo liofilizado de Streptomyces clavuligerus NRRL 3585 y su

contenido se transfiere a 40 ml de un medio con la siguiente

composicidn:

%
Glucosa 1,5
Harina de soja 1,5
S6lidos de licor de infusidn de maiz 0,5
Carbonato cdleico 0,2
Cloruro sbdico 0,5
Agua desionizada hasta 1000 ml

El pH de la solucibén se ajusta a 6,7 con hidrdxido
s6dico, se dispensan 40 ml en Erlenmeyer de 250 ml con ta—
biques y se esteriliza a 120°C durante 20 minutos, El matraz
inoculado se incuba a 28°C en un sacudidor rotatorio (desplat

zamiento, 2 palgadas, 5,1 cm) colorado a 220 rpm, durente
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Almiddén de mafz (Clinton Corn Products) 4,8
Solubles de destileria 0,5
Harina de soja 0,1
Glicerol : 0,8
Caseina hidrolizada (N-Z Amine, Tipo A) 0,5
| Heptahidrato de sulfato ferroso 0,01
Tiosulfato sbdicot 0,05

Agua corriente hasta 1000 ml

48 horas, en cuyo momento se obgerva un intenso crecimiento
del organismo,

Medio de produccidén basal: El medio de produccidn ba=

sal tiene la siguiente composicidn:

z Agregado al iniciarse la fermentacibén desde una solucién

de reserva concentrada estéril para dar la concentracidn
final indicada.

La solucién se ajusta a pH 6,5 con hidrdxido sbdico,
se dispensan 40 ml en Erlenmeyers de 250 ml y se esteriliza
durante 20 minutos a 120°C, Despuds de enfriar el medio, se
aflade tiosulfato sbdico en la forma antes descrita y los ma=-
traces se inoculan con 2,5 % en volumen de la fase de siem—
bra. La incubacién se realiza durante 96 horas a 28°C en un
sacudidor rotatorio, como se ha descrito antes.

Como en el Ejemplo 4 anterior, varios matraces reci=-
ben D~ o DL;lisina.HCI. Ia produccidén de antibidtico se ana-

liza como se ha descrito anteriormente.
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1 TABLA V

| Adicién al medio de Concentracién (cal- Produccién de ce-
produccion basal culada como hidro -~ famicina C, equi-
cloruro) valentes (ugz/ml)

Ninguna (control) 0 k 663

 Drligina 0% % s

DL-lisina 0,05 % 784
0,10 % 765

Congiderando los ejemplos 1-5 resulta evidente quejf

la D-lisina y la DlL-lisina estimulan espectacularmente la prp-
10 ducecidn del antibidtico cefamicine C, mientras que la L-lisit

na no lo hace. De hecho, la L-~lisinsa puede ser congiderada

concebiblemente como ligeramente inhibitoria cuando se agregp
R a medios de produccidn complejos a niveles mas altos. La esti-
mulacién de la produccidén del antibidtico de13-lactama cefa-

15 micina C por los aminofcidos "no naturales" D- y DL-ligina

congtituye un fendémeno Gnico e inesperado.
i Cualquier desviacidén de la descripeidn anterior qué
' se adapte a este invento se considera incluida dentro de los
ﬁlimites de lag reivindicaciones.

20 “En resumen, la Patente de Invencidén que se solici-
ta deberéd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

. ' 1. Mejoras introducidas en un procedimiento de preq

Wi paracién de cefamicina C por cultivo de una especie producto
25 ra de cefamicina C de Streptomyces en un medio nutriente, cat
racterizadas dichas mejoras porque comprenden la adicidn de

D-lisina o DL~lisina a un medio nutriente.

4—

2. Mejoras segln la reivindicacidén 1,donde la espe;

cie de Streptomyces esta selecclonada entre elg;rupo formado

30 por Streptomyces lactamdurans o*Stréptomvces clavullggrus.
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|
E 3, Mejoras segln la reivindicacién 2, donde el me-

fdio nutriente es sintético. '
z 4, Mejoras segln la reivindicacidn 3, donde la D-
Eﬁsina o la DL-lisina se agrega en la proporcidn de aproxima-
?damente 0,01 a 0,80 % (peso/volumen) del medio sintético, cal-
;culada como hidrocloruro.

f 5. Mejoras segln la reivindicacidén 4, donde el or-

ganigmo es Streptomyces lactamdurans.

6. Mejoras segin la reivindicacidén 4, donde el

orgenismo es Streptomyces clavuligerus.
7. Mejoras segln la reivindicacibén 4, donde el adi.

1]

tivo es D=~-ligina.

L

8. Mejoras segin la reivindicacidén 4, donde el adi
tivo es DL-ligina. ’

9. Mejoras segin la reivindicacién 2, donde el me~
dio nutriente es un medio nutriente orgénico complejo.

10. Mejoras seghn la reivindicacién 9, donde la D-

:lisina o la DL-lisina es aifladida en la proporcidn de aproxi-
‘mdamente 0,05 a 0,20 % (peso{volumen) del medio nutriente ory
ghnico complejo, calculada como hidrocloruro.

11. Mejoras segin la reivindicacidén 10, donde el

organismo es Streptomyces lactemdurans.

12. Mejoras segin la reivindicacién 10, donde el

organismo es Streptomyces clavuligerus.

13. Mejoras segln la reivindicacidén 10, donde el
aditivo es D-lisina.

14. Mejoras segln la reivindicacidén 10, donde el
aditivo es DL-Iisina.

15. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el

que ha de recasr la petente de invencidn que ce solicita por}
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MEJORAS INTRODUCIDAS EN UN PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE
CEFAMICINA C.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de veinticuatro pa-
ginas mecanografiadas.

Madrid 14 de marzo de 1975
BERHARDO UNGRIA

P.D.
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