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PATENTE DB INTRODUCCION

Sohras

SPROJUCCIOR ENZIBATICA DB CRUALOTIHAM,

SOLICITPARTE In rosbn soolal ANPIBIOPICOS, Siley do nacionnli~
dad oapaliols, domicilisde e 1o omlle Brave Hurie
1lo, 18, BADHID.

Este invenio se reficre 2 ws mmﬁimisﬁw pare la <
nmﬁm’.‘.on de vafaloting, ez docir éps.an_ T-{a—tianil Mmmﬁt})* "
mfalbsgamico por soilaoidn, anzimtipa. o ﬁuma ?—-amm ‘vefalospo~
vénioo (&mominﬁda & efeotos &ei prencata T-A0A)s Do meneta wie pave

5 tioular, ente invento ge refiere al p‘mza&zmw enzdeftics pora
1n producoidn de cofalotine en el aue ol 7~A0k & hece Xeavoimar
won &oido tienil acStico o um derivado Gel mismo, os prescncia del
Traperadn do enzimt acilante obbenidn de wns oeps deo nicroorganisme
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pertenacionte al glosro Maoillug, que producs uns susing acilants
dsl grupe vaine del T-4CA, en modio acuosc. Ios praparedos de enw
zinn soilante 3 que noa veferiresos en adelante incluyon ealdo cultie
wade, axtrooios do enzima, preparcdos de snzins e fans 85lida o
mpanaaa 4du onsiva insolubles, o utumxéu*

'  Hawta shora, h cmlatina ha sido producide por los

.. .~.‘,

pmgdimam & auilaeidn dol 'I*-AGA por nedio del Aoido tlenid

. "mﬁtm {i*atmtn britinicn nv 982&52; Pateate 4o los Botadoa Unie

don pe 11252*9731 ?atmtc britinion nt 142006265 Patente de- los
Entsdon Unitos n% 3-5'&5-693).

_ 8in ombargo, estos motodon pressmnianinsonvenisutes. Pox
ajorploy h‘ncihwian guinice del T-ACA 8a Iupar n problesss de son—
tominaoibn inevitadles del aire y de lam nguss residuslon. .

Lus presentes iuventores han hallade que cusndo me naa
o1 propaxedo eneisitico derivade del Pecilluw mogaterium Bd00 MERL
3-5:;85 en ¢l provodimiento de soilaoifin paps producir cefalotina &
partir del T-ACA, s6 ounaigue con fucilidad Jn elisinacifn do ls
hediondex del aire ¥ la depuracidn de lgs sguss rosidualems |

Por lo teslo, ox un ohjeto del preasnte @mﬁa apgm
un procesc ensinfitios paye la preducclon 4 cefalobdine, fit1l quimio-
torapiuticamonte, a partiz del T-ACA«

Otew objeln de enlto invento es aporiar un procsedinien—
1oy industrislnonte dirayente, pars ls producaiin de safaloting,
sin causar hediondes ni contanimscifn del snbientes

Oiro chiote mis dol presenis fovento es aportar un pro-
gono pure la produccidn de cefaloting, medlsnte sl usc de un prepa-
redo do snsims on fuse nblidm.
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Buseando bacterisn productoras do uns euwima de Goi~
lscifn gue introduzoan un grupe do Scido %ionil modbtice ua un gru~
po aaige del 7-404, hemos hallndo microorganictes periencoientos
aY génore Booillus oon una potsnte ageifn acilants pare sl grupo
anime Gml T-iC4, babidadose produsidy cefsloting sasi cusnitilati~
vamenta del J~ACA y ol @ster del £oido tienil aodticos

e mtroducﬁ un grupo ticnil acetilo e¢n wm grupe
aning del 7-ACA, se ush &olde tlenil avdiico o un derivede del nia-

Son ejemplos do sotos deriwades ol Syter mptilico del
foido 2-tienil acbtico, o} Gster netilien del Saido 2-tiemil aodw
tiso ¥ sisilaros.

Bl microcagunisto produetor do In onzims &g anilocifn
upsdn an ol mta Invento Tuode oo propazeds pop culiivo sorde
bico & 258 - 370 O, duranto 12-60 howis en un medio nutritive que
contengs fosntes de nitrdgens org%mﬁm. o inoxrglnico, cous pepbone,
extracte do osne, corn stesp liguary extracte do lewadura, levadu-
1 sooa, pitratos, zales aumdnicas o similuves, uns fugnte de cax-
bmmo tal cono molages, glucoss, hidrolizado de aimidhn o ainilaves,
¥ malowy iamr@nim, ¥ ol se ciaaea ama ﬁﬁﬁmﬁ mim:xbﬂmss '-;
P:1x 3 aracitgian?}o. I’am I pm@;meﬁﬁrs iﬁ&m‘h‘:ﬁaﬂ. go whilize en gono~
zal o} aalﬁi;w‘ norbbioo sumsegidos

Lo enzima soilente del grapa apine dgl F-A0A muply ga— .
fox presonte on genersl coms uns exdensing. B cusnto & los propas
radop do enzius, pars 1a roacoifn ensisRtica se pueden millizaw
ulsivos microbisnes, filtrmado 4o culiive o msiss preporads o par-
tir do ellonm.

Ademfn po pusden utilissr pars el procedimicnbe del pro-
sonto invonto. aiemsm cme a8 mantanga 'ta aesiti&nd de Iz smizisa apie
lante, ol filtzedo de cunivo mtaé# por pm@zim%s gquinicos o
fisicon, come por ojemplo lag onginas purificadag chtenidag por lon
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procedinientos conocidon de purificaciln y sepsrocitn tales couo

1n mlificeatdn, 1a prestpitacitn foacoiopeds, s dislials, Ia
cromatogmetia do adsoraidn, 1 oromatogredis de canhic 4 lonss

o 1a f4ltrecidn por gel dol f1ltrado de sultive; y los proparados
de snzims do fase 881idn ¢ los ensives inpolubilisadss preparadas
# partir ds la sdsoreids de In sine do zollacidn sobre wa vehlouw
lo inerte e ,xm sen dnaotive, psm m mbatmtm ¥ oo inaptive o

Mm"mm 5@'11331“‘

Bl procese de aomam tmmlugnrnormm de In resp~
oifn 4ol 7-A0A oon el Bsldo tienil mobtioc o con v derivade del

 miomo, ek preemncis de proparedos do anzins sollante. Sn general

eo utiliss T-ACS libre, on wa conontraciin de Oyf & 26 ng/al y
con prefersucis s 2 2 5 ma/pds 21 Soido tienil softico no sotfa
ooy gubgtreto en su forwa Acida libre, por lo cual se ntmm wne
40 mus darivados activos, tal cowmo up Sster con wn aloohol da baje

. nimere de Stemn de Carbone, com preferencis mstanole Por It genes

ral, ol derivodo dol £05d0 tienil achtios oo vmaer . axgeso nolaw
de 2-8 20 zeforido nl 7-iC4, siendo ls cautidad prelexidle us oxoe~
po wolay do 5 & 10. Ia tomperatuxe de Teacoifn uiilizads e e ge-
nearsl '43‘.'? & 400 €y von preforencia 4o "SBQ & 40% Cv EX pH de la negw
ols 4o recuciln se munifene con praforensis enirs Ty 8« XL tlempe
de ronpoibn waria, dependiendo de las oomdiciones, sotse 1 y 90 how
rag, ¥ se pusde detenor una ven alospzada 1s produncifn nbe alta
3y asfaloting. '

Guando 5o aotla con ol uso de o preparndo de sosies
an fage #81ida, 1s enzima aoilnnte me sdeorbe Irlmsro en uf OpY-
tes 1o enelem de soilacifn pucde ser sdgorbida afadiando el Liltze—
do de cultive de la cepa produstora de la enniza do sollacidn & wn
BOPOTLse
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Log poportos ussdos de acuerdo con ¢l presonte invens
$o o scleccionan teniondo en cuenta iag saracteristicas do loa que
adsorden la enzima sin imactivar ou activided; le enzina edsorbide
no doba ger llberada por lavado; ol soporte ddbs sor Inerio para
o3 susirato y no debe adzorber la vefalotiva. los ojsuplos 4o lom
popbaior quo mo ubilizon con venisja peea adgorbor ls enzims do upa
solucifn acuogn Incluyen alfming actiws, tierrs de dintomsss, srei-
Le activa, fosfato do eslodo, hidroxiapatibe y sinilares.

En primer lugar, cuznds so odsorda So83 on ol soporbe,
&6 rooomiends ajuster ol pi haate wn nivel estable pazs la. ensima

soilantos La oporscidn do lo adgoreildn me pueds sfevtuny por lotes

o o solumms, siendn preferidlc Ia Hlfisn Powus pere wns pesscifn
:emz_aﬁt:m contimme. la caniidad do soparte utilizzde varia con ol
volumen do Tiltvads del oultive, 1a potencis do la ansims y In To-
laoidn do adsoroiba dol soporiss En genmoxal, on ol caso de ww adoore
oifn &s t4po de lotesy la contided da soporio es de 5 a 15 peso/vo~
lunen con ralacifn al de t’scmo Filtradv. Bu ol ooso de 1a operseitn
de po continw, so hunedeos WG GOLuNmE cargads con ol soports;

" oon agur & ton solucifn tampdn quo tenga & pi Spbimp para la epsi-

may, 5o hyvce Popar & gu $Tevis ol calde anitimdo o In ﬂ&l‘&ﬁi&t& S8 .
ennimydmuaa ss lava la eﬂlagm caia:ﬁ;ua & aon :aamaim tompbn
pon ol fin éﬂ cﬁtener s nmpamcim &e &m*aima en fage ublide de -

o de eolmnm.
Bl soporie quo ¢onidleme 1a enslims scilante adeorbids,

oy 8solr un preparade do sasims en famn sblids, puode deseaturalizgsce

go ¢ perdsr ou actividad al ae swcax demasiedo, por lo toptn ag dobe

mankoper himedo.
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Entonces se hate retcolopar al 7-ACA con &olide tienil
acdtice o con v derivado ‘del mismo en presencis de .un;prqparéda '
de enzima. on fage sSlids gomo la concentracifh del gustrato puede
variar principalnente don azregle 4 ls potencia de la 'enzim o al
regimﬁ de flujo A fravas de la "oalmria, ne deba rogulai- ds mane~

TR que: no haya 'H»GA sin m&onﬁon&i’ ni oido tienil acatiw «

_{.\&/é'lunm. ga x‘eaccian ds aoﬂacim ag dobe roslizar a1 :»E fpti~

] y & In nejor tepperaturs pars l& aotivi&aa de la enzing.

En ol oaso de la operacidn del tipn de eclumu:; ol
tiompo da maaoaion. me pusda ajuatar canbiande el voluman eflnyan-
to dol xuatmt_é; Por lo gmneml, la reaccidn se puede llavér a
eabo por mefio del pano & través de mna eoluma de wn properado’
de onzime on fage sblida y 1a operaoion continus ee puede dosarro~
1lar con facilided sfindiende condlnuamente ias nﬁatmtﬁn-‘ Bin o=
bargo, si se enoventran susivatos en ol aeﬂwmta, se debe. redu~
air sl ragimen de 3sts © bien debe mer regiclsdo s tra.ves d& la.
colimns,. Fatos provedimisntos ge pueden aistomatizer medianta pm-
tosds industriales awtonfiticos controladoe.Cuande decrece o ga.
pierde Ia agtividad de 18 enzime, la oporaocifn #é debe dar por
terminads. ’

Ia sefalotins producida se separe por media de prode-
dinlontos tononidos da geparacifn.

VALORAGION DB YA CEPALOTINA

lan solucionss conteniendo vefalotina se valom mi-
crcbioxﬁgicammﬁe utilizando ol métode de discom de pa:pel o el
de ai;linﬁma,, oon Bacillus subtilis PCI-219, durante 16 homa,‘; V
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& 372 0. E1 halo do inkibicidn resultanis oz vn indice do la potencia
do la sofaloting gue me caloula con rPeferencis o una curva patydn de
psafaloting,

Dacor log ojemplos gus siguen con ol fia ds ilupizer of
prosento invento: " |

Bienplo z

Durante 20 minu%,, a 1208 8, en un matmaz do 500 nl, 8o
doteorilissron $00 ml do medio acvose {p¥ 7,0), sonteniendo un 1 POY
dlento aa.mmm’ wm 1 por clento da culyacto de ournes, ¥ w 0,5
por cisntp do nlorure sbdico.

Se inogul® Begillug ma&%ﬁm Mw KEREL R*MB&, ¥ eon
agitaoiin do yeivén se culiivd a 30& G duxzntc 48 hozeas Bl ealde do
cultive Piltrado so ajustd & P 7.5, oo aSadld 1 ax do celite (pro-
ducto Gn Johngitmville Saloa Inces USL), ¥ me agltd durente ‘35 ainu=
ton. B} portador filtredo se lavhd con tuapdn do fosintes 0,1 ¥
(pﬁ- 7y5)s ¥ B continmzoifn sc alisdid wno mewela de 2,5 ml de aolueidn
evacoa 6l 05 por oAento do T-E0is 2,5 1k do Gster metllico de aido
2~tienid achiico, y Ta3 ml da tanpin &4 foefatos (Wl 15y ¥ so agitd
durents 39 minutos 3 Y7 G Doopuds de Is ::miﬁn; 8o aanam o1 popor=
ey el i’&lm&o so ensayd por Wtqgmﬂa g caps $ion o zol do
silion, aandd 5o, ganchs de BE. ﬂ,ﬁ:t, u’bﬂimnéka us psdib gare el desa~
mna de bemm - agetons, &vide me&im (40:5(#4} que eps iddntico
8l &si maduc%o padrdn ﬁe cefalotinge e gr:oﬂuca‘ésa dp cofalofina fus |
det 75 por clmit.

4 1itrog de filteado de caldc do cullive oblenide en tsan—
aia por ol nlese procedislento qus e dascride on ol ejasﬁglu Fu se
ajuataron o pi 2;5, o a&ia&i@n 40 g 4G émm 7 #e renovid Surante
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10 pirntoss Bl mensionado moports se Introduio en wnx soluns
(a4fmetro 2,05um) dotada de cunima exiorior, se lavd con dsapbn fooe

faton 0% M ($8 745) 7 ne pasd a su travie 400 nl do teaphn ds Losfa~ x

tor Opt ¥ (PE 7,5) conteniondo sl 0y25 por sionte de-J-A0A, y ol
2,5 pox cian'w 4o Zater motilico del foilo 2-3isnid agatico, e un
amia e ‘!0 Mﬁum. o almtn o0 s;anmtrs hants 1/10 del volu~
neny uaaéuatﬁa W2y mm&q&m ecotato de atilo. In ospa

_fp- daotaﬂa do nﬁo L lavl con agau ¥ solucia de clomry aGdice

paturado y pontoriomeatc fus dashidsatade con sulfate sddico

anhidree Doppuss de la Filtzacifin se Mm 3 ml do goluoion o aoR.

tato de sbilo de 2-otilhoxsncato sbdios al w por olento, ¥ &
sontinusoibn me onfrid oon hielo pave precipifar lo sal sdios del
producto. Blipreoipitado ae lavh con apsizic de etilo y ao secd. KL
rendiniento fue ds 1,0 g

E1 wepoctro IR del producto fue idoniies al do wna muss~
7% nonooids Ge sal sdios de cefulotina, '

Ejomplo ],

Se¢ sembraron 600 litros de modic (P 7,0) conteniecndo
us 1 por slento de gluoosa, uwn 1 por clento de poptonm, un 4 por'
siento d& extrogto de comme y un 0,5 por clonto de GlRs, oon :30
tron do caldo de cultivo sembyado do Basilive megatorium BefO
BRRL M‘\&ﬁ, cultivindose en profundidad con airsasitn dupante 72
hovas a 26¢ G. Dasputs de la fomentaoifn s obtavieren por centri~
fugaoln 580 litres do ealéo filtrado. EL £iltrado se ajustd a pil

745, #8 1o absdieron 6 kg de oslite, y deapuls e ugith durante 40

mimtose 21 soporte con la ensims edsorbida se empaquetd an DA OO
toma (12 ow ds difnetro) con damies. lo coluwms ee ma con fampdn
fonfatos do pi 7,5 041 My posindone & troves ds wlla 1a moznls que
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contenin 1 kg de 7-3CA (10mg/wl), 15 litren del Hoter me‘tililm
Rel Soido 2-tionil acdtico, y 100 1litros do tompdn de fuofatos,
0,1 & {38 7,5),c0n una velopided especifica do 0,5. Bl elusto
g0 lavh doa veces can 20 litros de acstato da etilo y la colummn
do celife tsmbitn fue lavada oom 19 litros do aoetato de eldlos So
devechd el avetatv de obilo y 1o ospx mouoma oo pjustd & pH ¥ =~ 2
por adicidn de Q1R 6N. Dicha caps acucss o2 extrefo de nueve doo
vooes con 20 litros do acelato de etilo y me gocd al vecio pamm abte
ner 1,86 kg de cefalotins pura {pureza B0 por siento); ol rondinion-
to genoml fue del 96 por siento. El produdto erudo se recristalizé
para cbtsmer 1,14 kg de producto oriatalines {Puzozn, 98 por ciento;
rendinieate total, 85 por cienio)e

RETVIRDICACIONED
10 o PPRODUCCION ERZIBATICA DB CEFALOTIBA®, gque oomsisie on ls xesc~
oidn del Boldo T-amine cofalosporinico con un ster del foide 2-tie-
nil achbiico on un medic zouomo, en pregencia do uas enzisa acilup—
to 'Gel grapoe apino del 7-ACA, deprivnda de Baglillus megsierium NERL
B-5185.
204~ SPRODUCCION ERIDRILICA DB ¢E¥AL&1‘I§&“, ds conformidad con ls
roivindionoiln 1 on ol gue 1a enzima acilante es caldo oultivado
do dialio Bacﬁ.lua megaterim, sy fil%m&,p o ansing z}repmﬂa e pm:-

ot

3&- “z’BGDU‘C{:IO’z‘ EHZIHATICA DR cm?mma” da conformidad con 1o
reivindimion t on ol que la onziva eoilante se un preperade de
enzina ingolubilizado.

404~ “P%ﬁbchmﬂ REZINATICA DE CEFALOTINA", da conformlidad oon la

reivindicaoion 3 on ol que ol propozedo 4o lz ensims inpolubilizi-
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- 40 =

da o8 wn spporto Adwerbide con talde cultivado de Bacillus wegaterium
NEHL M;iﬁﬁ, don au Filtaedo o con 1s ennims acilante, preyoxeda del
#lmmo.. '

Sty "PROIUCCION ENZIMATICA DR CHFATOTINA", megin 1a relvindicneiln
4, e ol gue o) wmm ) wlewim antre ol grupe t‘mdo por
#:Lom da ti&ia‘ﬁmnas, mﬂmwc%m &Imina, feﬂ'ﬁa da MIM.O o

_ R |

68~ SPROMUCCION SNZIMATICA DB mmwm", de conformidad con la rei-
vindioagifn 1 mn ol quo 1o Tescoifn e Iiswm a oabo a ‘356 & 400 0,

% yi 7 8 8 om uns oonventmotin ds #oldo T-amine cefslomporinice
de 01 ~ 20 mg/ml, 7 unc concantrmolin do Sster del Hotdo -tienil
nubtion an duoeso molar de 5 & 10 oomn rolsoifin al Soldo T-amino oo~
£alosporinico.

- Ty "PROIUGCION ERZIVATICA DE CRFALOY

Seglin se dosorive y reivindion en la presente memoris

que ponpta da DIEZ hojss & nfquiss por uns sils sare.
‘Hadrid, 29 JUL, 1975

Germdn/ Go Ld Porta
P b

Fdo: Alejardro Mariinez Dalso
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