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R A S S T E  D E

S e b r e í

"PB03PCCI0K EHSD^TICA BE CBFALOTISA"̂

S G U C I T A n T E ^ L a ,  raa&a aoalal AETIBIí^lS&S, S.A., de imeisgali-

dad espióla, doaieiliada â¡ la  calla Brava Hwi- 

11c, 38, SáBRZB*

E sta ia^ m tc se  re fie ro  a- m  prooedisdestc- para da. 

prochmaiSa da cefalotina, os decir ácido y-(3-tianil aaetasiao)- 

cefdlosporámioo par acilaoión^ensi^ti^'á'e. ácido Y-etaíno oefalaspa- 

ránioo (ácaosácái^ 'a afecto s .deí''presoate ?r&CA)* Be m ne^. ¡sás pw-- 

3' "tioo lar, e ste  invento se  r e fie r a  a l  prccedisionto e n a i^ tic o  para.

l a  pEOdtKmioa do c e fa lo tis a  en e l qaa ?-A9& gto Baca raaocionax- 

eon ácido tion il acético o en derivad del aigae? oa presencie del 

preparado de enzisgt a s ila n te  o b t^ iá n  de vas cepa de microorganismo
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perteneciente ai ganara Bacillus, qua produce una ensiaa. aoilaate 

del grupo omine dal 7-AGA, ^  medio acuoso* Loa preparado* da en*- 

aima aeilanta a que nos :refarirwow en adelanta incluyan caldo culti^ 

vado, extractos do anzioa, preyaradoe da ansias en face solida o 

$ preparados da ansias insolubles, o almilareo*

^agta acocea., La cefslotina ha addo producida por loa
- . - ^ "  -.-r, ...

Ñ w saa dea W á t  aoilaoiÓn del #M d por media dad ácido tienil 

aOátiw"{i!atwio britSnica a? 9 8 2 .^  atenta da lo* Estados Ubi** 

dos p* ^*232*973̂  atonta británica nv 3*206*626̂  Artenta da Loa 

0̂ Estado* taaidos nü 3̂ 536*698)*

Sin embargo, satos métodos praaentsn áüeoonvsniantos* Por 

ajeaplo, 3a noilaoi&a quimica del 7-d^A da Ip ^ r  a preblemss da 00a- 

taainaoián inevl tablea dal mira y da las aguas raaidualea*

Loa presente* invantores bsa bai l ado que cwndo se usa 

13 a l preparado onsiaatioo derivado dal Baeilla* oaaatarium B-400 ERRL

B-31^ en a l procedimiento da acilaoiÓn para producir oafalotina a 

partir dal T̂ -ACA, aa consigue 00c facilidad la  aUmlHscioP da la  

hediondas dal aire y 1* depuración da Isa agusa residuales*

Por lo  .tanto, es ua objeto dal presenta lavante aportar 

323 un proceso aasia&tioo pora la  producción da csKalotina, ú til quimio-

terspeuticaaonta,, a partir dal 7-ACA*

Otro objeto da.- coto invento as aportar aa prooedimien- 

to, induetrialwmta atrayente, .per* la  producción da aafblatias, 

sin causar hediondas ni eontaminaei&o dal ambienta#

23 Otro objeto aSa dal praeaata invento as aportar un pro­

ceso para la  producción da eafslotiaa, aadianta a l usa da un prepa­

rada de ansias ea fbsa sólida*
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Bascando bacterias productoras da urna cas'im. de aci- 

lacién que introduzcan un grapa .da ácido. tian il acético sn un gru- 

pe omino dad T-̂ CA, heaos bnl3Mo 'mlcríMM âiEaos- pe?twoí^ntos 

ni gestora Baaillua con uta. potente acción aeilante- para e l grupo 

$ eaá-RO del 7-á.CA, babiéadóso producido cofélctina. casi euaAtitati-

vameatc dad 7-&CA y e l áster del ácido tion il acético#.

Cara introducir un grupo tien il acótilo en tta grupo 

amiw del 7̂ -dCA, se uaÓ ácido tien il acético o use 'derivado del mis** 

ma*

tQ Ata ejemplos de estos derivadee e l éa t^  metálico, del

acido 2-^tienil acético* e l éster del acido 2-4ienil acé­

tico y aimilaras.

SI rnicrcerganismo productor de la onsic& de acilacién 

osada aa e l presenta invento puede ser preparado por cultivo aeré-, 

biso a 239 -  370 e, dómate 12-60 hcactn ea an medio nutritivo que 

contenga fasatcs do nitrSgeno c^ánio#. o inox^aiso, cornos peptona, 

crtracto do carao* cora stoep liquo^.. extracte do levadura* leeadu-- 

sca seca* nitratos? salee. amónicas o sigilares,, una Atóate do oar- 

bs^o ta l eo¡ao melagss, glucosa, hMaolis^do dé siaid&x o símilaraa, 

29 y salea/ inorgánicas,, y al se- Races otraa gB t̂anoia .̂ gstimuiadasae '-'

dál crsci^isnte# léma.. la producción i&kusiRia! se utUisa en gass-
* "  ^*-..v ' - . *

$sH o í e d tlw  uaroMco emergido#

lo  onsiíse asilante- del r̂upo amino dsl 7-dOR suelo es- 

tan? presente en general orno una e^Mas^a# En cuanto a loe progo- 

^  r^3oe do enzisn, pora la reaeoiSn onais&tica se pued t̂ u tilizar

cultivos miorobiaBOs, filtrado de cultivo o ansias prcpamdn a par­

t ir  do cHoa#

ÁásHíás so pueden utilizas? para ol recudimiento déi pre­

sento invento aieaprty que se Bsntenâ  3e eoti^idad do 3a ansien aoi- 

36 lante, ol filtrado de cultivo tratad# por' prcocdisieAtcs químicos o

físicos, ooso por ejemplo las encono orificadas obtenidas por los



-  4

procedimientos cSBCoidce d# pwifioacion y capación talen cono

in aaMf icaciSn, la precipitación fraccicnada, la dialiaiz, la

croaatografin. de adacrciSa,. la czcaatografia A# cambio A# lenca

o la filtrccü^ por gal del filtrado da cultivo! y loa preparados-

$ de eatzise da fase eolidn o la# wziaao iccolubilizadaa preparadas
a partir de la MacroiSn da la enzima .da acilaoiSn sobre un vohiou-
la inerte qwo,jco,zea iBactiv%-parm,̂ lce eubatratce y na inactiva a

AiahA '̂ ?:4AÁ asilante. '
'¡ —  * ' - . . . . /

El proceso da aoilaoióa tiene lugar par nedin- da la rees-

1# siSn d ^  7-4CA non al Saldo tienil acé^oo o can an derivado daA

mis<M), en praeancia da preparados do enzima acilante. Su general 

se utiliza T-ACA libre, en una ooncestraciSn da 0,4 a 20 n&4& y  

coa prcferanoim da 2 & $ ag/al* Al Sóida tianil acético na eoiMa 

como substrato m *a forma Sóida, libra, peor lo ocal, se utiliza uno 

1$ da ana derivado* activos, tal como un catar con un- alcohol da bago

. námew da átenos da- Carbono, con. preferencia netanol. Por: lo ĝ ne-** 

ral, al derivado 4ol ácido tieail acético. ¡aa usaen" un - eccceso molar 

da 2-a 20 referido al ?-&CA, siendo la cantidad preferibleun srce-- 

so molar do 5 a 10. La temperatura da- raacoRáa. utilizada: en en ge- 

20 Banal 33 -a 40" C-., con prsforancia 4a 33" a 40" C* El pH d* la moa**

ola da roacciSs se mantieno con preferencia entra 7 y 8, El tiempo 

da veaeoiSn varia, dependiendo da la# cocdicicnee, entra i y iO ho­

ras, y se puado detener una veo alcanzada la pxodMMlSB a&e alta 

do cefalotina.

25 Cuando na coila con el uao do un preparado do enzima

en face sélida, la enzima- asilante ae adzorbe primero en un 'sopor- 

te. La enzima de acllaoiSn puede ser adsorbida ardiendo el filtra­

do do -cultivo de la cepa productora do la enzima de acilaoiSn a. un 

eeperte..
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Los soportas osados do acuerdo con o í prosonto inven­

to ge soloccionan teniendo en cuenta las Gar3.ctaríst.ioa.s do loa nao 

adsorben la  en?!""* sin inactivar ou Natividad; la  ensisa adsorbida 

no- daba aar liberada por lavado; d  soporte úeM sor inorto, para 

3 e l sustrato y no deba adsorber la  oefnlotina* Loa ejemplos de los

soportes que aa utilizan coa ventaja gara adsorber la  esaissa. do mua. 

solución acuosa incluyen Alúmina activo, tierra da diateaea.e, arci­

lla  activo., fosóte da. calcio, hidrosiapatito y  siailares*

Si primer lugar, otando so adsorba asta en e l soporto,

%# so recomienda ajustar e l pH basta un nivel enlabia pa^ la  enzima.

asilante# la  Operación de la  adsorción, oa puado efectuar por loteo 

o  en oolmtas, sisado preferible la últiisa. farsa para una ro^eoióat 

^ensiB t̂ica continua# la cantidad do soporte utilizado- varía con el 

volumen de filtrado del cultivo, la potencia de la  .enzima y la  re- 

0  laoicn do adsorción da! soporto* Sí general, es al caso, de una Adsor­

ción dg tipo de lotos, la cantidad da soporto os da 3 o t$ geso/vo- 

, loman c<ut aM âci&í a l de acido filtrado* En e l caso de la  optación 

da tipo oonticuo, so humedece una columna cargada con e l soporto, 

coa agua o son solución tasapóa que ton^a al gE. óptimo para la emai- 

gQ aa, ge ha^ piular a ou¡ trovos o! caldo cultivado o la  solución do

onoisa y 'después A3 lava la coluda-coá'^ua o- con solwiSn tumpón 

con e l fin  dg Obtener la graga^eim do onaitaa en fase dolida 4a t i­

po do colamad*

El soporto que contieno la  oaaiNz añilante sdsorMda,

23 as dooir un preparado do encima en ioao solida, puedo dos^aturólisar-

sc o perder ma actividad s i se soca demasiado, por lo  tanto so debo 

Bantencv húmeda*
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Batonoes so Meo reaooionar a l 7-A.CA oM ácido t i^ i l

acético o con va derivado del mismo ^  presencia de un preparado

de enziea. en ¡Pase sólida. gene la concentración del sustrato pueda

varia? principalmente con arregle a la  potencia de la enzima o a l 

régimen, de fia  jo a .través de la. columna, se debe regalar de Mane­

ra qa$= no- sin reéb'á'̂ B!̂ ,̂ ni. ácido- tien il acético en

'reacción de aoilaoi&a. ^o debe realizar a l %  3pM- 

mo y a la mejor temperatura para la  actividad de la enziaa*

Sn el oaso de la operación del tipo de ooluana, el

tiempo de rcaooión se pueda a juntar cambiando e l velamen ^luyan­

te del sustrato* ?or lo  general, la reacción se puede llevar a

oabo por medio del paso a través da ana columna de un preparado 

da enzima en fase sólida, y la operación continua se puede desarro­

lla r con facilidad añadiendo continuamente los sustratos* Sin em­

bargo, si se encuentran sustratos en e l afluyaate, se deboredu- 

oir e l regiman de este o bien deba ser reciclado a través de la 

columna. Botos procedimientos se pueden sistematizar mediante pro­

cesos industriales automáticos coatrolados.Cuandc decrece o as. 

pierde la actividad de la enzima, la operación se debe dar por 

terminada.

la  eefalotina producida se separé por medie de prods- 

dimiontos ocnoeidoe de separación.

1MOMOICN DE LA CEFALOTBM. '

Las soluciones conteniendo eefalotina se valoran mi- 

erobiológicamaat* utilizando el método de discos de papel o e l 

de cilindros, con Bacillus subtilis PCMi?, durante jó horaa,
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-a. 3?s c# S í M ío  de inhibición  resu ltan te  os un ín d ice  de la  potencia 

do la  oaCalotina que se  ca lcu la  con referen cia & m a curva patrón de 

ooCalotina.

3&M50B lo s  ojeaploa que sigues con e l  f in  de ilu s tr a r  d  

presento inventat

Mennlc i

Pumnto 20 minutos, a i20a 0, en un aatras do 300 a l, so 

aEtoriliáaron iOO d  de medie acuoso (p3¡ ?,Q), contanieodo un 1 por 

ciento de poptona, un T por ciento de extracto da same, y  un 0,5 

per ciento de clorure sódico.

Se inoculó Baeiiltte Megate^ua R̂EL Hr5%^ y con 

-agi^oión de vaivén se cultivó a. 30a 5 durante 48 horas# El caldo- do 

cultivo filtrado se ajuste a #  7,3? se ̂ a^dió' i gr de celite (pre- 

ducto do Jedma^nville Salea Inc#  ̂usa), y se agite durante 30 sinu- 

toa^ El portador filtrado se lavó con taspón de. fOaSatea 8,1 K 

(pS y a oíattinuaci$& se nHaáió una. mesóla de 2,5 mi de solución 

acusón a l 0,5 por c i^ to  de Î LCA, 2,3 mi da estar motllioo de ácido 

2-tieail aoótiooy y .1,5 wl da taapSa d# fosfatos ÍPR 7,3), y .so-agitó 

dureMata 30 minutos a. yya c. Peepuée da la  .ra^oolón, a#- sep#& el sopor- 

t e y  e l filtrado sa ensayó por oro^ togen f^^  ^pa fina gól do 

^ Íc e , ' dan^-t^^nohn de utilisando- nn -medió para al desa­

rrollo do bapoeao -  aootoaa, ácido ooó$ieo (4&3$&t4) que ora idéntico 

e l Rol producto patrón da oeihlatiaa. &a producción do cefalotina fue 

dal ?5 .por s i^ to .

Eioaolo 2.

4 litros de filtrado de calda do es tivo  obtenido ^  onen- 

ein pao? d  aisso .proceditaionto que se describa on e l ejemplo 1, se 

ajustaron a p3 1,5y se aSadieron 40 g do colite y se removió duraste
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30 nimtoe*. SI mencionado soporte a# introdujo os una colmas 

(diámetro 2,0)em) dotada As casias exterior, as lavó oca taapóa foo- , 

fotos ^,7 H (pH 7,5) y  se pasó a so travos 480 s i As tnmpón As fosfa­

tos 0,4 K (pS 7,5) oontenismdo s i 0,25 por oianto de 7-ACA, y e l 

$ 2,5 por oléate As áster metílico del ácido 2-tiaaÜ acético, en as

espacio de 30 mi&utoe* SI oíoste as encentró hasta 1/10 Asi volu­

men., se ajustó *  ^3 2 y se eátídjCj^on acetato de etilo* le  capa 

, ^  aácíétc de etilo se lavó eos agua y soludón de elorwo sódico

saturado y  posteriormente fue dachidratsda coa sálgate sádico 

10 anhidro* Después As la filtra o i^  es adadieroa 3 e l de solución so aceu

tato de etilo de 2-otilhexancato sádico a l 30 per oleato, y a  

omtinuaoiÓn se enfrió cea hiele para precipitar la  sal sádica del 

producto* ^..precipitado ee la^5 coa acetato de otile y  ee secó* SI 

rendimiento fas de 1,0 g*

1$ BI espectro XR del producto fas idéntico a l de una mues­

tra conocida do sal eódioa de oefalotiaa*

Ejemplo 3

- Se aanbraron 600- litros de medio (pK 7,0) oonteoioado 

un 1 por ciento de glucosa, un i por ciento de poptoaa, un i por 

20 ciento do extracte de carne y un 0,5 por ciento de ClNa, oon 30

litros do caldo de cultivo sembrado de Basilios mee&torlua B-400 

BRRI* B-5385, cultivándose m profundidad con aireación durante 72 

horas a 26c 0* Después de la fomentación se obtuvieron por oentri- 

fugaoi&i 580 litros do caldo filtrado* El filtrado se aguaté a pH 

25 7,5, ee le  aBadicror 6 Kg de oellte, y después se agitó, durante 40

minutos* El soporte con la  enzima adsorbida se empaquetó en una. co­

lumna (12 om de diámetro) con camisa* La columna se lavó con lampea 

fosfatos de pK 7,5 0,1 M, pa^ndose a través de e lla  la  meada que
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30

contenía 1 kg do 7*̂ CA (lOmg/ml), 15 lit r o s  d el cater m etílico  

d e l ácido 2- t ie n il  a cético , y  100 l i t r o s  do tnapón do fosfatos,.

0,1 H (pS 7, 5) , con usa velocidad e sp e c ífica  de Ogj?, SI alaato 

so lavé  dea veces con 20 l i t r o s  de acetato  de e t ilo  y  la  colmena 

de e o lito  taabiéa fe o  levada oca 15 l i t r o s  de acetato  de e td lo . So 

desechó e l acetato  do o t ile  y la  capa acuosa ce a ja s te  a  pR t  -  2 

por ad ición  de StK 6N. Bicha capa acuosa so extrajo  de nuevo dos 

veoes oca 20 l i t r o s  de acetato  de e t ilo  y  aa sacó a l  va cie  para abte 

a e r 1,86 kg de o efa lo tin a  para (pureza 80 por ciento) ; e l  rendimien­

to  general fu e d el 96 per c ie n to . B& producto crudo se re c r ía ta liz ó  

para obtener 1,34 Bg de producto o r ia ta lin o . (Porsza, 98 pop ciento; 

rendimiento to ta l, 8$ por c ie n to ).

REIVHfRICACIOKBS

ia .^  "PRODUCCION ^EDíATICA DE CEFALOTINA", que eonsiate en la  reac­

ción  d el ácido 7-eaiao  cefalospcránico con un é a te r  d e l ácido 2- t ie -  

a i l  a cético  en un medio acuoso, en presencia de una enzima. a d ia n ­

to  do! grupo amino d el 7-ACA, derivada de B acillu a  Bggatar&ua NRRL 

B-5185.

2& .- "PRODUCCION gg3im fIC& DE CEFAMHNA", de oonforsidad con la  

reivin d icación  1 en e l que la  eaa&aa a s ila n te  es cald o  cultivudo 

de dioáo ISaoillus me^terima, su.filtrád^^'^síma. gtrepaipaáa a par-

"PROHJCCION í^SIKATICA BE CEFAiCTINA", de ccnforsióaé con la  

reivin d icació n  1 en e l  que la  enzima eoil& n te es ua preparado de 

onsima inaolubilisado*

40^- "PSOPUCOION M3'INÁ?ICA BE de conformidad con la
V

reivindloaoiSn 3 en e l  que e l preparado do la  encima, in eo lu b iliza -

35
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da as ca aporto adsorbido oca caldo caltiwdo da Baoillua magatcriom 

SMb D^38^, oca su filtrado o coa oasAana aoüaatc, preparada dol 

ciase*

5**- "2SO3CCCI0E 3SMIMRA DE CHAM BA", seg3a la  raiviadicaeián 

5 4, en si que si soporto so aoloooicma aatrc- ai grupo Rasado por

, .M^coxi^tito*.

d ".- P̂iKHK!CCICH EHZIM&TICA BE EEPAMPEBA**, da conformidad con la r# i- 

vindioaoi&í i  aa qae 3a raaoci&t aa 13ova a  oabo a 35* a  40" O*

10 a pn ? a 8¡, cw  una aoagoatmci&t da ^ d o  Y-aaiao oafblosporSaioo

da 0%? ^ 20 sg/ML, y uas ccncantMci&a da sstw  dal acido 2-tieaÜ  

acético en &caso ociar do $ a tO con rdÍaoi$n a i SoMo 7-aaino oa- 

faloepoxánico*

. 7**- ^BOrnCSION ENZmTICA DE CSFAMM2NA***'

SsgSn sa dosoriba y  rairSadioa ao la  presante escoria 

W  Oímata da DIEZ hojas a  aSquisa por coa s%3a cara#.

Madrid, 2 9 JUL. 1975

d̂o: AteĴr.dro M*rffn<z D#¡!0
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