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ILHORT/. DIESCRIPTIVA

Tl objeto de la presente solicitud de Patente de Tntrodu~
ceibén lo comstituye un proceso para la produccidn de Acido 77—
amino desacetoxi cefulosporinico, que aporta esenciales caractc
ristices de novedad sobre lo actualmoente conocido Vv en uso emn
nuestro pais.

THTR.CTO DE Li. INVENCION

hcido 7~amiﬁo desccetoxi cefalesporinico, representado por

la férmula genercl

N
N
3
COO0II
producido de conformidad con un proceso en el cual una sal -
del Acido 7~ccilamino desacetoxi cefalosporfnico con un mebcl
alealino represertszdo por la L6rmuls general:
‘ o
R=-CO-NIL
O= 17, . CII3
Cool
en la cue R es un grupo bencilo o fenoximetilo, ¥y M es un &to-
mo de metal Alcalino capaz de Tormar una sal soluble en agusn
es tratado con un vehiculo que contiene filtrado de culbtivo o
una cepa productors de enzima pertencciente al género Boeillus,
que puede descomponer el enlace amida de dicho compuesto, sien-—
do dicha cepa Bacillus megaterium B-400 FERM P n? 748; o es -
tratado en un medio acuoso con un preparads de enzima que cone

tiene dicha cepc productora de enzima,
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DESCRIPCION

PROCESO PARA PRODUCIR LCIDO 7~ INO DIS.CUTOXI CEFLLOSPORANICO
(dcnominado a efectos de la presente "7-[DCA) pPor medio de la
desacilacidn enzimiticn de un 4cide 7-acilamine desaceboxi cew-
falosporfnico. De modo més periticular, cl invento concierne a
un proceso pora preparar 7-/DCL, es decir dcido 7~amino~3-metil
_Apncefem_h-carboxiliﬁo, con el cmpleco de un preparasdo enziméti-
co derivado de Bacillus megaberiuum,

Hesta shora, el 7-ADC/. he sido producido segéin un proceso en
el que la cefalosporina C sc¢ reduce cataliticamente en presen~
cin de paladio~carbono psra obbvener Acido J~metile7=( wamino-
adipolilamida)—z33~cefem~h-carboxilico, que a continuacibn se
desacila por hidrdédlisis Patente de los Istados Unidos no 3,124
576 (1,964) ; un proceso on el aue el fcido 7-aminocefalospo-
rénico es desacilado por wveduccibn catalitica (la misma patente
de los Bstados Unidos gue lo anteriormente mencionada); Yy un
proceso en el que el 3-mebtil~7-fenoxi-acetamida- A3—cefem~h-~
carboxilato derivado de la fenoximetilponicilina se trata con
C15P en un disolvente Srganico anhidro en presencia de piridina,
v el clorurg de imida resultante se trata con un alcohol para
formar un éster de imide, que a continuacién se somete a hidré-
lisis Patentes belgas Nfms. 717.741 (1.969) v 737.761 (1.970) .

3in ewbargo, todos los procesos que se acaban de mencionar
son de descoumposicibén qguimica, y no se he propuesto otro para
producir el 7-ADCA enzimdticamente,

Teniendo esto en cuenta, los presente inventores realizarom
amplios estudios con objeto de producir enzmimédticamente el 7-ADCAH
con ventojos e investigaron vardas cepas capaces de desacilar
el 4cido 3~metil-7nfenoximoetamido—A&Bncefem—h~carboxilico o el

Zeido 3-metil-7~fenilacetnmido-A?-cefem—h-carboxilico. Como
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result~do, los inventores hem hallcdo que cepa B-L00, pertene-
ciente 21 género Bacillus, aislada del suelo, produce una en=i-
ma cape” de descomponer los enluces amida del 4cido 3-metil-7-
3 n . . .

fenoxiccetamido= A~ ~cefem-ltimcarboxilico v del fcido 3-metil-7-
fenilacetamido~153~cefem~4—carboxilico. Los inventores hon ha-
llado, =ademés, aue cuaindo sc btrata el dcido 3-metil-7-Tenll-cce-

K AS ~ ] 3 fq s - 4 .
tamido~ ~cefen~4~cr rboxilico con un prepsrado de cnzins deri-
vado de 1z cenn mencionada, se produce un compuesto que es -
inactive por si nmismo pero ~ue puede producir 7-ADC. curntita-
tivemente con le rorude de Tenilacetileloruro, v ~ue cusndo so

£ sy . ~ o~ . . 2 - 1 PR

trate el &cido J-umetil-7-fenoxircetomido~ A —cefem-id-carboxili-
co con el mencionado preparado de enzims, se puede producir -

. Lo - . 2 s
también fcido 7-smino-3-metil~ A" .cefem~li-cerboxilico.

Les propiedades de 1o cepn n-ko0 sntes mencionsdes son lrs -
siguientes:

erd{sticos morfoldzicns (cultivo en sgar-caldo inclinr -

o

1. Carac
do @ 30 °C durante 18 & 2% horas):

1, Célules bezeil-res, principalmente en cadencs larges, con ox-
tremid:ios redondas.

2, Temafio: 1,2 ¢ 1,5 por 2,0 o 3,

Ut
2
0
"
~
o
-

Je No formn pelicul: on ol wmodio de eulbivo.
Ik, HMovible, con [lrgoelos (periferics)
Je Grem positive,
6. Bsporrs (fgor=sojr = Bocc, 5 adas)
Tamafio: 1,0 = 1,2 por 1,5 & 2,0 nmicras,
Forme oval, |
Posicidn central & pars-central,
Espormngios no claramente deletrados,
IT. Comportamionto en diversos medios de culbivo:

)
I. Sicribra en estric en places de celdo-fger (30 C, 2l horns)
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Buen crecimiento, cireular, comvexe, no invasor, blanco a
ranerillo pflido, brillente, blendo, hémedo, traslicido; sin -

cenbio del color del medio,

[¢]

2+~ Tubos inclinados de ccldo fger (30 ¢, 24 horas):

&

Buen crecimiento, superficic lise, no invasor, brillante,
h@nedo, Colonias bleomco lechoso, bresideidas; sin cambio en el
color del medio.
. B, o s

3.~ Caldo (30°C, 2 diess):

Buen crecimiento, turbide:s uniforme, con scdimento. Sin pe-
1i{culs,

s . o} -
- Sdiembra por piladura en caldo gelatina (30 C, 20 dias).

Crecimiento superiicisl en el centro, « lo large de la 14~
nea de picador, No liauida la gelatine,

o o 2t

5. Leche tormesolada (30 €, 20 dfas)

No la peptonizr; reduce el tornasol; cl meddio de cultivo se
veelve marrén smoerillento.
6. S 5 o I P

. Slants de agar soja (30 C, 2 horas),

Duen crecimiento color blanco & blenco amarillento, super-

ficie lisa v blanda, Buena formacidn de esporas,
. . i . 2 denne - o 3 dfas):

7. Tubos inclinsdos de sgor-glucosa~nitiatos (30°C, 3 a8);

Crecimiento esceso,

. . . . 0

8. Tubos inclinados de¢ dgor-~tirosine (30°C, 3 dias):

Buen crecimiento; el medio se vuelve merrén,

0

9. Petata (307C, 5 dias):

Buen crecimiento; colonizs rosa a marrén, superiicie auave
y hémeda, convexa y brillante; el medio se vuelve marrén hacia
el tercer dia,
IIT, Propiedades fisioldgicas:
1. Condiciones dptimas de crecimiento:

. (o] o
Lerbbico, pH ente 7,0 8,0 v tomperatura de 2872 35 C.
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R. Condiciomnes en que es cultivable:

terdbicas, pH entre 5 v 10 v temperaturas de 70 a ugeco

3., Resistencia a medios 4cidos:

Baja, sin crecimiento por debajo de pH 5,0.

L, Conducta ante ¢l oxigeno:

Aerdbica, sin crecimiento en caldo glucosado bajo condiciones

anzerobias,

5, No produce indecl,

6. Produce sulfuro de hidrégeno,

7.-Reaccidn de desnitrificacidn:

8in formzecidbn de gas,

8.

Reduce los nitratos,

9.~ Tormscidn de catnlase: ' ’ 4

Positiva,

10,

"

TPornceidn de ureusao:

« L)

Posistiva,

11,
12,
13.
1k,
15.

Iv.

Hidroli®sa el alwmidén, ’ o

Jode

Utiliza los citratos (en medios dé Koser y Christensen). *
Reduce el tornasol,
Neduce el azul de metilesio,

Pormr pigmento soluble en agua en medio de patatn.

Fermentabilidrd de los carbohidratos:




Hidrstos de Tormacidn de TFormacidn
carhono {ceido de gas
Lrabineosa - -
Xiloso - -
Je Glucosa L -
Manosa + -
Fructosa + -
Galactose - -
Ribosa + -

0. Remnosa - -
Maltosa + -
bacarosa - -
Lactose - -
Trealosa + -

15. Rafinosa - -
Celobiosa + -
Sorbitol - -
Manitol + -
Inositol - -

20, Glicerina + -
Glucitol - -
Salicina - -
Inulina - -
Almidén &+ . - ’,w”ﬁ

254 Cuando se examiné la posicién taxonémica de la cepa~B=400

que tiene las propiedades micolégicas mencionadas, con referen
cia al Manual de Bacteriologila,Determinativa de Bergey, Sépti-
me edicidn, los presentes.inventores identificaron que la cepe
pertenecia al génerl Bacilus megaterium, En consonancia, los

30, inventores compararon la cepa B-400 con el cultivo tipo enviado
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de la American Type Culture Collection (ATCC) para reconocer
que la cepa era similar al Bacillus megaterium var, penicilla-

lyticum ATCC 14945, pero diferente de ella en los siguientes

puntoss
Bacillus Bacillus megatexium
megaterium var. penicillalyti-
B=100 cum ATCC 1L4oks
Licuefaccién de la  Licuefaccién Licuefaccién
gelatina escasa gradual
Lede tornasolade Reduce el ELl medio se hace alcalino
pigmento y el pigmento no se redu~
ce
Slants de agar Se forma pig- No se forma pigmento;
patata mento marrén
soluble en
agua
Formacidn de 4cido, Se forme &cido No se forma Acido

de la manosa

Seglin lo anteriro, los inventores reconocieron que la ce-
pa B-400 es nueva, perteneciente al género Bacillus megaterium,
La cepa B~400 ha sido depositada bajo el nimero "FERM=-P N¢ 748"
en el Instituto de Investigacidn de La Industrial del Microor-
ganismo, Agencia de Ciencia y Tecnologia Industriales, Japén,
v también se ha depositado en el Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos, Servicio de Investigacién Agrioola; Di
visién de Utilizacién, Investigacién y Desarrollo del Norte,
en Peoria, Illinois, donde se le ha asignado la designaci&n -
numérica NRRL B-5385,

Asi, el presente invento es un proceso para la produccidn

del 7-ADCA que consiste en la desacilacidén de una sal soluble
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en agua de un &cido 7-acilamino desacetoxi cefalosporénico =~
por tratamiento en un medio acuoso com un preparado de enzima
derivado del cultivo de una cepa desacilante productora de en=
zima perteneciente al género Bacillus, Este proceso es de ren-
dimiento alto en 7~ADCA pero no es puede decir que sea comer-
clalmente ventajoso ya que la enzima desacilante tiene que ser
separada del cultivo de la cepa desacilante tiene que ser sepa
rada del cultive de la cepa desacilante productora de la en=-
zima; la concentracién del 7-ADCA resultante es baja de modo
que la separacién del 7~ADCA hidrosoluble del liquido de rea-
ccidn es costosa; y la reutilizacidén de la enzima desacilante
es materialmente imposible,

En vista de lo anterior, los presentes inventores hicieron
mis estudios sobre procesos en los que la enzima desacilante
puede reaccionar en fase sélida. Como resultade, los invento-~
res han hallado que cuando un filtrado de cultivo de la cepa
desacilante productora de enzima se mezcle con un determinado
vehiculo, absorbe la enzima sin inactivarla y no la libera ba-
Jo una condicién ®tal como el lavado con agua y que “cuando se
hace fluir una solucién acuosa de una sal hidrosoluble del dci-
do 7-acilamino desacetoxi cefalosporénico a través de una co~
lumna de dicho vehfculo, fluye 7-ADCA en una concentracién ex-
traordinariamente alta y, ademds, la enzima descompone conti-
nuamente el Acido 7-acilamino desacetoxi cefalosporénico y de
este modo S8e puede usar con alta eficiencia.

El presente invento ha sido llevado a la prictica sobre la
base del citado hallazgo y es un proceso para producir 7-ADCA

representado por la férmula general (II).
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O='"——N CH
4 3
COOH
5. caracterizado porque una sal de Acido 7-acilamino desacetoxi

cefalospordnico con un metal alcalino denominado a efectos de

la presente "Ce(I)" representado por la férmula general (I)

S
R-CO~NH
1o, OzlemmN / (D'H3
COoOM

en la gue R e3s un grupo bencilo o fenoximetilo, y M es un Ato=-
mo de un metal &lcalino capaz de formar una sal hidrosoluble,
se trata con un filtrado del cultivo de una cepa productora de

15, enzima perteneciente al género Bacillus que puede descomponer
el enlace de amida de dicho compuesto Ce(I), o es8 tratado en un
medio acuoso con un preparado de enzima derivado de dicha cepa
productora de enzima,

El presente invento supone ademéds un proceso para producir

20, el 7~ADCA, caracterizado porque la arriba mencionada enzima de~
sacilante del Ce(I) es adsorbida en un vehfculo que no la =
inactiva, porque se afiade una solucién acuosa de Ce(I) al men-
cionado vehfculo para desacilar el Ce(I) , y porque se recupera
7=ADCA del liquido de reaccién,

25, Un objeto del presente invento es aportar un nuevo proceso
para producir enzimAticamente un derivado intermedio para . la
produccién de antibioticos del grupo de los que son plenamente
itiles como preparados quimioterapéuticos,

Otro objeto del invento es aportar un proceso, comercialmente

30. ventajoso, para producir 7~ADCA, en el que la antedicha reaccién
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enzimdtica se efectue de manera contf{nua en la Tase sélida -
adsorbiendo la enzima desacilante en un vehiculo, para, de este
modo, utilizar repetidamente 1a enzima sin que sea desactivada,

La cepa productora de la enzima desacilante del Ce(I), uti
lizada en el presente invento es, por ejemplo, el Bacillus me-
gaterium B-400 FERM~P N¢ 748,

La enzima capaz de descomponer el enlace de amida del Ce(I)
que se utiliza en el presente invento se obtiene cultivando =
aerébicamente el Bacillus megaterium B-400 FERM-P N¢ 748 a 20~
37° ¢, durante 12 a 60 horas en un medio ordinario para el cul
tivo de bacterias, por ejemplo un medio nutritivo conteniendo
cantidades adecuadas de una fuente de nitrégeno tal como pepto
na, extracto de carne, corn steep liquor, extracto de levadura,
levadura seca, hidrolizado de protefna de soja o lixiviado de
sdja; una fuente de carbomo tal como melazas, glucosa 6 glicew
rina; v sales inorgénicas; y, en algunos casos, otros materia=
les activadores del crecimiento. En general, se efecitua el cul-
tivo en medio liquido con agitacién y aireaciémn.

La enzima anteriormente mencionada o8 ordinariamente una
exoenzima y estd presente en un filtrado de cultivo libre de
las células, Por lo tanto, en la reaceién la enzima se utiliza
en la forma de un filtrado del cultivo o de un preparado de en-
zima realizado a partir del filtrado del cultivo, EL preparado
de enzima se obtiene sometiendo a la enzima a un método de puri-
ficacidén conocido., Por ejemplo, se obtiene el filtrado del culw
tivo concendtrado o sin concentrar y se precipltan la enzima poT
semisaturacién o saturacién con una sal soluble tal como sulfato
amonio o cloruro sodice, o precipiténdola por medio de la adi~
cién de un disolvente orgénico hidrofilico tal como metanol,

stanol o acetona, El precipitado se disuelve en agua, y la solu=
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cién resultante se dializa por una membrana semipermesble, con
lo cual se pueden eliminar las impurezas de bajo peso molecu-
lar, Alternativamente, aprovechando la diferencia en afinidad
de adsorcién por un agente adsorbente o gel filtrante se pueden
5, separar eficazmente las impurezas de bajo peso molecular, las
sustancias coloreadas, las proteinas y los materiales similares
que haya en el caldo de cultivo, con arreglo a un procedimiento
ordinario tal como la cromatografia de adsorcidén, la cromayo-
grafia de cambio de iones o la filtraciédm por gel. La Solucién
de enzima obtenida segiin los procedimientos arriba mencionados
10, se puede someter a concentracidn a presidén reducida, liofili=-
zado u operacién similar para obtener un preparado enzima tipo
standard en forma sélida, o se puede usar tal como es para el
tratamiento del Ce(IL). En el caso de que el preparads’ de enzi-
ma requiera ser més purificado, se puede adoptar cualquiera de
15_ los medios ordinarios para la purificacién de proteinas y-de -
enzimas en los que sSe usa, por ejemplo, un adsorbente, un agen-
te gel filtrante o similar.,
Ordinariamente, la reaccidn de la enzima se lleva a cabo
en una forma que el Ce(I) se disuelve en agua o en una Solucién
20. tampén y a continuacidén se trata con la antedicha preparacidn
de enzima, El Ce(I) se utiliza en general en forma de sal sédi-
ca o potgsica hidrosoluble,a una concentracién comprendida en-
tre 0,1 y 20 mg./ml, con preferencia de unos 2 a 5 mg/ml, E1
pH del liquido de reacciédn se mantiene preferiblemente dentro

25, de la gama de 7 a 8, La temperatura de reaccidn es de 30° a 45°

C, con preferencia de unos 35° a Lo° C, con lo que se pueden
obtener resultados favorables., El tiempo de reaccién varfa, de~
pendiendo de las condiciones de la misma, pero ordinariamente se
situa entre unas 5 y 30 horas, y se puede interrumpir en una

30. etapa adecuada buscando el momento en que el rendimiento con -
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7-ADCA representado por la férmula general (IL) es méximo,

‘ La clase de soporte utiliza?o en el presente invento varia
dependiendo de la clase de cepa productora desacilante del Ce
(I) que se utilice, Sin embargo, es necesario elegir el soperte
teniendo en cuenta que adsorba la enzima desacilante sin inacti
varla, que no libere la enzima afin cuando Sea lavado con agua
o similar, que no tenga influencia perjudicial sobre la rea=
ccién de la enzima desacilante del Ce(I) y que adsorbe con di-
ficultad el 7-ADCA resultante, Por ejemplo, al usar un soporte
inorgénico como Celite, terra alba, arcilla activa, caolin, -
carbén activado o gel de sflice, un cambiador de iones tal como
CM=-cephadex C=25, 0 una resina cambiadora de ijones como Amber-
lite CG~50 = Dowex~50, la enzima desacilante del Ce(I) pdodu-
cida por el Bacillus megaterium B~400 es bien adsorbida sin ser
inactivada, pero cuando se utiliza aliimina, celulosa en polvo,
DEAE~Cellulose, DEAE-Cellulose-25 o una resina cambiadora de
anién, la enzima desacilante es escasamente adsorbida o resulta
incluso inactivada si ha sido adsorbida,

Al adsorber le enzima desacilante del Ce(I) en el soporte,,
es conveniente que el pH del filtrado del cultivo de la cepa =~
productora de la enzima desacilante del Ce(I) se ajuste previa-
mente aun nivel estable para la enzima desacilante, Por ejemplo
al adsorber una enzima desacilante producida por el Bacillus
megaterium sobre Celite, el pH del filtrado de cultivo de la =~
misma se ajusta en- general entre 6 y 8; sin embargo, en partie-
cular cuando se usa un cambiador de iones o una resina cambiado=~
ra de iones afectados por la potencia idnica, el poder de ~
adsorcién o el grado de inactivacién de la enzima desacilante
tiende a ser influido por el pH, de modo que el vehiculo debe

ser usado tomando en debida consideracidén la influencia del pH,
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La operacién de adsorber la enzima desacilante en el porta-
dor se puede realizar segin cualquier procedimiento de bateh o
de columna, La cantidad del vehiculo que se utilice.variari .
dependiendo de la cantidad y titulo de la enzima en el filtrado
de cultivo de la cepa productora de la enzima desacilante y
del porcentaje de adsorcién de la enzima segin el procedimien=
to de batch, aungue la cantidad usada puede estar entre el 5
y 15 viento peso/volumen sobre la base de la cantidad de filtra
do de cultivo, En el caso de la adsorcién en batch, se agita
una mezela del filtrado de cultivo y del portador y, a conti-
nuacién, este Gltimo se separa ¥y se lava con agua, mientras que
en el caso de laadsorcién por el procedimiento de columna, el
vehiculo empaquetado en la columna se humedece con agua 0 con
una Solucién tampén ajustada a pH estable para la enzima desa=
cilante, el filtrado de cultivo se pasa a través de la columna
y después esta se lava con agua, con lo que se puede gbtener un
vehiculo gue ha adsorbido la enzima desacilante,

Cuando el vehiculo asi obtenido que ha adsorbideo la enzima
desacilante se seca, dicha enzima tiende a inactivarse, En -
consecuencia, ©s conveniente que el vehiculo se use en la subsi
guiente reaccién de la enzima desacilante del Ce(I) en estado
humedo sin haberse secado.

ELl Ce(I) utilizado en el presente invento se puede preparar
segin un procedimiento conocido, como por ejemplo un proceso
en el que el éster del sulféxido de penicilina se somete a -
expansidén del anillo (Patente de los Estados Unidos N2 3.275.-
626), Patente belga N¢ 696,026, Patente holandesa N? 6,801,532
de publicacién, Patente belga N2 745,845, Patente briténica
Ne¢ 1.204.39%4, y Patente belga n® 747,118, 747.119 y 747.120),

y el éster del 4cido 7-acilamino desacetoxi cefalosporinico re-
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sultante se desesterifica, o un procedimiento en el que se de=~
sacetoxila un 4cido 7-acilamino cefalospordnico (Patente de

los Estados Unidos N23,275,626). Sin embargo, la subsiguiente
reaccién de la enzima desacilante del Ce(I) se lleva a cabo en
un sistema de solucidn, de modo que el Ce(I) se usa, en general
en forma de una sal hidrosoluble de metal Alcalino, por ejemplo
una sal sédica o potésica.

A continuacién, se trata una solucidén acuosa de Ce(I) con
el soporte con la enzima desacilante adsorbida, En este caso,
es conveniente que la sSolucidn sea tamponada previamente con
una solucidn tampdén que tenga el mismo pH que el apropiado de
la enzima desacilante. La reaccién enzimatiza mencionada ante~
riormente se efectua, engeneral, segfin el procedimiento de =
columna ya por asi la reaccién se puede efectuar en continuo.
La concentracién del Ce(I) que se va a afiadir varfa principale
mente en funcién del titulo de la enzima principalmente, es
decir, de la capacidad desacilante del Ce(I), de la enzima y
del regimen de flujo, aunque es convenientemente ajustada de
forma que la cantidad de Ce(I) sin reaccionar gque haya de la
columna no sea importante, En general, la concentracién de Cew
(1) es del 0,1 al 2,0 por ciento peso/volumen, com preferencia
aproximadamente del 0,5 al 1,0 por ciento peso/volumen, pero =
no es necesario decir que la concentracién varia en funcién de
la clase de soporte utilizado, Desde luego, la reaccibén arriba
menclonada se efectua temperatura y pH, adecuados con preferenw
¢ia a la temperatura y el pH éptimos de la enzima desacilante
del Ce(I). Sin embargo, es conveniente que las distintas condi-
ciones de reaccién sean elegidas de modo que el 7=ADCA formado
en el lfiquido de reaccién fluya en una concentracién Lo mis -

alta posible, Pl tiempo de weaccidn puede ser variado adecua—
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damente aumentando o disminuyende la cantidad de la solucidén
acuosa de Ce(I) afiadida, En general, la reaccién termina. antes
de que haya pasado la solucién acuosa de Ce(I) a través de la
capa de soporte de la columna, Sin embargo, en el caso de que
la proporcién de desacilacidn del Ce(I) hubierasido baja y hu~-
biese guedado una gran cantidad del mismo en el 1liquidq de rea-
ccibn, éste puede pesarse nuevamente bien por la misma columna
o bien a través de una‘nueva capada con soporte que tenga adsor-
bida enzima desacilante, con lo cual se puede llegar a obtener
un l{quido de reaccidn con un buen rendimiento de desacilacidn
de Ce(1).

En el caso de que se desee llevar a cabo la reaccién enzima-
tica dnteriormente mencionada en forma continua, es suficiente
que la solucién acuosa de Ce(I) sea afiadide de manera continua
a la capa de soporte con la enzima desacilante adsorbida, Sin
embargo, la proporcién desacilante del Ce(I) tiende a disminuir
gradualmente dfa a dia debido a al crecimiento de flora micro=-
bianoa. En este caso puede afiadirse tolueno en la parte supe-
rior de la columna o al sustrato, con lo que se reduce al mini-
mo el efecto perjudicial debido a la contaminacién,

En el presente proceso, se puede utilizar un . mismo soporte

_ durante més de diez dfas, de modo que el 7-ADCA se puede recu-

perar con alto rendimiento v producir a bajo costo. En conse~
cuencia, se puede decir que el presente proceso es extraordina=~

riamente ventajoso para producir 7-ADCA por desacilacién enzimé

tica del ce(1).

La recuperacién del 7-ADCA del liquido de reaccién asi obte-
nido se puede llevar a cabo segin un procedimiento conocido, Por
ejemplo, el liguido de reaccién se ajusta a un pH de aproxima-

damente 2 y se lava con un disolvente orgénico hidrofébicoe tal
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como acetato de etilo, acetato de butilo o-metil isobubtil ceto~
na, para eliminar el Ce(I) sin reaccionar, y a continuacién la
capa acuosa se concentra y se ajusta, con enfriamiente, a mun
pPH de 3,7 aproximadamente para precipitar el 7-ADCA isoeléctri
camente, También puede adaptarse otra tecnica, en ella el 1li-
quido de reaccidn se ajusta a un pH de aproximadamente 3,7, se
concentra y después se enfria, y el precipitado resultante se
lava con acetona para eliminar el Ce(I) sin reaccionar y el fci
do carboxiliceo que aparece como sus producto de la reaccién, -
De esta forma puede ser recuperado el 7~ADCA. Método para medir
la actividad de la enzima adsorbidas

Se pesa el soporte que ha adsorbido la enzima desacilante,
en un tubo de ensayo em forma de L. Se afiaden al tubo de ensa-
yo 4,5 ml. de una solucidén tampén de fosfato 0,1 M (pH 7,5), ¥
se agita durante 10 minutos en un agitador termostatizado de
tipo Monod, regulado a 3700. A continuacidén, se afiade 0,5 ml
(10 mg/ml expresados en 4cido libre) de una solucién acuosa de
sal sodica del 4cido 7-fenil-acetamida desacetoxi cefalosporsd
nico, y se hace reaccionar a la mezcla resultante durante 30 mi
nutos, Despubs de la reaccién, el lfiquido de reaccidén se enfria
inmediatamente y se determina el 7-ADCA del liquido de reaccidn
liberado del soporte, segin el método TNBS.

Se estima que un enzima que forma 100 /ml de 7-ADCA tiene
un titulo de 100 unidades (U),

METODOS PARA LA DETERMINACION DEL 7~ADCA,

le~ Método de determinacién 1:

El liquido de reaccidén se somete a ensayo miecrobiologico
(37°c, 16 horas) segin el método del disco de papel o de oilin=-
dros utilizando Bacillus subtilis PCl-21l9 como cepa de énsayo,

y se mide el didmetro del halo de inhibicién de crecimiento, A
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partir de la curva standard del Ce(I) se calcula la cantided de

Ce(I), v la diferencia en cantidad entre el Ce(I) iniciaml y el

residual expresandose como un porcentaje del Ce(I) inicial, Es-

te porcentaje es la proporcién de descomposicién del Ce(I) indi-
5 cial,

2, Método de determinacién 2,

Se ajusta una cantidad medida de liquido de reaccién a pH
2,5 con dcido clorhidroeo 1 N, se lava tres veces con.la mitad
de si volumen de.acetato de butilo, y a continuacién se ajusta

10. ' a pH 7,5 usando una solucién acuosa de hidrdéxido sodico 1 N, A
continuacién se trata una cantidad medida del liquido de rea-
ccién asi tratado con un cloruro del Acido correspondiente al &
cido presente en la cadena lateral del Ce(I) inicial, y a conti-
nuacidén se somete al encargo microbiologico indicado en el mé-

15. todo de determinacién 1,~ Partiendo de la cantidad del Ce(I) re-
sultante, se calcula la cantidad de 7-ADCA, que Se expresa como
un porcentaje. Este porcentaje es el rendimiento de 7-ADCA.
3.,~-Método de determinacidn 3. Método TNBS:

A 1 ml, de una muestra ge afiaden 2 ml, de una solucidn -

20, tampén de fosfatos 0,3 M (pH 8,0) y 2 ml, de una solucidn TNBS
al 0,1 por ciento, y la mezcla resultante se hace reaccionar en
la oscuridad a 5000 durante 90 minutos,., Después de enfriar se
afiade al liquido de reaccidén 1 ml, de Acido clohidrico 6 N y se
mide su absorbencia a 395 mu y se calcula la cantidad de 7-ADCA

25, - partiéndo de su curva standard,

EL presente proceso se ilustra con detalle mis adelante con
referencia a ejemplos, pero las cepas, las condiciones de rea-
ccién y las operaciones de reaccién no se limiten a las indica-
das en los ejemplos, sino que se pueden variar adecuadamente,

EJEMPLO I

30. Preparacién del preparado de enzima:
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Se introdujeron 20 litros de un medio de cultivo liquido
(pH 7,0) que contenfa el 1 por ciento de peptona, el 1 por cien
to de extracto de levadura y el 0,5 por ciento de cloruro sodio
en un fermentador de 30 litros con agitacién, y se esterilizé -
durante 20 minutos con vapor a 120O Ce Después, se siembra bajo
condiciones estériles antedicho medio de cultive con 200 ml, de
un caldo de cultivo de Bacillus megaterium B-#00 FERM-P N2 748
que se habia cultivado a 30° ¢ durante 24 horas en un medio de
cultivo de la misma composicién que la mencionada, y se fermentéd
a 30o C durante 48 horas comn aireacién de 20 litros/minuto de
300 r.p.m. Después de la fermentacién, las células fueron separa-
das por medio de un separador centrifugo Westfalia, para obtener
1744 litros de filtrado de cultivo.

EJEMPLO 2

Se concentrd el filtrado del cultivo obtenido en el Ejemplo
1 a l/3, a una temperatura externa de 300 a 350 C, v el concen-
trado se cargd con sulfato amonie hasta que se alcanzé el 80 por
ciento de la concentracién de saturacidén, El precipitado deposi=-
tado se disolvié en agua destilada y se desald por medio de una
columna de sephadex G=25, y la solucidén desalada fue liofilizada
para obtener 24,3 gr. de un producto standard de enzima,

EJEMPLO 3

Preparacién del preparado de enzima:

Se introdujeron 20 litros de un medio de cultivo liquido ~
(pH 7,0) que contenia el 0,5 por ciento de glucosa, el 0,3 por
ciento de glicerina, el 1,0 por ciento de extracto de carne y el
1,0 por ciento de peptona, en un fermentador de 30 litros con agi-
tacddén y se esterilizd durante 20 minutos con vapor a 120° Co =
Después, se transfirieron 200 ml, de un cultivo de Bacillus mega-

terium B-400 FERM-P N 748 que se habfa cultivado a 30°C durante



10.

15.

20,

25.

30.

24 horas en un medio de cultivo igual que el anterior, haciéndo-
se la siembra al antedicho medio de cultive bajo condiciones es-
tériles, y se fermenté a 30° C durante 72 horas com aireacidn
de 20 litros por minuto vy agitacidédn de 300 r.p.m. Despuéds de
la fermentacién, las células fueron retiradas por medio de un
separador centrifugo Westfalia, v el filtrado se concentrd a -
1/3 con una temperatura externa de 300 a 350 C. E1 concentrado
se cargé con acetona hasta que su concentracién fue del 60 po
ciento, el precipitado depositado se recuperd por filtracidnm y
a continuacién se secdé para obtener 25,5 gr. de un producto =
standard de enzima,

EJEMPLO &

Se ajustaron 10 litros del filtrado de cultivo de Bacillus
megaterium B-400 FERM~P N2 748, obtenidos en el Ejemplo 2, a un
pH de aproximadamente 7, por medio del uso de Acido acético, Se
afiadieron al cultivo del filtrado 500 gr., de tierra de diato~
meas, y la mezcla resultante se agitdé durante 30 minutos. Du-
rante este tiempo, el pH se mantuvo siempre a 7, A continuacidn
el liquido de reaccidén fue centrifugado por medio de un separa=-
dor centrifugo de tipo de cesta y despuéds se lavd con agua para
obtener 750 gr., de Celite hiimeda (titulo de la enzima, 1.200
U/grd).

El filtrado del cultivo de Bacillus megaterium B=L00 FERM~P
N2 748 obtenido en el Ejemplo 2 se ajustd a un pH de aproximada-
mente 7., A cada litro del filtrade de cultivo se afiadieron indi
vidualmente 50 gr., de cada uno de los siguientes productos: Ce—
lite (Hyflo Super Cel), carbén activado (producido por Wako ~
Junyaku Co; para cromatograffa), CM-Cellulose de cambio de iones
(producida por Serva Co,; 0,52 meg/gr), y Amberlite CG~50 (for-

ma H) ¥y la mezcla resultante fue agitada durante 30 minutos. Du~
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rante este tiempo, el pH se mantuvo siempre a 7 aproximadamente,
Después, cada vehiculo fue recuperadeo por filtracién y después
lavado con agua para obtener un vehficulo himedo, La proporcién
de adsorcién de enzima de cada vehiculo fue calculada tomando co~
mo el 100 por ciento la proporcién de adsorcidén de la Celite, =
L.os resultados obtenidos fueron los siguientes:

Vehiculo Adsorcidn relativa

Proporcidn (%)

Celite 100

Carbén activado 100

Celulosa CM 100

Amberlita CG=50 81,2
BJEMPLO 6

La Celite con la enzima desacilante adsorbida (titulo de la
enzima, 1,800 U/gr.) obtenida en el Ejemplo 8 se tamponé lavando
con una solucién tampén de fosfato 0,01 M (pH 7,5), se cargd en
una columna equipada con camisa (5 x 50 om.), y después se lavé
durante 1 hora a un regimen de flujo definido (velocidad espa~
cial = 0,5) con la misma solucién tampdén anteriormente menciona-
da,

La temperatura externa de la columma se regulo haciendo fluir
por la camisa agua caliente a 37° C. Después se hicieron fluir
6 litros (5 mg/ml expresados en Acido libre) de una solucién -
acuosa de 7-fenilacetamido desacetoxi cefalospordnato a través -
de la columna, a un regimen de flujo constante (velocidad espa=
cial = 0,5) y el 1liquido efluente fue fraccionado en fracciones
individuales (volumen de la fraccién, 10,8 ml.). Se necesité un
tiempo de unas 16 horas para que terminase de fluir,

Se ajustaron a pH 6 6,4 litros del liquido total eflufdo y
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después se concentraron a 1/10. El concentrado se ajusté a pH
3,7 con acido clorhidrico 6 N, con lo gue el 7-ADCA formado empe-
z§ a precipitar, Este concentrado se enfrié con hielo para termi-
nar la precipitacién, y el redimiento se recuperé por filtracidn,

5, se lavé con una pequefia cantidad de agua de hielo, se secé lo su~-
ficiente con acetona y a continuacién se secé para obtener 1k,0
gr. de 7-ADCA blanco, punto de fusién 240°-242° ¢, rendimiento
72,4 ¢. Este producto se disolvid en una solucién acuosa de hidrd
xido sodico 2,5 N, y la solucién resultante fue decolorada con

10. carbén activado, ajustada a pH 3,7 con acido clorhidrico 6N y des~
pués enfriada com hielo para precipitar el 7-ADCA. A continuacién
el 7-ADCA fue recuperado por filtracidén, se lavé con acebona y
después se secé, con lo que se obituvieron 11,4 gr, de un proeducto
purificado,

15. EJEMPLO 7

Se repitidé el Ejemplo 6, con la excepecidn de gue 2 se usd h

los preparados con enZima adsorbida CM~Cellulose y Amberlite CG-
50 obtenidos en el Ejemplo 5, 3 en lugar de la Celite con la enzi-

ma absorbida 1 para preparar el 7-ADCA. Los resultados obtenidos

20. fueron los siguientes:
Clase de vehiculo Cantidad obtemnida Rendimiento
(gr.) (%)
Carbén activado 37,5 58,2
CM~Cellulose 32,9 51,8
25, Amberlite CG=50 31,3 48,5

EJEMPLO 8
Se efectué el mismo cultivo que en el Ejemplo 1 para obtener
un caldo. Se transfiridé 1 litro de este a un tanque de 250 litros
que contenia 200 litros de un medio de la misma composicién que

30, . en el Ejemplo 1, vy se cultivé a 30° C durante 48 horas, Se utili~
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woaron dos de dichos tanques de 250 litros, para obtener 350 li-
tros de un caldo filtrado. Se afiadieron al filtrado 3,5 Kg. de
Celite, y la mezcla resultante fue agitada durante 30 minutos,
mientras que se mantenia a pH 7. A continuacidén la mezcla fue
centrifugada y el residuo se lav§ con agua para obtener 5,2 Kg.
de Celite hiimeda (tf{tulo de la enzima, 5.000 U/gr.). Esta Celi=-
te se envasdé en una columna de cloruro de wvinilo de 120 x 900
mm,, y Se hizo fluir a través de la columna una solucién de 5 -
ng./ml, de 4cido 7-fenilacetamido~desacetoxi cefalosporinico en
un tampén de fosfato 0,05 M (pH 7,5), mientras se mantenia la
temperatura a 37° ¢, (Cantidad total, 1,8 Kg/360 litros; regi-
men de flujo,.5 litros/hora). La eluacién se termind en 72 horas
para obtener un total de 375 litros de un eluato, A este eluato
se le afiadieron 290 litros de acetona, y la mezcla resultante

se ajusté a pH 4,0 con ocido clorhidrico 6 N, se agité suficien
temente durante 30 minutos y después se dejo en reposo durante
la noche para que se depositase un precipitado. El precipitado se
recuperd por filtracién, se lavé con acetona y despuébs se secé
para obtener 1,130,2 gr, de cristales de 7-ADCA (pureza 90,0 por

ciento), rendimiento 89,2 por ciento,

N O T &4

Hecha la descripcién del presente invento lo que se declara
como no ejecutado ni practicado en Espafia comprende las reivin-
dicaciones siguientes:

l.~ Proceso para la produccién de 4cido 7~amino~desacetoxdi

cefalosporénico representado por la férmula general:

U
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S
H,N — (xI)
O= N // CH,
cooH

que consiste en tratar una solucidn acuosa de una sal de un 4dcie-
do 7~acilamino desacetoxi cefalosporinico con un metal alcalino

representado por la férmula general:

S
Re=CO=NH —peeme- (r).. ..
O=t—nuN H
/)
COOM

donde R es un grupo bencilo o fenoximetilo, vy M es un 4tomo de
metal Alcalino capaz de formar una sal soluble en agua, con una
enzima desacilante de Bacillus megaterium B-400 FERM-P N¢ 748
adsorbida en un vehiculo para permitir la desacilacidn del A4cido
tratado, y la recuperacién del 4cido 7-amino desacetoxi cefalos-
pordnico del liguido de reacciédn resultante; siendo dicho vehi-
culo uno que no inactiva a dicha enzima, que no libera la enzi-
ma cuando se lava con agua, y que adsorbe diffcilmente el &cido
7-amino desacetoxi celfalosporinico resultante,

2.~ Proceso de conformidad con la reivindicacién 1, en el
que dicha enzima desacilante es adsorbida en dicho vehiculo de

un filtrado de cultivo,
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Je= Proceso de conformidad con la reivindicacién 1, en el
que dicho 4cido 7~amino desacetoxi cefalosporinico esti en forma
de sal sdédica o potésica hidrosoluble en una concentracién dentro
de los limites de 0,1 a 20 mg/ml y la sal es tratada a un pH den~
tro de los limites de 7 a 8 a una temperatura de reaccién de 30°
a 45%° ¢ durante un periodo de unas 5 a 30 horas,

4o~ Proceso de conformidad con la reivindicacién 1, en el
que dicho vehiculo es inorginico, seleccionado del grupo compues-
to por Celite, terra alba, arcilla activa, czolin, carbén activo,
gel de si{lice y cambiador de cationes,

Baw Ppoceso’para la produccién de Acido 7-amino desacetoxi
cefalospordnico.

Segin se describe y reivindica en la presente Memoria que -
consta de 25 hojas foliadas y mecanografiadas por una sola cara,

Madrid, a 10 de Junio de 1,976

ANTIBIOTICOS, S

Pette
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