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Se ha hallado que pueden obtenerse nuevos antibibticos

por fermentacidén de cepas de Streptomyces olivaceus. Estos

antibiéticos presentan. un amplio éspectro de actividad v en
estade de pureza son inhibidores extraordinariamente potente
del crecimiento de muchas bacterias Gram-positivas y -Gram-
negativas. Tambié&n ?ueden aumentar la eficacia de las peni-
cilinas y cefaloséorinas contra ciertas bacterias producto-

ras de g-lactamasa. Estos nuevos antibiSticos responden a

las férmulas (I) y (II):

.-

CH Ol =NH-00-04
S CH2 CH2 NH-CO bn3

/

@

T .
°s-C=f-NH-co-CH3 o
i (1)
COH -

Cada uno de los compuestos (I) y (II) puede presentar-
s2 en las formas cis o trans o como mezclas de las mismas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

En las memorias de'las patentes briténicas 1.467.413,

1.489.235 v 1,483.142 se indica que la fermentacién de

ftreptomyces olivaceus puede conducir a la preparacidn de

antibidticos denominados MM 4550, MM 13902 y MM 17880 que

responden respectivamente a las f6rmulas (IIT), (IV) y (V):
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Ninguna de estas memorias britédnicas contenia nirnguna
sugerencia de que pudiera obtenerse otro antibidtics del cald
do de fermentacién de Streptomyces olivaceus. Ahora se han

encontrado nuevos antibidticos.

Esta invencidn proporciona los compuestos de formulas

(T) v (II):

" DESCRIPCION DE LA INVENCION

-3 -

L_H

é=C-NH—CO-9H3

| (IIT)

()

—CH_=CH_~NH-C0-("
S CH2 CH2 NH-CO C%a

00 - (V)

oy ¥
/K : i
HO ' I
// S—C=?—NH—CO-CH3
Ve H (11)
0" CO,H :
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mis estables que los &cidos originales. o

" t8rreos farmacéuticamente aceptakles, como sodio, potasio y
calcio.y las sales de adfcifn farmacéuticamente aceptables

-coen bases nitrogenadas como las szles de amonio, trimetilami-

'se destinan al uso en composiciones farmacéuticas, se compren

CH3

5 |
: L - )
HO o
- ‘ /) S=CHp=CHy~NE~CO-CHy

4¢r-——**f~<\ ‘Ij

y sus sales.
En el caso mis adecuado, los compuestos de f£6rmulas
(I) v (I¥I) se ‘encuentran en forma de sal, ya que parece

que las sales de los compueston de férmulas (I) y (II)} son

Entre las sales adecuadas de los compuestos de f6rmula

(I)ky (II) se encuentran las ds metales alcalinos y alcalinod

a

na, dimetilamina, pirrolidina ¥ «iwmilares.
. ’ -

.-

Son sales especialumente adzcuadas de los compuestos

de f6rmulas (I) y (II) las de zodio y potasio. "

Un compuesto preferido de esta invencidn es lgjéél sé~
dica de un compuesto de idrssiz (E); Un segundo cbﬁpﬂ@gto‘
preferido de esta invencién cs la éal s6dica de un compuesto
de féfmula (II).

'-AComo los compuestos de f6rmulas (I) y {II) y sus. sales

deri facilmente que ambos se éroporcionan en forma esencial-
mente puré; por ejem?lo de una pureza del 50 % como mfnimo,
més adecuadamente del 75 % como mTnimo, greferiblemehte del
90 % como minimo v todavia mejer del 95 % como minimo. Los
preparédos iméuros de los conpuestos de férmulas (I) v (II)

Yy sus sales pueden utilizarse nara la preparacién de formas

PO

)R
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mis puras empleadas en las composicibnes farmacéuticas;zy _
estos preparados ﬁenos puros de los compuestoé de f6rmulas
(I} y (II) y sus salés deben contener como mfnimo un 1 %,
mds adecuadamente como mfnimo un 5 % y éreferiblemente del
10 al 49 % de'un coﬁéuesto de f6rmula (I) y (II) o sus sales
Los mds Gtilles de estosAbreﬁarados menos puros comprenden ;

una sal del combuesto de fOrmula (I) y una sal del comppes;'

peso). . : ' ,oowt
N . . s
En general se prefiere que las sales esencialmente\pﬁ-

o S

to de f6rmula (II). (Los éorcentajes estdn expresados en

ras de los co@uestos de f6érnula (I) o de. f6érmula- (II) tncr t’;

estén contaminadas con cantidades sustanciales de otrOS“agen-

tes antibacterianos como la cales de los compuestos- dy fér-

'r »

mula (III)}, (IV) y ), obtcn1dav del caldo de fermenf?ridn‘
Los compuestos de férmulas (I) y (II) se presen+an en

las formas cis y trS;s alrededor del anillo de B lactama. és-

t as formas pueden ser representadas por las fdrmulasv};a),

(Ib), (IIa) y (IIb); asi: i

/k ' : . .—.;o K s
HO Y o
' ] / S-CHp~CH,~NH-C0~CH
yamR :
0 COLH (Ia)

/ S-CH2-CH2—NH—CO—CH3

¢ |
. COH . (Ib)
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" ~meminados como sigue:

inhibidoras de la P-lactamasa vy, por lo tanto, esta invenci6i

5

W

Q

-- -
L. -4

H

S~(C=C-NH-CO-~CH

/, 3
0 7N I»lI (1Ia)
CO.H :
5 .
. H3C H ‘§ o o
A B
HO \ /, s_é=T;NH-CO-CH3
_ s 0 A (IIb)

Se observaréd que.los compuestos anteriores pueden se£
Ta Zcido (SR,6R)-3- (2-acetamidoetiltio)-6-{(8)-1-hidroxi-

gtf1}-7—oxo-1—azabiciclé{3.é.O}hept-Z-en—Z-éa%bbxi-
feido (SRKSS)—3—(Z-ééetamidoetiltio)-G—{(S)—L;giaroxi—

eti;}-7—oxofl-azabiciclo{3.2.0}hept—2-en-2—ca%bbk£-

lico o

ITb  &cido (5R,6R)-3-{(E-2-acetamidoeteniltio)}=6-{ (§)~1-
hicroxietil} ~7-oxo-1l-azabiciclo{3.2.0}hept-2~en-2-caz-
boxflico . |

TTk ﬁcido (5R,68) -3~ {(E~-2~acetamidoeteniltio)}} -6-{ (§)~1-
. sidroxietil} -7-oxo-l-azabiciclo{ 3.2.0} hept-2~-en-2-car~

bexnflico.

Ambos isémeros cis y trans de los compuestos de férmu-|

lac (T) y (II) poseen Gtiles propiedades antibacterianas e

se extiende a los compuestos aislados de férmulas (Ia) y (Ib)

asl como a las mezclas de los mismos y a los compuestos aislg

3
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dos de férmulas (IIa) y (IIb) asf como a las mezclas de
lols mismos. .

Las formas cis y trans aisladés naturalmente deben
encontrarse adecuadamente en forma de sales esencialmente
puras y farmacéuticamente acgptables como se ha descrito
ankes; es decir, deben tener una pureza del 50 % como wnini-
mo, més adecuadamente del 75 % como minimo, preferibl: mente
del 90 % y todavfa mejor del 95 % como minimo. Ademés, se

prefiere utilizar uno de los compuestos anteriores escncial-

mente exento de su isbmerc en la posicibn 6 {es dccii, . (Ia)

exento de (Ib), (IIa) exento de (IIb), {Ib) exento 6cl£Ia) o

(IIb) exento de (Ib)}. En general,. estos compuestos n¢ deben

' antener mis del 5 % de su isbmeroc en la posicifén & y_érefe-

riblemente no mis del 1 % de dicho isémero, (Dara dai@xminar
la’s rurezas puede utilizarse la cromatografia de 3% 1,1/:?;:'105
a alta presién).

Un aspecto preferido de esta invencién proycigggna una
sal metdlica alcalina del compuesto de ‘érmula (Ia)ZC6§ un
coeficiente de extincidén molar (en agua a pH neu’"‘[zpﬁvinfe
rior a 7700 (preferlblemente no inferior a 7900) (ﬁazi un
méximo de absorcién ultrav1oleta a unos 298 nm). 7

Un aspecto préferido de esta invencifn proporciona una
sai metélica alcalina del compuesto de férmula (Ib) con un
coeficiente de extincién molar (en agua & pH neutzo) no infe
rior a 7700 (preferiblemente no inferior a /900) (para un
maximo de absorcibn ultravioleta alrededor de 301 nm).

"Un aspecto preferido de esta invencidn proporciona una

sal metdlica alcalina del compuesto de férmula (IIa), con un

coeficiente de extincidn molar (en agua a pH neutro) no infe;

rior a 13.000 (preferiblemente no inferior a 13.500) (para

POOR
QUALITY
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" mente una sal farmac&uticamente aceptable de un concuesto de

un miximo ae absorcién ultravioleta alrededor de 308 nm).
| Un aspecto_éréferido.de esta invencién proporciona una
sal metélica alcalina del compuesto de f6érmula (IIb) con un
coeficiente de extincidn molar (en agua a »H neutro) no infe
rior a 13.000 (preferiblemen?e no inferior a 13.500),(para.
un'méximo de absorcidn ultravioleta alrededecr de 308 nm).
preferiblemente las sales metdlicas alcalinas anterio-
rés son lés sales s6dicas.
Esta invenczén tambié&n proporciona una composicifén far]

mdcéutica que comprende un compuesto de f8rmula (I) 9~(;I)

o luna sal del mismo y un vehiculo farmac&uticamente fic;(:»ptabl

A

Las composiciones de esta invencién utilizarén -general

!

f6rmula (I) o (II), por ejemplo una sal s6dica o potédsica.

Laé composiciénes farmacéuticas de esta invencién pugéen
adaptarse a la administracién por via oral o paren;gral.
Adecuadamente, las comﬁosiciones se preparén en fofﬁa_de do-
sis unitarias que contienen de 50 a 500 mg de un cqmpﬁésto

de f6rmula (I) o (II) o de su sal, por ejemplo alxedédér de
100, 150, 200 o 250 mg . , S

. En el caso més hébitual; la composicién es adecuada pa
Ta administracién por inyeccidn.

.>-'Estas composiciones pueden contener diluyentes, ligan-
tes, desintggranteé, lubricantes u otros excipientaes conven-
cionales y pueden prepararse por métodoé convencionales de
mezclado,'llenado y similares.

“Las compésiciones pueden adoptar la férma de tabletas,
cédpsulas, viales u otrasrformas similares.
| Si se desea, la composicién puede contener ventajosa-

mente una penicilina o una cefalosporina. En estos cases,




[N

s s 2w i

10

18

20

25

gy

* zolina.

.composiciones son.el trihidraio de ampicilina, trihidrato

la relacién del compuesto sinérgico (es decir, el compuesto
de la invencién)-kp£eferibiemente en forma de sal) a penici-
lina o cefalosporina es habitualmente de 2:1 a 1:12 y més
habitualmente de 1:1 a 1:5, por ejemplo 1:2, 1:3 o 1l:4 en

peso.

S

Entre las penicilinas especialmente adecuadas para su
inclusién en las composiciones se encuentran la ampicilina,
amoxiciliha, carbenicilina, ticarcilina y sus prodrogas.
Cuando se adaptan'para inyeccidn, estos compuestos se pre-

sentan generalmente en forma de sus sales sbdicas. . .

Son cefalosporinas especialmente adecuadas para su
inclusién en las composicienes la cefaloridina y la cefa-

s

Las penicilinas preferidas para su inclusifn en las

de amoxicilina, ampicilina s6dica y amoxicilina sédicé.

Las cefalosporinas viriexidas para su incluggénlén
las composiciones de esta invencién son la cefaloridina y
la cefazolina sdédica. ' ’

El compuesto de f6xmule (I} o (II) o su sal.éuede ser
un compuesto aislado-de féimula (Ia),-(Ib) o (IIa), (IIb) o
sus sales o puede Sér mezclac de los compuestos de férmulas
(Ia) Y (Ib) o (IIa) y (IIb} o sus salés. Sin embargo, se
prefiere emplear un compuesto de una de las flrmulas anteriog
res exento de su isémero. Este compuesto se encuentra gene-~
ralmente en forma de una sal farmacfuticamente aceptable,
como ia sal s6dica.

Esta invenci6én también proporciona un procedimiento ba-
ra la preparacién de un compuesto de f6rmula (I) o (II) o su

sal, cuyo procedimiento consiste en cultivar una cepa de
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Streptomyces fulvovoridis, Streptomyces flavus y Stxeptomyce

nifica el crecimiento aerobio deliberado de un organismo en

10

Streptomyces olivaceus o Streptomyces gedanesis productora

hasta que se ha pfoducido una cantidad sustancial de un com-
puesto de férmula (I) o (II) o su sal y después recuperar
un compuesto de'férmula (I) o (II) o su sal del medio de
cultivo. . .

En el sentido utilizado aquf, el término "Streptomyces

olivaceus" se define de acuerdo con la clasificacién de
Hbtter, R. (en Systematic der Streptolyceten, S. Korger,

Bisilea, pdgs. 8-32). Obs@rvese que en esta definicibn,

[

flavovirens pueden considerarse sindnimos de Streptomyces

n]f§aceus. - . S
Las cepas adecuadas son las descritas en la memcria
de Ja patente britdnica n° 1.467.413.

Un organismo preferido para uso en este procedimiento

;. +1 Streotomyces olivaceus ATCC 31.126 o un mutaéte.del

nmismc de alto rendimiento.

Otro organismo preferido para uso en este procedimien-

to es el Streptomyces olivaceus ATCC 31.365 o un mutaﬁfe del
iiemo de alto rendimiento. - h

Como se ha indicado anteriormente, el materiai recupe-
rado debe tener unarpureza del 1'% como mfnimo, mis adecua-
daménﬁe del 5 %, -todavfa mejor del 50 % como minimo, prefe-
riblemente ael 75 % cbmé minimo y mé&s preferiblemente del

8¢ $ como mfnimo, por ejemplo 95 % de pureza como minimo.

En el sentido utilizado aquf, el término "cultivo" sig

. VT
presencia de fuentes asimilables de carbono, nitrégeno, azu-

fre v sales minerales. Este crecimiento aerobio nuede tener

lugar en un medioc s6lido o semis6lido pero en general es pret
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ferible utilizar un medlo liqu1do. Las cond1c1ones generales

de cultivo para el cxec1m1ento de Strevtomyces olivaceus

son las descritas en la memoria de la patente britdnica n°
1.467.413. Las condiciones generales para el crecimiento de

Streptomyces ‘gedanensis son similares.

El procedimiento de esta invencidn puede adaptarse a
1a obtencién de un compuesto de f6rmula (I) o su sal, un
compuesto de férmula (II) o su sal o un compuesto de f&6r-

mula (I) o su sal, junto con un com?uesto de férmula (II) o

su sal. ) JRS

‘Normalmente el procedimiento se adanta a la preparaf

’ c16n de una sal en lugar de a la Drepara016n del &cido.ori-

_f'vncl. .

BEs prefevlble que el medio de cultlvo no contenga sul-

" fato afiadido ya que éste conduce frecuentemente a la prepa—

racién de MM 4550, MM 13 902 0 MM 17. 880, a expensas de la

,»u-e

produccidn de los compuestos de férmula (I) y (II) y.sus

R

sales. _ A i ;
Los cdmpuestos de férmula (I) y (II) en forma ée;sus
sales pueden cbtenerse a partir del filtrado del cﬁiéivo por
(a) contacto del filtrado con carbdn hasta que la aétividad
antibi6tica se ha absorbido en este ﬁiﬁimb,(b) elucibn de la
actividad antibiética del carbdn empleando acetona acuosa,
(¢} combinacién de 1as.fracciones que contienen las fraccio-

nes inhibidoras de la B—lactamasa; (d) evaporacibn de la

acetona y gran parte del agua para formar una solucién acuo-

‘sa mis concentrada, {e) aplicacién de la solucidn a una co-

lumna cambiadora de anién v (£f) elucién de los metabolitos

inhibidores de lérﬁnlactamasa con una solucidn de un electro

lito tampdnada a neutralidad aproximadamente, recogiendo las
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_mente una sal, (3) combinacibn de las fracciones gue poseen

'las fracciones combinadas a una columna de XAD-4, (5) elucibn

[ isopropanol vy concentra016n de la solucidn por evaporac1on,

- 122

fracciones que contienen el combuesto de férmula (I) o (II)
en farma de-sal (g) apllca016n de la solucién resultante a
una reSLna gue separa las materlas inorgénicas de los compueg
tos (I} y (II) v (h)aislaimiento del*preparado'-«sélido de la sal de

un’ compuesto de férmula (I) o (II) de la solucidn resultante.

Los coméuestos de f6rmula (I} y (II) en forma de sus sa-

les también pueden cbtenerse del filtrado del cultivo por (1)
contacto del caldo de cultivo clarificado con uﬁa resina cam-
bisdora de énién’dé base acrilica; fuertemente b&sica, hasta
que la actividad antibiética se ha absorbido sobre ella, (2)
clucién’ de la actividad antibibtica de la resina utilizando

tna éolucién acuosa de un tampén conteniendo también "cpcional
actividad 1nh1b1tor1a de la ﬁ lactamasa, (4) apllca 6ﬁ de

con isopropanol acuoso, (6) combinacién de las fraqciones con
actividad inhibidora de la g- lactamasa, (7) separac16n del
(s) apllcac16n de la solucidén a una resina cambladora de

anidn y procesado como en las etapas (£), (g) y (h) senaladas

anterlormente.
aniSn:de base acrflica, fuertemente b&sica (tipo 1) (en forma
de sal de adicién de &cido, normalmente el hidrocloruro), tal

como Amberlite IRA 458 (que puede obtenerse, por ejemplo de

Rohm 'and ‘Haas, v.g. en Lennig House, 2 Massons Avenue, Croydor

Reino Unido). Una ventaja de esta resina es que permlte eluir
suce=ivamente la sal de los comnuestos de f6rmula (I) v (I1),
empleando una solucién acuosa de una sal,'por ejemplo una so-

lucién tamponada de un cloruro como.el cloruro sédico o simi-

En general se prefiere utilizar una resina cambiadora de

24
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lares. Si se emplean resinas fuertemente b&sicas con una ma-

triz-de poliestireno/divinilbenceno, que son menos preferi-

das, generalmente es necesario eluir con una solucién acuo-

sa-alcandlica inferior de una sal (por ejemplo un cloruro cof

rmo el clorurc sbédico) nara obtener recuperaciones satisfac-

torias y estos disolventes pueden conducir a un preparado meq

nos puro de los materiales deseados.
(Esta variante del procedimiento difiere del proéedi—

miento de absorcibn en carbén en que las sales de MM 4550,

—————

puestos de férmula (I) y (II) en la prlmera fase de eluc16n)

T e an

El procedlmlento de esta invencidn difiere fundamental

mente del procedlmlento previamente descrito en que las fracy

~{77) son las que contienen la sal de un compuesto de f6rmula

- (I) v (II) esencialmente exento de otros antibiéticoé)

N

Los &cidos libres de f6rmulas (I) v (II) pueden obte-

1. nerse por acidulacidn cuidadosa de una sal del compuesto de

£6rmula (I) o (II) respectlvamente, seguida de réplda extrag

cién en un disolvente orgénico no miscible con agua y ‘segui-

.do de recuperacifn del &cido de la solucidn.

En los procedimientos de esta invencidn, frecuentemen-

te es muy conveniente trabajar con una sal metdlica alcalinal -

del compuesto de f6rmulas (I) y/o (II), como las sales de liy

tio, sodio o potasio y entre &stas se prefiere la sal s6dica

pero habitualmente es m&s adecuado formar primero la sal me-

“télica alcalina purificada, esbecialmente la ‘sal s6dica y

después convertir esta Gltima en otra sal, por ejemplo ha-

ciéndola pasar a travds de un lecho de resina cambiadora de

ciones seleccionadas para su vosterior procesado en-la. etanal.

" ES .posible preparar otras sales por el proceso de extraccién}. -
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tamponada a neutralidad aproximadamente, en combinacién’con

“como tampén de fosfato, en combinacifn con.resinas de. sopor-

“te que contienen grupos amino secundarios o_terciarips_o gru

‘rior (es décir, un alcanol Cl_4); en combinacién con un ma-

mezcla aprox1madamente 1:4 de’ agua e 1sonronanol en combina-

- 14—

catifn en forma de }a sal alternativa. Asi; en ésta descrip~-
ci6n,'§ueden emﬁlearse otros eledtrolitos {como laé sales
de litio; potasio u otras) en lpgér de las sales s6dicas dest
critas éero en general se érefiere trabajaf con la sal 's6-
dica. Anélogamente, pueden emplearse sales diferentes de los
cloruros (por e]emolo bromuros, nitratos o similares}, aunqué
en‘general se prefiere trabajar con un cloruro.

Un método preferldo de pur1f1cac10n cromatografica

(etapas f y g) utiliza una solu ién acuosa con una sal sédica

una resina b&sica cambiadora de ion. Asf, puede utilizarse
una solucidn acuosa de cloruro sbdico (u otra sal simllar)

tamponada a pH aproximadamente 7 con un tampdn-convencional,

pos amino cuaternarios. Los soportes adecuados son, las celu-

losas b&sicas cambiadoras de ion Yy los dextranos re+1ca1a-

..,_,'.»

dos bésicos cambladores de ifon como la celulosa DEAE, DEAE-

Sephadex, QAE-Sephadex y agentes equlvalentes.
Un método adecuado similar de purificacién croﬁatggré-
fica (etapas £ y'g) utiliza un sistema disolvente constituf-

dé'por una mezcla de agua'y pequeias cantidades de un disol-

vente. orgénico no miscible con agua, tal como un alcanol infT-

terial inerte de soporte como gel de sflice o celulosa. Los
sistemas disclventes adecuados son isoprcpanol. acuoso, n-bu-|’
tanol'acudso y similarés. Pof ejémplo; puede utilizarse una
cién con ‘el soporte de celulosa.

El producto del procedimiento anterior frecuentemente
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‘un lecho de material liﬁéfilo sobre el cual es adsorbido el

gel adecuados, como dextranos reticulados como Sepha@gx G10
y |G15 y geles de ?oliacrilamida como Biogel P2. El ggt;bié—
_tico puede ser elufdo de estos materiales utilizando ‘agua,

" metanol acuoso o similares. . §

_general, pueden eluirse de estas columnas zonas definidas;

cos que pueden ser reprocesados mis adelante o (b) recroma-

- 15-

contiene una gran proporcién de cloruro sddico de manera que

es beneficioso desalificar las soluciones reunidas. La desa-

lificacidn puede realizarse pasando la solucidn a través de

antibiético pero que no adsorbe el cloruro s6dico. Los mate-

riales adecuados son los absorbentes poliméricos a base de
poliestiréno como Amberlite XAD-4, Diaion HP20 y similares.
El producto del procedimiento anterior también puede ser

-

desalificado por cromatograffa en agentes de filtracidn de

‘Las columnas se eluyen a una velocidad 'que parmita la

I

separacién de los antibibticos en fracciones definidas. En

estas contienen MM 4550 disédico; MM 13:902 disbdico; -MM17880
dis6dico, .las sales sbBdicas de los compuestos de fé#ﬁﬁla (1)
y las sales s&dicas de los coméuestos de fdrmula (115 §ue
eluyen iardximas a las sales sbdicas de los compue'st.o'é‘de
f6rmula (I). En_general, las tres sales disbdicas estén bas-
tante separadas de las sales monosédicas en las resinas cam
biadoras de anién. Si la columna no se controla cuidadosamen
te, puede ocﬁrrir que sé obtengan las sales ﬁonosddicas en -
fracciones suéerbuestas. 8i asi ocurre, entonces éaben las
dos acciones siguientes: (a) liofilizar esta solucifn para

formar un complejo impﬁrg Gtil que contiene los. antibidti-

tografiar la solucién tal como estd con cantrol cuidadoso

del eluyente para garantizar la recogida de la solucién de
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sal sGdica de-un coméueSto de £f6rmula (I) exenta de la sal

sédica de un compuesto de f6érmula (II) y/o la recogida de
la solu;ién de la sal sddica de un coméuesto de f£6rmula (II)
exenta de la sal s6dica de un coméuesto de f£6rmula (I); es-
tas soluciones bueden ser de#?ués liofilizadas o liberadas
del disolvente eh cualquier otra fo;ma:

Las fracciones elegidas ﬁara recogerlas serdn aquéllas

que presenten una actividad significativa inhibidora de la

B-lactamasa o antibacteriana. Los métodos adecuados de de-

teccién de la actividaé inhibidora de la f-lactamasa inclu-

yen'los.de las patentes brité&nicas antes mencionadas. aunque
puede emplearsé cualguier método conveniente.
ELl 51gu1ente esquema muestra la secuencia preferlda de

obtencidn de los compuestos de férmulas (1) y (I1) pn forma

“de sus sales sodlcas. ‘Las sales sodlcas obtenldas de e<ta

forma pueden ser purlflcadas de nuevo si se desea, utlllzan-

do los procedimientos cromatogréflcos anterlormente descrltO'

Por trituracién de las 'sales de los compuestos "de f6r-
mulas (I) y II;) debajo de un disolvente oxéénico, ﬁalfcomo
acetonitrilo o acetona-hinedos, wvuede favorecerse la separa-

cién de las impurezas.

2 .
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Eiltrado del cultivo

2Absorcifn scbre carbdn

Elucién con acetona acuwosa al 20 %

Conbinacidn de }as fracciones con
actividad inhibidora de B-lactamasa

Separacién de la acetona y concentra-
cién por evaporacifn

hY

Cblunna con intercanbio de anidn

‘Sales sddicas de

de celulosa,DE 52

veidn con tampén de fosfate a pH 7.

Sales sédicas de Sales distdicas Ge

los compuestos de "los campuestos de MM 4550, MM 13,902
" Férmula (I) Férmula (II) . vy MM 17.880 -
XAD-4 . XaD-4

Solucién desalificada Solucién desalificada

l

$6lido licfilizado

|

S6lido liofilizado

Filtrado del cultivo

Absorcifn en una resina cambiadora

o Ge anién.acrilica, fuertemente bésica

Elucién con tampbn

Conbinacién de las fracciones con
actividad inhibidora de la P -lactamasa
que eluyen primero

Desalificacidn sobre XAD-4
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Elucién con isopropanol acuoso

v
Combinacidn de las fracciones
con actividad inhibidora de

B ~lactamasa
Separacitn del isopropanol y concen
~ tracién por evaporacién
v

. : ’ »
| Resina cambiadora de anifn
celulosa DE 52

Elucién con tampén de fosfate a pH 7

Sales sédicas de los o Sales s&dicas de cumpues-
-tos de Formula (IX)

| - xaD-4 R o L Lvpn-a
' , v oo
Solucién desalificada T Solucifn desaliﬁicada

S6lido liofilizado i ~ S6lido liofilizado.

" 5i se desea, las sales de los compuestos de férmﬁla (1)

y (II) preparadas por los métodos anteriores pueden sefisome—
tidas de nuevo a técnicas de separacibn cromat@gréficé para
dar una sal aislada ée un compuesto de férmula (Ia). (Ib),
(IIéS o (IIb). Estos procedimientos constituyen aspectos pre-
feridos de esfa invenciéﬁ. Normalmente, lé sal utilizada en
dicho procedimiento serd una sal monovalente como la sal amé-
nica o una.sal metdlica alcalina coﬁO-lé sal sédica o potésic:

““Una forma adecuada de cromatograffa para el proceso de

separacién es la cromatograffa de liquidos a alta presién, po¥

ejemplo empleando una solucién acuosa tamponanda de formiato

aménico. Una vez gque se han obtenido las fracciones que con-

)
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‘mente exenta,dél compuesto dé férmula (Ib), cuyo procedimientp

: ) ' -19 —

tienen el compuesto deseado, puede obtenerse un preparado s&-
lido por 1iofiliz;ci6n o similares.

Los compuestos de f6rmula (Ia) y (Ib) puéden separarse
por cromatograffa en columna sobre soportes como celulosa
acetilada, eluyendo con me;clas de alcohol y agua. Los compueg
tos de férmula (IIa) y (IIb) también pueden separarse por técl
nicas cromatogrdficas similares.

Una.vez que se han obtenido las fracciones que contie-
nen el compuesto-deseado, puede obtenerse un preparado sélido
por liofilizacifn o similares.

Esta invencién proporciona un procedimiento para la

preparacién de una-sal del compuesto de f6rmula (Ia) esencial

consiste en some;givupa mezcla de dichas sales a separacién
cromatogrdfica sobre Diaion HP2) 6 una resina cromatégf&fica—
mente equivalente.

Esta invencifn proporcicna un procedimiento pai{ la
preparacién de una sal dél compuesto de férmula (Ib)fésgnciai
mente exenta del compuesto de férmula (Ia), cuyo propédimien—
to consiste en someter una mezcla de dichés sales a'sep;racién
cromatogrdfica sobre Diaion HP20 o una resina cromatogréfica-
mente egquivalente: .

ﬂ - Esta invencién proporciona un procedimiento para la
preparacién de una sal del compuesto de f6érmula (IIa) esencial
mente exenta del compuesto de fSrmula (IIb), cuyo procedimien
to consiste en someter una mezcla de dichas sales a separaciGT
cromatogridfica sobre Diaion HP20 o una resina cromatogréfica-
mente eguivalente. - .

ésta.invénéién proporciona un procedimiento para la .

preparacifn. de una sal del combuesto de férmula (IIb) esencial
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mente exenta del compuesto de f6rmula (IIa), cuyo procedimien

to consiste en someter una mezcla de dichas sales a separa-
cién cromatograflca sobre Diajion HP20 o una resina cromatogrd
ficamente equlvalente.

Las sales preparadas égr los procedimientos anteriores
serén normalmente sales-mono;alentes como sales metdlicas
alcallnas, por ejemplo la sal de litio, sodio o pota51o y
preferlblemente la sal sodlca.

Las sales. preparadas DOI el procedlmlento anterlor
normalmente nq,contendrén'més de alrededor del 5 % y tq@avia

mejor no més'de glreaedér;ﬁel % del isémero 1ndeseado.

El Diaion (gque es una marca rgglstrada) es un polimero

‘altamente pdfoéo fabricado por Mitsubishi Chemical Industries.

No se trata de una’ reSLna cambladora de 1on sino de un adsor-

bente slntétlco con una sunerf;c*e activa extraordlnarlamen—

te grande en la cual.pueden adsorberse,eflcazmente los compue

s

- E1l Diaion ‘HP20-es un conolfmero de estlreno/dlv;nllben
ceno en forma de perlas, con una estructura macrorretlcular
con una superficieJeSPecifica de alrededor de 7,8 m7[g-y un
volumen de porosfdeil;ls ml/g. Otros detalles de esta resina
puedeh encontrarse‘eh el folleto'de datos Diaion (sefie HP,
Octubre 1976, que -se lncoroora aquf) (las oficinas de la

Mitsubishi Chemical Industries Ltd. pueden encontrarse en

- vfa 5-2 Marunouchi 2-chome, Chlyodafku, Tokyo, Japdn; 277

Park Ave.; New York, NtY; 10017; Estados Unidos: Ratinger
Str. 45; 4 Duesseldorf;’Alemahia bcbiﬁgntal; etc).

Las ;eSinasVcrqmatpgréficamenteVeéuivalentesral Diaion
HP2Q no?malmen#e también‘sgn ffsica y quimicamente similares,

es decir, en general son resinas macrorreticulares a base de

10T
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-original por adicién de tolueno y evaporacién a sequedad a

copolimeros dé estireno/divinilbenceno y exentas de grupos
ionizados. |

En el caso m&s adecuado, la mezcla de isbmeros apli-
cada a ia resina serd de buena pureza v estard esencialmente
exenta de otras impurezas orgfinicas aunque puede haber pre-
seﬁtes éiertas cantidades de impurszas inorgénicas (por ejem-
plo una sal metdlica alcalina como un cloruro, v.g. cloruro
s6dico).

Adecuadameﬁte el disolvente empleado seri agua o una
mezcla de agua y un alcanol inferior o un disolvente ngéni—
co miscible similaf.

Preferiblemente el-disolvente empleado‘es el agua.

El ﬁatéfial deséado puéde bbtenerse ahora sepafando
el disolvente, pp#Lejemplo por evaporacién{ liofilizacién o
:Similares..Altérnétivaﬁente, la solucién puede ser recroma-
togfafiada directamente sobre una resina adecuada (como
Biogel P2.y/o'Diéi6h'H?20f pafa purificarlé mis antes ae se-
parar elldisolventé;: ;

El agua puede-separarse de las soluciones aqqéggé de
las sales de estarinvéncién por procedimientos como evépora-
ci®dn a vacfo hasta 1/10 de su volumen, reconstitucién ai vo-
Jlumen original con etanol, reconcentracién hasta aproximada-

mente 1/10 de su volumen a vacio, reconstitucién del volumen

vacfo. Los disolventes residuzles pueden eliminarse mantenien

do bajo alto vacfo.

R DESCRIPCION 1

Preparacidén del caldo clarificado

- Se utiliza una .suspensién de esporas de Streptomvces

olivacéus ATCC 31.126 para inocﬁlar 100 ml de un medio de




PSRN 1 Y b e et

10

15

20

.28

- 22 =

siembra contenido en un erlenmeyer de 500 ml, taéado con

i -

un tapdén de espuma. El medio de siembra esti constitufdo
por 2 % de glucosa v1%de harlna de semllla de soja en
agua de51onlzada. (La harina de semilla de so;a es Arkasoy .

50 sumlnlstrada por la Brltlsh.Arkady Co. Ltd. , 01d Trafford

Manchester, Reino Unldo).

. El medio de siembra se cultiya durante 48 horas en
un! sacudidor rotatorio a 26°C. Se utilizan ﬁartes'alicuotas

de|5 ml del medio de siembra para inocular porciones de 100

ml del'medio de fermentacifn contenido en erlenmeyers-Ge:

50 ml tapados con tapones de esnuma. El medio de fermcnta-

ket tiic

cién, que se prepara.con agua de51on1zada, tiene la JJgulente

. composicidn: <
& -
/ : . - S
Glucosa . 2,0
Harina de semilla de soja 1,0 ) Li;d
CaCo, 7 | - 0,02 - N
. |
CoClz.GHzo : 0,0001 o

Los matraces de fermentacidén se incuban a 26°C &en
un sacudidor rotatorio durante 72 horas. Se cosechan.26 ma-
traces v el caldo completo resultante se centrlfuga a 2200 x
o4 durante 10 mlnutos. ‘

También se prefiere utilizar-Streptomyces wlivaceus

ATCC 31365 en el procedlmlento anterlor.

- DESCRIPCION 2

. Preparacidn de antibidticos crudés en solucién

El filtrado de cultivo (1500 ml) obténido después
de centrifugar se somete a purificacidn empleando una colum-
na de carbfn, como sigue:

Se prepara_una'columna de cérbén;granulado Darco de
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ello a 15 ml/minuto..Después la columna se lava con tampén

‘de’ 7,0.

'vidad inhibidora de la B-lactamasa frente a un preparado

- Establishment, Porton). Se combinan las fracciones cue' pre-
1.

- tante se almacena en un congelador intenso antes de su poste

“rior transformacidn.

carga en una columna cambiadora de anién débilmente bé&sica

2,5 x 37 cm en agua desionizada, se lava la columna sucesi-
vamente con 1 liéfo.de'NaOH al 2 %, 1 litro de agua desioni-

zada, 1 litro de HCl 1IN y 1 litro de agua desionizada, todo

de fosfato 0,05M a pH 7 hasta que el pH del eluyente es

El filtrado del cultivo (1500 ml) se pasa por una
columna de carbdn a razén de 15 ml/minuto. Despuds la colum-
na se eluye con acetona/agua 1:4 a 15 ml/minuto y se recogen

fracciones de 22 ml. En las fracciones se determina la acti-

dg enzima RTEM (suministrado poxr Mécrobiological Research
sentan la m&xima actividad (8-22). y se evaporan a presifn

reducida para eliminar la acetona. La solucién acuosa resul-
LI

(gl énzima Roem eé tipico de las B~;actama$és con-
troladas por pldsmidos y puede ser sustituido por ofro, COmo
las p-lactamasas del factor R, si se desea).

' ‘ EJEMPLO 1

Aislamiento de los compuestos de f6érmulas (I} v (II) en for-

ma de sus sales s6dicas esencialmente exentas de sales de

MM 4550, MM 13.902 v MM 17.880

El lfquido crudo obtenido en la Descripcidn 2 se’

evapora a presién reducida hasta 20 ml aproximadamente y se

de 3,8 x 27 cm de celulosa DEAE (la celulosa DEAE es celulos
DE 52 suministrada por Whatman Ltd., Springfield Mill,

Maidstone, Kent, Inglaterra) preparada en tampbén de. fosfato

1

11
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'daL un prenarado s6lido que contiene la. sal sédica del com—

Purificacién parcial de las sales sbdicas de los compuestos

24

0,025M a pH 7. La columna se eluye con tampdn de fosfato
0,025M a pH 7 a.dg caudal de 8 ml/miﬁuto ¥ se'recogen frac-—
ciones de 25 ml. En las fracciones se determina su actividad
inhibidora de B-lactamasa frente a un preparado de B-lacta-
masa de RTEM’:éé retienen‘log dos primeros picos de éctivi;
daa inhibidora. Se combinan las fracciones de la primera
banda (13-16) que contienen la sal del_compuesto de férmula
(Q) y se iiofilizan para dar un preparado s$lido que contie-
nel la sal sédica éel compuesto de férmula (I) esencialmente
exento de las sales.de los antibidticos dibésicos. Sg}gcmbi4

nah las fracciones de la segﬁnda banda (19-21) que contienen

la| sal del compuesto de £f6rmula (II) y se- lloflllzan raxa

puesto de férmula (II) esencialmente exenta de las sales de
lo; antibibticos dib&sicos. . | _. o

(La liofilizacién de las fracciones 13-16 ; 9 21
combinadas conduce naturalmente a un preparado que ccntlene
una mezcla de las sales sédicas de los antibibticos ;e +6rmu-
las (I) y (II). Las sales disddicas de los antibiétiéééf
MM 4550, MM 13.902 y MM 17.880 eluyen después de las sales

deseadas) .

-EJEMPLO 2

de férmula (I)

El preparado liofilizado de la sél’del compuésto éel
Ejemplo l.se disuelve en 10 ml de agua desionizada y se ana-
de 1 g de cloruro s6dico a la soluclon. Esta solucibén se ha-
ce pasar por una columna de 1,5 X 15 cm de XAD-4 (suministra-|
do por Rohm & Haas), preparada en ;gua aes;on;za@ax La columH

na se eluye con agua/n-propanol 4:1 a razén de 2 ml/minuto y
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(1) Cromatograffa en papel cambiador de ion Whatman DE81

“2°. Tampén de fésfﬁto-0,0SM, pPE 7, conte

25

se recogen fracciones de 4 ml. En las fracciones se determi-
na el cloruro por.reaccién‘con nitrato de éla£a y la activi-
dad inhibidofa de la B-lactamasa frente a un préparado de
B~lactamasa de RTEM; éé combinan las fracciones con la méxi-
ma actividad inhibidora y que dan reaccidn negativa con el
nitrato de plata (fracciones 6 a 13) y se liofilizan para
dar 32;5 mg de un s6lido amoxrfo gue contiene la sal sédica

del comﬁuesto'de'férmula (I);

Las propiedades de este preparado son las siguientes:

(A) Propiedades cromatogrédficas

"(papel cambiador de anién débilmente b&sico):

Eluyente - R de la sal s6dica

1. Tampén de fosfato. 0,05M, pH 7 : 0,69

. niendo NaCl 0,2M : 0,80

{ii) Cromatografia sobre papel Whatman n® 1:

Sistema disolvente R¢ de la =al z3dica

1. Fase superior de¢e butanol/eta- -~ : -
nol/agua 4:1:5 0,12 - .

2. Butanol/piridina/agué 1:1:2 ’ 0,42.

(B) Electroforesis en papel a alto voltaje

. La electroforesis se.reaiiza'en papel n°® 20 en tampén ds
piridina/ﬁdidb_acético PHE 5,3, a 5000 voltios durante 15 mi-
nutos. E} v§§1.0 £~deRM'para la sal sédica tomandé_las ben-
cilpenicilinas éomo 1,0 es también 1,0,

(C) Actividad antibacteriana
7 Se determiné la siguiente actividad antibacteriana del

preparadb, utilizando el método de microvaloracifn:
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orgamismo . .. CMI_ (ug/ml)
Bacillus subtilis A . C <a0
Enterobacter cloacae N1 ' ' 1250 -
Escherichia coli 10418 . 150
E. coli JT 410 e : L 625 .
- Klebsiella aerpgenes A . 312
Proteus mirabilis C277 . 625
Pseudomonas agrpginésa A - : >2500
Salmonella typhimurium CT10 o 312
Serratia marcescens US32 : ' 625
-Staph. aureus Rﬁssell S : .15Q 7

(D) Inhibicién de erizima

La actividad inhibidora de. enzimas del preparado_fren—

te a una serie de preparados de P-lactamasa es la siguiente:

(Método de la patente belga n° 827.926) .
' EJEMPLO 3

Purificacibn parcial de la sal sb6dica de los compuestos de

férmula (II)

El p;epéradq liofilizado de la sal del compuesto (11)

del Ejemplo 1 se disuelvg en lQrml de agta desiohizada y se

2y . . -% de inhibi Concentracién ﬁue prof-

Preparado de g-lac cién a 200  duce un 50 % de inhi-
tamasa de: - S pg/ml " bicién, ug/ml
Staph. aureus Russell o 40 7:. '
E. coli JT4 - . - - - '- - : © 95
Proteus mirabilis €889 - Y 112
Pseudomponas aeruginosa . . ,

Dalgleish - - 170
Entercbacter cloacae P99 - 83
Pégudomonas aeruginosa A - 30
Klebsiella aerogenes E70 27
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de plata (fracc1ones 7 a 13) y se liofilizan para dar 32,5

. tahpén de ﬁiridida/écido acético pH 5,3, a 5000 voltios du-

afiade 1 g de cloruro sgdico a la solucifén. Esta solucién se
aplica a una columna de 1;5 X 157cm de XAD-4 (suministrado

por Rohm & Haas), ére?arada ern agua desionizada. La columna
se eluye con agua/n-propanol 4:1 a 2 ml/minutb Yy se recogen
fracciones dé 4 ml. En las fracciones se determina el cloru-
ro por reaccién-con nitrato de 6lata y la actividad inhibi-
dora de B lactamasa frente a un prevarado de B ~lactamasa

de RTEM Se combinan: las fraccmones con la méxlma actividad

5,

inhibidora y que dan una reacc16n negativa con el nitrato

mg de un sélldo anorfo que contiene la sal s6dica del! com-
puesto de férmula,(lll. D
Las propiedades de este premarado son las siguientes:

(A) Proviedades cromatogrificas

(1) Emﬁleando papel cambiador de anifn débilmente bd-
sico de celulosa DES1 (Whatman) la sal s6dica tiene;qnq Re
de 0,54 cuaﬁdoise eiuye con tamﬁén de fosfato O-OSMLa DH 7.

(i1} Empleando papel Whatman n° 1 ‘la sal sédlca pre-
senta una Rf de O 20 cuando se eluve con la fase sune*1or
de butanol/etanol/agua 4:1:5‘ o

(BY Electroforesis en bapel a alto voltaje

La electroforesis se realiza en papel whatman n° 20 en

rante 15 minutos. El valor de Ry §ara la sal tomando la ben-
cilpenicilina como 1,0 es 0,95.-

(C) Actividad antibacteriana -

‘Se determin6 la actividad antibacteriana del preparado
émpleando el método de microvaloracidn con los siguientes

resultados:




PPV T

abe b e

e L, Tk e A1 FAEARID AT, TR s DO BT A E T b i A4 P L

10

185

20

V :. 130

g

Organismd’;=fzi‘ - - cMz, pa/ml
Bacillus subtilis A - - 250
Enterobacter cloacae N1 _ ' , >1000
Escherichia coli 10418 . SRS 250
Klebsiella aerogenes A N - 500
Proteus mirabilis €977 _ . ' 500
Pseudomonas aeruginosa A - > 1000
Salmonella tyéhimurium CT10 : . .o .- - 250
Serratia marcescehs Us39 A . . > 1000
Szaph. aureus Oxford ) . -7 500 .
.S abh,.aureﬁs Russell L .. 250

28

() Inhibicién de enzima - .

K Se determiné la actividad inhibidora.de.la 5-1§Etama—

sa del preparado frente a una serie de preparados enzimd-

" purificacifn mis avanzada de lassales sGdicas de los compuest

' agua desionizada y se cé;éa en una co;umna-de QAE.Sephadex

A25 (QAE'Seﬁhadex A25 es una resina cémbiaddra”de anién fuers

l
ticos: . .
' $ de inhibi= Concentracibn
: : " ¢ibn. a 200 que produce una
Preparado de f-lactamasa.des ~e-pg/ml - inhibiciét.. del 50%,
ST LT LS EALTT T g
Staph. aureus Russell ! - o 150
E. coli JT4 - ' - 12
Proteus mirabilis C889. . - 2
Pseudomonas aureginosa Dalgleish = - o 53
Enterobacter cloacae P99 . SR T 10
Pseudomonas aeruginosa A 39
Klebsiella aérpgenes E70 13

" 'EJEMPLO 4

L " tos de f£6rmula ‘(1)

El;preparado obtenido en el Ejemplo 2 se disuelve en

+
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temente b&sica suministrada por Pharmacia Ltd.), preparada .

en agua desionizada: La columna se eluye con'un,gradiente

de concentracién de cloruro sbdico desde 0 a 0,18M de NaCl

en agua desioﬁizada; En las fracciones de la columna se de-
termina la actividad inhibi@ora de la f-lactamasa frente a
un preparado de'RTEM vy se combinan las éue presentan la m&-
xima actividad. Se agrega’ a las fracciones combinadas NaCl
hasta ﬁna-concentracién final del 5 % como mfnimo. La solu-

-

cibn resultante. se pasa por una columna de Amberlite XAD

1l:4. Se combinan las fracciones que contienen la sal deseada

a jﬁzgar‘por su actividad inhibidora de la B-lactamasa, se

" evaporan a vacfio para separar el disolvente orgénico y.se

‘liofilizan. ' - . L

" EJEMPLO 5

Purificacién més avanzada de las sales s&dicas de los com-

~

puestog-&E'férmula'(I) L

Las fracciones combinadas de la cromatograffa en QAE
Sephadex del Ejemplo 4 pueden ser desalificadas y purlfica-
das todavfa mis por cromatograffa en una columna de” gel
B:idgel P2 (Bio-Rad Laboratories Ltd., 27 Homesdale Road,
Bromley, Kent, Inglaterra) como sigue:

E; sélido liofilizado de la columna de QAR Sephadex

-se disuelve en un pequeﬁo volumen de agua desionizada y se

‘pasa por una columna de Biogel P2. La columna se eluye con

butanol aéuoso al 1 $. Se determina la actividad inhibidora

de la B-lactamasa de cada fraccién y la reaccién con nitra-

_to de plata. Las fracciones que dan una reaccifn negativa

con nitrato de plata pero presentan una actividad inhibidora

de la ‘B-lactamasa adecuada se combinan y liofilizan.

‘(Rohm & Haas Ltd.) y la columna se eluye con n-propanol/aguaj-

’

i - h ¥
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0,0SM pH 7 a fosfato'0,0SM pH 7. conteniendo NaCl l,QM. Se
R By

" inhibidora de'la B—lactamasa. Se agrega NaCl a. las fraccione
. conblnadas para dar una concentrac16n del 5 % como mfn1mo.

_L solucidn resultante se apl*ca a una columna de Amb°rllte

todavfa mds por cromatograffa en una columna de celulosa

‘lonizada y- se agrega n-propanol hasta el 50 % aproximadamente

30

’EJEMPLO 6

PurlFlcac16n més aVanzada de las saIeS‘SUdicas de los compuegs-

El preparado obtenido en el Ejemélo 2 se disuelve en
agua desioniZAda y se aplic§'a una columna de la resina cam
biadora de anién fuertémente bésica Amberlite IRA 458 (Rohm
s Hass (UK) Ltd., Leﬁning House: 2 Mason Ave., Croydon,
Reino Uniao). La columna se breéara en tampén de fosfato
0,05M a bH 7y sé>eluye con un gradiente de cloruro s6dico
en tampdn de fosfato. La elucifn se realiza desde fosfato

combinan las fracciones que presentan la méxima actiyidad

a

P

XAD-4 preoarada en agua de51onlzada. La columna se eluye

con n—propanol/agua 1:4. Se combinan las fraccxones que pre-

sentan la mdxima act1v1dad inhibidora de la- B—lactamasa De-

ro que dan una reaccifén negativa con el nltrato de plata Yy

se liofilizan. '
"EJEMPLO 7

Purificacién mis avanzada. de las sales s6dicas de los com-

puestUS'de férmula'CI)

La sal del compuesto de férmula (I) puede purificarse

(celulosa CC31 Whatman, Springfield Mill. Maidstone, Kent,

Reino Unido) como sigue:
El s6lido 1mpuro que contlene la sal del compuesto de

fcrmula (I) se ‘disuelve en una cantidad mfnima de agua des~
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La solucidn resultante se aplica a una columna de celulosa

que se eluye con n-propanol/agua 4:1. Las fracciones resul-
tantes después de diluir en agua desionizada se examinan pa-
ra determinar su actividad inhibidora de 1la B-lactamasa. Se

combinan las fracciones que contienen la sal deseada, se eva

poran a presibn reducida para eliminar el disolvente y se
liofiliza.
" EJEMPLO 8

,

P&rificaciﬁn mids avanzada de las sales s6dicas de los com~

- ' puestos de férmula (ITI) 'fﬁiyi

.Puede utilizarse el procedimiento del Ejemplo 4. pRro

sustituyendo el material de partida por la preparaciéf,obte—

" nida en el Ejémplo 3. .

" BJEMPLO 9
] -t
Purificacidn mis avanzada de las sales s6dicas de los com-

-

Puede utilizarse el procedimiento del Ejemplo 5 pero

sustituyendo el material de ﬁartida-?or el producto,dei:

Ejemplo 8. ' -é;;

" EJEMPLO 10

Purificaci®n méis avanzada de las sales s6dicas de los com-

" puestos de'férmula'(II)

Puede utilizarse el procedimiento del Ejemplo 6 pero
sustituyendo'el materiai de partida por el preparado obteni-
do en el Ejemplo 3; |

- ﬂéJEMPLO'il

Purificacidn mis avanzada de ‘las sales s6dicas de los com-

7‘pﬁes£OS de”f6rmuia (II);

Puede utilizarse el procedimiento del Ejemplo 7 pero

sustituyendoc el material de partida por el preparado obteni--
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centraciones de cloruro s8dico. El gradiente oscila éﬁtre

de 2,5 ml/mlnuto y se recogen fracciones de 5 ml. En las

) f*acc1one¢ se determlna la actividad inhibidora de la B lac

binan las fracciones-que dan una buena actividad inhibidora

"las sales sb6dicas de los comﬁuestos de f6rmulas (I) y (II).

do en el Ejemplo 3.

- EIEMPLO 12

Preparacidn derantibibticos’ cruddsﬂa partrr del filtrado

: del cultivo
Se.apliéan 80 ml de filtrado de cultivo, prgparado
esencialmente cdmo,sé ha descrito en la Déscripcién i, a
una columna de 1,5 x 15 cm de Amberiite IRA 458, una resina
cambiadora de anién de base acrflica, fuertemente bésica

{Rohm & Haas). Lé columna se eluye con un gradiente de con-

NaCl 0 y l OM en tampén de fosfato 0,05M a pH 7, a un caudal

tamasa frente a un preparado de B -lactamasa de RTEM Se com

v que centienen las sales sédlcas de los comouestcc de f6r~
rulas (I) y (II) (4—13). (Las sales disédicas de MM 4450
MM 13902 y MM 17880 comienzan a eluir a partir de 1a,frac—
cisa 17 . )
A las fracciones combinadas se afiaden 3 g de cloruro
sfdico y la solucidn resultante se a?lica a una columna de
I,5 x 15 cm de Amberlite XAD-4 (Rohm & Haas), preparada en

agua desiornizada. La columna se eluye con n-propanol/agua

i:4 a2 3 mlfminuto y se fecogen fracciones de 4 ml. En las

fracc1ones se determina la actividad inhibidora de la B -lac
tamasa y la reacc16n con una soluc16n de nltrato de plata.

Se comblnan las fracciones que-dan una buena actividad inhi-
bidora y.feaccién negéti&a con elrhitrato de plata'y se lio-

filizan para formar un preparadb parcialménte purificado de
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-cambiadora de anién de base acrilica, fuertemente bésica
za&aa.Snd/mlnuto y se eluye-con tampén de fosfato 0 025M a
" las fracciones¢se determina la actividad lnhlbldora de B-lac

wbinan las fracciones'bueréan una buena actividad inhibidora

- 33

El preparado impuro puede ser nurificado més mediante los
procedimientos descritos anteriormente.
" EJEMPLO 13

Preparacidn de antibibticos crudos a partir del filtrado del

"~ cultilvo® -
Sé vasan 305 ml de filtrado de cultivo, preparado esen
cialmenﬁe como sé ha descrito en la Descripcién 1, por una
columna dé i;S'x lS cm de Amberlite IRA 458, una resina

AN

(Rohm & Haas). La columna se lava con 100 ml de agua deSLOni

pH 7, asb ml/mlnuto, recogléndose fracciones de 10 ml En

tamasa frente a un pre?arado_de ﬁ-lactamasa de RTﬁM? Se com
Y que contienen 1as sales sédlcac de los compuestos de for-
mulas (I) y (II) (13- 32) Las fraccmones combinadas se lio-
filizan. El sblido liofilizado se disuelve en 20 ml de‘agua
desionizaﬁa,'se'égregah'z_g de NaCl y la solﬁcién fésultante
se pasa por una columna de 1;5 x 15 cm de Amberlite XAD-4

17

(Rohm & Haas), preparada en agua desionizada. La columna se

eluye con n—?ropanol/agua.1:4 a 2 ml/minuto y se recogen frag

cibﬁes de 4 ml. En las fracciones se determina la actividad
inhibidora de B—lactamaéa v la reaccifn con solucidén de ni-
trato de plata:'Se~combinan las fracciones (7-14) con buena
actividad inhibidora y reaccién negativa con el nitrato de

plata y se iiofilizan §éra formar un éreparado parcialmen£e
purificado de las sales de los coméuestos de f6rmulas (I) y
(I1). ﬁste preparado impufo'puede ser purificado m&s por los

procedimientos descritos anteriormente.

b
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‘de la siguiente composicidn:,

-es Arkasoy 50 suministrada éor la British Axkady Co,:ptd.,

. de 0ld Trafford, Manchester).

" ml de medio de la misma composicidn, contenidos en’ un erlen-
'meyer de 500 ml, tapado con un tapdn de espuma, Después de la

inoculacidn, el matraz se incuba en un sacudidor rotatorio

.. clinados de. agar sélido en frascos Roux .de i1a siguiente com-

'Roux 100 ml de agua desionizada estéril conteniendo 0,1.% de

.~ EJEMPLO 14 =

(ATCC 31365) se resuspende en 10 ml de una solucibn esééril

Glucosa . 2 %
‘"Harina de semilla
de soja 1%
\pH 6,5

preparada en agua desionizada. (La harina de semilla de soja

*

Se utiliza 1 ml de esta suspensifn para inocular 100

2 28°C durante 30 horas. Se utilizan éartes alicuOEAS'de ’

5 ml de este cultivo de ‘siembra para inocular unos tubos in-

i

posicién:
Jugo delVegetales vs 20,0 %
' Agar Bacto (Qifco) - 2,5 %
pH 6,0 '

prepafadb en agua desionizada: (El jugo de vetales V8 es
suministrado por Campbell Soués Ltd.; Kipés Lynn, Norfolk,
Inglateffa y el agarbBacto es suministrado por Difco Labora-
tories, ﬁetroit; Michigan:,Esfados UhidoS)."

V Caéia frasco Roux se inCubaé 28°C durante ,Vuna semana.

Transcurrido ese tiempo, se afiaden al cultivo de un frasco
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Triton X L;gente tensoactiyo; marca registrada) y las espo-
ras se suséenden ﬁediante'sacudidas: Esta suspensibén de es-
poras se agrega como inoculum a 75 litros de un medio este-
rilizado de fase de siembra en un fermentador de acero ino-

xidable con tabiques. La composicién del medio es:

Harina de semilla de soja
(Arkasoy 50) 13

Glucosa : 2 %
Antiespumante Pluronic L81 0,03 %

preparada en agua destilada (Pluronic L81 es suministrado

- por Ugine Kuhlmann Chemicals Ltd.).

El medio se esteriliza a vapor en el fermentador duran

. te 20 minutos a 120°C. El cultivo de siembra se agita a

-’

14¢ rpm con un agitador de disco de paletas de 7,5" (19 cm)

.y se suministra aire estéril a 75 litros/minuto a través
o, : , _

de'un.rociador dé exéremoé abiertos. La temperatura se con-
trola a 28°C y después de incubar en estas condiciones duran|
te 48 horas se agregan 7,5 ljtroé de este cultivo déasiembra
como inocﬁlum a 150 litros e un medio de fe;mentaciéﬁ esté-
ril contenidb en un fermentador de acero inoxidable de 300
litros, totalmente tabicado. El medio de fermentaciéh tiene

la siguiente composicidn:

Harina de éemilla dé scja (Arkasoy 50) 0,9 %

" Glucosa . 2,0 %
Gred;_ _ - . 0,02 %
CoCl,. 6H,0 , - 10,0001 %

.Entiespumante Pluronic L81 _ N 0,2 %

PH 6,0 antes de la esterilizacidn

'pnxxﬁékzeq aéua-destilada,

‘El medio de fermentacidn se agita a 340 rpm con un
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Se utilizan 75 litros de esta siembra éara inocular"isdo li-

“tabicado. El medio de fermentacibn es el mismo descrito en

aire a un caudal de 400 litros/minuto. La temperatuira se man-

‘dicas esencialmente puras de los comouestos de férmulas (I)

del_filtrado'de cultivo clarificado son ﬁercoladés sobre una

—36 —

?ropulsor de ‘turbina de'8;5“ (21;5 cm). La temperatuéa se
controla a 29°C;—éuministréndose aire a un caﬁdal de 50 1i-
tros/minuto y manteniendo el éH a.6;547,0;

Estas fermentaciones ﬁueden ser cosechadas al cabo

de periodos dé tiempo que oscilan entre 48>y 54 horas.

" EJEMPLO 15

Las condiciones de fermentacidn hasta la fase de siembia

imclusive son esencialmente las descritas en el Ejemplo 14.

tro¢ de un medioc de fermentacidn estdril contenido en un

fermentador de acero inoxidable de 2000 litros, totaimente

el Iijemplo 14.

La fermentacién se agita coﬁ.dos bropulsores dé'turbi-
na de 19" {48 cm) de difmetro a 106 rém; suministrindose
tiene a 29°C y el pH 26,5-7,0; ‘el fermentador se cosecha al
cabo de 4é horas.

- EJEMPIO 16

Cy (D)

Se clarifican en una centrifuga de flujo continuo (Shar

ples Super Centrifuge) 150 litros de caldo completo, prepara-
dos esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo. 14, apro-|

ximadamente a razdn de 2,4 litros/minuto. Ciento veinte litrosg

columna de-6" (15 cm) de difmetro de la resina cambiadord de

anidn fuertemente bé&sica Amberlite IRA 458 (en forma cloruro)

..,
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(fracciones 2-11). Se agregan 46,75 g/l de clorurc sédico a
" respecto al NaCl. La solucién resultante se pasa por‘una

“nistrado por Rohm & Haas. Co.) con un volumen del lecho de

suministrada por Rohm & Haas Co., Phlladelphla, Pa., Esta-
dos Unldos, con un volumen de lecho de 9,6 litros y a un
caudal de 400 ml/minuto. (La columna de Amberlite IRA 458

ha sido previamente preparada en agua desionizada). Después
de ﬁercolar'el filtrado de thtivo; la columna se lava con
la mitad del volumen del lecho de agua y después se eluye
con NaCl 0,2M en témpén de fosfato s6dico 0,05M, pH 7, a

un caudal.de 2307ml/minuto: Se recogen fracciones de 2 li-
tros y se combinéﬁ las que ?resentan buena actividad inhibi-

dora frente a uh-preparado de f~lactamasa mediado bbr RTEM
las fracciones combinadas para formar una solucién 1M con
columna de 4" (10 cm) de di&metro de Amberlite XAD-~4 (sumi-

4 iitros Yy eqﬁilibrada en NaCl lM: La velocidad de parcola-
cibén es de ZOb.ml)ﬁihuto. La columna se eluye con 10.Jitros
de agua de51onlzada Yy después con agua/lsopropanol 4:1,
ambas a 100-ml/m1nuto. Las fxac01ones que presentan buena
actividad inhibidora de la B-lactamasa frente a un prepara-
do de enzima Romm (3-10 y 3-i7) se combinan, se evaporan a
pfesién reducida para separar el.isopfopanol y se liofilizan|
1'.Se prepara en agua desionizada una columna de 3,8 x
30 cm de ia éelulosarDEsz cambiadora de ani6n débilmente bé-
sica (en forma de cloruro) (suministrada por Whatman Ltd.,
Springfieid Mill, Maidstone, Xent, Inglaterra). El sélido
liofilizado ée la fase'de desalifieacién se disuelve en
300 ml de agua desionizada y se pasa por la columna de celu-
losa DE52 a 6 ml/minuto. La columna se lava con 200 ml de

agua desionizada y se eluye con tampén de fosfato potésico
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(suministrada por Pharmacia Ltd., Uppsala, Suecia), prepara-

. las fracciones que presentan una buena actividad inhibidora

?éé'aﬁadenKQ_g de cloruro s6dico y. la solucifn resultante se

X (en.fc;mavde cloruro) y la columna se-eluye con NaCl 0,1M a

- 138 - )

0,025M, pH 7; a ?;S.ml/minuto; reépgiéndose fracciones de

10 ml; En las fracciones se determina la actividad inhibi-
dora de la B-lactamasa y se combinan'indeéendientemente los
dos primeros.éicos érindipales de adtividad, fracciones 30-
85 (que contienen la salrséggca del cOméuesto de f6rmula (I)
y las f:accioneé 86-130 {que contienen la sal s6dica del

compuesto de'férmﬁla (II)).h_

Las fracciones 30-85 combinadas se pasan por una colum

na de 3,8 x 29 cm de QAE Sephadex A25 (en forma de cloruro)

da en agua desionizada. La columna se eluye con NaCl 0,1M a

3 ml/minuto y se recogen fraccicnes de 18 ml., Se combinan

de la B-lactamasa de'RTEM (58~68j. A 180-ml de esta solucibh’

pasa por uparcolumnarde>l,5'£.15 cm de Amberlite,XAﬁfé. La
columna se eluye con 135 ml de agua desionizada y-aéspués
con agua/isobroéanol 4:1‘a BEm;/minuto, recogiéndose’ fracciot
nes de 4,5 ml. Se combinan las fracciones coﬁ las béfdcteris-
ticas del espectro.ﬁitravioleta ?roéias de las sales sGdicas
parcialmente purifiqédas de los com?uestos de f6rmula (I}
(méximo UV 297 my aproximadamente) (8-16 y .34-40) y se liofi-

liéan.pargrdar reépectivamente 53 mg v 42 mg de un sélido

con propiedades caracteristicas de las sales sbédicas esencial

mente purasrde“los'coméueétos de £6rmula (I).
Las fracciones 86-130 de la columna de celulosa DE52

se pasan por una columné_de 3,8 x 29 cm de QAE Sephadex A25

3 ml/minuto, recogiéndose fracciones de 18 ml. En las fraccig

nes se determinarla actividad_inhibidora'de ié‘ B-lactémasa
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' puestos de fdrmula (11).

"~ los compuestos de férmulas'KI)fy'ffIi I .

-39 -

de Rypy ¥ se com%}ngn las que presentan buena actiyidad (94-

100) (120 ml). Se afiaden 6 g de cloruro s6dico a las fracciot

nes combinadas y la solucifn resultante se pasa por una colump-

na de 1,5 x 15 cm de Amberlite XAD-4. La columna se eluye
con 90 ml- de agua desionizada y deséués con agua/isopropanol
4:1, ambos a razén de 3 ml/minuto v se recogen fracciones de
4 ml. Se combinan las fracciones con el espectro caracteris-
tﬂco de lAs sales sddicas impuras de los compuestos de f&5x-
mula (II) (m&ximo a 307 my anrox1madamente) (10-16 y 26«32)
y se lloflllzan para dar respectivamente 9,7 mg y 21, 7 mg

de sélldo. Estos sélldos tienen propiedades que conruerdan
con las de las sales sédlcas esenclalmente puras de 103 com~

7

| EJEMPLO'i%

Otro procedimiento de aislamiento de las ‘sales s&dicas de

Se someten a cromatograffa en Amberlite IRA 4‘8’en la
forma de cloruro) 120 litros de'un filtrado de cultiﬁo que
contiene las sales sbdicas de los compuestos de f6rﬁ1las (1)
y (II) y se desalifican en Amberlite XAD—-4 esencialmgnte comg
se ha descrito en el Ejemplo 16 anterior.

‘ El s6lido liofilizado dé la. fase de desalificacifn se
disuelve en 300 ml de agua desionizada y se pasa por una co-
lumna de 3,8.x 25 cm de celulosa DE52 (en la forma de cloruro
La columna se lava con 200 ml de agua desionizada y se eluye
con taﬁpﬁn de fosfato Potésico O;OZSM, pH 7, a 6 ml/minuto,
recpéiéndose fracciones'de 20 mlt Se combinan las fracciones

que presentan buena actividad inhibidora de la f -lactamasa

de Reem (350 ml) y se pasan éor una columna de QAE Sephadex

A25 de 3,8 x 30 cm. La columna se eluye con NaCl 0,18M a 3 ml]
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" de las sales sédicas del'comﬁuesto de férmula II) (88-97)

~con 15 ml de agua desionizada y se eluye con agua/n-prbpanol
.. co de las sales sédicas purificadas de los compuestos de fért

propiedades que concuerdan con las de las sales s6dicas esen

‘1a (IT). Las fracciones combinadas se evaporan a presién re-

— 40~

minuto y se redpgen.fracciqnes de 20 ml. En las fracciones
se determina el,egéeCtro ultraviolefa vy las gue presentan
la absorcibn caracteristica derlaé sales sbédicas de los comf
puestos de férmula (I} (50-56) y la absorcidn caracteristica
se combipan indebendientemente:

A 'las fracciones combinadas 50-56 se afiaden 15 g de
cloruro sédico y }a solucifn resultante se pasa por una co-

iumna de Amberlite XaD-4 de 1,5 x 15 cm. La columna se lava

4:1 a 3 ml/minuto. Se recpéen fracciones de 3 ml. Séjéombif
nan las fracciones con el espectro ultravioleta caracterfstit
mula (I) (9-15), se evaporan a presidn reducida para separar

el propanol y se liofilizan bara dar 35 mg de un s6lido con

cialmwente puras de los ccméueStos de férmula (I). -
A las fraccione§ combinadas 88-97 de iarcoluﬁna de

QAE Sé?hadex se afiaden 24 g de cloruro sédibd Y 1ai$oluci§n

se percuela a través de una columna de Amberlite XAD54 (l,Sﬂ

15 cm). La columna se eluye con.agua/n-propancl 4:1 después

dé_lavar con 15 ml de agua desionizada. Se combinan las frac

ciones con espectros ultravioleta caracteristicos de las sa

les sédicas esencialmente puras de los compuestos de férmu-

ducida para separar el.propanol.y se liofilizan para dar las|
sales s6dicas esencialmente puras de loé'compuéstos de £6r-

mula (I11) (34 mg) .
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- Qtro procedimientO'de aislamiento‘de las sales sédicas de

~ Sephadex A25, preV1amente preparada en agua deSLOnlzada La

" inhibidora de B-lactamasa de Ropym ¥ el espectro ultraviole-

Bromley, Kent, Reino Unido) previamente preparada en agua dest

. EJEMPLO 18

Se preparan 105 litros de un filtrado de cultivo esen-
ciglmente‘cbmb se ha descrito en el Ejemplo 16 y se trata sog
bre Amberlite IRA 458 y Amberlite XAD-4 como se ha descrito
en el mismo ejemplo.

! Se evaporan las fracciones combinadas de la columna de
erlite XaAD-4- hasta aprox1madamente la mitad de su volumen
resién reducida para separar el 1sopropanol y se mantlenem.

°C durante 65 horas aprox1madamente La soluc16n Lesultanu

(800 ml) se pasa por una columna de 3,8 x 30 cm de OAE

co%umna se eluye con 800 ml de NaCl 0,05 M.y después con
NaCl 0,1M, en ambos casos a 4 ml/minuto y se recogen frac-

ciones de 20 ml. En-las fracciones se determina la‘actividad

ta y se combinan independienﬁemente las qde contieﬁén.ésen-
cialmente las sales s6dicas de los compuestos dé fé}ﬁula {1)
(73-80) y las sales sbdicas de los compuestos de férmula (II
(112-125). Laé fracciones combinadas 73-80 se evaporan a prey
séﬁn reducida hasta 15 mltaproximadamente y se pasan por

una columna de 3,8 x 30 cm de Biogel P2 (200-400 mallas) (suf

ministrada por Bio Rad Laboratories, 27 Homesdale Road,

ionizada conteniendo 1 % de butanol. La columna se eluye a
razén:de 3 ml/minuto con agua aesionizada qué contiene 1 %
de butanol y se recégen fraccionesrde 6 ml. En ias fraccio-
nesrse deﬁermina el eSpectro_ultravioleta v la feaccién con

nitrato de plata. Se combinan las fracciones que contienen
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- na se eluye con agua desionizada que contiene 1 % de butanol

:—leta caracteristico de las sales sddicas de los compuestos

de £6rmula (II) pero que dan reaccién .negativa de éioruros.r

‘las sales s8dicas de los cqméueStos de f6rmula (I) que.dan
reaccidn negativa'con el nitrato de plafa (29~32) y se lie-
filizan éara dar 72 mg de un sdlido con las propiedades ca-
racteristicas de ia sal sédica burificada del compuesto de
Las fracclones combinadas i12~125 se evaporan a pre-
sidn reducida hasta un volumen de 15 ml aéroximadamente. Es-

ta solucidn se cromatograffa en una columna de 3,8 x 30 cm

de Biogel P2 (preparada como en el caso anterior). La colum-

a.razén de 3 ml/minuto y se recogen fracciones de 6 ml. Se

combinan las fracciones (43-48). que dan el es?ectrb'ﬁltravio«

Las fracciones combinadas se liofilizan para dar 27”n§ de un

s6lido con las propiedades caracteristicas de las sales sédit

cas sustancialmente puras de los compuestos deiférﬁULﬁ (I1).

- EJEMPLO ‘19 . -

Método alternativo de aislamiento &e'Ias‘salEs'sédiééé de los

- compuestos de £6rmulas (T) v :(TI)
Se clarifican por filtracifn mediante el auxiliar de

filtracidn Dicalite 478, sobre un filtro rotatorio previamen-

',te'rgcubierto, 1500 litros dé’caldo completo preparado esen- |

cialmente como se ha descrito en el Ejemplo 15 para dar 1400

litros de filtrado del cultivo. Este filtrado del:cultivo es

éercolado a través de una columna de Amberlite IRA 458 (formd

de cloruro) de 12" (30 cm) de diZmetro (volumen del lecho,
100 litres); a una velocidad media de éércolacién de 4 litros
minute. La columna se eluye a:razén de 1,6 iitros/minuto con

NaCl 0,2M en tampén'de fosfato s6édico 0,05M, pH 6,7, y se

/-
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- las f;qcciohes que contienen las sales deseadas (2-4) (24 1i

.5°C después de ajustar a pH 7,0. Esta scolucifn se concentra

mina el espectro ultravioleta y se combinan las que presen-

“

recogen fracciones de 20 litros. Se combinan las fracciones
. i . .

que presentan buena actividad antibacteriana cuando se ensa-

yan sobre Klebsiella aerogenes A (una variante de NCTC 418)

(1-5}). Se agrega cloruro s8dico a las fracciones comblnadas

hasta una concentracién final de 1,0M y la solucibn resultan
te se aplica a una columna ée 6" (15 cm) de diémtro de Ambex
lite XAﬁ—4 (volumen del lecho, 22,4 litros) a 1,2 li;ros/mi—
nhto. La columna de Amberlite XAD-4 se eluye con 20 litros

d agua.desionizéda seguido de agua/isopropanol 4:1 a 500

ml/minuto y se recogen fracciones de 8 1litros. Se ccmpinan

tros) y se concentran hésta 11,4 litros por,gvaporécﬁén. E;
céncent;adb se mantiene aproximadamente durante 65 .horas a
dejnuevo a 3,75 litros y la solucién resultante ée pasa por
una columna de 7,8 x 31 cm de celulosa DE52 a razén cde 6 ml
minuto. La columna se eluye con tam?én de fosfato.pdtésico
0,025Y, PH 7, a razén de 4 m;/minuto y se rec@ggn frécciones
de 22 ml. En las fracciones se determina la actividad:iﬁhi—
bidora de la f-lactamasa de Ropym’ combinédndose iﬁdééendien—
temente las frécciones.60—135.y 136-210 qgue presentan buena
actividad. ' |
. Las fracciones combinadas 60-135 (1580 ml) se aplican
a una columna de 4,8 x 25 cm de QAE Sephadex A25, a 6 ml/mi-
nuto. Esta columna se eluye con NaCl O;lM a 4 ml/minuto f

se recogen fracciones de 20 ml. En las fracciones se deter-

tan las caracterfsticas de las sales sb6dicas de los compues-
tos de férmula (I) (50-70), listas para la transformacién

subsiguiente.
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- de Amberlite XAD-4 a 6 ml/minuto. La columna se lava con 50

10 ml. Se combinan las fracciones’ que dan reaccidn negatlva

-violeta caracterfstico de las aales s6dicas de los ccmpuestos

S

Ny, ' S

Las fracciones combinadas 136-210 de la columna de
celulosa DE52 se ;plican a una columna de 4,8 x 26 cm de
QAE Sephadex A25 a razdén de 6 ml/minuto. La columna se elu-.
ye con NaCl 0,1M a 4 ml/minuto y sé recogen fracciones de
20 ml. Se-combinan las fracciones que presentan el espectro
de absorc;én cafécteristico de las.sales parcialmente puri-
ficadas de los compuestcs de férmula (II).(91-104). A las

fracciones combinadas se afiaden 25 g de cloruro sddico y la

solucién resultante se aplica a una columna de 2,4 X" 32 cm

ml aproxzmadamente de agua desionizada y se eluye con agua/

propanol {4: l) as ml/mlnuto, recogléndose fracc1ones de
de cloruros, con nltrato de plata pero con el espectro ultra—

de férmula (II) (17-30). Las fracciones combinadas‘se'évaporﬂn
a presifn reducida éara seéarar el n-propanol y se 1i6filizan
para dar 585 mg de_las.sales s6dicas sustancialmente pufas
de loé compuestos de f6rmula (II).

- EIEMPLO 20

Propiedades de las sales sBdicas de los comouestos de f6rmu-

“las (I)-y (IT).

1. Espectro ultravioleta:
La mezcla de sales sééicas de los compuestos de f6rmula (I
presenta un maximo caracteristico a 297 my aproximad&ﬁent='
La mezcia de sales sddicas de los compuestos de férmula
(113 presenta un méximo caracteristico aproximadaﬁente a
_307 mp (uno de dos) h -

2. Las sales sbdicas presentaﬁ absorciones caracteristicas

-del carbonilc de p-lactama a 1750 cm-l en su eépectro in=-
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guiente:

Sal s6dica del Sal sédica de

compuesto de compuesto de

- f6rmula (I), férmula (II),

. Organismo - CMI ( Ug/ml) CMI ( ug/m)
Bacillus subtilis A | 0,8 . 0,2
Enterobacter clo;;ae N1 25,0 ' 25,0
Eschericha coli 10418 - . 1,5 7 1,5
Klebsiella éerpgenes A . 12,5 7 ) 6;25

'Profeus mirabilis 0977- 6,25 - f3,25,

" Pseudomonas aéruginosa A >100 . >100
Salmonella typhimurium CT10 = 3,12 0,8
Serratia marcescens Us39 ' .50,0 ' ' | 25,0
Staphylococcus aureus Oxford 0,8 . :.,1,5
Staph?lococcﬁs aureus Russell 3,12 ' ;1,5

EJEMPLO 21

_guiente procedimiento:

45

frarrojo.
3. La actividad antibacteriana ig vitro del material orepa-

rado esencialmente como se ha descrito antes es la si-

Preparacifn de las sales de los compuestos de fOrmuias (Ia)

y (Ib)

Un preparado esencialmente puro de la mezcla de sales

sédicas de los compuestos- de férmulas (Ia) y (Ib) se separa
pdf éromatografia de lfquidos a alta presién medianfe el si-
Columna: 300 mm x 3,9 mm, rellena de Bonaapagk ci8 M
| (Waters Associates, Milford, Massachusetts, Esta|
dos Unidos). »
Disolvehte: Acetato aménico 0,05ﬂ/ajdsqﬁb a pH 4,5 con &ci-
“do acético en uhajﬁezcla de 5 % de acetonitrilo

'y 95 % de agua
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_ 46_
Caudal : - 2,5 ml/minuto
Deteccién : _ Absorbancia ultravioleta a 295 nm.
Carga : 50 ul de una solucidn de 1,6 mg en 0,5 ml

de agua.
Las dos sales sédicas se resuelven en dos picos con
uncs tiempos de retencién de 3,45 y 4,45 minutos. El1 eluato

de cada pico se combina independientemente y se neutraliza

a pH 7 con solucidn dilufda  de hidréxido sdédico.

Las soluciones combinadas separadas se evaporan para

.. dar las sales sédicas deseadas de los compuestos de- £8rmu-

las (Ia) y (Ib).

EJEMPLO 22 -

" Separacién de las sales de los compuestos de férmulas .(IIa)

y (IIb) o S

Empleando el sistema descrito en el Ejemplo 21, se se- 7
para la mezcla de sales sbdicas de los compuestos de £6rmu-
las (IIa) y (IIb) por croma;ografia de liquidos a éiﬁa,pre—

sifn, con unos tiempoé de retencidn de 6,0 y 7,1 minutos.
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EJEMPLO 23

FILTRADO DEL CULTIVO

ABSORCION SOBRE RESINA FUERTE-
MENTE BASICA AMBERLITE IRA 458

Eluir co

COMBINAR LAS FRACCIONES QUE
CONTIENEN Ia, Ib, IIa y IIb

Desalif
Eluir c
v »
EVAPORACION A $RESION REDUCIDA

\ - PARA SEPARAR EL PROPANOL

T Cromato
Ia, Ib :
Desalificacidn : ' Lt
sobre XAD-4 ) TS
LIOFILIZACION DE LAS
- © . FRACCIONES SECAS QUE consts
N CONTIENEN Ia, Ib T
Cromatograffa - . . . ,
sobre QAE Sephadex N _— ' el .
FRACCION CONTENIENDO S
Ia, Ib * B
Cromatografia sobre
Diaion HP20
v .
FRACCIONES CONTENIEN - FRACCIONES CONTENIEN
DO Ia R . DO Ib '
Cromatograffa sobre :
Biogel P2
FRACCIONES CONTENIEN FRACCIONES-CONTENIEg
DO Ia - T , DO Ib

Cromatograffia sobre
HP20 y liofilizacidn

1
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EJEMPLO 23

FILTRADO DEL CULTIVO

ABSORCION SOBRE RESINA FUERTE-
MENTE BASICA AMBERLITE IRA 458

Eluir con NaCl 0,2M en tampdn

COMBINAR LAS FRACCIONES QUE
CONTIENEN Ia, Ib, IIa y IIb

EVAPORACION A DRESION REDUCIDA

PARA SEPARAR EL PROPANOL

.
LR I

Desalificar sobre XAD-4
Eluir con isopropanol/agua

3
i

CromatogZafia sobre QAE Sephadex

ACION DE LAS

%S SECAS QUE cesals
EN Ia, Ib - Lo
CONTENIENDO S
s Ib - ‘
¥
FRACCIONES CONTENIEE
DO Ib :
‘raffa sobre .
‘el P2

FRACCIONES CONTENIEN
DO Ib

rafia sobre
.0filizacidn

IIa, IIb

L .- - Desalificacidn so-
e " bre XabD-4

LIOFILIZACION DE LAS
R FRACCIONES SECAS QUE
. . CONTIENEN.IIa, 1;b-

. . - ' Crométéérafia:

' : sobre HPZ0

PR p-uil i
- . FRACCIONES CON FRACCIONES CON
***2 PENIENDO IIa- TENIENDO IIb

|

1

i

Cromatograffa -
sobre Biogel P2 l

\

FRACCIONES CON

TENIENDO IXa

FRACCIONES CON
TENIENDO ITb

Cromatograffa sobre
HP20 y liofilizacién

ITIa ITbh
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(Ep este ejemplo,‘la referencia a los compuestos (Ia), (ITa),
(Ib) y (IIb) se refiere a sus sales sbdicas).

- Se preparan esporas de Streptomyces olivaceus ATCC

31365 esencialmente como se ha descrito en el Ejemplo 14.
: Se utiliza la suébensién de esporas de un frasco Rou]

como inoculum para 75 litros de medio de siembra esterilizado

contenidos_en'un fermentador de acero inoxidable de 100 1li-

trgs, provisto de Pabiques. La composicibn del medio. es:

Harina dé soja (Arkasoy 50) . :1-%
Glucqsa ) .2_%
~ Antiespumante Pluronic L81. 0,03 %
" preparado en agua deStiladaj

1

El medio sg-esteriliza a vapof en ei feimentéddr du-
rante 20 minutos a 120°C; El cultivo de siembra se agita a
140 rpm con un agitador de baletas de 7,5" (19 cm) y se intro
duce aire estéril a 75 litrbs/minuto (a tr;Vés de unfroqiador
de extremo abierto). La temée:atura se controla a 28“7y des-
pués de incubar durante 48 hofhs se agregan 75 litros del culy
tivo de siembra como inoculum a 1500 litros de un meaiﬁ ae
fermentacién mantenido en un fermentador de acero inoxidable
de\200 litros totalmeﬁte tabicado.

La composicién del medio de fermentacién es:

' Harina de soja (Arkasoy 50) 2,0 %
Glucosa 0,9 %
Greda o 0,02 %

: CoClz.GHZO : . : 0,0001 %
Antiespumante Pluronic L81 0,2 %

(Medio preparado en agua destilada y pH ajustado a
6,0 antes de la esterilizacién).

"La fermentacidn se agita con dos propulsores de turbi-

b - - e
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na de 19" (48 cm) de didmetro a 106 rpm Yy se hace pasar aire
a un caudal de 400 lltros/mlnuto. La temperatura se mantiene
a 29°C y el pH a 6,5—7,0. El fermentador se cosecha al cabo
de 48 horas.

Un nuevo filtrado de’kulﬁivo adecuédb para la extrac-
cién de los compdeStos Ia, Ib, IIa y IIb se prepara como
sigue: . '

Serutiliza‘una suspensifn de esporas de S. olivaceus,
preparada a.partirfde dos fracos Roux comeo se ha descrito ante
;;qrggpye, para inocular 150 litios de un medio de siembra
esterilizado contenidos en un fermentador de acero inqxidable

de 300 litros totalmente tabicado. El medio y:lés qpnéiciones

descritos anteriormente. Al cabo de 48 horas se utilizan los
iSD litros del ﬁedio de siembra para inocular 3000 litrcs del
medio de fermentacidén contenido en un fermentador 49_ébero
inoxidable de 5000 litros totalmente tabicado. La faée'dé fers
mentacién se prosigue en cond1c1ones esencmalmente 51mllares
a las descrltas anteriormente, a excepcidn de que la ‘ermenta-
cibn se cosecha al cabo de 55 horas.

El caldo completo de los fermentadores de 2006 litros
Yy 5000 litros, preparado como se ha descrito antes, da un vo-
lumen combinado de 4725 lltros. El caldo se clarifica por £il
tracidn en un filtro a Vacic rotatorio prev1amente recubierto
dando los filtrados combinados 4200 litros de caldo clarifi-
cado. Esterﬁltimo es percclado a razén de 10 litros/minuto a
través de columnas de la ;esiné cambiqddra de anién fuertemen-
te b&sica Amberlite IRA 458 (forma ae cloruro). La resina se
lava coﬁ 60 litros de agua desionizada y después,se- eluye coj

una solucidn acuosa de NaCl 0,2M con fosfato sddico 0,075M,
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fva con agﬁa desionizada a 5°C hasta que la conductividad de

pH 6,7. La elucibén de Ia, Ib, IIa y ITb comienza cuando la
conductividad dei'eluyedte'ha alcanzado la del NaCl 0,1M y
han elufdo cuando se han recpgido'450 litros de eluyente.
Cuando -sea necesario; se'determiné la éresencia de Ia, Ib,
ITa v IIb-mediante un sistema analftico de cromatografia de
lfquidos a alta éreSién basado en el método preparativo des-
crito en el Ejem§10v21:'

‘A ios'elu;tos combinados gue contienen Ia, Ib, IIa y
IIb de la columnaﬂde IRA 458 se afiade Amberlite XAD:4V(90 kg
_de peso hﬁmedo); La mezcla se ajusta a pH 6,0 empleando fci-
Go_élorhidrieo al 50 % y se agita suavemente a 5°C durante

una hora. Después la resina se separa por filtracién y se la-

las aguas de lavado es menor que ‘la de una solucidn 0,05M
de NaCl. La resina lavada se suspende en 42 litroé de isopro-
panol/agua 1:1 y se afiade NaOH al 20 % en peso/volumen hasta
un pH constante dé 7;5: El eluyente ée separa por fiitracién.
v se conserva. La elucidn de 15 resina se repite conruné nue
va cantidad de isopropanol/agua 1:1 y finalmente se repite
el proceso empleando isopropancl/agua 1:3. Se combinan los
eluatos (130 litros) y se evaéoran a ?residn reducida para
séparar el isoprobanol. La- solucidn resultante (67 litros)
es'pg:colada a razén de 15 litros/hora sobre una columna de
QAE Sephadex A25 (15 x 45 cm) ?reviamente equilibrada en
NaCl 0,1M. La columna se lava con 7,5 litros de NaCl 0,0SM

y se eluye-con NaCl 0,1M a razdn de 7,8 litros/hora, recogiénj
dose fiacciones de 500 ml; En las fracciones se determina la
presencia de Ia, Ib, IIa'y I1b por.cromatpgrafia de lfquidos
a alta presifn. Se combinan iaé fracciones que contienen Ia

y Ib, que eluyen juntas (12,6 litros) y tambié&n se combinan
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las que contienen IIa y IIb que éluyen mis tarde (5,9 litros).

A las f:aéciones combinadéds contenienéo Ia y Ib se
afiaden 44,16 g/1 de NaCl. La solu¢16n resultante es percola-
da a 5,8 litros/hora a través de una columna de Amberlite
Xap-4 (10.x 36 cm){ La columna se lava con 3 litros de agua
desionizada a razén de 2,9 litros/hora y después se eluye
6on isopropanocl/agua 1:9. Se recoge el eluyente que contiene
Ia y/o'Ib én proéorciones adecuadés, determinadas por croma-
tpgrafia de liquiéos a alta presién, después de que la condug
tividad del eluyente ha descendido a un nivel equivale#té al
.del NaCl 0,0iM. La solucidn de eluato (7,7 litros) qﬁé“con—
tiene Ia y Ib ée ajusta—a éH 7,0 empleando NaOH al 207% en‘
peso/volumen, se concentra a présién reducida vy se liofiliza
para dar 38,5'5 de un sdlido. 7

Los eluatos combinados de.la columna de QAE Sephadex
A25 conteniendo los compueStos IIary IIb se tratanVQé’forma
similar para obtener 13,7 g de un séiido. -

El producto liofilizado (38,5 g) de la columna de
XAD-4) que contiene los com?uestos ia y Ib, se disuel&é en
50 ml de agua desionizada y se aplica a uné columna de QAE
Sephadex &25 (7,8 x 30 cm) pre?arada en égﬁardesioniiada. La
columna se lava con 4 litros de NaCl 0,05M v después se elu-
ye con NaCl 0,08M; en ambos casbs a razén de 8 ml/minuto.

Se recogen.fracciones de aproximadamente 20 ml desde el prin-
cipio de la elucibn. En las fracciones se determina el espec—
tro ultra?ioleta y se combinan las qué presentan un espectro

que concuerda con ei.de'los,coméuestoévlé yrib (130-170)

(950 ml). La cromatpgrafia en QAE.éephadex se realiza a 5°C.

AH'4507ml ae las fraéciones combinaaas que contienen

Ia y Ib, probedeni;es dé la cromatggrh:affaren'QAE Sephadex, se
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afiaden 23,8 g de NaCl; La solucidn resultante se aplica a
una columa de Diaion HP20 (4,8 x 62 cm) (Mitsubishi Chemi-
cals Ltd., Agents Nippon Rensui Co:, FujivBldg., 2-3 Marunou-
chi, 3-Chome, Chiyoda—Ku; Tokyo 100; Jaéén) a razén de 12 ml/
minuto y se recpgenrfraccionqs de 20 ml aproximadamente. Se
deéermina el espectro ultravioleta de las fracciones y se con
binan independientemente las gque contienen Ia (58-74) y Ib
(7é—97), se concentran por evaporécién a presidn reducida y
se|liofilizan par; dar respectivamente 490 mg y 357 mg de

s6lido.

_-Los eluatos combinados residuales de la columna de

QAF éue‘contienen los compuestos Ia y Ib se procesan de for-

respectivamente Ia y Ib.

Se disuelven 538 mg del sélido gue contiene Ia pro-
cedente del ﬁrocedimiento anterior en 25 ml de agua desioni-
zada y se aplica a una columna de Biogel P2 (206—400 mallas)
(7,8 x 40 cm). La columna se eluye con agua desionizada a
3 ml/minuto y se recogen fracciones de' 25 ml. La croﬁ%fégrafia

se realiza a 5°C. Se determina el espectro ultravioleta de

las fracciones y se combinan las que presentan el espectro ca
racterfstico del coméuesto.la altamente purificado (37-42).
Las'fracciones combinadas se concentran por evaporacifn a
presidn reducida hasta 10 ml aproximadamenﬁe. La solucién re-
sultante se aplica a una columna de Diaion HP20 (calidad cro-
matpgréficé) de 3,0 x 50 cm. La columna se eluye con agua
desionizada a S.ml/minuto y se recogen. fracciones de 10 ml.
Se determina el espectro ﬁltravioleta de las fracciones y se
combinan las queitienen un eséectro caracteristico del compueg

to Ia altamente purificado (50-62), se concentran a presién
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_gen fracciones de 25 ml. Se combinan las fracciones que con-

resultante se aplica a una columa ‘de 2,4 x 40 cm de Dlalon
"desionizada a 5 ml/minuto y se recogen fracciones de 10 ml.

:las que:contienen Ib altamente éufificado (35—48) se combi-

reducid; y se liofilizan para dar 40 mg de Ia sélido;

Se disugl%eﬁ 5;8 mérdel s6lido que coﬁtiene el com-
puesto Ib, procedente de la cromatograffa en HP20, en aproxid
madamente 25 ml de agua desionizada y la solucién resultante
se aplica. a una columna de B%pgel P2 de 7,8 x 40 cm. La colun-

na se eluye con .agua desionizada a razén de 3m1/min‘.‘y se reco
3 - —

tienen Ib altamente purificado (32-37) a juzgar por su espec-
trotlltravioletam,ﬁas fracciones combinadas se evaporan a

presién reducida hasta 10 ml aproximadamente y la saiucién
HP20 (calldad cromatograflca) La columna se_eluye con agua
Se determina el esbéctro ultravioleta de las fraccibnés v

nan y liofilizan para dar 53 mg de Ib so’xdo. 'f'f‘
En 50 ml de agua desionizada se disuelven 7 g ‘del sé+
lido liofilizado procedente de la etapa de'desalificaéién
con XAD-4, que contiene los compuestos IIa y:IIb ¥ sé;éﬁlica
a una columna de Diaion. HP20 de 4,8 x 37 cm. La columna se
eluye con agua Qesionizada a razén de 10 ml/minuto f.se re-
cégeﬁ fraccionés de_20 ml aproxim@damente. En las'éracciones
se‘deterﬁina el espectro ultravioleta y las que contienen
ITa (49-63) y IIb (71—110) se combinan 1ndependlentemente vy

se llOflllZan para dar respectlvamente 875 mg v 1, 47 g de
sélido. . s ' |

~

El s6lido residual de IIa y IIb procedente de la co-
lumna XAD-4.se procesa de forma similar'para dar respectiva-

mente 860 mg v 1,44 g de IIa v IIb sélldos.

-

Se d:.suelven 860 mg del compuesto Ila antes preparado
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en 25 ml de agua de510n1%ada y se aplica a una columna de
Blogel P2 (200- 400 mallas) de 7 8 x 40 cm. La columna se
eluye con agua desionizada a 3 ml/minuto y se recogen frac-
ciones de 25 ml: Se COmbinan ;és fracciones que contienen

el compuesto IIa altamente bprificado; a juzgar por su espec
tro ultravioleta'(42—50). Las fracciones combingdas se con~
centran a 10 ml aéroximadamente'éor evaboracién a presidn
rédu01da y se cargan en una columna de 2 8 x 40 cm de Diaion
HP20 (calidad cromatogréflca) La columna se eluye con agua
degionizada, se determina el espectro ultravioleta de las
Vfraéciones yrse combinan las que bresentan un espectro caracH

terfstico del compuesto IXIa altamente purlflcado (52~ 64) Las

filizan para dar 95 mg de IIa sélldo.
l Se disuelven 750 mg del compuesto IIb preparado ante-
riormente en unos 25 ml de agua desioniééda y se aplican a
una columna de Biogel P2 (200-400 mallas) de 7,8 x 40 on. La
columna se eluye con agua de31onlzada a3l ml/mlnuto g se;re—
cogen fracciones de 25 ml. Se combinan las fracciones que con;
tienen IIb altamente purificado (47-55), a juzgar por su es-
peétro ultravioleta. Las fraccicnes combinadas se evaporan a.
pfesién reducida hasﬁa 10 ml aproximadamente y esta solucién
se carga en una columna de 2,8 x 42 cm de Diaion HP20 (cali-
dad cromatogréflca) La columna se eluye con agua desioniza-
da a 5 ml/minuto. Las 25 érimeras fracciones se recogen como
fracciones de 5 ml y las restantes Eomo,fracciones de 10 ml.
Se determina el espectro ultravioleta de‘las fracciones y se

combinan las que contienen compuesto IIb altamente purificado

(77-91) y se liofilizan bara dar 105 mg de IIb sélido.




e e

ORESOR L O IT

TS FERPI L

ot s Ao Tacm ot o e ikl A .t} @

10

18

20

25

_55 _

EJEMPLO 24

Propiedades de las sales sddicas de los compuéstos de f6rmu-

las Ia, Ib, IIa y IIb

Los -materiales preparados esencialmente como se ha
descrito en el Ejemplc 23 y sustancialmente puroé tienen las
siguientes propiedades:

(1) Espectro UV

Ia: maximo ﬁnico a 298 nm (extinci®dn molar € = 8131) (véa-

se Figura'l)

Ib: méximo Gnico a 301 nm (extincidn-molar€ 7956) (véa-

- se Figura 2)

Ila: dos méximos a 228 y 308-309 nm (¢ 13.627) (ﬁéase-

Figura 3)

e

IIb: dos miximos a 229 y 308-310 nm (€ = 13.933) (véase

Figura 4)
(2) La actividad antibacteriana de las sales s6dicas - determi-

jnada por el método de microvaloracidén se encuenfré en la
Tabla A. - i ‘
(3) La actividad inhibidora de la B8 -lactamasa de las sales
sbdicas se encuentra en la Tabla B.
(4) Espectro de RMN '
Ia: Véase la Fidura 5 para el espectro en D20
Ib: Véase la Figura 6 para el espectfo en D20
Iia: Véase la Figura.7 para el espectfo en DZO
IIb: V8ase la Figura 8 para él espectro en bzo.
(5) La actividad sinérgica de las sales ;Sdiéas se. encuentra |
en la Tabla C. 7 | )
(6) Las sales sédicas-no'producen'hingﬁn efecto tbxico evider

te en ratones cuando se administran subcut&neamente en

solucibén acuosa a razbén de 50 mg/kg.
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- Ampici-
Cepa Ia "Ib ITa IIb lina
B. subtilis 0;16 1,2 <0,08 2,5 <30
Enterobacter cloacae NL 2,5 10 2,5 10 200
E. coli 10418 0,3 2,5 0,3 5,0  €3,0
E. coli JT39 5,0 2,5 50 50 800
E. coli JT68 . 5,0 2,5 10 5,0 1600
E. coli JT410 0,6 5,0 0,6 5,0 - 200
Klebsiella A | 2,5 5,0 1,2 5,0 100
Klebsiella E707 .10 5,0 10 10 400
Klebsiella Ba9s 40 10 40 10 >€400
 proteus mirabilis €977 0,6 10 0,6 . 10 . %3,0
Proteus mirabilis C889 5,0 10 10 20 400
Proteus morganii I580 2,5 10 2,5 20 100
Proteus vulgaris 03618 5,0 10 10 20 7 400
Pseudomornas aeruginosa A,Slﬁb >160 >160 >160 :1500
Salmcnella CT10 0,3\ 2,5 0,3 5,0 _éfo;s
Serratia US39 20 10 20 10 1600
-Staph. Oxford’ 1725 1,2 0,3 2,5  €3,0
Staph. Russell 0,6 2,5 0,3 2,5 400
Staph. Smith 0,6 2,5 0,6 2,5  <3,0
Strep. faecalis - <3,0

. 1,25 20 1,2 20

O
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| ampicilina sola . 1000 - 2000
0,1 ug/ml >10 - © >s00.
+(1a) o o S
: -1 ug/ml - 7 500
-0;1 ng/ml -210 ' o "B"O'O;’ ‘
+(Ib) ' -
1 ug/ml .10 S 31,2
, , | ' ' :
0,1 pg/ml 10 ‘ >500 -
+(ITa) . ' o o
1 ug/ml - - 500
0,1 pg/ml 210 o : 500
+(IIb) : ' )
1 Hg/ml : 10 31,2

{recaer sobre las siguientes:

. Entero~- Ps. aerugi Proteus E. coli Staph.
Compuesto bacter P99 ""nposa A ~C889 - - JT4 Russell
IIa 0,02 3,0 0,06 >2,0 0,08
I1b 0,04 4,0 0,4 0,1 >2,0
Ta . 0,02 4,0 0,1 >2,0 3,25
Ib 0,04 4,0 <2,0 0,28 >2,0
' TABIA C .

T CNT (ug/ml)

.Staph. aureus - '
- Compuesto - - "2 Russell E. coli JT39

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita deberd

- e g e

" REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la preparacifn de nuevos deriva-
'dos del l-azabiciclo {3,2.0} hept~-2-en-2-carboxilico de f6r-

mulas
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S-W—NH—CO—CH5 -

o - COpH

i

donde W representa un dirradical de férmula:

H~ 7
—CH2--CH2 - /Q = C\H

o una sal de los mismos; cuyo procedimiento comprende cul-

tlvar una cepa productora de Streptomyces olivaceus ¢ Trep-

tomyces gaddenensis hasta que se ha producido una cantldad

‘de la férmula del compuesto obtenido es

sustancial de dicho compuesto del medio de cultivo, Yy, si
se ?eseé, gometer una mezcla de las sales obtenidas‘é'sepa-
racidén cromatografica sobré Diaion HP 20 o sobre una resina
cromatograflcamente equivalente.

2. Un procedimiento segln la re1v1nd1cac10n 1 ‘don-
HC H H

/ S—CH2-CH27NH—CG—QH3

. N o e L
7 _ (Ia)

0 una sal del mismo.
3. Un procedimiento segln la reivindicacidn 1, don-

de la férmula del compuesto obtenido es

-~

et ey B

H
S—CH - ~NH- ()._
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o una sal del mismo.
4, Un procedimiento segin la reivindicacién 1 don-
de la férmula del compuesto obtenido es:
O S

]
1
!

HO * .
S5~C=C-NH-C0-CH

| :
0 CO.H ~ . ' (IIa)_

o upa sal del mismo.
5. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1 donde

la fiérmula del compuesto obtenido es:
HC . .

HO y $~C=C-NH-CO-CH.,

I
| //——N H
0

co_H © (Ib)

2

0 una sal del mismo.

6. Un procedimiento segin cualquiera de las réiVin—
dicaciones 1 a 5, donde.el compuesto obtenido es una’s@f
farmacéuticamente aceptable._'

7. Un procedimiento segln la reivindicacién 6, don-
de élrcompuesto obtenido es una sal metilica alcalina o al-

calino-térrea.
8. Un procedimiento segin la reivindicacibén 7, dondg
la sal es una sal sodica.

G. Un procedimiento segin la reivindicacidén 7 donde

la sal es una sal potésica.

10. Un procedimiento segin cualquiera de las reivin
dicaciones 6 a 9 donde 1la sal tiens una pureza del 50% como

minimo. - I
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11. Un procedimiento segln cualquiera de las rei-
vindicaciones 6 a 9 donde la sal tiene una puréza del 75 %
como minimo.

12. Un procedimiento segin cualquiera de ias rei-
vindicaciones 6 a 9 donde la sal tiene una pureza del 90 %
como minimo.r

13. Un procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindidaciones 6 a 12 donde el compuesto obtenido es una sal
del compuesto de férmula (Ia), exenta de cualquier sal del
comnuesto de férmula (Ib). R

7 14, Un procedlmlento segln cualqulera de lasrre1v1n
dicaciones 6 a 12 donde el compuesto obtenido es una sal del
compuesto de férmula (Ib) exenta de cualquier sal déiﬁﬁpm-
puesto de férmula (Ia). )

15. Un. procedlmlento segin cualqulera de las reivin
dicaciones 6 a 12 donde el compuesto obtenido es una sal del
compuesto de férmula (IIa) exenta de cualquier sal déi épm—
pueoto de férmula (IIb). ' )

16. Un procedimiento segin cualquiera de 1a§ ;elvig
dicaciones 6 a 12 donde el compuesto obtenido es una sal del

compuesto de férmula (IIb) exenta de cualquier sal del com-

puesto de rérmula (IIa).
17. Tn procedlmlento'seéun la ‘reivindicacién 6 don-

de el compuesto obtenido es una sal metdlica alcalina del

compuesto de férmula (Ia):

:f Gy .
i

S - 32 A To .
GH2 CH2 NH-CO CH3

0 CO.H (Ia)
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cuya sal metdlica alcalina presenta un coeficiente de extin-

cidn molar no inferior a 7700 cuando se disuelve en agua

a pH neutro.

18. Un procedimiento segim la reivindicacidn 17,
donde el coeficiente de extincién molar es no inferior a
7900 cuahdo se disuelve en agua a pH neutro.

19..Un procedimiento segin las reivindicaciones 17
o 18, donde la sal es una sal sbdica.

20. Un procedimiento seghn la reivindicaoiéni6 don-
dé el compuesto obtenido es una sal metélica alcaliﬁa’dél

compuesto de férmula (Ib):
: CH

S-GHy~CHo= *H-cg-cn3 o

cuya sal metilica alcalina presenta un coeficiente.de extin-

cibdn molar no inferior a 7700 cuando se disuelve en ugua

21. Un procedimiento segln la reivindicacién 20,

7900 cushdo se disuelve en agua a pH ﬁeutrof

22. Un procedimiento segin las reivindicaciones 20
6 21, donde la sal es una sal sédica.

25. Un procedimiento segin la reivindicacidn 6:don—
de el compuesto obtenido es sal metédlica alcalina del com-

puestc de formula (IIa):
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Tde el compuesto obtenido es una sal métalica alcalina del

' delnmsmo de gran rendimiento.
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cuya sal alcalina presenta un coeficiente de extincion mo-
lar no inferior a 13.000, cuando se disuelve en agua a pH

neutro.

24. Un procedimiento segln la reivindicacidn 20,

13.500 cuando se disuelve en agua a pH neutro.
25, Un procedimiento segin las reivindicaciones 23
6 24, donde la sal es una sal sédica;

26. Un procedimiento segln la reivindicacidén 6 don- '

compuesto de férmula (IIb):

(110)

cuya sal metdlica alcalina presenta un coeficiente de eytln-
eidn molar no inferior a 13.000 cuando se disuelve en agua
a pH neutro.

27. Tn procedimientO'éegﬁn la reivindicacién 20,
donde el coeficiente de extincidén molar es no inferior a
15.550 cuando sé disuelve en ggua a pH neutro.

28. Un procedimiento segln las reivindicaciones 23
6'24, donde la sal es una sal sddica.

29. Un procedimiento segin lé reivindicacidén 1, don

de se utiliza Streptomyces olivaceus ATCC 31126 o un mutante

30. Un procedﬂmlento segln la reivindicacién 1 don-

de se utiliza Streptomyces olivaceus ATCC 31365 o un mubtante
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del mismo de gran rendimiento.
31. Un procedimiento segin la reivindicacibn 1, donl
de se obtiene una sal del compuesto de férmula (Ia) esencial]
mente exenta del compuesto de férmula (Ib), porque se somete
la mezcla de dichas sales a separacidn cromatogréfica sobre
Diaion HP20 o sobre una resina cromatograficamente equiva-
lente. - |
. 52.‘Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, don
de se obtiene una ;al del compuesto de férmula (Ib) esencial

mente exenta del compuesto de férmula (Ia), porque-sé'séme-

bre Diaion HP20 o sobre una resina cromatograflcamente equi-

valente. _ ' . .

33. Un procedimiento segln la reivindicacidn 1, don

deise obtiene una sal del compuesto de férmula (IIa)iééen—
cialmente exenta de un compuesto de férmula (IIb),rpoféﬁe
sérsomete la mezcla de dichas éales a separacibdn croﬁéfbgré—
fica sobre Diaion HP20 o sobre una resina éromatogréficémen—

te eguivalente.

34, Un procedimiento segin la reivindicacién 1, don

de se obtiene una sal del compuesto de férmula (IIb) esencia]
meﬁte exenta del compuesto de férmula (IIa), porque se some-
te la mezcla de dichas sales a separa01on cromatografica so-
bre. Dlalon.HPEO 0 sobre una resina cromatograflcamente equi-~

Valente.

35. Un procedimientd segln cualquiera de las rei-

vindicaciones 31 a 34, donde la sal es una sal metadlica alcsj

lina.
36. Un procedimiento segln la reivindicacidn 35,

donde la sal metalica alealina es la sal sbdica.

=
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37, Un procedimiento segin cualquiera de las rei-
vindicaciones 31 a 36, donde el disolvente empleado es agual

38. Se reivindica por dltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
UN PROCEDIHIENTOyPARA LA PREPARACION DE NUEVOS DERIVADOS DE
1-AZABICICLO§3;2.0} HEPT-2-EN-2-CARBOXILICO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria Descriptiva que,consta de sesenta y cuatro

péginas mecanografiadas.

Madrid, 3|/de Marzo de 1978
BERNARDO UNGRIA
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