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MBIORIA DESCRIPTIVA
~ para solioftar ;
" PATENTE D& IBVEECION
‘ en
Esrafa

por VEINTE afios ,,
a nombre de MER®X & ., INC., entided norteamsricana,
ectablae:lda‘an. 126 Bast I..tnoéln Avenue, Rahwsy, Kneva
Jersey, Bstados Unidos de América, por:

*UN PROCEDIMIENTC DE FREPARAR UN COECENTRADC GRISHINICO™.

-
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‘Bate invento se reflers a sustancias tera-
po'utioamenté valiosas, y especialmente a sustancias obte=
nidas por el oultivo de una raza del mloro-organismo
 gtreptomyces griseus en un medio adecuado. M

Bl inbento tiens por cbjeto un procedimiento
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para recuperar un producto de elsboracion del Streplomyses

 griseus a partir de un caldo de oultivo que le contliene, tra-

tando dicho caldo de oultivo con material adsorbents, y 6lu-
yendo el adsorbato del mismo oon una soluoidn de piridina
acuosa o uuna piridina acuosa sus tltui&g» oon un alcohile in-
ferior. ‘ A T

m aguerdo con un procedimiento desorito en -

la publicacién de Reynelds, Schatz y Waksmsn, Proceedings

‘of_the _Seciefy of Brperimental Blology and Wedicins, 64,

pags. 50 a 54, {1947), pueden adsorberse sustencias activas
desde un oaldc ds oultivo de este tipo por medic de carbon
activado y eludirse luego del carbén con una solucidu de
8l cohol otil;oo al 9%‘." ge ha comprobado que la elucidn oon |
al cohol otklie'é da como resultado la reouperacion aproximada
de sélo una mitad de la sotividad total. 7 -
Se ha descublerto shora, de acwerdc ocon el
presente invento, que las sustanoias activas, después de ger
adsorbidas del caldo de oultivo mediante oarbéxi activado,
pueden ser elufdss del carbén con una soluoion acnosa de
piridina o de o< -pigolina, El eluato as{ obtenldo ocontlene
aproximadaménte 76% del material aotive adsorbido.

Bs"aouerdp con una reslizscion preferida de

nve stre invento, el mioro-organiame. Btreptomyces griseus es
oultivado en un medio gue contiene extracto de carne, una
peptona (una digestidn énzimé;j,’oa_aa oase_fnﬂ, dloruro de
sodio ¥y agua’. Bl ecaldo ig oultive pnede tratarse con un
auxiliar filtrante de diatomdceas para climinar el micelio

y otra materia extrafia, y 1a sustanclia aotiva adsorberse

.
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de la mezcla de reaceidn por adloldn de carbon activado.

Hemos obtenido los mejores reau'ltyados; gin embargo, acidifi-

cando primero el caldo de cultivo, tratando el medio acldifl-
cado oon un auxiliar filtrante 6.9 dlatomaceas y'v ajustando
luego &l pE del fltrado a entre 7,6 y 6 antes de la adlddn
de carbon activado». A1 carbdn activedo gus contiene la sus-
tancia aotiva es sevaradoc yor fi;tmei.o’n v eluf{do con una
solucldn acuosa de'piridina c; oK =ploolina, Se obtlens un
concentrado griseinico solido concentrando el elnato a se-
quedsd a presidn reduclda. |

‘ Alternativamente, el oconcentrado sclido pue-
de :r.;eouperar‘se y seguirse purificando por concentra qio’n del -
eluato & pequefio volumen y adicicn de unos diesz volumenes
de aloohdlr. B precipitada que se forma se separa lusgo ¥
el filtradc se afiade a ¢ter seco determinande la preocipita-
oidn de la griseina que se rscupsrgykeoca.

Bl concentrado zrisefnico sclido es una sus-

[ ] ’ - :
tancia parda amorfa gque ¢8 soluble sn aguna y que tiene una

actividad de al menos 200 unidades por mgr. determinada de

acuerdo con el método de dlluaidn con Escheriohis o81i des-
orito en la publicacidn de Reynolds ¥ otros antes cltada.
Bste producto es util como agente terapéutico y puede usar-
ge también oome producto intermedio para preparar otras
sustancias de valor terapeutioco.

. Congiderado en algunos de sus aspe cios nés
amplics, el nueve procedimiento de aousrdo wn el presente

invente comprends ‘adaérber del caldo de aultivo la griseina

obtenida cultivando una raza del mioro-organismo Streptomyces

-V-‘ 5’-
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griseus en un medio uutricio, eludir el adsorbate con una
solucidn aouoss de piridina o una solucldn aouosa de uns pi-
ridina sustitufda con alcokhilo iﬁfbrio;, tal como ol~-picolina,
¥y recuperar la sustancia aotiva del eluato.

Jos slguisntes ejemplos ilustran mdtodos de
realizar el preaente‘invanto, psro ha de sntenderss gue sstos
ajemplos se dan primerdislmente a modo ds ilustracién y mo
de limitacicn,

Bjemplo 1 _ |

_ Una solucion de 2926 litros de celdo de oml-
tivo que poses una potencia microbiologica de unas 200 uni-
dades.fmi; se forma poi cultivo de una raza d:1 micro-organis-

mo Strsgtomycoa’griseus en un medio nutrliclc adecusds, Este

caldo de cultivo s8¢ acidifica a un pH de aprox, 2 5 a 3.0
con acide fosfbrico. Como unos 22,5 Xgs. de auxiliar filtran-
te distomdcec se aﬁaden a 1la mezcla y ¢sta se agita y =se
filtra. La torta de filtro se lava gon unos 450 1itros de
agua., El filtrado y el lavado se ccmbihan, se neutéalizan

a aprox, un pE de 7.6 a 8.0 con hidrdxido scdico 30% y &e

" filtran, Al filtrado se le afisden aproximadamente ll.4 Kgs.

de carbdn activado., La mezala se agita durante 1/2 hora ¥
luego se filtra, lLa torta del filtro se lava haciendo una
papilla con unos 450 litros de agua, seguida por filtraoiéy.
Ia torta de filtro que oomprende carbon y material active
adsorbidoc se afiade a la mezcla de aproximadamente 545 1litros
de agus y 180 litros de piridina o o -picolina, La mezdla

se agita‘dnranto‘una 1/2 hofa; Bl carbon agotsdo se separs

por filtracidn y se‘lava por devolucidn al ciclo a traves

- 4 -
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del filtro-prensa de unos 180 litros de piridina 28% o
~X =ploolina durante 15 minutos. Bl elualo ¥ las lavaduras

combinados 88 waporan -} presion inferior a la atmosferioca

y a ung gemperatura inferior & 402C hasta unos 27 a & 1i-

tros y se diluyen oon aproximademente 205 1itros (lo vold-
menes) de aloohol m&’silioo. La solucién mﬂﬁiw-aouosa se
olarifica per filgracidn y la sustancia aotiva, junto can
materisl inerte, es precipltada por adicion | en porciones
de unos 45 1i4¢roe & tandas sucesivas de unos 126 litroes de
dter seco, Bl materisl insoluble se elimina por filtracion
y se seca en un gecador de vaofo, El Tendimiento de toda
1a tenda es de unos 1937 grs. de uu solide pardec, con una
potencia miorobidldgica de unas 320 unidades griseinicas/mgr.
Rjemplo 2 |

Aproximdanenta 15 1itros de un caldo d.e ocul-
tive que ocontiensn 1,1 millones de unildades de griseina de ‘
aotividad total se forman por cultive de una Traza del micro-
organismo Streplomyces griseus en un medio gue contlens ex-
tracto de carne, una peptona (una digesticn enzindtica de

case{na), cloruro de sodlo y agua. Bste caldo se aoi.diﬂca

a un pE 3 con dolde fosfdrioo 86%. La mezcla 26 filtre ¥

el ﬁl’orado ge ajusta a pE B con golucidn al 30% de hidroxido
sodiou. 4 eata ‘golucion ze 18 anaaon 50 grs. de carbon ac-
tivads, La mezcla se agita, se filtra y la torta de filtre
gse lava oon un litro de agua. L& ‘;orta de filtro, gue ooOm~
prende carbon y material activo adsorbido, se pone en sus-
pensidn en unos 1260 cc. de una solucidn de X -picolina

(26 ml. de X-pioolina d1lufda & 100 ml. con agua). 1.8 mez-
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cla se aglta y luego se filtra’. % "filtrado que tiene una
potencia tatal de 610.000 unidades (557% de la actividad del
caldo) se evapora & una presion inferior a la atmosferica
y & una temperxatura por debajo de 409:"}. 2 mi, del concen~

trado asf{ obtenido ae diluyen con 10 volumenea de alcohel

- met{lico ¥y el pracirimado que se forma 8e separa por den-

'brifugacidn. gl filtrado se afiade & 60 ml. de étex anhldro,
ol preoipitado regultante e separa por filtra cien v se
seca a una presién 1nferior & 1la atmosférica, Bi producte
recuperadc pesd 0,03 grs. ¥ tenfa una aoctividad antibiotica
de aproximadamente 194 unidades/ml. ‘

gl’_jem'ola 3
’ Tnos 1290 ml. de caldc de cul’civo ocon una

- aotivided de 479 unidedes griseinicas/ml. se forma por cul-

tivo de una raza del micro-organismo Streplomyces griseung en

‘nn medio nutricie, Bate cultive se filtra a traves de un

auxillar de filtro de dlatomdceas para separar el miocello.
El filtrado resultante se agita durante 1/2 hora con 13 grs.

_ de ocarbon activado qus luego 56 separa por filtracion y se

lava ocon 130 ml.‘ de agua.
Ja mitad del adsorbato asf obtenido se aglta

oon 65 mlr. de piridina acuosa 6% durants 15 minntos ¥ 1ue§¢o
se separa por f11tracion. Bl adsorbato en carbon @e elnya
luego analogamente con una solucidn de piridina &l 10%,
primexc, ¥ luege oon una al 50,0, respectivamente, kos f£iltre-
dos individuales se concentraron a presio'n reduclida hasta

un reaidno ouyoe pesos y actividades ee indican a ocontinuna-

oidn., La cantidad total de gnseina recuperada fué a8 T4%.
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Elnato _Peso_del residmo Actividad
‘Piridina 5% 455 mgrs. 300 u/mgr.
'Piridina 105 260 mgra, . 400 u/mgr.
Piridina 50% ‘176 mgra. 129 u/mgr.

Lllllevar‘a, la préctica el presente invento
yug&m{iﬁtreduairee modifi caciones 8in apartarse por ello
del esp{ritu y del aloance del mismo, y &l ifvento ha de
oonsideraiso limitado &olamente pﬁr las relvindicaciones
ane jas,

Beta solicitud gque corresponde 2 la presen-
tada en los Bstados Unidos de América el 3 de abril de 1948,
bajo el ndmero 18}.848, ge acoge & 1los beneficlos del artf-
mlo 61 del vigsnte Eétatuto 80bre Propiedad Induétrial.

«Q0=NOTA«0=.

Los puntos de invenoidn propia y nﬁeva que
36 presentan parg que sean objeto de esata Patente d-e Inven~
oidn en E’sﬁaﬁe.4 por VEINTE afies, son los sigulentes:

‘18, = 31 pi'boadimianf.o de recupsrar un pro-

ducto de elaboracion de St‘rog‘tog 008 ‘5 rigeus & partir de

‘un caldo de cultivo gue lo contiena, gugoomprends tratar

dicho o;ldo de onltivo con material Vadsorbente, ¥y elulr el

adsorbato del mismo con una solucion de piridina acuosa e

-una piridina acuesa sustitufda oon sl cohilo inferior.

22, - El procedimiento se‘gén ge reivindica

- -
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en el punto 12, en el cual la piridina aloohf{lica inferior
es K=-ploolina.
39, - Bl procedimiento segun se relvindlca
en los puntos 1 y 2, que gmaluye concentrar dicho elﬁaw a
sequedad. '

. = Bl proeedliniento segun se reivindica
enlos puntos 1 a 3, en ol oual el material adsorbente es car-
bén aotivador. ' |

, 58, - El procedimiento segin se reivindica
en los puntos 1 a 4, en el cual el caldo de cultlvé st’a ob=-

tiene -cultivando una raza de:l. mi cro-organismo Streptomyoeas

Etaau en un medio nutricio.
_ 68, - Bl procedimlento segun se reivindica
en los puzitos 1 a 5, que inecluye acidificar el csldo de cul-

tive antes del tratamiento ocon el material adsorbvente, fil-

trar luego el caldo de cultivo acldificado, y nentrallizar

después y filtrar el caldo de cultivo.

7o, - Bl procedimiento segin se reivindioa
en los puntos 1, 2y 4 & 6, que indluye oconcentrar el eluato

a un pequefic volumen, diluir el concentrado oon un alocohol

.alifdtico infericr, filtrar la mezcla, afiadir un dlsolvente

miscible al filtrado en el cual es insoluble el material
aotivo, y recuperar el precipltado as{ formado.

8'9.. - Bl proocedimiento gegin ss reivindioa
en el punto 78, en el oual el aloohol alifgtico inferior es
al cohol met{lico. - |

o 98, - B procedimiento segin se reivindloa
en los puntos 7 y 6, en el cual el disolvente miscible es
éter. ‘

- B
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108, - Bl procedimisntc en esencia como
ge ha desoritc en esta Memoria.

1le, - Un grooed.imiento de preparar uu
concentrads grisefnico.

B R A Pal 7 oomo se ha desorito en la Memoria

que antecede y con los fines gue se han esrecificado.

Bota Wemoria consta de nueve hojas escri-
tas por una sola earsv. '

Eadrid, 12‘;\)\_,’\949

P. ho
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