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KfflOBIl 3ES0HIPÜÜYA 
para so 11 altar

M l l S f i  B l  1 I T 1 1 0 I 0 S

en

i s n i i
por YSIlíH años

a nombre de 1EER3C & dó», ISO., entidad ñorteamsrioana, 

establecida en 126 Baat lincean Atenúe, Hah»ay, Saeta 
Je r a s? , Estados Unidos de América, por:

•U S PHCKJJSDIMI áK'T0 DE E 1SPARAR W  OOtCMPRADO QRIS3IHIC0 » .

•  o -  fl *  f l * 0 -  0 - 0 -  0 - 0 - O' - 0 -  0 -  0 *  0 - 0 -

. Bate invento se refiere a sastanoias tera- 

péutloaoents v a lio sa s , y especialmente a sustancias obte­
nidas por el oaltivo de una raza del micro-organismo 

Streutoayoes g ríseas en un medio adecuado.
5 11 Intento tiene por objeto un procedimiento
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i 87692
para recuperar un producto da elaboraoion del gtrep tony osa 

ĵ rlaaua a p artir  da un caldo da cultivo que lo  contiene, tra­

tando dicho caldo de oultlvo con material adsorbente, y alo­

yando a l adsorbato dal miaño con una solución de plridina 

aouoaa o p irid in a acuosa sus t i  tu ida con un al cohilo in­

ferio r* *
338 acuerdo oon un procedimiento descrito en 

la  publioaoie'n de Heynolds, Sohatz y Waksman, Frooeeaings 

o f  the Sooiety o f  acperlmental Biology and Medícine, 64, 
paga. 50 a 5 4 , (1947) ,  pueden adsorberse sustancias activas 

desde un caldo de cultivo de este tipo por medio de carbón 

activado y eludirse luego del carbón oon una solución de 
alcohol e tílico  a l  9$. Se ha comprobado que la  elución oon 
alcohol e t ílic o  da como resultado la  reouperaoio'n aproximada 

de sólo una mitad de la  sotlvidad to ta l .
Se ha descubierto ahora, de aouerdo con al 

presente invento, que la s  sustancias ac tiv a s , después de ser 

adsorbidas del o al do de cultivo mediante oarbén activado, 
pueden ser eluídas del carbón con una soluoión acuosa de 

p lrid ina o de -p i colina. SI el nato a s í  obtenido contiene

aproximadamente 75$ del material activo adsorbido.
m  aouerdo oon una realización  preferida de 

nuestro Invento, e l amo Btrsptomyoea g r ism a , es

cultivado en un medio que contiene extracto de carne, una 
peptona (una digestión enziraa'tioa de caseína), cloruro de 

sodio y agua. SI caldo de cultivo puede tra tarse  con un 
auxiliar f iltra n te  de diato maceas para eliminar el mioelio 

y otra materia extraña, y la  sustancia activa adsorberse
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de le  atézala de rea colon por adición de carbón activado.

Hamos obtenido lo s  mejores resaltados, sin  embargo, a o id ifl-  

oando primero e l oaldo de cultivo, tratando el medio a c id i f i­

cado con un au x iliar f iltra n te  de diato maceas y asustando 

6 luego el pH del filtrad o  a entre 7*8 y 8 antea de l a  adición 

de carbón activado* SI carbón activado que contiene la  sus­
tancia activa ea separado jo r  f iltra c ió n  y eluído con una 

solución acuosa de p irid ina o ex;-pi colina. se obtiene un 

concentrado grlseínico sólido concentrando áL eluató a se-

1 0 * quedad a presión reducida.
Alternativamente, el concentrado sólido pue-
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gríseas «a un medio nutricio , eludir el adsórbate con una 

solución acuosa de piridlna o una solución acuosa de una pi- 

r i  dina su stitu ida con aloo lili o in fe r io r, ta l  como ¿*ó.-picolina, 

y recuperar la  sustancia aotiVa del el nato.

lo s  siguientes ejemplos ilu stran  métodos de 

realizar el presente invento, paro ha de entenderse que estos 

ejemplos se dan primordtalmente a modo ds ilu strac ión  y no 

de lim itación,
8 j] e rapio 1

Una solución de £925 l i t r o s  de caldo de cul­

tivo que posee una potencia mierobiológica de unas 200 uni­

dades / ¿ i .  se forma por cultivo de .una raza dtl micro-organis­
mo Streptomyoes griaeus en un medio n u trid o  adecuado. Bate 

oaldo de cultivo se a c id ifica  a un pH de aprox. 2f5 a 3.0 
oon acido fo sfórico , Gomo unos 22.5 Egs. de au x iliar  fu tr a n ­

te díatomaceo se añaden a la  mezcla y esta se ag ita  y se 
f i l t r a .  Xa torta de f i l t r o  se lava con unos 450 l i t r o s  de 

agua. KL filtrado  y el lavado se combinan, se neutralizan 

a aprox. un pW  de 7.5 a 8.0 oon hidróxido sódico 30fe y se 
f i lt r a n . Al filtrado  se le  añaden aproximadamente 11.4 Kgs. 

de carbón activado. Xa mezcla se ag ita  durante 1/2 hora y 

luego se f i l t r a .  Xa torta del f i l t r o  se lava haoiendo una 

p ap illa  con unos 450 l i t r o s  de agua, seguida por f iltra c ió n .

Xa torta de f i l t r o  que comprende carbón y material activo 

adsorbido se añade a la  mezo!a de aproximadamente 545 l i t r o s  

de agua y 180 l i t r o s  de p irld ina o o( -p ico lin a . Xa mezcla 

se agita durante' una 1/2 hora. 2L oarbón agotado se separa 
por f iltra c ió n  y se lava por devolución al o íd o  a través
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i'i i  tro-prense ña uno a 180 l i t r o s  de p lrid ln a 25,» 

í<  -ploolina durante 15 minutos. Kt eluato y l a s  layadoras

aoatinados a .  .vaporan •  í™ .ió n  8 18 8 W Í l 1 0 8
y a un, temperatura in ferior a 40‘ C hasta unos 27 a a  l i -  

6 tros y . .  diluyan oon «proiimadament. 296 l i t r o s  (lo  volá- 
monas) da alcohol ( e t í l i c o .  l a  solución matilioo-aouosa aa 

o la rifio a  por íil*ra o ió n  y la  sustanoia aotiva, Junto oon 

material m arta , a ,  preoipitada por adición «  poroion.. 

de unos 45 l i t r o s  a tandas eucaslvaa de unos 156 l i t r o s  de 

lo  e-ter aooo. *  material insoluM . se elimina por f l l t r .o ló n  
y se sosa en un se oador de vacio . KL rendimiento de toda 

la  tanda os da unos 1957 g rs . da un solido pardo, oon una 
potencia miorctiólóglca de unas 520 unidades grlseínloas/m gr.

Raímelo 2
dp ro rima dame nte 15 l i t r o s  de un oaldo de oul- 

tivo que contienen 1 .1  millones de unidades de grieeína de 
actividad to ta l so forman por cultivo de una ra s»  del micro­

organismo atraptomycas grlaons an nn medio que contieno a i  
trasto  de oamo, una septena (una digestio'n onsimatioa de 

oasaína). cloruro de sodio y agua, «ate oaldo se a c id ific a  
a un p5  5 con ácido foafórioo 25 *. l a  mesuLa se f i l t r a  y  ̂
aL filtrad o  se a ju sta  a pB B oon solución al 3<^ de hldroiido

sódico. *  a sta  solución se 1 .  «Salan 50 g rs . d . cartón ao-
< 4-<a «o •muses. "7 la  "torts 5.a f i l t r o  tivade. Xa mozc&a so agita» ao f i l t r a  y

»  a .  lava con un li tr o  de agua. l a  torta  de f i l t r o ,  que com­
prendo cartón y material activo ad so rtlio . se pon. en aus- 

penslón en unos 1260 oo. da una solución a sX -p io o lin a  

(25 mi. d . «-p ico lin a  d ilu id , a l f »  mi. con agua). X. nos-

«a. g •«•
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a u  ae a g ita  y luego se f i l t r a .  EL-filtrado que tiene una 

potencia to ta l ¿Le 610.000 unidades {55$ de la  actividad del 
caldo) se evapora a una presión in ferior a la  atmosférica 

y a una temperatura por debajo de 4Q2Q. 3 mi. ¿el oonoen- 

5 trado a s í  obtenido ae diluyen con 10 volúmenes de a la s te ! 

metílioo y e l precipitado que se forma ae separa por cen­
trifugación. SI filtrado  se añade a 60 mi. de eter anhidro, 

el precipitado resu ltante se separa por f iltra c ió n  y se 

saca a una presión inferior a la  atm osférica. EL producto 

10 recuperado pesó 0*03  gra. y tenía una aotlvidad antib iótica 

de aproxlmadam ente 194 unidades/ml.

Ejemplo 3
ttaos 1290 mi. de caldo de cultivo oon una 

actividad de 479 unidades griseín icas/m l. se forma por eul

15

20

25

tivo de una raza del micro-organismo Strej

in mofHfi nntriciO. Este OultiVO -p< i +t<q o traváa de un

au x iliar de f i l t r o  de dlatomáoeas para separar él mioelio.
EL filtrad o  resultante se ag ita  durante 1/2 tora con 13 grs. 
de carbón activado que luego se separa por f iltra c ió n  y se

lava con 130 mi. desagua.
£a mitad del adsórbate a s í  obtenido se ag ita

oon 65 a£L. de p lrid ina acuosa 6$ durante 15 «áxnatoe y luego 

se separa por f iltr a c ió n . EL adsorbato en carbón ae eluye 

luego análogamente oon una solución de p irid ina al 10%, 
primero, y luego oon una al 50$, respectivamente. í e s  f i l t r a ­

dos individuales se concentraron a presión reducida hasta 
un residuo cuyos pesos y actividades se indican a continua­

ción. l a  o antidad to tal de griseína recuperada fuá de 7 # *

•» 6 «*
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M ssSr . Peso dal residuo Actividad

Piridina W% 

Piridina loS  
P iria in á 5Q$

455 mgrs. 300 u/mgr.
260 mgrs. 400 u/mgr.
176 mgrs. 129 u/mgr.

Al 11 avar a la  práotioa el presente inven 1»

pueden introducirse modificaciones sin  apartaras por ello  

del e sp irita  y del aloanoe del mismo» y áL invento ha de 

oo naide raras limitado solamente per l a s  reivindicaciones 
anejas»

la ta  so lic itad  que corresponde a la  presen­

tada an id a  la ta  dos Unidos de Amórioa el 3 de ab ril de 1948, 
bajo el número 18.648, se acoge a lo s  beneficios del a r t i ­

culo 51 deí vigente Estatuto sobre Propiedad In dustrial.

-  0 •  í  O f  i  *  o •

15 lo s  puntos de invención propia y nueva que

se presentan para que sean objeto de esta  Patente de Inven­

ción en Sspaña,, por VEIITü años, son lo s  sigu ientes:
l fi» - m  procedimiento de recuperar un pre­

da oto de elaboración de Stre-ptomyoea grlaena a p artir  de 

80 un caldo de cultivo que lo  contiene, qufbomprende tratar
dicho caldo de cultivo con material adsorbente, y elu ir el 

adsórbate del mismo con una solución de piridina acuosa o 

•una p iridina acuosa su stitu ida oon al cotilo  in ferio r.
8a.  - £L procedimiento sqpún se reivindica

7
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en el panto l fi, en el cual la  p Ir 1 di na alooh ílica Infla rior 

es ¿xl-pioollna.
ge. -  j§1 prooeoLimiento según se reivindica 

en lo s puntos 1 y 2, que tnduye oo no entrar dicho eluato a

sequedad.
4fi# - SI procedimiento según se reivindica 

U^OS pantos 1 a 3 , en 81 onal a l  m ts r lá l  adsorben*. as car- 

bón a ot iva do.
52. - SL procedimiento según se reivindica 

en lo s  puntos 1 a 4, en e l  cual e l caldo de cultivo se ob­
tiene cultivando una raza del mi oro-organismo StrgEtomypas,,

^rlaeus en un medio nutricio .
62* - EL procedimiento según se reivindica

en lo s  puntos 1 a 5* que incluye ac id ific a r  e l caldo de cul­

tivo antes del tratamiento con e l material adsorbente, f i l ­

trar luego e l caldo de cultivo aoid ifloado, y neutralizar

después y f i l t r a r  el caldo de cu ltivo .
7a. _ a i procedimiento según se reivindica

«n lo s  puntos 1 , 2 y 4 a 6, que incluye concentrar el eluato 
a un pequeño volumen, d ilu ir el concentrado oon un alcohol 

a l ifá t ic o  in fe r io r, f i l t r a r  la  mezcla, añadir un disolvente 

misoible al filtrad o  en e l cual es lnsoluble e l material 

activo , y recuperar el precipitado a s í  formado.
82# - JEL procedimiento según se reivindica

en el punto en e l ou a l el aloo bol a liíá t io o  in ferior ea 

alcohol m etílico.
0fi. -  WL procedimiento según se reivindica 

en lo s  pantos 7 y e , sn s i  oasl s i  disolvente mlsolbls es 

eter*
«• 3 «•
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10 a» - ffl. pro cedimi snto en. esanóla como

se lia desorlto en esta  Memoria.
l i a .  - Un procedimiento de preparar un

conoentrado griseJÍnlco.
fa l  y como se ha desarito en la  Memoria 

que antecede y oon lo s fin es que se han especificado.
Sata Memoria consta de nueve hojas e scri­

tas por una sola oara.
Madrid, \ 2

P. Á-

Alberto qle Hzaburuj 
Pe

DG/* 9
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