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MEMBRIA DESCRIPTIVA

que se acompafia a

la solicitud de
una PATENTE DE INVENCION por VEINTE AJOS en ESPANA

a favor de
ABBOTT LABORATORIES, residente en NORTH CHICAGO (lili
nois) BOTADOS UNIDOS, 14th Street and Sheridan Road,
por

" UN NUEVO PHOCEDILUENTO PAR.. FREI'ARAR UN CCMPUESTO

DE IAITIRIA .1.TIBIOTICA M3 ",

17777/
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La presente invencion est€ relacionada con compuestos biogquimicos

y mas perticularmente con un nuevo antibiético y el nuevo procesoc de preparar

el mismo.

Nuestrs invencidn tsmblén comprende el proceso de producir substan-

clas efectivas en la inhiticion del crecimiento de microorgenismos patagencs

incluyendc el Mycobacterium tuberculosis, siendc dichas substancias seleccionadas

de un materiul conzisteni¢ en une substencie de carécter acido, precipitable

en &cidos, y scluble en alcall acuoso, siendo dicha substancia substancialmente

no difusible y estsndo caracterizada por un peso molecular de la megnitud de

aproximedamente 10,000, exhibiende un méximum de esbsorbcién al espectro ultra-

‘1%

violeta aproximadamente & 260 m/# y estando esdemés caracterizado por un E

lem

aproximedamente 70 y exhibiendo uns banda de absorbcidn caracteristica en le

regidén infrarrojs del espectro &l ser suspendice en un zceite hidrocarbonado

a las siguientes frecuencias expresadss en centimetros rec{yrocos:

1008
1100
1121

1282
1739
3390

de

Y las sales alcalinas de dicha substancie, lus cusles comprende la produccidn

de un cultivo de Streptomyces arense en un medio nutritivo acucso y el someter

el medio & asereacioén y ugitaciodn.

Se sabe desde huce algin tiempo que se pueden producir sutstancias

entibioticas cultivando ciertas especies o cepes de microorganismos en varios

.
tipos de meclos nuiritivos.

Bien conocidos ejemplos son la formacion de las

penicllinas por cultive c¢ fermentacion del Fenlcillium notstum, la formacién

ue estreptomicina por une cepa del Streptomyces griseus, y més recientemente

la formscidén de sureomicina por una cepa del Streptomyces aureofaciens.
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fué aislado de une muestre de tierre colectads de 1s regicn esrenosa de Illinois

State Beech cerca de Zion, Illinois, tstedoc Unidos de América.
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El organismo productor del antibibtico de la presente invencién

de una especie del género Strertomyces llamado zhora Streptomyces arenae y

sus carscteristicas, cusndo se cultive en verios medios, son las sigulentes:

Iriptonu, extrecto de carme de veca, extracto de leva-

dure, cereloss agar - crecimiento modersdo, micelio del

substrato castsfic oscuro, micelio aéreo blanco que se

torne gris con ecsporos.

Peptona, extracto de carne de veca, cerelosa, clorurc de

sodio ager - crecimiento modersdo, micello del substrato
castafio doresdo, micelioc méreo blanco gris que se torna

grie oscuro con los esporos, pigmentos hidrosolubles castaho

claros.

Herina de avena ager - crecimiento exhuberante, micello

del substrato castsho-smarillo gue se torne anaranjedo-

castafio oscuro con el tiempo, esporos gris oscuro, gotitas

superficiales, ;igmento hidrosoluble castamnio.

Agar - esceso crecimiento, micelio del substrato crems,
micelio aéreo mullido, no pigmento hidrosoluble.

Maleto de calcio agar - micelio del substrato color crema
que se vuelve castufio rojizo brillante con el tiempo,
micelio aérec muliido color crems cue se vuleve gris con tono
rosado, pigmento soluble rosado claro, disolucicn completa

del malato de ecslcio.

Dextrosa a&s.aregine egsr — crecimiento escaso, micelio

del substrato castefio doredc cue desarrclla unos pocos

agregados pequefios de micello aéreo tlanco y unes pocas

Es una cepa
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colonias elevadas del micelio amarillo mée pro-

nunciado, pignénto hidrosoluble amarillo.
Leche tornasol - gruesa pelfcula que reduce ol tornasol
en slete d{es, leche completamente digeride en veint-
icinco-veintiocho dfas con formacidén de cusjardn just-
amente antes de completarse la digestitn, pigmento
soluble castafio oscuro que se torné negro en 30 dias.
Almiddn ager - el almiddn se hidrolize lentamente, el
margeh de la zonas hidrolizadea no bien definido,

Gelatine nutritive - gruesa pelicula de micelio gris en

la superfieie, pigmento hidroscluble rojo-castano intenso
due se disfunde hasts donde llege ls licuefaccion; la
mitad del tube se liguida en «2 dias.

Jeco de petats - crecimie«nto sbundante, extenso,

micello del substrsito casteno dorado que se torna
castafio oscuro, esporos gris muy oscuro, micelio
aérec mullido, patate gris oscurs torndndose negrs.

Nitrsto agar - pruebe de scumulscidn de nitrato,

Agar hlerro de Kilgler - crecimiento moderado de un

micelio gris oscuro, forméndose &cido sulfhfdrico.

Agar sintético Czapek - crecimlento exhuberante, muy

plegado y surcado, micelio del substrato amarillo que

se vuleve enarenjado-castafio oscuro con el tiempo,
micelio aéreo blanco grizoso, pigmento soluble amarillo-
casteno clarc.

Descripcion de 18 colonia - (en el primero de los medios




mencionados) - colonias de tamafio mediano, micelio
del aéreo gris claro, gotitas ambar en la superficie
de la colonia, pigmento soluble castafio intenso.

El crecimiento de la colonia toma ia forma de una
pecuefia depresién en el centro de la colonia, con
cuatro depresiones lineales radiales oue dividen la
colonia en a sectores. Segun el crecimiento continua,
la colonia es dUdida en 8 sectores por las mismas

depresiones radiales y el centro de la colonia se eleva.

Las siguientes fuentes ae carbdn sostienen un buen crecimiento;
silosa, glucosa, mafiosa, galactosa, lactosa, maltosa, sucrosa, almidéon, manitol,
glicerol, acetato de sodio, citratc de sodio, y tartratc de sodio y potasio.
No se utilizaron sorbitol o lactatc de calcio como fuentes de carbdén. Las
siguientes fuentes de nitréogeno sostuvieron el crecimiento: nitrato de
sodio, orto-fosfato diaménico, urea, aspargina, triptéfano, y argin.na. La
tirosina no sostuvo el crecimiento del Streptomyces arenae.

La esporulaciin de ios cultivos ocurre en una varieda™ da medios.
Se observé la esporulacién mas intensa en harina de avena-agar, taco da
patata, y malatc de calcio-ager. EIl micelio esporulante es de color gris.
Los esp ros que se producen en abundancia por la fragmentacién del micelio
aéreo son de forma esférica u oval y son producidos en largas cadenas en
espirales apretados. EIl micelio estd caracterizado por ramificacion mono-
pédica con todos los extremos espcrulantes terminados en espirales apretados.
El micelio aéreo no esporulante es ramificado pero no tiene espirales.

En un mecié nutritivo liquido incubaco en un mezclador rotatorio
continuo a 24.-26° C., el organismo crece como un grAnulo muy pequefio o como
granalos irregulares y produce un pigmento hidrosolutle naranja-castafio oscura

El antibidtico producido es soluble en agua e inhibe los microorganismos en
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la mieme forma caracter{stica de los cultivos en places de sgar,
Puesto que el antibiotico es relativamente no difusible, se

desarroll6 uns prueba turbidimétrica. Se empled como norma (etandard) una
preparacicn parcialmente purificadc y seca del &ntibibtico, & ie cual se la

asigné un valor en unidades de dilucién de agsr.

Al probarse con el procedimientc de la dilucién de agar se obtuvierom®

resultedos tan eltos comc 3:i0 unidades de dliucicn, empleando Mycobacterium

tuyberculosis A.T.C.C. 607 como organismo de pruete.
La produccién del antibiético jor crecimiento del crganismo en

cultivos batidos es ilustredo por el siguiente ejemplo.

FMPLO I

Un medio nutrjtivo cue contiene:

Harins de soye 15 ¢gms.
Clorurc de sodio 5 gms.
Cerelocsa 1% gms.
Carbonatc de g¢aleio 1 gm.
hgua destilada 1000 ml.

es dispensadc en volumenes de 150 mis. en frescos de Erlenmeyer de 500 mls.
Los fraecos son tapados con algodén y esterilizedos en un autoclave a 250° F.
durante 30 minutos. Después de enfriar los frsscos a temperstura ambiente,
cada freseco es inoculado con 1 ml. de una suspension de esporos del
Streptomyces arenae.

esporos de un cultivo inclinedo de agar en 3-5 mls. de agus estéril. Los

L& suspensidn de esporos es obtenida suspendiendo los

frascos Bon colocados en un batidor rotatorio que opera a 220-240 rpm. con
un golpe o recorrido de 2 1/, pulgadse, & una temperstura de 24-26° C.

Después de 48 horss se trunsfieren 6 mls. del cultivo a frascos con un medio
fresco de 1a miama composicion. Estos frascos son incubados en la misma

forma durante 48 horas.
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Un medio nutritivo de la siguiente composiciéns
Lendura 2 gns.
Licor de maiz macerado

{imedo) 10 gus.

Cereloss 25 gms.,

Harine de soys 15 gms.

Cloruro de Sedio 3 gms,

Nitreto de amonio 1 gm.

Carbonato de caleio 2 gms.

Agua 1000 mls.

es distribuido en volumenes de 125 mls. en frzacos de Erlenmeyer de 500 mls. .'
Los frascos aoﬁ esterilizados en el autoclave a 250° F. por 30 mimutos.
Después de enfriarlos cada rnéco eg inoculado con 5 mls. del segundo cultivo
de 48 hores, descrito anteriormente. Los fruscos son colocados en el hntidor
rotatorio e incubados a 24-26° C. A loe tres d{as de incubacién se comienzen
a obtener muestrse diarias pars deternﬁ.nar la actividad antibictica. La
actividad antibiStice es medida en temminos de unidades de diluciocn de agar

del Mycobacterium tuberculosis A.T.C.C. 607.
en la siguiente tabla:

Los resultados son mostrados

Dias de Incubseién

3 Te 5
4 40
5 140
6 240
7 320

La fermentacliones llevadas & cabo en tangues de 500 galones de

acuerdo con el procedimiento general descrito anteriormente dieron rendimientos.

de 500 unidades, y hasta por encima de 1000, por ml.

Unidades por ml. de Actividad *ntibidtica -SRI

[dn .
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- ae™ Antibidtico

La cerveza ¢ M

ermontaco obtenica segun lo anterior de loa

grandes fermentadores es _
trinero . A . .

/rada m”ce.ic humedo insoluble es

entonces extraido con alcohol etil™r L
.C0 a un ph neutro. La extraccién inicial

puede también llevarse a (1, ) . L
oentro de ies pn ie ¢.u-id.b usando otros

solventes orgéanicos, Inclty o
yer...0 metanc”, acetona, rutanol, y butano! terciario.

En las investiggciones iffic< ks actividad de la

filtracion, se encontraba en el e;- ) o
a—* no, reuuer.aneobte u.. solvente no miscible

cerveza, nespuos de

con agua para la extraccion, ) e v ,
9 P , r.l. ‘miar, o se nh encontré-ao cue

— 0, 1vi i , _ _ .,
el 90-95% de la activicad esta Unica en a'—e.m— nunera a, micelio y la extraccion

es por lo tanto llevada a cabo JO? en .a actla.idaa oespues de remover el

filtrado. Sin embargo, si asi se anea, £ puede extraer la cerveza misma
junto con el micelio con un solvente no miscible con agua tal como el but.nol,
tratando el extracto segun se describe més adelante para recobrar el anti-
biotico.

El extracte del solvente acuctc-organico obtenico segun lo anterior
es concentrado a una solucion acuos? ia cual es a su vez extraida con cloro-
formo. La extraccion en cloroforme en esta fase guece también ser llevada a
cabo en una gran variedad de pH, aproxlascamente entre |.i y lu...

El extracto cloroformice catenico segun lo anterior es entonces
cromatografiado en un gel de silice anhidro aesorbente, del ti;*o vendido por
C. Frederick Smith Co. de Columbus, Chio, E.U.A. Unos ¢ tAn. gramos en ¢000

mis. de extracto elorofénrdeo cue tiene 500 unidades ~or miligramo por ¢500 g

gms. de gel de silice ha resultado satisfactorio.
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Pers separsr la actividad de las impurezas se lava el gel com
cloroforme cue contiene creéientes cantidades de metanol. La mayor parte del
materiel no deseado permanece en el gel y un proco precede al antibiético |
& lo largo de las sepsraciones fraccionadas en cloroformo-metanol. 41 remover
el solvente de las fracciones actives de clorofomo-metanol, se obtiene la
composicion seca del antibiético que tiene une actividad de 2000 a 5000
unidades por miligremo, medido por el método de la dilucién de agar usando
loe organismos anteriormente referidos Mycobacterium tuberculosis 607.
Repitiendo el tratemiento cromatogrifico con un adsorbente tal como el
silicato de magnesio, 8e pueden obtener potencies de 5000 hasta 10,000

unidades de dilucién de ager por ml,

En lugar del método de adsorbcién descrito anteriormente, se puede
usar carbén cetivede {tal como el que se vende bajo la marca registrada,
Darco G-60) para adsorber el antibiético del extracto cloroférmico. En este
c-so el antibiotico es recobrado por levigzcion con una mezcla de metanocl
(80%) - clorofurmo {20%) que contenga &cido clorhidrico decinormal. Unm
vroducto comercial de gel de sflice se ha encontrado que no es eatisfactorio.
Se pueden hccer, sin embargo, pruebas prelimineres para determinar que gels
tienen .rs propiedudes adsorbtivas selectlvas deseadas.

Nueétro método de extraccién preferido actualmente comsiste en
unz extraccidn del micelio en un aleanol corto tal como el alcohol etflico,
al 50-80%. El extracto alcohdlico es evaporado s un pequefio volumen. La-
solucién scuoss restunte es entonces extrafds con butuznol a un pH de 2-4. X
El material activo es entonces re-extra{do en agua & un pH de 10. Se puede
realizar une purificaci6n mfs avanzade volviendo a extraer en butanol a un o

pH bajo y después extrayendo de nuevo en agua a un pH alto.
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Ha sido mostrado por distribucion contra la corriente entre agua
y butanol que hay ”~or lo menos dos componentes separados en esta mezcla de
antibidticos, uno de los cuales es mas soluble en butanol a un pH neutral, y
uno que es mas soluble en agua. Los dos pueden ser separados por extraccion
en un solvente, y las pruebas muestran que ambas fracciones tienen actividad
contra el Mycobacterium tuberculosis y contra el Staphylococcus aureua.

La composicion de antibidticos obtenida segun lo anterior es algo
impura y parece estar hecha de una mezcla de compuestos. Ha sido obtenida,
sin embargo, con una potencia de unas 5,000 y hasta 10,000 unidades de
dilucién de agar por miligramo, y por ejemplo, se requiere aproximadamente
0.1 microgramos por mi. en agar para inhibir el crecimiento del Mycobacterium
tuberculosis, segin se ha explicado anteriormente, y es adaptable para ser
usada en su forma impura, Es aproximadamente de 2 a 5 veces nmes activa, a base
de peso, que la estreptomicina, cuando se prueba ”~or los métodos de dilucidn
de agar o caldo.

La nueva composicién antibidotica tiene propiedades acfdicas; se
disuelve en alcalis diluidos, como por ejemplo en hidréxido de sodio acuoso,
para formar sales de metales alcalinos tales como la sal so6dica, y se precipita
por acificacion. Las sales de los metales alcalinos son solubles. Otras
sales tales como las de cobre, calcio, magnesio, y plomo son insolubles y
pueden ser usadas para la purificacién del antibidético. No da la prueba
caracteristica de biuret de las proteinas, ¢i antibiotico no pasa al través
de una membrana de celofano y la medida de la presién osmdtica indica que tiene
un peso molecular de la orden o magnitud de aproximadamente 10,000. EI que el
antibidtico no dé zonas de inhibicion cuando se prueba por el método usual
disco-placa usado para la determinacion de substancias de peso molecular bajo
tales como la estreptomicina, la penicilina, y las similares, es debido a su

no-difusibilidad. EI espectro antibacteriano es dado a continuacién en fo:

de tabla.

- 10 -
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Organismos Unidades de antibidtico por mi.
de agar requeridas cara la inhibicién

Staphylococcus albus 20
Staphylococcus aureus 20
Escherichia coli >640
Bacillus subtilis 40
Pseudomonas fluorescens >640
Serratia marcescena >640
Aerobacter aerogenes 640
Proteus vulgaris >640
Bacillus mycoides )
Streptococcus fecalis 40
Monilia albicans >640
Eberthella typhosa >640
Salmonella p&ratyphi >640
Salmonella schottmuelleri >640
Shigella dysenteriae >640
Elebsielia pneumoniae >640
Neisseria catarrhalis >640
Streptococcus pyogenes 40
Brucella abortus 640
Corynebacterium diphtheriae 10
Hemophilus pertussis 0640
brucella bronchiséptica >640
Mycobacterium tuberculosis 0.63
Mycobacterium phlei 0.63
Bacillus bodenheimer 640
Staphylococcus aureus, estreptomicina

resistente 10
Staphylococcus aureus, estreptotricina

resistente 20

El espectro de absorbcién ultravioleta muestra un maximum
caracteristico aproximadamente a 260 a//< el cual parece estar asociado con
la actividad antibiotica puesto que esta presente en todas las composiciones
hechas segln hr sico descrito anteriormente. Las composiciones antlbidticaa
1%
de alta potencia también muestran un E de aproximadamente 70.
lcm
il espectro de absorbcion infrarrojo de la composicion antibidtlea
de la ,resenin invencion es mostrado en el dibujo que se acompasa. Las
bands,. caracteristicas de absortcion en la region infrarroja del espectro

al ser suspendido en un aceite hiurocarbonado aparece en las siguientes

frecuencias expresad.t en centimetros reciprocos.

11 -
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Debido & su alto peso molecular, el antibidtico no muestra un
punto de fusién uefinitivo. Sin embargo, se comienza a oscurecer a aproximada-
mente 170° C. y se carboniza un poco por encima de 200° C. Debido a su
naturaleza acida es adsorbido por los agentes de intercambio aniénico y puede
ser separado de los mismos. Las investigaciones muestran que las composiciones
preparadas como se describen anteriormente, contienen hidrégeno, carbén, algo
de nitrégeno y menos de 1% de azufre, pero no contienen fésforo.

La pruebas electroforéticas han demonstrado que la composicién
antibiotica de la presente invencién estd cargada engativamente. La prueba
de la anthrona también indica que la composicién en su presente estado de
pureza contiene una cantidad considerable de carbohidratos. Cuando se
anade acetato de plomo acuoso a una solucién acuosa del antibiético que
contenga 30,0%10 u/cc., se forma un precipitado que contiene aproximadamente
99.6% de la actividad. H licor residual sélo contiene 15 u/cc. La actividad
puede ser regenerada a&adiendo acido sulfhidrico o acido sulfdrico en un
solvente tal como acetona, metanol, n-butanol, butanol terciano, étanol
denaturado (tres-A), etc.

La invencion puede ser adaptada facilmente para ser usada bajo
varias condiciones de servicio, empleando uno o mas de las nuevas caracteristi-
cas descubiertas o sus equivalentes. Al presente, aconsejados con respecto
ai aparente alcance de nuestra invencion, nosotros deseamos reclamar lo

siguiente:

- 12 -
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Habiendo ahora dsscrito y determinudo perticularmente la
nsturaleza de nusstra mencionsda invenoidn y en qué forma le
misma 68 e jecutada decluramos gue 10 que reivindicamos es:

1).- Un nuevo procedimiento para prepurar un compuesto de

315 materla aentividtica M2, que comprende el proceso de producir
substancias efectivas para la inhibicidn del orecimiento de

m.croorganismos patdogenos incluyendo el lycobacterium tuber-

culoalis, siendo dichas substancics ssleccionadas de un mate-
rial que consiste en unu substancis que es de carécter dci-
320 do, precipitable en &cidos, soluble en dlcali acuoso, siendo
dicha substancia substuncislmente no difusible y estando ca-
racterizada por un peso molecular de la magnitud de aproxi-
medamente 10.000, exhibi8ndo un méximum de absorcidn al espec-
tro ultravioleta a aproxim.dumente 260 m//” , ¥y estundo ademis
285 caracterizada por un B 1 de cerca de 70 y exhibiendo una
bunda de absorcidn caracteristica en la reg%gg infrarroja del
espeétro al ser suspendida en un uceite hidrocarbonado a las

giguientes frecuencias expresudas en centixetros reciprocos:

00 39
250 1121 5390

¥y las sales slcalinas de dichuis substancias lo cusl compren-—

de! introducir un cultivo de Streptomyces crense en un medio

acuoso nutritivo y someter el medio a msreacidn y agitacidn.
335 2).- Un pmevo procedimiento, segin la reivindicacién 1,
gue comprends! la inoculucidn de un medio nutritivo acuoso
con un cultivo de Streptomyces arense, permitiendo que la fer-
mentacidn eerdbica tensge ligar a una temperatura de 24 a 262 C,
y recobramdo el untibidtico de los productos de fermer tacidn.
340 3).~- Un nuevo procedimiento, segin reivindicaciones 1 ¥

2, que comprends sl proceso de ucuerdo con el cuzl la fermen-

*

- 12 =



tecidn es llevada a cabo por un periodo de por lo menos 48 )
horas,
4).- Un ngevo procedim;lento,.de acuerdo con cualquiera
245 de las reivindicaciones 1 a 3, cuyo proceso comprende el me-
dio nutritivo conteniendo una fuente de carbdén y nitrdgeno

utilizable por el 8treptomyces arense.

5).- Un nusvo procedimiento, de acuerdo con la reivin-

dicacidn 4, en el cual el medio contiens harina de soya y
350 una fuente de minerales - eimilable por el organismo.

6).- Un nuevo procedimiento, de acuerdo con la reivindi-
cucidn 4, en el cual el medio nutri tivo contisne harina de
soya ¥y cerelosa,

7).- Un nuevo procedimiento, de acuerdo con leb reivindi-

355 cacifnes 1 a 6, en el cuzl el medio nutritive también con-
tiene curbonuto de caleio,

8).~ Un nusvo procedimiento, de acusrdo con cuslquiera
de las reivindicacionss 1 a 7, cuyo proceso incluys la ex-
traoeidn de antibidtico del micelio de fermentecidén con mn

360 alcanol corte, tal como el etanol, seguido de extracceidn en
BEUB, extraceidén en cloroformo o N-butanol, absorcidn croma-
togrdfica y sepuracidn spbsiguiente.

9).- Un nuevo procediniento, de escusrdo con lz reivindi-
cacibn 8, en el cual la wbsorcidn cromatografica tiens lu-

365 gar en un gel de silice anhidro y 1 separacidén se hace con
una mezela de cloroformo y metanol.

10).- Un nuevo procedimiento, de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1 a 7, en el cual el untibidltich es recobrado
del micdlio de fermentacidn por sxtriccidn con etanol 50% a

370 805, el etunol primero a un pH 2 a 4 entonces reextrafda con
butanol primero a un pH 2 a 4 y entonces reextruafde con agus
& un pH de 10.
- 14 -
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11).- Se reivindica, por altimo, como objeto sobre el
gue ha. de recaer la Patenta de Intencién que se solicita:
375 "UN NUEVO 1ROCEDII3 EI.TO PARA PREP.JI*"R UN COMPUESTO DE MA-
TERIA ANTIBIOTICA M2".
Todo conforme queda descrito en la presenta Memoria, que
consta da quince hojas escritas a maquina y dibujos que se
acompafan.

380 Madrid, 13 diciembre de 1951.
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