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Lz presente invencidn se refiere & perfecclonanien~
toc en 1s produceidn 2ad antibidtico 1Llauwano Anfomicina,
va ol objeta de lo Iatonte ne 206.514 del mise

que ha alde g
mo solicitante.

T les Clhajos gue oo ocoaspaion, la Bl
la carva Ce ashooreidn Ivfearroja de la ssl ©
tibidtice suzoendido en fo
drocarturo (Hujol), indiedndorse l2 longitud de onda en oen
tfnetros vecfivocos., Taba ﬁu@ﬁtf&; segia andlisis. conte-
nfa el 47.9% de carbouo, o1 6.37% de hidrdsenc, el 12,255
de nitrdgenc, <1 0.5-10.0% de agua (datos incorrectos (e

numedad) v el 12.9% de residuos (aproximad-mente el 7.7%

. R

de Cal y el 5.7, fe £53Q,

~_2

Suponiendo que sean cuatro

b

grupow carbox?licos, el residuo de Cal tedrico para un pe-
s0 tnlecular de aproximadamente 1500 es del 7.5% de CadQ.
Le difraccidn por rayos X de ests muestra indicd un orden
inferior de cristalinidad. BEan el espectro infrarrojo, la
ancha bands de 113¢ centfmetros recfprocos probabhlemente
se¢ debe al CaSO4 . ZEEO.

En Antibiotice and Chemotherapy, Vol. III, Neo 12, péd-
ginas 12%9-~1242, Diciembre 1953, se publica una descripeién
m4s amplia de este orsanismo y de la Anfomicina.

El organismo se caracteriza por un micelio negativo
bien ramificado. 32 observan numerosasg espirales floja-
nmente enrolladas cuando es cultivado a 3090C, sobre agar de
extracto de carne-asparagina (carbohidrato, 10 grs.; aspa-
ragina, 0.5 grs.; extracto de buey, 2 grs.; K,HPQ,, 0.5 gr.;
agar, 15 grs., y agua destilada, 1 litro) que contiene un
1% de glicerol, saccrossz o maltosa. Las esporas esferoi-
dales se producen en cadenas y miden de 1.0 a 1.2 u de an-
chura y de 1.6 a 1.8 u de longitud.

Las siguientes caracterfstices de cultivo se observan
sobre varios medios (Waksman, S.A. : The Actinomycetes,
Chronica Botanica, Walthem, Mass. , 1950) a 30oC. durante
catorce dias, ‘

Tapdn de patata; abundante crecimiento de color cre-
ma; ligero obscurecimiento color café rojizo de la patata,
ningdn micelio aéreo.

Agar asparagina glucosa: abundante ceecimiento; mice-
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lio substrato de color crema que se torn color café ber-
nejo por envajecimiento; abundante mnicelio adreo de color
gris pizarra; fuertemente csporulado; pigmento soluble de
color 4mbar,

Agar malato cdlcico {wmalato cdlcico, 10 grs.; NH401,
0.5 gr.; agar, 20 grs., ¥ sgua destilada, 1 litro): cre-
cinmiento ncderado; micelio substrzto dorado; escaso mice-
lio adreo; ningdn pignento soluble.

Agar Czapek-Lox: crecimiento moderado; micelio substra
to arrugado de color café amarillento; escaso micelio aé-
reo; ningdn pigmento soluble. '

Agar de Bennett (Jones, X.L.: aislamiento fresco de
actinomicetes en el cual la presencia de micelios aéreos
esporbzenos es de caracter fluctuante, J. Bact. 57:141,
1949): crecimiento moderado; micelio substrato arrugado
dorado; micelio aéreo color gris amarillento poco denso;
pigmento soluble de débil color café amarillento.

Agar Emerson (Baltimore Biological Labs.): abundante
crecimiento; micelic substrato calor 4mbar; abundante mi-
celio adreo color marfil; fuertemente esporulado; pigmen-
to soluble pardusco.

Agar dextrosa nutriente: abundanite crecimiento; mice-
lio substrato amarillo; micelio adreo blanco y hasta lige-
ramente amerillento; fuertemente esporulado; pigmento so-
luble de color amarillo débil.

Agar dextrosa de patata: moderado crecimiento arru-
gado; micelio bronceado; escasas hifas aéreas; pigmento so-
luble color 4mdbar, |

Se observan las siguientes reacciones bioqufmicas
cuanio se cultivan sobre los substratos que se relacionan
a continuacidn: ,

Leche de tormasol: Alcalina, sin coazulacién; ligera pep-~
tonigacidén en 14 dias.
Palo de gelatina: iloderada liquefaceidn a 262C. en 14 dias;

ningdn pigzmento soluble,
Almiddén: Hidrolisis en 94 horas = 30¢C.

HFitrato: Reduceidn a nitrito en 95 horas a 30¢C0. =oxn medio
sintdtico.

Tuentes de corbono: Sobre cgar Inorgfnico de Pricdham (?Tiﬁ

compuestos

N
pe
«F
tte
et
(WA
=)
o
(o]
et
e
=
-~
@

1an, ToGe and Gottleidb, 7,3 L




35.-

90.~

950"

1000"‘

105 [ Rand

110.~

115~

- k- 222188
de ecartone por algunes aclinonicedzles cowo ayuda para de-
terminacids especial, J. Dact. 56:107, 1242) como meliio ba-—

’ 2 ’
- [N P e ~ Y = 0 3
ae ze oboorvd ereeimiswnio o 2220, en 10 Gias, con las si-
)

guienbes como frentes da aarbone ttelceass arabivose, Tamno-

-

sa, xilosa, dextrosa, gnlactosa, fructosa, maltosa, saca-
& £

rosa, 4 , inulina, vofinces, nlaiddn soluble, glice=-
rol, inozilta, celobicza, luae

dico. Mo ae oheervd crecindento zon duleita, zorbvita

coa, aanita y salicilato sé-

<

, QACE-
tato s4dico, citrato sédico, Tormisto sé’ico, malato sddi-
co, oxslato nddico, tariraste sdiico y auccinato addico.

2, canus e Ceszarroalls abundanltencrnte =n 23-202C en
cultive sumergido azitsdn y merezfo. Froduce 300-500 ug./m
de Anfonicina, en aproximedamernte 50 horas, al ser cultiva-
do on 21 sisuiente medio: 1% de harina de agua de soja, 17
de d-glucosa, 0.5i de NaCl, 0.,05% de =oluble seco de des-
tilerfa, y O.1% de CaCCis La Anfomicina se ensaya contra
Baoillus subtilis (A.T.C.C. 6633) por el método de placa
cilfndrica. Los ensayos de dilucidn serial ng han resul-

tado muy satiasfactorios.

El antibidtico se extrae f4cilmente del agua en n-bu
tanol a pH 2-4 ¥y a2 partir de n-butanocl a agus a pH T7=9,

El coeficisnte de distribucidn varfa con laz cencentracidn
de antibidtico. Estas propiedades han sido utilizadas pa-
ra aislar el antibidtico de los caldos de cultivo. El1 ma-
terial preparado por proc=dimientos de extraccidn disolven-
te puede ser cristalizado por reaccidn de la sal sélida
amorfa con cloruro cdlcico en agua, produciendo una sal
cdlcica insoludble en el agua, cristalina y pobremente de-
finida.

La Anfomicina es un polipédptido 4cido con un punto
isoeléctrico de 3,5-3.6, Es soluble en el agua y los al-
coholes inferiores, e insoluble en los disolventes no po-
lares.

El antibidtico da ninhidrina negativa por los ensayos
Sakaguchi, Molisch y Ehrlich-Pauly. El ensayo biuret re-
sulta positivo. Ia hidrolisis 4cida da un producto con
valores aumentados de amino-nitrégeno Van Slyke y un en-
sayo de ninhidrina positiva. De tales hidrolizados puedén
separarse varios materiales de reacciédn-ninhidrina por crg
natograffa de papel o cromatograffa por intercambio de io-
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nes. la Anfomicina es Opticamente activa, y la magnitud
de la rotacion especifica depende del pH de la soluciodn.
Un maximo de 7.5 ¢ 0.5 (c =1, agua) se encuentra
en pH 6, disminuyendo a pH mayor o inferior. El antibi6-
tico es estable en solucidén acuosa durante por lo menos un
mes a un pH neutro y temperatura ambiente. Exclusivamen-
te presenta absorciéon final en el ultravioleta y da un es-
pectro infrarrojo tipico de un polipéptido. La Anfomicina
es sumamente activa de superficie, en especial en solucio-
nes acuosas a pH 4.5-7"5.

Las determinaciones analiticas sobre la sal calcica
acida y cristalina dan los siguientes resultados*

Sal coélcica:
Encontrado: 0. 51.6; H. 6.45; N. 13.02; Ca. 4.8

Acido libre:
Encontrado: C. 54.4; H. 7.19; N. 14.2

La titulacion de Anfomicina o 3us sales indica la pre-
sencia de un s6lo grupo de amino libre con un pK de 9.0.
Tres o cuatros grupos acidos con curvas pK sobrepuestas es-
tan presentes. EIl peso molecular minimo calculado a partir
de la titulacién del gru$o basico es 1400-1500.

La Anfomicina fud ensayada contra varios microorganis-
mos sobre agar de infusidon cardiaca por el método de vetas
de Waksman t Reilly (Waksman, 5.A. and Reilly, H.C.: Méto-
do de vetas de agar para el ansayo de substancias antibio6-
ticas. Indust. Engin. Chem., Anal. Ed. 17:556, 1945). Los
resultados obtenidos se dan en la Tabla 1. Se observara
que k. Anfomicina es activa contra las bacterias gramposi-
tivas, con poca o0 ninguna actividad contra bacterias gram-
negative.s o la. levadura Candida albicane.

TABLA 1
Concentraciones Inhibidoras minimas de Anfomicina
Organismo Concentracion
Hg./ml.

Hicrccoccus pyogenes ver. aureus 2.5
Gaffkya tetragena ......... S
Streptococcus pyogenes C2C-3+ 2.5
Atreptococcus agalactiae ... 1.25
Streptococcus dysgalactiae . 1.25
Streptococcus uberis 2.5

&éont.)
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(Continuacidn.)
DiplocoCCusS PNEUmMONIifAe+ eeeeeevesvovsssoscssocssosass 209
Lactobacillus 2¢idophiluS ceeeeecessccssscsessossse 10
Lactobacillus CASEL eeeeceeesesscossscscsscnssscnns D
Lactobacillos leichmannii veceeecescescesascessonss 005
Bacillus anthrecis eseeeeceecrccosossesscsecssasvscaas 065
Bacillus cereus var, mycoides .c..cecececssascesess 005
Bacillis subtilisS .veveveeeecscvocescccssssrsccscsces D
Corynebacterium Xerosis eceeecescsocsesssscesessnece 025
Salmonella tYPhoSa eeeeesscccscsvsessccncsaccssss ) 100
Eschericha COLi vessesecececassascsocccescnecssss ¥100
Shigella SONNEL e.vvvscesoseonsosascsasacassessss »100
Klebsiella pneumoniae seeececescssccscesscsccsess »100
Proteus VUlZArisS secececsesssssecacesscsasscacssse »100
Pseudomonas 4eruginosa «eesveecessececsescscessss »100
Candida albicans ce...evecscossoccssssnscscesssseses 2100

+ Ensayads sobre medio de agar sangulneo

La intravenosa 1Dg, de la sal cdlcica cristalina de
Anfomicina administrada a los ratones en solucidn acuosa
del 0.5% era 120.2 ng./Kg. (£ 13.2 mg.) con inclinacién de
11.8. XNo hubo nmuertos retardados.

La Anfomicina protegid eficazmente a los ratones in-
fectados por inoculacidn intraperitoneal con 100 LD50
Diplococcus pneunmoniee. E1l tratamiento por via intraperi-
toneal en el momento de la infececidn 4aid un CDBO de 0.49
mng./Kge; vor via intravenosa, 3.33 ng./LKg., y por via oral
125 mg./kg.

Su potente actividad antibacteriana en combinacidn
con su elevada actividad sufilerficial la hace sumemente dtil
como agente tépicc, a la vez paura infeccidn de aninales y
»lantes.

Zurificacidn con sal de

-

Vainticineo £TAnos 4@ la sal 84 cn de Anifont cina ge

solvieron en 100 = 1Tua, acidificando con £rido fos-
rico a I 2, FRata solueidn fud oxtractada con 250 zl.

fe n-tnional. Bl zotracte hiscdo de Lutanol se tratd con

26 gro. de carbdn vegetsd netivade (Davco G-50) durmite
nelia wora y ge £il+8d. Bl Tiltredo fud extractado con
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anents in veew = coporar el buhtanol, ajusténdose

con deidg Joﬁfﬁriﬁo. Vel.iicineo gramos de sal
0 ml. de apua se ajustaron a
cidn 7e Anfouicina. E1 srecipi

agregoron a 1z scl
ré Por filtrazcidn despuds de redosar du-~
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efyrigerador., El precipitado se. vol=-

4

rante la ndche en el :
vid a Bisolvef en azua ejustdndslo a pH 7.0 ¥ precipitdn-
d0lo por el ajuste a pE 2,0. El1 material precipitado, se=
parado por filtracidn, fué lavado con agua, Jdisuelto en
150 ml, de acetona y filtrado. Se agregb 1 litro de ace~
tona y se concentrd con hidrdxido amdénico a pH 7.5, ore~
cipitando la sal amdnica de 1la Anfomicina. E1 material
lavd y se secéd. Rendimicnto: 12.4 zramos.

Los ensayos de placa de difusidn dieron los sizuientes daooi
Material 1:16 dil.- 1:64 4il.- 1,256 4il.-

20,7 mm : 16.0 mm.
21.8 mm : 17.5 om.

Katerial iniecial, 1/mg/ml.:25.3 mm
Producto final,l/mg/ml. : 26.0 mm

La Anfomicina producida segdn los procedimientos an-
teriormente citados se caracteriza eséncialmente, aun cuan-
do esté contaminada por productos quifmicos orgdnicos simi-
lares, por su “espectro" ce actividad (es decir, valor del
grado de emigracidn o de Rf), utilizando una serie de di-
solventes en el pyrocedimiento conocido por cromatdgraffa
de tidas de papel. Esta técnica constituye un procedimien-
to relativamente nuevo, aungue ya bien establecido, para la
identificacidn de los compuestos orgdnicos; puesto que con
infrarroja m4xima, los valores Rf, en una serie de siste-
mas de disolventes, constituyen una caracteristica dnica
v reproducible de un determinado producto qufmico, y sir-
ven como una "huella dactilar®,

El procedimiento empleado es el siguiente., Tiras de
papel filtro altamente retentivo, exento de ceniza y den-
so (v.g., 589 Blue Ribbon Special de Carl Schleicher &
Schnell Co., Keene, N.H.), de media pulgada de anchura y
E8 cems. de largo se suspenden, a temperatura ambiente cons-
tante, dentro de un 4rea protezida (v.g., dentro de un ma-
traz grande) desde el borde de una cubsta. La parte supe-
rior de la tira se encuentra en contacto continuo con un
suministro de sisbena disolvente (también llamado fase de
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revelado) dentro de la cubeta; la parte inferior de la ti-
ra cuelga Jibremente y no alcanza el suministro del sis-
tema de disolventes (o los componentes voldtiles del mis=-
mo) colocado debajo de las tiras colgantes para facilitar
la saturacién del aire con el disolvente en uso.

El uroducto a exaninar (v.g., en un caldo de fermen-
taeidn o como adlido aislado) se coloca en un lugar marca-
dn en la parte superior fe esta aorcidn de la tira que cuel
ga libremente en el aire., En el casc de un sélido, éste
se diluye en cualguier disolvente Util. Ias cantidades uti
lizadas son las que proporeionan un tamafio de zona conve-
niente sobre el ensayo final, sezdn se determina por una
simple prueta. FPor ejemplo, una cantidad dtil es 5 uilcro-~
litros {0.00% ml.) fe una solucidn gue contiene 100 mg m/ql.
de agua de Anfoamicina pura ensayar vs. B, subtilis. ILa ti

a se geea ¥y lueso se coloca en posicidn en la cubeta, la
eual contiene el sistema de Zisolvenies seleccicnado, Z1
digolvente se permite eaigrar haclia abajo, es decir, Lara
relevar la tira, hesta gue la parte delantera del disolven-
la tira. BEsto requiere

a

te aleance la parte inferior de
requiere apsroximadamente 15 Loras; la atudsfera circundan-
te se mantiene a temperatura constante y exenta de corrien-
tes, saturada de vspor dé disolvente procedente de un de-
pésito situsdo en la parte inferior.

A& contlntaciﬁn se extrae le tira, se seca al aire y
se coloca sobre una bandeja de agar de pH controlado (en
este caso 5.2) inoculado con un organiemo de ensayo, en
este caso B. subtilis). Despuds de reposar en el refrige-
rador durante la noche, se separan las tiras y se sellalan
las bandejas para su identificacidn, incubdndolas durante
la noche, y son lefdas bien sea directamente o fotografia-
das para conseguilr un registro permamente.

El contorno de toda la tira queda visible., ZXa situa-
cidn de cada agente antibidtico sobre la tira se seflalas
por una superficie clara, que contrasta con la superficie
tdrbida donde se desarrolld el osrganismo. ILa tira, segdn
se indica en la fotograffa, se divide en zonas que repre-
sentan 5, 10, 10, 10, 10, 10, 10, 10, 10 y 15 por ciento
de la distancia desde el punto de aplicacidn de la muestra
hasta el fondo, respectivamente, y estas zonas se deseri-
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ban como péseedoras de valores R™ de 1 a 10 inclusive.
Una pequefia mancha, precisamente en el centro, por consi-
guiente, tendria un valor 3 de 6, mientras que una man-
cha mayor se extenderia dentro de las zonas adyacentes y
tendria valores R™ de 5,6 y 7 al considerar la zona integra.

Al utilizar esta técnica, el espectro R™ de Anfomi-
cina se comprueba que se presenta como sigue, utilizando
5 microlitros de una solucién acuosa de 100 mgm./ml. como
muestra y ensayando con B. subtilis en agar a pH. 6.2 en
los doce sistemas de disolventes:

Sistema
disolv.. A B C D E F G H 1 J K L

des-

Valor R" 7-9 5-8 coinp.

1-4 1 8-10 7-10 8,9 7-9 2-5 2-4 1

La composicidn de estos sistemas de disolventes es co-
mo sigue:

A = Agua.

B = Citrato sodico acuoso al 10% (algunas yeces la Anfomi-

cifa se descompone en este sistema).

= Citrato sodico acuoso al 40%

Butanol saturado de agua.

= Cetona de metil-isobutilico seco.

= Una mezcla de 100 partes de metanol al 80% y 10.5 par-

tes de piperidina ajustada a pH 9.5 con acido acético.

G = Una mezcla por volumen de 80 partes de metanol, 5 par-
tes de acido acético glacial y 15 partes de agua.

3 = Butanol saturado de agua y que contiene un 2% de acido
p-tolueno sulfénico.

I = Una mezcla de 100 mi. de butanol saturado de agua y 5
mi. de acido acético glacial.

J = Butanol saturado de agua y que contiene un 2% de &cido
p-tolueno sulfénico y un 2% de piperidina.

K = 100 partes de butanol saturado de agua y 2 grs. de &ci-
do p-tolueno sulfonico + 2 mi. de piperidina + 2 grs.
de acido laurico.

L = Una mezcla de 2 partes de alcohol isoamflico y 1 parte
de cloroformo, saturado de citrato sodico acuoso al 10%.
En este caso, antes de aplicar la nuestra, las tiras se

Mmoo
I
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saturan con citrato séa:

5.7 con dcido citrico y se gsecon.

Bn los dibujos, las figs. 2 y 7 representan trazos
ad

exactos, reducidos a aproximadamente el 504 en cada dimene

sidn, de lac fotoszraflss sacadac de las glaczs de agar utl
lizads=s para oltener el esnactro Rf del lote 1 de Anfoni-

T
cina. Tos dermuestrea 1o sitnacidn de laz tiras y

el wuto de situacidn fe 1a Owejanmicina (mancha de activi-

aod satiboecterisns). Da tirs, 2l como originalumente se

/ 12 o
dibujo segin se lee fesde la
contia

quierda hacia el fon

suspendid, se represerta eon el

parte superior “e la derecha hacia el foundo, y luego,

nuando desde la parte cuperior de la iz
dos las tiras se cortan en mitades antes de ser colocadas
puesto que son casi dos ve-
ces nds largas que las El valor R, obtenido y
la letra, indicads erribs, identifican el sistema de disol=-
ventes utilizado, y e dan en lds dibujos debajo de cada
tira,

En un esgstudiorcelinico de veinte pacientes de distintas

dentro de las bandejss de agar,
tendejas.

dermatosis, una aplicacién tépica, dos o tres veces al dia,
gobre las regiones afectadas durante pefzbabs que variaban
de siete éiss a nueve semanas, de un ungllento que consistia
en 8xido de cinc, estearato de cinec, petrolato 1fquido y
un 0.5¢ de Anfomdcina, no produjo indicios de irritacién
primaria cualguiera ni desarrollo subsiguiente de sensibi-
lizacidn a este preparado. Ademds, nueve de estos pacien-
tes observaron una mejorfa clara de las dermatosis después
del empleo de este ungliento. Este preparado era tolerado
sin indicio alguno de sensibilizacidn por varios de estos
pacientes que habfan desarrollado sensibilidades a numero=-
sas materias previamente asplicadas, tales como benzocafna,
butesina, picrato, bioformo, fenol, bdlsamo del Perd, his-
tadilo, surfacalna y resorcina. .
Estas dermatosis comprendfan las siguientes condicio-

nes:

Neurodermatitis

Eczema numular
Dermatitis atdpica
Eczena dishidrosis
LIquen plano

Iermatitis medicamentosa
Termatitis venenata

Hiperhidrosis

Eczema solare
Termatitis exfoliatriz
Paroniquia (pustular)
Sorigsis

Lupus

Kilisria Rubra
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Un cultivo del organismo vivo BL 567201 que ha sido
aislado del =suelo e identificado como Streptomyces viridi-

faciens ha sido depositado en la Coleccidn Americans de

tipos de cultivo de Washington D.C. y ha sido agregado a
su coleccidn permanente de microorganismos como ATCC 11889.

N O T A

En resumen: la Patente de Invencidn cuyo registro se
solicita recaerd sobre las reivindicaciones siguientes:

1) Un procedimiento para la produccidén de Anfomicina,
caracterizado porque comprende cultivar une especie de
Streptomyces canus en una solucidn acuosa de carbohidrato
saturada de nutriente nitrogenado bajo condiciones zerdbi-
cas gsumereidas hasta conferir actividad substanclalmente
antibacteriana a dicha solucidn, y luego recuperar la An-
fomicina asf producida del caldo de fermentacidn.

2) Un procedimiento para la produccién de Anfonmicina,
caracterizado porque comprende cultivar una especie de
Streptomyces eanus en una sclucidn acuosa de carbohidrato
saturada de nutriente nitro.enado bajo condiciones aerébi-
cag esumergidas a una tem»eratura de unos 24eC. a aproxima-
gamente 302C. durante un periodo de aproximadamente dos a
eiete diss, hasta conferir actividad substancialmente anti-
vacteriena z dicha solucidn, y luego recuperar la Anfomi-
cina as? producida del celdo de fermentacidn.

3) Un preccedimiento, segdn la Reivindicacidn 1), ca-
recterizado porque la recuperaciédn de 1la Anfomicina inclu-
ya lz fase de decsloracién de soluciones de Anfomicina me-

diente carbsn setivado.

4) Un rrocedimiento, segdn la Reivindicacidn 1), ca-
racterizado porgue la recuperacidn de la frfomicina inclu-
ve la face de extrzer el antibidtico en un disclvente in-
miseible en el arua seleccicrade del grulo gue ccnsiste en
aleoholes hutflices y alccholes amflicos en un pH inferfor
2 3.5 2 oprovinglamerte la temperatura ambiente,

5) Un procedimiento, sesdn la Reivindicacién 1), ca-
racterizado porqne la recuperacidn dz la Anfonmicina inclu-
ye la fase Je greciniter la Aufomicina de una solucidn uzeug

58 por ajuste del pH & un punto Adentro 4del alcance de :H

<+




400 — le 3.0-4.0.

6) Un procedimiento, segun la Reivindicacién 1), ca-
racterizado porque la recuperacion de la Anfomicina inclu-
ye la fase de precipitar la Anfonicina de una solucidén acuo
sa por ajuste del pH a un punto dentro del alcance de pH

405 — 3.4-3.5.

7) Un procedimiento, segun la Reivindicacién 1), ca-
racterizado porque la recuperacion de la Anfonicina inclu-
ye la fase de separar impurezas de una solucion acuosa fuer
teniente acida de Anfomicina por extracciéon de las impurezas

410.- con un miembro seleccionado del grupo que consiste en ace-
tato de metilo, isobutilo, cetona y afiilo.

3) Un procedimiento, segun la Reivindicacién 1), ca-
racterizado porque la recuperaciéon de la Anfonicina inclu-
ye la fase de extraer la Anfomicina de una solucion en apro

415 — ximadamente la temperatura ambiente con un pH iInferior a
3.5 en butanol por el empleo de agua con un pH superior a 4.

9) Un procedimiento, segun la Reivindicacién 1), ca-
racterizado porque la recuperacion de la Anfomicina inclu-
ye la fase de precipitar la Anfomicina de solucion por for-

420— macion de derivados insolubles de la funcidon béasica.

10) Un procedimiento, seguh la Reivindicaci6on 1), ca-
racterizado porque la recuperacion de la Anfomicina incluye
la fase de precipitar la Anfomicina de solucién por la for-
macion de derivados insolubles de la funcion acidica.

425 — 11) Un procedimiento, segun la Reivindicacién 1), ca-
racterizado porque la recuperacién de la Anfonicina inclu-
ye la fase de extraer el antibidtico de solucidén en un di-
solvente organico inmiscible en el agua seleccionado del
grupo que consiste en alcoholes butilicos y alcoholes ami-
430 - licos dentro de agua cuyo pH es mayor de 6.0.

12) Un procedimiento, segun la Reivindicacion 2), que
incluye la obtencidén de una substancia, eficaz para inhibir
el crecimiento de bacterias gram-positivas, seleccionadas
del grupo que consiste en una substancia anfotera soluble

435 — en el agua, que exhibe solubilidad minima en agua entre pH
3.0y 4.0, que es facilmente soluble en metanol como la
forma acida y como la forma salina, que es soluble el al-
coholes superiores exclusivamente en la forma acida, que es
susceptible de ser extraida de agua a pH 2 mediante butanol
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y pentanol, que no puede ser extraida de agua a pH 2 por
acetato de metilo, isobutilo, cetona, éter bencénico, eti-
lo y acetato amilico, que produce derivados sélidos anti-
bacterialmente activos de hidréxido aménico y de sal de
Reinecke, que absorbe luz ultravioleta anicamente en la re-
gién de 210-230 mu, que exhibe respuesta negativa a la nin-
hidrina por los ensayos Sakaguchi, ?4olizch y Ehrlich-Bauly,
que es estable durante al menos diez dias en solucién acuo-
sa de pH 2 a 10, y susceptible de formar sales con acidos

y metales, y teniendo el siguiente espectro de valores R,
y las sales acidas y metédlicas de cicha substancia:

Sistema A

disolv. B ¢ DEF 6 H 1 J KL

valor Rf 7-9 5-3 Cg%gf 1-4 1 8-10 7-10 8,9 7-9 2-5 2-4 1

La composicion de estos sistemas de disolventes es co-
mo sigue:

A = Agua.

B= Citrato sédico acuoso al 10% (algunas veces la Anfomi-

cina se descompone en este sistema).

= Citrato sodico acuoso al 40%

Butanol saturado de agua.

= Cetona de metil-isobutilico seco.

= Una mezcla de 100 partes de metanol al 80% y 10.5 par-

tes de piperidina ajustada a pH 9.5 con acido acético.

0 = Una mezcla por volumen de 80 partes de metanol, 5 par-
tes de acido acético glacial y 15 partes de agua.

H = Butanol saturado de agua y que contiene un 2% de acido
p-tolueno sulfénico.

1 = Una mezcla de 100 mi. de butanol saturado de agua y 5
mi. de acido acético glacial.

J = Butanol saturado de agua y que contiene un 2% de acido
p-tolueno sulfénico y un 2% de piperidina.

K = 100 partes de butanol saturado de agua y 2 grs. de aci-
do p-tolueno sulfbénico + 2 mi. de piperidina + 2 grs.
de acido laurico.

L ~ Una mezcla de 2 partes de alcohol isoamflico y 1 parte
de cloroformo, saturado de citrato so6dico acuoso al 10%.
En este caso, antes de aplicar la muestra, las tiras se

MmO O
1
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saturan con citrato sédico acuoso al 10% ajustado a pH
5.7 con &cido citrico y se secan.

1?) Un procedimiento, segln la Reivindicacién 9), que
incluye la obtencién de una sal calcica de la substancia an-
fotera.

14) Un procedimiento, segan la Reivindicacién 10), que
incluye la obtencién de un fosfato de la substancia anfo-
tera.

15) Un procedimiento, segin la Reivindicacién 10), que
incluye la obtencidon de un sulfato de la substancia anfote-

16) Un procedimiento, segun la Reivindicacién 10), que
incluye la obtencién de un clorhidrato de la substancia an-
fotera.

17) Se reivindica por 6ltimo, como objeto sobre el que
ha de recaer la Patente de Invencidon que se solicita: "UN
¢KOCEBIKIB?ITO PARA LA PRODUCCION 13 ANFOMICINA™.

Todo conforme queda descrito en la presente Memoria,
que consta de catorce paginas escritas a maquina y los di-
bujos que se acompafan.

Madrid, a de Noviembre de 1955
ALFONSO UNIRIA
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