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MEMORIA * DESCRIPTIVA

para goiicitar R
PATENTE: nn':I,NTRODUOOION_'“.;f._;}?'_"'y'»
o . v . -
ESPARA
ﬁoriDIEZ sfios |
& nombre de CHAS. PFIZER & CO; INC., entidad norteamerica-

na, establecida en 11 Bartlett Street, Brooklyn, Hueva York, |

Estados Unidos de América, por:

*UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR UN NUEVO ANTI- |

BIOTIOO”

Este invento se refiere & un nuevo y util anti-
bidtico denominedo P.A. 105 j,rﬁés”especialmente, s su pro-
duceidn por férmentgéién,_a los métodos para su extraoci6n
Y conoentracion de sus . aolucianee brutas, tales como caldoa
de fermentacion, a los prooedimientos para su purificiacidn
y a log métodos para la preparacion de sus ssales, 31 in-
vento 1nclnye dentro de au gloanee; el antibiotico en for-

mas dilufdas, ocomo ooneentmOs brutos y en forma cristali-
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zadzs puras. Estoa nuevos productos son especialmente Wti-

les para combatir n;orob&ganiéﬁqs pPatdgenos, especialmente

~los nmicroorganismos Gramppositivos.

El nuevo.antibiético se forma durante el oul-
tivo, en qondiciones controledas, de'una nueve ocepa de wne .
especie de microorganismo q@npéiﬂo con el nombre de Strepto-
myces antibioticus, que fué 1dentificedo por siembra y com-

probacidén de un cultivo del mismo en log medios de cultivo
emplead os ﬁsualmenterpara la identificacién de tales micro-
organismos. El cultivo'deluﬁicroorganismo ha sido deposi-

tado en American Zzgguctltq;q'CQlleotion, Washington, D.C.

y afiadido a su colecciéﬁnde microorgenismos como ATCC 11891,
La identificacidn de esta nueve cepa, designada Isolate NS,
15784-1 en la coleceidn de oultivos de Chas.Pficer & Co. Imc,
de B:ooklyn, N.Y., ha sjdo hecha con ayuia del "Manual of De-
terminative Bacterio;ngi; ethérgey, sexte edicidn, (1948).

Las caraot;rfsticas de cultivo de 1ls nueva ce-

pa S8.Antibioticus figuran en el siguiente cusdro. Sealvo in-

dicacibn en contrario, los resultados estén basedos en seis
nuegtres iguales, incubadas durente dos semanas. ILos colo-

res que figuren acompafiados de una R, son los de "Golor

Stenderds and Nomenclature”, de Ridway.
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Importancie | DR '. —
del Micelio aéreo | Pigmento
desarrollo | y esporulmcién | soluble
Moderad@ Micelio aéreohlsmd Pardo med i
' “loojesporulacidén | a pardo os-
scase. c-uro.
MoRersde bﬂoelio gris, oe{ Pardo os-
re0; sla esporu- ; curo.
lacién
Moderada Anillo blanco Pardo og-
crema. curo.
Moderasda Desarrollo Pardo cla-
tyansparente, ro.
cereo, pardo
claro; sin es-
porulacion. .
Escasa a Micelio blanco |} Ninguno.
moderada. aéreo; escgsa
eaporulacion
blanco grisaces.
Bacasa Espbrulagién
' gris rat Ninpuno
Bscasa Deserrollo. trape-] Pardo me-
‘Parente, ‘céreo dio.
pardo claro.
- Escasa a Mioelio ,arru- Paro ogcu-
moderada ' { gado, céreo, ro.
gris claro &
amarillo; gin
esporulacion.
Escasa Mioelio blanco 1| Pardo cla—
| aéreo. . ro.
Escasa 7 Ninguno
Mod erada _Esgorulaciaﬁt Pardoiésou-
Proxima & gris {10 & negro
a. aurora (R} .
Escasa ‘Desarrollo eé- |[Ninguno
reo, amarillo
8 pardQ; espo= §

rulaoiGn proxi-

22292122&2522

Reverso paraa§~
dioforos ésp0=

Nq haw coagula-

en el PH.

Reverso pardo
claro.

Reverso blanco
cremosQ; el ma-
lato calcico es
digerido.

Reverso blanco
gris claro.

Reverso pardo

jclaro.

Reverso pardg
claro,

Los nitratos
no son reduci-
dos.

Reservo amari-
110 osouro 2

ma a 5ria ESﬁhil
{R) \ !

gris; no hay
hidrolisis.

ras 0,65 x 1,0 ¢
Buena Licuacidn

u
oidn; hidrggésis.
8in varia ion
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En el cuedro II se describen algunasde les di- .

ferencies significatives entre la nuevae cepa N®, 15784-1 ¥

la deseripeidn del S. Antibloticus que figure en el Menual -

de Bergey.
CUADRO II
MEDIO CBPA A70C &”11 DSscripcidn de Bergey
Gelatina nioolio gris,oérea; Desarrollo perdo omou-
sin evaporar ¥Q en ls superfiocie, con
S midches de micelio mm
grie.
leche con {En la leche descre- 4Anillo espeso, parduzco,
tornasol mada tornesol). Ani- en la superricie ,de la
1l0 blanco crema @ leche. Micelio adreo gris
pardo Qgscuro; cge- ratén con tinte verdoso
gulecidn e hidro-— el cultivo se pone pardo.
lisis. No se coagula la leche;
RO se aclara. -
Todos los me~ Pigmento soluble Pigmento soluble pardo
diop de cul- pardo claro a par- intenso.

tivo que con- do osgcuro.
tengan sus-

tanclas or-

ganicas.

1a capa de 8. sntiblioticus descrita en el Manual

de Bergey »droduce el antibidtico actinomicina, que, por los
datos que se consigner més adelante, queda claramente eatable-
cido que es diferemte de antibidticos B, A. 105.

Debe enten&erée’ que para la produccidn del P.A.
105, el presente invento no se limite a este organismo parti-
ciler o & orgenismos que responden plenamente & le anterior
descripeidn, éue 88lo se 44 con fines ilustrativos. De hecho

ge desea y Pretende espeoia&neﬁte', incluir el empleo de lag
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mutaciones derivadas del organiamo descrito empleando va-
rios medios, tales como la accion de los rayos x rayos ul-
travioletas, mostazas nitrogenadas, etc. -

Bl entibidtico P.A, 105, pPresenta une elevede

activided frente & gran variedad de mlcroorganismos. como ge
ha dicho anteriormente, es especialmente dlgna de mencion su'w*
accidn sobre lea organismoa;Gram-positivos. Aunque deaagrgﬁt¥;

lle alguna a"ﬁ‘ma‘d“ sobre los orgenismos Gram—nésénm'.:.‘ o8

ta aotiviﬁad ‘es, en general, de un nivel algo 1nferior. El

cuadro sigulente iluetra el espectro antibidtico del P.A, 105,

frente 2 una gran variedad de organismos Grampnegativos Yy
uram-nosltivos. Bstas pruebas fueron 1levadaa a oabo sem—
brendo oalo mutricio que contenia diversas concentraciones
del antibidtico puro, con el a:ganismo Particular especifi-
cado. la%goncentracidn inhibitoria minima* indiceda en el
cusdro III, en la concentracidn nfnima del antibibtico (ex-
presada en microgramos mililitro) con la cual deja de tener
lugar el desarrollo del.mioroorganismo. Dado que le meyor
concentracion empleada en estcs ensayos fue la de 100 mog/ml.,
no se indica con precisidn la ®eoncentraocidn inhibitorie mi-
nima® ocuando tal ooncegtracién-excedia, aparentemente, de

los 100 mcg./ml,, Los énsayos Tueron realizados en condi-
ciones normelizedas.
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, Eryaipolothrix rhusiopathiae s

CUADRO III

ﬁ2262552w~ K

Espectla del P.A. 1g§

Organismos
Organismos Gi-am-negatiivgg :

Brucelle branchiseptica

"A. serogenes 2

E. o0li 21

Proteus SZ{; 1

Pa. seYr oss 173
§almonelle Typhoss 344

- XK. pneuncnise 132
8. paratyphie g%yl-

Listeria monooytdgonea

Neisseris gono«yrhosar -
catarrhalis
meningitidds

Oreanismos Gra:n:gositivog

Strep. fascalis 121
Micrococous pyogenes V&Xr. sure

M. pyogenes var. albus 3
B. subtilis 219

us 5
209

Diplococous pneumoniae '.l‘ipo I

Tipo I’ lOT G 0.

T™po IIX
Pipo T

Qorynebacterium Xerose

Cloatridium perfringens
aporegenes
tetani

Bacillus enthracils

Hongos

Candida salbecans 8

El cuadro XV ofrepe los resultados de Pruebses gi-

A
fz*

Q-2
6-3

Goncentracidn inhibi-
toria minima del P.A.
105:mog./ml,

.. 25
7100
- >100
>100
>100
>100
>100
2100
7100
3...12
6.25
- 3.12
6.25
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milares llevadas a cabo en otro laboratorio,sobre diferen-
tes organismos O cepas que los indicedos en el cuadrb III Y
ademds, repreaenta ‘el espectro del P,A. 105, En estas prue- :

bas, la concentracion mexima ol a.nt:l.b:l.otico fue de 900 mcg/nﬂ-»

GUL‘DBO IV

Eagectro del P.A..;og. Microorga.nismo edicional N

orgenismo e Concentracidn imhibi.

_ L toria minima del
Orgenismcs Gram-negetivos _

X. coll

'B. coll

E. typhosa
Salmonella a:.p.
Aerobacter aerogenes
8. paratyphose
Klebsiella pneumoniae

Brucella bronohisopticus' 2
B. pyocyaneus ‘ >-900
- NA II SM Reslst. 112
HA IV 8. Fyphosa 112
3. typhi-murium 225
8. typhi-murivm SR 225
S. newport 450
8. enteriditis : 225
8. cholera sule _ 225

Proteus vulgaris = - S 900

Organismos Gram-pogi tivos

"8trep. homo < 1,7
D. pueumonise _ <3,?
Staph. h. <1,?7
Babtilis <1,?
Brnterococecus 4 ‘ - ¥,7
Cl. wélchii 47,.
Staph. aureus 235 1,7
Hongos
Monilia albicans . 900

IR L A ez e :
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A'Tambiéln se ha Viﬁf‘? que el nue-vo antibiétioé. o

o8 altamente e!‘ioai gontra organiamoé'res:tstentes a los enti-

bidticos corrie:itea .que se. énouentran enhl comeroia. Por

\X ejemplo, ciertas cepaa resistentes del Miggocooous nxoggnes Tk
5\ var. fwreus, alslalas. de casos clinicos, fueron sometidas %
el angibiétioo P.A. .105, ‘omo ge 1ndica mds erribe, pare de- 4
 terminer la concentraeién 1nh1b1tor1a minima. A rinegi de con-

| trol, ge estudié tambi—en la comcentracidn 1nh1b1tqrig,jm"{nima

-‘ de diversos antibibticos bien oonocidos y .10s r\esﬂlt'ados_d»e

estas pruebas figuran en el cuaﬁ!rq Y. L .
CUADRO ¥ .
Antibiétiew
concerxtracién 1nh1b1toria minima en mog/ml.
Cloro- clcu:-

Gitetra- tetra- emfie- Bacl- ~Neo- Peni- eouu. -
105, ciclima. ' 9}. tracina micina d.mu gire, o

0,78 =100 a.oo 6,35 56 3,12

3,12 >100 56 . 6,25 28 312

- 1,56 >100 5 8,28 2 1,56

1.56 = >100 00 - 125 = W 25,00

1,56 >100 50 . 6,25 1,56

3,12 >100 50 12,55 8 50,0 7250
0,78 100 looPy - 6,25 28 0,78 60,0 >es0
1,56 . >100c  lpg < . 6,25 . 1,56 3,75 >e%
0,78 7200 BOPT - 3,32 56 1,56 7760 D250
0,78 7100 =100 6,25 % 3,12 60 >250
0,78 0,7 0,39 3,201 28 0,0 3,75 H250
0,78 , 100  >loo  6,25. 4 0,78 >60 250
0,78 >100 139 e ,25-3“ 28 3,12 0,37 3250
0,78 >100 >l 6,25 W 0,7 60 280
1,56  >100 loory 3,12 7 0,7 0,93 >250
1,56 100 50 “’5,357 56 0,78 15,0 250
D,78 100 100 3,12 282 3,12 60 2%
0,78 oo 100 3,12P1 1 3,12 60 250
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PI indica inhibicién percial
"Vendida bajo la merca reglstrada ®"Terramicina®™

Estas pruebés,‘ademés de demostrar la eficacia

del antibidtico frente & estas cepas resistentes, 1ndiqan tam{ay

bien que el antibidtico P;AJ 105 es distinto de 1la oxitérreb
ciclima, clorotetracilina, oloiamrenicol, bacitrecina, neami-
cina, peniciline y polimixina.'

También se ha demostrado que el antibidtico P.A.
105 es eficaz contra diversas microbacterias, como se indice

en el cuedro VI, que d4 los resultados de las Pruebas reali-

zadas con tales microbacterias. En este caso, fueron emplea;:"

dos como medio de eﬁsayo; tubos con el medio de cultivo lfqui-

do de Dubos. Pl antibidtico rfué afisdido al medio de log di-

versog niveles indicedos en la primera columna del cuairo.

Los tubos del medio,conteniendo dichos niveles 0 concentra-

. ciones del antibidtico, fueron sembrados después del cultivo

de las diversaa}micrqbacterias especificadas, ouya identidad
estd indiceda en la cabeza de cada una de las columnas del
cusdro. la prueba fué llevada a cabo incubando los tubos, en
condiciones estériles:dﬁrante 26 horas y examinéndolo después
para determiﬁar la,présencia o augencia de desarrollo de las
microbacterias. Ila falta de desarrollo en los tubos, al final
del periocdo de pruebas, se indica con un signo (=) ¥ la presen-

cla con un signo («+}.

LN




GUADBO VI

‘ : Actividad del P.A. 195 contra.Microbactarias S

 ;; " ‘Mog./ml. - rense phlet: smogmetis 602 S o
AR 25,0 = - - -

5 12,5  ._ - - E— :  e
6,25 . e - S e
3,12 — - - -
| 1,56 -
o 0.7+
. 10 0,39 ok +
o 0,19 4

+ 4

w,+.n+.k+

jSeiﬁa GOmﬁrobado que el antibidtico P.L;vJQS Po-

see un nivel de tpxiciﬁad relativamente bajo cuamdo se ensa~.

ye sobre animales. Por ejemplo, el valor I;Bo, cﬁando eii
15 inhibitorio se administré‘intrawenosamente a iatones en so-
lucidn acuosa, ‘88, aproximadamente de 15 mg/zo gramos rax6n.
Le toxicidad para otras especies o por otras ‘vias de adminis-
tracidn, es comparable._ Tembidn se ha visto que el antibié-_
tico P.A. 105 nosee un elevado orden de actividad in situ B8O~
20 bre diversos organismos patﬁgenos. Ratones de peso anroxi-
madamente uniforme infectados intraperitonealmente con cier-

tae cepas de Strep. hemalyticusm D. preumoniae y'm. pyogg-

R AT R RS T

nes ver. sureus y vratados por ‘el antibibtico en inyeceidn
subeuténea, con dos dosis dierias de 5 mg. durante dos dfas

25 ¥y medio. La eficacia del antibiotico P.A. 105 contre 6308

orgenismos, en los ratones tratados del modo desorito, se po-

ne de relieve en el cugdro VII en el que se compara el porcen.

taje de super-?ivénciéfdé los:ratones tratados y no trataaogg

C. 10 -




- GUADRQ VII
"Activided del P.A. in vivo B
L Organismo Animal: Tratado: No txetedo 48 horas 96hores 7 dfas. j;;a-_j_
: Strep. hemo . Tratado 100 100 100
'5 c203ty - o - _
. No tratado 0 o - .0
D. pneumoniee Tratedo 100 100 %
1/230 S | : L
No tratedo - 0 0 0 S
M. pyogenes Tratadc " 100 100 100
var. aureus No tratado 20 20 20

Ne. 235 o -

Rt b

e

El invento incluye en su Ambito un proced imien-

to para el cultivo del microorganismo 8, antibioticus. E1

15 cultivo de este microorganismo tiene lugar, de preferencisa,

en medios nutrivos acuosos a una temPeratura de unos 24-30%0.

en suspengidn y en condiciones de agitacién y aireacién. Ios.

medios nutricios adecuasdos para este Proceso contienen un hi-
drato de carbono, tal como azdcares, almiddn, glicerina, hari-
20 na de maiz y wn manantial'de nitrdgeno orgdnico tal como casei-

L
3 ns, harina de soja hariﬁa'de oacahuet, gluten de trigo, harina %

de gemillss de algodén, lactolbﬁmina, pProducto de la digestién
enz{matica de la caseina, triptona. También pueden gser utili-

zados, con resultedos satisfactorios para el cultivo, otras

25 sustencias como los Proguctos solubles de destilerfa extracto

de levadura, tesiduos de la fermentacidén de melazas, ams{ co-
. mo sales minerales como cloruro sbdico, fosfato potasico, ni-

trato sddico, sulfato magndsico y minerales traza como el oo

bre c¢inc y hierro.

RS L
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8i durante la fermentacidn se Produce espume en
eXceso, se pueden afiadir al medio de fermentacidn agentes
antiespumantes, télea comd acelteas vegetales. EI pH de la
formentacidn tieﬁdé o Dermanecer bastente constante pero si
aparecen variaciones, Duede afiaiirse el medio un agente tam-
pdn tal como el carbonato célcicb. .

La siembra pare la preparacién del antibidtico
P.A. 105 mediante cultivo del 8. antibioticus puede conmpeguir~

se empleando cultivos obtenidos en medios tales como el agar
de Emerson o caldo con lactosa; El cultivo puede ser emplea-
do pera sembrar en frascos de agitacidn o en tanques de siem-
bra para desarrollo en Qumersién, 0o, alternativamente, los
tanqueg pueden ser semﬁrados'a;partir de log frascos de agi-
tacibn. E1 desarrollo &él ﬁicroorganismo alcanza generalmen-
te su méximo, en dos o tres dfas. Sin embargo, pueden in-
fluir en la velocided con la cual se alcsnza la méxime ac-
tividad, las variaciones en el equipo que se utilice, la ve-
locidad de aireacidn, 1a;velocidad de agitacidn, etc. Bn ge-
neral, entre 24 horas y cuatro dfas, es perfodo deseable pa~
ra producir el antibiftico. La aireacidn del medio en los
tanques pare oultivo en sumeréién; se mantiene aproximadamen-

te a razdn de medio a dos volﬁmenes de aire librehor volimen

"de caldo por minuto. 1Ie agitacidn puede ser mentenida por

tipos sdecusdos de sgitacidn, familiares & los que se dedi-
can a la industrie de fermentecifn. Como es netural, duren-
te todo el procedo de siembra y durante todgel desarrollo, hay

que mantener condiciones de zsepsisa.

Una vez desarrollsdo el microorganismo, el micelio

DN R
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que por lo general ea abundante ¥ rino, buede ser separado
del caldo de fermen‘bacion mediante loa varios tipos de qui- o

pos conocidos, tales como riltro-prensa, oentr{rugas, eto.

El entibidtico P. A._loﬁ puede ser recuperaao del caldo de fer-

‘mentacidn. por diferentes prooedimientos. Alternatiwamente, .
todo el caldo puedeuser emplgado tal como estd o puode ser
desecedo. E1 ant1b13¥icb'§uede ser purificedo ulteriormente
de diverses maneras: PorfejémﬁlO, el compuesto puede ser ex-
trafdo de la solucidn acuosé_cOn‘pH neutro o ligeramente ‘al-
calino,Aprefarentemeﬁte_entre 6.y 10, .eproximadamente, medlan-
te una variedad de d‘isoitéﬂté'é:_'érgénicos no miscibles con sl
agua, 1hcluyenao'éterea;“hidrbéarbﬁros aromiticos, éstéraé;
cetonas, alcoholes inferiores e hidrocarburos halogenados.

Ejemplos de estas sustaneias sqn' eter dielilico, benceno,

tolueno, acetato de et:l.lo, acetato de butilo, met:ll 1sobut11 )

cetona, butanol y clororormo. Inclnso con pH acidos, algnnoa;}i'-f

de eatos diaOIVentes extraen cantidades apreciables de anti-
bidticos. Esto es particnlarmente clierto con los alcdholes

no iscibles con el agua,¢tales ocomo el butanol, los pentano-

les,, ete. El éntib;ﬁtiéé,buéde ser extrafdo de nuevo de 1la

mayor{a de las soluc:l.onés‘ disolventes, emplesndo agua seidifi-

cada, prereriblemente con ‘un PH por lo bajo de 2,5. 8i se de-
sea, el extracto de: dieolvente puede concentrarse antes de ex%-

traccidn de agua adifigada. Ajnstando el PH a neutralidad o

- alcalinidad, el antibiétido pnéde'ser extrafdo otra vez por

uno de los disolventes indicedos enteriormente. Después de
desecado el disolvente ¥ éonce!_xtrada la solucidn, el antibidti-

co cristaliza en largas agujas blancas. El producto puede ser

- 13 -
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recristalizedo por enfrismiento de una disolucidn del mismo
acetato de etilo callente, cloroformo, cloruro de metileno
o diclorurc de etileno. Otros métodos de recuperacidn que
se suglieren por si mismos, comprenden ls edsorocidn por car-
bén‘vegetal con la elucidn subsiguiente, el tratamiento con
resinas de oambio de iones o el empleo de columnes de alle
mina. : ¥

El antibibtico P.A. 105 es un compuesto orgéni-
co ambrfico, bdsico, blanco, solubles en los Acidos aouosos
dilufdos y moderadamente, soluble en el agua. Es muy solu-
ble en clerto ndmero de disolventes orgénicos, tales como
el alcohol met{lico, alcohol met{lico, acetona de butanol.
Es imsoluble en hexano, tetracloruro de cerbono y éter di-
n-but{lico. Una soluciﬁﬁ écﬁdaa del compuesto conserva.gn;‘
estabilidad durante varies horas, a la temperatura de la hao~
bitacién, dentro de un amplio campo de PH, y, sin embargo,
es muy inesteble sl me céliénta en solucidn écida. Es esta-
ble en egtado seco © disudlto‘dn‘d1501Ventes anhidros. El
clorhidrato del antibiﬁtico égnidro, e~-ristalino, tiene un
pugto de fusidn de unoe 125-12820. Presenta wn pico de baja
intensidad, ancho en la rggién del ultravioleté, alredsdor
de los 286-289 m/u (i0 mg. en 10 ml. de metanol). Disuelto

en cloroformo, la bame de antibidtico presenta un cierto nd-

- mero de Pisos caracterfsticos en la regidn del infra-rojo,

cuyas frecuencias mas insignificatives (en centimetros reci-

procos) son los siguieptea: 3510, 2910, 2890, 2840, 2590, 2040,

2590, 1710, 1615, 1460, 1385, 1305, 1280, 1190, 1160, 1145,
1110, 1075, 1050, 985,960, 935,895 y 860. En suspemsin en

- 14 -
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una perla de bromuro potésico; el olorhidrato anhidro presen-
te ssdmiamo ur olierto nﬁmarézzde ploos cersoterfsticos en la
regidn del 1ntra~roja, teniendo los mde aigniricativos les
siguientes frecuencias. 3880, 2950 2880, 1?10,;1640, 1465,
1380, 1330, 1250, 1190, 1160, 1115, 1075, 1055, 1010, 1000,
985, 935, B65 y 828. El espectro infrarojo viene represeB-
tado con méas detalle en los dibujos que se acompafian. El
clorhidrato disuelto. en metanol (c, 14) tiene un D5 -80¢.
' El peso molecular del gntibiotieo base P.A. 105,
determinedo por el método ebulloscdpico, resultd ser, aproxi-
madamente,'7l5. o

En una muestrs de olorhidrato cristalino de P.A
105, que hab{a sido cristalizaﬂo desde acetato de etilo y que
Tué desecedo a 100¢ durante 18 horaa, se obgervd una pérdida
de peso del 5%. El material desecado fué analizsdo y Be en-
contrd que contenfa loé sigﬁienfes elementos, en proporcio-

nes en Peso que se especifican:

Cal'bono . * s e - . . a0 . L] 57‘63
Hidrogeno L] 0 .. » . ¢ L] '. * [ 4 8’?3
Nitrégeng + « o o o o o s o o 1,87
ClorO (10!1100) c s e e e ® L] 4,30
ox{geno (por diferencie . . . 27,47

Esto oorresponde & la probable fémula empirica
37HG?K0134501 para el clorhidrato anhidro. El clorhidrato
8@ DPresenta tambien en variaa tormas hidratedas, terles ecomo

el hidrato que corresponde a la probable fémmula empirica

c 573671"015301'2320'_ _

El entibibtico P.A. 105 se distingue claremen-

te de otros antibibticos por sus propiedades, como quedan,

evidencliadas por las dgscritaﬁ anteriprmente Y por les me-
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dldes cromatografices sobre Dapel. Pueden prepararse sales
dtiles del antibibtico siguiendo métodog bien conocidos en
la 1ndustria, tgles oomo.$:a¢a§1qnto de la base con un acido
edecuado en solucién acuosa o en condiciones anhidras. Por
ejenplo, el clorhidreto puede ser preparsdo disolviendo la
la disolucion. Tambien pueden ser empleados otros aaidoa. i
tales como el sulfurico o fosrorico Para obtener las corres-
pondientes sales écidasidelvantibi6tico.

Bl invento viene sdemds aclaredo por los siguien-
tes ejemplos que nO deben ser considerados como imponiendo
linitaciones de ninguna clase.

Ejemplo I
Un cultive inclinado de §. antibiotious ATCG

11891 sobre agar de Emerson rué cultivado en condiciones con-
troladas, para gue desarrollgsa”ésporas con el fin de sembrar

un medio nutricio de le siguiente composicidn.

Cerelosa . « « 4 + o« o o . 10 gromos
Harina de s0ja . . «:i o « 10
gloruro sédico « . ... . . 5
Solubles de destilerfa ... 5
Carbonato calcico T |

Bata mezcla de sustancias nutricias fud dilufde
con sgua hasta el volimen de un litro, ejustedo el pi a 7
¢con hidréxido potésico'&’eaterilizada por calor. El medio
fué enfriedo después v se le afiedieron lag éspores en condi-
clones de asepsia. El cultivo del organismo fué llevaio a
cabo en rrdscos de agitacién a unosg 258¢ durasnte un periodo
de dos d{as. La mezola de callo y micelio asi formada, fﬁé

transferide después a 20 veces su voldmen de un medio de fer-
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mentacidn estéril de la compoq;gién sigulente:

Cerelosa o » + « ¢ » « « o 10 gramos por litro
Cloruro s8d1c0 « + + + « « 5
Curbax Bg . 5}‘ L 5
Almidon de m&iﬁ e o o o « 10
Harinsg de so:]a. e & s s & &« 10

Este medio fué. aJuatado a un pH 7 con hidroxi—
do potasico, tratado por un gramo de carbonato cdlcico por li-
tro y esterilizado de la manera usual antes de transferir el,
el caldo y el micello. Despuea de sembrar el medio con el
organismo~prooeqentg de los frascos de agitacion, lg mezcla
fud sujeta a égiﬁadién y airescidn, on condiciones estériles,
durante tres dfas. En este bunﬁo, se encontrd que la poten-
cla del caldo era def§0~mcg./ml; S8e quitd el micelio por fil-
tracidn y se extrajo 2_veces,don un cuarto de volimen de me-

til—iabbutil cetona, L@éfaééévdisolventes oqmbinadas,rueron

concentradas al vacfo, & un décimo de su voldmen. El antibid-

tico fué extrafdo despuds en agua ajustada o un DH 2, aproxi-
madamenté, con écido suifﬁrico; 8e separd la fase acuosa, se
lavd con benceno para qnitar-la metil-isobutil cetona y se
ajustd a un pH de 6,5.. Despues se extrajo varias veces el
antibidtico con éter, én el cual fué desecado sobre sulfate

abddico anhidro. Ia separacion.del éter por destilacion, ais

lugar a la cristalizacidn del antibidtico en forma de larges

agulas blancas{ _Fingimgnte, éi_PIOducto fﬁé recristalizado
desde acetato de etiloﬂéaliéﬁpe} El producto recristalizedo
obtenido de estq manera resultd de elevada eficasclia contra
varias mierobactexias y microotganismos Grambpoéitivos, como
se indica en las pfgebas,descritas'anteriormente.

emplo

 8e Dprepard dtfayﬁédio de fermentaciln con las si-
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gulentes sustancias:

Harina de soja o . 15 gramos

Cerelosa o 7 e e @ a4 o & a e o 20

’ ‘lm.id6n de maiz « s & o e ° 8 o 10

B 5 Clorurode godio ... ., . . « 5

i , Solubles de destilerfa . . . . . B

f : nz mna B * & o e & & . & & e s o 5
IO Estas sustancias fueron sfiadidas a un litxo de - |

agua ¥ el pH de la mezcla resultante fué ajustaio entre 7 ¥y -

10 7,2 con hidrdxido potdsico. 8e alicionaron cinmo gramos de

carbonato de calcio para gue actuase como tampén durante la
fermentacidn. Elmedioffﬁé‘esterilizado en eutoclave ¥y sem-
brado en condiclones estérilgs:;cbn 8. antibidticus preperado
de acuerdo con el procedimiento expuesto en el Bjemplo I.
15 Después de someter aljmedio::ae;ﬁbredo e alrescifn y agitacidn

en condiciones estériles, a umos 282C durante dos dfas, se

encontrd que el caldo filtrado contenfa 100 microsmmnﬂs ds
antibidtico P.A. 105 por ml. de solucidn.

- - . w0

cemr= N 0T A v

- e O > o - o -

o
eainsie e s

Los puntos de invencidn propie, no nueva, pero

no establecida, Praﬁtidﬁ}a’ ni divulgadé. en Esgpefia, que se pre-
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sentan pafe que sean objeto de esta Patente de Introducciéﬁ;
son log siguilentes: | 7 (

| 12, Un proood:licnto pars DProducir un nuevo
antibidtico (aqpf deaignado oomo P.Am 105) que comprende el

cultivo del Streptomices<gg§1bioticus ATOC 11891 como agu{
se describe'o una nmutacidn u?§trb equivalente del mismo‘en
ﬁn medio nutricio acuoso en condiciones de inmersidn aerobias
hasta que se comunique a dicho medio actividad emntibacterie~
na sustancial. T

29; un prooedimiento conforme a la reivindi-
cacifn 1, en la cual el cultivo es llevado a cabo en un me-
dlo nutricio acuoso, en- oondiciones de inmersién asrddices y
de agitacidn, a una temperatura desde unos 24¢ a 309G, quran-
te un periodo de un afa a unos ouatro dfas. | |

3#. Un procedimiento conforme & la reivimdicae-
cidn 1 8 2, que'incluye la operacidn de recuperar del caldo
de fermentacion el antiblotico producido.

43, Un prooedimiento tal como se reivindica en

lz reivindicacidn 3, segun 61 cual el entibidtico es recu-

perado por filtracion_Qel,oaldO-y extraccion de éste con un
disolvente orgénico no miecibie‘oon agua en ocondiciones de
PH neutro a alcalina. ‘

52. El procedimiento para producir el antibio-
tico P.A. 135”§ﬁstanq1t1¢gntgfggm9 se expone en los Ejemplos

7 6°. Un procedimiento segdin se reivindice en el
punto 12., em el cual se produce una sustancia bésica eficaz

para la inhiblcidn del desarrollo de bacteriss Grem-positives
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y microbacterias y capaz de former sales oon Acidos ocuya sus-
tancia basicae es moderadamente soluble en disolventes orgi-
nicos: cuyo clorhidrato'orietalino geco contiene los elemen-
tos carbono, hidr8geno, nitrdgeno, cloro y oxfgeno enstancial-
mente en 1aaaiguientes proporoiones en Peso.
carbono - * . [y
Hidrégeno . . .
Nitrogeno o o

Cloro (idnico)
ox{geno (por direrencia}

®
*
-

LI N 4
o s ®
« » .

e » . - »
. L ] . L] .
—r
-

o]

-1

*
-
.
&
3

cuyo clorhfdrico cristalino; seco, Dresente un ancho pico de
baja intensidad aproximgqaméntéﬂen log - 286-289 m/u de la Te~
#ién ultravioleta del espectro y ouando estd suspend1do em
una perla de bromuro pbtésico,.presenta abgorcidn caraote- -
ristica en la reg16i7infra—iojé'a las siguientes frecuencies

expresadss en cent{metros recf{procos: 3380, 2930, 2880, 1710,

1640, 1465, 1380, 1330, 1250, 1190, 1160, 1115, 1075, 11055,

1010, 1000, 985, 935, 865, 828 y laes sales écidas de dicha

sustancia, verbi-grecis, el olorhidrato.

7¢. Un-procedimiento pers producir un nuevo anti-

bidtico.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, representado en 1os d1bu1o§-que ge acompgiian y a los fi-
nes que se han espeoificado.» '

Esta.Memoria conata de veinte hojaa, esoritas a

maquina, por uns sola oama.
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