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¥WEWMORIA DESCRIPTIVA )
para solicitar
PATENTE DE INVENCION
en
ESPANA
por VEINTE  afios

e nombre de ELI LILIY AND COMPANY,, entidaed norteameri-
cana, establecida en 740 South Alabama Street, Indiana-

polis, Indiana, Estados Unidos de América, por:

"UN METODO PARA LA PRODUCCIOFR DE
UN AGERTE ANTIBIOTICO"

Este invento se refiere a nuevos compues-
tos antibidticos y mds en particular a nuevos agentes an-
tibidticos eleborados por un microorganismo qo descrito

previamente, y a los procedimientos para su preparacion.
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Hemos aislado del suelo obtenido de las
Indias Orientales, un microorgenismo, cuyas caracteris-
ticas morfoldgicas y de cultivo corresponden a la des-

cripeidn del género Streptomyces del orden Actinomyceta-

les, segin se define en el Manual of Determinative Bac—

teriology de Bergey (Sexta edicidn), pag. 938. EI nue-
vo microorganismo es afin en su morfologia microscdpica,
caracteristicas de cultivo y fisiologfa & ciertos micro-
organismos incluidos en los grupos S. albus y S. flavus,
pero no forresponde a las descripciones de ninguna de
las especies conocidas.

Por esto, 2l nuevo microorganismo se le
ha dado el nombre de Streptomyces orientalis. Diversas
cepas del organiémo que se hen designado como $. orien-
talis 143-05865, 15-18215 y 15-18260, se ha encontrado
que producen las sustancias antibidticas de este inven-
to; y estas cepas han sido depositadas en la coleccidn
de cultivos de los Northern Regional Research Laborato-
ries en Peoria, Illinois, donde se les han asignado los
numeros de cultivo MNRRL 2450, ERRL 2451, y NRRL 2452,
respectivamente, y han sido afiadidos a la coleccidén per-
manente de microorganismos.

El microorganismo se aislé de una mues-
tra de tierra obtenidae en Tengeng, Indonesia, y el méto-
do de aislamiento fué el siguiente: Una muestra del sue-
lo se suspendio en ague destilada estéril, la suspensidn

se diluyd mucho y una pequefla muestra se colocd en una

-2 -
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ldmina sobre agar nutricio. ILa ldmina se incubd & unos
302C., dQurante una semana. Las pequeiias colonias espar-
cidas y separadas de S. orientalis se separaron con un
bucle de platino y fueron utilizadas para inocular cul-
tivos de agar inclinados para proporcionar cantidades
mayores del microorganismo, Una de las cepas de este
microorganismo, obtenida como se describid antes, he si-
do designada 8. orientalis, cepa 143-05865, y el inven-
to se describird refiriéndose en particular a esta cepa
del orgenismo. Debe entenderse, sin embargo, que los
procesos fermentativos de este invento abarcan el uso
de otras cepas de S, orientalis productoras d8l antibid-
tico, siendo producidas y aisladas fécilmente tales ce-
pas nediante los métodos usados ordinariamente en el ais-
lamiento y modificacidn de cepas, que incluyen la selec-
cidn de los organismos cultivedos, y exposicidn de los
organismos a la accidn de medios de modificacidn como
los rayos X, luz ultravioleta y agentes qufmicos, por
ejemplo, las “mostazas nitrogenadas".

Henos encontrado que cuando el S. orien—

talis se desarrolla en medios de cultivo nutricios apti-

ficiales, que contengaen una fuente de nitrdgeno, una fuen-
te de hidratos de carbono y sales inorgénicas adecuadas,
del tipo conocido como necesario para el desarrollo de
microorganismos y como amortiguédor del medio nutricio,

se elaborz uns nueva sustancia antibidtica (aqu{ dentmi-

nada "vancomicina"), que se caracteriza por su amplio
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espectro de actividad contra los organismos Gram-posi-
tivos.

Segun esto, el presente invento propor-
ciona una sustancia antibidtica que comprende le vanco-
micina y las sales producidas scidas de adicidn, estan~
do caracterizada la citeda vancomicina como sigue¥ una

sustancia blanca, amorfa que es soluble en agua, inso-~

‘luble en la mayorfa de los disolventes orgdnicos, esta-

ble en solucidn acuosa en un intervalo de pH de 2,5 a
9 aproximadamente, teniendo un peso molecular en el in-
tervalo de 3.000 a 3,200 aproximadamente; que contiene
aproximadamente 7,17% de nitrdgeno y una papilla en a-
ceite mineral de la cual presenta mdximos de absorcidn
en el espectro, en la region infrarroja, a las siguien-

tes longitudes de onda expresadass en micrones: 3.10,

304_1’ 6.05’ 6-30’ 6.72, 6084,, 7.26, 7.64, 8013, 8050, 8.66, .

8.87, 9.42, 9.76, 10.10, 10.34, y 11.24.

El presente invento proporciona ademds
un método de produccidn de un agente antibidtico que
comprende el cultivo en condiciones zaerobias de una ce-
pa de Streptomyces orientalis productora de vancomicina
en un medio de cultivo que contiene fuentes asimilables
de hiratos de carbono, nitrdgeno y sales inorgédnicas
hasta qué se produzca una actividad antibidtica consi-
derable por el citado microorganismo en el medio de cul-
tivo mencionado.

El término ‘hedio de cultivo natricio ar-



10

15

20

25

226833

tificial", aqui utilizado, designa un medio de cultivo
que se pfepara combinando fuentes de nitrdgeno, hidra-
tos de carbono, sales minerales y agua, comparable a los
sustratos que se encuentran en la naturaleza.

Ejemplos de fuentes de nitrogeno que son
adecuadas para la preparscidn de medios de cultivo nutri-
cios artificiales, para su utilizacidn en la produccidn
del nuevo antibidtico vancomicina, son harina de sojs,
caseina, harina de cacahuete, sdlidos de maceracidn de
waiz, liquido de maceracidn demeiz, soluble de destile-
ria, amino-acidos, peptonas y similares. Ejemplos de
los hidratos de carbono que son fuentes de carbono uti-
lizedas por el S, orientalis para el desarrollo del mi-
croorganismo, especialmente cuando se eﬁplea en un medio
de cultivo inclinado del tipo agar, son, glucosa, adoni-
ta, arabinosa, xilosa, trealosa, manita, i-inosita, ce-
lobiesa, lactosa y similares. Las sales que se incorpo-
ran en el medio nutricio artificial de este invento son
las sales minerasles ordinarias que se gabe se requieren
para el desarrollo de microorganismos y/o para regular
la acidez de los medios como por ejemplo, cloruro sddi-
co, nitrato sddico, sulfato amdnico, carbonato célgico,
fosfato monosddico y similares. Las pequeilas cantidades
de los llamados elementos traza necesarios para el teji-
do vivo se suministran por adicidn de las seiiales ante-
riores en las que estos elementos existen como impurezas.

El S. orientalis estd caracterizado por
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los numerosos ensayos fisicos, de cultivo y fisioldgi-
cos expuestos en los pdrrafos siguientes. Se ha emplea~-

do el sitema de Ridgway, Color Standars and Nomenclature

(1912), pare nombrar algunos colores y, cuando se ha u-
sado este gistema, la letra inicial del color aparece
en meyusculas.

lorfologia microscopica
Agar sintético (Agar de Czapek, modifi-

cado por Waksman){1919) : Licelio en el substrato ti-

pico inclinado, muy remificado, micelio dereo ramifiéa-
do, erguido que soporta cadenas, rectas o ramificadas
irregularmente, de conidios de forwa cilindrice a ovoi-
dea, que miden 0,7-1,0 x 1,4-1,8 micras. Ko presenta
cadenas de conidios en espirales distintas. ILos coni-
dios se esparcen 8l cabo de catorce dias de incubacidn
a 30¢C. A los 28 dfas una cepa presentd esporas media-
namente abundantes; otras dos cepas produjeron muy po-
cag esporas.

Agar glucosa-asparraguina: iworfologfa

microscdpica similar a la observada en agar sintético.

Morfolog{a de la colonia

Agar gintético ( catorce dfas a 3028):

Colonias de 6 a 8 mm de didmetro, elevadas o ligéramen-
t¢. convexasg, con une cubierts muy delgada de micelio
aéreo blanguecino. El reverso es incoloro.

Agar glucosa-asparraguina: (catorce
dfas a 302C): colonias de 6 a 8 mm de digmetro, papilas
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centrales asparogenas o con esporulacidn escasa. iice-
lio aéreo polvoriento, de color blanquecino. El rever-

go de color crema amarillo intenso.

Caracteristicas de cultivo

Agar sintético: cantidad escasa o modera-

da de micelio en el substrato, crema palido por el rever-
so. Trazas de micelio séreo blanquecino. No tiene pig-
mento soluble. Otras cepas producen algo mas de micelio
adreo. Cuando el almiddn sustituye a la sacarosa como
fuente de carbono, todas las cepas presentan buen desa-
rrollo vegetativo ¥y aéreo y todas producen una opales-
cencia caracteristica en el agar slrededor de los bordes
de crecimiento. El micelio del substrato por el reverso
varia de color del crems palido al crema intenso (Cream
Buff o Sayal Brown). El micelio abieo. es generalmente
blanquecino o débilmente grisiceo y se forma un pigmen-

to soluble de color pardo-amarillo pdlido a ligeramente

pardo.

Agar glucosa—agparraguings: Desarrollo mo-—

derado o bueno del micelio del substrato, el color crema
ge hace Light Ochraceus Buff por el reverso. Cantidad
moderada de micelio aédreo polvoriento, de color crema pé-
1ido que se vuleve Pale Ochraceous Buff a los ventiocho
dias de incubacidn. Trazas de pigmento soluble verde-a-
marillo —4lido. Otras cepas parecen idénticas al tivo de

cultivo de este medio.
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Agar de e2lmiddn (Wakeman (1913), pag.

82, wedic 15 con elmiddn goluble): Cantidad moderada
de micelio del substrato, porél reverso varfa del color
crema, cuando es joven, al Cream Buff hasta el Buck-
thorn Brown al final de la observacidn. Cantidad mode-
rede de micelio aéreo liso empolvado, blanco en culti-
vos jovenes, volviéndose creme pdlido y finalmente li-
geramente gris durante la maduracidn. Trazas de pigmen-
t0 soluble crema amarillos pdlido en cultivos jdvenss,
oscureciéndose a pardo pdlido a los veintiocho dias.
Hidrdlisis de almiddn escasa en las placas (1-3 mm del
borde de crecimiento) a los catorce dfas; inalterado a
los veintiocho dfas. Otras cepas presentan variaciones
débiles en la cantidad y color del micelio aéreo y del
pigmento soluble formado. Las diferencias parecen ser

cuantitativas.

Agar malato cdlcico-glicerina: Cantida-

des moderadas de micelio en el substrato, gque por el re-
verso varia del color crema pélido cuando es jéven, al

crema-amarillo intenso a los veintiocho dfas. Cantida-
des moderadas de micelio aéreo liso empolvado, de color

blanquecino débil. ¥No hay pigmento soluble. El creci-

‘miento estd restringido a la linea de inoculacidén. El

malato insoluble clarea en elhgar alrededor del creci-

miento.
gggr‘gutricio'de Waksman: Cantided mode-

rada de micelio en el sustrato, de color crema en el re-

(@}
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verso. Trazas de micelio aéreo blanco, No hay pigmen-
to soluble. E1 desarrollo, restringido a la linea de
inoculacidn.

Agar de Emerson: Abundante micelio del

substrato, por el reverso de color crema-parduzco {prdé-
ximo al Kars Yellow) que se vuelve Buckthorn Brown a

los veintiocho dfas. Cantidad moderada de micelio aéreo
empolvado, blanquecino que se vuelve Cartridge Buff pd-
1ido al madurar. Superficie de crecimiento dspera y
profundamente agrietada; gotitas pasajeras claras de
transpiracién cerca de los extremos. Trazas de pigmento
soluble pardo claro, que aumenta gradualmente en canti-
dad con la incubacidn continuada. La cantidad de mice-
lio adreo producido por cepas distintas varia ampliamen-
te, siendo en un moteado con gectores diminutos que tie-
ne un color azul muy pdlido. La cantidad de pigmento
pardo @oluble var{a tambien; en un cultivo se formé un
pigmento pardo-verdoso.

Cultive en patata: DMicelio del substra-

to y aéreo en cantidad moderada , superficie ligeramen-
te aspera (pero no agrietada). lilcelio &éreo blanco.
Débil o moderada decoloracidn del pmrdo en el taco.
Gelatina: Una cantidad moderada de su-
gerficie de crecimiento floculenta sin formar una peli-
cula mntacta. Escaso micelio aéreo ¥lanco. Desarrollo
sumergido escaso. No hay pigmento soluble. Licuefac-

cidn moderada gradual; ninguna en sieté dfas, alrededor
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torce m diecisiete dfas dependiendo de la cepa.

Caldo sintético Edrmula nutricia del agar

sintético): Desarrollo escaso de la pelicula floculenta

sin mecilio aeéreo. iuchas colonias sumergidas pegadas
a las paredes del tubo. DNo hay pigmento soluble.

Caldo de tirogina: Iio hay desarrollo.

€4ldo nutricio de glucosa; Pelicula grue-
sa arrugade con escaso micelio aéreo blanco. Cantidad
moderada de desarrollo membranoso sumergido. FPequeila
cantidad de pigmento soluble pardo debajo de la pelicu-

la,

Leche con tornasol (302C.): Buen desa-

rrollo de todas las cepas en forma de pelicula arrugada
espesa con micelio aéreo débil de color gris. !o hay coa-
gulacidn. Hidrdlisis parcial en once a catorce dias com-
pleta en catorce a veintiun dias, dependiendo de la cepa.
Un pigmento soluble muy oscuro oscurece el color del tore
nagol a los catorce dias; pero antes de esté tiempo, la
reaccidn neutra se hace alcalina. El pH final es (a los
veintiocho dias muestras reunidas): 7,80 a 8,00. No hay

diferencias significativas de cepa.

Leche con tornasol (372C): los cambios

son analogos a los descritos a 302C, El pH final: 7,46.

En lineas generales, un método preferido
de produccidn de vancomicina es como sigue: Un cultivo

inclinado de ager nutricio estéril se inocula con esporas

- 10 -
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del microroganismo S. orientalis ¥y se incuba durante
varios dfas a unos 302C. para producir abundantes es-
poras, Las esporas se recogen y se emplean para inocus
Zar un medio nutricio 1liquido, que se utiliza para pro-
ducir un medio de inoculacidn vegetativo después de la
fermentacidén. El medio inoculado se agita en condicio-
nes aerobilas durante cuarenta y.ocho horas a unos 262C.,
durante cuyoc tiempo las esporas crecen para formar un
medio de inoculacidn vegetativo. El medio de inocula-
cidn vegetativo as{ obtenido se utiliza para inocular me-
diog 1{quidos de cultivo nutricios artificiales, para la
produccidn de grandes cantidades d&e caldo de fermenta-
cidn que contiene vancomicina.

Si se desea, pueden omitirse las fases
de formacidn de esporas y produccidn de la forma vegeta~
tiva del microemganismo, y el medio de produccidn puede
inocularse directamente con egporas. Tal procedimiento
es aceptable, en principio, para la produccién de peque~
flas centidades del antibidtico. Para la fabricacidn en
gran escals, es preferible la inoculacidn masiva del me-
dio de produccidn mediante un indtulo vegetativo, para
evitar el retardo del desarrollo del organismo ¥y el con-
siguiente uso ineficaz de la instelacidén en gran escala.

Después de la inoculacidn, el medio de
produccidn liquido se agita en condiciones aerobias, a
una temperatura en el intervalo de unos 252 a 379C, du-

rante uno a seis dfas. Al final del periodo de incuba-

- 11 -
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cidn durante el cual se ha producido una considerable
cantidad de antibidtico, el micelio se separa del caldo
fermentado por un método adecuado, como filtracidn o cen-
trifugacidn, y las sustancias antibidticas se recuperan
del caldo por un procedimiento adecuado como, por ejem-
plo, procedos de adsorcidn utilizando adsorbentes ade-
cuados, por ejemplo, carbdn,resinas cambiadoras de ion
0 similares. De este modo la vancomicina, sus comple-
jos con kemctivos orgénicos o sus sales se utilizan pa-
ra su recuperacidn. La purificacidén puede efectuarse
por extraccidn en coniracorriente empleando sistemas
que contienen disdventes orgdnicos o similares.

Log ejemplos siguientes aclaran la prepa-

racidn y propiedades de la vancomicina:

Ejemplo 1.

Se prepara un cultivo inclinado de agar,

que contiene los siguientes ingredientes:

Almiddn 20 g.
Asparraguina l s
Extracto de carne 3 &
Agar 20 g.
Agua 1 litro

El cultivo inclinado se inocula con es-
poras de S. orientalis cepa w43-05865, y se incuba du-

rante unos 10 dias a 3082C. BEl medio se cubre entonces

- 12 -
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con agua destilada estéril y se rasca para desprender
las esporas. La suspensién de esporas resultantes se
resguarda.. para su uso phsterior en el proceso.

Un medio liquido de cultivo nutricio se

prepara como sigue:

Glucosa 15 z.
Harina de soja 15 g
Solidos de maceracidn de

maiz 5 &
clorurc sodico 2 g
carbonato calcico 2 g.
Ague 1 litro

El medio se esteriliza a 1202C. durante unos 30 minutos
en un refipiente adecundo y se enfria. ®Para inocular

el medio se utilizan diez centi{metros cidbicos de una
suspensidn de espores, preparads como se explicé ante-
riormente. El medio inoculado se agita durante 48 ho-
ras a 262C. en un agitador de vaivén que tenga 5 cm de
recorrido, a 110 RPM. Xl medio de cultivo fermentado,
que contiene un medio de inoculacidn vegetativo, se uti-
liza para inocular un cultivo nutricio que contenga los

giguientes ingredientes:

lielazas finsles ("Blackstrap") 20 g.
Peptona de soja ' 5 &
Glucosa 10 g.
sacarosa 20 g.
Carbonato cdlcico 2,5 &g
Ague 1 litro

- 13 -
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El medio se coloce en un recipiente que
tenga un exceso de capacidad adecuado, con objeto de a=
segurar la presencia de oxigeno suficiente, y se esteri-
liza a 1202C. durante unos 30 minutos. Una vez frio el

3

medio se inocula con unos 25 cm” de un medio de inocula-
cion vegetativo, como el descrito anteriormente, y el
cultivo se agita entonces durante unas 80 horas a 262C,
El pH del medio al comienzo de la fermentacidn oscila
de 6,5 a 7,0 aproximadamente, y el pH final es aproxima-
damente de 7,0 a 8,0, Un caldo de fermentacidn asi ob-
tenido, contiene alrededor de 180 mcg. de vancomicina
por em3.

Un medio de cultivo adicional, adecunado
para la produccidn en gran escala de vancomicina se pre-
parse como sigue:

Se mezclan los siguientes ingredientes:

Almiddén 30 partes
Melazas 20 pertes
peptona de soja 7,5 partes

Hidrolizado dcido de proteinas
vegetales (Sta-Mino Type A,Staley) 2,5 partes
Agua 1.000 partes

El pH del medio se ajusta de 7-7,2 apro&.,
¥ la solucidn se mantiene durante 30 minutos en autocla-
ve con una presién del vapor de 1.05 Ces/cn®.

Otro medio de cultivo, adecuado para fi-

nes de produccidn, se prepare mezclando los siguientes

- 14 -
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ingredientes:
Almidén 30 partes
harina de soja hidrolizada 15 partes

Prqductos solubles de la fermenta-
cidn de maiz con Clostridium aceto-

butylicum 5 partes
Agua 1.000 partes

El medio se ajusta a pH 7,0-7,2 y se man-

tiene en autoclave a 1.05 & 1.20 Cgs/'cm2 de presién du-

rante 30 minutés antes de su empleo.

Para la produccion de la vancomiecina,
utilizando los medios de cultivo antes deseritos, los
medios se colocan en tanques, con un sistema de intro-
duccidn de aire a presidn, se inoculan con un cultivo
vegetativo del microorganismo S. orientalis, y se fer-
mentan durante unos 4-6 dias a temperaturas en el inter-
valo de 30-332C. mientras se agitan y se introducen 0,4
volumenes de aire por volumen de caldo de cultivo, por
minuto. A continuacién, se separa el micelio del medio
del cultivo y el caldo claro se trata para la recupera-
cidn de vancomicina segin se expone en los ejemplos si-
guientes.

Ejemplo 2.
Un caldo para inoculaeidn se prepare con

la siguiente composicidn:

- 15 -
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Glucosa 600 g
Triptona 200 g
Basaminbact(Aminodcidos producidos
por conversion enzimatica de leva-
duras primarias) 100 g

Agua 40 litros

Veinte litros del medio se colocan en
un fermentador de 4Q litros de capacidad y gse esterili-
zan por calefaccidn con vapdr a presidn a unos 1202C.,
durante 20 minutos. El caldo esterilizado se enfria y

gse inocula ssépticamente con esporas de S. orientalis,

NRRL 2450, obtenidas raspando un cultivo en agar de es-
te organismo, segin se describid anteriormente. El or-
ganismo se desarrolla en el cal@o a unos 322C durante
un periodo de unas veintdcuatro horas. Durante el pe-
riodo de crecimiento, el caldo se agita a unas 225 RPM
y se airea con aire estéril en una cantided de unos 0,4
volimenes de aire por volumen de caldo de cultivo por
minuto. Después de que la fermentacidén es completa, es-
te caldo se emplea para inocular elfiedio de produccidn
descrito & continuacidn.

En un fermentador de hierro de 1.325
1. se coldca un medio de fermentacidn adecuado pare la
produccidn de vancomicina en gran escala, que tiene la

siguiente composicidn.

- 16 -
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Dextrina,blanca 18,9 kg
Glucosa 14,2 kg

Hidrolizado acido de proteinas
vegetales(Sta-iiino Type A,Staley) 2,36 kg

Peptona de carne (Wilson's Pepto-
ne N2, 159, humeda) 14,2 kg

Solubles obtenidos por fermenta-
cidn de meiz con Clostridium ace-
tobutylicum (solubles fermenta-

bles %—YF 4,73 kg

Agente anyi-espuma de silicona
(Dow—~corning Antifoam &) - 1lo necesario

Agua para completar 950 litros

El pH del medio de cultivo se ajusta al-
rededor de un pH 6,7, utilizando hidrdéxide sddico acuo-
so al 40%, y el medio de cultivo se esteriliza entonces
calentdndolo con vapor a presidén a unos 1202C. durante
20 minutos. El caldo se enfria y se aliaden asépticamen-
te 16 litros de medio de inoculacidn vegetativo, obteni-
do como se describid anteriormente. E1 orgénismo se de-
sarrolla en el medio dmrante unas 96 horas a una tempera-
tura de 282-302C. Durante el periodo de crecimiento el
caldo se agita a unas 150 RPK y se introduce aire esté-
ril en el caldo a una velocidad de 0'34 w3 por minuto o
alrededor de 0,4 volimenes de aire por volumen de caldo
de cultivo por minuté. De vez en cuando, se afaden cane
tidades de agente anti-espuma segin sea necesario. Al
final del periodo de crecimiento, ensayos microbioldgi-

cos del caldo indicaron que tenia una potencia antibid-

- 17 -
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tica de alrededor de 200 mcg. de actividad de vancomici-
na por cm3 de caldo. El pH del caldo después de la fer-
mentacidn es prdximo a 7,6. El caldo se filtre para sepa-
rar el micelio y el filtrado claro se gomete a los pro-
cedimientos descritos a continuacidn para separar de é1
la vancomicina. '

Sesenta y sels litros de caldo de culti-
vo filtrado, se ajustaron a un pH 7 con dcido clorhidri-
co concentrado y se pasaron sobre 2 litros de une suspen-
8idn mcuosa de "Permutit" DR {un cambizdor de ion decolo-
rante vendido por The Permutit Company, New York) con un
pi 8,5, contenidos en una columna de vidrio de 10 em (La
resina habfa sido previamente regenerada a la forma hi-
droxilica, de la forma de sulfato, pasando a través de
la columna un volumen de NaOH al 4% a una velocidad de
3 em3/ cm? de drea de la seccidn transversal /minuto. Ia
resina se lavd durante uns hora aprox. con egua destila-
da a una velocidad de unos 6 cm3/bm2 de drea de la sec-
cidén transversal/minuto. La resina se lavd entonces con
agua destilada a una velocidad de unos 0,5 cm3/cm? ge d-
rea de seccidn transversal/ minuto, hasta que el pH del
efluente cae por debajo de pH 3.). E1 efluente se deshe-
chae y la resina que contiene la sustancia antibidtica ab-
sorbida se lava con 10 litros de agua y las aguas de la-
vado se deshechan. ILa sustancia antibidtice se eluyd de
la resina con 20 litros de una mezcla compuesta de una

parte de dcido acético glacial, 30 partes de acetona y
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69 partes de agua. El efluente, que contiene aproxima-
damente un 85% de la actividad antibidtice original del
caldo, se concentrd en vacio a un volumen de 15 litros
para separar la acetona. La solucidn acuosa, se ajus-
td 2 un pH 7 con solucidn de MaOH y se agitd 80 minutos
con 860 g de carbdn activo ("Norit" SG, vendido por la
American Norit Company, Jacksonville, Florida). Fl car-
bdén se separd por filtracidn en vacfo con papel de filtro
ne, 4 Whatman, usando para ayudar a la filtracidn "Hyflo
Super-Cel" (tierra de diatomaceas vendida por Johns-lan-
ville Company). El filtredo se desheché y el carbén se
lavé con 10 litros de agua y se filtrd de nuevo. El a-
gua de lavado se deshechd. ILa sustancia antibidtica se
eluyd del carbdn con tres procionesrde 10 litros de ace-
tona acuosa al 30%, acidulada a pH 2 con dcido sulfiri-
co concentrado. Ios eluatos combinados, que contienen
slrededor del 75% de la actividad original del caldo se
concentraron en vacio a un volumen de unos 10 litros ¥
el concentrado se neutralizd a pH 7 con solucidén de hi-
dréxido sdédico. ILa solucidén acuose neutrelizada se con-
centrd despues a unos 730 cm3 por evaporacidn en wacio,
con adificacidén gradual a un pH 2,1 aproximademente por
ndicidén de dcido sulfdrico. La sustancis antibidtica

se precipitd de la solucidn dcida por adicidn de un vo=
lumen igual de una solucidn saturada de dcido pierico,
seguida de enfriamiento =2 unos 52C. durante unas 16 ho-

ras. La suspensidn fria se centrifugd y el 1{quido que
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sobrenada se separd. £l sdlido humedo se lavdé con 500
cm3 de agua helada, desechando las aguas de lavado, ¥y
el sdlido se disolvid en una mezela de 100 cm3 de meta-
nol y 20 cm3 de dcido clorhfdrico mcuoso al 10%. La
solucidn dcida se afladid a dos litros de acetona, con
lo que precipitdé un sdélido de color ligeramente tosta-
do. Después de dejar estar con refrigeracidén durante
unaes dos horas, la suspensidn se separd por centrifuga-
cidn y el 1iquido que sobrenada se desechd. El sdlido
que queda se lavd con 2,8 litros de acetona y 200 cm3
de éter diet{lico. ILos liquidos de lavado se separeron
por decantacidn y el sdlido se secd en en vacio duran-
te la noche. El clorhidrato de vancomicina as{ obteni-

do era un polvo amorfo de color tostado blanquecino,

que pesoc 10,88 g y did un ensayo de 900 mcg/mg.

Eli emElO ;o

16,25 litros de caldo de cultivo filtra-
do, obtenido por el procedimiento del ejemplo 2, se a-
justaron & un pH 8,5, con hidrdxico sdédico acuoso al 10%
y se hicieron pasar sobre unos 6,5 litros de resina cam=
biadora de cation ("IRC"-50, una resina cambiadora de
catidn del tipo dcido carboxflico, vendida por Rohm and
Haas Company) en el ciclo del sodio a un pH de 8,5 apro-
ximadamente. ILa resina habia sido regeneredes previamen-
te del ciclo del hidrdgeno con hidrdxido sddico acuoso
al 4% a un pH por encima de 3,5 aproximadamente, ¥y lava-

da después a pd 8&,5 con agua. Después de pasar el fil-
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trado de caldo, la resina se lavd con agua hasta que

el efluente se hace incoloro. La actividad antibidti-
ca absorbida sobre la resina, se eluyo pasando dcido
sulfurico 0,1 N sobre la resina, recogiéndose el efluen-
te hasta gque el pH del mismo asciende a pH 2. (En es-
te procedimiento de elucidn, puede emplearse también co-
mo método alternativo para separar el agente antibidti-
co de la resina, una solucidn diluida de hidrdxido amd-
nico.) El efluente sé neutralizd a pH 7 con solucidn
acuosa de hidrdxido bdrico caliente, se separd por fil-
tracidn el sulfato bdwmico precipitado y el filtrado se
concentrd a un volumen de unos 2,25 l1itros, por evapora-
c¢idn en vecio. Iste residmo se agitd durante unos 60
minvtos con 250 g de carbdn active ("orit" SG) lavado
con dcido wedtico. Lo svepensidn de corhén se £iltrd

y se desechd el filtrado. ILa torta se lavd con dos li-
tros de agua, se desecharon las aguas de lavado y el ma-
terial antibidtico se eluyd del carbdn tres veces con
porciones de 3 litros de etanol al 50%, acidulado con
decido clorhidrico a un pH de 2 aproximedamente. Los e~
fluentes combinados se concentraron en vacfo a un volu-
men de unos 20 cm3 y se trataron con un golumen igual de
una solucidn saturada de dcido pfcrico. EL precipitado
resultante de material antibidtico se separd por centri-~
fugacidn. E1l liquido gque sobrenada se desechd y el sd-~

3

1lido se disolvid en 20 cm” de metanol saturado de cloru-

ro de hidrdgeno. Se afladieron unos 200 cm3 dé éter, con
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lo que se formd un precipitado que contiene la sal de
vancomicina con dcido clorhidrico en forma bruta. El
precipitado se recuperd por centrifugacidn. EL liqui-
do que sobrenade se desechd, ¥y el residuo de clorhidra-
to bruto se disolvid en metanol y se precipitd por adi-
cidn de acetona. El clorhidrato de vancomicina, as{
preparado, era un polvo amorfo blanco que peéé unog 440

mg y tenia une actividad antibidtica de 900 mcg/mg.

Ejemplo 4.

19 litros de un filtrado de caldo de

cultivo, obténido por el procedimiento del ejemplo 2,

se ajustd aproximedamente a un pH de 7 con hidrdxido sd-
dico acuoso al 10%, y la meszcla neutra se filtrd. E1
filtrade se pasd a través de una columna que contenia
une cepe &e resina cambiadora de ion (Permutit" DR) de

5 cm de didmetro y 32 cm de espesor, que habfa sido con-
vertida al ciclo hidroxf{lico, de acuerdo con el proce-
dimiento descrito en el ejemplo 2, Después gque todo el
filtrado hs pasado a través de la columna, la resina
cambiadora de ion se lavd con agua hasta que el efluen-
te esra précticamente incoloro. La sustancia antibid-
tica, que quedd retenida en la columna, se eluyd de la
resina usando 5 litros de una mescla consistente en una
parte de dcido acético glacial, 30 partes de acetona y
69 partes de agua. ZFl eluato se concentrdé a unos 800
cm3 por evaporacidén en vacio. FEl residuo acuoso algo

turbio resultante se ajustd a un pi de 7,0 por adicidn
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de hidrdxido sddico acuoso al 10%, con lo cual se formd
una solucidn clara. A la solucidn neutralizada se le
afiadieron 2.200 g de carbdn activae ("Norit" SG). Des-
pués de mezclado completamente, se separd el carbcén por
filtraceion y se lavdé a fondo con agua. El filtrado y
las aguas de lavado se desecharon, y la vancomicins pre-
sente en el carbdn se eluyd con 6 litros de etanol al
505, previamente ajustado a pH 2 con dcido sulfirico.

El eluato se concentré por evaporacidén en vacfo a un vo-
lumen de unos 500 cm3 y el residuo se filtrd. El filtra-
do se ajusto aproximademente a pH 3 por adicidn de una
solucidn caliente de hidrdxido bdrico -acuoso y se con~
centrd después & un volumen de unos 80 cm3. A la solu-
¢idn concentrada, se afladieron 150'cm3 de una solucidn
acuosa saturada de dcido pifcrico. Se formd un precipi-
tado de picrato de vancomicina y se separé por centrifu-
gacidn. El 1{quido que sobrenada se desechd y al resi-
duo sdlido de le afiadid une mezcla que contenfa 10 cm?
de dcido sulfirico 6N. en 100 om3 de acetona acuosa, con
lo cual el picrato de vancomicina se disolvid y convir-
tid en sulfato de vancomicina, que quedd en sulucidn.
A 1a solucidn de acetona acuosa se le afadieron 800 cm>

de acetona, con 10 que precipité el sulfato de vancomi-
cina. El precipitado se separd por filtmaccidn, se la~
v3 con acetona y se secd. El sulfato de vancomicina a-

s{ obtenido pesd unos 1.125 g y era un polvo amorfo, prac-

ticamente blanco que en los ensayos microbioldgicos con-
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tenia 900 mcg/mg.
' Ejemplo 5.

64 g de un preparado bruto de clorhidra-
to de vancomiciensa, obtenido por el método del ejemplo
2, que dan un ensayo de 820 mcg/mg y que contienen consi-
derable cantidad de pigmento pardo, se disolvieron en 13
litros de agua. La solucidn se ajusto aproximadamente
a un pH 7,0 con hidrédxido sddico sdlido y se enturbié al
neutralizarse. La solucidén turbia se aciduld a un pH‘e;-
rededor de 5,0 con dcido clorhidrico concentrado, con.lo
que la solucidn se volvié clara. lLa solucidn dcida cla-
ra se agitd durante una hora con 1.420 g de carbdn acti-
vo ("Norit" SG que habia sido lavado previa y suvesiva-
mente con dcido acético y agua y secado en estufa). El
carbdn se separd por filtracidén y se lavdé a fondo con
agua. La torta de carbdn lavada se eluyo con tres pom-
ciones sucesivas de etanol al 50% ajustadas a un pH 3
con écido clorhidrico, siendo el volumen del primer 1lf-
quido eluyente 17,5 litros y el de los dos eluyentes su-
cesivos 12,5 litros. Los eluatos combinados se concen-~
traron en vacfo a unos 300 cm3, wanteniéndose el pH en 3
aproximademente. ILa solucidn concentrada se ¥ertid en
4 litros de acetona fria, con lo que se produjo un preci-
pitado blanco de clorhidrato de vencomicina. La acetona,
que contiene el precipitado de clorhidrato de vancomicina,
se refrigerd durante unos dos dfias y se filtrdé entonces.

Is torta filtrada se lavd con scetona y con éter y se se-
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¢é en vacio durante unas dos horas. La desecacidn del
s6lido se completd dejdndolo estar durente la noche a
tempersturs ambiente. Se obtuvo una cantidad total de

39 g de clorhidrato de vancomicina amorfo blanco, que

en el ensayo microbioldgico se encontré que tenfa una ac-

tividad antibiotica de unos 900 meg/mg.

Ejemplo 6.

Un gramo de clorhidrato de vancomicinae
(preparado de acuerdo con el procedimiento del eljemplo
5) se disolvid en 20 cm3 de metanol acuoso al 75% y el
pH de le solucidn se ajustdé aproximadamente a pd 7, por
adicidn de hidrdxido sddico acuoso diluido. Se formé
un precipitado de vancomicina no combinada que se dejd
estar durante unas 18 horas a 52C. La suspensidén blan-
ca resultante se centrifugd y el sdlido se lavé con POr=
ciones sucesivas de metanol y éter frios y se secd en va-
cio.

Lg vancomicina asi preparada pesd unos
815 mg y era un polvo aworfo de color blanquecino gque
did un ensayo de 950 mcg/mg. '

La valoracidn dectrométrica de vancomi-
cina en una golucidn de dimetilformamida-agua (2:1, par-
tes en volumen), cuyo pi de partide era 7,75, indicd le
presencia de grupos ionizables de pK'«Ken 5,2, 6.1, 7.5,
9.3, 10.1 y 11.5.

Ejemplo 7.

Se prepard una solucidn gue contenfa 43 g
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de sulfato de vancomicina, que daba un ensayo de 880
meg/uig, en un litro de agua. ILa solucidn clara que te-
nia un pH de unos 2,2, ge ajusté & un pH 6,1 aprox. por
edicidn de una resina cembiadora de anidn (IR-45) en for-
ma bdsica o hidroxilica. E1 liquido turbio gque sobrena-
da se separd por decantacidn y la resina se lavd con 500
cm3 de agua. El agua de lavado se afiadid al liquido que
sobrenada y el p de la solucidn se redbald a 1,8 aprox.
por adicidn de una resina cambiadora de catidn (IR-120)
en forma dcida, ILa resina se sepafé del 1i{quido claro
por filtracecidn y el filtrado se tratd de nuevo con resi-
na bdsica cambiadora de anidn (IR-45) hasta que el pH fué
de 7,2. El ldguido que sobrenada se decantd de nuevo, se
aciduld a un pE 1,8 con la resina acida cambiadora de ca-
tidn y se filtrd. El filtrado se neutralizd entonces con
resina bdsica cambiadora de aniéz/hn pH de 7,0, se decan-
td el 1iquido que sobrenads y se ajustd a un pH 2,5 con
dcido clorhidrico acuoso al 10%. ILa solucidn resultente,
gue contiene clorhidrato de vancomicina, se concentrd a

3

presidén reducida a un volumén de unos 150 cm” y la solu-
cidn concentrada se ailadié a dos litros de acetona fria.
La mezcla se refrigerd durante unos 4 dfas, y después de
esto el precipitado blanco cleorhidrato de vancomicina que
se haebia formado, se separd por filtracidn y se lavd con
porciones sucesivas de acetona y éter. El sdlido himedo

se sometid a desecacidn & presidn reducida durante dos

dfias y se dejd estar entonces al aire pars completar el
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secado. Se obtuvo un rendimiento total de 39,4 g de
clorhidrato de vancomiciena blanco amorfo, que en el
ensayo bioldgico contenfa 925 mcg/ng.

Le accidn inhibidora del antibidtivo
clorhidrato de vancousicinag contra microorganismos re-
presentativos se indica en la Tabla I. La actividad
antibacteriana se determiné por el método del ensayo
de d@ilucidn del caldo. En este método, los organis-
mos ensayados ge desarrollaron en un csl do nutricio
que contenfa varias concentraciones de vancomicina.
Las concentraciones dadas en la tabla son las concen%
traciones minimas de vancomicina en mcg/cm3 de sustra-
to, que inhiben el crecimiento de los organismos ensa-
yados en periodos de incubacidn de 24 y 48 horas res-—

pectivemente, a 372C.

TABIA T
Organismo ensayado Concentracién inhivbidora
meg/cm
24 _horas 48 horas

Bacillus brevis 3.13 3.13
Bacillus cereus 3.13 ‘ 3.13
Bacillug licheniformis 0.78 0.78
Bacillus megatherium 0.2 0.2
Bacillus polymyxa 0.39 0.39
Becillus subtilis 0.39 0.39
Corynebecterium diphtheriae - 0.78
Micrococcus pyogenes var. gureus 0.78 0.78
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TABLA I (continuacidn)

Organismo ensayado

Concentracion_inhibidors

meg/cm
24 horas 48 hores

B ogenes var. aureus (eritro-

micina-resistente 1.50 1.56
i, pyogenes var, gureus (penici=-

Tfﬁgg?ggfgﬁénte) - 0.78 0.78
. pyogenes var. aureus (estrep-
%Eﬁf%fgo_-'ﬁ‘sisten?a— 1.56 1.56
Li. pyogenes var. gureus H 1.56 - 1.56
QXpobacterium.éggg; 12.5 25
liycobacterium smggmatis - 3.13
Sarcina lutea 0.78 0.78
Achromobacter fischeri Y100 ) 100
Aerobacter amerogene 1100 )100
Brucella bronchiseptica 100 }100
Egcherichis coli 1100 ¥100
Klebsiells pneumoniae ) 100 ) 100
Mycobacterium avium 100 100
Proteus vulgaris }100 ) 100
Pgeudomonag aeruginosa 1100 }100
Shigella paradysenteriae 100 )100
Candida albicang ) 100 )100
Saccharomyces carlsbergensis 1100 )100
Aspergillus niger ) 100 }100
Trichophyton rubrum Y100 1100

“Crecimiento insuficiente pare permitir spreciar la inhi-

{(bicidn
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Be la tabla anterior, se deducird que la
vancomicina es activa principalmente contra bacterias
Gram<positivas, tiene una actividad limitada contra.las
mycobacterias y parece no tener actividad contra las
bacterias Gram-negativas emplesdas en los ensayos. Es
gignificativo que cepas de li. pyogenes var. gureug, que
se sabe que son altamente resistentes a ciertos antibio-
ticos utilizados extensamente, aparecen ser aqui tan sus~
ceptibles a la accidn inhibidora de la vancomicina como
sucultivo madre, sensible a los antibidticos.

Ls vancomicina libre es una sustancia a-
morfa, anfdters, que es soluble en agua en intervalos de
pH dcidos y bdsicos y menos soluble:a neutralidad. Es
estable en forma sdlida y en solucidn acuosae en un inter-
valo de pH de 2,5 a 9 aproximadamente. Es débilmente so-
luble en los:alcoholes inferiores e insoluble en la mayo-
ria de los deumds disolventes orgénicos. El andlisis ele-
mental revela que la vancomictna contiene alrededor de
7,17% de nitrdgeno. Determinaciones del peso molecular
de la vancomicina por métodos que emplean la ultracentri-
fuga, indican que el nuevo antibidtico tiene un peso mo-
leculér en el intervalo de unos 3.000 a 3.200. Datos de
valoraciones electrométricas parecen indicar qué existe
un cierto nimero de grupos funcionazles en la molécula.

A causa del bajo porcentaje de nitrdgeno y del peso mole-
cular relativamente bajo de la vancomicina es evidente

que la sustancia no es una proteina o un polipeptido. Una
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papille en aceite mineral de vancomicina tiene méximos
de absorcidn espectral én ls regidén infrarroja en las
siguientes longijudes de onda, expresadas en micrones:
3.10, 3.471, 6.05, 6.30, 6.72, 6.84, 7.26, T.64, 8.13,
8.50, 8.66, 8.87, 9,42, 9.76, 10.10, 10.34, y 11.24.
La absorcidn en 3,41, 6.84 y 7.26 micrones parece ser
débida por lo menos en parte al aceite minerasl emplea-
do como vehiculo. Debido & su naturaleza anfétera, la
vancomicina reacciona con dcidos inorgdnicos, por ejem-
plo, clorhidrico, sulfirico, fosférico y similares y,
por conveniencia, a los compuestos resultantes se les
ha atribuido aqui el nombre de sales, aunque pueden no
ser sales normales verdaderas.

Cuando se aisla como clorhidrato de van-
comicina es una sustancia blanca amorfa, que es soluble
en agua y débilmente soluble en metanol y etanol. Es
relativamente insoluble en otros disolventes orggnicos,
como cloroformo, éter, acetato de etilo y butanol. Su
solubilidad en agua a un pd 7.0 es aproximademente 1mg/
cm ¥y es més soluble en agua a valores de pH més bajos
y a valores de pH por encima de 8,5-9, ¥l clorhidrato
de vancomicina es estable en forma sdlida y en solucio-
nes acuoses a tempersturas hasta 702C., en el intervalo
de pH de 2,5 a 9 aproximadamente.

Cuando se inyecta por via intravenosa
en ratas ¥lancas, de acuerdo con los procedimientos de

ensayos farmacoldgicos normales, la toxicidad aguda del
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clorhidrato de vancomicina expresada como‘IDso)?d;éis
necesaria para matar el 50% de los animales) se ha en-
contrado que es 453.7 # 42.2 mg/kg.

La vancomicina se diferencia claramente
de los antibidticos conocidos, con los que puede ser com-
parado sobre la base de sus caracteristicas fisicas, co-
mo se indica a continuwacidn. ILas caracteristicas de los
siguientes antibidticos conocidos se han tomado de Waks-

man et al. Actinomycetes and Their Antibioticsg, Baltimo-

ge 1953, Williamsg and Wilkins Company. Las caracteris-
ticas fisicas de la vancomicina indican que se asemeja
muy estrechamente a estes sustancias conocidas, segin el
sistema de clasificacidn de Waksman, pero la comparacidn
indice que la vancomicine puede distinguirse clarsmente
de los otros antibidticos.

Hletropsina: activa frente a bacterias
Gram-negativas y es tdxica, teniendo una toxicidad agu-
da LDEO cuando se inyecta por via intravenosa en ratas
blancas de 17 mg/kg; el clorhidrato de vancomicina 453,7
mg/kg.

Amicetina: puede extrzerse por disolvenw
tes ¥y tiene mayor actividad frente a las mycobacterias
gue frente a bacterias Gram-positivas; la vancomicina
no se puede extraer por disolventesg y es activa frente
2 bacterias Gram-positivas.

Grigseoflavina: soluble en acetato de e-

tiloj la vancomicina es insoluble en acetato de etilo.
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Sulfactina: soluble en cloroformo; la van-
comicina es insoluble en cloroformo,

Vinacetina: soluble en disolventem orgé-
nicos, como el cloroformo, acetato de etilo, acetato de
butilo y acetona; la vancomicine es insoluble en estos
disolventes.

Cinamieina: inactiva frente a bacterias
Gram-pogitivas en forma de baston; la vancomicina es zc-
tive frente a estas bacterias.

Viomicina: principalmente activa frente
2 las aycobacterias; la vancomicina es activa frente a
bacterias Gram-positivag.

Nocardina: activa frente al E. coli; 1la
vancomicina no es activa frente al E. coli.

Erytromicina: soluble en acetato de eti-
lo; la vancomicina es insoluble en acetato de etilo.

Carbomicina: soluble en acetato de eti-
loy la vancomicina es insoluble en acetato de etilo.

Yicromonosporina: es una proteina; la
vancomicina no es una proteina.

I'eonocardina: activa contre el E. colij;
1la vancomicina es inactiva frente a este microorganis-
o .

Cardicina: soluble en butanol y setiva
frente & hongos y bacteridfagos; la vancomicina ey in-
goluble en butanol y activa frente =z wicroorganismog

Gram-positivos.
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.ProactinOmicina: soluég; ane
etilo; le viicclicina es insoluble en acetato de etilo.

Pieromicina: puede extraerse con éter; la
vancomicina es insolpble en éter.

Los dibujos adjuntos representan cromato-
gramas de papel obtenidos cromatografiendo, con diferen-
tes sistemas de disolventes, la vancomicina y otros a-
gentes antibidticos representativos. En ambos dibujos,
la l1inea base del cromatograma de papel se indica por u-
na linea recta corta para cada antibidtico.

La figura 1 representa el cromatograma ob-
tenido cuvando vancomicina, viomicina, estreptotricina,
cinamicina, neomicina, dihidroestreptomicina, hidroxies-
treptomicina, mannosidostreptomicina y catenulina sge de-
positan sobre papel de filtro Whatman Ne, 4 y se revelan
con un disolvente acuoso compuesto de 80% de etanol y
1,5% de cloruro sddico, amortiguado con sulfato sddico
0,95 M y sulfato dcido de sodio mono hidrato 0,05 Ii.

La figura 2 representa el cromatograma ob-
tenido cuando las sustancias antibidticas arriba relacio-
nadas se depogitan éobre pepel de filtro Whatman N, 1
¥ se revelan con un disolvente que consiste en une mez-
cla de 2 partes de n-butanol, 1 parte de dcido acético
¥ 1 parte de agua.

La vancomicina es util para el tratamien-
to de enfermedades ocasionadas por bacterias Gram-positi-

vas y ha sido usado con éxito para el tratamiento de en-
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fermedades de garganta estreptocdcicas, erisipelas, X
pneumania en los seres humanos. Para tratar enfermeda-
des de este caricter, la vancomicina se proporciona con-
venientemente en forma de soluciones acuosas tamponadas
o soluciones practicamente acuosas, que contienen unos
100 mg/bm3 de antibidtico, y esta solucidn es preferi-
ble difluirlas antes de su uso con soluciones salinas nor-
males estériles o soluciones de glucosa estériles, en
una concentracidn de 100 mg de vancomicina en 10 cm3 de
disolvente. La solucidn se administra generalmente por
inyeccidn intravenosa en una cantidad de unos 10 cm3 ’
repitiéndose de preferencis la administracion cada 6 a
8 horas durante tanto tiempo como esté indicade la tera-
péutica antibidtica.

La presente soliwvitud, que corresponde
a la presentada en Estados Unidos de América con fecha
16 de Septiembre de 1955, bajo el mimero 534.666, se a-
coge a los beneficios establecidos por el articulo 51

del vigente Egtatuto-Ley sobre Propieda& Industrial,

-NOTA-
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Los puntos de invencidn, propia y nueva
que se presentan para que sean objeto de la presente so-
licitud de Patente de Invencidn, en Espafis por VEINTE
afiog,son los siguientes:

12.~ Un método de produccidn de un agen-
te antibidtico que se caracteriza vpor el cultive en con-

diciones aerobrds de una cepa de Streptomyces orientalis

productora de vancomicina en un medio de cultivo que con-
tenga fuentes asimilables de hidratos de carbono, nitrd-
geno y sales inorgsnicas, hasta que se produsca activi-
dad antibidtica considerable por el citado microorganis-
mo en el medio de cultivo mencionado.

22,- Un método de acuerdo con la reivin-

dicacion 1, caracterizado porque la cepa de Strptomyces

orientalis productora de vancomicina se cultiva en un

medio de cultivo que contiene hidratos de carbono asimi-
lables, nitrdgeno y sales inorgénicas en condiciones su-
mergidas aertbicas y la vancomicina se recupera del cita-
do medio de cultivo.

32,- Un método de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1 y 2, caracterizado porque el medio de cul-
tivo se mantiene a2 una tempetatura de unos 25-37%2C. y el
desarrollo del microorganismo se lleva a cabo durante un
periodo de 1 a 5 dias.

49 .- Un método de acuerdo con las reivine
dicaciones 1, 2 ¢ 3, caracterizado porque el microorga-

nismo es Streptomyces orientalis NRRL 2450.
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52 ,~ Un método de acuerdo con les reivine-
dicaciones 1, 2 & 3, caracterizado porgue el microorga-

nismo es Streptomyces orientalis NRRL 2451.

62,~ Un método de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1, 2 6 3, caracterizado porque el microorge-

nismo es el Streptomyces orientalis NRRL 2452,

792,- Un método de acuerdo con cualquiera
de lag reivindicaciones 1 & 6, caracterizado porque se
hace reaccionar el agente antibidtico con un dcido para
formar uns sal dcida de adlicidn.

82,~ Un método para la produccidn de un
agente antibidtico.

Tal y como se ha descrito en la Xemoria
que antecede, representada por los dibujos gque se acom-
pafla y para los fines que se han especificado.

La presente liemoria consta de treintaiseis

hojas escritas a médquine por una sola cara.

Medrid, 2 Q FEH. IR
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