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MEMORIA DESCRIFPTIVA
para solicitar
PATENTE DE INVENCION
en

ESPANA

por VEINTE afios

a nombre de AMERLCARN CYANAMID CUMPANY, entidad norteamericans,

esteblecida en 30, Rockefeller, rlaza, nueva Yorik, I Y.

Estedos Unidos de américa, por:

Wi METODO Di PRODUCCION Di U AHleIOTICO"

Esta invenciébn se refiere a un nuevo antibidtico
¥ a procedimientos de obtencién del mismo. més particular-
mente, la invencidn se refiere a una sustancla antipidtica
producida por cepas de mieioorganismos de una especie de

streptomyces no descrita hasta ahora., mste nuevo antibidtico

v sus sales son eficaces contra tripsnosomas, amebas ¥ bac-
terias gram-positivas. La invencién incluye el antibidtico,
gus sales y los métodos de produccién y de aislamiento de

lLog miemos,

i
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1 rmevo antibibtico en su sstado purificado es

un material cristalino blanco que pogee propiedades A6~
bilmente bdsicas. Una muestra anal{tica preparada como
ce describirsd més adelante dié los resultados siguientes

por andlisgis elemental:

carbeno......................34,U3
liidrdgenc.................... 4’,05
l\li‘bl‘dfgeno....................21,:6()

AZUTTE v svnanssassanssansas 8,30

Oxigeno......................32,u2, por diferencia.

Bl compuesto es de peso molecular relativemen-—
te bajo. Su férmula empirica, pasada en el anflisis an-

terior, corresponde estrechamente a Ull“lb—lb“boab'

w1l nuevo sntibidtico es casi completamente
estable en el agua a la temperatursa aembiente durante 24
noraos a concentraciones de iones hidrégeno de B t1'3y
pii Py ¥ PH 9, A temperaturas elevadas muestra una cier—
t5 inectabilidad, particularmente a 100¢ C. y més.

Los espectros de adsorcibn de infrarrojo
del antibiético se representan en 1a Figura l. La
curva se determiné en una muestra del material que
se hobisa mezelsdo con crigtales de nlir ¥y 8¢ prensé
hasta obtener un disco. kl espectro de adsorcién de
wltraviolets a pH T,U se representa en la gigura 2.

e rotacién éptica de una mMuestra del an-
tibiético purificada era E@}D 24,5 = 33,3 (1,u52 gra-
mos en 100 ml. de 5U por ciento de etanol y 50 por
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ciento de deido clorhfdrico u, L N. rotacidn obgerva—
de correglda = 0,352 en un tubo de 1 den.

1 nuevo antibiético es scluble en los disol-
ventes giguientes, a la temperatura gmbiente, en .Llas
proporciones aproximadas que se indican y que 8¢ eXpreé-—

san en miligramos por mililitro de disolvente:

A.é;'lla— pH 3,5 PR N I R RN 5,5 \8.}

Agug - P ByDeveeseersesss 19 (2)
Aous -  PH 9425 .0 eiean.. . 20,0 (B

MEbANOL. e s eesevevvesscanses -2dyd (8)
ACCHOTE . s e sensenncnssnsansss 440
Be-DULENO0L. s v vevnsncnaenars UglD
Acetato de etilOceeererseans Ug30
L EILCENIO . e e aaeneneees Ugl3T
T PR VP X N 5
(a) Estas ecifras se obiuvicrou gravinétricamente.
@]l rmmevo antibiético de la presente invencidn
es Tuervemente adsorplido sobre carbédn vegetal en unag
cmplia zema Ge concentraciones de iédn hidrdégeno que
gc extiende desde pu 3 nasta pu 9. ks débilmente
adsorbido en adsorbentes comunes tales como silicato
de megiesio activado, aldmina, alfa-celulosa y tierra
de batfn en condiciénes de p. 4dcido, neutro y alcalino,
_nede ser adsorbido por resinas de cambio catibnicas
de soluciénes neutras o ligeramente alcalinas y puede
ger eluido de elilns con uns solucién 4cida o bésica.

&l nuevo sntivibdtico es muy aectivo contra
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tripanosomas tales como Irypanosoma equiperdum ¥y emebas

tales comogndamoebs histolytica y es, pues, valioso

en el tratamiento de 1g enfermedad ocasionadg por éstos
microorganismos en los seres humanos y en los animales
empleads en las cantidades ¥ la maners prescrits nor

el médico o el veterinario asistente., Es osimismo sme-
tivo contre varias bacterias segin se muestra en lg
table siguiente, en la cual se pone de manifiesto su
espectro bacteriano utilizando uns solueidn de 200
mierogramos por mililitro del antibidtico en metanol
acuoso en el procedimiento de difusién en agar al 20

por ciento tipo:
Anchura de 1lg

Organismo Zona en mm,
He CBIOUS WaKSMAN..vuuvsvwresssnn.... 8,0
K. Pneumonige (Friedlander’s),...... 2,9

Salmonella gallinarum pH Te8evenn.... Ty0
Salmonella gallinsrum PH 640000000, B,
Alcaligenes gp. ATCC 10153..........2izers
Staph. asureug no (1209 )0 enevinnnnn... 6,0
Lo SubTIlis DH Te8uivernnrnnnnnnnnnn.. 8,9
Be SUubtilis pH 6,0...0vuuenennnn..... 9,4

B. subtilis, resistente g 1a strepto-

tricina.......o0o00uu.... 3,0
Mo ranae.....ooiiiiiiiiiii i, 0
M. tuberculosis pH 7,8............... 2,9
i, tuberoculosis pH 6,0.....cvsrvn.... Tyl
Staph. albus......................... 8eU
Ko DROUMONIAE. c0uunrnnrnnrrnnnnnnn,.. Ts5



Anchurg de 1g
Organismo 20Ny, en mm,

B. coli..................................7,u
Streptococeus haemolyticus NYB..........lﬁ,l
Corynebgcteriun XeIrOB e st nnnnnn..... 740

5 El nuevo antibibtico es producido por ung especie

Streptomyces g la cual hemos asignado nuesgtro ntimero

T3018, y que al parecer, no na sido descritg anterior-
mente, Ung descripecidn general de esta nucvs especlie eg
BOmMO sigue:

10 LOs colores escritos con maydscula son los de Ridgsway.

Micelio aéreo: ausente en numerososg medios; presen-

te en alsunos medios y entonceg limitado en cantidad,
blanco s gris parecido al (Gris Gaviota pdlido a yris
Goviota claro),

15 _bicelio vegetativo; desarrollo apretsdo; blancug-

€0 a amarillo (parecido ai Amarillo garfil a Ante g Al g
rillo liel),

Colorgeidn del reverso: blancuzeca a aumsrills

(pareclida al Amsrillo tarfil a amarillo piel a Ante Cane-~
2u la); en ciertos medios se prescntan Zonas oscurecidas {pa-
recidas a yris rardusco) mezcladas con zZonas amarillsas,

Plgmento soluble:ninguno en l1g meyoria de Los mediog;

amarillio claroc en agar de manitol UZapek-pox a 32¢ ¥y 3792 ¢.
Morfologfa: las nitas adbrees en agar de almidén de

25 Waksman egtén ramificadas; los hifag esporiferas ge pre-
sentan prineipalmente en forms de racimos de ramas latera~

les que terminan en cortos arrollamientos de varias vueltas.
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HBE CSDPOTay son cagi esféricas g alargadas
(0357 -~ 1,14 por Upd7 - 1,71 n Je
Las caracterfsticas de cultivo en medios de agar
Usuales en placag Petri se describen en la wablg .
5 Ln la Pabla IT se describen més Caracteristicas de
cultivo;
ﬂv1dentemente, con las diferente Cepas de &sta nue-
Ve especie y en regpuesta g diferenteg condicidbnes de me
dio gmbiente 8e presentan Variasiones en lag anteriores
10 caracteristicas del tipo de 1as que se presentan gl tratar

con hongos,
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yebla L. Caracteristicas de cultivo de la especile Streptomyces
de incubacién en placas Petri a 282 C.

Medio

Des
grrollo

Micelio aéreo

wicelio vegeta—~ ;
tivo :

— - — s

Agar Czapek-Dox Bueno

Acar manitol
Czapek-Dox

Agar,asparagi-
na , dextrosa,
extracto de
carne.

Agar,asparagi-
na, dextrosga,
exbracto de
carne, &cido

Agar de almie-
dén de waksman

Buenoc

Regular

Regular

moderado

iigero; blanco

py ligero;
blanco a gris
claro (casi
gris mineral
claro)

Ninzuno

Minguno

480880 a mo-
deraio gris
azulado (Gris
Gaviota PAli-
do a Gris us~
viota c¢laroy

Amarillo (ante-
crems, 8 ante)

(rema claro a
amarillo (casi
ante)

Crema ligera—
mente bhlancuz
co

Amarillo blon
QUZCOo

Blancuzco a
amarillo
{casli Ante)




7-3018 después de L4 dias

e T e et oA O

neverso

Blancuz-—
cO & 8iig
rillo cle
ro (casi
coloxr
crena)

creme
blancuz
co

Hlancuz

co & amnari-—
1lo (casi
Ante); 20~
nog oscure
cidas casi
sris Parduz
co -

plamento

ninguno

prinyano

4

pinguno

.

Hinguno

finguno

Ubservaciones

Pesarrollo
diseminado

uisemlnado

Desaryollo
apretados;
agar no
completea~
mente claro
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Pabla I. Caracterfsticas ge cultivo e la especie Streptomyces

i, o ~
de ineubacién ea placas Petri a 28e g, L3018, deapuss ge 14 digs, J
§|’]¢I}’J’, : L ,
Medio Des~ kicelio adreo Micelio vegeta~ . - M M m 4 L
arrolio tivo e Reverso Pigmento Observacionegs, ; & @ @ k
s0luble - RN
——— v .
: e il B — _
Agar mutrieio Moderado Ninguno Amarillo elaro ) :
nate - -Amarillc {casi ZH..SWENO e
Ante Crema)
Agar de maltosa Regular Ninguno Blancugeo g ! Blanusca g .
S nNinguno S
de Sabouraud Ante Cremg amarillo
(cesi amarillo . :
Miel) , s
Agar de glucosa Hoderado Ninguno g 1i- ARarillo blan- AMErEI T b “° Winguno g S
gerosblancoe  cuzeo g canelyg " enzeo N i
: a amarililo . gy
amarillo claro (Ante a fmsrilic & . ] %
. - Hielj i
Agar de Bmerson hoderedo Ligerosblanco Amarille elaro R 1110 (caai- - Minguno L
bate | 4marillo miel, .

j
|
|
t

e




*abla II.-Ceracterfsticas de cultivo de la especie m&&mmﬁc.gomm"

de incubacién s 280 ¢, I-301Y, deepuds de 14 digs
— i :
Yedio Desarrollo micelio adreo micelio vegetativo _ rigmento Otros
i .| soluble
="
. . o i -— -
1rozoe de mana~ pelo Ningung uy ligero;blansuz— _
horig €0 & amarillo claro’ |
o | - Trozo no de
irozos de patata loderado Ligero;blanco Amarillo (casi Ca~ | colorado

nela Rosado,s ama~
rillo naranja {ca~
8l perdo snte)

i
. H
Gelating Hoderado Minguno Blancuzco a amgri- . ¥inguno Licuseidn
Llo ; .
Leche coloresis Tigero a Kingunc Amariilo wkmbnﬁo@ M fiingunc Clarificacién -
con tornasol bueno ~ - ninguna a com—
] pleta
¥
. . : 11 |
Caldo de nitrate yigero a iinguno blancuzco g quarillo | Ninguno Reduccidn de
de dextrosa bucno : claro © nitrato
Celulosa (papel Ligero Ningunc Amarillo clare i ninguno Papel no des-
de filtro en so- ! conpuestc g
Iucidén de Czapek ) : los 21 dias,

-1 - : |
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Ll proceso de fermentacifn. 2 2 8 G 8 9

Bl procesgo por el cual se produce el nuevo antibid-
tico es una fermentacibn smerobis de un medio nutricio |
acuoso inoculado con el nuevo organismo descrito antes.

Log constituyentes del medio de fermentacibén y las con-
dicibnes de la fermentacidén son generslmente 1os de otros
procesos de fermentacidén en 10s que se emplean nongos para
producir antibidticos,

Las fuentes de carbono incluyen: almidén, almidén
hidrolizado, azlcares tales como lactosa, msltosa, dextro-
sa, sacarosa, O fuentes azucaradas tales como melazas; al-
coholes, tales como glicerina y manitol; &Acidos orgénicos,
tales como 4cido cltrico y deido acético; y diversos produc-—
tos naturales que pueden contener ademds de sustsncias car-
bonosas otros varios materiales nutricios, Las fuentes de
nitrégeno incluyen proteinas, tales como caseina, zefna, lec-
talblmina; hidrolizados de protelnas, protcosas, peptonas,
piptidos y materiales comerciales, tales como li~Z Amine que,
ge cree, cs un hidrolizado de caselna; también liquido de
maceracidén de mafz, harina de soja, gluten, harina de semi-
1la de algeddn, harina de pescado, extractos de carne,

"stick liquor®, torta de higado, extractos de levadura, S0~
lubles dec destilerias y andlogos; aminodcidos, urea, sales
de amonio y nitrates, ete. Los cationes inorgédnicos, tales
como sodio, potasio, calcio, magnesio, ctec.; y los aniones,
tales como el cloruro, sulfato, fosfato y variass combinacio-
nes de &stos aniones y cationes en forma de sales minerales

ge emplean venitajosamente en la fermentacidn, Los llgmados

- 11 -
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elementos traza, tales como boro, cobalto, hierro, coO-
bre, cinc, mangeneso, cromo, molibdeno y otros més se
pueden usar con ventaja. Generalmente, el azufre del
antibidtico ¥y los elementos traza sc presentan en can-
tidades suficientes en los constituyentes carbonados y
nitrogenados del medio, particulermente gi proceden de
fuentes naturales, o en el agua de la caileria, y la
adicidén de mée cantidades de los mismos pucde ser inme-
cesaria.

Lo fermentacibén se sirea de La manerg corrien~
te haciendo vpesar aire estéril a través de lo mezcla
fermentante, usualmente en la proporcidén de aproximada-
mente 1 volémen de aire por voliumen de medio de fermen~
tacién por minuto. Para reducir al minimo la contamina~
cién por microorganismos exlrailos, las vasijas de fer-
mentacidn deben estar cerradas y debe mantenerse una
presibn de u,l4ubl - 1,05461 Kg. superior a la aimos-
+8rica en la vasija. Es generalmente convenicnte la
ooitacién mecdnica ademds de la agitacidn proporcionads
por la sireacidén. pe vez en cuando se pueden afiadir
agentes snti~espumantes, tal como cctadecanol al 1 ¢
en aceite de meonteca de cerdo, a medida que sea preciso
pars impedir unag excesiva formocidén de espuma.

La fermentacidn se efectia & una temperatura
preferiblemente del orden de 26 & 302 C., pero puede
ser tan solo de 1/¢ ¢. O tan alta como de 422 C.

51 tiempo requerido purs lo produccidn méxima

de antibiéticos suecle variar considerablemente, segun

- 12 -
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las otras condicibnes de la fermentacidén. mn general, se
necesitan unas 48 horas para desecubrir cantidades aprecig-
bles del antibiético en el medio, ua produccidn de anti-
biético gumenta con el tiempo y la fermentacidén puede du-
rar hasta l2u horas, ués condiciones de ién hidrégeno va-
rien normalmente desde pH 6 & pH 8,0, si bien son permi-
sibles las desviacidénes de &stos valores.
Ejenplo I,

Se preparé un indeculo adecuado para comenzar una
fermentaeidn en gran escela de la maners siguiente:

Se usan 5 a 10 ml. de agua estéril para suspender
el crecimiento superficial de un cultivo inclinsdo en
tubo de ensayo en agar. La suspensién resultante de espo~
ras y trocitos de micelio se emplea para inocular dos lo-
tes de LOO ml, de medio estéril en frascos brienmeyer de
2C0 ml, Los dos frascos, despuds de la inoculacién, se in-
euban en un agitador de movimiento alternativo a unos
282 C. durante unos 2 dias, despuds de 10 cual 1os 200 ml.
de incbeulo primario se utilizan para inocular 6 litros
de medio estéril en una botella de vidrio de 9 litros,
que a su vez se incuba, con aireacidn, generslmente duran-—
te un dia poco mds o menos, a unos 282 ¢. Log 6 litros de
cultivo de la botella se usan luego pare inoculsr 1G0-200
litros o mds de medio estéril en un tanque fermentador.
Para lotes mayores, de 500 litros o més, se obtienen ordi—
ngriamente indculos meyores juntando dos o més indculos
de botellas de 6 litros.

un medio de Ffermentacidén de la composicién siguien—

- 13 -



228089

uleor de remojo de mMaiZ...eeeseessesess 12,5 gramos

te:

:ijcni-to;l-I.'l.ll..'......0."'..0.“...' w’o H

CLloruro 86A1C0.sereeernrnsnrssnnsnnnane 250 O

(-N.Ii4) 2.(1PO4 LA B I I A LA I R R R R I A A I R 2’0 "
I{H2P04 L A I I R R N LA B I I I R S S SN l,s 4

F1§O4.7H20 L LI I I R LR I I I T R R T S R SR T T U,‘zb *

Solucidén de elementos traza Wisecon—
SinA"‘Z LR R R I I T O N T Y N T Y S S U Y l,O

i

se completé hasta 1,000 mililitros con agua ¥ se
ajustd a pH T - 7,2 con hidrdéxido séddico acuoso.

Be colocaron 1.500 litros de este medio en un
tanque Termentador de 2,272 litros; se egterilizé du-~
rante unos 60 minmutos & 1,05 xg. de presidén de vapor
(1202 C.) y se inoculd con 12 litros de cultivo de bho-
tella de 23 horas como sc ha descrito antes. =l pu era
de 6,90 antes de la esterilizacién y de 6,68 después de
la esterilizaciébn., Le mezcla se fermentd durante 112,%
horas o 26-292 C. (la mayor parte del tiempo 27-2u¢ Coje

Ademdg de la fermentacidn anterior, se efectua—
ron varias fermentacibnes andloges en condicidnes diver—
sas, segin se ilustra en la tabla siguiente, LOs resulita~
dos del cnsayo se oObtuvieron usando el organismo

Streptococcus haemolyticus eepa C-20U3 como organismo de

ensayo con infusidn pifeo-Bacto de perebro ¥y corazdén re-
constitulda eon agua y 1 1/2 por clento de agar como

medio de desarrcllo.

- 14 -
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Capacidad
del vangue
en
BX. litros

I 2,272

1L 454

1IL 454

- 1iv 909

Indculo
ultros Bdad
Litros de del cul
de cultive en tive en bo- Temp
medio botella tells en horas e,
1.500 12 23 26 - 29
200 6 28,5 28
200 6 26 28
400 6 30,5 27 -~ 29

& Antes de la esterilizacibén. §in el asterisco "O" indics después de la este

- 14 pbig -~



Relacidn de

aireacion: piempO en
yol de aire h?r:a,s de Anchures
Fermen de la
a Jol de medio tacidn pH zong de ensayo
Q489 6] * 6490 -
T O 6468 -
9 6 6 L4 22 29 [ 4
. ¥
A3 BD Y] T,02 -
U 6 ,‘72 -
43 6452 23,3
72 Tel3 27,7
a9 Ty22 31,3
0,95 OjK T,20 -
U 6 y 7 2 -
T4e> 6443 31,3
9]-, ) b [ 7U 32 !7
3,00 - o¥ 7,18 -
U 6 ’ 5 5 -
7245 6,80 29,2
o9 Ty24 3U.H
1filizaoién

ot 72

- 14
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procedimientos de gislamiento.

se han ideedo varios métodos de recuperacidn
del antibiético del licor de fermentacidn, que sc basan
en laspropiedades fisicas ¥ quinicas del sntibidtico.
Bn genersl, es preferible filtrar el licor de fermenta~
¢ién parac separar 1los micelios y otros componentes inso-
lubles de la fermentacién por filtracidén al pa de la
recogida, Se emplea un auxilisr de lia filtraeidn, tal coO-
mo tierra de diatomaceas. zl antibidtico puede ser adsor-
01ido luezo en un adsorbvente y elufdo de él. uoOs procedi-
mientos de extraccidn por disolventes, cromatogréficos y
de soliticacién se emplean tambidn, segin se verd en los
ejempios especificos gque siguen.

un procedimiento de aislamiento preferido compren~
de las operaciébnes de adsorber el ancibidético del licor
de fermentacién filtrado _.obre carvdén vegetal activo ¥y
eluir después la sctividad con un disolwente polar. La ac-
tividad se adsorbe en el carbdén vegetal al pH natural
del licor de fermentacidén que puede ser de pi 645 & 8,0,
ELl eluyente es, preferiblemente, un disolvente polar
miseible con el agua, tal como una mezcla de 35 por cien—
to de mcetona y b por ciento de agua. NO e8 necesario
ningdn ajuste particular de la concentracibén del ién hi-
vdrdgeno del eluyente. En lugar de acetona acuosa, podenos
usar metanol seidificado hasta un pd de 2 a 3 0 a un pu
tal alto como 9. Otros alcoholes tales como el alconol
etflico, los propanoles, los butancles y andlogos, se pue-

den usar hambiédn como eluyentes. Lstos pueden rebajarse

- 15 -
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vapacity uiters Age of
of tank ILiters or Bottle
in of Bottle . tulture Fenmp.
WX, Gallons Fedium Culture in nours e,
I 500 1.500 12 23 20 - 29
LE 100 200 6 2045 28
LIT 100 200 6 26 28
iv 200 400 6 30,5 27 - 29

Hefores sterilization. Without the asterisk, "O" indicates after ste

15 bis.



S

Apration- Yime in

| Ratio:Vol. nours of Assay
.of Air to Fermen~ Zone
¥ol. mediunm  tation py Widths -
0,85 0™ 6,96 -
0 6,68 -
P 96 6,22 29,0 £y o
12,5 6,54 312 4
L 0.95 o¥ 7.02 -
0 6.72 -
48 6.52 23.3
72*w Tel3 2747
89’ Te22 31.3
. 0.95 0 7.26 -
? ¢ 6.72 -
74.5 6,43 3l.3
91.5 6,70 32.7
T o™ a8 L
O 6.55 -
72.5 6,80 29,2
89 124 30.6
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con agua hasta 50 por ciento o més cuando se desee. Otros
disolventes polares hidroxilados, miscibles con el agusa,
son log "Cellosolves", tales como el &ter etilico del ebi-
lenoglicol y andlogos, Log dcidos diluides tales como el
dcido clorhidrico veinte~normal y el 4cido acético se pue~
den utilizer también como eluyente para recuperar el anti-
bidtico adsorbido del carbén vegetal. utros disolventes
polarss que pueden usarse para recuperar la sctividad del
carbén vegetal son le piridina, las solucidnes acuosas de
Tenol y otros mds de tipo semejante.

La adsorcidén y la elucidbn se pueden reslizar de
diversos modos famitiares a todos agquédllos impuestos en
el arte, Bl licor de fermentacidn filtrado puede simplemen-
te agitarse con el carbén vegetal y lueso se puede filtrar
¥ la actividad se puede recuperar de Lo torta de filtracidn
pasando el eluyente a través de la torta o agiténdola con
el eluyente. Otro procedimtento corriente consiste en pa-
gar el licor de fermentacidén por una columna rellens de
carvén vegetal y pasar luego el eluyente por ésta columns.
Le cilneidn puede ser precedida por un lavaio con agla para
quitar las impurezas solubles en el agua que no son fuer-
temente adgorbidss en el carbdén vesoetal,

Despuéé de recuperar la activicad del carbén ve—
getal adsorbente, es generalmentc conveniente concentrar
el eluyente, Si se desea, la concentracidn pucde efectuar—
se haste sequedad ¥y el material sc puede clmacenar hasta
que esté listo para ulterior purificacidén. Debido & la ele-

v
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vadisima actividad antitripanosdbmica del naterial, puede
ger apropilado para su uso en el tratamiento de animales
en este estado del procedimiento. mn realidad, el antibib-
tico es tan altemente activo que el mismoc licor de fermen—

tacidn na resultado eficéz in vivo contra urypanosoms equi-

perdun,

una purificscidn més avanzads se puede reslizar
mediante cromatozrafia con carbdn activo. &n éste procedi~
niento se prepara una columna de carbdn activo y el anti-~
bidtieo concentrado se disuelve en un disolvente adecuge
do tal como b5U por ciento de acetona y 50 por ciento de
agua y se pasa a través de la colurma. La columnas se des-—
arrolla o rcveis Lluego por el paso continuo de un disolven—
te semejante hasta que las impurezas débilmente adsorbidas
de ilo columna son eluldas y separadas, cuando la actividad
antibiética comienza a salir bien de la coluwmna, Lo cual
gc determing por simples ensayos de actividad del tipo que
se describe aguil en otro lugar, se hace pasar un eluyen-—
te més ruerte del tipo descrito antes a través del lecno
de carndn y se recupera asi la actividad.

il eluyente puede concentrarse 0 secsrse por
liofilizacidn, Frecuentecuente se recuperan cristales Cel
sntibidtico como resultado de la operacidn de concentra—
eién,

Una purificacién aun mds avanzada del antibiéti-
co se puede lograr por diversos métodos, algunos de los

cuales se describirin mids adelante. Un método preferido

-17 -
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rlo 9, se sobrentenderé, POr supuesto, que &stos procedi-

nientos son meramente ejemplares ¥ no deben Cconsidergrse
como limitadores de 1g, presente invencién a ningfin método

berticular de puriticacidén,

Egemglo \i

Purificacidn pPreliminar —columng de adsorcidn,

El licor fermentado de variog tanques como se ng
descrito antes £e reunid para obtener un voldmen de mog-
t0 de 1.450 litros g PH 7,1. &1 mosto seo Tiltré con ayuga
de "Hyflo Super-Cel" (tierrs de diatomeas) bara obtener
1.300 litros de filtrado, 1l ensayo indicd un totagl de
2564 gramos de antibibtico puro en los 1.300 litros de
solucibn. Se afisdicron 1.950 gramos de "Dareo (~6uU" (car-
bén vegetal activo) y la mezelsg se agitd durante media
hora, Se agregaron 5850 gramos de "Celite 545w (tierra
de diatomeas) ¥, despuds de dejar que 1la mezcla alcanzase
la honmogeneidag dvrante 1g agitecidn, se {ittré, 1a
torte filtrante de “Darc~geliter se echd en 40 litros de
8gun, pars formar una papilla, dursnte 5 minutos v ge 3
filtré. Le torts de Tiltrado lavads so mezeld con 20 litros
de agus pars formar una rapilleg horogénesn espesa que se
introdujo en uns columna de vidrio de 22,86 em, de di4-
metro interno, La columna resultante teniz unos 6v,9599 em,
de alto, Ests columna se desarrollé eon une goluecidn de

95 vor ciento de acetona y 5 por cienio de sgua, rara el

- 18 -
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desarrollo de la columna se usd un total de od,b litros
de esta golucidn,

Sc¢ recogleron los primeros 65 litros de percolado
(filtrado), los 10 primeros 1Litros en un corte ¥y Los reg-
tantes 55 litros en un segundo corte. pstos cortes con-—
tenien respectivamente 17 POr clgnio y 46 por ciento de
los 5,64 gramos de actividad originzles. wl primer corie

se concentrd g presibn reducids hosts obtener uns s0lue

o

cidn acuoss de 2 1litrps y el segundo coritc se concentrd

andlogamente hasts obtener 355 litroc de solucidn acuosa,

Cade concentrado sc Liofilizé luego separadamente, dando

lo siguicnte:

vorte nim. l: 46 gramos que, segtén cnsayo periincate, 0@~
tenian el equivalente de Ue 94 Sreamos de ane
tibidtico cristalino,

corte ntn. 2: 99,5 gramos que, seglin cnsayo pertinente, con-—
tenlen el equivalente de 1,92 zramos de an—

tibibtico cristelino,

-19 -
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Ljemplo VI.

Purificacidn preliminar-procedimiento de sdsorcidn—elucidn

Se ritsraron 35y litros de mosto a pH 7,4
cou ayuda de "Hyflo Super-~Cel" pera obtener 3uu Litros
do fittrado. sl pH se ajustd a o6~7 vy ss afadieron 6UQ gra-
mog de "Darco G-60". u& mezcla sc-agitd darante medis hora,
ge agregaron unos 1,200 gramos de "Hyflo Superucel“ ¥y la
papilia se agitd haste homogeneidad 7 se Tilird., Lo torta
de filtracidn se 00nvifti6 en papilla en 1o litros de sgua
durante 5 minutos y soc filtrd., na torta lavada se transfor-
né en papilla en una solucidén de 5.700 ml.dc acetona y 300
ml, de agua durante 2u minutos y sc riltrd. sl volvmen de
egte priuér etuaso fuéd de 5,5 litros., na tortae de riltra-
cidn recidual se volvié g eluir dos veces de Lo misug i
nera dando un scgundo y un tercer eluato de 5,4 litros y
4,6 Litros respectivamente.

nos tres eluatos s8¢ juntaron oarsg dar una solu-
cibén de 15,5 litros, sl pn se ajustd a 6-6,5 y la solucidn
se concentrd en el vaclo hasta una solucién zcuosa de 1,5
litros. 51 pn del concentrado sc ajusid a pu 6,5 y la so-

luciébn se lioriiizd, gl rendimiento fué de 25,5 gramos.

bBjemplo VIL.

ruritficacidén preliminar - smxtraccidén con alsolvenves.

&l mosto de fermentacidn del tanque bu (prepara—
do sustanciaslmente como en Los ejemnlos L — .Lv,; se tratd
tal como se ha descrito en el sjemplo vI, excepto que el

concentrado scuoso final no seo Iiofilizd., =1 volitmen del

- 20 ~
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concentrado era de 2 litros ¥ ésta solucién se ajusté

a pH 2 (con Acido clorhfdrico) y se extrajo dos wveces
con 1 1itro cada vez de butanol normal. il residuo

acuoso se ejusté a pH 7 con hidrdxido s6dico mcuoso ¥y se
saturé con unos 1.200 gramos de sulfato aménico,La mez-
¢la resultante se extrajo tres veces con 1 litro cads
vez de butanol. una cierts cantidad de material insoluble
que se depositb en la intercara durante la extracecién

se mantuvo apartads de los extractos, La tabla siguien-

te indica los resultsdos de égtas extracciones:
Total de mgm. de

potal de sélido antibidtico puro

Solueidn en aramog (caloulado
Concentrado original 5744 976
Primér lavado con butanol
pH 2....0!..0.--.‘0.00...0 29’1 4b
Segundo lavedo con butanol

PHZ2..ee...., Te5 45
Residuo acuos0............ 23,5 876
Primér extracto de butancl
pH 7..000. 7,2b 4—97
Segundo extracto de butanol
PH Teeeun.. 3,9 208
Tercer extracto de butanol
PH Tevee.. 1,43 80

Los extractos primero ¥y segundo sc¢ combinaron,
se des-solventizaron, se concentraron ¥y se liofilizaron

para dar un material que acusd 60/j.de actividad por mgnm,

- 21 -~
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Bjemplo VITI 2: z g; g:; 8 9

Purificacién mis avanzada -~ ¢olumns de adsorcidn,

3¢ prepard una columna de adsorcién como sigue:

gse mezclaron 3,000 gramos de "Cellite 545" y 1.000 gramos de
“Darco u—bu" Intimsmente en un tambor de cubo. 4 ést0 se
afiadieron 2,000 ml, de una solucidn de 50 por clento de
acetona y 50 por ciento de agua y el todo se mezcld bien,
Lis mezela homogénea final se atacé en uns botella de 2U
litros invertida, cuyo fondo habia sido cortado para for-
mar una columns de 28 em, de didmetro y 33~ 35,5 cm, de
alto,

muestras preparadas por ¢l proceso de Llos Ejemplos
V y VL se combinaron para dar aproximadamente 125 gramos
de antibidbtico bruto. Iste material, gue contenia un total

6 unidades de actividad, o

de aproximadamente 126 x 10
1.000 unidades por mgm., g¢ disolvid en 1 1litro de solu—~
cidn de 50 por ciento de acetona y 50 por ciento de agua ¥
le solucidn recultante se afiadid a la parte superior de la
columna, La columma se desarrolld con 46 litros de solucidn
de 0 por ciento de acetona y YU por ciento de agua. 11 per-

colado (filtrado; se fracciond como siguc:

- 20.
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v
wotal de sélidos wotal de unide~
Fraccidn yoldmen en 1itros en £ramos des de actividad.
A 8’5 7,56 o s s
6
B 6,9 1u,b 19,4 x 1o
¢ 10,2 7,7 79,8 x 10°
: 6
b 9,4 3,8 31,2 x 1u
a ¢ 6
29,66 130 x 10

nas tres Ultimas fracciones se des-~solventizaron a

presién reducida y sc liofilizaron con los resultados sigulen-

tes:s
Fraccibn Peso en gramos unidades por mgm,
I 1u, 3 1,500
C Tyl 8,640
396 8, 500
21,6

Ls recuperacién total de unidades de actividaa en
1ss tres muestras secas fué de oproximadamente 112 X 106 uni-
dades., ( l:..de antibiético eristalino = 45 unidades de activi-
dad .

sjemplo LX
Purificacién més svanzada - ¢olumna de reparto.

Se agitaron juntos butanol normal y agua o un embu~-
do separador y se separaron para oObtener un par de soluciones
mutuanente saturadas. Se afiadieron aproximadamente 500 ml.
de butanol normal s unos 1o litros de sutanol saturado con
agua, de Lforma que Lla fase disolvente empleada en ésta co-—
juma era butanol no completamente saturado con agua.

Se mezcld Intimsmente un kilogramo de ¥Celite 545"

- 23 -
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1avado con &cido con 500 ml. de fase acuose ¥ la nmezcla
ge apretd para formar una columne de 42 cm.2 de seccifbn
transveréal y unos 83 cm. de alto.

muestras de los ejemplos V ¥ VI que pesgban
346 gramos ¥ que contenian aproximadamente 8,820 unida—~
des de mecbividad por mgm.,c un total de unos 14,9 gramos
de antibiético parcialmente purificado que contenia unas
129 x 106 unidedes de actividad se juntaron y seé anadie—
ron a unos 153 ml., de fase acuosa y la mezcla se agitd
constantemente a la temperaturs ambiente al tiempo que
el pi se fijaba en 2,0. Despuéds de agitar més, la mezcla
se filtré para guitar una pegueila cantidad de material
ingoluble., Del tiltrado se apartaron 3 ml, pars ensayc ¥
determinaciones de sélidos totales y los restantes 150
nl., se mezclaron con 3u0 de "Celite 545" lavado con 4ci-
do. La mezcla resultante se introdujo, apretadanmente, el
la parte superior de la columna, afiadiendo a ella OTros
o5 cm, para obtener una altura total de 108 cm, wa colum-
na se desarrollé luego con fase disolvente y el percola-

do (filtrado)se fraccioné como gigues

- 24 -
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’ Volumen otal de sélidos
Froceidn volumen en ml. scumulado en mgm. /ml,
2L l.120 4,3
12 1.070. 2.1390 0,52
r3 675 2,865 U, 48
b4 8uO 3.065 0,38
w5 900 4,565 0,40
F6 1.070 5.639 U,22
»7 l.v20 6,655 0,23
»8 1.040 76635 U,21
9 1.200 8.695 Ug L4
Flo L.060 3.955 Oy45
#11 640 Luebynh 1,21~
#12 4.0C0 14.595 Uy 06
F13 , 0,94

e juntaron las fracciones 1'ly, #11 y rl2, se con~
centraron a presién reducida para des~solventizarlas y se

liofilizaron para obtener 3,34 gramos de producto.

Ljemplo X

Cristalizacién del nuevo antibidtico

Se disolvieron 3,34 grawos de antibidtico par-
ciplmente purificado en 68U ml. de agua o bHe (. ¥y el pH
de la solucidn se ajustéd a 1,5 con dcido clorhidrico dilui-
do. L mezcla se filtré para quitarls uns cierts cantidad
de gomea insoluble. il pif del filtrado se ajusté a 4,uU con
nidréxido cédico acuoso diluido, se afiadid un cristal de

sicmbra y la mezcla se dejé reposar por Lla noche g 4=52 C.

- 25 -
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A la nmafiana siguiente los cristales so Iiltraron, se la-
varon con agua fria y se pecaron en un descecator dec va-
cfo sobre "Drieritev a éi\l mi. de presidn durante unss

24 horss, rendimiento: 1,19 gramos

5 Bjemplo XT
Crigtalizacidén del nuevo antibiético despuds

de la extraccidn con butanol de los impurezas,

Varias muestras purificadas por Ls primcrs ad-
sorcibn, tales como las mucstras del mjemplo VI, se reu-
10 nieron y se¢ hicieron pasar por la segunda purificaciédn
en columna de adsorcidén como se descrive en el rpjemplo
VIII. Lia porcidn rica en antibiético del percolado (fil-
trado) se concentrd a pregidn reducida iusta obbener un
pequeillo volumen acuosc y se Liofilizd como en el ujemplo
15 VIII. une muestra que pesaba 1,67 gramos y que contenla
un total de unas 12,8 x lub unidades de getividad se
daigolvidé en 80 ml, de agua y la solucidn se nizo u,Ll N
con recpecto a &cido clornidrico afadiendo &cido, Hsta
solucidn se extrajo dos veces con Su nl, cads vez de. bu~
20 tanol normal, con Lo cual se separd un total de 1,07
gramos de sdélidos, pero solamente alrededor de 9 por cien~
t0 de la actividad. Bl pm del residuo sc ajustd a 6,5 ¥
la solucién resultante se des-solventizé a presibu re-
ducidaa y después se concentrd a 5-lu ml. v se mantuvo
25 fria. =l producto erisstalino se ti1i1tvré, se redisolvid
en unos lu ml.de agua a pa 3-4 caienvando ligeramente y

se filtrd, yl filtrado se enfrid y los cristales resul-

- 26 -
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tantes se filtrasron, se lavaron con agua Ifria y se seca~

ron, penaimiento: 145mgm. de cristales blanecosg,

Bjemplo XTT.

Recrigtalizacidn del nuevo antibidtico- Preparacidn
de las muestras analftices.

Sc¢ disolvieron 4,522 gramos de varios lotes
reunidos de antibidético cristalino {(preparado come ge hg
descrito en el Ejemplo X) en 200 ml. de agua & 602 Co sy
el py de la solucidén se ajusté a 2,5, La solucibén se fil-
tré y el filtrado se ajusté a pH 4 y se dejé reposar por
la noche a 4-59 ¢, L0s ecristales se Tiltraron y se repi-
t1i6 el mismo procedimiento de recristalizacibn cuatro
veces, La recristalizacidén final incluis ung operacidn
de decoloracién con una pequefia cantidad de carbén vege—
tals 5l producto final ersg 1,89 gramos (despuds de secado
& 2 mm, de presién, de muestra analftica. De éste mues-
tra, 1,25 gramos se secaron mée aun durante 2 horas en
ung pistola Abderhalden al punto de ebullicidn del clo-
roforme, Il producto obtenido consistia en apelotonamien~
tos de cristales filiformes. wLas direcciones de vibra~
cién principales y sus correspondientes Indices de re-—
fraceldén principales fueron dificiles de deteminar y no

Se dan en vista de la poeibilidad de error
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jemplo X114 2 2 8 C@ 8 9

BB o e B - O | por ciento

N Afﬂine’ Ao-uoco.o.---o.o.o--.-l i i
I\%aclc;o.oo---.o-.o-o-o---0-50010-0’2 " "
N L 2 I I I I SR N Y " '
(MH4) 2111'-"04 . Ue2 '

X H2P04 cerectsrittirressessasss U 15 por eciento

i(&211H)4 .....“.'0.'...'.0'....‘. 0,505 " "

MESO, o THO wovnvvevenninnnnann. 0,025 & o

S010CIilN WiBCe A=l vevevnnoneeses Oyl por ciento(en volumen,

Agua de la cafleria hasta 1uu %

Cilen mililitros del medio anterior en un natrasz Erlemmeyer
de 500 ml, sc estePilizaron durante 20 minutos a 1,05 s&.
/cmg de presibn de vapor y se inocularon con 3 ml, de
inbculo pre-formado, gl matraz se incubd en un asitador

de movimiento alternative a 28v¢ (¢, durante 72 noras.,

wl mosto feormentedo resultbd ser activo contrs Lrypano-

goma eguiperdurn,

njemplo XTIV

Volénmenes iguales de butanol normal v del mosto
anterior se agitaron juntos a 1os valores do pH indi-
cados y luego se separaron. una tablao siguiente muestra

las sctividades cn 1os extractos de butasnol y los resgi-

duos acuosgos junto con Los coeficientes de extraccidn.

butanol , Agua i
P 2 8 135 0,06
pH 5 51 Lou Uy5
pr 49 ele U, O
pE 3 23 123 0,2

- 28 -
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una cantidad del mosto anterior se saturd con
sulfato aménico., cinco litros de ests solucidbn se extra-
Jeron dos veces con 2,5 litros cads vez de butancl normal.
Utro lote de 5 litros ge extIrajo dos veces con 2,5 litros
cada vez de acetona.

108 dos extractos de butanol se reunieron vidén-
dose qua contenian Sustancialmente toda Lo actividad del
mosto., 1L,os dos extractos de aceton:s se reunicron viéndose
igualmente que contenian tods la actividad del mosto,

Bjemplo XVI
Se agitaron 11,9 litros de un mosto semnejante g

PH de recogida con 9% mg. de "Darco G—60U" durante medig
nora. .o suspensidén se £iltrd con ayuda de une pequells,
cantidad de "Celiten ¥ se lavd en un cubudo suchner con
500 ml. de aguaq.

L& vorta Lavada se convirtid luego en papitls
en unos 2u minutos eon 300 ml., de acetona ¥ se Tiltré,
w8 torta residual se volvid a eluir dos veces con 3u0 ml.
cada vez de 95 por ciento de acetona. Los tres eluatos
de ocetona ge reunieron Y se ensayaron, mostrando Los
resultados una recuperacién de 35 por ciento de la activi-
dad del mosto, La solucidn reunidsa se concentré en el va-
¢io nasta obtener un concentrado aeuoso que se Li0orilizd
aando 3,64 gramos de sélidos, que segin se determind por
€nsayos representabsn materigl purificado once veces en

comparacibn con el antibidtico contenido en el mosto.

| PR
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&l beta~-metoxietancl o ol beta-etoxietanol
pueden sustituir a. putanol o & .La acevona en lg ex—

traccidn anterior,

wjemplo xvIl

Se disolvieron 5Su mg. del entibibtico del pjem—
».LO asi, de pase libre, en unos 5 ml, de agua por lg
adleidén de 4eido clorhfdrico 0,IN y se afiadieron 5 ml,
de un sgolucidn de &ecido pierico acuopa, saturads, EL
precipitado cristalino resultante se centrifugd y se
lavé con unos 5 ml. de agua fria,

L1 producto se recristalizd tres veces de agus
con una filtracidn en caliente (60 ~ 752 c,) en la fase
final y secé durante 24 horas a 1l mu. y finalmente so-
bre P205 a l m, y 1102 ¢. dursnte 4 horas, kendimien-—
t0: 35 mg., de cristales amarillos brillantes de 1g sal
de pierato,

Aléligis: Caleculsado pars 017H18015N93: Cy»32,9; H,2,91;
114204 3;

Sy5,17; O (por diferencial), 38,1:
bneontrado: ¢, 33,19; 4, 3s13; Ny, 20,19; s, 25M0; O (por
difereneial), 37,79. |
Punto de fusidn 143-1442 ¢. (sin corregir) con ligera
descomposicidn.
A ultraviolete méx, (122 ) 253,356 (20} /al. EtCH).

Ejemplo XVIII

Se disolvieron 150 mg. del antibidtico, de base
libre, em 5 ml. de 4cido acético glacial ¥ s¢ trataron

con 5 ml, de 4cido acético glacial saturado con cioruro

- 30U -
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£l precipitado blanco de 1l sal clornidrato que
se formé se separd por filtracidn, se lové con lu ml,., de
dcido acético glaecial y 10 ml.de eter etilico anhidro y
se secd durante 24 horag sobre "Drierite® a 1 mm. y tempe—

reture smbiente,

pjemplo XTIX

Una solucidén de 150 mg. de lo base Llibre en unos
iU ml, de etanol absoluto se tratd con una mezcle de 5 ml,
de etanol absoluto y unas cuatro gotas de 4cido sulidrico
concentrado, gl precipitado resultante de la sal de sul~
fato se filtrd, se lavd con eter etflico absoluto y se

sec$ 8 1 mm, durante 24 horas., E1l producto era amorfo.

Biemplo xX

Una solucidn scuosa saturads que contenla unos
150 mg. de la base libre se tratéd con una solmecién gcuosa
saturads de naranja de metilo para dar un precipitado
erigstalino coloreado de la sal de neliantsto,

keta solicitud, que corresponde a la presentada
en wnstados unidos de América, el 27 de Abril de 1955,
bajo el wdmero 504.311, se amcoge & los beneficiocs del ar— ¢
ticulo Y1 dei vigente Estetuto Ley sobre Propiedad indus— :

trisl,

- 31 - v
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Los puntos de invencidn propia J nueva que se

presentan para que sean objeto de bsta Patente de Invencidn
en wmspaila, son los siguiente:

19, Un método de produceidn de un antibibtico
caracterizado porque se ferments aerobiamente uun medio
nutricio acuoso con un microorganismo de lg especic

Streptomyces T-3018 como se ha descrito.

22,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn 1,
caracterizado por el hecho de que la rermentacibn se efectua
dentro de la zona de temperatura comprendida entre l7e ¢. ¥
422 ¢,

o= un nétodo dec acuerdo con 1l reivindicacién 1,
coracterizado por ¢l hecho de que la fermentacidén ge efec-
tua durante un periodo de POr Lo menos 40 horsas,

o= un método de acuerdo con ia reivindic:c ién 1,
caracterizado por el hecho de que la fermentacién se efec-
tua a une concentracidén de iones hidréseno comprendids,
aproximaodamente onsre pu 6 y pH 8.

52,-~ Un método de acuerdo con cualquiera de las
reivindicacidnes 1 g 4, caracterizado porgue ge ponen en
contacto los componentes solubles en ol agua del liquido
e fermentacién con un adsorbente, se separa el adsorben~
Se del liquido y se Tecupera el antividtico de dicho ad—
sorbente por elucibn con un digolvente polar.

62,~ un método de gcuerdo con ita reivindicacién 5,

caracterizado por ¢l necho de gue el disolvente es ung
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nezela de acetong Yy agua.

: 79.~ un método de acuerdo ocon las reivindicacio- ;W
nes % 6 6 caracterizado por el nhecno de que el adsorbente ;
es carbén vegetal en una coluuna, y el disolvente eluyen-

5 te atraviesa La columna,
82,~Un método de acuerdo con las reivindiecacié-
nes 5 6 6, caracterizado porque se pone en conticto ung
solucidn de log componentes solubles en el agua del

lfquido dc fermentacién con carbén vegetal activo, se

10 separa cl carbén vezetal con el antibibtico adsorbido
’ de la solucibén, se eluye el antibiético de dicho carbén
¥ vegetal con un disolvente polar miseible con el agua,

S€ pasa una solucién del antibidtico elufdo por ung
columa de carbén vegetal activo, se desarrolla la colum—

15 fa por paso continuo de disolvente a través de dicha co-
lumna hasta que las impurezas débilmente adsorbidas son
elufdas y separadas, y se continda la elucidn con un
eluyente més fuerte hastn que se separa la actividad del
edsorbente, y sc concentrs la fase disolvente que eontie— f

20 e la actividad hasta que el antibidtieo se separa de |
ellia,

9¢%.~ Un método de produccidén de un antibibtico,
Tal y como se ha deserito en la iemoria que

antecede, ilustrado en losg dibujos gue se acompafian y

25 para los fines que se han egpeecificado,
Lsta lemoria consta de treinta y tres hojas eg- !

critas a méquing por una sols carsa.
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