mc/ - Caso 5664

228449

PATENTE DE INVERBECIORN

~ afavorde .
MERCK & C%., INC. - de nacionalidad nortesmericana = domiS
ciliada en RAHWAY (New Jersey EeUs.) 126 East Lincoln Lvennvf
~ pox: '
*Procedimiento para purificar novoblooina”,
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Yemoria Descripti v'a
Este invento se refiere a un procedimiento ¥til pa<

ra purificar antibidticos, y atafie mds concretamente a wn
procedimiento ¥til para la purificacién de un nuevo antibid=
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tico gque en el primer mohento se designd con el nombre de
cathomycina,; pero que definitivamente ha recibido el nombre
de novobiocinse

La nueva substancia antibiética novobiocine es un

. producto valioso, gue inhibe eficazmente la reproduccién

de bacterias patégenaa; especialmente de microorganismos
grampositivos. Se produce cultivando una especie de micro=
organismo antes desmonocida; que se ha denominado Strepto=
myces spheroides, en medios nutritivos acuosos apropiados?
en condiciones aerdbicas. Un cultivo de este microorganis=
mo productor de novobiocina se ha depositado en la Seccién
de Fermentaci¥n del Departamento de Investigaciones Utilita®
rias del Norte; Ministerio de Agricultura de EUA} Peoria)
Illinois; y afindido a su coleccién permanente de cultivos
con la designacidn de NBRL 2449, -

Un objeto del preaente invento es habilitar,nnrproi
cedimiento nuevo pare aislar novobiocina del caldo de fer=
mentacidns. Otro objeto consiste en proporcionar un proce=
dimiento para purificar novobiocina; y otro; proporcionar un
método para preparar novobiocina cristalizedas Otros fines
se deducirdn de la descripcién detellada sigulentel.

De acuerdo con une forma de realizacién del presen=
te invenio%?ae ha comprobado que la novobiocina se puede pué
rificar y aislar mediante acidificacién de una solucién als
calina de esta substancia. El antibidtico} débilmente dcido?
es esencislmente insoluble en soluciones dcidas acuosas] ¥y,
por tantoj este método ofrece un medio muy conveniente de
aislar el producto de la solucién) y de purificarlo notables
mente a la veze Asf; este método puede emplearse para recus
perar novoblocina de soluciones acuosas obtenidas filtrando

el celdo de fermentacién alcalino producido por Streptomyces
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gpheroides cultivados en medios nutritivos acuosos edecua-
dési~en“86ndicionea aerdbicas. Por ejemplo; acidificando el
caldo de fermentacidn alcalino con dcldo clorhfdrico; a wn
pH aproximado de 2, virtualmente toda la novobiocina se pre=
cipita y puede recuperarse fécilmente en forma sélida. Bue~
na parte de los contaminantes o impurezas que exisien en el
caldo de fermentacién son solubles en la solucidn dcida; y
por elle se separan simulténeamente de la novobiocina preci=
pltadas, )

fe ha comprobado que empleando este método de aislar
y purificar la novobiocine presente en el caldo de fermenta—
cién; la precipitacidn del antibié%icé se efectia ventajosa=
mente empleando diatomite filirante u otra substancia simi=
lare Cuendo se precipita novodiocina de este moﬂoﬁ-se racu?
pera répida y convenientemente por filtracidne. Al precipitar
asly se ha comprobado que la adicién de unas 5 lbse de diato®
mite filtrante por 100 galones de soluci¥n cargada de novo=
bioocina @ suficlente para obtener un precipitado fdcilmente
filtrable. 8in emhargd? se pueden emplear cantidades mayo;
res o menores de substancis filtrante, segﬁh la solucién par=
ticular de que haya de precipitarse la novobiocina.

Al aislar la novobiocina de sus soluciones alcalinas

 acuosas obtenidas de caldos de fermentacidn, encuentro ven=

tajoso emplear un #oido halohfdrico} como el clorhfdrico’ pat
ra acidificar el caldo; aungue también sirven pa:a este £in
otros foidos que no alteren el entibidtico. EL empleo de feii
do clorhifdrico es particularmente ventajoso, porgue muchas
de las impurezas contenidas en el caldo de fermentacién son
solubles en solucifn acuose de dcido clorhfdrico, y por eso
se pueden separar fdcilmente del antibidtico precipitados

De acuerdo oon otra forma de realizacién de este in=
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vento, se ha visto shora gue puede purificarse ademds la

novobiocina natural obitenida por precipitacién a partir de
caldos de fermentacién acidificados, disolviendo al efecto
el producto precipitado en un disolvente soluble de le novos
biocina; como etanol; metanol; acetona, dioxano} metiletilz
cetona y sus aniiogos? evaporando el disolvente de la selﬁ%
cifn resultente) y extractando con butanol; una solucién acuo
sa alcalina del residuos Esta extraccién con butenol se
realiza mejor empleando una solucidn slcalins del antibidtiz
co ajustada a un pE 9y aproximademente; de ese modo, la sel
monosédica de novoblocina pasa a la capa de butanol y se
separa de las impurezas contaminantes insolublqa'Qn este di=
solventes

Otro método de purificar el precipitado de novobiooci~
ne natural obtenido acidificando caldos de fermentacién acuo-~
sos comprende la trituracidn de este producto con éter de
petréleo, a fin de separar las impurezas que precipiten con
la novobiocina, sin perjuicio para esta substancia. Esta
purificacidn es muy ¥Ytil para eliminar subproductos oleosos
de fexrmentacidn gue precipiten con la novobiocinas Por cons
siguiente; la novobiocina recuperads de los extractos buta=
nélicos mencionados se purifica convenientemente por tritud
racifn ocon dter de petrfleos Por ejemplo; los extractos bus
tanflivos se pueden evaporar para eliminar el disolvente, y

los residuos resultantes se disuelven en una solucién acuosa

aloalinsy para precipitar luego la novobilocina por acidifi=
cacién, ocomo se ha explicado. Despufs de recuperar y secar
la novobiocina precipitada; a presién reducida; el productoe
asf obtenido se tritura bien con éter de petréleo; para elis
minar un 20 a 25% de los subproductos oleosos de fermenta=

cién remanentes en el curso de purificaciones anteriores,
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De conformidad con otros modos de realizacidn de

este invento, se ha comprobado que se purifica la novobioci-
na natural poniendo en inmediato contacto una solucidn de no-
vobiocina en un disolvente soluble, como metanol, etenolj
acetona, diozano, metiletilcetona y sus anflogos, con al¥mi-
na lavada con dcido. Debe utilizarse una relacidn de al¥mi-=
na de 50:1, basada en el total de sélidos de la solucidn de
carga, para obtener una purificacién satisfactoria. Esto
puede hacerse por lotes; mezclando la aldmina lavada con dciZ
do, oon una solucidn del antibidtico, separando por filtra-
cién la al¥mine que contiene las impurezas adsorbidas, y re-
cuperando el antibidtico impuro de la solucién resultante,

~ 8in embargo, =s preferible purificar con aldhina
lavada con dcilde haciendo pasar una solucién de novobios
cins por una columna de aldmina lavada con dcidoy y lavando
la columna con un disolvente adecuado de la novobiocina.
De este modo se purifica mucho este antibidtico, y se recu~
pera en forma cristalina del lfgquido que sale, A4l purificar
en columna la novobiccina, se ha encontrado particularmente
ventajoso emplear una solucién de novobiocina en etanoly y
recuperar el antibidtico de la columna de aldmina lavando A
con més etanol, porque puede recuperarse novobiocina en cris=
tales del eluato de etanol resultante concentrando éaste has=
ta un pegquefio volumen, y dejando reposar la solucién acnosa
de etanol hasta que cristalice el producto buscados Si se
guiere; el producto cristalino as{ obtenido se puede purifil
car nuevamente por recristalizacién en acetona y éter de pe=
txéleo, a fin de obtener novobiocina oristalizada substan~
clalmente puras. Los cristales impurocs de novobiocina pue=
den disolverse al efecto en acetona anhidra; hasta una con

centracidn aproximada de 5%, agregando luego €ter de petrd=
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leo suficiente para producir un ligero enturbiamiento.

Por reposc, la solucién resultante deposita cristales de
novobiocina esencialmente pura, Durante esta reorista-
lizacién} se ha encontrado tambidn conveniente purificar de
nuevo tratando la solucidn acetdnica de novobiocina con car=
Yén vegetal activado; retirando este material; y afiadiendo
fter de petrfleo a la solucidn filtrada de acetona, con lo
que se obtienen cristales de novobiocina esencialmente pu=
Tae .
los medios descritos aguf para aislar y purificar
novobiocina pueden emplearse por separado para purificar no=
vobiocina que contenga diversas impurezas. También es po=
sible combinar estos procesos pera recuperar'y purificar
novobiocina contenida en caldos de fermentacién, a fin de
obtenerla en cristaless Como es evidente para los enten=
didos en la materia; puede alterarse el orden de las ope=
raciones, y en ciertos casos es posible gue alguna de estas
operaciones no sea necesaria para purificar una determina=
da novobiocina impurae.

Los ejemplos sigulentes son formas ilustrativas de
realizacidn del procedimiento descrito para aislar y puri=
ficar novobiooinas, ’

EJEMPIO 18,=

~ Be aisl¥ novobiooina purificada de un caldo de ferd
mentacién preparado cultivando Streptomyces spheroides en
un medio mutritivo acuoso,; como sigue: ‘

‘ Después de filtrar todo el caldo & un pH 9, se afia~
dieron 5 1lbs. de tierra de diatomeas (Hyflo Snpbrcel) por
100 galones de celdo filtrado. E1 caldo se acidifiocd lems
tamente hasta un pH 2, con #cido clorhfdrico. Despuds de
diez minutos de agitacién, el lote se filtrd} y la torta se
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lavé con agua. En el filtrado deido no se advirtié acti=
vidad, lLos sdlidos precipitados, sin el material filtran~
te, demostraron une pureze préxima a 0,20,3%.

La torta resultante de precipitar coh_éeido se ex=
tractd dos veces con metanol acuoso al gﬁ%g ajustando a un
pH éﬁ enpleando aprozimadamenxp 1/10 del volumen de caldo
primitivo para cada extraccién. Ia recuperacién total me=
diante esta extracolidn fué de un 80% de la bioactividad to-
tal contenida en el oald6§ Los sflidos en solucién tenfan

una pureza de 1 a 1,5%.;

La solucidn acuosa de metanol se concentr6 hasta ob=
tener uga solucidn acuosa de alrededor de 1/10 del volumen
de la solucidn metandlica primitiva. Se ajustd el pH a 9
oon sosa cafistics, y la solucidn se extractd dos veces con
volémenes iguales de nébutanoi;g La relacidn aparente de dis™
tribucidn con pH 9 es de 40:l; aproximadamentes Los sélidos
oontenidos en el extracto butandlico tenfan una pureza de
4=6%; )

, El extracto butanSlico se concentrd a 1/10 del vos
lumen pzhmitivo? y se afiadieron a 15 voldémenes de agua a wn
pH 9 Se agregd material tiltrante (Hyflo Supercel); en
cantidad aproximada de 05 5q/ga16h, a base del volumen pri-
mitivo de caldo; y se ajustﬁflentamento el pH a 2; mediante
adicién de cido clorhfdrico, Toda la substancie bioactiva
se preoipita sobre el material filtrante y se separa asf.

La pureza de los sélidod? exceptuando el material filtran§
te; era de un 10 a 12%.

Le torta se desecd en vacio a 4020, se desmenuzd y

. triturd con éter de petrdleo, hasta que el filtrado salid

incoloro. Esto elimina 20 & 25% de los sélidos presentes’
y elimina los productos oleosos inactivos de fermentacién
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remanentes de las operaciones anteriores. No se perdié

bioactividad por esta tritnracién, y los sélidos remanen-
tes dieron 12 a 154 de pureza,. _.

La torta se extractd con etanol anhidro hasta que
los extractos etanélicos salieron de color muy débilmente

amarilles Estos extractos se reunieron y concentraron has=

ta una solucidn de 151 a 20% de sflidos, con un ensayo bio~
1ézico de 200.000 u/o.’d.'i’j‘ aproximad,amente—;. La pureza de
este material sélido era de 20 a 30%, con un {ndice bioldd
gico de 1000 a 1500 u/mge '

La solucidn etandlica concentrada se sometid a oxo=
matogratda sobre slémina lavada con éoido.. ‘Se requiere una
relacidn de alifmina de 50:1; basada en el total de sflidos
presentes en la solucién de ca.rgd;‘f para obtener una puris
ficacién satisfactorise El material activo pasa por la co=
lumnay; mientras que gran parte de los sdlidos extrafios pre=
sentes quedan en ella. Ia columna de aldmina se eluyé con
etanol; para reouperar 1a novobiooinai Aproximadsmente
95% de la bioactividad se hallaba en 2,5 a 3 espacios hues
cos de la colummas |

TABLA 1,

- P Vi

Yolumen (c.ce) Ensayo- biolﬁ- mg/cjey;  W/mgs Unldades;
g:l.oo gyo.oﬂ — total

Carga cole. 1000 220,000 265 830 220 x 106
Fraccién 1%1000 460 2.5 185 0:A6 x 106
Fraceién 2 1000 42,000 19.6 2140 42 x 106
Fracoién 3 1000 76,000 313 2420 76 x 106
f‘raccién 4 1000 62,000 22,3 2780 62 x 106
Praccién 5 1000 37,000 134 2760 37 x 106

Fracoifn 6 1000 133000 4¢5 3020 13 x 106
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Frecoién 7 1000 45500 133 3450 4.5 x 106
Promedio 7000 33,500 13;2 2520

Volumen de altfmina = _8.000 CeCe

Volumen de huecos = 2.600 ceCe

l{nea anche
% (primer color).

~ El eluato etandlico de la columna de alémina se con-
centrd a un 5% de sélidos. Se afiadid agua hasta enturbia<
miento, empleando poco mds de un volumen igualjy y se dejé ,
cristalizar el antibidtico. Ia cristalizacidén fué muy 1on-’i
tas Al cabo de cinco dfas gquedaba ain en los 1fquides so=
brenadantes haste 15f de la biocactividad primitivas Ia agi=
taoidn y/o los cambios de -bempe'r'latura parecen influir poco
en el ritmo de la cristalizacidne. Ia novobiocina cristalizas
da 418 una potencia bioldgica aprox.imada de 2500 a SOOO w/mge:

Este material cristalino se disqlviﬁ en acetona anhi=
dra para dar una solucién al 30%.‘ La solucidn se tratd con
una cantidad de Darco G60 igual al doble del peso del mateZ
rial oristalino disuelto. El Darco se separéd por filtraciém,
J se 'lav# repetidamente con acetona para diluir la solucidén
hasta una concentracién aproximada de 5% de sflidose Se afia~
a1é Eter de petrdleo hasta enturbiamioz}to*‘}f Y se dejd oriss
talizar 1a novobiooina. Se recuperd asf{ 90 a 95% de la bio—
actividad, y la novobiocina cristalizada obtenida 416 un {n=
dice bioldgico de 4500 a 5000 u/mge.

Puede producirse un caldo de fermentacidn para pres
parar novobioocina por fermentacién sumergida del siguiente
modo:

Un frasco de Blake con 25 ml. de medio nutritivo de
agar acuoso estéril) de la sigulente composicién
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Extracto de levadura

Dextrosa 1‘%
Fa,HFO, 0;12%
332304 03075¢
¥ 80, 7H,0 o;osf
Agar 2%

disuslto en agua, se inoculd con tierra tomada de un oultis
vo en suelo de Streptomyces spheroides MA-319 (NRRL 2449); '
y =e incubd a 262C durante cuatro a oinco dfas’ hasta espo>
rulacién abundante. N _

) Se afiadieron luego 20 ml, de agua esterilizada al
contenido del frasco de Blake; y se rasparon las esporas pa~
ra obtener una suspensidn, Unos 5 ml, de la suspensidn de )
esporas resulitante se agregaron a un metraz de Erlenmeyer
de 2 litros; con pentalla de direccién; que contenfe 750 mli
del siguiente medio acuoso esterilizado:

Extracto de carme de buey 0,3%
Hidrolizado de casedna (amina NZ) 1%
Dextrosa o i 1%
Cloruro sédico 058

‘con pH T;2 aproximademente. Se tapd luego el matraz con ald

godfn; y se incubé a 2620 en un agitador giratorio durante
48 horas. 4 _
El cultivo vegetativo as{ preparado se afiadié luego

a une vasija de fermentacién de acero inoxidable, de 50 galoZ
nes de capacidad, que contenfa unos 25 a 30 galones de un me=
dio esterilizado de carne de buey; con la composicidn mmtes
citadas Despuds de agregar 3% de Alkaterge O (oxazolina subsz
titufda) en aceite mineral como agente gntiespi;:goo*’;" el medio
ge incubd a 260C durente 48 horas. En el transcurso de este

periddo de inoubacidny se agité el medio) y se hizo pasar a
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través del mismo una corriente de aire esterilizado, a ra-
zén de unos 3 opms; ,

En una vasija de fermentacién de acero inoxidable;
de 200 galones de capacidad; se cargardn seguidamente 100

galones de un medio acuoso que contenfa estos ingtedientes:

Harina de soya (Staley 45=50) 3%

Dextrosa 2%
Solubles de destilerfas 0,755
Cloruro sédico . 0} 25%;

con un pH 7,1 aproximsdemente. Despuds de esterilizar el
medio con vapor a unos 12020, durante treinta minutos: o
inoculd la carge con un Biiﬁ del cultivo vegetativo prepa=
redo en la vasija de 50 galbnes; como ya se ha descritoé}’
Luego se incubd ls carga & 2620, sgitendo y aireando & ras
zén de 12 pids ofbicos por minuto, Al cabo de 96 horasy el
caldo fermentado que contepih novobiocina tenfa una activi-
dad aproximada de 410 u/ml. '

La novobiocina reacciona como un compuesto orgdnis
co feido; y se disuelve fécilmente en soluciones alcalinae
tales como las soluciones acuosas de hidrdxidos, carbonatos
¥ bicarbonatos de metales alcalinos; y también en metanol;
etanol; butanol normalj butanol secundario; €oido acéticof
dioxano; acetona; y metiletilacetona; Es insoluble o escas
samente soluble en #ter; benceno; acetato de etiloﬁgcloroi
formo, tetraclorurc de carbono, dicloruro de etileno), agna
y écidq clorhidrico. La novobiocina puede precipitarse de
une solucidn alcalina por acidificacidn.

Se ha obtenldo novobiocina en dos formas cristalinach
poxr los métodos antes descritose Una de.ellas; que se pre=

P

senta en rosetas; funde a unos 152515490; la otra; con as:



15

20

25

=12 & E! gzgg:z!gzﬁ ﬁkﬂk.;

pecto de agulas planas, ha dado un punto de fusidén de unos
170=1728C, Ambas formas se producen juntas a veces; y pue-
den gepararse por medios mecénicoss;

Una solucién de novobiocina en hidrdxido sédico /10
muestra une caracterdstica de absorcién ultravioleta con
mékimoualrededor de 3070 R (B4 600)e Une solucién de novo=
biocina en foido clorhfdrico §/10 en metanol acuoso; af
as{mismo una caracterfstica de"abso;ciéh ultravioleta con
méximo alrededor de 3240 R (B% 390).

El espectro de absorcidn infrarroje de una muestra
de nnvobiociné emorfa substancialmente pura; suspendida en
un aceite mineral (Nujol), se tomf en un espectrofotémed:
tro de rayos infrairojos Baird Associates MNodel 128, con

prismas de clorurd sﬁdico% y rresentaba varios picos carac~

 tertfsticos los més significativos de los cusles correspon=

den a las siguientes frecuencias; expresadas en micrones:
53856 (anoho); 6,105 6;21; 6,30, 67497 65637 7,43T;6 (gncho
resaltado); 7,785 T;96; 8;27 (aébil); 8760 (resalto); 8;7
(Tesalte); 97135 9740, 1010;1 (ancho); 10;28; 10,60 (encho);
12212330 (ancho); 12560512275 (ancho)j 13707 y 13;39. Ia
muestra de novoblocina amorfa émpleada para determinar éstg
espectro se prepar& partiendo de otra.mnestra de novobioci-
ne cristalina, por el siguiente método de ”normalizaciéh?f
A una solucidn de 1 g. de novobiocine cristalina en
100 ml. de acetona, se afiadid aprisa 1 litro de &ter de pe=
tréfleo; y luego se separd de la solucién novobiocina amor=
fa. ﬁl producte precipitado se recuperd por filtracidny se
lavé con #ter de petréleo; y finalmente se secd a 1002C, a

~

presién reducidas _ ,
Ia novobiocina contiene los elementos cearbono; hi=

drdgeno’ nitrdgeno y oxfgenos He agud el resultado del ands
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1isis elemental de una muestre de novobiocina cristaline:

Carbesto 60724260265
Biarégeno  6;5636;49%
n’itrgggm 4"}9:86%

Oxdgeno 29,3

| Ia novobiocina es una substancia cida; que forma sa=
les al reaccionar con bases, Por reaccidn de novobiocina con
un equivalente de hidréxido sédico, se obtiene la sal mono=
sddica de novobiocina; y la reaccidn con dos equivalentes de
hidréxido sddico proporciona la =al disfdicae. De manera and=
loga; al reaccionar novobiocina con otras bases inorgénicas)
pueden obtenerse las correspondientes sales metélicas. lLa
reaccidn de novobiocina con una base orgénica, por equpio%
con una amine; d€ las correspondientes sales de amina; asd
al reaccionar novobiocina con metilamina se obtiene le sal

de metilamina de la novebiocinas ‘

El carfoter dcido de la novobiocina es tembién una
caracterfstica distintiva de este nuevo antibidtico; tritus
rando una muestre de novobiocina con hidréxido sddico se ob=
tienen dos grupos bfsicos de combinacidn: el primero} gque
constituye la sal monosfdica, se produce a un pH 7 aproximas
damente, y tiene un pico alrededor de 3;8; y el segundo sobre=
viene con un pH aproximado de 11} y tiene un pico aproximade
de 9,4. * |

Ia novobiocina oristalizada posee una actividad mis
crobioldgica de unas 4000=5000 w/mg., determinada poi métos
dos normales de difusién en placas, empleando Bacillus megats
herimm ATCC 9585? v une forma substancialmente pura de novos
biocine como patrﬁhs, El métode de valoracidn es el mismo
aplicado para la bacitracinai ”
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Ia novobiocina inhibe en principic el desarrollo de
microorganismos grampositivos, y muestra igualmente alguna
actividad contrs los gramnegativos. Entre los gérmenes cuya
reprodunccidn se detiene con concentraciones muy bajas de

novobiocina o sus sales, pueden mencionarse los siguientes:
Miorococcus pyogenes vare glbus, Mspyogenes var. gureus;

Diplococcus preumoniae; Corynebaoterium diphtherise tipo
gravis?'ééigdightheriae tipo intermedius; Goridipﬁheri&e

tipo mitise Corexerose; Cors renslej Neisserip meningitidis}

Sarcina lutea (VD)f’Msauroﬁsf'mggzogenes var. gureus resis=
tente a la aureomicina) y Mepyogenes var. aursus resistente
a la penicilina, ‘ | .

Por ejemplo, la sal sédica de novobiocina, ensayada
por le prueba de dilucidn sobre agar en estrfas, resultd de=
tener la reproduccifn de diversas cepas de Higzggenea Vare
aureus; Mspyogenes var. albus, Neisseris meningitidis (ndm,
é745—§ Bgrciné lutea (VD)i a concentraviones inferiores a
0,5 moge. por mililitro. Este nuevo antibiético y sus seles
afectan asimismo én diversos grados a otros microorganisﬁ,
mOSe.

La novobiocina y sus sales son eficaces agentés an-
timicrobianos. Por ejemplo; se pueden utilizar para elimil
par microorganismos sensibles de materisl faxmacéutico o sus
andiogosj o para separar ciertos microorganisme de solucio=-
nes que contengan mezclas de varies microorganismos. Tam—
bién sirven la novobiocina y sus sales para el tratamiento
de animales infectados por microorganismos sensibles a la

accién de este nuevo antibidtico.
La novobiocina y sus sales tienen actividad contra
estafilococos resistentes a la penicilina, y también contra

estreptococos y neumococos. Como estos microorganismos son’
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los causantes de la mayor{a de las infecciones respiratorias
bacterianas, la novobioocina puede usarse en el tratamiento
de tales infecciones en el hombre. Pare ello, puede adminis<
trarse la sal sédica de novobiocine por via bucali en forma
de cépeulas que contengan; por ejemplo, unos 100 a 500 mge.
de antibiftico; hesta una dosis dlarie de 1 a 2 gramose

' Ia novobiocine es tembién eficaz en el tratamiento
¥ la represidn de enfermedades de plantas, Asf; puede em-
plearse para combatir la rofia o grasa de las habitmelas?
causada por el Xanthomonas phaseoli; a tal objete;‘se rie=
gan las plantas con una solucidn acuose que conxieﬁe alre-
dedor de 100 partes por millén de la sal sddica de novobio=
cinae Tales aspersiones pueden contener diversos humectan=
tes o difusores y/u otros activantes, y pueden prepararse

de acuerdo con métodos bien conocidos en la especialidad..

Se reivindica como objeto de esta patente:

lgé‘Procedimiento para purificar novobioocina; gue
comprende acidificar una solucién alcalina de novodbioocina
Yy recuperar la novobiocina que precipita. »

2+~ Procedimiento para purificar novobiocina, que
comprende aciiificar con cido clorhfdrico una solucién als
calina de novobiocina, hasta un pH aproximesdo de 2; y re=
cuperar la novobiooina precipitedas:

3e= Procedimiento para purificar novobiocina a par—
tir de caldo de fermentacidh;.Que comprende acldificar mn
caldo de fermentacidn alcalino filtrado y cargado de tierra
de diatomeas, con 601&9 olorhidrioo?‘hasta’un PH aproximado
de 2, y recuperar la novobiocina precipitadas
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4o Procedimiento para purificar nsvohiocinaﬁ’qné
comprende poner en contacto immediato una solucidn de novobio=
cina impura en un disolvente orgénico; con alémina lavada con
‘ciﬁo? en cantidad ?qnivalehte por lo menos a 50 partes en
peso de al¥minaj por una parte de los sélidos contenidos en
1a soluocién; separar la al¥mina con las impurezas adsorbidasy

Yy Trecupsrar una solucidn que contiene novobiocina purificas

. =~
da,

' 5.% Procedimiento para purificer novobiocina que cdm?
prende hacer pasar una solucién de novobiocina impﬁra en
etanol por una columna de aldmina que contiene una cantidad
de 6xiqo de aluminio equivalente por lo menos a 50 partes
en peso, a base de los sdlidos de la solucién etanflica; la~
var dicha columna con etanol, y recuperar la novobiocina pu=
rificada de la solucién etandlica resultantes

6 Procedimiento segfn la reivindicacidn 5; en el
que la novobiocina se recupera en forma cristalina concend
trando la solucidn etanflica hasta un 5% de sélidos; afias
diendo suficiente agua para producir enturbilamiento; y de=
jando reposar la novobiocina en la solucidn resultante, de
donde se recoge la novobiocina cristalizada que precipitea.

Tet= Procedimiento para purificar novobiocina, que
comprende afindir &ter de petrdleoc a una solucién de novobio=
cina en acetona, en cantidad suficiente para formar una so&
luci¥n turbie, y dejar que oristalice la novobiooina de 1la
solucidn resultante,, )

géﬁ Procedimiento para purificar novobiocin;é

Esta memoria conste de diez y siete pfginas; escri-~
tas por una sola car;.

BARCES
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