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» Procedimiento de fabricacidn de un antibidtico &cido ”

==3000:
Memoxdia Descriptiva
Este invento se refiere a la fabricacién de nuevos

agentes antibidticos y a los procedimientos para prepararlos,

Méskconcretamente afecta a la fabricacidn de una nueva subs—
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tancia antibidtica Que en el primer momento se designé con
el nombre de cathomycina pero que definitivamente ha recibi-
do el nombre de novobiocina, y a procedimientos bara su pro-
duccidn. -

El descubrimiento de las notables propiedades an-
tibidticas de 1a renicilina suscitd en este campo un gran
interés, que ha conducido al hallazgo de muchas otras subs-
tancias antibidticas valiosas, tales como estreptomicina,
estreptotricina, gramicidina, subtilina, bacitracina, clo=
rotetraciclina;‘oxitatraciclina; terramicina, etce En ge-
neral, tales antibidticos son particularmente activos con=<
tra ciertas bacterias gramnegativas; otros lo son contra
bacterias grampositivas, y los hay dotados de actividad tan-
to contra las bacterias grampositivas como contra las gram—
negativase Sin embargo, la actividad de estos conocidos
antibidticos se limita usualmente a unos pocos microorga-
nismog patégenos, ¥ se ha continuado traba jando en este
dominio con propdsito de encomtrar otros antibidticos efi-
caces contra gérmenes patdgenos distintose

Aungue algunos de estos antibidticos han resultado
ser gumamente dtiles en el tratamiento de diversas dolen=
olas, se ha comprobado que ciertas cepas de algunos gérmenes
patdgenos adquieren resistencia s un determinado antibid-
tico;‘que por ello deja de ser activo contra tales cepas o
razas resistentes,

Por consiguiente, las deficiencias de log antibid
ticos conocidos han estimulado nuevas investlgaciones para
hallar otros antibidticos activos contra una escala mds am—
plia de agentes ratdgenos y de cepas resistentes de deter-—
minados microorganismos,

Un objeto del presente invento es proporcionar un
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nuevo y dtil antividtico, muy eficaz para detener el de-
sarrollo de bacterias patégenas, en particular de microor-
ganismos grampositivos. Otra finalidad es la de habilitar
un procedimiento para breparar esta nueva substanciag por
fermentacidn de medios nutritivos con cepas apropiadas de
un microorganismo desconocido hasta ahorae. Otros obje-
tos se deducirdn de la siguiente descripeidn detallada.

La nueva substancia antibidtica del presente in-
vento se obtiene cultivando, en condiciones vigiladas, una
especie antes desconocida de microorganismo; que se ha deno-=
minado Streptomyces gpheroides. Este microorganismo se ha
aislado de una muestra de tierra de una antigua dehesa de
Vermont, y ha sido inscrito con el nombre de Streptomyces
spheroides MA-319 en la coleccidn de cultivos de MERCK &
Coey Inc;f'Rahway; Nueva Jerseye Un cultivo del mismo se
ha depositado en la Seccidn de Fermentacidn del Departamen~
to de Investigaciones Utilitarias del Norte, Ministerio de
Agricultura de EUA., Peoria, Illinois, y agregado a su
coleccidn permanente de cultivos con la contrasefia NRRL 2449,

Las caracterdsticas morfoldgicas ¥y evolutivas del

Streptomyces spheroides se exponen en la tabla siguiente:

STREPTOMYCES SPHEROIDES

Morfologdia: (Estudiada sobre YED, sacarosa de Czapek,
' -Y agar glucosa-asparagina)

Esporas ovales, de 0,7 a 1,1 » de ancho por
15 a 2 (" de largo,. Algunas espirales es<
t&a abiertas, pero la mayorfa estdn cerra-
das y compactase En algunas zonas, las es-
plirales se wven apelotonadas,

Sacarosa de Vegetgoidn rdpida y sin incidentes. Mice-
Czapek lio aéreo blanco profuso, tefiido de color
crema & gris olivaceo, ﬁo profundiza en el
medio, ni hay pigmento soluble. Reverso
blanco, que se torna pajizo. Vegetacidn

superficial brillante,.
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Gelatina

Agar glucosa-
asperagina

Agar glucosa-—
peptona

Caldo gluco-
sado

Lache

Cufla de pata-—
ta.

Agar almiddn

Agar nitrato

Agar glucosa
nutritivo.

Agar leche

Zanahoria
Citratos

Temperatura
ptima

Indol
Agar tirosina

La licuacidn comienza a los dos o tres dfas,
y queda terminada en diez u once dfas, No
hay pigmento soluble, Color crema, sedimen~
to coposo,

Micelio aéreo blanco abundante- que se vuel-
Ve gris. No hay pigmento soluéle;

Vegetacidn amarilla moderada. Micelio dereo
blanco grisdceo. Reverso pajizoe. Sin pig=-
mento solubles

Pelfoula, Al agitar, cae al fondo del tubo,
No hay pigmento soluble, Pelfcula superfi-
cial en cultivo antighio.

A 2820, siete dfas, no hay variacién; cator=
ce dfas, pH 7 en el anillo marginal; 15-23
dias, coggulacidn y peptonizacidn incipien~
te; 23 dfas; pH 6,5." Coagulacidn completa
en 45 dfas,

A 372, no hay vegetacidn,

Lenta. Vegetacidn blanca exigua en siete
ddas; a los 14 dfas, vegetacidn gris densa,
Micelio adreo grise ILa patata toma color
rardo oscuro,,

Almiddn soluble: cuatro afas almiddn hidro-
lizadoe. Vegetacidn densa; micelio adreo blan-
CO; reverso crema a pajizo. Pécula de rata~
ta: cuatro afas; féoula hidrolizada, Vegeta~—
cidn densa; vegetacidn transparente; incolo=-
ra, gue vira a gris hasta blanco griséceo;
micelio adreo blanco,

Dos dfas: d€bil reduccidn a nitrito, Cuatro
dfas: a8bil reduccidn a nitrito,

Vegetacién incolora moderada, Micelio aé-=
reo blanco abundante; reverso pajizo pdlido.
No profundiza en el medio,

Hidrélisis de casefna Solamente debajo de las
colonias,

Vegetacidn blanca muy densa,
Vegetacidn muy escasa,

20 a 2620: Buena vegetacidn,

288C; . Vegetacidn excelente,
37203 No hay vegetacidn,
508C: No hay vegetacidn,
Negativa.

Micelio adreo blanco abundante; sin pigmento.
Dieciocho dfas: pigmento rajizo; sesenta dfas:
pigmento soluble pardo 08CUYO .
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-5 -

228443

Micelio aéreo blanco abundante; pigmento
soluble pajizo a ambarino. $Sin profundizar
en ol medioe Reverso de color cremae

Vegetacidn blanca abundante en forma de
pelfcula, Sedimento blanco en el fondo
del tubo, adherido a las paredes, por en-—
cima y debajo del nivel de 1fquidoe. ReWer-
so de color pajizoe.

No hay vegetacidn.

Micelio adreo blanco en cantidad moderada,
como la profundizacidn en el medioe. No
hay pigmento solublee Reverso incoloros

Reaccidn alcalina; no dan gases adonita,.
arabinosa, celoblosa, dextrina, dextirosa,
galactosa, lactosa, levulosa, maltosa, ma-
nita, manosa, rafinosa, ramnosa, salicina,
sacarosa y xllosae

La precedente descripcidén del microorganismo produc~

tor de movobiocina se ofrece como ilustracién de cepas ade-

cuadas de Streptomyces spheroides que pueden servir para ob-

tener novobiocina; pero ha de entenderse que @l presente in-

vento no se limita a microorganismos ajustados a esta des—

cripoidn particulare E1 invento comprende igualmente el em-

pleo de otras cepas de Streptomyces spheroides que son mutan-

tes de los microorgenismos descritos, como las obtenidas por

seleccidn natural, o con ayuda de agentes mutantes, por e jam-

plo, aplicacidn de rgyos X o de rayos ultravioleta, mostazas

nitrogenadas, y otros andlogose

Teniendo en cuenta que el Streptomyces spheroides

es sapréfito, y es psicrdfilo a mesdfilo, que no produce pig-

mento soluble en ningdn medio orgdnico, exceptuando uno es-

pecial gque contiene abundante pirosina, y que el micelio aé-

reo es abundante, blanco o incoloro, la especie mds afin des—

crita en el "bergey’s Manual of Determinative Bacteriology’,

68 edicidn, es Streptomyces albus.

Descripciones més recientes de cultivos afines; apa=

recidas desde la publicacidn del Bergey’s Manual, comprenden
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Streptomycas globisporus, Sireptomyces farinosus, Streptomy-
ces longisporus y Streptomyces annulatus, especles resefiadas

en la obra "Actinomycetes and Their Antiblotics”, de Waksman

y Leohevaliér.
Bl Streptomyces spheroldes puede distinguirse del

Ssgloglobisporus y del S.farinosué porque produce cadenas

esplirales apretadas de conidios, mientras que las otras dos
especies no dan esplralese. la formacidn de espirales, o su
ausencia, constituyen una caracterfstica distintiva esencieal

entre especies de Streptomycese

El S.spheroideg puede aistinguirse del Selongisporus

por el hecho de que noﬁpresente las esporas cildndricas de

extremos bien definidos que caracterizan al S.longisporuse.
El S.spheroides puede distinguirse del Seannulatus

a bhase de gque no produée los anillos concéntricos de vegefaé

cidn que caracterizan al S.annulatus.

El S,spheroides difiere delﬁs.albus en dos caracteres
fisioldgicos. El S.albus reduce nitrato a“nitrito; y apenas

se encuentran nitritos déspuéa de cultivar Sespeheroides.

Las carscterf{sticas de vegetacidn de los dos cultivos difieren
también de modo apreciable en cufia de patata; ¥y, sobre todo,
el Sespheroides produce conidios en esplrales apretadas, a
veces tanto qué parecen esferas compactas de esporas empaque-
tadas. Este cardcter se puede reproducir en cultivos suce—

sivos de S.sphercides, y es tan notable que distingue clara—

mente su cultivo de éualquiera de los muchos de Sealbus exami-
nadose

La novobiocina reacciona como un compuesto orgénico
dcido, y se disuelve fdcilmente en soluciones alcalinas ta-
les como soluciones acuosas de hidrdéxidos, carbonstos y bi=

carbonatos de metales alcalinos, y también en metanol, etanol,
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butanol nomal, butanol secundario, acetato de etilo, deci-
do acético, dloxano, acetona y metiletilacetona. Es inso-
luble o escasamente soluble en €ter, benceno, cloroformo)
tetracloruro de carbono, diclo¥uzo de etileno, agua y £cido
clorhfdrico. ILa novobiocina se pusde precipitar de una 80~
lucidn alcalina por acidificacidn..

Lz novobiocina se ha obtenido en dos formas crista-
linas, por los métodos descritos a continuaciéne Una forma
cristalina de novobiocina que se presenta en forma de ro=-
setas tiene un punto de fusidn de unos 152 a 1542C; otra
forma que cristaliza en agujas planas fundid a uﬁos 170 a
1722Ce A veces se obtienen ambas formas juntas, y pueden
separarse mecénicementes

La novobiocina es dpticamente activa, con un poder
zotatorio de [#] 37 = =279 (C; 1 en hidrdxido sédico §), y
de le%5 = =448 (G;"l en‘piridina)s

" Una solucidn de novobiocina en hidrdxido sédico K/10
presenta una absorcidn ultravioleta caracterfstica, con pico
alrededor de 307 mu (Eigm )0)e Una solucidn de novobioc;na
en &cido clorhfdrico N/10 en metanol acuoso, muestra asf-
mismo una absorcidn ultraviolgta caracter{stica con pico
alrededor de 324 mu (EingSO). Una solucidn de novobiocina
en amortiguador de fosfato para pH 7 tenfa un mdximo prin=
cipal en el espectro de absorcidn ultravioleta a 304 mu
(832 350).

El espectro de abscrcidn infrarroja de ung muestra'
substancialmente pura de novobiocina amorfa o submicrocris—
talina, suspendida en un aceite mineral (Fujol), se tomé
en un espectrofotdmetro Baird Associates'Model 12B para ra-—
yos infrarrocjos, empleando un prisma de cloruro s6dioo; y
did varios picos o mdximos caracter{sticos,; de los cuales

los més importaentes corresponden a las siguientes longitu~
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des de onda, expresadas en micras: 5,8-6 (ancho), 6,10, 6,21,
6,30, 6,49, 6,63, 7,4-7,6 (ancho resaltado), T,78, 7,96, 8,27
(aépil), 8,60 (resalto), 8,7 (resglto);‘9;13; 9,40, 10-10,1
(ancho), 10;28; 10,60 (ancho), 12=12;,30 (ancho), 12}60412;75
(anoho); 13,07 y 13,39+ “E1 espectro infrarrojo se represen—
ta en la grédfica de la figura 1 de los planos adjuntos. Ia
muestra de novobiocina amorfa empleada para determinar este
aspectro se prepard de otra muestrs de novobiocina cristali-
zaday valiéndose del siguiente método de "normalizacidn:

A una solucidn de 1 g de novobiocina cristalina en
100 ml. de acetona se afiadid con rapidez 1 litro de dter de
petréleo, y luego se separd de la solucidn novobiocina amor-
fa. El producto precipitado se recuperd por filtraci6n; se
lavé con éter de petrbleo, y se seod finalmente a 1002C y
presidn reduaida. ’

Las muestras de novobiocina substancialmente pura,
normalizadas de acuerdo con el anterior rrocedimiento, pre=~
sentan el espectro de absorcidn infrarrojo expuesto en la
figura le. ILas figuras 2 y 3 de los dibujos adjuntos muestran
el espectro infrarrojo de las agujas y las rosetas de novo-
blocina, respectivamente. En estas tres figuras, las orde-
nadas representan la transmisividad, en tanto por ciento, y
las aboisas representan la longitud de onda en micras. Aun=
que las distintas foxmas cristalinas de novobiocina dén di=-
ferentes espectros de absorci&h; segén indican las figuras
2y 3, cuando esas formas se ”"normalizan” conforme queda
explicado, los productos amorfos (o] submiérocristalinos tie-
nen el espectro de absorcidn representado en la figura 1.

La novobiocina contiene los elementos carbono, hi-
drégeno, nitrégeno y oxfgeno. He aquf un andlisis elemental

obtenido a base de una muestra de novobiocing cristalinag
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Carbono 60,24-60, 264
Hidr8geno 6,56=6,49%
Nitrégeno 4,86% |

- oxfgeno 29,%%

Segiin los datos microanalfiticos, la composicidn
de la novobiocina estd comprendido en el margen 030;32H34;
4282%10212°

La novobiocina es una substancia dcida, que forma
sales al reaccionar con bases. Poniendo en reaccidn novo-
biocina con un equivalente de hidréxido sddico, se obtie—
ne la sal sddica de novobiocina. La reaccién con dos equi-
valentes de hidrdxido sddico d€ la sal disédica de novo=
biocina., De manera andloga, al reaccionar novobiocina con
otras bases inorgénicas, pueden obtenerse las correspondien=
tes sales metdlicas. La reaccidn de novobiocina con una
base orgénica, como una amins, proporciona las correspon—
dientes sales emfnicas; si se trata de la metilamina, se
obtiene la sal metilamfnice de novobiocina.

Rl cardcter dcido de la novobiocina es también
un atributo distintivo de este nuevo antibidtico. Valoran-—
do una muestra de novobiocina con hidréxido sddico, se ob-
servan dos grupos bdsicos de combinacidn. ILa primera com—
binacidn para formar la sal monosédica se produce a un pH
aproximado de 7, y tiene un pK aproximado de 3,8; la segun-
da ocurre a un pH de 11, poco mds o menos, y tiene un pK
préximo a 9,4. ILa veloraéidn potenciométirica en una mezcla
de agua y acetona ﬁ3:4) mostrd dos grupos funcionales £ci-
dos, pHy 1/2 aproxe 4,7, pesé equivalente 653, y rH, 1/2
aprox.'lo, pesd equivalente 660-680, La determinacidn de
grupos dcidos por el método de abso;cién ultravicleta did

para pH, 1/2,3,8, y pera pH,1/2,9,4. Una determinacién
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ebulloscdpica del peso molecular de novobiocina en una megz-
cla ageotrdpica de isopropanol y agua dié un valor de 592 +
25

La novobiocina cristalina desarrolla uns actividad
microbioldgica aproximada de 5000 unidades por miligramo,
determineda por métodos normales de difusidén en placa, em-
pleando Bacillus megatherium ATCC 9885, Yy con una forma subs-
tancialmente pura de novobiocina como patrdén,

La novobiocina detime en principio el desarrollo de
microorganismos grampositivos, aungue también muestra algu~-
ne actividad contra microorganismos gramnegativos. Entre los
gérmenes cuyo crecimiento inhiben la novobiocina o sus saleg
a concentraciones muy débiles pwden mencionarse: Micrococcus

pyogenes var. albus, M.pyogenes var. aureus, Streptococcus |
ogenes, FProteus vulgaris, Pasteurella ﬁuitocida; Hemophilus

ertusié; Pasteurells avicida, Diplococeus neumoniae, Cogxnéi
bacterium diphtheriae tipo intermedius, Corynebacterium dipht~
heriae tipo mitis. Cozynebacterium xerose, Corynebscterium )

renale, Neisseris meningitidis, Sarcina lutea (VD), Mepyogenes

var. gureus resistente a la aureomicina, M.piogenes var. aureus
resistente a la estreptomicina-estreptotricina, y Mepyogenes
vare gureug resistente 8 la penicilina.

Por ejemplo, la sal sddica de novobiocina, ensayada
por la prueba de dilucidn sobre agar en estrias, detuvo el
desarrollo de varias cepas de M.pyogenes var. gureus, Mepyoge-

nes var. albus, Neisseria meningitidis (ndm 274) y Sarcina

iutea (VD); a concentraciones menores de 0,5 microge por mi-
1ilitro. La novobiocina ¥y sus sales afectan asimismo en di=-

versos grados a otros microorganismos,

Toleran bien la novobiocina ratones, ratas y perrosy,

después de administracidn peroral simple o repetidae BEn ra-
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tones, la DL50 es de unos 2 g/KGe No se ha demostrado to=
xicldad en ratas o perros tratados con 0,2 ge de novomicina
por kilo al dfa, durante 90 a 140 dfas.

La novobiocina se produce durante la fermentacidn
aerdbica de medios acuosos adecuados, en las condiciones que
seguidemente se describen, por la accidn de cepas de Strep—

tomyces spheroidese. Para la produccidn de novobiocina sir-

ven medios acuosos como los empleados para obtener otros an-
tibidticos. Tales medios contienen fuentes o reservas de
carbono y nitrGgeno asimilables por los microorganismos, y
sales inorgdnicas; ademds, los medios de fermentacidn mues~
tran indicios de metales necesarios para la vegetacidn de
los microorganismos, y habitualmente presente en reservas
complejas de carbono y nitrdgeno del medioce.

En general, son fuentes adecuadas de carbdn asimila-
ble en los medios nutritivos algunos carbohidratos, tales
como azdcares, por ejemplo, dextrosa, sacarosa, maltosa, lac-
tosa, dextrina y sus andlogos, as{ como almi-dones o féculas.
La cantidad exacta del manantial de carbono que se utilice en
el medio dependerd en parte de los otros ingredientes que
éste contenga, pero resulta habitualmente satisfactoris una
proporcidén aproximada de carbohidrato de 1 & 6% en peso del
medioe Estas fuentes de carbono pueden emplearse individual=
mente, o varias en combinacidne

Diversas fuentes de nitrdgeno, tales como hidroliza<
dos de caseina, digestiones papaicas de harina de soya O sSo=-
Ja, harina de cacahuete, harina de aceite de cacahuete, so-
lubles de destilerfa, liquidos de macerar mafz, nitrato sddis
co, cloruro aménico, sulfato amfnico y sus andlogos, son fd-
cllmenete asimiladas por el Streptomyces spheroides, y pue-

den emplearse en medios de fermentacidn para producir el nue-—
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vo antibidtico. En general, encontramos que son muy sa-
tisfactorias para producir novobiocina fuentes orgdnicas de
nitr6geno; particularmente harina de soya y solubles de des—
tilerfa. Las diversas reservas orgdnicas e inorgdnicas de
nitrdgeno se pueden utilizar separadas o combinadas, en can-
tidades de 0,2 a 6% en peso del medio acuosoe

También hemos visto que la adicidn a un medio que
contenga fusntes adecuadas de carbono v nitrégeno, de clo-~
ruro sddico en cantidades comprendidas entre 0,1 y 1%, es
conveniente para producir el nuevo antibidtico., ZEn general),
encontramos muy satisfactoria una proporcidn de cloruro sd-
dico equivalente a 0,25% en peso del medio nutritivo,

A continuacidn se indican ejemplos de medios apro-

piados para el cultivo de Streptomyces Spheroides y la pro-

ducecidn de novobiocinas

12 - Ilarina de soya

~  Cloruro sddico 0,25%
Dextrosa 1~3%
Solubles de destilerfas 0,75%

2¢ -~ Lfguido de macerar mafz 2-6%
-~ Dextrosa 2-4%
32 = Bolubles de destilerfas 36
Dextrosa 1-6%

42 - Solubles de destilerfas 2-6%

La fermentacidn por medio del microorganismo produc—
tor de novobiocina puede efectuarse a temperaturas compren-
didas entre 20 y 372C. Encontramos muy conveniente, para
oblener resultados gptimos; realizar esas fermentaciones a
temperaturas entre 24 y 282Ce El pH de los medios nutriti-
vos adeocuado para cultivarﬂStregtomxces spheroides y produ-
cir el antibidtico puede variar aproximadamente entre 5,5 y
S

Aunque la novobiocina se produce tanto mediante cul-
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tivo en superficie como cultivo sumergido, es preferible
para efectuar la fermentacidn este segundo métodoe Se prac—
tican convenientemente fermentaciones en pequefia escala po-
niendo cantidades adecuadas de medio nutritivo en frascos,
esterilizando €stos con su contenido por calentamiento a
1202, inoculando el material con esporas o con un cultivo

celﬁlar vegetativo de una cepa de Streptomyces spheroides

que produzca novobiocina, tapando flojamente las frascos con
algoddén, y dejando fermentar en un local de temperatura cons—
tante a unos 252C, en sacudidor, durante dos a siete dfas,
Para producciJn’en mayor escala, es preferible efectuar la
formentacidn en depdsitos adecuados provistos de agitador

y dispositivo para airear el medio de fermentacidn. En es—
te método, el medio nutritivo se prepara en el depdsito, y
se esteriliza calentando a 1202C durante un lapso apropila=
do, Después de enfriar, el medio esterilizante se inocula
con una porcidn adecuada de cultivo celular vegetativo de
una c¢epea de Streptomyces spherocides,productora de novobio=
cina, y la fermentacidn se mantiene durante dos a siete
dfas; agitando y/o aireando el medio nutriﬁivo; & una tem-
peratura constante aproximada de 24 a 278C. Este método

de produclr novobiocina es particularmen%e apropiado para
preparar grandes cantidades de este nuevo antibidtico.

Al realizar la produccidn de novobiocina por cul~
tivo sumergido, puede afiadirse al celdo de fermentacidn,
para evitar que se forme demasiada espuma durante la fer—~
mentaciéh; una pequefia cantidad de un antiespumoso adecua-~
do, como aceite de soya, aceite de ricino, aceite de grasa;
octadscanol al 1% en aceite mineral o una oxazolina subs—
titufda que con el nombre registrado de PAlkaterge C” ex-

pende la Commercisl Solvents Corporation‘;‘ 's) abstanci;s and-
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logase

Los ejemplos que siguen se ofrecen con el fin de ilus—
trar métodos de fermentacidn adecuados para producir novobio-
cina.

EJEMPIO 18.-~

En agua corriente se prepard un medio que contenfa 2%

de harina de soya, 1% de dextrosa, 0,25% de cloruroc sddicoj y
0,75% de solubles de destiler{as. Se pusieron unos 25 ml. de
este medio en un frasquito de 75 ml., y se esterilizd &ste
con su contenido calentando a 1202C durante veinte minutos.
Iuego se inoculd el medio esterilizado con un cultivo vege~

tativo de Streptomyces spheroides Ma-319 (NRRL 2449), se ta-

pé el frasquito con algod6n5 gin apretar, y se puso en una
sacudidora, con una amplitud de 1,5 pulgadas a 2892C, durante
seis dfas. Al final de este lapso de fermentacidn, se va-

lord el caldo fermentado por el método de difusidn con Bacie

llus megatherium ATCC 9885 como germen de contraste, y se »
vié que tenfa una actividad de 600 w/mle o 30 meg/mle de no-
vobiocinae.

Efectuando otra fermentacidn como queda explicado,
empleando un medio compuesto de 2% de harina de goya, 3% de
dextrosa, 0,25% de cloruro sddico y 0,75% de solubles de
destilerda, el caldo fermentado resultante dié una potencia
de 256 mcg/mle

Siguiendo los métodos expuestos en el ejemplo 12,
pero con el tiempo de fermentacidn prolongado hasta siefe
dfas, se comprobd que tres medios que contenfan, el 1o, 4%
de solubles de destilerfas y 5% de dextrosa; el 29, o4 de
1fquido de macerar mafz; 5% de solubles de destilerfa y 5%
de dextrosa; y el 32, 26 de centeno molido; 5% de solubles )
de destilerfas y 5% de dextrosa, habfan producido 511 meg/ml.,
720 meg/mle y 740 mcg/mle de novobiocina, respectivamente,
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La producéién de cantidades mayores de novobiocina

EJEMPIO 22.-

mediante fermentacidn sumergida en depésitos apropiados, se
reallza como sigue:
Se inooculd wn frasco de Blake, gue contenfa 25 ml,
de medio de agar acuoso esterilizado, compuesto de
1% de extracto de levadura,
1% de dextrosay
0,12% de Na, HFO,,
0,075% de KH,PO,,
0,05% de Mgso4.7H20;
2% de agary
disuelto en agua, con tierra de un cultivo en suelo de

Streptomyces spheroides MA-319 (NRRL 2449), y se incubd

a 268C durante cuatro a cinco dfas, hasta esporulacién
sufiéiente.

A continuacidn se afiadieron 20 ml, de agua esteri-
lizada al contenido del frasco, y se rasparon las esporas
para ponerlas en suspensidéne Unos 5 ml. de la suspensién
de esporas resultante se agregaron a un matraz Erlenmeyer de
2 litros,; con tabique de direccidn, gue contenfa 750 ml. de
un medio acuoso esterilizado, compuesto de

0,3% de extracto de carnme de buey,

1% de hidrolizado de casefna (NZ amina),

10% de dextrosa,

0,5 de cloruro sddicoy
y con pH aproximado de 7,2 Luego se tapd el matraz con al-
goddn, y se incubd a 262C en un sacudidor giratorio, duran-
te 48 horase )

Bl cultivo vegetativo as{ preparado se 1levd luego

& una vasija de fermentacidn de acero inoxidable, de 50 ga-—
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lones de capacidad, que contenfa 25-30 galones de un medio
de extracto de carne de buey esterilizado de la composgi-
cidn mencionada. Despuds de afiadir una pequefia cantidad
de una solucidn de octadecanol al 1% en aceite mineral, co-
mo agente antiespumoso,; se incubd el medio a 262C durante
48 horass En el curso de este periodo de incubacidn, se
agitd el medio, y se hizo pasar a través del mismo aire es—
terilizado, a razén de unos 3 pifs cibicos por minutos

Iuego se cargd una vasija de fermentacidn de acero
inoxidable de 200 galones de capacidad con unos 100 galones
de un medio acuoso que contenfa los siguientes materiales:

3% de harina de soya (ﬁutritiva especial 4-5 de Staley

2% de dextrosa

6,75% de solubles de destilerfas

0,256 de cloruro sédico;
oon un pH 7,1 aproximasdamentee. Después de esterilizar el
medio con vapor a unos 1202C durante treinta minutos, y de
enfriar, el contenido de la vasija se inoould con un 8,4%
del masterial vegetativo de siembra preparado en la vgsija
de fermentacidn de 50 galones ya citadas ILa carga se in-
cubd entonces a 262C, con sgitacién y aireacidn, al ritmo

de 12 pids ofbicos por minuto. Al cabo de 96 horas, el cal=

do fermentado que contenfa el antibidtico novobiocina te=
nfa una actividad asproximada de 82 mcg/mle

Lé concentracidn de las nuevas substancias antibid-
ticas en los medios de fermentacidn descritos suele oscilar
entre 30 y 400 mcge por mililitro, y los sélidos del caldo
de fermentacién tienen una actividad del orden de 1 a 2
mog/mge de sdlidoe. ILas substancias activas se pueden puri-
ficar y recuperar en forma mds pura por diversos procedi-

mientose Uno de éstos comprende la extraccidn de las subg-
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tancias antibidticas del medio de fermentacién alcalino

con butanol normal o secundarios Otros métodos de puri-
ficacidn que se describen con detalle en la solicitud de
patente de los Estados Unidos, Serial N2, 503,030 de Ed-
ward A.Kaczka, pueden utilizarse para oﬁtener novobiocina
en forma cristalinae Por ejemplo, el antibidtico crudo

se puede purificar en gran medida mediante reprecipitacidn
de soluciones alcalinas con dcido, cromatograf{a sobre ald-
mina, o adsorcidn en resinas interidnicas adecuadas, o com=
binaciones de tales métodoss Un procedimiento para prepe—
rar novobiocina cristalizadsa es el siguiente:

Después de filtrar todo el caldo a un pH 9, se afia~
dieron 9 1lbs. de tierra de diatomeas filtrante (Hyflo Super—
cel) por 100 gale de caldo filtradoe EL caldo se aciduld
a un pH 2 con deido clorhfdrico. Después de diez minutos
de agitacién, la carga se filtrd, y la torta se lavd con
aguae En el filtrado dcido no se descubre antibidtico al-
guno. Los sdlidos precipitados, sin contar el filtrante;
dieron una pureza de 0,2 a O,%%.

La torta del filtro resultante de la precipitacidén
con dcido se extractd dos veces con metanol acuoso al 85%,
a un pH 9, empleando aproximadamentg 1/10 del volumen de
caldo primitivo por cadas extraccidne Io recuperado en to-
tal mediante esta extraccidn fué un 80% de la biocactividad
total presente en el caldoe Los sélidos en solucidn tenfan

una pureza de 1 a 1,5,

La solucién de metanol acuoso se concentrd hasta
una solucidn acuosa de alrededor de 1/10 del volumen de la
solucidn de metanol primitivoe. Se ajustd el PH a 9 con so—
sa cadistioca, y la solucidn se extractd dos veces con vold-

menes iguales de n-butanole Ia relacidn aparente de dis=
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tribuoidn a un pH 9 es de un 40:1. Ia pureza de los sdli-

dos contenidos en el extracto butandlico era de 4 a 6h,

El extracto butandlico se concentrd a 1/10 del vo-
lumen primitivo, y se afiadid a 15 voldmenes de agua & un
PH 9. Se agregd filtrante (Hyflo Supercel); alrededor de
0;5 &/gal., a base del volumen primitivo del caldo, y el
PH se ajustd despacio a 2, mediante adicidn de fcido clor-
hfdrico. Toda la bioactividad precipita en el filtro; y
Se separa por filtracidn. ILa pureza de los sélidos, sin el
filtrante, era de 10 a lZ%,Haproximadamente.

la torta se secé en vacfo a 402C, se desmenuzd y
triturd con éter de petrdleo (unos 180 a 400 ml, para los
sélidos derivados de cada galdn de caldo de fermentacidn);
hasta que el filtrado salfe incoloro. Esto elimina 20 &
25% de los sdlidos presentes, y retira productos oleosos
inactivos de fermentacidn que restan de lag operaciones an—
teriorese No se perdid biocactividad con esta trituracidn,
¥ los sélidos remanentes dleron una pureza de 12 a 154,

La torta se extractd con etanol anhidro, hasta que
los extractos etandlicos presentaron un color amarillo muy
dévil. Estos extractos se reunisron ¥ concentraron hasta
obtener una solucidn con 15 a 20% de sélidos, con un fndice
biolégico de alrededor de 40000 meg/ce.ce Ia pureza de este
material sélido era de 20 a 30%, con un fndice bioldgico de
200 a 300 mcg/mg.

La solucidn etandlica concentrada se sometid a ¢Yo—-
matograffs sobre alduina lavada con cidos Para obtener una
purificacién satisfactoria hay que emplear una relacidn de
aldmina de 50:1, a base del total de sdlidog presentes en
la solucidn de cargse EIL material activo pasa por la colum=

na, mientras que queda en ella uns gran cantidad del mate~
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rial sélido extrafio presente. La columna de al¥mina se la-—

vé oon etanol, para recuperar la novobiocina,. Aproximada~

mente 95% de la bioactividad estaba en 2,5 & 3 huecos de

columnasg,
ABIA I,
Volumen Ensayo bio= mg/cece mog/mg. Unidades
CeCo 1égico (total)
MO/ CeCe
Carga de la col. 1000 44,000 265 166 220 x 106
Fraccidn I % 1000 92 2.5 37 0e46 x 106
Fraccidn II 1000 8,400 19.6 428 42 x 106
Fraceién III 1000 15;200 3143 484 76 x 106
Fraceidn IV 1000 12,400 2243 556 62 x 106
Fraccién V 1000 74400 1344 552 37 x 106
Fraceién VI 1000 2,600 445 604 13 x 106
Fraccidn VII 1000 900 1.3 690 4.5 x 106
Promedio 7000 6,700 13,2 504

Volumen de alimina = 8,000 c.c.
Volumen de huecos de columna = 2,600 cece

% (Primer color).

Los lavados con metanol procedentes de la columna de
aldmina se concentraron hasta un 54 de sdlidos. Se afadid
agua hasta enturbilamiento, empleando poco mds de un volumen
igual y se dejd cristalizar el antibidtico. ILa cristaliza—
oién fué muy lentas Al cabo de cinco dfas, quedaba ain en
los 1{quidos sobrenadantes hasta 15% de la bioactividad pri-
mitiva. ILa agitacidn y/o los cambios de temperatura parecen
influlr poco en la rapidez de cristalizacidne Esta novobio-—

oina cristalina tiene un fndice bioldgico aproximado de 500
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a 600 mcg/miligramoyu

Bl materisl cristalino se disolvid en acetona an-—
hidrs para obtener una solucidn al 30%., Esta solucidn se
tratd con una cantidad de carbdn vegetal activado (Darcol
G-60) igual al doble del peso del material cristalino di-
suelto. El Darco se separd por filtracidn y se lavé repe~
tidamente con acetona, para diluir la solucidn hasta una con-
centracidn aproximada de 5% de sdlidos. Se afindid Ster de
petréleo hasta enturbiamiento, y se dejé cristalizar la novo-
biocinae. Se recuper6 90 a 95% de la bioactividad, y la no-
vobiocina cristalizada obtenida dié un fndice de 900 a 1000
mog/mge

Se producen rdoilmente sales de novobiocina por reac-—
cidn de esta substancia con basese. Los siguientes elemplos
muestran la preparacién de algunas sales, a t{tuloc de ilus-~
tracidne

EJEMPI.O 29 .

Sél ménosgdioa de novobiocinae.

Se disolvieron unos 40 ge de novobiocina en éOO mle
de acetato de etilo; & unos 808Ce Después de enfriar la
solucidn resultante a unos 25¢C, se afiadid una solucién de
3,45 ge Q0 metéxido sddico enﬁ34 mle de metanol, en un perio-
do de veinte a treinta minutose La sal monosddica precipi~
tada se recuperd por filtracién, y se lavd con unos 200 mle.
de acetato de etilo. E1 producto filtrado se secd luego a
702C, durante sels horas, a presidn reducida, y finalmemte
a 558C durante 24 horas, también a baja presidn.

" Ia sal monosddica de novobiocina as{ obtenida se
prepard en forma oristalina disolviendo 1,1 ge en 3 mle de
metanol, diluyendo 1a solucidn clara resultante con 55 ml,

de acetona, para obtener una solucidn turbia, cebando ésta
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con unos pocos cristales de novobiocina sddice, y haciendo
agitar la solucidn a temperatura ordinaria durante unas cua=
tro horas, o hasta completa cristalizacién de la sal sédica.
Los cristales precipitados de novobiocina monosddica resul-
tantes se lavaron con acetona y se secaron a presién redu-
cida.

EJEMPIO 480~

Sal de no%obiocinaAGspiramicina.

A uns solucidn de 5 ge de la sal monosddica de novo-
vioocina en 50 mle de agua Se afiadid, agitando, una solucién
de 4,5 ge de sulfato de esplramicina en 40 ml. de agua ajus-
tados a un pH 7. La sal resultante de novobiocina-espirami-
oina formada precipitd de la solucidn, se separd por filtra-—
cidn y se secd a presidn reducida. El producto sélido as{
obtenido era soluble en metanol, acetato de amilo, acetona,
y parcialmente soluble en dicloruro de etilenoce

EJEMPIO 5R.e-—-

Sal de novobiocina-neomicinae

A una solucidn de 5 ge de sulfato de neomicina en

50 mle de agua se afiadieron, egitando, 250 mle ds una solu=

" oidn de novobiocina al 10% en agua, a un pH Te ILa sal pre=

cipitada de novobiocina-neomicina se recuperd por £iltracidn;
y se secd a presidn reducidae

EJEMPIO 68,

Sal de novobiocina-dihidrostreptomicinae

A una solucidn de 5 ge de sulfato de dihidrostrepto-
micina en 50 mle de agua a un pH se agregarén, con agitaciény
145 ml. de una solucidn acuosa al 104 de la sal monosddica de
novobiocina. Ia sal precipitada de novobiocina~dihidrostrep—
tomicida sflida se separd por filtracidén y se secd a presién

reducidas
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EJEMPIO 78.-~

Sal de no%obiocina—estreptomioina.

Se filtré una solucidn de 100 g+ de sal monosddica
de novobiocina en 1 litro de aguae A la solucidn filtrada
resultante se agregd, agitando, una solucidn de 40 g. de sul-
fato de estreptomicina en 40 ml. de agua, ajustados a un pH 7
con hidrdxido sédico. El precipitado resultante se filtrd;
se lavé con agua y se seod a presidn reducida, para obtener
la sal de novobiocina-~esitreptomicina en forma sdlida,

EJEMPIO 82,4~

Sal cdlclea de novobiocinae

A una solucidn de 10 g. de la sal monosddica de novo-
biocina en 200 ml, de agua se afladieron, agitando, 20 mle, de
una solucidén de cloruro célcico al 10%, ajustado a un pH 10.
La solucidn turbia resultante se agitd durante otros treinta
minutos, El precipitado se separd luego por filtracidn, se
lavd con agua, y se secé.

De la sal sédica de novobiocina asf obtenida ge disol-
vieron 4 g. en 40 mle, de metanol; se afladieron 25 ml. de agua,
¥y la solucién resultante se agitd durante la noche a la tem=
peratura ambiente. Ia sal cdlcica oristalizada de novobioci-
na que precipité; se separd por filtracidn y se secfs EL1 pro-
ducto as{ obtenido contenfa 2,6% de calcio, daba un peso equi~
valente de 669 por filtracidn (pH l/é, 10,8 en acetona y agug);
vy tenda un E§§m528 a 307 mu, en solucidn decinormal de hidrd-
xido sddicoe

La sal magnésica de novobiocina se prepard del mismo
modo que la de calcio descrita en el ejemplo anterior, hacien-
do reacclonar cloruro magnésico con novobiocina sédicae

Siguiendo los procedimientos descritos en los ejemplos

42 a T9¢ precedentes; y empleando cantidades adecuadas de una

-~ -
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sal dcida de benciltrimetilamonio, quinina, procafna, guanic
dina, noformecina, Nébenoilé‘@ =feniletilamina y N,N-deben-

cil&etilendiamina, se produjeron las correspondientes sales

de novobiocinae

Se preparan sales de novobiocina tambidn por otros
métodos. Por ejemplo, se obtienen sales amfnimas haciendo
reaccionar novobiocina con un equivalente aproximado de la
amina en solucidn de acetato de etilo., La sal amfnica de
novobiocina precipita de 1la solucién3 se filtra, se lava con
acetato de etilo, y se secas Empleando este procedimiento,
Se han preparado las ssles novobiocinicas de oiclohexilamina,
quinina, N-etilpiperidina, trietilamina, diciclohexilaminé;
etilendiamina e isobutilamina,

Otro método bara preparar sales de novobiocina con-
siste en hacer reaccionar novobiocina con una cantidad equi-~
molar de una amina en solucidn metdndlics acuosa, y en eva-
porar luego el disolvente a presidn reducidae FPor este mé-
todo se han preparado les sales novobiocinicas de arginina,
histidina y lising,

La novobiocina y sus sales son agentes antimicro-
bianos dtiless Por ejemplo, se pueden utilizar para elimie
nar microorganismos sensibles de material farmacéutico y
sug anﬁiogos, O para separar clertos microorganismos de so=
luciones que contengan mezclas de varios gérmenes, Tambidn
son eficaces la novobiocina ¥ sus sales en el tratamiento
de animales infectados por microorganismos sensibles a 1la
accién de este nuevo antibidticoe Por ejemplo, se ha com=
probado que la novobiocina es muy dtil en el tratamiento de
la mastitis en vacas, Para este objeto sirven pomadas anti=
mast{ticas con 20 a 100 mg. de novobiocina sédica por 75

gramos,,
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La novobiocina y sus sales son activas, por tanto;
contra estafilococos resictentes a la penicilina, y tam-
bién contra estreptococos Yy neumococose. Como estos micro-
organismos son causantes de la mayorf{a de las infecciones
respiratorias bacterianas, la novoblocina se puede aplicar
al tratamiento de tales infecciones en el hombre. Para
ello, la sal sddica de novobiocina se admistra por la bo-
ca en forma de cédpsulas que contienen, por ejemplo, alrede-
dor de 100 a 500 mge del antibidtico, a una dosis diaria
de 1 a 2 gremose. Asf{ se prepara una forma posoldgica adecua~
da encerrando 250 mge de la sal monosddica en una cépsula
de gelatina blanda nfm. l. Iguaslmente es posible adminis—
trar novobiocina y sus sales en forma de tabletas, Estas
se pueden preparar mezclando novobiocine sddica en polvo
con una pequefia cantidad de una solucidn hidroftdlica de
acetato de celulosa en metanol-acetona (50-50), granulando
el material a través de un tamiz ndm, 8, secando los gré-
nulos resultantes, pasando los grénulos secos por un tamiz
nim. 12, y comprimiendo los grénulos resultantes, con adi-
cidn de una requefia cantidad de estearato magnésico; para
hacer tabletas con 250 mge de novobiocina sddicae.

Ia novobiocina es tambidn eficaz en el tratamiento
y represidén de enfermedades de plantas. AsI; ge puede em-—
plear para combatir la rofla o grasa de la habichuela produ-~
cide por el Xanthomonas phaseoli. Para ello, se riegan las
plantas con una solucidn acuosa que contiene unas 100 martes
por milldn de la sal sédica de novobiocina, Tales aspersio—
nes pueden contener diversos humectantes o difusores y/u otros
factores activos, y se pueden preparar @e conformidad con mé-

todos bien conocidos en la especialidade

El antibidtico novobiocina descrito aquf es conocido
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también por "Catomicina®”, nombre registrado por la Casa

-~

MERCK & co.,ﬁInc.
| Las unidades de hovobiocina guardan relacidn con
la actividad microbioldgica de la novobiocina cristalizada
substancialmente bura; la actividad nicrobioldgica de es-
ta substancia se ha fijado arbitrariemente en 5000 unida—
des por mg., determinada por m&todos normales de difusidn

én placas, empleando Bacillus megatherium ATTC 9885, o mejor

Bacillug subtilisg ATTC 120432, como microorganismo de con-

trastes Cuando se emplea esta cepa de Besubtilis con tal
objeto, el procedimiento ruede realizarse como éigue:

Una vegetacidn de Bosubtilis ATTC 12.432 ge culti-
va en tubos de agar inclinado con infusidn de cerebro ¥y co=
razén (Difco Manual, 98 edicidn, pdgs. 90 ¥ 91) durante 24
horas, a 379C, y se guarda luego a SEC durante periodos no
nds largos de un mese Para preparar esporas, se dispone un
material de siembra agregando 5 ml. de agua destilada este-
rilizada a un cultivo inclinado reciente de Begubtilis. Las
células se raspan asépticamente del medio inclinado, se mez—
clan bien, y se trasladan a 50 nle de agua destilada esteri-
lizada en un matraz de Erlenmeyer, Se afisden 2 ml, de la
suspensidn bacteriana, en concepto de rewiembra, a un frag-
co de Roux que contiene un medic compuesto de 3% de harina
de soya, 0,2% de NaCl, 0, 14% de solubles de destilerfas, 0,8%
de dextrosa y 0,26 de agare Despuds de incubar durante sie-
te dfas a 3790 la vegetacidn bacteriana obtenida se suspende
en 50 ml, de ague destilada esterilizada, y se rasteuriza a
652C durante treinta minutose Se emplean 4 ml, de una dilun-
cidén 1: 50 de esta suspensidn de esporas por litro de medio
de valoracidn, que contiene 0,5 de peptona, 0,3% de extracto

de carne de buey, 0,3% de extracto de levadura y 1,56 de agar,



15

25

30

- 26 -

228443°

2 un pH de 5,9~6,1. Porciones de 15 ml. de medio cebado

se distribuyen entre platillos Petri profundos de fondo
pleno,

Sobre el agar cebado se colocan seis probetas de
acero inbxidable. Tres de estas probetas se llenan de 80—~
lucidén tipo de 4 microgramos de novobiocina por mil, (equi~
valentes a 20 unidades de novobiocina/hl;); ¥y tres, de la
solucidn problema dilufda aproximadamente a la misma poten-
cla con amortigusdor de fosrfato M/20, a un pH de 6. Se pre=
para una curva tipo diaria con novobiocine pura dilui@a a
varias concentraciones, desds 2 a 16 microge/mililitro.

Después de 18 horas de incubacidn a 2890, se miden
didmetros de las zonas de inhibicidn de las soluciones pro-
blema y patrén en cada placa. La potencia de la golucidn
Problema se determina por un nomograma basado en el grado
de respuesta a varias concentraclones, deducido de la cur-

va tipo diaria.

Se reivindica como objeto de esta patente:
le~ Procedimiento de fabricacidn de un antibidtico
deido, que comprende cultivar Streptomyces Sphercides NRRL

2449 en un medio nutritivo acuoso, en condiciones aérdbica&j

hasta comunicar al medio una actividad antimicrobiana subs—
tancial,

2.~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, en el
que el antibidtico se recupera del caldo fermentado,

3e= Procedimiento de fabricacidn de un antibidtico
écido; denomineda novobiocina, que comprende cultivar Strep-
tomyces spheroides NRRL 2449 en un medio nutritivo acuoso
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que contiene reservas asimilables de carbono y nitrégeno,

¥ sales inorgénicas, en condiciones aerdbicas, a una tem-
peratura comprendida entre 24 y 282C, durante un periodo

aproximado de uno a siete dfas,

4e~ Procedimientd de fabricacidn de unm antibidti~

co dcidos

Esta memoria consta de veintisiete péginas, esoritas

bor una sola cara,
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