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"PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE PAROMOMICINA®

Este invento se refiere a un nuevo compuesto quimi-:
€0 que tiene valiosas propiedades antibidticas. Mis en par-~
ticular, el invento se refiere g un nuevo y dtil antibidtico
llgmado paromomicine y a los mé&todosg bpara su produccidn., gl %
invento incluye el antibibético y sus sales, tanto en forma
bura como de concentrados brutos. '

Le paromomicina es uns sustancie blanca amorfs {
estable, que es muy soluble en agua, moderadamente soiuble ’
en metenol y débilmente soluble en etanol absoluto, Es Spti-
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camente aetive y tiene una rotacién dptical?a §5

de

unos+-b4° (al L & en agusa),

La paromemicina contiene solamente los elemen—
tos carbono, hidrégeno, nitrégeno y oxfgeno. Segin el
anflisis contiene 45,17 # de earbono, 7,44 % de hidrége-
no y 10,35 ¢ de nitrégeno., Tiene ls férmula empfrica pro-
bable ( 05H9_11N03 )x'

La paromomicina de un emsayo de ninhidrina po-
8itivo, ensayo de E1 son-Morgan pera amino-azZicares
positivo, ensayo negetivo del maltol después de calefaocw
cién con 4leali y un ensayo de Sakaguchi de guanidinss
negativo,

El espectro de absoreidén infrarrojo de ls paro-
momicina, empleando ung rasta de sceite mineral, compues-
ta del materisl pulverizado y aceite mineral, se caracte-
riza por vértices de absorcién en las longitudes de onds
de 2,93 ¥y 6,25 micras, La figura 1 representa el espec-
tro de absorcién infrarrojo de la pmromomicina. La paromo-
micina forma sales de adicidén con los 4cidos minerales
como el 4cido clorhidrico 4ecido sulf@rico y similares,

La paromomicina forms un elorhidrato que “tie-
ne una rotacién épticald] ;5 de unos + 56,5° (sl 1 %
en agua). Segin el afidlisis el clorhidrato de paromomicina
contiene 35,71 4 de carbono, 6,95 4 de hidrdgenb, Be42 %
de nitrégeno y 21,5 % de cloro. Tiene la férmula empirics
probable (05H9_11N03.H01)x, El pk es igual g 6,3 y 8,35,
El clorhidrato es mAs soluble en etanol frio que en etanol

caliente,
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El espectro de gbsoreién infrerrojo del
clorhidrato de la paromomicina, empleando una pasta
de aceite mineral, se caracteriza por vértices de absor-
cidén en las longitudes de onda 6,23, 6,61, 6,66, 8,72,
9453, ¥ 9,70 micras y una inflexién en 2,95 micras. La
figura 2 representa el espectro de absorcién infrarrojo
del clorhidrato de paromomicina.

La paromomicinag forma un sulfato que tie-
ne una rotacién dpticafdéyia'n de unos 4 SO,bO( al
1,5 % en agua). Seglén el anéliéis, tiene is férmula
enpiries probable (010H18-22N206‘ H2SO4)x' El espec-
tro de absoreidn infregrejo. del sulfato de paromomi-
eina, empleando una pasta de aceite mineral,se. cerac-
teriza por vértices de absorecién pronuncisdos en las
longitudes de onda de 6,17 y 6,55 mieras y una inflexién
en 3,1 micras, La figura 3 representa el egpectro de
absorcién infrarrojo del sulfsto de paromomicina,

La paromomicina puede preparsasrse de acuerdo

con el invento por métodos sintéticos microbiolégicos,
que suponen el cultiwo de un microorganismo llamsedo

Streptomyces rimosus forms paromom¥oinus en condicidnes

artificiales en un medio nutricio adecuado. La pro-
duccidn de paromomicina por medios microbiolégicosg .

se describe a continuacidn.

El Streptomyces rimosus forma parsmomycinus

es un microorgamismo hasta shora desconocido que se en~
cuenira en los suelos. Se aislé por primer:s vez de una

muestra del suelo recogida en Hacienda Tierradursa,
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Miranda, Colombis, América del Sur. Cultivos de &ste mi—
eroorganismo pueden obtenerse breparando uns suspensidén en
agua estéril de una muestra de suelo que la contenga, de-
Jando sedimentar las particulas mé4s pesadas, coloeando lg
suspensién de suelo que sobrensds en diluciones en serie so-
bre placas de agar nutritivo, incubando las placas g

24—2800. para oObtener un desarrollo del microorganismo y
transplantando deserrollos individuales seleccionados que

Be asemejen gl Streptomyces rimosusforma baromomycinus g
nueves placas de ager nutritivo. liediante seleccién ¥ trans-

plentacién repetida de desarrollos caracteristicos, sin conte-

minar, s nuevas placas de agsr nutritivo, se obtienen talos

que constituyen cultivos puros del microorganismo deseado.
El Streptomyces rimosus forma paromomycinus tie-

ne las caracterfsticas siguientes: cusndo ge desarrolls

en un medio de agar glieerinaasparaguina, el micelio del
substrato es de color amsrillo pélido a pardo, el micelio
aéreo es blanco; en un medio agar sinténtico-aimidén el mi-
eelio del substrato esg pardo claro y el micelio adreo es
blanco; en un medio de agar malato calecico, el micelio del
substrato es pardo amarillo claro y el micelio géreo es
blanco; en un medio de agar nutricio el micelio del substra-
to es amarillo-narenja~-pardo claro ¥ existe poco 0 ningdn
micelio 8éreo; en un medio de sgar de gluCOSa-triptona,

el micelio del gubstrato es de emarillo ¢laro g pardo claro,
el micelio adreo es blanco ¥ aparece una colorscidn paras
débil en el medio de egar. Las colonias superficiales estén
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levantadas, lisas, arrugadas o plegadas y agrietsdas

en @greas de erecimiento denso; frecuentemente, el agar
estd también agrietado. Microscépicamente, las hitas
aéreas eetén ramificadas irregularmente; las ramas ia-
terales son cortas y enrroliadas. Las espirales son nu-
meroses en la mayoria de los medios y aparecen a menudo
en racimos densos., Las porciones distantes de las hifas
aéreas se subdividen en cadenas de egporas.

El Streptomyces rimosus forma paramomycinus

vuelve liquide la gelatina con formacién de poco o nin-

gun color en el medio y generalmente no peptoniza ia

leche tornasol. En un medio de sgar sintético [ Pridham y
Gottlieb, J. Bact.,56, 108 ( 1948)] , el organismo uti-
liza numerosas fuentes de carbono, incluyendo adonits, ce-
lobioga, dextrina, dextrosa, D- galactosa, glicerins, i-ino-
sita, lactosa, levulosa, maltosa, D-manite, D-mannosa,
melibiosa, sorbite, almidbén y trealosa; utiliza con menor
apetencia L-arabinosa, rafinosa, y xilosa; y no utiliza

la esculina, dulcita, inulina, melecitosa, remmosa, sali-
cina, y sacarosa., El organismo utilizg mumerosas fuentes

de nitrégeno, incluyendo DI~alanina, L-arginina, 4cido
DL-espdrtico, L-cistina, I~-cisteina, dcido L-glutémico,
glicil-glieina, L-histidina, I~leucina, L~lisina, L~fenilsa-
1anina, L~prolina, DL-serina, DL-trednine , Di~valing, sul-
fato aménico, y nitrato sédico; y utiliza con menor ape- |
tencia L-~hidroxiprolins, DL-isoleucina, DL-metionina,
L-triptofano, I~tirosina, DL~norleucina, urea, y carbonato
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sménico. -
Morfoldégicamente, el Streptomyces rimosus

forma paromomycinus se asemeja estrechamente al

Streptomyces rimosus (descrito por Sobin y col., en
United States Patent No, 2,516,080 y conservado como

NRRL~2234 en la coleccidén permanente de cultivos de la
Northern Utilization Resesrcn Branch en Peoria, Illi-
nois). Estos dos microorganismos poseen anfloga cOLlo-
recién del micelio del sustrato y aéreo, como se indica
en la tabla I. S. rimosus es a2lgo mas oscuro y frecuen-
temente colorea més el agar de 1o que 1o hace el

Streptomyces rémosus forma psromomycinus. En los ensa-

yos de utilizacibén de carbono, el Streptomyces rimosus

forma paromomycinus y el S.rimogug utilizan las mismas

fuentes de carbomo, excepto la L-arabinosa que el

Streptomyces rimosus forms paromomycinus lo utiiiza dé-

bilmente 0 de ninguna maneras y el S. rimosus 1o utiiiza
bien. (TablaVII). Con respecto a ls utilizacién de ni~
trégeno, los dos organismos son anflogos (Tabla III).

Microscépicamente, el Streptomyces rimosus forms paro-

momyecinug se asemejs estrechamente al Se rimosus.Am~
bos orgenismos formen densos racimos de espirales en
medios de agar glicerina asparaguina, almiaédn sintétieo,
malato calecico y glucosa triptona., En un medio de agar
nutritivo, ambos organismos forman, sin embargo, poco
micelio aéreo y microscépicamente sus hifus adreas son

en su mayor parte cortas y rectas, con espirales solo
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ocasionslmente, Con amboe miecroorganismos el desarrollo -
superficial y el agar se agrietan en 4reas de crecimien-
to denso, en diversos medios de agar.

Puesto que el Steeptomyces rimosus forma paromo-

mycinug se asemeja estrechamente al S. rimosus NRRL 2234,

morfoldégicemente y en muchos aspectos fisioldégicemente,

se deduce que el Streptomyces rimosus forma paroemomycinus

representa una forma nueva y distinta del Streptomyces

rimosus. Un eultivo del Streptomyces rimosus forma paro~

momyeinus se conserva en la coleccién de cultivos de
Parke, Davis & Company Culture Buresu, Detroit, Michigan,
con el No. 04998 y en la Culture Collection of the Fer—
mentation bivision, Northern Utilization Research
Branch, U,8, Department of Agriculture, Peoria, Ilii-
nois, con el No. NRRL 2455.

La produccién de paromomicina de acuerdo com
el invento se lleva a cabo inoeculando un wedio acwoso

nutritivo estéril con el Streptomyces rimosus forma

paromomycinug, incubando el medio inoculado en condi-

ciones aserobias asépticas a uns temperaturs de unos
20 = 359C., separando el materisl sélido presente en la
mezela de cultivo y aislando lz paromomicina deseadsa
del liquido de cultivo acuoso.

Para la inoculseiln, pueden utilizarse esporas

0 conidios del Streptomyces rimosus forma paromomycinus.,

También puede utilizarse suspensiones acuosgas de los

mismos que contengan una pequefia proporeién de jabén u



Comparacién dge coloracidn gel

m.wu.mm.nomﬂamm rimosus NRRL
:I!alll[fi’.ilv’.f!i

edio de ngar Carédecter T

———————— e -

e e
Glicering Migelio del sustrato
Aspareguing Hicelio aéreo
Sustrato
Almidén Mieelio del sustraio
sintético Wicelio. aérec
Sustrato
Malato Iiicellio del sugtrato
célcico Micelio aérso
Sustrato
Nutricio Micelio gel sustrato
Micelio adreo
Sustrato
Glucosg Micelio del sustrato
tripfona Micelio aéreo

Sustrato

TABLA I

Streptomyees rimosus forma paromomycimug y el

222811

2234 cultivado en varios medios de agar

Streptomyees rimosus

forma pgromomycinus

B, rimosus
NRRL 2234

emarillo clare z pardo oclaro
h ]

A0,

pardc clero

blanco (adreo ascaso)

ninguno

amarilio-~pardo
blanco

ninguno

Amarillo claro-pardc naranja
(no hay sereo)

nigguno

amarillo eclaro a perdo clarc

blenco
pardo claro débil

Amarillo a pardo claro

wwmwﬁwoogo débil
pardo claro
blanco

ningunp
mEmHEotumumo
blanco

pardo claro débii

' emarillo~pardo claro

blanco (aéreo dadbil)
uninguno
perdo-amarillo a pardo naranja

blanco
pardo claro




MEA 1L 29861 -4,
Comparacién de la utilizecidbn de carbono del STREPTOMYCES ;~§
RIMOSUS FORMA PAROMOMYCINUS Y EL S. RINMOSUS NRRL 2234 |

Fuentes de carbono ¥ Streptomyces rimosus S.rimosue
forma paromomycinus NRRL, 2234
Monosacédridos
Pentosas
binosa Og = ——
e A oa O 020
Ps BTEcE35R ZIz: zZ=co=
evuloga - —— - - = - -
- NSNS 8 — e - - - e e
Disecédridos
Celobiosasg - - e -—— -
Laetosa B - - e -
Maltosa - . o o - - -
Melibiosa - — - - B e e o -
Sacarossa 0 0
Trealoss —— - - - -
Trisacdridos
Melécitosa 0 (]
Rafinosa -8 - - - - -
Polisacéridos
Dextrina - - - - - - -
Inulina O 0
Almidén - - - - - -
Alcoholes polihidréxilicos
Adonita - - Y e e -
Dulcita 0 0
Glicerina - - - -
i-inosita - - - - - - - -
D-mannita - - - - -
D-sorbita - — - - - = -
Diversos
Eseulinsg 0 0]
Salicina O 0
o no hay desarrollo

escaso desarrollo

desarrollo mediano

buen desarrollo

- = = = = muy buen desarrollo

* Cada fuente de carbono se engayd en una concentracidn de 1,0 por
ciento en peso en el medio de agar sintético descrito por Pridham y
Gottlieb, J. Baet., 56, 108, 1948,

t
!
woHonon
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TABLA III 929 8.61 {

Comparecién de la utilizacidn de nitrégeno del Streptomyces rimosus
forma psromomyefinmus y el 3. rimosus NRRL 2234

Streptomyces rimosus S. rimosus
Puentes de nitrdgeno ¥ * . paromomycinus NRRL 2234
Inorgénico
Witrato sbdico - - - - - - -
Sulfato ambnico - - - — e = -
Anmonio - - - -
Orgénico
DI—Alanins — - - _— - -
L-Arginine - - - - - - - -
écido DI~aspértico -—— - - - - -
I~cisteing —_—— - - - -
L~cisting - - _—— - -
dcido IL~glutdmico ——— - - - -
glicil-glicina - - - — - -
L-hisgtiding - - - - - -
L-hidroxiprolina - -~
Dl~iscleucina - - - -
L~ leucina - - - - -
I~lisina - = - - - =
DI~-metionins - — -
I~fenilalaning _-— - - - -
L-prolina -—— - - - -
DL~zerina - - - -
DL~treonina - - - - — - -
L-triptofano - -
L~tirosine - -
DL-norleucing - - -
DPI—-valina - - - -
Ures - - - -

# & Cada fuente de nitrégeno se enssyé en uns concentracién
0,01 M de nitrdégeno equivalente en el medio de agar sintéti-
co descrito por Pridham y Gottlieb, d. Bact., 56, 108, 1948,
modificado por la omisidén del sulfato effidhico y la adlcldn
de 1,0 por ciento en peso de dextrosa.

- 10 -
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otro agente humectante. Para fermentaciones en gran
escala es preferible utilizar cultivos jévenes, potentes, -
del miercorganismo.

Medios nutritivos acuosos apropisdos son aguéllos
que tienen un pH entre 6 y 8,5 y contienen una fuente
de carbono gsimileble y una fuente de nitrdgeno y sales
minerales, Como fuentes de carbono asimilable pueden
utilizarse tanto los hidratos de earbonoc puros o las
mezclas de hidratos de carbono digponibles comerciulmente .
Algunog ejemplos de materiales gque son apropiaedos con
éste objeto incluyen la glucosa, d-manosa, d-galactosa,
jarabe de maiz, almiddén, almidén soluble, liquidos de
maceracién de malta, melazas finsles ("black-strap"),
almidones hidrolizados, glicering y similsres. Le can-
tided de hidrato de carbono presente en el medio nutri-
tivo no es especialmente eritica y puede variar desde
un 0,5 % a un 5 % en peso del peso total del medio,

La fuente de nitrégeno en el medio nutritivo
piede ser de natursleza orgénica, inorgénica o mixta
orgénica~-inorgénica. Algunos ejemplos de sustancias
nitrogenadss que pueden emplearse en el medio nutritivo
son los eminodcidos, peptonas, proteinas hidrolizadas
¥ gin hidrolizar, harina de pescado, harins de soja,
1iquido de maceracién de maiz, extractos de carne,
harina de cacshuetes, nitratos inorgénicos, urea, sa-
les aménicas y similares. Debido a la naturaleza en

bruto de la mayor parte de las sustancias nitrogensdas

- 11 -
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féeilmente asequibles, la cantidad a afiedir al meaio
nutritivo wvaris slgo de acuerdo con ls pureza. 3in em-
bargo, puede decirse para suiaplicaecidén préetica que
los materisles nitrogenados necesarios no deben exXge—
der del 6 % en peso del peso total del medio de fermen-
tacidn,

Para obtener los mejores rendimientos de
paromomicina es necessria uns cierta cantifigd de sslies
minereles. En genersl, muchos materisles en bruto, ecomo
el liquido de maceracidén de maiz, residuos de fermenta-
cién butanol-acetons, preparaciones de levadura, hurina
de soja, etc. contienen sales minersles en cantidades
suficientes. Sin embargo, con objeto de asegurer lua pre-
sencia de cantidades sdecuadas de componentes minergles
del medio, generalmenie es.conveniente afiadir una pe-
quefla cantided de sales inorgfduicas, como el cloruro
sbédico, bicarbonato sédico, carbonato célcico, acetato
sddico y similares., La concentracidn preferida de sg-
les minerales estd entre 0,1 y 1 % del medio nutritivo.

El cultivo del Streptomyces rimosus forma

paromomycinus en el medio aeueso nutritivo puede lLlevar-

88 a cabo por diferentes caminos. Por ejemplo, el miero-
organismo pgede cultivarse en condiciones aerobias en
la superficie del medio o puede cultivarse por debajo
de la superficie del medio, esto es, en forma sumergida,
81 se puministra simulténesmente oxigeno,

El método preferido de produccidn de paromomi-

- 12 -
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cine en gran escals supone el empleo de cultivos su—

mergidos o profundos de Streptomyeces rimosus forma

peromomycinug.De acuerdo con esta forme de llevar a ca-

bo el invento, un medio nutritivo aeuosgo, esteril, se

inocula con Streptomyees rimosus forma paromomyecinus

Y se incuba con agitacidn y aireacidén a uns temperatura
entre unos 20 y 352 ®., de prefereneias en las proximida~
des de 23-30¢2 C., hasta que se ha producido una conecen-
tracién méxime de paromomicina en el liquido de eultivo.
La duracién del tiempo necesario para la produccién mé-
xima de paromomicina varfs con el tamsfio y tipo de ins-
talacibén empleada. Por ejemplo, en Ffermentaciones co-
mercieles en gran escala, como las que Se llevan s cabo
en fermentadores tipo tanque, la produccidén méxima de
paromomicina se alcanza en unos jree a seis diss. La
incubacién puede limitaerse a periodos de tiempo més cor-
tos, pero los rendimientos son generalmente interiores.
Periodog de incubacidén mayores no parece que disminuyen
la cantided de paromomicina presente en el 1fquido de
cultivo. Cuando se utilizen frascos de agitacidén pars
la incubacién, el tiempo de produccién méxima puede ser
ligeramente superior que el necesario para los ténques
de fermentacién en gran escala. En ias condicidnes del
cultivo sumergido, el microorganismo se desarrolls como
particulas mas o0 menos discretas dispersas a través del
medio nutritivo en contraste con la pelfcula més 0 me-

nos continua presente en la superficie del medio en el

- 13 =
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método de cultivo superficial, En virtud de esta distri-
bucibén del organismo en el medio, pueden cultivarse de
una vez, en los grandes itanques y recipientes empieados
ordinariemente en la industria de fermentacidn, graandes
voldmenes de medio mutritivo inoculado, En relsecién con
eato, se ha encontrado que son particularmente dtiles
tanques de fermentacidn estaeionarios provistos con
sistemas adecundos de agitacién y aireacidén, asi como
fermentadores de tambor rotatorio horizontsl. Sin embar-
g0, para la preparacién de cantidades menores de anti-
biético, o de cultivos del microorganismo, el método

de cultivo sumergido puede llevarse a cabo en pequefios
frescos 0 tarros que se sacuden 0 zgitan por procedi-
mientos mecédnicos adecuados.,

La agitacién y aireacién de la mezcla de cul-
tivo puede conseguirse por diferentes métodos. La agi-
tacibn puede reslizarse por turbinas, paletas, propul-
sores u otros artificios mecénicos de agitacidn, giran-
do o agitando el propio fermentador, por diversos siste-—
mes de aspiracibn o pasando sire a través del medio., La
aireacién puede efectuarse inyectando aire en la mezcla
de fermentacidn a itravés de tubos abiertos, tubos per-
forados, medios porosos de difusidén como itrozos de car-
bén, carborundo, vidrio poroso y similarés, 0 puede con-
seguirse por pulverizacidn, rociamiento o desparramando
le masa en o a través de una atmésfera que contenga oxI-

geno,

- 14 -
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El método de cultivo superficisl de produccidén
de paromomicina supone la inoculacién de una capa poco
profunda, generelmente menor de 2 cm, de un medio aecuoso

nutritive estéril, con el Streptomyces rimosus forms

paromomycinus y la incubacién de la mezcla en condicio-

nes aeroblas g una temperstura entre unos 20 y 35¢ (.
Generalmente es necesario un periodo de incubseidn més
largo, que el empleado en el método de cultivo profundo,
para obtener la produccidén méxims de paromomicina. En
general, el periodo de incubacién se halla en las pro-
ximidades de diez a quince dias. Una vez que la fase de
incubacién del proceso es completa, se separa el micelio
del liquido que contiene la paromomieina desesda y el
producto se aisla del lfquido de cultivo por los méto-
dos que se describirédn en lo que sigue.

Después de complete la fase de fermentacién del
proceso, el material s6lido presente en la mezcls de
cultivo se separa por un método adecuado como filtracidn,
centrifugacibn, ete., y la paromomicina deseada se gig-
le. del liquido de cultivo residual. El aislamiento se
congigue de modo conveniente por métodoe de cambio
iénieo, preferentemente por adsorcién ¥ elucién de la
paromomicina empleando un cambisdor de eation en forma
de sal. La paromomicina contenida en el eluato puede
aislarse por concentracién a sequedad o, si se desea,
antes de aislarla puede purificarse més por adsorcidn

¥y eluciébén repetids.
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Uno de los métodos‘preferidos de aislar
la paromomicine de la mezcla de cultivo consiste en
someter el lfquido de cultivo residual a la adsorcién
¥y elucibén de una resina cambiadora de cation en forma
de sal, concentracién del elusto, sdsorcién del eluato
concentrado sobre carbdn activo, extraccién de is paro-
momicine del carbln y recuperacibén de la paromomicing
libre, 0 de su sal de adicién con 4cidos minergles, del
extracto. De acuerdo con éste método, el 1fquido de eul-
tivo, obtenido por separacién de los materiales sélidos
de la mezcla de cultivo de fermentacidn, se ajusta a un
PH de aproximadamente 6, 8 a 7,5 y se hace pasar a tra-
vés de una columna de adsorcién que contiene una resina
de dcido carboxilico en forma de sal, como la sal s6di~
ca, potésica o eménica. La resina que contiene la Paro~
momiecina adsorbida se lava con agua y se eluye entonces
con un 4cido mineral acuoso diluido como el deido elor—
hfdrico o una base como el hidréxido aménico. EL eluato
se concentra, se mezcla carbdn aetivo con el concentra-
do, se separa de la mezcla el carbén que contiene adsor-
bide la paromomicina y la paromomicina se extrae enton-
ces del carbén con un disolvente orgénico adecusdo como
Por ej. un alcohol o cetona alifdticos inferiores scuo—
808 0 anhidrs. La paromomicina puede aislarse del extrac-
to eliminando el disolvente en vacio o POr precipitaeidn
ecomo eal insoluble 4ecida de sdicidn. .

En algunos casos, a continuacién de la eluciédn
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de la paromomicina del cembiador de catibn, es convenien-
te, especiglmente cusndo estén presentes cantidades im~
portantes de sales minerales, elevar el pH del elusgto
por adicién de una base antes de la adsorcién sobre car-
bén activo, En éstos casos, el eluato se ajusta a un PH
de 9 a 9,7, se mezclg carbdn amctivo con el eluato, se
separe de ls mezcla el carbdn que contiene adsorbida la
paromomicina, se lava con aguam y la paromomicina se elu-
ye entonces con 4cido minersl diluido. Lia paromomicina
contenida en el eluato resultante se aisla conveniente~
mente haciendo pasar el eluato a través de un cambiador
que contenga una resing aniénica en la forma hidroxilies,
recogiendo y neutralizando el liquido que sale y operan-
do después gobre este en forma neutra mediante cambio
con una resing cembiadors de catibn, elueidn con hidrdxi-
do ambénico y liofilizacidn del eluato.

De acuerdo con otro de los métodos preferidos
de aislar la pasromomicina, el 1liguido de cultivo de la
fermentacién se adsorbe y eluye en la forma antes indi-
cada empleando una resina cambiadora de catién, el pH
del eluasto resultante se ajusta, si fuese necesario,
alrededor de pH 4,5-7 y se hace pasar a través de una
columna que contenga una mezcla de cantidades aproximads-—
mente iguales de carbdn activo y tierra de distomeceas.
La peromomicinag, que estd retenida en ia columna se elu-
Ye convenientemente lavando con agua. Centidsdes adiecio-

nales de pearomomicina que quedan en la columna después
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del lavado con agua pueden recuperarse por lavado poste-
rior con disolventes orgénieos acuosos diluldos o 4cidos
minerales acuosos diluidos. La paromomicina puede obte-
nerse a partir de los lfquidos de lavado separando el
disolvente en vaecio o por precipitacidn en forma de sal
insoluble de adicién de un 4cido minersl.

La psromomicina puede degraderse por hidrdli-
sis con 4cidos minersles como el 4cido clorhfdrico dan-
do un producto salino eristalino que contiene segin el
anélisis elemental alrededor de 32-33 % de earbono, 7 %
de hidrégeno, 9-10 ¢ de nitrdgeno y 23-24 % de cloro.
Los productos de una hidrélisis por dcido mineral como
ésta no tienen aectividad antibacteriens spreciable. En
particular, el producto de hidrolisis obtenido del gi-

guiente modo es ingectivo contrs el B. subbtilis:

una solucidén de 2,81 gr. de clorhidrato de paromomicine
en 280 ml de metanol anhidro se refluye durante dos ho-
ras y media con 60 ml de cloruro de hidrégeno 1,8 N en
metanol, tiempo durante el cual se deposita un precipi-
tado eristalino., Después de refrigerar durante la noche,
el precipitado, que consiste en la sal del 4cido clorhi-
drico del producto de hidrélisis, =e recoge por filtra-
cién y se purifica por reeristalizacidn de etanol acuoso.
La base libre, que corresponde a la sal de dcido clorhi-
drico del producto de hidrélisis, tiene una férmuls em-
pirica probable 01232507N3 y contiene segin el anédli-
sis elemental un 44-45 % de carbono, 8 % de nidrégeno,

-
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¥ 13 % de nitrdégeno.

L&a paromomicina es muy activa bacteriostaticg-
mente contra una amplia variedad de orgenismos patdge~
nos. En particular, la paromomicins es completamente ac—
tiva in vitro contra razas de staphylocogceus que son
regigtentes a 1lg oxitetraciclina,eritromicina o carbo-
micina. La tabla IV ilustra el espectro antibaeteriano

de la paromomicina empleade como sulfato in vitro.
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TABLA IV.

Espectro antibacteriano del sulfato de paromomicina

concentracidn inhibitorisg
minima de sulfato de paro-

Cultivo momicing, x ¥
en g/ml.
Clostridium perfringens 100.0
Corynebaecteriun diphtherise 0+39
Diplococcus pneumonise 100.0
Mierococcus pyogenes var,aureus 0,78
Streptocoeccus pyogenes 25.0
Streptococcus salivarius 50,0
Aerobacter aerogenes 6.2D
Brueella suis 3013
Eseherichia coli 12.,»
Klebsiella pneumoniae 1.56
Neisseria eatarrhalis 0.78
Pasteurells multocida 6.25
Proteus vulgaris 3.13
Psendomonag seruginosa 50.0
Salmonella paratyphi 1.56
Salmonells schottmuelleri 12,5
Salmonella typhosa 6.25
Shigella dysenteriae 12.5
Shigella parsdysenterisae 12.5
Shigella sonnei 12,5
Vibrio comma 25.0
Mycobacterium phlei 0.19
Mycobacterium tuberculosis var.
hominis. 0.19

¥ Determinados en series dobles de ensayos de dilucién de caldo.
¥ ¥ Pureza estimada 60-70 %.
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La paromomicine es un agente dtil para pre-
venir la infeccidn potencial por miecroorgenismos paté-
genos . La paromomicine posee importantes propiedades
entiperesitaries y es particularmente Util para comba-
tir la Endomoebe histdlitiea, el agente causante de la

amebiasis. La peromomicina es también dtil para el tra-
tamiento de infeceiones superficiales loeales causadas
por varios agentes patdgenos y es aplicable particular-
mente sl tratamiento de la infeceidn causeds por razas
staphyloecoccus, que son resistentes a diversos antibié-
ticos comunmente empleados, por ej. oxitetraciclina,
eritromicina, carbomicina y similarce. Para &stas apli-
cec iénes, la paromomicina puede emplesrse como base li-
bre o como sal de adicién de 4cido minersl, por €.,
clorhidrato, sulfato, etc. Puede aplicarse en variss for-
mas adecuadas, por ej., como polvo mezclado con un di-
luyenye inerte, como talco, zlmidén, etec. como ungSento
que comprende un excipiente de ungflento inerte y uns pro-
porcién menor de paromomicina, o como solucién diluida
en agua que contenga, si se desea, un agente actividad
superficial compatible. in éstes formas, la paromomicina
puede emplearse convenientemente en ung concentracidn

de unos 5 mg por centimetro cubico en el caso de solucio-
nes y de unos 5 mg por gramo en el caso de polvos y un-
glentas, La paromomicina tiene la ventaja de ser relati-~
vamente no toxica y estable en diversas condicidénes de

empleo, En su empleo como bacteriostdtico, la paromomici-
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ne se aplica directamente en el sitio de la infececidn,
Y se aplica posteriormente de manera periddicas segdin se
precise., Si se desea, la paromomicina puede emplearse en
combinacidén con otros sgentes bacteriostédticos.
E1l invento se aclara en log ejemplos siguientes:
Ejemplo 1
Doce litrbs de un medio nutriente que tiene le

siguiente compogicidn:

Glucosa, monochidrato Oy5
Glicerina 0,5
Caseina hidrolizeds con deido 0,3
Peptona 0,25
Levadura de cerveza 0,1
86lidos de maceracidn de maiz 0,25
Harina de soja 0,25

Residuos de fermentacidn zce-
tona~butancl........... 0,25

Clorurc sédico Os5
Carbonato célcico 0,1
Ague suficiente pars hacer 100,0

se coloeca en un fermentador de 30 litros provisto de
herrajes en acero inoxidasble que ineluyen inyector, agita~
dor obstéculos y conductos de toma de muestras ¥ el medio
se esteriliza por calefaccibn s 1219¢, durante dos horas.
El medio se enfris y se inocula con 20 ml de una suspen-
8ién de las esporas de dos cultivos ineclinados de €8poTuU~
lacibén en agar de Moyer de Streptomyces rimosus forma
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baromomycinus en une solucién estéril al 0,1 % de
heptadecilsulfato sédico. La mezela de cultivo inocu-
lade se incuba a 262C, durante 60 horas, y durante és-

te tiempo se agits la mezcla a 200 r.p.l, y Se pses

aire estéril por el medio s través del inyector & la
velocided de 12 litros por minuto. Une porcién de la mez-
cla de cultivo incubada resultante se emplea para la
inoculacidén de dieciseis litros de un medio nutritivo

que tenga la siguiente composicién:

tanto por ciento

Glucosa, monohidrato 1,0
Harina de soja 1,0
Cloruro sédico 0,5
Carbonato edleieo Os1
Clorurc aménieco ' 04167

Residuo de estdémago de eerdo, ex-
'tl"ac'to BaJ‘viHOQQUO.-OoOOOOOOG 0'5

Agus suficiente para hacer.........100,0

El pH del dltimo medio nutritivo se sjusta a 7,5 con
solucidén de hidréxido sédico 10 N y se coloca en un
fermentador de widrio de 30 litros provisto de inyector,
egitador, obstdculos conducto de tome de muestra.

El medio se esteriliza por eslefaccidn a 121eC. durante
dos horas, se deja enfriesr y se inocula entonces con

800 ml de la mezclsa de cultivo obtenids segin se deseri-
bié anteriormente. La mezcla de eultivo resultante se
incuba s 262C. durante noventa ¥y cuatro horas y durante
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este tiempo lz mezcla se agita a 200 r.p.m. ¥y 8e pasa
aire estéril en el medio a través del inyector a la
velocided de 16 litrosg por minuto. Durante la inecuba-
cibn, se evita la formacién de espuma por adicidn,
segin se necesite, de manteca de cerdo cruda y aceites
minerales que conbtengan mono- y di-gliceridos,

Al final del periodo de incubacién, la mezecla
de cultivo de fermentacidén se sjusta a pH 2 con 4cido
clorhfdrico concentrado, se separa por filtracidn el
material sdlido presente y la torta del filtro se lava
con aggue, Las asguas de lavado se combinan con>el filtra-
do principal, se ajusta a pH 7,0 y 15,5 litros del 1iqui-
do de cultivo filtrado se introducen en un cambiador en
columna (3,8 cm diam, int.) relleno con 380 ml. de resina
de 4cido carboxflieco que ha sido previamente lavada su-
cegivamente con dos litros de una solucién acuosa de
37,5 & de hidréxido sbdico y con dos litros de agua. La
columna que contiene la paromomicina se lave con dos vO-
ldmenes de agua y ge eluye con 4cido clornfdrico 0,5 N.
Los primeros 19,4 litros de percolado contienen poea o
ninguna peromomicina y su pH veris de 6 a 7,3. Cuando
el pH del eluato empieza a caer por debajo de 6,0 , se
recogen das litros de eluato.

La porcién de dos litros de eluato, recogida
segin se indicé, se neutraliza s pH 6 con solucién de
hidréxido sbédico 10 N y se filtra. El filtrado se concen-

tra por evaporacién a vacio hasta un voltimen de un litro
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aproximadamente,

Se prepara una columna de adsorcién por adicidbn
de una mezcle acuocsa pestosa de 6% g. de carbdn activo
lavado con fcido (Darco (=60) y 50 g de tierra de diato-
maceas en una columna de 3,8 cm y se afiaden 300 ml del
filtrado concentrado. La columna se lave con 400 ml de
agua y se eluye sucesivamente con 325 ml de ggua, 425 ml
de acetona acuosa el 1 ¥ y 400 ml de acetons acuosa gl
10 % . Los eluatos de agua y acetona se concentran y
liofilizan para dar clornidrato de paromomicina en forma
de polvo. El producto se purifice recogiendo el polvo en
metenol, efiadiendo un gran exceso dc acetona s ls solu-
cién, recuperandc el precipitado que se forma, por fil-
tracién, El1 producto, clorhidrato de paromomicina tiene
une rotaeién Sptica [X] §5 = 4 56,5° (a1l 1 4 en agua).

Con objeto de obtener la paromomicina en forma de
base libre, el clorhidrato se disuelve en agus en solucién
al 3 %, la solucidén se vierte en una columna de adsoreién
que contenga ung resina cambiadora de a-nién (Amberlite
IR~-45 o de preferencia IRA 411 6 IRA 400) en la forma
hidroxilice y la columna se lava con una pequefig bantidad
de agua. El percolato acuoso se concentra a sequedad por
liofilizaecidn y el producto sélido obtenido se purificse
recogiendolo en etanol absoluto hirviente, enfriamiento.

¥ recuperacién de la paromomicina s6lida ;Ed3§?= + 64° (al
1 % en agua).
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Ejemplo 2

Para la preparacién de un medio de inoculacién
reciente para la produccidén en gran escala de paromomicina
descrita en lo que sigue, 80 litros de un medio nutritivo
que tiene la composicién siguiente:

Tanto por ciento

Glucossa, monohidrato 1.
Harina de 8o0js 1.

Residuo de estémago de cerdo, ex~

C o

tracto 881iN0..ieceescanveane 0,5
Cloruro aménico 0,167
Cloruro sédico Oy5
Carbonato céleico O¢5
Agua suficiente para hacer 100,0

se colocan en un fermentador de 200 litros de mcero inoxi-
deble y se ajusts el pH a 7,5 con solucidn de hidréxiao
sbédico 6 N. El medio se egteriliza por calefaceidn a 121¢C,
durante una hore. E1l medio se enfria y se inoeuls con 40

ml de una suspensién de esporas de Streptomyeces rimosus

forme paromomycinus en una solucién estéril al 0,1 % de

heptadecil sulfeto sbdico, preparada de la misma forma
que se describié en el ejemplo 1. La mezcla de cultivo

se incuba a 262C. durante 64 horas, durante cuyo tiempo
gse suministra asire estéril a través de un inyector a la
velocidad de 0,28 n3 por minuto, Durante la incubacidn
se afiade una mezcla esterilizads de manteca de eerdo en
bruto y aceites minersles que contengan mono- y di-glicé-

ridos, segin se requiera para controlar la formacién de

espuma.
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E1l cultivo incubado asi obtenido se utiliza
pars inocular el cultivo principal preperado de la si-
guiente manera: Se preparan seiscientos litros de un
medio que tiene la composicién:

Tanto por ciento

Glucosa, monohidrato 1,0
Harina de soja 1,0
Residuo de estbmago de
cerdo,extracto sslino O,5
Cloruro emdnico 0,167
Cloruro sédico 0,5
Carbonato cédlcico O,b

Agua suficiente pars hacer 100,0
en un fermentador de acero inoxidsble de 800 litros y
el pH se ajusté a 7,5 con solucidén de hidrdsido sbédico
6 N. Bl medio se esterilizd por calefaccidn g 121eC,
durante ung hora y se dejé enfrisr. il medio estéril
se inoculé con cuarenta litros del cultivo preparado
como se describié enteriormente y se incubd a 269C, se-
tenta y dos horas, durante cuyo tiempo se suministré
aire estéril a través de un inyector s uns velocidad
de 0,95 mé por minuto y ls mezcls de cultivo se agité
con un motor de revolucién a la veloecidad de 230
TeDelle. Para evitar la excesiva formacidén de espuma
durante la incubacibén se afiaden J,1 1. de una mezclae
estéril de manteca de cerdo y sceites minerales, segin

se precise,
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Al final del periodo de incubacibn, la mezcla
de cultivo se ajusta a pH 2 con dcido clorhfdrico con-
centrado, se filtra, y la torts del filtro se lava con
agua. Bl filtrado y lavados combinados (600 1l.) se neu-
tralizan y se afiaden a una columna de adsorcién (15 em.
de didmetro interior) rellena con 13 1, de uns resins de
dcido carboxilieo (amberlite IRC-~ 50) que ha sido neutra-
lizada previemente por percolacién con una solucién de
1,265 gr, de hidréxido sédico en 60 1. de agua. La colum-
na, que contiene la paromomicina, se lava con unos 40 1,
de agua y se eluye con 4cido clorhidrico 0,5 N..Cwando
el pH del efluente de la columna cae por debasjo de 6,
se recogen 88,5 1., de eluato, se neutralizan con solucidn
de hidrbxido sbédico 6 N. y se concentran por evaporaeidn

en vacfo hasta aproximadamente un décimo de su voldmen.

Un cuarto de litro del eluato concentrado se
aflade a una columns de adsorecidn preparada llenando un
tubo de 3,8 cm. que tengs una capacided de 360 ml.
aproximadamente con una pasta acuosa de 80 gr., de car~
bén metivo (Dareo G.60 ) y 60 gr. de tierra de digto-
maceas, El clorhidrato de paromomieina contenido en la
columna ge recupera por elucién con un litro y medio
de agua. El eluato se concentra, se congela y se seca
en el estado congelado, en alto vacio. El producto s6-
lido obtenido, el clorhidrato de la paromomicina, repre-—
senta un rendimiento del 64 % de la actividad de paro-
momieina presente originalmente en la mezcla de cultivo

- 28 -
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de la fermentacién acsbsada.

Para convertir el clorhidrato de paromomicina en
el correspondiente sulfato se disuelve 1 gramo de clor-
hidreto de peromomicina en 25 ml., de agua y se afiaden a
la solucién 4,5 ml, de un 4cido sulfdrico acuoso molar.
El precipitedo que se forma se aisle por filtracidén y
la torta del filtro se lave con metanol y se seca, EL Pro-
ducte resultante, sulfato de paromomicina en uns forma
que contiene ion cloruro se disuelve en sgua y el pH de
la solucidén se gjusta a 6,0 mezclandolo con uns cantidad
suficiente debresina cambiadore de anion en la forms ni-
droxflica. La resina se separa por Ffiltracién Y el fil-
trado se concentra por liofilizecidn, E1l producto gomoso
residual se convierte en solido blanco por trituracidn
con acetona. El producto solido se aisla por filtracién,
se lava con acetona y se seca. Bl producto, sulfato de
paromomicina, tiene una rotacidén Sptica [}A] %5 de + 90,50
(1,5 % en agua).

Ljemplo 3.

Para la preparacién de un medio de inoeculecién
fresco para la produceidbn en gran escasla de paromomicina
segin se describe a continuseién, 12 1., de un medioc nu-

tritivo que tiene le composicién siguiente:
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TPanto por ciento

Glucosa, monohidrato 240
zrina de soja L,0
Residuo de estdmago de cer—
do,extracto salino.... Oyb
Cloruro andnico 0,167
Cloruro sédico 0,5
Carbonato cédlcico Uy5
Aguva suficiente para hacer 100,u

se colocan en un fermentador con agitacidn de 30 litros y
el pH se ajusta a 7,5 con solucién de hidréxido sédico

6 N. El medio se esteriliza por calefaccién a 1212¢. dursn-
te dos horas. Bl medio se deja entonces enfriar y se ino-
cula con 20 ml de una suspensifén de esporas de Streptomy-

ces rimosus forma paromomycinus en una solucidén estéril

al 0,1 % de heptadeeil sulfato sédico, preparada de la mis-
ma forma que se desecribid en el ejemplo 1. La mezcla de
cultivo se incuba a 262C, setenta y una horas, durante
cuyo tiempo se suministra aire estéril a través de un in-
yector a una velocidad de 12 litros por minuto y la mez-
cla se agita por medio de un agitador a la velocidad de
200 r. p. m,

El cultivo inecubado asi obtenido se utilifa para
inocular el cultivo prinecipal preparado del siguiente mo-~

do. 40 litros de medio que tiene la composicién:
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Tanto por emento

Glucosa, monochidrato 2,0
Harina de sojsg 1,0
Residuo de estémago de cerdo, ex-

tracto salino.........0..... 0,5
Cloruro amdénico 0,167
Cloruro sddico 0,5
Carbonato cédlcico 0,5
Agua suficiente para hacer 100,0

8e preparan en un fermentador de acero inoxideble de 120 li-
tros y el medio se esterilize por calefaccidn g 121le¢, durante
una hora, K1 medio se deja enfriar y se inoculg entonces con
100 ml del medio de inoculacién freseo preparado como se descri-
bid antes. El1 medio inoculado se incuba g 26ec. veinticuatro ho-
ras, durante cuyo tiempo se proporciona aire estéril s través de
un inyector a la velocided de 0,18 m> por minuto.

1,200 litros de un medio nutritivo que tiene ls mismeg
composicién deserita enteriormente se Prepareron y coloecaron en
un fermentador de ascero inoxidable de 2,000 litros ¥ el medio se
esterilizé par calefaccidn s 12leC. durante una hora. E1 medio
estéril se deja enfriar ¥ se inocula con 40 litros de la mezcla
de cultivo obtenida de 1g fermentacién previe. E1 medio inoculado
se incuba veintitres horas a 262C. durante cuyo tiempo se propor-
cione aireacidn por medio de un inyector a lg velocidad de 1,3 m3
pPor minuto y el medio se agita por medio de un agitador a la ve-
locidad de 84 r.p.m. Durante 1s incubacidén, se afiaden 349 litros
de una mezcla estéril de manteca de cerdo en bruto ¥ aceites mi-

nerales que contenga mono- Y diglicéridos, segin se brecise, para
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evitar la excesiva formecidn de egpuma.

Se preparan 4,800 litros de un medio que tiene
le misma composicién deserita anteriormente y se colocan
en un fermentador de acero inoxidable de 8,000 litros. Ll
medio se esteriliza por calefaccibén a 121eC. durante una
hora y se deja enfriar. El medio estéril se inoculs con
800 litros de le mezcla de cultivo descritas inmediatamente
antes y se incuba & 262C. durante cuarenta y nueve horas.
Durante la incubacidn, se suministra aire a une velocidad
de 3,4 metros cdbicos por minuto y el medioc se agita con
un agitador a la velocidad de 125 r.p.m.

La mezela de cultivo (8,20C litros que contienen
le paromomicina en una concentracidn de 0,2 mg/ml) se fil-
tra, ls torta del filtro se lava con ague y los filtrados
¥y lavados combinados se ajustan a pH 7,2.E1 ligwmido de
cultivo, lavados, etc., (9,600 litros) se aifiaden a uns
columna de adsorcibn preparade rellenando unsg columns de
45 cm. con 184 litros de una resina de 4cido carboxilieco
(Amberlite IRC-5Q) y neutralizendo la resing por percola-
eidén con 820 litros de hidréxido sédico 0,6 N. La columng
8e lava entonces con 1,300 litros gprox. de agua y se
eluye con 2,240 litros de 4cido clorhidrico 0,5 N y 840
litros de Acido clorhfdrieco G,6 N, empleandose los lavados
con agua despuébs de cade elucidn 4cida, dando un voltmen
total de eluato de 3.900 litros.

Los eluatos combinados de verias operaciomes como
ésta (voldmen total 3.200 litros) se ajustan s PH 9,5 eon
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hidrdéxido sédico 6 N, Se afiade entonces carbdn activo
(Darco G-60) en una proporcién de 1,5 % p/v y tierra de
diatomaceas en una proporcién de 1.0 % p/v y la mezcla

se agita durante medis hora., La mezcla se filtra en un
filtro prensa y se lava con 3,980 litros de agua. La pa~
romomieing se eluye con 980 litros de 4cido sulfdrico
0,05 N y 1.336 litros de écido sulfdrico 0,1 N. Los elua-
tos de dcido sulfdrico se combinan y se pasan sobre 50
Kg. de resina cambiadora de anion (amberlite IR-45) en
la forme hidroxilica. ELl pH del eluato se determina pe-
ridédicamente y cuando cae por debajo de pH 9, la resina
se regenera. El filtrado contiene la base libre paromomi-
cina.

Una porcién de 646 ml de percolato concentrado,
que contiene l,3-1,5 g de paromomicina se sajusta a pH
743 con 4cido sulfdrico 1 N y se pasa a través de % ml
de una resina de dcido carboxflieo en la forma aménieca.
Lia resina se lava con agua y el lavado que contiene una
pequefia cantidad de actividad se desprecia. La paromomi-
cina se eluye con hidréxido aménico 1 N y el eluato se
seca a partir del estado congelado., El rendimiento del
producto deseado, paromomicina, es 1.125 g.

Esta solicitud, que corresponde a la presentada
en Egtados Unidos de América, el 20 de Mayo de 1955, ba-
jo el nimero 509.824, se acoge a los beneficios del arti-
culo 51 del vigente Estatuto Ley sobre Propiedad Indus-
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Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de é&sta Patente de Invencidén
en Espafla, son los siguientes:

1l2.~ Procedimiento paras la produccién de paromo~
micine, que comprende la inoculacién de un medio nutriti-
VO acuoso estéril que tenga un pH entre 6 y 8,5, ¥ que
contenga uns fuente de carbono asimilable ¥ una fuente
de nitrégeno y sales minerales, con el Streptomyces rimo-—

sus forma paromomycinus la incubacidén del medio inocu—

lado a una temperatura en las proximidades de 20 g 35o c.
en condicibnes aerobias, la separacidén del materisl s6li-
do presente y el aislamiento de la paromomicina del me—
dio incubedo,

22.- Procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidén 1, en el que el medio nutritivo se agita y me in-
troduce aire estéril en el citado medio durants la incu-
bacidn.

32.- Procedimiento de acuerdo con cualquiers de
las reivindicacibénes precedentes en el que la incubaeién
se lleva a cabo a una temperatura entre 23 y 30¢ ¢. du~
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rante 3 a 6 dias,

42,~Procedimiento de acuerdocon cualquiers de lag
reivindicacibnes precedentes en el que el medio mmtriti-
VO contiene entre 0,1 y 1 % de sales minersles ¥ por lo
menos una de las siguientes sgugtancias: glqeosa, g-manosa,
d-galactosa, jarabe de maiz, almidén, almidén soluble, 11~
quido de maceracidn de malta, melazas finales, almidones
hidrolizados y glicerina.

5%~ Procedimiento de acuerdo con cualguiera de
las reivindicaciénes brecedentes en el que lg paromomi-
cina, contenida en el medio incubado después de separar
los sélidos, se adsorbe 80bre una resina cambisdors de
édcido carboxflieco y &8¢ eluye de ella, la paromomicing
contenida en el elusto resultante 8e adsorbe sobre car-
bén activo y se eluye de 81 y 1a baromomicing contenidg
en el eluato del carbén se sislg Por separacidn del di-
solvente o por precipitacidén como una sal de agdicidn de
dcido insoluble.

62,.~ Procedimiento de acuerdo con cualquiers de
las reivindicecidénes 1 a 4 en el que la paromomicing
contenida en el medio incubado después de separar los sé-
lidos se adsorbe y eluye de un cambiador de catién, el
PH del eluato se ajusta g 9 - 947, le paromomicina econte—
nida en 61 se adsorbe sobre carbdn activo, se lava con
egua y se eluye con 4cido minersl diluido, la paromomici-
na contenida en el elusto resultante se adsorbe ¥ eluye

de una resina anidnica en la forma hidroxflica, el eluato
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resultante se neutralizs, la paromomieins contenide en el
eluato neutro se adsorbe en una resine cambiadora de catién
y se eluye con hidréxido ambnico y la paromomicina se ais—
la por separacién del disolvente.

72,~ Procedimiento para la produccién de paromomicina

Tal y como se ha deserito en la Memoria que ante-
cede, ilustrado en los dibujos que se acompaflan y para los
fines gque se han especificado,

Ests Memoria consta de treinta y seis hojas escri-

tas a méquina por una sola eara.

vadrid, '8 JUN 1955

Albe@%ﬁu
YPorPofer,
"&/, { s
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