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La presente invencidn se refiere a un pro cedimien~
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| to para preperar entibidticos. Mds en particular, se refiere la
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jnvencién a un procedimiento para producir un antibidtico que
se llemeréd aqui el entibidtico 66-A; empleando los métodos de
fermentacién, y & un método para recuperar ¥y concentrar el mis~
mo e pertir de uma gsolucién bruta, & su purificacidn y a sus de
rivedos y la produccidn de dstos.

Una finalided de 1ls jnvencién es la de mroporcio -
mar un entibidtico nuevo § 611, que posee ectividad frente &
bacterie gram-positive y gram-ne gativa. Otra f£inzlided de la in |
vencidn es la de moporciomar derivados de este antibidtico,dtL
les para esos fines. Otre finazlided es la de proporcionar un prl
cedimiente pera producir y recuperar este antibidtico. Otras fi
nelidedes y ceracteristiocss del presente invernto se pondrén en
evidencia y serén comprendides por las personss femiliarizades
con esta materia.

Se ha descubierto que cultivendo bajo coniiciones |
figoplizedas y sobre medlos nutritives de cultiveo apropiedos) um!
especie de microorganisme hasta ahora no descripta, o ses el
Streptomyces niveus, eislado de una musstra de tierrs saoceda de

Queens Village, Nusve Yerk“ Estados Unidos de América, se obtie
ne un nuevo compuesto, o see el entibidtico 66-A. Un cultivo de

l

microorganismo vivo ha sido depositedo en la Fermentation Divi-k

sion (Departeamento de Termentacidn) del Northern Reglonal Re =~ \

searoh Iaboratory (laberatorio Regionsl Septentrional de Inves=
tigaciones) de Peoria, Estado de I1linois, Estados Unidos de NoX

|

|
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geamérioa, habiéndose pgregado el mismo e le coleccidn permemnse -\‘
te de dicho lsbaretorio bajo el nombre NRRL 2466 \
Un estudio detenido de la morfologia ¥ fisiologia l\
| de1l S.Niveus comprusba que el mismo es diferente de cuslquiera
de las especies enteriormente descriptes de estreptomices en el
"Menual of Determinetive Becteriology" de Bergey, 6a. edicidn
i)éginas 989 a 977, ¥ "Actinomyoétes a;ld their Antibiotics™ de
Wekeman y I-echsvalier; Tes ceracteristicas d mioroorganigmo £1
guren en le Table 1., Todes las siembras Be efectuaron con un ing
culedo vegetativo que se hizo crecer en 100 mililitros de un oal
| o de extrecto de 1evadura-triptona, sobre un gglitador de vaivén
i g una temperature de 282C. Después de 28 hores, el inooculedo £ué,
mezoledo (Waring Ble ndor ) durante un minute y se agregd luego
| 0,2 nililitro del inoculado & ceda tubo de prueba. Se tomeron 1
detoe respectivos e los 4,7 y 14 dlas.
Teble I

carsoteristions del cultivo del S.Niveus.

1, hiedio (temperature de incubacidn, £82C; gelatina 242C).

II. Crec.ﬁhienho vegetatiw .

IIT. Crecimiento méreoe

\ IV, Observacionsse

l ) I 11 III Iv

| gelatine simple ¢ - Licuacidn & 1/53 &
1e profundidad de
medioe '

Geletina nutritiva T - Licuscidn 1/3 de |

la profundidad de
modio.

\Aga,r nutritivo 4 clero; blanco Crems del ledo ine
| griesdceo verso; pigmente -
1 oién emarille li-
\ goTee



I I1 III Iv
Celdo nutritivo o
anillo alreds -
dor de la super
ficle; orecimien
to flooulento en

blanco de nie
ve hasta de Gg |
nize. '

o)

el fondo
Caldo de d-glu~ T
coss, enille y pelfou~ blanco de nise-
le en la superfi ve hasta de oe
cle; orecimiente niza
flooulento en el
fondo
Agar de d~glu =~ g blanco de nis Amarillo del
cose ve hasta de Co lado inverso
i nizea plgmentoe auns,
‘! rillOo '
| Caldo de tripto * : | |
| ne -~ pelicula en 1e su blenco de nie- %
i perficie; ocreci = ve hasta de ce |
1 : miento flooulento niga. |
| en el fondo,
| Caldo de extrac + |
| Yo de levadura/ pelfoula en 1a su blenco de nie~-
f triptona , perficie: creci = ve hasts de cg g
f miento floculento nigsa, }
en el fondoe ‘,
| Agar de tirosi-~ ligeramente Crema del la
! na se Waksman blenco griséd -~ do inverso;
| ceos pocos pigmens
” ' tos amarillos.
J Caldo de tirosina t - buen color »r
| orecimiento flo - se.
, culedo en el fone
’ Agar de susrosa ¥ blanco -creme ocreme del la
de Czapek do inverso;
Pocos pigmen
toe amarillos.
Leche de litmo 4 - Peptonize -
enillo alrededor eién
Ge lm superficie,
Caldo nutritivo T blanco de nieve; ne se redue
de nitrato peliculs en la su jJeron hesta de ceniza los ni

perficie; creci = tratos,
miento floeculento
en la base,




10

25

I

Caldo sintético
de nitrato

Agar de hierro/
peptons

Agar de Bennett

Agar de malato
cgc ico

Agar meltose/
Ni triptoma

| Almiddn d -
!) aeimn ° o8

Almiddn nutriti
vo

r A de almiw-
dén segdn Waka-
| man

Age.r B de almiw~
dén segfn Waks-
man

| Fota: t significe crecimis nto ;
!’ La utilizacidn de compuestos de carbono por Se. ni-
i veus en un medio sintético se ilustre en 1la Table II,
| el método de Pridhem y Gottlieb, J, Bact,

II III

t Poco; blanco

enillo alrede-

dor de la super

ficie; creci ~

mieto floocu -

lento en todes

partes y en 1la

base.

* . -
crecimiento poe
bre; crecimien~
to tiene color

del msdio,

4 bien; blanco
de cremg

+ blanco de
cremn

T blenco de
Cremg

t crem

L rosg oremoss

+ erems,

4 orems,

no se redujero
los nitratos

no se ocgcurece
el HpS; color

inverso es el

del mwedio; po-
co8 pigmentos

emarillos,

inverso ameri-
1lle; pigmento
emarilio,

Poco plgmento

inverso orema; ,
amarillio, f
|

inverso smari- ,’
1lo; pigmentos
emarillos.

inverso orems;
hidrélisis bue
na. »f

inverso emari- ;
1llo; hidrdli =
8la buena.

inverso crema;
hidrdlisis pPo~ |
bre, |

inverso crems;
hidrélisis bus,
nNAae

¥ = signifioce ningdén crecimiento

{

Se empled )

|
66.107~114 (1948),00n (
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~ las siguientes modificaciones: }

1) Se inocularon frascos con agltacidn con uns mue_é_
tra de una provisidn de tierra de S.niveus. Se incubaron los |
frescos a 282C sobre agitadores de vaivén,

2) Pasadas 120 horas, se decant$ l= capa sobreflo~

tante. El crecimiento vegetativo fud lavedo con 100 mililitros

de aguae destilada estéril y se volvid a decantar la capas sebre-
flotente. Se mgregaron luegp 100 mililitros de ague. destilada
estéril al orecimiento vegetativo lavado, y los frascos ocon la
mezcla contenide en ellos fusron colocedos sobre un agitador de
velvén e incubados a 282C, |

3) Despuds de haber pasado otras 48 horas, se de-
canté la cape sovreflotante. El crecimiento vegetativo fud la-
vado de acuerdo con lo ya desoripto, y mezclado ( Waring Blen =
dor) durante un minuto en 100 mililitros de ague destilade es-
teriliszada,

4J Ios trozos de agar fueron sembrados scon 0,2 mi
1ilitros del inoculado mixto.
Teble II
Asimilecidn de compuestos de cerbono por S.niveus ’
en el medio sintético de Pridbem y Gottlieb, |

edio Resultado Med io Resultado
Control T . inuline L 4
d-xilosa + elmidén soluble +
I-araovinosa t glicerol t

remnose ¢ duloitol 4
d-fructossa t+ d-manitol +
d-galactoss ¥ q-sorbvitol @
d-glucose + T ~inositol

d-manoss, t Balicing, |
mel tose, o formato de KNa |
sucross o oxelato de Na

lectosn ¥ tartrato de Ne +
celobiose t salicilato de Na o
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Hed io Resultado liedio Resultado

rafinose ¢+ acetato de Np 1
dextrina + citrato de Na f T
fenol - suceingto de Na ' 4

cresol -

T significa asimilmoidn positiva.
- w " negetivae _
GB " n rositiva, con crecimiento so~-
lamente ligero. | *
El cultivo de S.niveus produce micelioes filamento-
sos ramificados, los conididforos que surgen de los micelios a.g_
reos son derechos en su baese y tienen enrollamientos en forma |
de tirabuzdn en su parte superior. Les remes fértiles se encuen

tran en racimos y llevan conidias elergades, Cuando orecen so -

bre agar de Bennett (quince dfas de incubaocidn a 262C), las co-
lonias tienen tejidos similares & los de cuero, con una perife-
rie compacta. El drea esporulante es de color blanco cremoso;
al revés es de color emarillo-cremoso ("yellow=cream™, Maerz y
Paul, "A Dictionary of Colours", g Ediéidn. MoGraw-Hill Book
Co., 1960, lémina 10, A-1, pégina 43, y lduina 11, F-4, pdgina
45). Se producen buen -crecimiente y esporulscidn a ﬁemperaturas
enire aproximademente 24 y aproximsdemente 322C. Sobre el sgar
de Bennett, no existe ningfn crecimiento a 372C. |

Aunque en slgunos aspectos el S.niveus es similer {
el S.elbus (NRRL B-1333) y S.cellulosae (ATCC 3313), sus ras =~
gos de cultivo, segin se indice en la Tabla III, se distinguen ,
de los de estos microorgenismos. !
Tabla III ;

Rasgos distintivos del S.niveus, Sialbus NRRL |

B-1333 y S.cellulosae ATCC 3313, | |
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I. Medio
I1T.
III1.
Iv.

Seniveus

I

Agar de Bennett

Ager de d-gluco
8e,

Ager de tirosi-
ne, Wekemen

Agar de almiddn
de caseins

Sealbus NKRRIL B~1333
Secellulosse ATCC 3313

II

ningén creci =~
miento & 372

esporulacidn
blanca de nie~
ve haste de ce
niza; inverso
amarillo pig-
mento amarillo.

esporulscidn
clars gris~blan
ce; inverse ors
ma; poco pigmen
to amerillo.

esporulacidn
creme.; inverso
crems..

III

buon crecimien
y esporula
oign e 372

esporulacidn

ocreme; inverso
chartreuse;pig
mento amerillo.

orecimiento ve
getativo pobre;
ninguns esporu
lacidn; inver-
BoO color del me
dlo.

ligera esporula
cidn crema; in=-
verso amarillo.

Asimilecidn de compuestos de carbono

I

ramnossa

d-fructosa

sucross
lactose
rafinoss
inuline
duloitol

41l Oinositol
Tormato de Na
oxalato ds Na
tertrato de Na

II

4 ATD o b o o p g

t significas asimilacidn

- "

ningwns asimilacidn.

III

11111 il )

Iv

buen creci -
miento, pooca
esporulacidén
a 372

esporulacién
sreme~blanoco
inverso ama-
rillo=-bronce
do; pigmento
amarillo~-bro
cendo.

pobre creci
miento vegeg

tivo; ninguns
esporulacidn;
inverso colo
del medio. ‘

esporulaoidn{
cremg~roseda
inverso amar
1llo,

4
-

L1 1D 11 D

N Nt Vgt

S gy gy — —
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CB significa asimilacidn negativa =-creclmiento solamente ligproF

(=) n orecimiento ligero - ninguna esimilacidn.

El 8.niveus pusde producir el entibidtico 66-A qu£

es un material entibidtico eficmz, e8dlo cuando se cultiva bajo
condiciones edecuadas y en un medio nutritivo sintético epropia
do y preferentemente un medio nutritivo que contiene un hidrato
de carbono asimileble como tembién un compuesto orgénico de ni-
trédgenos Cuando se agregan esporas de S. niveus e tierra recién
recogida y se incuba la tierra inoculads, & 288C durante seis
dfes, no se encontrd pruebss de moctivided antibidtica en el ex-
trecto acuosoe Si bien existe una cantidad de medics apropia -
dos disponibles se prefieren, por razones de economia de‘prodqg
¢idn rendimientos méximos en antibidtico ééq&, y facilided de
su aislemiento, determinados medios de cultivo. Por ejemplo,las
fuentes de hidratos de carbono en el medio nutritivo, que se
prefieren amctuaslmente, son glucoses, y/o una mezcle de glucose
y almidén. Otras fuentes epropiades son maltosa, lactosa, gli-
cerol y sus similares. la fuente de nitrdgeno preferida es la
materia soluble de destilerfas (efluente secado de alambigues
con pantallas obtenido de la fermentacidn de levadura), mds
existen otras fuéntes apropiadas tales como tortas de semillas
de algoddn, tortas de porotos de soja, extracto de oarne, pro-
tefnas de leche, y sus similares, que dan’resultgdos satisfac—-
torios.

Les sales inorgénicas nutritives que se pueden in
corporar ventajosamente en el medio, incluyen les seles capaces
de ceder iones tales como sodio, potasio, cemlcio, fosfate, sul-

fato y sus similares. Las fuentes de nitrdgeno inorgdnicas tea-

i
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les como sales de nitrato ¢ sesles de amonio puesden ser igualmen~-
te empleadas. Elementos de vestiglo esenciales tales como magne«
slo, mangeneso, cinc, hierro y sus simllares, pueden incluirse
tambidén en el medio de cultivo para hacer crecer el S.niveus.Ta-
les elementos de vestigio se suministren cominmente en formas de
impurezas accidentales alalitamento de los demds cons¥1tuyentea
del medice |

Pars obtener ﬁn crecimiento y desarrollo mdximos
de S.niveus, el medio de oultive antes de la inoculacidn del mi-
croorganismo, deberd sjusterse a un pH entre aproximsdamente 7,5
y 8,6 y de preferencia a un pH superior a 8,0.

Condiciones de ocultive aerdblcas sumergidas con
las condiciones preferidas peras la producoidn de grandes cantida
des .de entibidtico 66-A. Pare preparar cantidades limitadas del
antibidtico, pueden emplearse frascos con egitacidn y cultivos
en la superficie en botellas. Si se efectiam el crecimiento en
grendes reciplentes o tanques, es preferible utilizar la forma
vegetative del microorganismo para la inoculacidn a fin de evi -
tar un largo vacfo en ls produccidn del antibidtico y la consi =
gulente utilizecidn ineficaz del equipo. De ahf que o8 deseable
producir primeramente un incculado vegetativo del microorganismo
inoculando una cantided relativamente pequefia del medio de culti
vo con une forma de esporas del microorganismo y cuandb se haya
obtenido un inoculado vegetetivo Joven y activo, se transfiere
dste en condiciones msépticas a grandes recipientes o tanques.El
medio en el oual se produce el inoculado vegetativo, puede ser
el mismo que el utilizado para la produccidn del antibidtico, o
puede ser distinto de dste.
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Se pueden obtener rendimientos éptimos en entibif

tico 66-A cuando se mantiene el medio de cultivo a una tempera ﬂ

| ture entre aproximaaamsnte 248 y~5znc, y preferentemente & apro-
ximademente 288C, |
El procedimiento objeto de la presente invencibn

no se limita a lea produceibén del entibidtico 66-A por medio del !

! S,niveus o picroorganismos que correspondan plenamente & la des~
cripeibn que se gcaba de hacer solamente & t{tulo ilustrativo.Se
“dabe comprender que los procedimientos fermentativos de la pre =

| gente invencién ebercan tembidn otres capes de S.niveus produc -

1

i

|
tores del antibiético 66—k, siendo estas otras capas Técilmente
w producidaa y aisladas por pdtodos rutinariemente eplicados pera

|

1\ci én de organismos eultivedos, que se exponen & medios mndificaJ

\ﬁdores tales como rayos X, luz ultrevioleta, agenxes quimicos ta—
E\les como mostazas de nitrégeno y sus simileres. l
| !

E Durante el periodo de crecimiento del microorga~- |
1

modificar las capes y aislarlas, los cuales incluyen le selec - |

nismo se pueden verificar rheilmente el régimen de produccibn de!
% antibidtico 66-A y la concentracibn del entibidtico en el medio |
| e cultivo, haciendo les pruebeas correspondientes con muestras
| del medio de cultivo, para determinar su ectividad antibibtica

frente a un orgenismo que 5€ conoce como susceptible de la acti-

| vidad del antibidtico, p.ele. K.pneumoniae. Para estas verifice-

| etones se emplea convenientemente une prueba que comprende efec

tuar diluciones en series de lms muestras del cultivo, egreger g%
| clones de las muestres dilufdes a egar nutritivo derretido, solit

|
|
Hdiricar el egar en un plato petri, inoculer dste con un cultivo
ijoven de K.pneumoniee, ¥ determinar el mayor grado de dilueién

Hdel medio de cultivo que haye ocesionedo la i{nhibicién completa ‘
|

I i
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|

\
B
l del crecimiento del microorgenismo sobre el agar nutritivo. §
‘ ge puede verificar le produccién del anxibiétioo‘
g6-a también mediente los métodos de pruebes turbidimétrices ce-
W mfnmente empleedos con relacibn a la produccibn de otros anti -i

bidticos. En general, la produceién méxima del antibidtico des—

| pués de la {noculecién del medio de culbivo tiene lugar entre
\\aproximadamenxe dog y eproximademente gseis dies cueando se empleJn

cultivos aer6b1cos sumergidos.

| Se puede recuperar el material antibidtico del me-
\1dio de cultivo empleando le técnica extractivea o adsorbemte, 1n4
| cluso la adsorcibn del entibibtico sobre resines intercembiado -
ras de iones tales como Permutit DR, y sus gimileres, o se pusds
| eluir el materiel antibidtico con agentes eluidores epropiados i
1ktales como elcalones inferiores acuosos. ge prefierem los procaﬂ
iidimienxos de extracecibn para la produccibn industriel, debido a\

\\que 4stos insumen menos tiempo y son menos costos08. !
|
|

Un procedimiemto edecuado de recuperacién incluye

aoidificaoién del medio nutritivo fermentado y secar lusgo el

precipitado resultante. A}ternativamente, se pueds dieolver el

preoipitado en un medio |cuoso, secéndose le soluci én por conge—

\laci6n, pera obtensr le ectividad antibibética bejo la forma de

|
|
|
|

iuna‘sal.

1 Un procedimient o extractivo preferido pera recu-
‘ perar del medio nutritivo fermentado le gctividad antibibtica, y
| comprende afiadir un solvente orgénico inmiscible con ague, Pe.ej.

|
{
1 |
’aun acetato de alcanol inferior o elquilo inferior, cetonea de al—N

quilo inferior y su gimilar a dicho medio, concentrar el extrac-

|
ito en el solvente, & un volumen relestivemente pequefio y precipi-&
1

| |

u \
i
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'i o sus similares y extraer el material gntibiético con un solven-

tar el materiel antibidtico del solvente, agregando un solvente |
miscible, en el cual el antibiético es poco soluble. El antibib
tico se obtiene entonces bajo une forme emorfea.
Une realizacién concrete y preferida del método
| pera eislar el antibibtico 66-4, incluye filtrar el caldo enterg

a un pH entre aproximedamente 7 ¥y aproximedemente 10 y de prefe-

rencia & un pH de aproximedamente 8, ejustar el pH del filtrado

a un velor entre eproximedamente 2 y aproximadamente 7 y de pre-

ferencie a un pH de aproximedamente 6, con un fcido mineral tal

como &cido sulffrico, &cido clorhfdrico, con un écido fosrbrico,

| te adscuasdo tel como un aceteto de alcoilo inferior y preferentg

|

mente eceteto de amllo, aceteto de etilo y sus simileres, Solven

\
i\tes\apropiados son tembién entre otros, los alcanoles de peso mo
i

| leculer inferior, teles como n-butenol, alcohol n-am{lico, alco-

Ehol iso-emflico y sus similares, cetonas miscibles con ague, te~

%135 como cetona metil isobut{lice, cetone metil iaopropilica Yy
sus simileres. Se concentre el extracto par destilacién el vaclo

\o mediante otros recursos eprapiados, agregéndose el extracto &s

:obtenido e un solvente constitufdo por un hidrocarburo gue tenga

cuatro y ocho ftomos de carbono, vale decir, un solvente 8kellye

solve, y preferentemen te un solvente constitu{do por un hidrocers
buro que posee 6 & 7 Atomos de carbono, tel como hexeno o heptana.
El meteriel activo es asi precipitedo y secado para obtener un
producto parciselmente purificedoc. El producto puede purificerse
ulteriorme nte pa eristalizacibn desde una golucién de acetona en
ague, & un pH fcido, tel como p.ej. inferior e aproximedamert e 4J

£l feido libre del entibiético A-B6 posee las 81 =
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| freccibn con rayos Xi
1

| ' 22 93
|
|

\guienxes propledades fisicas y quimicas' | |
| una rotacidn éptica [=<7 25-28ﬂ = =638 (c,1% eta
nol absoluto, 2 deciméteres).

El entibibtico 66-A en forma cristeline exhibe dob

puntos distintos de fusibén y de descomposicién. Una de estas forr

mas o sea la forma 1, funde entre 174 y 1788¢, y le otre forma o
' sea le forma 2, funde entre 149 y 1512C. La forma 1 del antib1b-

tico 66-~A cristalino se distingue porklos siguientes datos de di

29 Especlemientos interplanares, ﬁ
| 6.16 : 14,34
| 9.02 9;79
j 11,52 7.67
ﬂ 15,18 5,71
ﬁ 14,33 6.17 |
h 15,88 5.58
ﬂ 23.10 3.85
| 25,90 3.44

42,28 2.14

49,05 | 1;86 |

La forme 2 del antibiético 66-A eristelino se dis

\tingua por los sigulentes datos de difreccidn de rayos X:

E 29 Eepaclamientos interplaneres, &
t 727 12.16
] 12,27 7.21
| 14.65 6.05
21,14 4,20

23.65 3¥76
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| dngulos entre las cares: 210 210 = 54,50

| Razén exil: 0.513:1:0,324

| Dispersidn: extrema, R V

| orientecidn comlin: bisectriz aguda inclineda.

229518

2e Especiemientos interplanares, 4

25,95 S.43
28;21 3.16
Se obtuvieron estos detos mediante el método con

polvo, utilizendo une unided de difraceidn de Picker-Weite, con
radiacidn Kal de cobre riltrado por nfquel.
Propledades cristalogréficas:
Sistema: Ortorémbico,
Clase: Dipiramidel rémbica,
Formes presentes: Macro prisme, 210

Domo corto, 013
013 013 =l44¢

Dimensiones de la célula de unided: & = 15 58 A
b = 26.38 §
c = 8,54 £
Signo 6ptico: megetivo

Indices de refrecoibn: alfe 1,608
beta 1,838
gemma 1,854
Angulo exil éptico: 2 V = 718

Orientacibn éptice: e = x
ba:y

Refraccién moler: 30{[3}( 1,833; Mr(mg 164,23; densided w 1,3448
Peso molecular: mediciones con rayos X y cristalogréfioas épti-

¢cée indican un peso molecular de la unided de 618,41,
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pK,l de 4,5. En dimetilformemida existen dos inflexiones: pKal =
*5,7 ¥y pKhz = 11,9, El peso equivalente celculado para 030358012

2295 8
El entibidtico 66~A es muy soluble (100 mgs;/ml)!
en ague & un pH superior a2 9; su solubilidad disminuye hasta
aproximadamgnte cero a medide que el pH veya disminuyendo desdg
9,0 hesta 5,0, E1 entibibtico es muy soluble en alcenoles infe-
riores y ecetona. .
Los enélisis elementales del antibibtico 66-a die

ron los siguiantes valores:

Elemento Porcentaje
Carbono 59,40
hidrégeno 6,44
nitrégeno 4,54

Besfndose en los valores precedentes, se calcula
b if 1 ca pa 1 b
la férmule emp{rice pare el antibibtico como Cro-52 Hzgosz
Tituleciones electrométricas en ague indican la
presencia de dos grupos acfdicos: PK,; (precipitedo), pK , =
mm.9.1. E1l espectro de absorcidn de ultre-violete observado a

une serie de valores pH (entre 1 y 7) en ague indican un valor

N§=618; comprobedo 636,86, .
Las investigaciones polarigréficas del écido li-
bre del antibiético 66~A muestran que el compuesto no era redu-
cible en el electrodo de mercurio goteado en soluciones de ete-
nol-agua (1:1) que contiene H,80, al 0,001 N; (CHg),NCL el 0,05
N; 6 KOH &1 0,001 N, como electrolito de soporte; Les gamas de

potencial cubiertas eran 0 a -1,5; 0 & =2,0; y 0 a -2,0 voltios

contre S.CE. parea las solucicnes acidica, neutra y elcelina, res
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pectivamente,

ELl entibibtico 66-A cristalino es algo sensible
e le luz, tornéndose el mismo amarillo al exponerse y perdiendo
algo de su bio-actividad., Soluciones & 42C quedan estables du -
rante sesenta dles con un pH entre 2 y 10. Soluciones dilufdes
e 2520 durante sesenta dles muestran las siguientes estabilide~-

des determinadas en pruebas en vitro:

pH vide medie

2 >80 dies (véese nota)
7,8 10 =

10 60 »
12 3 »

Note: no hubo indicecidn elgune de ninguna pérdida de bio-activi
ded despubs de 60 dlas,
Utilizendo un espectrofotdémetro de cuarzo segln
Beckmann modelo DN, o un espectrofotématro registredor Cary, el
bcido 1libre del antibidtico 68=-A cristalino (formas 1 y 2) tiene
los siguientes espeetros ultravioletas:
En una soluciSn de etanol al 95% que contiens Aci-

do sulffirico 0,01 N (Fig. 1):

Méximos : Inflexiones
.
334,E = 437,0 £50,E = 210,8
lem 1l em
1
262 E = 192,8
lcm
1
282 E = 206,8
loem
1

%
304 E = 273,1
loecm

En une solucién de etanol al 95 % que contiene
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| 1162, 1138, 1124, 1103, 091, l080, 1062, 1029, 1000, 969, 930,

224631418

0,01 N hidréxido de potasio (Fig. 1):
Méximos Minimos Inflexiones
ﬁ
311,E = 512,4 263,E = 162,5 837,E = 313,8
1l on lecn lcm
1%
255 E = 205,4
lcn
1%
287 E = 347,86
lcm
El espectro de caracter{sticas de absorcién infra
rroja (prisme de cloruro de sodio), del antibibtico 66~A crista-
lino, forma 1 (fig. 2) en suapensién en aceite minerel, exhibe
bandas de ebsarcibn (expresadass en cen timetros reci{procos)en las
sigulentes frecuenciess: 3500, 3445, 3395, 1744, 1738, 1694, 1642,

1607, 1542, 1500, 1374, 1360, 1320, 1294, 1280, 1252, 1235, 1219,

904, 879, 846, 800, 789, 770, 755, 739 y 716.

El espectro de sbsorcibn infrerroje del entibib-
tico 66-Acristalino, forme 2 (Fig. 3) en suspensién de aceite mi
neral, utilizando un prisme de cloruro de sodio, exhibe bandas
de asbsorcidn (expresadas en centimetros reciprocos) en las si -
guientes frecuencies: 3480, 3360, 3280, 1715, 1690, 1635, 1610,
1586, 1534, 1507, 1374, 1344, 1315, 1293, 1259, 1186, 1157, 1121,
1084, 1064, lo22, 998, 972, 934, 919, 837, 818, 809, 789, 781,
761, 753 y 741,

Les sales metélicas fcidas y/o neutras, incluso
las sales de metales elcalinos y de metales alcelino-térreos, y
les seles aluminices del antibidtico 66~A son obtenidas, traten-
do una solucidn o suspensidn acuosa del antibiético con una o

dos medides equivalentes de una solucidn acuose de une base tael
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1
como hidrdxido sbdico, hidréxido potésico, hidréxido céleico, |
hidarbxido aluminico, o su similar, ¥ gsecando ya sea por evaﬁoraj
ci8n de la solucibn al vacfo haste sequedad, o Dien por secado
por congelacibén, Por ejemplo, cuando se trate un equivalente de
une base metdlice tal como hidrbxido de sodio, hidréxido de po-
tasio, hidrbéxido de calclo, bidrdxido de eluminio, o su similar,
con el antibidtico se obtiene la correspondiente sal monosédice,
monopotésica, monocélcice, monoalum{nica o su similer, del enti-
bidtico 66-A. En forma enfloge, al trater el antibibdtico con
dos equivalentes de una base metdlice tal como hidrbxido de so-
dio, hidrbxido de potesio, hidrdxido de calclo, hidrbxido de alu

minio o su similar, se obtiene la correspondiente sal neutra sb-

dice, pothsice, célcica, aluminice o su similar, del antibidti-

co 66-A. ‘ !

La sal disddice del antibidtico 66-A posee la £ér
mule empirice aproximade de CgzaHza07pNpNaz;

Calculado: Nea, 6,94;

Comprobado: Ne, 6,77;

Le sal dipotésica del antibibdtico 66-A posee la
rérmule empirica sproximade de CsoHBBGiBNEKz;

¢alculado: K, 11,25;

Comprobado: X, 11,14;

El espectro carecter{stico de absorcién infrarro-
ja, el emplearse un prisma de cloruro de sodio, de ls sal disé-
dica del entibibtico 66-A, en uma suspensién de aceite minerel,
exhibe bandes de ebsorcibn (exprééadas en cartimetros recipro -
cos) en las sigulentes frecuencias: 536&, 2190, 1718, 1645, 1605

»

1525, 1465, 1425, 1377, 1325, 1265, 1217, 1132, 1115, 1084, 1022,
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|
995, 969, 955, 825, 797, 771, 740 y77. \
Pere preparar las sales eminicas o emfnicas del \
66-A, 56 trafa una solucién del antibidtico en un solvexte org&~
nico tel como metanol, etamol, prepanol (incluso sus formes isc
mérices, butanol (incluso sus formas isomérices), vy su similer,
acetato de amilo y su similar, con un equrvalente de emonfaco o
de la amina deseada tal como benci lemina, di-n-propilemina, tri
tilemina, o su similar, para conseguir le correspondiente sal
de emonio o amina tel como la sal ambnica del antivbiético 66-A,
la sal bencileam{nica del antibiético 66-A, la sal di-n—prnpila—

r
i
i su similar. De manere amélosa, se pueden preperar seles de adi-

eidn del antibidtico 66-A, hecliendo reacciones a este compuesto
I

|

'\neomicinas By C) eritromicines A y B y sus simileres. \
|
|

|
minica del entibidtico 66~A, le sal trietileminica del 66-4 ¥ ‘\
|
|

con otres aminas teles como la neomicinas (incluszo neamine ¥y

| cuando se hace reaccionar el antibidtico 66-A con

‘ un diezoalcano, se obtiene el correspondie nte compuesto aloohi~ |

Llado. As{ por ejemplo, mediente su tratamiento con diazometeno,

\

se obtiene el compuestoc metilado, Ademés, al reaccioner el anti-

f
l
1
\
1

bidtifo 66-A con un anhidride o cloruro de un écido orgénioo, 50

obtienen los correspondientes acilatos del antibidtico. De este
modo, mediente la reaccién del antibibtico 66-A con anhidrido
acdtico, se obtienen los correspondientes derivados acetilados;
El entibibtico Gé-A y sus derivados se distingnen
por un amplio espectro anxibactérioo; Le actividad del eantibid-

tico contra organismos ilustrativos se pone en evidencia en la
siguiente table.
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Tabla IV
Espeotro sntibactérico - Concentracidn
Inhibitoria minima (megs/ml)

Organiemo de pruebs Concentrecidn
S. aureus 0,04-0,1
Se hemolitiocus 0,6

Se tifoss 10

K+ pneumonise 12,5

Ps multocids 1,0

Ls mesenteroides . 2,6

'Le cltrovorum 258

;C. novu 26
Se schottmuelleri 1000t
Se dispar 10001
Des pneumonise - | 0,6
B. eubtilis _ 10%
Se fecelis ' 10%
Se albus 1l
S. cerevisiae 1000t
S. marcescens 100°
E. coli | 1000%
A. serogenes 10001
P, eerugeness : 100071
Pe vulgerie 10001
A, tumefacions 100
Xe. cempestris 100
Ne asteroides 100

|Nota: inhibicidn completea.
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| dtiles, por éjemplo, bajo la forma de un vecfo (concentracidn de

|propésito, se asocia el antibidtico e une cantidad significativa

1 ningune inhibicibn con 100 megs/ml

2 " " ” 1l mcg /ml

3 ” " » 10 megs/ml
En virtud del alto nivel de su elevads activided
contra L, mesenteroides,'o sea el orgenismo que ocasiona el ates
camiento de los conductos en les industries de azficar (Fundemen
tals of Bacteriology, de Froéisher, pég. 555, 38 edicibn, 1944),
el entibibtico 664 y sus derivedos son fitiles para remediar es
ta condicién indeseada. El material antibiético, en una concen- |
tracibén de 1 a 10 mcgs/ml, se agrege a le soluctdn de azficar cru
de en la primere fase del procedimiento de refinacibn, y se hace
paesar a la solucién Por les etapas subsiguien tes del procedimien

to de refinacibén. El entibibtico 66-A y sus derivados son tembidn

0,5 a 5 mgs/ml), para el tratemiento de agallas en las plantas

de tubdrculos, enfermedad qué motiva el A, tumefacions y de la

enfermeded de marchitamiento del meiz, motivada por el X. ceampes

tris,
El écildo libre del antibidtico 66-A incluso sus ds

w

rivados, es (til para combatir muchas enfermededes motivadas por

infecciones bacterieles en animeles y en el hombre. Para este

de un vehfculo farmacduticemente aceptable, que puede ser un ma-

terial sélido o polvo, o bien un 1{quido. 1as composiciones co-

rrespondientes pueden afectar la forma de comprimidos, comprimi-
dos efervescentes, polvo, grénulos, cépsulas (de envoltorios du-
ros o blandos), suspensiones en aceites comestibles, suspensio-

hes acuosas, u otras formas dosificedas, que sen particularmente




P

1o

15

20

25

dtiles pare su administrecién por via bucal. Los diluentes liqqi
dos son empleados en condicién estéril rera su uso parenteral, va
le decir, por inyeccién, Un veh {culo de esta clase puede ser un!
| solvente estéril o un venfculo suspensor estdril, que contiene f

un eceite inyecteble o un ecoloide hidréfilo que contiene agua,

tal como carboximetilecelulosa sédica, metil celulosa, pirrodi -

lona de polivinile, ge latina, tregacanto Y sus simileres; las

i
1

composiciones pueden efecter la forma de material activo (o sea

| el material entibibtico) mezclado con diluentes #5lidos y/o coed

lyuvantes formadores de tabletas teles como elmidén de maf{z, lac-

!tosa, talco, dcido esteérico, esterato de magnesio, gomes y sus

]similares. Se puede utilizar cuaiquiera de los meateriales em - )

\
I

| pleados en 1la préetice farmascéutica pera former cpsulas o com /

;primidos, & menos que haya incompatibilided con el antibiético.
' Los materiales pueden elaborarse eén comprimidos oon o sin coad= |
{yuvantes (incipientas) Alternetivamen te el antibidtico pueds
Jcolocarse en la cépsule comfin, o material capaz de ser resdrbido+

| tal como la cdpsula wmbn de gelatina, para ser edministrads ep |

i
I

|®8%a forma. Segln otra realizacidn mée , el antibiético puede en

vasarse en forma Pulverulenta, pars emplearse esf. E1 antibiéti-

|60 66~A incluso sus sales methlices ¥y derivedos, puede breperar |

|
se bajo la forms de una suspensién ingerible, en un aceite rijo |

lapropiado, gue contengs aproximadamen te 2% de monoesterado de

'aluminio, en calidad de agente suspensor., Esta suspensidn puede

,administrarse por via bucel o puede colocearse en cépsulas. El an f
’tibiética en forme de unturas incluye urme. base de grasa del tipo 1
petrolato, cremas, emulsiones, de égua en eceite y lociones sien;
!do las untures Gtiles como tépilcos, ILa terapia tépice se efeotda(
fen forme de gotas naseles, nebulizaeiones, rocfos y supositoriosJ

| g
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eded y oondicidn del paciente, 1a infeccidn, la via de adminis-

cédpsula. de gelatina.

Pare su uso veterinario, el preparsdo es esencialmente dtil en
le forme de mechas o supositorios, unturas, suspenslones aceito
8as y sus similares. El antibidtico obtenido segin la presente
invencidn es partioularmente ¥til cuando se administra por via
bucal o intramuscular., Una dosis practicable para el orgenismo
humanoc es aproximedamente 50 hesta aproximademente 1,000 mili-
grames por dosis mientres que un preparado pedidtrico es tan be,
Jo como aproximedemente 25 miligramos por dosis. Las dosis se

edministrardn aproximademente ung a sels veces por dfa segin la

tracidn, etc, ;

El porcentaje del ingrediente ectivo en estas com
posiciones puede variar. Es neceserio que el agente activo cong
tituye une proporeidn tal gue se obtenga una dosificecidn ade-
cuade. Evidentemente, se podrdn edninistrar diversas formas do-
s8ificades aproximedamente el mismo tiempo, aunque se he encon-

trado que particularmente en inyecciones intravenosas un porcern-

taje de menos de aproximademente 0,10 % del antibidtico tiene
efecto, es preferible utilizar no menos de 10 % del mismo. Is
eficacia del antibidtico eumente con la cantided administreda
del antibidtico. Comprimidos que contienen desde unos 60 hasta
unos 1,000 mg. del antibidtioco ésaA o de sus derivados son dti-

les. El portador farmacdutico sdlido puede tener la forms de una

|
En virtud de su marcada activided contre bacteria y su

baja toxicidad, el antibidtico 66-A y sus derivados son udtiles
como agentes terapéuticos en el tratamiento de varies enfermeda |

des. Asf que, ya sea por si 8dlo, o bien en combinscidn con com
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|
puestos sulfa tales como sulfediazina, sulfe merazina, sulfe me {
tezine (e razén de aproximedemente una parte del antibidtico por‘
£ partes del total de sulfa), y sus simileres, o ocon otros anti
bidticos tmles como tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraci-

clina o sus similares, el antibidtico es dtil en el tratamiento

|de infecciones pulmonares y respiratorias de estafilococos, es-
treptococos y neumccocos. El modo de administracidn puede ser
por via topical, bucel o parenteral. El antibidtico es iguslmen

te dtil en combinacidn con varias viteminas tales como tiamina,

ﬁsl-hidracortieona incluso otros compuestos esterificedos en la

riboflavine, doido ascdrbico, niecinemida, piridorine, deido pen
toténico o sales de pantotenato, vitamina Bjg, dcido £dlico y sus

similares. Se pueden combinar también otros materiales terapéu- !
ticamente dtiles con el entibidtico. ELl antibidtico ééeA y sus ;
derivados son también dtiles en el iratamiento de pioderma, fa-
ringitis, peritonitis, otitis, rinitis y sus similares; y en com
binacidn con corticoides, su:ectivided terapéutice es fomentade |
en el tratamiento de dermatitis atdpice o de contacto, neuro-

dermatitis, pouritis y sus similares. los corticoides dtiles in~

cluyen cortisone, hidrocortisona y sus éstereshﬁxl-cortisona y

posicidn 21, vale decir acetato, ciclopentil propionato y sus e
milares; la £-metil cortisona y 2-metil hidrocortisona, incluso

sus ésteres y sus similares. Al sdministarse por ejemplo, por

via parenteral, el antibidtico es tambidn dtil en el tratemien~-

to de una infeccidn ocesioneda en animeles por Pasteurella mul- |
tocida o sea el microorganismo responsable de septicemis con he
morragie, que es une infeccidn febril que afecta frecuentemente

al ganado durante su transporte al matadero. En virtud de su
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|
|
|

|
elevada actividad contra Noecardis esteroides, que es el organiaﬁ
mo que motiva la actinomicosis én animales y en el hombre, el j

uso del antibibtico 664 Y sus derivedos contra esta infeccidn
esté igualmente indicado; el materigl antibibdtico puede utilizex

se también como suplemento de alimentos para enimeles, parea fo-

méntar el crecimiento de animales ¥ aeves, ya sea par s sélo, o
| blen en combinacidn con otros entibibticos,

: Los siguientes Ejemplos ilustran 1la produccién,
,Jrecuperacién, concentracibn, purificecibn e indentificacibédn del
' antibibtico 66-p Y sus derivados. Estos Ejemplos son de natura;ﬁ
’/za meramente ilustretive, no debiéndose interpretar los mismos j

| I ?
I en el sentido de que el lnvento se limite a los detalles en ellob

; !
1 expuestos. |
I
!
|

Ejemplo 1 |

A un frasco Erlenmeyer de 500 mililitros, se agreﬁ

garon los siguientes materid es;

I
i

|

|
g monohidrato de glucose 2,5 gremos ;
5 torta de semilla de algodén 4,0 » |
i |
‘ ague de canille hasta 100 mililitros

J Se esterilizd el frasco calentdndolo & 1209¢, du-
|

rente veinte minutos en unes autoclave a vepor mantenida a una pr

{

!)sién de 7,5 kilogremos, Una vez enfriado, se inoculd el medio
{jcon una suspensibn scuosa de exporos de S,niveus NRRL 2466 obte-

(composicidn del medio de cultivo inclinado en gramos Por litro;

nidos de un medio de cultivo inclinado de maltosa-triptona-agar 1

| maltosa, 10; triptona, 5; KpHPO,, 0,5; Feso4, 7H0 01; agar, lS)L
| incublndose el fresco que contenfa e1 medio, sobre un agitador QF

tativo Gump (250 I'pm. con golpe de 5 cm) a 282C, durante un lep




10

16

20

25

|| Gump (250 rpms con un golpe de 5 om.) & 282C, Se probd la poten-

8o de tres dfams. Se utilizd 0,2 mililitro de esta semilla vegeta
tiva pera inocular un frasco Erlenmeyer de 500 mililitros que ooy
tenfa el siguiente medio:

monochldrato de glucose 2';8 gramos
solubles de destilerfa 2,0 "
sgue hasts un volumwen de 100 mililitoos

hidrdzido sédice pars ajustar
el pH & 7,8 a 8,0.

)

I'Antes de efectuar el sembrado, se esterilizd el frasce calentédn~-

!dalo & 1202 C durante 20 minutos, en un sutoclave de vapor mam-
tenide & una presidn de 726 kilogramos. El pH del medio despuds

|
! de la esterilizecidn serd entre 6,2 y 7,6, El medio de Permenta-

ic:uSn en el frasco enfriado fué incubedo en un egitedor rotativo

ol del medio e los 3, ¢4 y 5 dfas. Durante el transcurse del cre
cimiento, bajé el PH segin se determind, desde un valor inicial |
de 6,6 & aproximademente 6,0 despuds de lo cual el pH sumentd

rr constantemente hasta 8,0 & B8,5. Despuds de 5 a 6 dfes la produce

|

cidn mdxime bajo estas condiciones fud de eproximademente 400
megse /ml,

El poder antibidtico fud determinado mediante el
_{;método standard de prueba de difusidn por platn, midiendo la zo=-

{

na de inhibicidn contra el K. pnsumonisme alrededor de uns almo -
hedille filtradora sumergida en la solucidn & probar y colocade |
sobre la superficile del medio de egar inoculado con el organismo
de prueba.
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. Ejemplo 2
‘ A un frasco Erlenmeyer de BOO mililitros, se agre-
garon 100 mililitros del siguiente medio estdril
monohidrato de glucosa 10 gramos
b cloruro de sodio b gramos
peptona Difco 5 gramos
ledlo A, extracto de carne vacuns 10 gremos
egua de canille, hasta 1 litro
Previe inoculacidn con uns suspensidn acuosa de esporos de Seni-|

10 | veus, se inoubd el frasco con dicho medio scbre un agitedor de

| veivén e 282C, dwrante 72 horas. Il crecimiento resultente fud

|
i

jla presemilla,
| Se inoculd con 25 mililitros de la presemille asf

obtenide un fresco fermentador de acero inoxideble, de 86 litros
15 que contenfa 12 litros del siguiente medio estdril

j azdcar quemsdo 10 gramos
| glicerocl B "
4 lactosa 5"
| dextring 5 "
20 solubles de destilerfs 7w
e Medio B cloruro de sodio E "
levadura de cerveceria g n
nitrato de emonio 2 "
liquido de maceracidn de maiz g "
26 carbonato de calcio 4 m
ague de cenilla, hasta 1 litro

Se incubd el cultivo durante dos dfas & £82C, El crecimiento re=~
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sultente constituyd le semilla. Se inoculd con 12 litros de la |
semillae asf obtenida un tanque de fermentacidn de acero revesti-
do con resina, de 100 galones, que contenfa 240 litros del med 1o

/ B estéril, Se mantuvo el medio de fermentacidn a 282¢ bajo agit
cidn (280 rpm. egitacidn tipo tubo de tiraje) y se aerd wn ai-
Te a 5700 litros por hore stenderd. Para fiscalizar la formac id

/ de espuma, se agregaron 300 mililitros de aceite de gresa al me-:
| dio inicialmente y durante el transcurso de la fermentacidn, se

agregaron 800 mililitros de una solucidn el 1% de octadedsnol en

| &ceite de grase, Se cosechd el caldo después de 91 horeas,

| Una porecidn sin fraccionss de 250 mililitres, del

| °aldo que contenfa 500 megs,/ml. del antibidtico, fué sjustads |

f & un pH de 8,0 mediante el editemento de 140 mililitros de hi -
dréxide sddico el 50%. Le mezols fué filtrada, utilizendo 12 ng

0 mos de dicalitae. Al filtrado de le agregé doido sulfirico el

i 12-N haste que se obtuvo un PH constante de 2,0, Se separd el

precipitedo resultante y se volvid s disolver el mismo en agua,

” go 86 gometid la solucidn a Secamiento por congelacidn. As{ ge
| obtuvieron 117 miligramos de la sal sddice del antibidtico 6g-d

I
|
ajustendo el pH de 1s soluctdn en 9,0 con hidréxido sédico, Tue +
l
|
) con un endlisis de 50O moge/mle (andlisis bioldgico de X. pneu—'

monige ). ' f
|

Ejemplo 3 ’

f A un frasco Erlenmeyer de 500 mililitros, se egre- |

|
h geron 100 mililitros del siguiente medio estéril (
ﬁ monohidrato de glucosa 10 gramos f

cloruro de sodio b n
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peptona Difeo : b6 gramos

extracto de carne vacuna lo "

ague de canilla, hasts 1 litro
Previe inoculacidn eon una suspensidn acuose. de esporos de S.ni-
veus (obtenidos de un cultivo inclinado comdn de maltosa~tripto-
ne-ager), se incubd el frasce que contenfe el medio sobre un agl
tador de vaivén, e 282C durante 72 horas. El crecimiento resul -
tante era la pre-semilla.

Se inocularon con 265 mililitros de esta pre-semi -

|1le en un fresco de fermentacidn de semillas de acero inoxidable]

de 25 litros, 12 litros del siguiente medio estédril

monohidrato de glucosma 25 gremos

torte de semille de algo-

ddn, extrafde 4 "

ague de canilla, heste 1 11£ro
Se incubd el cultivo durante dos dfes & 282C acompefiado por Be~
racidn y egitecidn (mseracidn seis 1litros por minuto). El creci -
miento resultente sirvid de semillme

Se inocularon con 12 litros de esta semilla, en un
fermentador de 100 galones, de acero revestido ocon resina, 250
litros del siguiente medio de fermentecidn estdril

monohidrato de glucose 14kgramos

almidén 12,5 ™

solubles de destilerfs g0 " |
aguse de canilla, haste 1 1itro

Se mantuvo el medioc de fermentascidn m una tempsratura de 282C

acompafiando de agitacidn a un régimem.de 280 rpm. con agltacidn
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de tipo tubo de tiraje, y de meracidn con eire a un régimen sta

dard de 5700 litros por horme Pars fisealizar la formecidn de qﬂ

bums, se le agregaron 300 mililitros de aceite de grasa al medio
' inicielmente y 600 mililitros de una solucidn al 1% de octedecs

nol en aceite de grasa dursnte el curso de le fermentacidn. Se
cosechd el caldo despuds de 114 horas,

Une. porcidn de 22B litros del caldo se ajusté a.u#
| pH de 8,1 mediante el aditemento de 140 mililitros de hidrdéxzido
(sddico 2l 50%. Se filtrd la mszola, utilizendo diez kilogramos
10 /de Dicalita (un £iltro de sflice dietomacea)s Se ajustd el pH de
caldo clarifioado en 6,0 agregendo 30 mililitros de dcido sulfd

| rico concentrado y a continumcidn se efectud la extraccidn con |

70 litros de aceteto de emilos Se extrajo la solucidn de acetato

de amilo, que contenfa el principio activo del entibidtioco; con

| 18 1itros de une solucidn al 10% de carbonato de sodio en agus,
& un pH de 10,2, Se acidifiecd la solucidn de bicarbonato sédice ’
& un pH de 6,0 mediante el agrogado de 90 mililitros de doidoe s

fﬁrico concentrado, efectudndose la extraccidn con cuatro litros
| de acetato de emilo, El extracto que contenia el principio amcti-
20 | vo del antibidtice fud concentrado por destilacidn s 385 milili-

’tros que contenia 338 gramos de meteria sélida. A ung fracoidn

|

de 50 mililitros de este concentrado, se ls egregd 80 mililitros

de acetons y 140 wililitros de Skellysolve B; se revolvid le ao-’
1u016n durente 16 horas, filtrdndose la misma luegos Se obituvie-

26 |romn 2,0 gramos (rendimiento de 40%) del antibidtico 66-A orista~

lino sustancislmente puro, que corresponde & 1000 mcgs./mlo(ané-f

lisis biloldgico con K. Pneumoniee) y que funde entre 174 y 17820
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 por minute y agitacidn con un impulsor de turbina de aspes cur-

| de espume,, se sgregeron lnicialmente 300 mililitros de mceite de
| grasa y durante le fermentacidn 1100 mililitros de una solucidn

Ejemplo 4

A ocada uno de uns serie de sels francos Erlemmeysr
de 500 mililitros, se sgregeron 100 mililitros del siguiente me~
dio estéril:

monohidrato de glucose 10 gremos
cloruro de sodio b gremos
peptone, Difco 5 gramos
extracto de carne vacuna 10 gramos
agus de cenille, haste 1 litro

Se incuberon los frascos sobre un agitador de vaivén e una tem -~
peraturas de 282C durante 72 horas, El crecimlento resultante sirp
vid de pre-semilla,

Se inoculd ocon 600 mililitros de la pre-semilla
asf obtenida en un tanque de semille, de acero revestidoe con re-
sina, de 240 galones, une cantided de 300 litros del sigulente
medio estéril

monohldrato de glucosa 26 gramos

torta de semilla de slgoddn ex

trafde 4 "

agua de canilla, hests 1 litro

Se mentuvo el medio de fermentacidn a una temperatura de 282C du

rante 48 horms, acompafiado de meracidn con 240 litros de aire

vadas a 200 revoluciones por minuto. Para controlar la formacidn

el 1% de ootadecanol en aceite de gresa., El creciuiento resultan
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curvades. Fara controlar la formacidn de espuma, se egregaron ini

| solucidn al 1% del octadecanol em aceite de grasa. Despuds de

vid = disolverse en unas mezcle de 400 mililitros de acetona y

22 9

te sirvid de semillae
Se inocularon BOOO litros del sigulemnte medio de
fermentacidn estéril
monohidrato de glucoss ' 14 gramos
elmidén 12,6 "
residuos insolubles de destileria 20 "
hidrédxido sddico en cantidad su -~ )
ficiente pare sjuster el pH en 8,0
egua de canille, hasta 1 litro
en un tangus de acero inoxidable de 2000 galones con 300 litros
de le semille menocionads. Se mantuvo el medio a une temperatura
de 28°C acompafindo de aeracidn con 2400 litros de airs por minu-

to y agitacidn a 166 rpm. con dos impulsores de turbina de espes
cialuwente § litros de aceite de grasa), y lusgo 12 litros de una

116 horas se cosechd el caldo.

Se ajustd el pH de una fracoidn de 285 litros del
¢aldo en 8,1 medimnte el mgregado de 140 wililitros de una solu-
oidn de hidrdxido sédico el 50%. Le mezcla fud filtrads utilizen
do 10 kge de Dicalita, Se ajustd el pH del caldo clarifiocade en
6,0 agregando 30 mililitros de dcido sulfdrico concentrado, des—
puds de lo cuel se efectud la extraccidn con 70 litros de aceta-
to de emilo; una fraceidn de 100 mililitros del concentrado de
ecetato desmmilo, gque contenfs el principioc ectivo del entibidti-
co, fud tratada con 600 mililitros de Skellysolve B, separdndose
por filtracidn el precipitado resultente. El material sélide wl
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3650 mililitros de mgua, despuds de lo cual se afiadieron 25 mili-
litros de dcido clorhfdrico al 1 N; y 100 mililitros de agumeEl
meterial cristalino resultante fué recuperado por filtracidn.De
este modo se obtiene el antibidtico 66-A en forms sustancialmen~-
te pure, dando (con endlisis bioldgico K. pneumonime) 1000 mg/ml
que funde entre 149 y 151%C, ‘
Ejemplo b
] A 10 gremos del entibidtico cristaline 66-A en 300
mililitros de ague se afiadieron 32 mililitros (dos agquivalentes)
de hidrdxido sddico el 1K. La solucidn fud filtrada y secada por
congelecidn, pare dar 11 gramos de un sdlido emorfo blanco o sea
le sal disddica del antibidtico 66-A, segin eldlisis (andlisis
bloldgiay X. pneumoniee) 960 megs/ml. El material sédlide es so~-
luble en agua,
EjJemplo 6

A 1 gramo del antibidtico cristalino 66-A disuslto
en 20 mililitros de acetato de amilo, se agregd 0,162 gramos (un
equivalente) de di-n-propilemina. El precipitado amorfo blenco
resultante o sea le sal di~-n-propileminice del eantibidtico 66-A
(1,1 gramo) fué separads y esecadas

Andlisis: caloulado pare CzgHp;0qpk: N, 5,99;

comprobado N, 6,72,
El espectro caracteristico de absorcidn infrarro=-

Ja {suspensidn de mceite mineral) de la sal di-n~propilaminice

del antibidtico 66-A exhibe bandas de mbsorcidn (expresades en
centimetros recfprocos) en las siguientes frecuencias; 5570;3190;

1709, 1633, 1602, 1687, 1494, 1336, 1276, 1215, 1137, 1119, 1090,
|
|
|
|



228918

1022, 995, 971, 9B2, 818, 774, 768, T44 y 719.

Sigulendo el procedimiento desoriptec em el Ejemplo
6, pero reemplezando le di-n-propilamina por 0,162 gremos de
trietilamina, se obtiene la sal trietilamfnica del antibidtico
66-A.
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Este registro consta de las siguientes reivindice-
%

\ ciones:
t 1.~ Un procedimiento para la produccidn de antibid
ticos, caracterizado porque comprende cultivar un microorganis
me productor del antibidtico 66-A, en un medio nutritivo sinté -
| t1c0, bajo condiciones de inmersidn serdbices, hasta que se im =

‘parta a dicho medio actividad antibidtice sustancials
2.=- Un procedimiento, caracterizado porque emmprmA
qide cultiver un wmicroorgenisuo productor del antibidtico 66-A en

i
\
|
|
|

un medie mutritivo sintético bajo condiciones de immersidn merd-

bices, hasta que se imparta una sustancial activided antibidtica
E e dicho medio y recuperar luego del mismo la ectividad antibidtg
‘.‘1 cae 1
“ 3.= Un procedimiento, caracterizado porque compre_q{
\\de cultivar Streptomices niveus, bejo condiclones serdbiocas dei
}ginmersién en un medio nutritivo pintétioco, que contiene un hidre
i%to de cariono asimilable y un compuesto de nitrégeno orgdnico’, -T
| haste que se luparte une sctividad antibidtica sustancial a ai=-
1\cho medio, y recuperar de éste luego la activided antibidtica.

f 4.~ Un procedimiento, segin la reivindicecidn 3,
carscterizado porque se mentlene el medio nutritivo a una tempe-
| pature entre sproximedemente 242 y aproximaﬂamente %22C, duran-
te un periodo entre aproximademente dos ¥ aproximedemente sels
dfes. ’ !

5.~- Un procedimiento para recuperar la actividad
|
entibidtica de un medio nutritivo fermentedo de un wicroorgenis-
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mo prodnctor del antibidtico 66-A, caracterizado pordque comprem—

de extraer dicho medlo nutritivo con un solvente orgénico inmis-

cible con sgue y eislar luego dicha pctivided antibidtice de la i

miscele de solvente ¥y extracto.

6.=- Un procedimiento pare reciperar la actividad

i

\antibiética de un medio nutritivo fermentado de un microorgenis~

mo productor del antibidtico 66-A, caracterizado porque compren-

\de extraer dicho medio con un solvente orgénico inmiscille con

\
x

luego la ectividad antibidtice mediante el aditemento de un sol-

|

\
1

vente miscible, en el cual el antibidtico es ligeramente soluble

R 7.~ Un procedimiento pare recuperar le activided

\
'antibiética de un medio nutritivo fermentado de un mioroorganis—{

Emo productor del entibidt ico 66-4, caracterizedo porque ccmprendé

|
Eextraer dicho medio con un solvente orgdnico inmiscible con ague,
!elegido del grupo que consistie de un alcamol inferlor, acetato

) I

\go diche sctivided de dicha migcele de solvente y extracto.
} 8.~ Un procedimiento para recuperar le activided

antibidtica de un medio nutritivo fermentado de un microorganise-

de extraer dicho medio oon acetato de amilo y aislar luego diche
actividad de dicho extracto en poetato de amilo.
9,~ Un procedimiento para recuperal la actividad

\antibiétioa de un medio nutritive fermentado de un miocroorganis-

mo productor del antibidtico 66-A, caracterizado porque ocomprein=

de extraer dicho medio con acetato de etilo y aislar lusgo dicha

mo pro&uctcr del entibidt ico 66-A, caracterizado porque compren=

\egua, concentrar la miscels de solvente ¥y extracto y precipitar |

|

de mloohilo inferior y cetona de sleohile inferior, gislar luel

l
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motivided de dicho extracto en acetato de etiloe ‘

!

10.- Procedimiento pare la produccidn de antibiét;\
1
CO8e

Begin se describe y reivindice en la presente memg'

Conste esta memoris de treinta y oche hojas folia~

dae y esoritas & mdquina por una sola de sus carass

yadria, s %Q JUM 930

L
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. FIGURA 2
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FORMUIA I BN KUJOL

FIGURA | ) Fums wonda en cm™i Fums . onda en qu~}
ESTZOTRO DE A3SORCIOE ULTRAVIOLETA w66~A 50004000 3000 2500 2000 1500 400 (300 200 1i00 1000 90 800 700 625
I a1 [ i | I N I AT T T I I A M M [ S B NS N O |
700 ACTDO LIZEE 100 00
v
1 0.01F cido sulférico alconolice {954 Etanol) . il 4 s
___ 0.0IN JidpAxide potésico aleoholico A RN + 2
! mowWou«nBoww : solAY. 3 BAE g0 £
800 : 5
4 ] - g
34
Fl
1 EAEN [
s004 g % | / e
o il I -~
2 I f g
4004 .m 40 acm
)
m_n! m
<
3004 o 20 20
g
K g 11 I
200 g o T I1 T T s
& 2 3 4 M O ] ) 10 1] R [ [T s ©
i longitud de onda en micromes bomgitud de onds en micromes
100+ FIGURA 3
BSFECTRC ABSORCIOE INFRARROJO DE 66-A CRISTALINO AQIDO LIDHE
FORMULA II BN NUUOL :
220 240 260 280 300 320 340 380 380 : | ATy p— Fums.mds en o™
> 900 00 625
Joogténd ands en sicrones Jooosqo o meo  ego ., Dowodeo oo o o 890 . NN,
. 1 g
% 13
n 1 o &
80 7 8 o8
+ \ 4
s 1 °
k: g T S o
m 60 ~160 w
z X 3
g ‘ g
. 40 f A 7 40 m
_ r [
+ ®
C e 1 .
- .m 20 a , : g ™ AR B S . 0
X oA 3 ] 18 B ] Y
4 1
£ I ] =
° L B
2 3 q. [ 6 7 8 9 0 I fi2 [ 3 5 [}
Longitud de onde en micrones Lomgitud de onda en micrames :

1

R - o P




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



