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Ia presente invencidén se refiere a un agente fungici-

da terapéuticamente dtil, dénominado Ayfactin, y mds parti-
cularmente a Ayfactin cristalino y procedimientos para su

preparacidén,

Existen muchas intecciones en seres humanos, animales
¥y plantas producidas por organismos comunmente llamados le-
vaduras y hongos, y también llemados Monilia, Saccharomyce-
tes y fungi impertecti. ILos resultados de tales infeccio~
nes varfan desde una indisposicién hasta la muerte, e impli-
can grandes pérdidas econdmicas. Agentes satisfactorios ra
ra el control y la cura de tales infecciones no se encuen-
tran dispcenibles en la actualidad en muchos casos, No se
pueden conseguir tales curas por el empleo de drogas de la
familia de las sultanilamidas, o por antibidticos como la
penicilina o la tetraciclina; otros agentes resultan también
inericaces o demasiado téxicos. Por consiguiente, existe
una gran necesidad de un ericaz agente rungicida erapéuti-
camente dtil.

Ahora se ha encontrado, segdn la presente invencidén,
un compuesto cristalino denominado Ayfactin, de valor tera-
péutico, que presenta una potente actividad fungicida, en
particular contra Candida albicans, y poca actividad anti-
bactérica. ILas propiedades de Ayfactin se describirdn a con
tinuacién,

Seg¥n la presente invencidén, el procedimiento para la
obtencién de Ayfactin comprende conducir una fermentacién
aerdbica sumergida de un Streptomycete a la produccidn de
un miembro seleccionado del grupo que consiste en tetraci-
clina y clorotetraciclina, separar la tetraciclina o cloro-
tetraciclina tratando todo el caldo con 4cido acuoso y a
continuacidn separar la fase acuosa saturada de antibidtico
del micelio, y finalmente extraer dicho micelio con un di-
golvente orgénico capaz de disolver al menos 2.0 g./l. de
Ayfactin, separsr el extracto 1fquido y recuperar del mismo
Ayfactin cristalino yue contiene exclusivamente los elemenw
tos carbono,'hidrdgeno, nitrégeno y oxfgeno en las siguienw
tes cantidades aproximadas:

Carbono 3 64.9% Nitrdgemo: 3.0%

Hidrégeno : 7T.7% Oxigeno : 24.4% (por diferen;
cia
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sobre una base libre de humedad y de cenizas; con una solu-
bilidad en el agua de aproximadamente pH 7 de menos de 100
mege./ml., Siendo soluble en dimetiltormamida, piridina, mor
rolina y piperidina, exnibiendo los siguientes picos de abe
sorcidn y transmisidn de luz ultravioleta al ser disuelto

en pirilina a una concentracién de 0.0l mgm./ml.

Absorcidn
MAxima Mfnina
oy my
410 400
388 376
366 354
248 336

330

¥ exhibiendo al ser pelletizado en bromuro potdsico méximas
de absorcidn de intrarroja caracterfsticas en las siguien-

tes Trecuencias expresadas en micrones: 3.1, 3.5, 5.9, 6.2

(enrase), 6.3, T7.2-7.3, 8.55, 9.4, 10,0-10,1, 11.85 y 13.0-
13,.2.

Bl Ayfactin de la presente invencidn se obtiene por
extraccidn del micelio de tetraciclina y clorotetraciclina
produciendo especies de Streptomyces tales como Streptomy-
ces aureofraciens (v.g., esprecies NRRI-2209, B-1286, B-1287
y B=1788) y 3treptonyces viriditeciens (v.g., especie ATCC-
11989). Bsta extraccidn de micelio producido durante la
fermentacidn aerdbica sumergida se facilita separando pri-
meranente 1a tetraciclina y clorotetraciclina por acidula-
cidn de todo el caldo (v.g., a pH 2) para disolver estos
antibidticos y luego recoger el micelio (mat) por filtraw
cién, Alternativamente, se puede precipitar la tetracicli-
na y clorotetraciclina en aproximadamente el pH neutro o
alcalino sobre el mat y recogiéndolas. ILa tetraciclina y
clorotetraciclina se separan a continuacidén del mat disole
vidndolas en 4cido (v.g., 4cido clorhfdrico acuoso) a pH 2,
recogiéndose el mat gastado por filtracidn y procediendo a
recuperar Ayfactin. Bl micelio 4cido y hdmedo se ajusta a
aproximadamente pH 9.,0~10.0 (v.z., con hidrdxido aménico)

y cada kilo de micelio hi¥medo (incluso cualquier medio de
filtracidn, como tierra de diatomeas) se extrae con aproxi-
madamente Q45 2 245 litros de n-butanol. ZE1 butanol se re-
coge por filtracién, separando el mat gastado, ajustado a
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na pH neutro {(v.ge, a pH 7 con 4cido sulfdrico) y concentra-
do al menos en un miltiplo de veinte por destilacién azeo-
trépica (preferentemente por destilaeién en vacfo, separan-
do asf el agua y nanteniendo la temperatura baja)e E1l Ay-
factin se precipita al entrriar y reposar, y se recoge por
filtracién.

En muchos casos, el Ayfactin se obtiene asf en mezcla
oleosa con aceite de manteca de cerdo u otro agente despu-
mador eapleado durante la termentacidn. E1 lavado con un
disolvente orgédnico no b4sico, como cetona de isobutilo mew
tflico, sirve para disolver el aceite de manteca de cerdo,
pero no el Ayfactin, Después de su recogida por filtracién,
el Ayfactin sé1ido se lava con agua para separar las sales
neutras presentes,

Alternativamente, a la mezcla de aceite de manteca de
cerdo, sales neutras y Ayfactin se agregan agua y cetona de
isobutilo metflico, formando tres capas: a) aceite de man-
teca de cerdo en cetona de isobutilo metflico, b) sales neu
tras en agua y c¢) Ayfactin sélido. Un medio de filtracién
se agrega, y la mezcla se filtra; a continuacién la torta
ge extrae con piridina. El1 Ayfactin saturado de piridina
se concentra y se seca por destilacién, preferentemente en
vacfo, v 3e precipita luego el Ayfactin sélido por adicidn
de un 1fquido precipitante pars el Ayfactin, como tolueno.

Una ulterior purificacién, si se desea, puede efectuar
se disolviendo este Ayfactin en formamida dimetflica, piri-
dina, morrolina o piperidina, filtrando para separar las
impurezas insolubles e inactivas y precipitando el Ayfactin
purificado por la adicidn al filtrado de otros disolventes
orgédnicos comunes, v.g., tolueno, hidrocarbonos alifdticos
(Skellysolves), alcohol isopropflico.

En otro método de purificacién, el Ayfactin asf obte-
nido de n-butanol se lava con 4cido acuoso (v.g., dcido acé
tico o 4cido clorhfdrico en pH 1.5) para separar impurezas
snlubles en agua-#Zcido. Al%ternativamente, el Ayfactin sé-
lido se lava con formamida, metanol, acetona o mezclas de
estas, disolviendo asf impurezas adicionales pero muy poco
Ayfactin.

El Ayfactin cristalino posee las propiedades precita-
das. El espectro de absorcidn infrarrojo se muestra en el
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El Ayfactin exhibe poca o n{ﬂgﬁ‘ﬁa *éc 214 contra la
mayorfa de las bacterias grampositivas y gramnegativas, pe-~

ro resulta altamente eficaz contra los hongos como el der-
matofito M, audouini, que aparecen en tinea capifis clini-
125,~ ca. El hongo vegetal no patogénico, el dermatofito A, so-
lani, el dernatofito E. floccosum y en particular contra

Candida slbicans, el organismo de levadura que prolifera en

el conducto intestinal en seres humanos durante la terapia
! antibibética, especialmente con los antibidticos de espectro
130.~ ancho cloranfenicol, tetraciclina, clorotetraciclina y éxi-
tetraciclina. En esta descripcién y en mucha literatura de

medicina general, se hace referencia a las levaduras (Saccha
romycetes) v fungi imperfecti genéricamente como Monilia, y
. a las infecciones producidas por ellos como moniliasis o

135,.- i infecciones fungosas. Los deméds organismos de interés aqul

se indican simplemente como "otros hongos patogénicos®. Ha
sido comprobado que el Ayfactin es eficaz in vivo contra el
Candida albicans patogénico en ratones al ser inyectado in-

traperitonealmente en una suspensidn acuosa neutra en el
140,~ momento del ataque con una inyecciédn intraperitoneal de clo-
rotetraciclina (para proteger contra la infeceidn bacteria-
na) y suficiente Gandida albicans para matar todos los ra-
tones de control dentrc de 48 horas; asf pues, la dosis mi-

nimg de Ayfactin eficaz para asegurar la supervivencia de
1454~ f al menos la mitad de los ratones durante al menos 12 dias

| (CDSO) era A= 0,04 mem./Xg. Esto demuestra la notable ace
cibn fungicida eticaz de Ayfactin en el animal vivo. En un
experimento similar en el cual se administréd el Ayfactin
oralmente, el CDg, era superior a 300 mgm./kg., indicando
1504~ gue el Ayfactin no fué absorbido por la corriente sanguinea
a través de la pared del conducto intestinal., E1 Ayfactin
posee un elevado fndice terapéutico (relacidn de téxico a

i dosis eficaz), segdn ha sido demostrado por una determinacién
f de su EDSO (dosis mIinima necesaria para matar la mitad de
155+~ | los animales de ensayo) en ratones por inyeccién intraperie
| toneal, que era de aproximademente 0.8 mgm./kg., 0 sea 20

| veces el correspondiente CDg
| El Ayfactin de la presente invencidn es dtil para com-
' batir muchas enfermedades yproducidas por infecciones fungo-




160.~

165.~

170.-

175 .«

180, -~

185.-~

190,-

195.~

sas en seres humanos, animales y plantas, Paravial empleo,
el Ayfactin se asocia con una cantidad substancial de un
vehfculo farmacéuticamente aceptable, que puede ser un ma-
terial sélido o un lfgquido. TLas composiciones pueden ser
en forma de comprimidos, comprimidos efervescentes, polvos,
granulados, cédpsulas (a la vez cédpsulas duras o blandas),

o suspensiones en aceites comestibles, u otras formas de
dosificacién, dtiles especialmente para ingestidn oral.

Los diluyentes lfquidos se emplean en condicidn estéril pa=
ra uso parenteral, es decir, para inyeccién. Tal formula-
cién puede ser una solucidén estéril (v.g., 1-125 mgn./ml.
de acetamida dimetflica) o una suspensidn en agua, o un
aceite inyectable, v.g., 0.5% en agua gque contiene 0.5% de
celulosa carhoximetflica. Ias composiciones pueden adqui-
rir la forma del material activo, Ayfactin, mezclado con
diluyentes sélidos y/o adjutores para comprimidos, como al-
nidén de mafz, lactosa, talco, 4cilo estedrico, estearato
magnésico, gomas y similares. Cualquiera de los materiales
empleados en la fabricacidn de cédpsulas o comprimidos en la
préctica farmacéutica puede ser utilizado cuando no exista
incompatibilidad con el Ayfactin y pueddan formarse compri-
midos con dicho material con o sin adjutores. Alternativa-
mente se puede colocar el Ayfactin en 1la cédpsula o matewial
reabsorbible usual como una c4dpsula de gelatina y ser admi-
nistrado en tal forma, v.g., 1 2 500 y preferentemente 10~
20 mgms, por cépsula o comprimido,

El Ayfactin de la presente invencidén adquiere especial
valor al ser administrado por aplicacidén tépica, veZe., 1lO=
ciones, unglientos, en intfecciones fungosas de la piel de
seres hunanos o animales, o por pulverizacién o mezcla con
fertilizantes en el caso de plantas. Tn vistud d8 su baja
absorcidn sistemdtica y baja toxicidad y elevada actividad
contra Candida albicans, el Ayfactin es también particular-

mente dtil en el tratamiento de infecciones causadas por es-
te organismo, u otros hongos, los cuales a menudo sobrevie-
nen tras el tratamiento con antibidticos, segin se informa
en J., Amer. lMed. Assoc. 152:206, 1953, o A.M.A. Arch, Int.
Med., 95:74-82 y 112-117, 1955, o The FPractitioner 174:29-
38, 1955, Tal proliferaciédn de lev-duras, y en particular

Candida albicans es comin en el conducto intestinal después
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de la terapia antibidtizsa, y a veces ptovoca intecciones
sistemdticas fatales.

Una forma especialmente ventajosa de Ayfacetin para uso
clfnico es una combinacidn con uno 5 varios de los antibid-
ticos de espectro ancho, que resultan tan dtiles en el tra-
tamiento de intecciones bacterianas, pero que a veces pre-
sentan la desventaja de producir infecciones fungosas, en
especial en el conducto intestinal tras la convencional ad=-
ministracién oral. A este ¥in, una dosis normal de tetra-
ciclina, clorotetraciclina, oxitetraciclina o cloroanfeni-
col (vVege, 50-250 mgms. por cédpsula) se agrega a una unidad
de dosis de Ayfactin segin se describié anteriormente (v.ge
1-500 mgms., y prererentemente 5-50 mgms, por cafsula). Una
realizacidn especitica es una cdpsula que contiene 250 mgms.
de tetraciclina y 20 mgms. de Ayfactin; tal producto ofree—
ce una terapia antibacteriana de espectro ancho y profila=
xis fungicida eficaz. ILa falta de absorcidédn de Ayfactin
por la pared del conducto intestinal sirve para aumentar
la eticacia de su accidn fungicida por administraciédn oral
de este producto y yevmite que el Ayfactin ejerza su efecto
de primera intencidn en el lumen del intestino. La dosis
para 2dultos normal de este producto es de 4 a2 8 cédpsulas
a1l dia. Adem4s del empleo de tal combinacidn en una cédpsu-
la para impedir moniliasis o pruritis ani, el empleo en tro-
ciscos es recomendable para impedir la vaharera, y el empleo
en supositorios se recomienda para iypedir la vaginitis o
la vulvitis, v el empleo en ungllentos y lociones, para im-
pedir correspondientes sintomas de crecimiento de hongod.

El Ayfactin se distiungue fd4cilmente por su espectro de
absorcidn ultravioleta y falta de actividad antibacteriana
de todos los demds agentes tungicidas producidos por fermen
tacién, a excepcién de miembros del grupo trichomycin-asco
sin-candiecidin-candidin (véase Oroshnik et al, Science, 121,
147-149, 1955, y Utahara et al,, J. Antibiotics Japan, Ser,
A, 7(4), 120-124, 1954, y Vinig =t al, Artibiotics Annual
1954-1955, pdgs. 980-987). El1 Ayfactin se distingue del
candidin por 1la solubilidad de este Yltimo en el agua (Vi-
ning, Ibid., p. 982) y por cromatograffa de tiras de papel,
¥y por la actividad mucho mayor de este dltimo contra Sporo-
trichum schenkii (véase Taber et al, Antibiotics and Chemo-
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therapy 4(4), 455-461, 1954). El Ayfactin se distingue de
Candicidin por el mé4s elevado contenido de nitrégeno de es-
te ¥1timo (encontrado sobre una base libre de humedad y de
cenizag: C, 64,7; H, 8.34; N, 4.24; 0, 22,72 por diterenciaj;
as! el Ayfactin parece contener una mitad adicional C7H7_802
El Ayfactin, ademds, es mucho menocs soluble en el agua que
que el Candicidin, ¥ es por lo menos varias veces m4s poten-
te por ensayo de dilucién en tubo contra Candida albicans.
El Ayfactin se distingue del ascosin por la solubilidad mu-
cho mayor en el agua del dltimo (véase Ilickey et al, Antibig
ties and Chemotherapy, 2(9), 472-483, 1952). El Ayf actin
se distingue del trichomycin por la ausencia de nifrdgeno
en este ¥1timo y por la elsvada solubilidad en el agua de

este dltimo (véase Hosoya et al, J. Antibiotics Japan 5, 564~

566, 1955, ¥ 7, 5-8, 1955). El Ayfactin se distingue ademds
del trichomycin, ascosin, Candicidin y candidin por diferend
cias en sus respectivos espectros de absorcién infrarroja.

El procedimiento para un ensayo de dilucidn dtil de
Ayfactin es como sigue. Ayfactin sdlido se disuelve en un
mgm./ml, en metanol que contiene el 10% de 4cido clorhfdri-
¢co y se agrega un tampdn de pH 8 acuoso para dar un pH fi-
nal de 7.3-7.4. La solucién se diluye a una concentracién
de 200 meg./ml. Se disponen a continuacién 10 tubos de en-
sayo, cada uno contsniendo 1 cce. de caldo micotril (caldo
Sabouraud modificado; v.g., de los Bzltimore Biological Ia-
boratories) inoculado c¢on una dilucidédn a1l 1:10,000 de un
cultivo de levadura (v.g., Saccharomyces #32), Un cc. de
la solucidn de Ayfactin se mezcla ahora en el primer tubo
de ensayo. Un cce. del primer tubo se transZiere luego al
segundo tubo, y el mismo procedimiento se repite por toda
la linea. ILos tubos, a continuacién, se iacuban y se obsers
van para el crecimiento o la inhibicién a2 la manera conven
cional. Se encuentra gue el Ayfactin posee una concentra-
¢idn inhibitoris ninima de menos de 0.4 meg./ml. en este
caso, y menos de 1.0 mecg./mls contra Candida albicans.

Un caldo comercial tfpico que contiene aproximadamente
2,500 meg./ml, de tetraciclina contiene, para cada 10 grs.
de tetraciclina, aproximadamente 1 gr. de Ayfactin ensayan-
do 1,0 meg./mls en el arriba indicado ensayo de dilucidn

en tuboe.

Nou
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Se complementa la ilustracidn de esta invencidn por los

siguientes ejemplos, dados a titulo no limitativo,
EJEMPLO 1

Un kge de micelio de una fermentacién aerdébica sumergi
da de 3treptomyces aureotraciens se obtuvo por acidulacién
del caldo Integro a pH 2 y recogib por filtracién., El1 mice=-
lio se extrajo con 3 litros de n-butanol a pH 9,5, y el buw
tanod se separd y extrajo con 1.5 litros de agua a pH 1.5,
descartidndose el licor de lavado acuoso. El n-butanol se
concentré por destilacién en vacfo 2 200 ml,, precipitando
6.2 gr. de Ayfactin sélido gue se recogid por filtracidn,
se lavé con un hidrocarbono alifdtico (Skellysolve C), en-
contrdndose que inhibe levadura en el ensayo de dilucidn en

tubo a le6 mcg./ml.
BJEMPLO 2

Dicciséis kgs. de micelio de una fermentaciédn aerdbica
sumergida de S, aureofaciens se obtuvo por acidulacién del
caldo Integro a aproximadamente plI 2 y recogié por filtra-
cidn; este micelio se extrajo con 10 galones de acetona, y
el micelio {mat) se separd por filtracidn y se descartd. Se
agregb 4cido clorhidrico para ajustar el pH de la acetona a
640y precipitando 140 grs. de Ayfactin crudo, que fué reco-
gido por filtracién, lavado con acetona, secado en vacio s0=
bre P205, encontrdndolo activo contra levadura en el ensayo
de 2ilucidén en tubo 2 6.3 meg./ml. E1 Ayfactin crudo se la-
v8 por suspensién en 2.8 litros de agua a pH 2,0, y el Ayfac
tin puriticado y no disuelto se recogid por filtracién, se
lavé con agua, se secd y se encontréd que pesaba 9.0 grse,
siendo activo contra la levadura en el ensayo de dilucién en
tubo & 1.6 mcge./ml. ILavando por suspensidn una porcién de
este Ayfactin con una mezcla de volumenes iguales de meta-
nol y formamida caliente, se separaron las impurezas, que
fueron recuperadas por precipitacién con éter, encontrédndo=-
se por ensayo que contenfan muy poco Ayfacting aproximadamen
te 7 grs. de Ayfactin purificado quedd sin disolver.

LJEMFLO 3

Ocho kgs. de micelio de una fermentacidn aerdbica sumer
gida de 5, aureotraciens se obtuvo por acidulacién del caldo
Integro a aproximadamente pH 2, y se recogid por filtracién;
este micelio se extrajo con 20 litroz de n-butansl =z pH 9.5
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y se riltrd. =1 butanol se extrajo con un volumen igual de
agua & pH 9.5. El butanol se separd, concentrd por desti-
lacién en vacfo y vertid dentro de 5 voldmenes de alcanes
(Skellysolve C) para precipitar Ayfactin, 8.6 grs. activos
en 0,5 meg./ml..
EJEMPLO 4

Ayfactin obtenido segin el Ejemplo 2 (6.9 gr.) se lavé
por suspensién durante 15 minutos con una mezcla de 600 ml.
de agua y 600 ml. de n-butancl ajustados a pH 10,0 con hi-
dréxido aménico. ILa capa de butanol se separd y se concen-
tr8 por destilacidn en vacfo a un volumen de 30 ml.; entfria-
da, le8 grs. de Ayfactin cristalino se precipitd y se reco-
gid por tiltracidén, encontrdndose que inhibe levadura en el
ensayo de dilucién en tubo a 0.2-0.4 mcg./ml,

El Ayfaetin cristalino ehibié las siguientes propieda-
des: Anal., encde: C, 63.7; H, T.54; N, 2.96; residuo, 1.78;
HQO, 8.26, Encontrado sobre base libre de humedad, libre
de cenizas: C, 64,85; H, 7.68; N, 3,0l Esto indica una po
gible forma empfrica de 025H35_36N07. El Ayfactin es casi
insoluble en el agua, altamente soluble en dimetilformamida,
piridina, mortolina y piperidina.

EJEMPLO 5

Descientos grs. de micelio, obtenidos de una fermenta-
cién aerdbica sumergida de S, aureotaciens por acidulacién
del caldo Integro a pH 2, y recogidos por riltracién, se ex-
trajeron con 1 litro de n-butanol. E1 butanol se separd y
concentrd por destilacidn en vacfo 2 50 ml. De esta solu=
¢ién, se agregaron 45 ml. a 500 ml. de alcanes (Skellysodve
C), precipitando 00 ngm. de Ayfactin sélido que se recogid
por filtracidn, encontrdndose que inhibe el crecimiento de
Candida albicans por ensayo de placae.

EJEMPIO 6

Tierra de diatomeas se agreg§ a 10 galones de caldo ob
tenido por trermentacidn aerdbica sumerglda de 3, viridifaci-
ens; después de la tiltracién el tapén de micelio se lavd cony
agua y luego se extrajo con 4 litros de acetona ajustada a
pH 8.0 por la adicidn de hidréxido emédnico. ILa solucién de
acetona hfmeds asf obtenida se concentrd por destilacidn en
vacfo con la adicidn de agun (roebajada en agua) para dejar
800 al. de residuo acuoso del cual se precipitd 5.4 gr. de
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Ayfactin s41ido con actividad fungicida por ensayo de dilu-
cidn en tubo a 1.8-3+7 meg./ml,

El aguz madre acuosa se o ncentré a 150 ml,, ajustada
a pH 1.5 con 4cido clorhfdrico, y se extrajo con 150 ml, de
n-butanol. El butancl se separd, concentrd y secd por des-
tilacidén en vacfs a un volumen de 50 ml,, 7 se asrezd a 500
ml. de alcanes (Skellysolve C), precipitando 3.5 gr. de Ay-
factin £41ido con actividad fungicida por ensayo de dilucidn
en tubo a 1.8-3,7 mcg./ml.

E1l tapdn de mie=lioc original, despuéds de extraccidn al-
calina con acetona, se extrajo con 4 litros de acetona ajus-
tada a pH 2.0 por la adicidn de dcido clorhfdrico. El ex-
tracto de acetona acfiica se neutralizd a pH 7.0 con hidré-
xido aménico, n»recipitando 27 gr. de sél1ido con poca actie
vidad fungicidae E1l agua madre de acetona se rebajé en apro
ximadamente en 200 ml. de agus, precipitando aproximadamen-
te 2.0 gres. de Ayfactin oleoso con actividad antitungdsa
por ensayo de dilucién en tubo a 0.39 mck./mle ILa liorili-
zacidn del restante filtrado acuoso dib 8.0 gr. de sblidos,
que no mostré actividad fungicida a 10 meg./ml.

BJBUPLO 7

A.- Ayfactin con actividad fungicida a 1.5 mcge./mls por
el ensayo de silucidn en tubo se extrajo con acetona, dejan
do residuo sélido e insoluble activo z 0.79 ucg./ml, y tam-
wtédn un s81ido obtenido por evaporacién de la acetona, in-
activo a 50 mcg./ml.

B.- Ayfactin (200 mgm.} activo en 3.7 mcg./ml. se ex-
trajo con 20 ml., de metanol, d=jando €0 mzm., de Ayfactin
s81ido e insoluble activo en 3.1 mcg./ml. y también 2 mgm.
de s81ido, obtenido por =agregacién del extracto de metanol
a 200 ni. de 4ter, inactivo en 10 mez./ml,

C.- Ayfactin (200 mgm.) activo en 3.7 mcg./ml. se ex-
trajo con 20 ml. de n-butanol, dejando 70 wgme. de Ayfactin
341ido e insoluble activo en 6.3 mcg./ml.y la adicida del
extracto de butanol a 10 voldienes de alcanes (Skellysolve
C) no dié precipitado.

D.- Ayfactin (500 mgm.) activo en 3.7 meg./mle. Se &Xw
trajo con 10 ml. de £cido clorhfdrico a pH 1.0 durante 10
minutos, dejando 400 mgm. de Ayfactin sélido e irsoluble
activo en 0,73 meg./ml. E1l extracto 4cido se liofilizd pa-




400.~ ra producir 80 mgm. de sélidos inactivos a 50 meg./mle
BJEMPLO 3

Un gr. de Ayfactin activo en 0.4 meg./ml. se suspendid

' en ung mezcla de 100 ml. de agua y 100 ml de n-butanol. Ila

mezcla se ajustd a pH 1.5 con 4eido clorhfdrico. Despuds de

405 .~ una agitacién durante 10 minutos, se recuperd de la inter-

fase 90 mgme. d¢ sélidos parduzcos activos a 4 mcg./mls Des—

pués de la separacidn de las dos fases, la capa acuosa se€

ajusté a pd 7.0, precipitando 30 mgm. de sélidos inactivos

| a 60 mcg./mle La licfilizacién del filtrado acuoso did 170

410.~ | mgm. inactivos a 20 mcg./ml.

j La fase de butanol se extrajo con un volumen igual de

agua, ajustando el pH a 7.0 con hidréxido aménico., La capa

acuosa se separd y se liotilizd para producir 125 mgm. de
Ayfactin sdlido activo en 1.2 mcg./mle EI1 butanol sz cone
415~ | centrd y secd por destilacisdn a un volumen de 50 ml., y se
agregd a 500 ml, de lacanes (Skellysolve C), precipitando
200 mgn. de Ayfatin sélido activo a 4 meg./ml.

i EJEMPLO 9
Un gr. de Ayfactin activo a 3.7 meg./ml. se suspendid
4204w en una mezcla de 100 ml. de agua y 100 ml. de cetona de isg

butilo metflico. La mezcla se ajustd & pH 2,0 con £eido
clorhfdrico. Despuds de una agitacién, se recuperd de la
interfase 150 mgm. de Ayfactin sélido activo a 0.45 meg./mle
I Todos los s8lidos recuperados de las fases 1lfquidas (en to=-
425.,- : tal 415 mgm.) eran inactivos por ensayo de dilucidan 2n Bu-
bo & concentraciones tan elevadas como 50 meg./ml.
EJEMPLO 10

El Ayfactin no se sublimé en un elevado vacfo a tempe-
raturas de hasta 2002C., ni tampdco eran solubles cantida-
450 e des apreciables en grandes excesos de cloroformo o de aceta-
i to etflico. E1l Ayfactin resultd completamente soluble en
i piridina y se precipit$ de &sta por éter, acetona o metanol.
El Ayfactin era conpletamente soluble en piperidina, y se
precipitd por 1la adiciédn de éter,
435 o~ BIJEMPLO 11

Sels grs. de Ayfactin activo a 3.2 meg./ml. se extra-
jeron con 100 ml,. de hidrdéxido aménico a pH 10.5 durante 15
ninutos para dar una solucidn oleosa negra, E1 aceite se

separd por extraccién con alcanes (Skellysolve C); la ta-
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se acuosa se ajustd a pH 1.5 con Zecido clorhfdrico, preci-
pitando 1 gr. de producto sblido negro activo a 1.6 mecg./mld
EJEMPLO 12
El examen de soluciones de 500 mcg./ml. de muestras co
merciales de tetraciclina y clorotetraciclina en el ensayo

v

de dilucidn en tubo no mostraron actividad fungicida.

N 0 T A

En resumen: la Patente de Invencidn cuyo registro se
solicita recaerd sobre las reivindicaciones siguientes:

1) Un procedimiento para la obtencién de Ayfactin, ca
racterizado porque comprende condueir una fermentacidn ae-
ré8bica sumergida de un Streptomycete capaz de producir te-
tracicline y/o clorotetraciclina, separar la tetraciclina
v/0 la clorotetraciclina del caldo de termentacién por me-
dios convencionales y subsiguientemente recupersar Ayfactin
del micelio, preferentemente por extraccidn con un disolven-
te orgédnico capaz de disolver al menos 2.0 gr./l. de Ayfac-
tin, y si se desea purificacién ulterior del Ayfactin.

2) Un procedimiento, segin la Reivindicacién 1), ce-
racterizado porque comprende tratar el caldo de fermentacién
con dcido acuoso, separar la fase saturada de antibiético
acuoso del micelio y extraer dicho micelio con un disolven=
te orgénico capaz de disolver al menos 2.0 gr./l. de Ayfac-
tin, separando el extracto 1fguildo y recuperar del mismo
Ayfactin eristalino,

3) Un procedimiento, segdn la Reivindicacién 1), carac
terizado porque comprende tratar el caldo de fermentacidén
con 41lcali, precipitando la tetraciclina y/o 1la clorotetra-
ciclina, separando la fase acuosa del micelio y sélidos pre
cipitados, separando subsiguientemente la tetraciclina y/o
la clorotetraciclina por tratamiento con un dcido acuoso,
separando el micelio de la fase acuosa, ajustando el mice-
lio hifmedo a un pH de aproximadamente 9.,0-10.0, y finalmenw
te extraer dicho micelio con un disolvente orgdnico capaz
de disolver al menos 2,0 gr./l. de Ayfactin,

4) Tn procedimiento, segin las reivindicaciones antew
riores, caracterizado porque comprende extraer el micelio
con un disolvente orgdnicc seleccionadoc del ZTrupod que COnm
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siste en n-butanol, dimetilformamida, piridinz, »iperidina
7 morfolina.

5) Un procedimiento, segdn las reivindicaciones 1), 2)
y 4), carecterizado porque comprende extraer el micelio a
un pH de aproximadamente 9.0-10.0.

6) Se reivindica por Yltimo, como objeto sobre el que
ha de recaser la Patente de Invencidn que se solicita: "UN
PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE AYFACTIN".

Todo conforme queda descrito en la presente Memoria,
que consta de catorce pdginas escritas a mdquina.

Madrid, a 7 de Julio de 1956
FONSO UNGRIA
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