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Este invento se relaciona con la preparacién de un mevo antibibtico,
Mss particularmente se refiere a procesos para su produccidn por medio de
fermentacién y a métodos empleados para su recuperacién y purificacién, en
su forma simpleé o en forms de sus sales {cidas de adicidn.

ElL muevo antibiético producido de acuerdo con este invento se 1lama ka-
namicina y es efices pars inhibir el desarrollo de bacterias grampositivas,
gramegatives y fcido-resistentes, tales como Myecbacterium tuberculosis. —

Conforme a este invento la kanamicina me prepara por éultivo de una
cepa de Streptomyces kspamycetious nov, spec, en una solucién acuosa de —
hidratos de carbono que contiene un miriente nitrogenado en condiciones de
aerobiosis haste que se imparte a dicha solueiln una actividaed antibacte—
risna considerable, dempués de lo cual se recupera el antibﬁtiéo y ai es
necegario se purifica.

El microorganismo que produce el antibidtico del presente invento fue

aislado de una mestra de suelos recogida en la Prefectura Nagano, Japdnm,

¥ es una nueva especie designada Streptomyces kepamycetious, del género —

Streptomyces,
Streptomyces kanamycetiocus tiene las caracteristices siguientes:

1., Observacién microscipicas El micelio del substrato es como de 1/“
de ancho y esté ramificado. El micelio aéreo se desarrolla a partir de ra-
mas mic8licas sumergidas y lleva en su extremo el espordforc. Generalmente
no se obsarvan espirales ni verticilos,

2, Glicerina~Gelosa de Czapek (27° C.)t Se desarrollan colonias incolo-
ras al principio, smerillo 1limén més tarde. Del lado opnesto presentan co-
lor de heno. El micelio aéreo es blanco tendiente a amarillo, en ocasicnes
con un tinte verdoso o rosa pélido. Algunas veces produce un pigmento solu=-
ble de color marrén pélido.

3+ Gelosa asparagina glucosa de Krainsky (27° C.): Se desarrollsn colg
nias incoloras o con tendencia al amarille y del lado opuesto la eoloracidn
es blanca, blanco rosado pélido, amsrilla o de color de heno. El micelio
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aéreo es escaso, generalmente se desarrolla a partir del centre de la colo=
nia y mu eolor es blanco, blanco resado p§lido, amerillo verdoso pdlido o
amarillo. Generalmente no se encuentra pigmento soluble. |

4e Gelosa malato de calelo (27° ¢,): Igual que con la gelosa asparagira
glucosa de Krainsky, pero el dessrrollo es menor. R Veees no se produce =
desarrollo.

5. Placa de almidén (27° C.): Casi igual que con la gelosa asparagina
glucosa de Krainsky, pero el desarrcllo es limitado y no hay mieello aéreo.
El almidén se hidroliza.

6. Fragmentos de pateta (27° C,): La superficie de desarrollo aparece g
rrugeds, granuloss, de color marrén smsrillento débil ciue varfa hasta el
amarillo. Fl micelioc aéreo estf susente o es escaso y de color blanco. No
hey pigmento scluble. El fragmento que esté abajo de las colonias es oseu—
ro en algunasg ocagiones. ‘

7. Fragmentos de zeanahorla (270 C,): Generalmente hay escaso desarrollo
Cusndo &ste se produce es cesi igual que en los fragmentos de patata,

8. Agua peptonada con nitrato de sodio &l 0,2% (27° C.)s Bl desarrollo
en la superficle es amlar, ineoloro o emsrillo blanguecino, con formacio—
nes blancas en el fondo. En ocasiones aparece un micelio adreo blanco, 4
pertir del nitrato se forms nitrito. No hay pigmento soluble.

9+ Gelosa con extraetc de carne y peptona (37° C.): Se desarrcllen co-
lonias de aspecto rugoso, de color blanco o amerillo. No hay micelio aéreo
ni pigmento soluble,

10, Gelosa sangre (37° C.): Se desarrollan colonles rugoses, de color
marrén rojizo con tinte grisfoec. No hay micelio aéreoc ni pigmento aoiuble.
- 1. Ieche (37° C.)s Casi no hay cambioc y por lo general no ae observe
desarrollo en la superficie,

12, Suero comgulado de Loeffler (37° C.): El desarrollo es limitedo, de
eolor blanco a amarillo limén. No hay micelio aéreo ni pigmento soluble.
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13. Medio de lmevo (370 C,): Se desarrollan coloniss rugosass. No hay mi-
celio aéreo.

1. Gelatinas Liouscidn; no hey pigmento soluble,

15, Utiliseoién de fuentes de carbonot Se utilizaron las siguientes fuep
tes de carbono en msdio de ssles blsicas de Cazapek: arabinosa, dextrina, —
fructosa, galactosa, glucosa, glicerine, maltosa, manitol, mancsa, rafinosa
almidén, sacarosa, succinato. Fuentes de carbono no utilizadast inositol, -
Inulina, lactoaa_, ramoga, sorbosa, xilosa, acetato, Fuentes de carbono mal
utilizadast esculina, salicina, éoﬁrbitol, citrato. |

16. Produccién del antibidtico, kanamicing..

Les ceracter{sticas sefialadas son suficientes pars distinguir el microor=
ganiano de les espscles haste ahora descritas de estreptomicetéceas y para
demostrar que la ceps K2-J pertenece a una meva especie, Es natural espe-—
rar que haya veriasciones o mutaciones del microorganimmo antes de'sm:'i'l:o, —
puesto que §sa es una propiedad comfin de los miercorganismos de las estrep=
tomicetéceas,

Pueden resumirse las earacterfisticas de esta especie en la forma siguien
tet Las colonias que se desarrollan son inccleras pero pueden ser hasta ama
rillas con un matiz rosécec o verdoso o sin &l. El lado opuesto de la colo=
nia en gelosa sintética es incoloro, blanco, blenco rosado pélido, amarille
blanquecino ¢ de eolor de heno. El micelio afrec es blanco que puede lleger
a emarillo y no se forman espirales ni verticilos. En algunas ocasiones se
produce, en un medio sintético, un pigmento soluble marrén pflido. La gela-
tina se licla y el almidén de hidroliza.

Streptamyces kensmyceticus comprende la tipica cepa No. K2-J deserita an
teriormente y todas las variantes o mtaciones naturales y artificlales que
de ella deriven,

Produceidn de cina fermentacién

Streptomyces kenamyeeticue (K2-J) ge cultivd por primera vez en matraces
de agitacién en los medios siguientes: (a) extracto de carne, 0,75%; pepto=
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ne, 0,75%; NeCl, 0,3%; con 1,0% de almidén, dextrina, maltoss, glucosa, =
lactosa, sacarosa o glicerina; (b) harina de frijol soja, 2,0%; KCl, 0,05%;
Mg§o4 o THy0, 0,05%; NaCl, O,5%; NaNOj, 0,2%; con 1,0% de almidén, dexta:ﬂ.naJ »
maltosa, glucosa, lactose, sacarosa o glicerina. El pH inicial de todos loe
medios se ajustd a 7,0. Después de 24 a 48 horas de agitacién, en slgunos
easos el pH dimimwg hasta 6,0-6,8, pero a partir de 723120 horas, el pH
aé elevd y 1legd a ser de 7,5-8,6.

En el medio antes sefialado (b) que contiene 2,0% de almidén, dea;ﬁés de
tres dfas de agitacién del cultivo el pH se elevd a 8,2 y se produjo 250
meg./mle de kenamicina. En el cultivo en tanque, con el medio que centenia
2,0% de almiddn, 0,5% de glucoma, 1,2% de harina de frijol soje, 0,05% de
KC1, 0,05% de MgSO;, 0,1% de KoP0;, 0,3% de NaCl, O,3% de peptona y 0,3% ~
de CaCO3, el pH dismimiyé ligeramente al principio (6,6) y luego sumentd y
1legd a ser de 8,0 después de 43 horas; después de 78 horas se produjeron
273 mcg.ml:. de lmnamicinsk.

Para le produccién de kenamicina, los materiales que pueden emplearse ind|
cialmente scn los caldos de fermentacién como les enteriormente descritos
o productos crudos obtenidos por el tratemiento de los ecaldos de fermenta=
cién,

En términos generales, la kememicina se produce de preferencia en medios
que contienen fuentes de nitrégeno orgénico, tales eomo la harina de frijol
eoja, 1a harina de semdlla de algodén, la harina de cacamete, el extracto
de carne, la peptona, licor de msiz macerado o extracto de levadura de cer=
veza, Entre las fuentes de carbono gque pueden emplearse estén el almidén, =
la dextrina, la maliose, la gluocosa, la gacarosa, la lactosa y la gliceri——

na. Se encentré que la asocisoidn de almidén y harins de frijol soja era —

cerado, peptona, extracto de levadura o nitrato, a ess asoclscién, propueve
la produccién de kensmicina. Ls adicién de sulfato de magnesio, cloruro de
manganeso o sulfato de zinc también la fomenta; se obtuvo el mAximo rendi-
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miento cuando el pH del calde de cultivo se hiro débilmente aleulino; Ia
temperatura de loe cultivos puede variar dentro de mérgenes my emplios, -
25°-359 C,, en los cualea puede desarrollarse el microorganismo, pero es pre|
ferible una temperatura de 27-32° C. Generalmente continfia desarrclléndose
el cultivo hasta que se acumila una cantidad importante de kanamicine en el
medio‘. En el cultivo mmergido aereado, profindo, requiere por regla gene-
rel de dos a siete dias, y 1a produceién méxima genaralmente se chtiene en-
tre los 3 y los 5 dia‘s. La kenemigina se encuentra em la porcién 1{quida del
caldo de fermentaoifn. |
Métodos experimentales |
G140 con egitaciéns i umn frasco de 500 xl. de capacidad, esterilise-
do, se colocaron 150 ml. del medio'. Se hizo la inoculacién con los micelios
¥ esporas del microorganisme productor de kenemicina en el medio de gelosa
o oon el micello ebienido de un enltivo de 48 horas con egitacién y luego
se agitd el oultivo en la méquina da agltaocién reciproca (120 carreras por
minuto y 8 an‘. de amplitud) a 27=29°,
Cultivo en tanque: Se utilisd un fermentador de acero inoxidable de 400
1 ". de oapacidad; Dentro de §1 se colomaron 180 & 200 ]:. del medio y se es-

de 200 1. de aire por miruto y el agitador se movid a 200 r.p.m. (revolueip
nes por mimuto). Para impedir la formadén de espuma se utilisé silieén, =
aceite de frijol soja o parafine liguida.

En un método de exiraccién que se prefiere, la kensmicine presente en la
fage 1{quida del caldo de fermentecién pueds exiraerse con tutanol en pre=
sencis de un vehfoulo como el dodBo- léurico o el dcido estefrico. Se trane-
fiere sl antididtico dentro del butanol a un pH de 68, ¥ de la fese de sol-
vente a 1a fase acuosa a un pH de 2—4'. En susencia del vehioulo, 1a kanemie

cina no se tranafiere significativemente dentro de butanol, acetato de etilo)}
acetato de butilo, benceno, ete, Asf, la extracciin econ estos solventes pue=] .

© et i e K it
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de utilizarse parea la extraccién de otras sustencias coexistentes y de im-
purezas. ’

BEn otro método de recuperacién de la kanamicina a partir de un caldo de
femmentacién, el caldo se concentra por evaporacién al vacio o por desecs~
cién en roeiado. La kenamicina puede extraerse del residuc con agua, meta-
nol, etenol o acetonaj la acidificacién con HCL mejora la disolucién. Fl

antibidtico puede ser adsorbido por carbono activado s pertir de uha solu- |

cién acuosa alcalines o neutra y subsiguientemente desorbido en seco o en
aleohol acuoso o acetona acucsa, eon un pH ajustado a 2,0 con deido elorhi-
drico. La kanamicina tembién es adsorbida a un pH eomo de 6,0 a 9,0 por ol
sinas de intercambio de cationes, de preferencia del tipo del dcido earboxi|
lico, como un compuesto copolimérieo del 6cido netaerilico y del divinile
benceno. Cuando el antibidtico es adsorbido en una resina de intercambio dej
cationes, puede ser levigado con dcido clorhfdrico acucso, &cido sulffirico
acuocso o solventes orgénicos aguosos (por ejemplo, IN HCl - 10% acetona —
acuosa). Tambidn puede levigarse la kanamicina mediante el hidréxido de
amenio.

El levigado asi obtenido puede concentrarse por medio de la evaporaciém
al vacio o por desescacién-congelaeién, y subsiguientemente se precipita la
kanamicina de la solucidn concentrada sgregsndo w golvente en el cuel la
kanamicina o su sal sea fundamentalmente insoluble, |

En otro método mfe de purificaeidn puede uno emplear la aramatografis ~
colunmar con alfmina o earbono asctivo. Por ejemplo, una solucién acuosa de
kanamicina (pH 8,0) obtenide por la repeticidn del proceso de resina de in~-
tercembio de cationes, puede pasarse a través de una colunmma que contenga
ecarbono activo y, después de lavar la colunna con sgus destilada, se prac—
tica le levigaeién con 0,5 NpH 80,. La fraccién més sctiva del levigado se
sfiade al metenol y se precipita sulfato de kenamicina u‘ic'balino:.

Haturelesa de ]a Renamicing

La kanamieina se obtiene como sulfato o clorhidrato y la base libre de
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kanamicina se obtiene de estas sales, por ejemplo, extrayendo el ion sulfi
rico por medio de tarita de la solucién de sulfato de kanamicina,

El clorhidrato de kanamicina es plenamente soluble en agua, metancl, -
ligeremente soluble en etancl e insoluble en acetona, acetato de etilo, a#
tato de butilo, benceno, éter o fter de petrdleo.

El sulfato de kanamicina es soluble en agua e insoluble en metanol, eta-
nol, acetona, acetato de etilo y benoono‘.

la base de kanamicina es solnble en agua y considerablémente insoluble
en n=butancl, acetato de etilo, acetato de butilo, éter, cloroformo y bencgf
no,

Cuando se disuelve la kanamicina en piridina y se scmete a pruebs, da po
sitive la remccién de la ninhidrina, las reaccicnes de Tollens, Sakagueht,
Fehling, Molisch y de la glucosamina (Mrgan) son negativas; aun des-|
pués de la hidrélisis, la reacoifn de la glucosamina es negativa.. Caando n,
practied la cromatografia econ tira de papel (con papel filtro Toyo llc;. 50 '
Yy dcido p~toluenc-sulfénico~tutanol al 0,2%, saturado con agua), el valor
Rf de la kansmicina fue de 0,21~0,26,

La kanamicina presenta actividad éptica, Cuando se ensay$ una 'nolt.lcﬁn
acuosa sl 1,0% de clorhidrato de ksnsmieina purificado, all;’ fue $103° y
cuando se ensay$ una solucién aeuose al 1,0% de base libre de kansmicina,
El" fue 4112°, y cusndo se ensay$ una aolucion acuosa de sulfato de ke~
namieinas eristalino al 1,0%, E 23 +121° Datos analiticos correwpon=
dientes a la tmse libre: Caleulados para 0141129!?3011: C, 40,48; H, 7,04;
N, 10,123 O, 42,37} encontrados: C, 43,17; H, 6,95; N, 9,82, Datos anal{-
ticos para el clerhidrato: Calculados para G_|_4329N30u .. 3HC1s C, 32,043
H, 6,15; N, 8,0_1; Cl, 20,27; 0O, 33,543 encontrados:s C, 31,31; H, 6,07; N,
8,21; Cl, 18,03. Datos ansliticos para el sulfato de kanamisins (emerfo)s
Caleulados para C1,HooMs01y « 3/2 BpB0;8 Cy 29,895 H, 5,73; N, 7,475 8, =
8,575 0, 48,35; encontrados: C, 30,203 H, 5,88; N, 7,43. Datos analfticos
pare la N-acetil kanamicinas Celoulados pars Gy HacNs0pq .. 3CH5C0t C, 44,36
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las en bromuro de potasioc.

Hy 6,513 N, 7,765 0, 41,36; encontrados: O, 44,39; H, 6,01; N, '7,49; Datos
analiticos para el reineckato de kanamicina: Caléulados para 01432953011.
3(C.BgNeS, OFe )t G, 22,68; By 3,88; W, 21,37; 8, 27,95; Cr, 11,335 0, ~—
12,78; onoontcadoa: C, 21,44; H, 49315 Ny 19,93; Cr. 11,40 (del oontanidn dT
las ceniua). Datos lnalitieos para el sulfato de kanamicina ecristelino: -
Calculados pare Cy,Hogli;0y3 » 1/2}12304: Cy 36,21; H, 6,51_3 N, 9,05; 8, 3,44
0, 44,79; encontradoss C, 35,973 H, 6,51; N, 9,13; S, 3,47. |

La base de kanami‘cina no presenta absoreidn de la luz ultravioleta desde
20 :74 hasta 400 e

En el ditujo adjunto, la figura muestra el espectro de absorecién de los
infrerrojos del hemisulfato de xanemicina eristalino proyectado en partieu~

Kl ditujo muesize evidan"bane’nh que el rmevo antibidtico tiene wna con-
figuracién caracteristica meve. las bandas de sbsoreién carscteristicas -
que presenta la regién infrarroja del eepectro eatén en las siguientes lon—
gltudes de onds expresadas en micras: 2,85; 3,03; 3,20; 3,305 3,43; 3,63;
3,705 34835 4,70;(anaha); 6,055 6,175 6,27; 6,605 6,903 7,15; 7,35 7,52
7605 7,955 85183 8,765 8,95 9,085 9,405 9,70; 10,205 10,48; 10,755 11,13;
11,503 11,905 12,355 12,805 y 13,15, |

Entre los antibibticos conoeidos, las neomicinas B y C, la neamina y la
catenulina tienen algunas caracteri{sticas commes con la kansmicina. Pero
las ceracteristicas siguientes diferencian la kanamicina manifiestemente de
0808 antib:léﬁaos'. La reaccién de la glucosamina para 1a neomicins, que apa
r;eo en el libro "Asssy Meﬁhoda of fntibioties® por D, Cs Grove y ﬁ. Ay o
Randall, 146 pfginas (Medieal Encyclopedia Inc., Nueva York) es negativa -
pera la kanmicm'. Esta rescoién es positiva para las necmicinas y la eca=
temulina. La eromatogratie en pepel con una solucién al 2,0% de écido p=to
Inenopulfénico~butancl, saturads con agua, diferencia la kenamicina de la -
ncamina‘. Cuando se utilizé el papsl filtro Toyo No. 50, el valor‘ RE de la
kanamicina fue de 0,21=0,26, y el de la nnﬁm fue de 0,75-0,85, Por el
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8. lutea POI-lOOl 1,8
‘M. Fyogenes var. aureus 209-p 242
M. pyogenes var. sureus Terslima Q,4
,Microcoqus flavus ' 9,0
B. subtilis PCI-219 o 4y5
B. subtilis NRRL-558 4y5
B. subtilis Tracy 9,0
E. coli 2,2
S. peratyphi A 3,1
S. Adysenteriae 1,6
Proteus vulgeris ) 6,2
Myeobacterium 607 3,1
Mycobacterium phlel : 252
Saccheromyces sake 300

jSaccharmwoos 300

-Candida albicens ‘ 300

_Aspergillus niger 300

23

método de dilucién en oaldo, la kanamieina inhibio el desarrollo de Klebsie
1la pneumoniae a 3 meg,/ml., la nesmine & 25 neg./ml., la neomicine Ba 3
ncg./ml., la catemuline a 1,5 mg./ml. For el método de placa de cilindro
‘con B, subtilis, para que se Presentara una inhibicién de 20 mj. de difme-
tro fue necesario utilisar 30 meg./ml. de kananicina, 25 mcg./ml. de nea-
mina, 170 mcg./ml. de neomicina B, 250 mog./ml. de nemicina C o 18 mcg./mz.
de catemilina, Estas earactorist:leu, as{ como 1la propiedad de baja texici-
ded y férmlas empirices confirman el hecho de que la kenamicina es diferep
rted‘ehsnoomicinas,hnumayla catenulina y que es un mievo antibié-
tico.
Astividad de 1n kanenicin,

La kenamicina, ensayada por el método de dilucién en geloss, presentd

el sigulente espestro antibmeterieanc:

‘ ' ' Contraccién n:[njm pera la
Mieroorgapismop. dphibieidn completa, en mog./ml.
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En el medio de Kirchners inhibié la cepa H2 de Myecbacterium tuberculo-
sis en 2 mgge/ml. B. cold resistente a la estreptcmicina y Myoobacterium
tuberculesis hominis, resistente a la estreptomicina, fueron sensibles e
l1a kanamic:l.l‘u;

Los ratones toleraron la inyeccién intravences de 150 né.M. L L,
por via intravenosa en ratones, rates y oonejos fue de 150~250 mg./kg-. Los
ratones toleraron la inyeccién subcuténea diaria de 200 mg’./kg.. durante 30
diss, No se observarcn reacciones secundarias con la inyeccién de 100-200
mg./kg. de kanamicine en perros durante 30 dlas. La inyeccidn intraperito-
neal de mfs de 50 mog./ ratén cada guatro horas protegié a los ratcnes in-
fectados con 10.000 LM de Dipleccecus pneunonise o con 1000 DIM de Salmo-
nella typhosa. La inyeccién subcuténes diaris de 100 ng./kg de kanamicine
mostro el efecto :!.nhibitorio en ratcnes infectados eon Mycobacterium tuber-
culosis (eeps Ravenol).

A contimacién se exponen ejemplos especificos que ilustran aspectos -
particulares del invento. 8in embargo, conforme & lo anterior quedard entep
dide que la presente invoﬁcién no se limita a los procesos que se presentan
en los ejemplos. Puesto que se descubren agqui las caracteristicas de la ka-
nemicina, es evidente que es posible introduecir varieciones y mbdifioacio—
nes dentro de los 1imites de la invencién.

Ejemplo )

Se agregd glucoss, glicerina, lactoss, meltosa, sacarosa, almidén e
dextirina al 2,0% al medio bfsico que contiene extracto de ecarne al 0,75%,
peptona al 0,75% y cloruro de sodio al 0,3%; se procedif a la eaterﬂineiéﬂ
y despuds de éuta se ajustéd el pH a 7,0; El medio fue inoculado con el con-
tenido de un ase, tomado de un cultivo :anlinado de gelosa de Czapek y gli-
cerina con Streptomyces kanamycetious y se cultivd con agitacién a 27-20° c'.
La produccién de kanamicina fue determineds mediante el método de plaes de
eilindro con Mycobacterium 607, ¥ se observaron los resultados sigulentes:
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Fuente de carbono Produccién méxima de pH final y némerc de dias
kanamieina. ‘de cultivo con agitecién
para alcanzer la produow
. §ibn mixime =
almidén 250 meg./ml. 7,8 5 afes
dextrina 200 2,0 5
maltosa . 130 7,8 4
glucosa 200 8,2 4
lactoss ) loo 8,6 4
sacarosa 100 8,4 4
glicerins 100 8,0 4

Cuendo se agregh un hidrato de earbono camo los indicados al medio bési-
eo que contiene 1,0% de harina de frijol soja, 0,05% de KCl, 0,05% de -
MgSO; o 7Ha0 ¥ 0,3% de NaCl, ®e observaron los resultados siguientes:
Fuente de earbeno Prodnediln mfxims pH final y némero de dias

de kenemiecine de cultivo com agitecién
para alcansgar la produccién
nixima

almidén 250 meg'./ml'. 7,6 4 dias
dextrine 250 8,0 4
maltoss 130 7,8 4
glucosa 100 8,2 4
sacarosh - 150 ‘ 8,4 4
lactosa 200 8,4 3
glicering 70 8,2 4
Ejemplo 2.

El medio, que contiene 2,9% de almidén, 1,2% de harina de frijol soja,
0,05% de KC1, 0,05% de MgS0;e 7H;0, 0,1% de K HPO;, 0,3% de NaCl, 0,3% de
peptona y 0,55 de CaCO3 (el pH iniciel fue de 7,0), fue inoculado con el
producto de un mubeultivo seleccionado de 3, kanamyoeticus (cepa K2-7) en
gelosa de Czapek y glicerina, y puesto a cultiver. Despuls de cuetro dias
de cultivo con agitaeién, el pH fue de 8,2 y los ensayos mediante el método
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de placa de cllindro tanto cen B. gubtilis como con Mycobecterium 607 indi-

‘agitacién durante 40 horas (un subccultivo meleccionado de la cepa K2-3) y

los siguientest

Horas pH Kanamicina  # de reduccién de mg‘.i de NH3 -N -
_mog,/ml,  azfcar en el 1{quido _ em el lfquido.

0 656 - 2,20 2,5

24 6,9 - 1,50 10,7

36 746 150 0,4 - 1,2

48 7,6 200 0,3 1,2

60 8,0 20 0,3 6,0

72 8,2 210 0,25 12,0

caron la produceiln de 550 meg./ml. de kenamicina.
|  Elemplo 3
El nedio (180 1.), que contenfs 2,0% de elmidén,2j0% de glucoss, 1,25

de harina de frijol soja, 0,3% de NaCl, O, 05% de KCl, 0,05% de eS80y,
TH0, 0,1% de KpHPO;, 0,2% de CaCOg , 0,3% de uaxog, 0,002% de MnS0, »
7H0 ¥ 0,062% de ZgSOA_ « TH30, fue eoclocado en un fermentador de 400 1. de
capac':ldad, con un pH ajustado a 7,4, ohtorﬂizado durante 30 minutos & —
12¢P C,, inoculado con 1000 mi. de caldo de WA eultivado con

cuitivadq en fanquqa 27-29%° ¢, Se agreg& pars evitar la formacién de espu
ma, aceite de frijol soja (0,04%) y silicén (0,04%). Los resultados fueren

 Ejemplo 4 _

El medio (200 1.), que contenfa 2,0% de almidén, 1,0% de harina de fri=-
Jol soja, 0,05% deXCl, 0,05% de MgSO, « THo0, 03% de NaCl, 0,2% de HaNO; ,
fue colacado en el fermentaedor de 400 litros, el pH fue ajustado a 7,5, ¥
‘l:uago se procedid a la esterilizscidn (el pH después de la esterilizaclén
fue de 7,0) y tratado posteriormente como en el caso del Ejemplo 3. Deapﬁ.és
" de 48 horas se encontrd que el caldo contenfa 250 mcé./ml. de kanamicinal.
A partir de ese momento, la concentracidn de kanamicina en sl caldo no cam-
bi§ notablemente. Después de 65 hores de la fermentaeidn, se £1ltré el caldo
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lindro, ninguna actividad antibacteriana contra Myecbacterium 607. Se lavd
después la columma eon unos 10 1. de agua destilada que se hizo pasar por
‘la columna & la misma velocidad que el filtrado del oaldo. Luego se hizo

1ucién mixta (con un volumen de 8 l.) fue ajustada & un pH de 6,0 con NaOH

a 191-193° €, y se descompusc a 211-2130 C, El precipitedo rosfcec claro quT

237387

eon lo que se obtukbo 160 1. ds caldo filtrldo. El caldo filtrado contenis
150 ncg./ml. de kanemicina y el pH fue de 8,?, Se pasé el filtrade por una
columa de resina de intercambio de cationes. La colymna era d‘e 15 cm.. de
difmetro y contenie 6 1, de IRC~-50 en la forms sddica (es deeir, regenerada
con hidréxido de sodio) con un pH de 8,0. La smberlitas IHC-50 es une resina
de intercambio de cationes que se encuentra en el comercio y pertenece al
tipo carbox{lico; es un compuesto ecopolimérico del icidg metacr{lico y del
d:lvin:ll-bencam.. El filtrado se hizo pasar por la columna a razém de 16 1'./
hora. En el l{quido ssliente no se deseubris, con el método de plfoa de oi~

pasar 1N HCl a través de la colume & la velocidad de 0,8 1 /hora. Se reco~
gié el levigado en porcicnes de 2 l. (oortoa). Después del séptimo corte

los levigados se volvieron &clidos y la ksnsmicina se encontrd incluso en log
cortes 7¢ a 10n'. Los cortes que contenian kansmicina se mezclaron y la so=

al 10%, y conocentrada (por destilacidnm al vacfo a unos 50° C.) hasta 3000
ml. Le solucién concentrade fue deseceda y congelada. Los 500 g. de polvo
blanco tirando a moremo asi obtenidos contenian 8 g. de kanemicina. Ese —

polvo fpe disuelto en 2 1, de me tanol Y, después de retirar la parte insolus
ble, se aiiadi§ acetona (20 lr.) ¥ se obtuvo 80 g. del polvo blaneo tirando
a morenc. Este polwo contenfa 8 g. de kanamicina, Veinte gramos de este pel
vo fueron disueltos en 40 ml. de agua destilads y se agregd solucién acuo-
sa saturada de reineckato de emonio. El precipitado roséceo claro que aparet
cié primero y que pesd 50 mg. fue retirado y se afiadid mfe solucién de rei-
neckato de amonio hasta que no se formd més precipitedo. Este precipitedo
roséceo fue recogido y recristelizado de agua destilada, y se obtuvo reine-
ckato de kansmicina rosa eristalino (300 lﬁg.). Este producto se opcurerid
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" primero apsreci$ también oontenfs kenemicina.

1170 1. de filtrado (210 ncg./ml.). Se h:lzo/pasar el filtrado a través de

"6 1l de resina IRC-50 en el oiclo de sodio con un pH de 8,0 y era de 15 em.

‘de agua a través de la torre de resina a razén de 30 1./hore. la kanamicinaf
‘adsorbide por la resine fue luego levigada con 1N HCl, eirculando a razén
de 3,0 l./hora. El primer levigado (y6,5 1.) carecifa de activided; el si~

nia 2 1, de resina IRC~50 en el ciclo de sodio con un pH de 7,5, E1 diﬁme-
tro de la columa era de 5 cme El 1{quido circuld a razén de 101 /hora.

‘a razén de 3,0 1l.Lhora, Como en la levigacién ahterior, la kanamicina apare

Ejemplo 5.

S, Kananmyceticus (un subcultivo seleccionado de la cepa K2-J) fue inoccu-
lado a 200 1, de medio eolocado en un fermentador de acero inoxidable de
400 1. y formentd. El medio contenfa 2,0% de almidén, 1,0% de glucosa, ~
1,2% de harina de frijol soja, 0,3% de NaCl, 0,05% de KCl, 0,05% de MgSO 43
7H20, 0,1% de E,HPO,, 0,2% de 03003 ¥y 0,3% de peptona.. El pH del medio deg
pués de le esterilizacidn fue de 7,0. Se agregd aceite de frijol soja al
medio, en proporcién de 0,1%, para evitar la formacién de eapum.. Después
de asaenta y cinco horas de un eultivo prcﬁmdo aereado, el caldo contenia
220 mog./ml. de kenamicina, El pH era de 8,0, Fue filtrado y se obtuvieron

la torre de resins de intercambio de cationes. La torre de resine contenia

de diémetro. Fl 1{quido circuld a razén de 30 1. por hora, es deeir, 1/12

de litro de volumen de regina por minuto. Después se hicieron pasar 30 1.

guiente eontenia kenamicine. Noventa por ciento de la kenamiocina adsorbida
aparecié en el levigado, euyo pH fue superior a 2,0. El levigado agtivo ~
(16,1) fue sjustado a un pH ae 7,5 oon 10% de NaOH. Luego fue diluido.a 80
1. Aquf el rendimiento del filtrado de caldo fue de l83%. La solucién dilui

La colunna fue lavada con 20 1. de agus que circuld a razén de 10 1./hora.
La kanamicina adsorbida fue luego levigada con 1N HCl. El 1{quido circuld

cid en el levigado, cuyo pH fue superior a 2,0. El levigado activo (4,5 1.)

‘da fue pasada nuevamente a través de una columns de resina. La columna contf::

]
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fue ajustado a un pH de 6,0 mediante la adicidn de la resina de intercembio

de aniones, IR-4B, en forma hidréxilica. La emberlita IR-4B es una resina
de intercambio anifnico débilmente bfsica que se halle en el comercio y =—-

evaporada al vaclo a unos 40° C. hasta 500 ml. A esta solucidn concentrada
ge afiadieron 5 litros de metanol y se gx‘brajb 1la parte :!.nsolublev. El filtra-
do fue evaporado al vacf{o a unos 40° C. hasta 250 ml. y a la soclucién conceJ
trads se afiadieron 2,5 :_Li.troa de acetona, con lo que se obtuvieron 65 gv. de
kenamieina en forma de polvo moreno clarc. La potencis de este polvo fue

de 350 meg./mge.

La kanamicina blanca girendo a moremo (5 g.) obtenida en el Ejemplo 5
fue disuelta en 50 mll.-de metdnol acuoso al 60%, el material inscluble fué'
extraido y se agregd al filtrado 40 ml. de metanol acuoso al 60% que conte=
nfa 2000 mg. de sulfato de amonio, se recogié el precipitado de sulfato de
kenamicina, se Iavé con 50 ml. de metanol acuoso al 80% y se deseeo. Asi
se obtuvieron 4,5 g« de sulfato dg kenanicina en forma de polvo moreno cla-
ro. La potencia fue de 370 mecg./mg.

. Ejemplo 7.

Diez gramos de clorh:ldrato de kanamicina en estado sélido, cuya potencia
era de 535 mcg./mg., fueron disuel’oos en 100 ml. de metanol acuoso al 90% y
pasados a través de una columma de alimina, La columna contenia 140 g. de
alémina tratada con 4cido sulf¥irico y era de X,5 em. de dﬁmetro. Fue some-
tida a la accién del metanol‘. El primer levigado de 200 nl. no contenia kang]
micinal. El segundo 1ev:!:gado (128 ml.) mostré actividad antibacterisna y fue
evepcrado al~ v%cio para obtener 4,681 g. de clorhidrato de kanamicina en -
forma de polvo blanco. La potencia del polvo fue de 560 meg./mg. Por el mis-
mo procedimiento, del tercer levigado (115 ml.) se obtuvieron 2,205 g. de
clorhidrato de kansmicina en forma de s8lido blanco. La potencia fue de 615
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Meg./mg. Por este procedimiento, el pigmento amerillo fue adserbido por la
columna y el clorhidrato de kanamiecina fue obtenido en forma de polvo inco-
loro. El pigmento amarillo adsorbido por la columa fue separado por la levi
geeién ulterior con 50% de metanol acuoso y agoua destilada.

Elemplo 8.

Cuatro gramos de clorhidrato de kanmmicina en estado sélido, cuyas poten-
cla era de 500 mcgv./mg'., fueron disueltos en 200 ml. de metanocl y después
de evaporacién a 80 ml. fueron pasados a través de una columna gque contew
nia 5 g. de carbono activo y 25 g» de polvo de celulosa. La ecolumna fue tra
tada con metenol, El primer levigado (50 ml.) no econtenia kanamicina. El
segundo levigado (60 ml.) fue evaporado para obtener 364 mg. de clarhidrato
de kenamioina. La potencia de este polvo fue de 720 mcg./gm. El1 tercer le-
vigado (46 ml..) did 381 mg. de clorhidrato de kanamicina en polvo. La poten
cia de este palvo fue de 616 meg./ng. Del cuarto levigado (55 ml.) se obtu~
vieron 1,873 mg. de clorhidrato de ksnemicina, de oolor blanco, con una
potencia de 483 mcg./mg. El primer levigado (55 nl,) 4ié 956,6 mge en forma
de polvo blanco con una ?otenc:l.a de 410 mog./mg. Todos los sélidos aquf obe

tenidos fueron incolorose
L]

Rlemplo 9. ‘ .

Se cultivd por agitacién S, kanamyceticus en un medio que contenia 1,0%
de elmidén, 1,5% de harina de frijol soja y 0,3% de NaGl (el pH inicisl fue
de 7,0) a 28° C. durante cuatro disa. Los caldos de cultivo en 25 matraces
fueron mesclados y filtradoa. EL pH del filtrado fue de 8,2 ¥y ol filtrado
contenfa 400 mcg./ml. de kenamiecina. El filtrado (3.100 ml ) fue pasado por |
una columna de resina TRC~50. La columna contenia 100 ml., de ls resina en
el eiclo de sodio & un pH de s,o'. Después de la asbsoreién, la columa fue
devada oon 500 ml. de agna, y la kenamicina adsorbids fue levigada don 1N
HCl, cortendo el l{quido de salida cada 20 mll. Ia actividad fue hallade en

los cortes euarto a noveno; esos cortes fueron mezcladoe y el pH fue ajus=
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‘recié fue de color rosaceo claro, pes$ 50 mg., contenfa kanamicina y fue

| dre se afiadid el reineckato de kansmieina que no se habfa redisueltc y des~

destilada y se agregd 2,5N HCl en piridins, gota a gote, hasts que no se -

tado a 6,0. Esata solucién fue concentrada por evaporacién al vacio haste
12 ml, y se extrajeron las impuresas insclubles. A esta solucién saturade
se afiadid soluocién de reineckatc de amonio. El precipitado que primerc apa-

separado. Al sobrenadante se le afiadié méas solucidén de reinseckato de amonio
haste que no se formaron mfs precipitados. El precipitado rosa fue separado
¥ desecado para dar 544'. mg. de reineckato de kanamicina; en el sobremadan-
te quedd como 30% de la actiﬂdad.. Este precipitado fue agregado a 12 ml.
de agua destilada, calentado a 60°C. y filtrada. E1 £iltrado fue enfriado
¥ los cristales de reineckato de kanamicina fueron separados. Al licor me-

pués de volver a calentar a 60° C. y enfriar, se seperd la segunda cosecha
de reinebkato de kenamicina eristalino. Este proeeso volvié a repetirse por
tres veces. As{, se aislaron 300 mg. de reineckato de kenamicina eristali-
no. Este reineckato eristalino (140 mgm.) fueron afiadido a 105 ml. de agua

form§ mfs precipitado. El precipitedo fue separado medisnte centrifuga, de-
secado y oongeladg y deapués lavado con acetonm. Asi se obtuv‘o elorhidrate
de kenamicina (60 mg’.) en forma de sélido blanco higroseépico.

Elemplo 10,

Clorhidrato de kanamicina (10 g+ 450 meg./mg.) obtenido por un proceso
gimilar al deserito en el Ejemp‘lov 5, fue disuelto en un litro de agua desti-
lade y el pE me ajustado a 6,4+ Fue hecho pasar por uns columa de 75 ml'.
de redina TRC~50 en la forma de sodic & un pH de 6,4, & razén de 10 ml,/mi~
mto. Después que la columna fue laveda con 50 ml. de agua, la kanamicina
adsorbida fue levigada mediante NH,OH al 5%; El primer levigado (80 ml..) no
tuvo actividad y el levigado ulterior (130 ml.) contenia lmmicim.. El pH
de este levigado fue superior a 10,0, Fue evaporado al vacio a unos 40° c'.
hasta 22 ml, El rendimiento en esta soluciin concentrada fue de 97,8%‘. Ee-
ta solucién conosntrada fue pasads a través de una columna de carbono que
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contenfa 20 g. de carbono. activo de 100~250 de malla. El difmetrc de la

columa era de 2 em. Después la solumna fue lavada con 160 ml. de agua desd

tilada y tratada cromatogréficamente con O,5N 1,80 '. E]l 1{quido de salids

fue cortado en porciones de unos 20 ml'. El sulfato de kanamicina apareci$
desde el quinto corte. Los cortes 19 a 4¢ fueron de pH 6,2-6,4 y no conte=
nian kanamicina. Casi toda la kanamicina fue encontrada en log eortes 5¢ a
8% en la forms aigu;lentgc 59 'oorto, pH 8,2, 22,0 ml.., 16,9 mg‘./ml.; 6¢ cor-q
te, PH 8,6, 23,0 ul., 65,3 ng./mlq. 7¢ corte, pH 8,6, 20,0 ml., 55,0 mg./ml
82 corte, pH 4y6, 22,0 ml., 47,5 nge/ml.; 92 corte, pH 1,0, 22,0 nl., 4,2

mg./ml. AL 62 corte se agregarom 23,0 ml‘. de metancl y se precipité svlfato
de kensmicina cristelino, que se recogis y desecé'. Asi se obtuvieron 1,39 g.
de sulfato de kanamicim eristaline, 1,2 g. de este sulfato cristalino ﬁze—
ron disueltos en & ml. de agus y calentados a 45°c.3 ge afiadieron &,5 ml.

de metanol, con agitacién y onﬁ-:l.amionto. Luego fue precipitado sulfato de
kenemicina (1,07 g.) y obtenido en forma cristelins. Microscépicemente pre- ‘
sentaba cristales de placas incoloras. No se fundia por debajo de los 250°

Regul tados mliticoa‘ G, 35'97’ 35,89, ﬁ, 6’51, 6’56’

Cuando se desea para fines especifieol y 8¢ logra la compatibilided far-
nacfutica, pueden mezclarse con los compuestos del presente invento otros
medicementos tales como antihistaminiecos, sulfemidas, estiimlantes, anesté~
sicos locales, analgésicos, laxantes, sedantes, sales de penicilina y otros
agentes antibifticos como la estreptomicina o un antibiético del tipe de le
tetraciclina, viteminas, hermonas y egentes entifungosos. .

BEn el dilujo adjunto se mestra la absorcién del infra-rojo del nuevo
;ntibiéticé. '

Las cifras & lo largo del borde superior indican el mimero de ondas en
@1 y las slgaiendo el barde inferior la longltud de las ondes en micrones.
Las cifras laterales (por la izquierda) expresan el porcentaje de transmitey

cla,
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,fealizacién de la idea expuesta pueden variar, sin que por ello cambie la

reivindicaciones siguientes:

‘gov,-gp_oc., del cual se describen las propiedades en las especificaciones,
‘ae cultive en epndici.onea de aerobiosis en un medio nutriente adeeuedo has-

ne, de conformidad con las reivindicaciones 1t a 48, carecterizado por el
hecho de que el antibibtico se recupera del caldo de fermentacidn por mctra_gL

el &cido estedrico.

-20 -

Hecha la descripcién que antecede, hemos de sfiadir que los detalles de

esencia de la invencidn que es la gue se desprende de los pérrafos precedent
tes y la que se relvindica en la siguiente

N O T A _
En resfmens La Patente de Invencién que se solicita, recserd sobre las

1s.- Un procesc para la produccién de uh muevo antibidtico, la kanamici-

na, caracterizado por el hecho de que una cepa de Streptomyces kanemycetieugd

ta que se imparte una considerable actividad antibiétice a dicho medio y el
antibiético we recupera del caldo de fermentacién.

‘ 2".- Un proceso para la produccién de un mevo antibidtico, la kanamieci~
na, en conformidad con la reivindicacién 18, caracterizado por el hecho de
que el cultivo se 1leve & cabo en condiciones de sumersién a e temperatu-
ra que oscila entre 27° y 32° c. por un perfodo de 3a5 diaa.

32,~ Un procese para la produccién de un muevo antibiético, la kenamici- |
na, de conformided con laé reivindicaciénes 1t ‘y 2s, caracterizado por el
heche de que el medio nuiriente eontiene la mezcla de a]mid&z y harine de _
frijol soja. ‘ ‘ '

48 .~ Un proceso pera la produocian de un ruevo antibibtico, la kanamici-
na, de conformidad con la reivindicacién 38, caracterizado por el hecho de
que las cantidades de almidén y hgrinal de frijol soja en el medio nutriente
aon de 2,0% y de 1,2%, respectivemente,

5:1.- Un proceso para la produccién de un puevo antibiético, la kanamici-

01én con butanol en presencia deiun vehiculo, tal como el deido léurico o
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63 +~ Un proceso para la produccién e un mevo entibiStico, la kenemici-
na, en conformidad con las reivindicaciones lz a 48, caracterizado por el
hecho de que el antibibtico se recupera del caldo de fermentacién por medio
de adsorcidn en una resina de intercambio de cationes.

7‘.- Un proceso para la produccién de un nuevo antibidtico, la kanamici=
na, en conformided con las reivindicacicnes 12 a ,#, caracterizado por el
hecho de que la resina de intercembio de caticnes es del tipo &cido carbo-
xﬂic‘m |

88,~ Un procesc para la produccién de un muoeve antibibtico, la kenamici~-
na, en conformidad con las reivindicaclones 62 y 78, caracterizado por el
hecho de que la resina de i.ntercambio de cationes es un compuesto eopolimé-
rico del écido metacrilico y del divﬂnﬂ-bencano'. ,

9% .~ Se reivindica, por §ltimo, eomo objeto sobre el que ha de recaer
la Patente de Invenclén que se solisitas "UN PROCESO PARA LA PRODUCCION DE
UN NUEVO ANTIBIOTICO, LA mmcmn‘.

Toéo conforme queda descrito en le presente memoria, que consia d? vein=
tiuna plginae escritas a méquine por una sola cars, y dibuje adjunto. |

Madrid, 31 agosto 1957,
NSO UNGRIA.
A
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