242947

PATENTE DE zsveworox

MEMORIA DESCRIPTIVA *

que se acompaiia a la solicitud de

“una PATENTE DE invencion .. por .20 .. . afios, en Espafia

a favor de
. MERCK & €O InGey  reeoe, de nacionalided
.nerheamericansa. . . domiciliado en e NOw. JETBOY,. Be. Usd

callede = East Lincoln Avenue. . .. ... ... ... ;Gm.. 126

por:
« . Procedimiento pars recuperar compuestos con actividad de

;npygbigginaw§Mmpaxtixwd@ngzéiaamgggm;gawquﬁggggpv, _

No 7613

Agente Sr, v BOLIBAR, .. . |

Fxpediente ntm. ..



Ce 5298,

JE,.

PATENTE D

S o SN e TS e S T e e S 00 e T e T

e favor de
MERCK & CO,, Inc., de nacionalidad norteamericansa, domi-
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por:
“Procedimiento para recuperar compuestos con actividad

de novobiocina, & partir de mezclas gque los contengan®.

SleelenISem i e 30 e e Do P10
Memoria descriptiva,

Este invento se refiere en general & procedi -
mientos y métodos para obtener antibidticos a partir de
solucliones crudas o sin purificar, de los mismos, ¥as
concretamente, concierne a un procedimiento nuevo y per—

feccionado para recuperar y concentrar novobiocina y pro-
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ductos andlogos de caldos de fermentacidn que contengan
novobiocina elaborada o sus andlogos, micelios de micro-
organismos y medios nutritivos adecuados. En uno de sus
aspectos mds peculiares, este invento se refiere al ais-
lamiento de novobiocina, dihidronovobiocina y otros pro-
ductos andlogos a la novobiocina.

La novobiocina, para la cual se ha propuesto la
férmula de estructura o constitucidn, que se representa
en la hoja de f£érmulas anexa a esta memoria, se obtiene
cultivendo, en condiciones reguladas, una especlie de mi-
croorganismos denominada Streptomyces spheroides, deposi-
tada en la coleccidn permanente de cultivos de la Seccidn
de Fermentacidn, Centro de Investigacidn Utilitaria del
Norte, Departamento de agricultura de EUA., Peoria, Illi-
nois con la designacidén de NRRL 2449. De manera similar
pueden obtenerse productos andlogos a la novobiocina.

La novobiocine es un campuesto orgdnico dcido
con dos grupos de fijacidn de bases, y puede precipitarse
de su solucién en dlcalis por acidificacidn. Es scluble
en alcanocles ligeros, cetonas aliféticas, bajas, dcido
acético, acetato de etilo y dioxasno, y es insoluble o es-
casamente soluble en éter, benceno, cloroformo, tetraclo-
ruro de carbono, dicloruro de etileno, agua y dcido clor-
hidrico.

La novobiocina detiene el crecimiento de micro-
organismos grampositivos principalmente, aunque también
presenta cierta actividad contra microorganismos gramne-
gativos., Las sales de novobiocina y sus andlogos tienen
asimismo actividad antibioXioca. La actividad de las pre-

paraciones de novobiocina se define en unidades novobio-
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cinaj la novobiocina substancialmente pura tiene una ac-
tividad, arbitrariamente asignada, de 5000 unidades novo-
biocina por miligeamo.

Hasta ahora, la novobiocina se aislaba y separa-
ba de los caldos de fermentacidn en donde habia vegetado
empleando procedimientos bastante complicados y entreteni-
dos, que comprendfan repetidas extracciones con disolven-
te8 y reoristalizaciones.

El presente invento se propone en general una
nueva técnica para aislar novobiocoina y sus andlogos ob-
tenidos por procedimientos de fermentacidn.

Un 6bjeto de este invento es proporcionar un nuevo
procedimiento perfeccionzdo para separar y purifiocar no-
vobiocina y sus andlogos a partir de los caldos de fer -
mentacidn en que se cultivan.

Otro obgeto de este invento es proporcionar un
procedimiento para alslar estos compuestos en proporcio-
nes elevadas.

Otro objeto del invento es proporcionar un método
comercialmente Util para recuperar novobiokina y sus and-
logos de caldos de fermentacidén en los que se elaboren.

Otros objetos y ventajas de este invento se apre-
clardn en el curso de la siguiente descripeidn y explica-
cién.

Se ha comprobado ahora gque la novobiocinag y sus
andlogos, denominados en agdelante compuestos con activi-
dad de novobiocina, se pueden recuperar de soluciones,
suspensiones u otros materiales liquidos crudos o en bru-
to, que los contengan, incluyendo caldos de fermentacién,

concentrados crudos, soluciones diluidas, extractos y si-



10

15

20

25

30

_4- 242947 - .

milares, por tratamiento con una resina de intercambio 16-
nico de la cual se pueden recuperar después por elucién
los compuestos con actividad de novobiocina.

El procedimiento conforme al invento tiene sobre
los procedimientos ya conocidos de recuperar actividad de
novobiocina por extracciones o separaciones con disolven—-
tes, la ventaja de que los volumenes de soluciones gue han
de manejarse en el mismo son relativamente pequefios, lo
cual reduce al minimo el instrumental y el trabajo de la-
boratorio.

Otra ventaja del procedimiento de este invento
reside en que se consigue una recuperacidn substancialmen-~
te completa de la actividad de novobiocina mediaente el em-
Pleo de resinas de intercambio anionico en condiciones dép-
times, comparada con la recuperacidén meramente parcial de
actividad de novobiocina asequible por otros métodos, co-
mo la extraccidén con disolventes,

Contemplado en algunos de sus aspectos méas amplios,
6l nuevo procedimiento conforme al invento, para recuperar
compuestos con actividad novobiocinioa'a partir de solu-
ciones que los contenga, comprende tratar tales solucio-
nes con una resina de intercambio aniénico orgénica nitro-
genada, polimérica y fuertemente basica, que esencialmen-
te deriva su capacidad de intercambio idnico de la presen-
c¢ia de grupos amonio cuaternario o amino, con lo que la
resina adsorbe la actividad de novobiocina, y ésta se re—
cupera separando la resina de la solucidn y eluyendo los
compuestos con actividad de novobiocine,

El precedimiento de este invento se puede practi-

car, sl se quiere, smpleando una columna adecuada, 0 mani-
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pulando cargas de material con actividad novobiocinica

en pilas o depbésitos. En el primer caso, la resina se
introduce en una columna vertical, y la solucién que con-
tiene la actividad novobiocinica se hace pasar a través
del lecho de resina. El liquido que sale de la columna
se examina de continuo, a fin de dar por terminadas la
alimentacién de la columna cuando la descarga contenga
mis de una actividad minima de novobiocina arbitraria -
mente fijada como aceptable. Cuando se alcanza este ni-
vel, se deja de suministrar solucidn, y el compuesto con
actividad novobioe{nica adsorbido se separa por elucién
de la columna de resina de intercambilo ionico, haciendo
pasar por ésta una solucidén capaz de eluir de ella el com-
puesto con aotividad de novobiocina.

Ia resina elufda se puede regenerar luego por
tratamiento con una solucién regenerativa adecuada, y sir-
ve de nuevo para el proceso de adsorcidén, o bien se agrege
resina nueva & la columna, con la regenerada, si se quie-
re.

Cuando se trabaja por cargas o tandas, la resi-
na de intercamblo eanionico, elegida se agita en un re-
cipiente adecuado con la solucién que contliene el compues-—
to con actividad novobioeinica. Las proporciones emplea~-
das de resina y de solucidén se determinan emp{ricamente a
base de la experiencia anterior, y cuando la concentre -
0idn de actividad novobiocinica en la solucién se ha re-
ducido al factor desesdo, la solucién se decanta o separa
de otro modo de la resina. Esta se trata luego para eluir
de ella el compuesto con actividad de novobioecina; la

eluclén, si se quiere, puede hacerse en una columna.
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En una de las formas preferidas ds realizacidn
del presente invento, se adsorben compuestos con activi-
dad novobiooinica en la resina de intercambio ionf{co a
partir de caldos enteros o integrales que los contengan.
Estoe caldos enteros contienen ademds micelios de micro-
organismos, asi como medios nutritivos adecuados y diver-
sos subproductos de fermentacién.

La adsorcidn a partir de estos caldos integra-
les, se consigue agregando al calde la resina de intercanm-
bio ionico despuéds de la recoleccidn, permitiendo a la re-
sina adborber el compuesto con actividad de novobiocins
contenido en el caldo, y separando luego del caldo la re-
8ina con la actividad de novobiocina adsorbida. Esta se-
paracién se puede hacer mediante filtracidn o tamigado,

o por cualquier otro método que se quiera, como los que
utilizan ciclones de liquido, mesas estriadas, clasifica-
dores, etc. las coribas con mallas de tamafios apropiados
para retener la resina y dejar pasar los micelios, normal-
mente de unas 10 a 200 mgllas, han resultado especialmente
venta josas para este objeto, y no se ha observado obstruc-
cién de las cribas con micelios o caldo gastado. A fin

de facilitar més la separacidén, puede utilizarse una ori-
ba vibratoria.

Las resinas de intermambio iénico apropiades pa-
ra uso en la practica del procedimiento del invento son,
en particular, las resinas nitrogenadas poliméricas fuer—
temente bdsicas, que suelen tener grupos amonio cuaterna-
rio unidos a una matriz de estireno-divinilbenceno. Ejem-

plos de este tipo de resinas son las resinas "Dowex", de

la Dow Chemical Co., Midland, Mich., como "Dowex l-X2¢,
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"Dowex 1-X4" y "Dowex 2-X4"; las rosinas “Amberlite" de
la Rohm & Haas Co., Flladelfia, Pa., como “"Apberlite IRA-
400", "Amberlite IRA-401", *“Amberlite IRA-411l" y “Amber-
lite XE-98%"; y las resinas "Duolite", de la Chemical Pro-~
cess Co., Redwe¢od City, Celif., por ejemplo, "Duolite
A-40", "Duolite A-101" y "Duolite A-102". Aungue se men-
clonan estas resinas como ejemplo de resinas de intercam-
bio ionico que pueden emplearse para la adsorcién de no-
vobioeina, son asimismo aplicables otras resinas fuerte-
mente bdsicas.

Aunque no se fija rigurosamente el tamafio de
las partfculas de resina, resultan especialmente dtiles
para la adsoreidn las comprendidas entre 10 y 200 mallas,
y con preferencia entre unas 35 a 100.

Para eluir de la resinas de intercambio ionico
la actividad de novobiocina adsorbida en ella, se emples
una solucidn eluente acuosa que contiene un electrolito,
con preferencia en un disolvente orgdnico para el anti-
bidtico. Han resultado eficaces para este objeto solu-
ciones acidas acuosas con un disolvente orgédnico para el
compuesto con actividad novobioocinioca. Por ejemplo, son
satisfactorias para eluir de la resina el compuesto con
actividad biocfnica, soluciones acuosas de &cido clor-
hidrico o acético mezcladas con un disolvente orgdnioco
hidromiscible adecuado, como alcohol o cetona. La con-
centracién del compuesto écido en la solucién eluente es,
con preferencia, de 1% a 10% en peso/volumen. Ia fase
orgdnioca puede estar constitufda por 70 & 98% del disol-
vente orgénico, con un 30% a 2% de agua.

El método de elucién puede ser en columna o por
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cargas, aunque se prefiere el primero, por necesitarse
voldmenes menores, y por la relativa facilidad de andli-
sis periddicos del eluato y su divisidn en fracciones,
que se efectda sin dificultad'empleando para la elucidn
una columna.

El eluato se puede someter a tratamiento ulte-
rior, a fin de purificarlo més, por ejemplo, paséndolo
por una columna cromatogreficy como una columna de ald~
mina lavada con écido sulfirico dilufdo y agua, y tratan~
do el eluato purificado y decolorado con una solucién
dcida, por ejemplo, de metanol y dcido acétido, a fin de
recristalizar el dcido novobiooinico. ILos cristales se-
parados se pueden filtrar y lavar por ejemplo con una so-
lucién de agua y metanol filtrar y secar. Si se quiere,
es posible preparar diversas sales de novobiocina de este
dcido novobiocinico, mediante téonicas de neutralizacidn
adecuadas. Los eluatos que contengan substanciass andlo-
gas8 a la novobilocina, como dihidronovobilocina, pueden tre-~
tarse de manera similar para recuperar aquéllas de los mismos.

El procedimiento del presente invento se compren-
derd mejor con referencia a los éjemplos sigulientes, que
se ofrecen como ilustracidén simplemente, yx no deben enten-
derse en modo alguno como limitativos del alcance del in-
vento.

EJEMPIO 12.

Una porcidén de 25 litros de un caldo de fermen-
tacién filtrado, obtenido del eultivo de una cepa de Strep
tomyces spheroides productora de novobiocina en un medio
nutritivo adecuado, y que contiene unos 7.200,000 unida-

des de actividad de novobiocina, se pasa por una columna
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que contiene 50 c.c. de la resina de intercambio ionico
"Amberlite IRA-411", empleada en su ciclo de cloruro. El
tiempo de contacto de la solucidn con la resina de la co-
lumna ¢s de unos diez minutos. E1 lfiquido que sale no
muestra actividad de novobiocina mensurable. Ia resina,
después del contacto con la solucidn, se lava con metanol
al 95% pera eliminar las impurezas. Ia novobiocina se
eluye luego de la resina, empleando una solucidén que con-~
tiene 167 de aecide clorhidrico concentrado y 85% de meta-
nol. En el eluato se encuentran 4.500,000 unidades de
actividad novobiocfnica; su voldmen total es de menos de
3 litros, y contiene aproximadamente 62% de la actividad
de novobiocina del caldo de cultivo tratado.

EM 2,

Se repite el procedimiento descrito en el ejem-
plo 12, empleando 33 litros de caldo de fermentacidn f£il-
trado con actividad de novobiocina, a razén de 270 unida-
des por mililitro, y 300 c.c. de la resina, en el ciclo
de cloruro, con un tiempo aproximado de contacto de 25
minutos. El elusto mide algo mde de 3 litros, y arroja
un contenido de 82% de la actividad total de novobiocina
existente en la solucién primitiva.

EJEMPLO 39,

Dos porciones de 30 ml., de resina "Dowex 1-X2v",
de tamafio entre 50 y 100 mallas, en el ciclo de cloruro,
se afiaden a 300 ml., de caldo de fermentacidén de novobio-
cina sin filtrar, con una actividad de 510.000 unidades.
Cada porcidén de la resina se separa del caldo gastado pa-
sédndola por una criba de 70 mallas, después de 10 minutos

de contacto; se pone en una columna de 1 pulg., y se eluye
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en columna con una soluciédn que contiene 16% de dcido
clorhidrico concentrado y 84% de metanol. En el eluato
se encuentra una actividad de 202.000 unidades.
EJEMPILO 4¢.

Se disuelven 5 g. de dihidronovobiocine sddica
en 500 ml. de agua, y se afiaden 50 ml. de resins "Dowx
1-X2%, en el ciclo de cloruro, dejando todo en reposo
durante tres horas. La resina se separa por filtracién
¥ se lava con agua. Una poreién de 17 ml. de resina se
eluye luego en columna con una solucidén gque contiene 16
ml, de dcido clorhidrico concentrado y 84 ml. de metanol,
El eluato da 95% de la dihidronovobiocins presente en la

carga inicial

N 0 T A

e IR e e e e S e R XD

Se reivindice como objeto de esta patente:

l) Procedimiento para recuperar compuestos con
actividad de novobiocina, & partir de mezclas que los
contengan; el cual comprende adsorber tal compuesto en
una determinada resina de intercambio ionico, y eluir
de esta resina el material con actividad de novobiocina
adsorbido en ella.

2) Procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el que el compuesto con actividad novobiocinica es novo-
biocina,

3) Procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el gue el compuesto con actividad novobiocinica es un
anédlogo de la novobiocina,

4) Procedimiento segin 1la reivindicacidén 1, en

el que el compuesto con actividad novobiocinica es dihi-
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5) Procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el que la resina de intercambio idnice es una resina de
intercambio anidnico, fuertemente bisica.

6) Procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el que la mezcla que contiene el compuesto con actividad
novobiocinica se retira de un caldo de fermentacién para
obtener el citado compuesto con actividad novobioeinica.

7) Procedimiento segun la reivindicacién 1, en
el que la mezcla que contiene el compuesto con actividad
novobiocinica es un caldo de fermentacidn f£iltrado en el
que existe el citadc compuesto.

8) Procedimiento segin la reivindicacidn 1, en
el gque la mezcla gque contiene el compuesto con actividad
novobiooinica, es un caldo de fermentacién no filtrado en
el que existe el citado compuesto.

9) Procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el que el compuesto con actividad de novoblocina se eluye
de la resina de intercambio idénico por medio de una solu-
cién eluente dcida.

10) Procedimiento segln ls reivindicacién 9, en
el que la solucién eluente es de dcido clorhidrico.

11) Procedimiento segfin la reivindicacién 9, en
el que la solucidn eluente comprende dcido clorhidrico y
un disolvente orgdnico, y constituye un disolvente del
compuesto con actividad de novobiocina.

12) Procedimiento segin la reivindicacién 11,
en el que el disolvente orgédnico es metanol.

13) Procedimiento para recuperar compuestos con
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actividad de novobiocina, & partir de mezclas que los
contengan.
Esta memoria consta de doce pdginas escritas por
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