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MsMCRIA DESCRIPTIVA
para soclicitar
PaTunoT® D= INVERCICH
ESPAalla
por VEINTEZ afios
& nombre de AVMEAICAN CYANAMID CCUPANY, entidad norteamerice~
na, establecida en 30 Rockefeller Plsza, Nueva York, N.Y.,

Estados Unidos de América, por:

"UN PROCEDIMIZNTO PARA LA PRODUCCION DEL NEVO ANTIBIOTICO
ASPARTCCINAY

Este invencidn se refiere a un nuevo antibidtico
denominade aspartocina y a su moduc cidn por fermentacién,
a métodos parae su extraccidn y concentracidén a partir de
soluciones brutas, a procedimientos para su purificacidn
y a métodos pera la preparacidn de sus sales.

La presente invencidn abarca dentro de su alcance
el antibidtico en formas diluidas, como concentrados bru-
tog ¥ en formas cristalinas puras. Estos nuevos productos
son activos contra varios microorganismos que incluyen béc-
terias grampositivas. Los efectos del nusvo antibidtico

sobre microorganismos especificos junte con las propieda-—
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des quimicas y risicas ael antipnidtico le diferencian de los
antibidticos anteriormente descritos.

De acuerdo con la invencidn, se proporciona un pro=-
cedimiento para la produccidn del nuevo antibidtico asparto-
cina que comprende cultiver un microorganismo seleccionado del

grupo constituido por Streptomyces griseus var. spirelis y

Streptomyces T-391C en un medio nutricio acuoso gque contiene

fuentes de carbohldrato, nitrdgeno y sales inorgénicas asimi-
lables bajo condiciones aerdbicas sumergidas,

A continuacidn se de una descripcidn general del
organiemo S. griseus var. gpiralis basada en las caracteris-
ticas de dizgndstico observadas. Los colores descriptivos

gubreyados son los de Ridgeway: "Color Standards and Color

Nomenclature!,

ctantidad de crecimiento — Crecimiento mod erado a

bueno sobre muchos medios, desarrollo sobre medios que CONe-
tienen almiddén; desarrollo nds pobre, restringido, sobre
ciertos medios sintéticos.

Micelio aséreo y/o color de espara — Las esporas en

masa son Pale Qlive - Buff; micelio aéreo sin esporas incoloro

2 blanguecino.

Pigmentos solubles - Ninguno

Color reverso - BEn tonos de buff a amarillento sobre

la mayoria de log medios.

Reacciones fisioldgicas diversas — Sin crecimiento

scbre celulosa; licuacidn completa de gelatina; formacidn de
codgulo Acido y aclarado de leche pérpura; y reaccidn nega-
tiva HyS sobre medio de agar hierro-peptona.

Morfologla — Apéndices esporiferos surgen de mice-

1io @éreo como espirales de pocas vueltas o espirales cortas.
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Faporas slargaces, de forma de bastones, truncadas, (1,0-
1,2 LR 0,6 /u) geparadas regularmente en cadenas,

Influencia de la temperaturs - Limites Sptimos para

crecimiento y esporulacidén 18¢ ¢, 8 37¢ C. Temperatura méxima
rara crecimiento 428 C.; sin crecimiento a 48%¢ €. Temperatura
minima 10¢ C.; sin crecimiento a 4¢ C,

TLas caracteristicas de cultivo de la nueva variedad
S. griseus se dan en la tabla siguiente. Los colores descrip-

tivos subreyados se han tomado de Ridgeway.
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A primera vista, este nueva cepa se asemeja mucho a va-
rias cepas de J. griseus. Le coloracidn de espora, los colores
reversos y los habitos de crecimiento son semejaniss. Sin em-
bargo, cuando los espordforos se comparan al microscopio, todas
las cepas de 8. griseus tienen cadenas entre rectas y flexuosas
de esporas globosas a elipticas, en contraste con las cadenas
enrollades y en espiral de las esporas truncadasg, anélogas a
bastones, de la nusva cepa. La combinacidén de espordforos heli-
coidales y esporas de tipo bacilar justifica el estado varistal
para esta cepa en el complejo S. grisecus. El nombre 5. griseus
var. spirales se ha elegido para describir las estructuras espo-
riferas del organismo. El nuevo organismo aislado, cuando se cla-

sifica segin Waksman y Tachevalier. "Actinomycetes and thelr sn-

+ibiotics!, cae dentro de la subdivieidn ITIT (sin pigmenio so-

luble en medios orgénicos), y encaja del modo nés conveniente
en la categoria (g) - crecimiento incoloro a amarillento a oli-
ve - buff - en la que 5. grissus es la egpecle representativa.
Se sobrentenderd que, pare la produccién del antibidti-
co aspartocina de esta invencidn, la presente invencidn no se
limita & este organismo particular o a organismos gque respondan
por completo a las caractericsticas anteriaes de crecimiento y
microscépicas que se dan con fines ilustrativos. En realidad, se
desea y se trata de incluir el uso de mutantes producidos a par-
tir del organismo descrito por varios medios, tales como radia-
cién x, radiscidn ultravioleta, mostaza nitrégeno, exposicidn
a fagos v andlogos.
Ademés, ge ha encontrado que la aspartocina puede pro-

ducirse también por una especiec no identificada de Streptomyces

gque nosotros hemos designado cultivo T-3910.

El cultivo ds la nueva cepa de S. grisgeus var, gpiralis,
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agl como el cultive T-3910 puede vroducirse en varios medios

de cultivo liquidos. Entre los medios que son Utiles para la
produccidén de aspartocina figuran una fusnte asimilable de car-
bono tal como almiddén, azicar, melazas, o glicerol, una fuente
asimilable de nitrdgeno, tal como protefna, hidrolizado de pro-
teina, polipéptidos, aminodcidos, o licor de maceracidn de
maiz, y aniones y cationes inorgaénicos, tales como potasio,
godio, calcio, sulfato, fosfato o cloruro. Se suministran ele-
mentos traza, tales como boro, molibdenc y cobre, segin sge
necesite, en forma de impurezas por cotros cecnstituyentes del
medio. Ta aireacidn en tangques y botellas se proﬁorciona Tor-—
zendo aire estéril a través de la superiicie del medio de
fermentacidn o sobre la misma. Se suministra una agitacidn
adicional en tanques por un impulsor mecénico. Si se necesita,
puede afiadivse un agente antiespumente, por ecjemplo 1% de oc-
tadecancl en acelte de manteca ds cerdo.

Para fermentaciones en frasco con agitacidn, se inoarlan
porciones de 100 mililitros del siguiente inoculo 1liquido en
frascos de 500 mililitros, con una placa inclinada de agar
del cultivo.

fnoculo liguido

Harina de soja 20 gramos por litros
Almiddn 20 gramos por 1litro

Liquido de mamceracidn

de maiz 5 gramos por litro

Carbonato célcico 3 gramos par litro

Tos frascos ge incuban scbre un agitador de vaivén y
se aglitan vigorosamente durente 48 horas.

Para la produccidn del antibidtico en fermentadores de
tanque, es preferible esmplear el siguiente medio de fermenta-

4
clion:
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sledio de fermentacidn

melazas 20 gremos por litro
Técula de malz 10 gramos por litro
Bactopeptona 10 gramos por litro
Carbonato cdlecico + gremo por litro.

vada tanque se inocula con 1 ¢ de unceldo de culiivo £ ermen-
tado sezln se ha descrito arribe para la fermentacidn en
frasco de agitacidn. Se suministra aireacidn a la velocidad
de 0,2-2,0 volimenes de aire estéril por volumen de caldo,
por minuto, v el caldo se agita por un impulsor accionado a
was 120-160 r.p.m. La temperatura se mantiene a 20-35% C.3
generalmente a 289 C, La fermentacidn puede continuarse du-
rante 24-240 horas en cuyo momento se recoge la sustancia
activa,

Después de completada la fermentacidn, el caldo de
cultivo que contiene el entibidtico de esta invencidn se
filtra preferiblements a pH 5,0 para separar &l micelio del
caldo, Puede emplearse tierra de diatomeas o cualquier otro
agente auxiliar de filtracidn corriente para ayudar a la
filtraccidn que se realiza utilizando equipo normal. Poste-
riormente, pusde recuperarse aspartocina a partir de la tor-
ta micelial par procedimientos de extraccidn sdecuados.

T.e. aspartocina puede exlraerse de la toria de fil-
tracidn con agua a pH 1-2 o 9-10 y extraerse par retorno en
un disolvente inmiscible tal como butanol a pH 1-3. En la tor-
ta de filtracidn hay aproximadamente 80-90% de la actividad.

Cuando 1la solucidn butandlica se concentra (1/2b a
1/50 de su volumen) a butanol anhidro, precipita el antibidti~
co. La mezcla de butanol-precipitado se agita con acetona o
&ter de petrdleoc y el precipitado se separa por centrifuga~-

cidn. Bl antibidtico se lava después con acetona y se seca
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dando un producto amorio.

Igualmente, puede afiadirse cloruro cdlcico u otras
sales en ceta otapa de la operacidn, o antes, si ge desea,
para faciliter la precipitacidn y/o la cristalizacidn.,

- s o . ? . .

48 purificacidon de gspartocina puede consegulirse crig-—
talizando aspartocina cdlcica de mezclas disolventes tales co-
mo butanocl-agua o metancl-agua, de la manera carriente.

. . . 4 e .

Le nueva aspartocina de esta invencion esta consti-
tuide por los elementos carbono, hidrdgeno, nitrdgenc, azifre
y oxigenoc., Tl andlisis elemental de lz aspariocina acusa va-

lores que précticamente son de las sigulentes proporciones en

Deso :
¢arbono 53458
Hidrdgeno T458
Nitrdgeno 13,458
Azufre 0,36
e %

- 8

El producto tiene una rotacidn Sptica de [o( ]12)5~ = ¥+
26442 (cy 2,L % de solucidn en metanol). ELl producto no mues-—
tra absorcidn ultraviole ta caracteristica. Es soluble en agua
par debajo de pH 3,0 y por encima de pH 3,b. El punto isoeléc-
trico estd prdéximo a 3,3. El &cido libre de aspartocina es so-
luble en metanol, etanol, butanol, &cido acético glacial, agua
v butanoi himedo. Es soluble en ia proporcidn de 0,6 mg./ﬁi.
en acetona y 0,1 mg/,ml. en acetato de etilo y éter,

Se ha preparado un espectro de gbsorcidn infrarrojo
del 4cido libre de la aspartorina de una manera corriente
mezclando con crigstales de EBr y comprimiende en formz de un

disco. E1 compuesto presenta absorcidn caracteristica en la re-
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gidn infrarroja del espectro a las siguientes longitudes de

cnda expresadas en micrones: 3,003 3,45; 6,533 6,89; 1,153

8,0 ¥ 9,82, pLa curva infrarrojea se reproduce en el dibujo

adjunto.

L£os andlisis microbioldgico ¥ cromatografico en papel

de hidrolizados de &cido de aspartocina indican losg siguientes

contenidos de aminodcidos:

%

Relacidn molar

Acido D o L-aspértico  3b
o]

L=proliins

L=Yalina 8
zLicine 10
Acido glutdmico 10

STCTNTSN

La aspartocina presenta los siguientes valores Ry en

log sistemas disolventes que se indican a continuacién:

Valor Ry

Uy25
0,38
0,14
0,01

¢,90

0,01

0,95

G,05

- 10 -

Sigtema disclvente

5% NH4C1

s-colidina saturada con agua

fosfato O-all pH 6,0

100
30
5
50

100
35
a

2
50

200
100
15
50

200
1

gcetato de,amilo normal
gter aibgtllico

acido acetico

agua

cloroformo )
fenol de 9C%
acido acetico
pPlridina

ague

benceno
giolohexgno
acido acetvico
agua

@—cresol
acido H

1l piridina

100
200
200

agua

butancl normal
piridina
agua



Yalor Re

U,30

0,48

C,8C

0,01
c,0L

0,01

G,CL

0,97

O

T4

SRS NY
5397

Sistema digsolvente

200
1CC
5

20C
1C0

2C0
o0
5C
100

m-—-cresol
fosfato O,Lm pH 7,0
% NaCl

m—-cresol )
fosfato 0,1M pPH 6,0

butanol normal
Qiridina

. r .
gcido acetico
azsua

Agua ajustada a p¥ 2,3 con 4cido
tartarico

200
100

100
160
25
5G

100
40
40
50

200
50
8
5C

butanol normal
% NaH003

1l,2-dicloroetano
;etracloguro de carbono
acido acetico

agua

CHCL
irifina
acido HO
agua

fenol 90 %
n-Ccresol
deido EBO
agua.

La agpartocina se distingue claramente de otros antibidti-

cos por sus propiedades fisicas y quimicas segfin se comprueba

or las arriba descritas or su espectro antimicrobiano or
?

cromatografia en papel. La actividad antimicrobiana especifi-

ca del antibidtico de esta invencidn se presenta en la tabla

que figura a continuacidn, que muestra la concentracidn de

aspartocina necesaria para innibir el desarrollo de microor-

anismos representativos en caldo de soja tripticasa:
-

-11 -
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Orgarnismo Concentracidn inhibitoria mini-
ma, mcg./ml.

Staphylococcus aureus ATCC 6538 15.5
Staphylococcus aureus 209P 1545
Streptococcus pyogenes C-203 2.0
Strep“sococéus pyogenes NY-5 4.0
(fornynebacterium xerosis L.0
NHRL B=i 397

Bacillus cereus 4.0
Sercina lutea 2o
Bacillus polymyxa 440
Bacillus megatherium Velh
Erysipelothrix rhusophathiae Ued
Bacillus subtilis ATCC 6633 40
Klebsiella pneumoniae > 250
Pagteurella multocida 7 50
Salmonella sgallinarum 7 2h0
Escherichia coli 7 250
Proteus vulgaris 7 250
Candida albicans 7 250
mycobacterium ranae 62.0
igcobacterim 607 62.0

Ba‘aspartocina es muy activa in vitro contra estafilococos
ensayados. incluyendo S, gureus y S. albus, coagulasa positivos
¥y negativos., Los estreptococos incluyendo cepasoé—nemoiiticas,
ﬂ—hemoli-tica y no hemoliticas, son sensibles al nuevo antibidti-

co. Muchos de las organismos antes mencionados son productos ais-—

- 12 =
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lados de fuentes clinicas y son hasta cierto punto resistentes

a la penicilina o a La tetraciclina. La aspartocina es también
muy activa por via subcuténea contra las infecciones normaliza-—

das en ratén, Streptococcus U203, Diplococcus pneumonise SViI ¥y

Staphylococcus aursus,

Se ha encontrado tambidn que la gspartocina es sustan-
tiva a los tejidos tales como los de algeddn y puede afladirse
a los tejidos de algoddn para hacerlos bacteriostdticos de
una manera practicamente igual a como se ha encontrado Otil
con el antibidticc neomicina,

La agpartocina es especialmente valiosa por sus pro-
piedades favorecedoras del crcecimiento en las aves, por ejem-—
plo, en los pollos. Este antibidtico puede agregarse a una
dieta purificada para pollos gue contenga casgselna como fuen-
te de proteinas y sacarosa como fuente de carbohidratcs sumi-
nistrada con todas las vitamines y elementos minerales conoci-
des. Se ha encontrado gque la aspartocina puede agregarse coh-
venientemente a tales dietas en cantidades tan pequefias como
5 & 10 partss por milldn por kilogramo de dieta. Puede siladir-
se mds, oi se desea pero, hasta ahora, no se ha encontrado
necesario afiadir més de 500 miligramcs por gquilogramo de die-
ta. El incremento en peso por ciento de los pollos con rela -
cidn e los controles estéd comprendido entre 25 y 30 %, aproxi=-
madamente. La aspartocina no ha resultado lmsta ahorsa Util en
terapia humana., |

Le invencién se describird con mayor detalle con re-

'Y . s - s .
ferencia a los siguientes ejemplos especificos.

BJEMPLO 1

Preparacidn del inoculo

Un medio tipico utilizado para el desarrollo del ino-

-13 -
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culo primaric se prepara de acuerdo con la siguiente férmula:

Haring de soja 20 gramos
almidon , 2C gramos
Licor de maceracicon de

malz 5 gramos
tarbonato cdlcico 3 gramos

Agua nasta 1000 mililitros
Se incuba durante una semana una placa inclinada de agar malta-
levacdura de un cultivo de la especie S. griseus var. gpiralis.
3n este tiempo lasg esporas y el micelio se pasan a dos frascos
de 50C mililitros que contiernen 100 mililitros del medio indi-
cado arriba. Los frascos se colocan en un agitador de vaivén
v se agitan enérgicamente durante 48 horas a 28¢ C. Los indcu-
los del frasco se pasan a botellas de S litres que contienen
6 litros del medio liquido anterior. Estas botellas se airean
durante 24 horas para activar més el desarrollo. Al final de
este timrpo, lag botellas de G litros se usan para sembrar tan-~
gues de fermentacidn.

EJEMPLO 2

Fermentacidn

Se prepara un medio de fermentacidn de acuerdo con

la siguiente férmulas

Melazas 20 gremos
Almiddn de maiz 10 gramos
Bactopeptona 10 granmos
Carbonato calcico 1l gramo

Agua hasta 1000 mililitros.
#1 medio de fermentacidn se esteriliza a 1202 C . con vapor
de agua a 1,05 kg. por centimetro cuadrado de presidén durante
60 minutos. E1 pH del medio antes y después de esterilizacidn
es 6,75. Se incculan 1500 litros del medio esteril en fermenta-
dores de 3780 litros, con 12 litros del inoculo de botella des-
crito enteriormente y se realiza la fermentacidn a 28¢ C. duran-

te 90 haras. Se agita el medio por un impulsor gque trabaja a 100

- 14 -
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revoluciones por minuto. Al final de la fermentacidn se ensaya
el mosto.
EJEMPLO 3

Aislamiento

Se mezclan 200 litros de mosto fermentado con 6.000
gramos de tierra de diatomeas, se ajusta a pd 5,0, se filtra
y 82 desecha el filtrado. La torta de mosto ge lava dos veces:
primero, con 40 litros de HZO e pHE 5,0 ¥y luego con 40 litros
de acetona. Se desechan ambos liquidos de lavado. La torsa de

mosto se extrae dos veces con 50 litres de H.O & pH 2,0, ajus-

2
tado con H,SO,, ¥ una vez con 45 litros de H;0 & pH 9,5 ajus-

2
tado con NaOHT L0s extractos acuosos alcalinos y &cidos se ex-—
traen cada uno con 1/2 vollmesn de butanoi normal a pH 2-3. Los
extractos butandlicos separados se ajustan a pH 5-6 y se con-
centran a 1/25-1/50 de gu volumen con lo cual precipita el an-
tibidtico. E1 concentrado butandlico del extracio acuoso acido
se agita con tres vollmenes de acetona, y el precipitado se
separa por centrifugacién, ge lave con acetona y se seca, El
rendimiento de producto es 151 gramos. El concentrado butand-
lico del agua alcalina se agita con 3 voldmenes de éter de
petrélec, se separa el precipitado par centrifugacidn, se la~
va con acetona y gse seca, El rendimiento de producto es 41 gra-
moS,

EJEMPIC 4

Aislamiento de Aspartocina calcica

Se afiaden 10 gramos de cloruro cdlcico y 300 gramos
de tierra de diatomeas sobre 10 litros de mosto fermentado.
La mezcla se agita, se ajusta a pH 5,0 y se mantiene a este
pH durante 10 minutos mientras se agita. La aspartocina cél-

cina precipitada se filtra con la torta de mosto y el filtra-

{S
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do agotado se tira. La torta de mosto se lava por agitacidn
en 2 litros de H,C a pH 5,0. Despuds de filtracidn, se tira
el lavado acuoso inactivo. La torta de mosto se sigue lavan-
do por agitacidn con 2 litros de aceitona. La torta de mosto
se filtra v se tira el 1{mido de lavado acetdnico inactivo.
Se extrae la torta de mosto dog veces por agltecidn durante
10 minutos con 2 litros de HZO g pH 1,0 ajustado con HCl. EL
agua 4cida enriquecids con antidiético se extrae con 1/2 vo-
lvmenes de butanol normal. El extracto butandlico se ajusta
a pH 5,0 y se concentra bvajo presidn reducida con adicidn
de Ho0 pera mantener una solucidn butandlica himeda. La so-
lucidn se concentra a aproximadamente 500 mililitros y se
efiade una solucidn butandlica himeda de CaClpy a pH 5,0 has-
ta que no hay nds precipitacidn. Lia aspartocina cdlcica pre-
cipitada se separa por centrifugacidn, se lava con butanol
himedo, seguidc de un lavado con acetona, y se seca. El ren-
dimiento de prcducto cristalino bruto es 6 gramos. El ané~
lisis de cste producto acusa una pureza de 90 ¢ "aproximada-—
mente.

BJEIPLG 5

Cristalizacidn de aspartocina célcica

Se disuelven en 200 mililitros de agua 40 gramos de
producto preparadoc de acuerdo con el procedimiento del Ejem=-
plo 3. Se aflade una solucidn acucsa de 40 gramos de CaClz |
y se ajusta la solucidn a pH 4,0 con NeOH y se filira. Le
solucidn Tiltrada se reajusta a pH 5,0 con HCL y la aspar-
tocina cdlcica precipitada se elimina por centrifugacidn.

El precipitado se disuelve en 400 mililitros de Ho0 & pH
2,5 vy se afiaden 200 mililitros de metanol. La golucidn se

filtre vy la solucidn metanol-ague se ajusta a pH 5,0 ¥ se

- 16 =
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guarda a 5¢ €. La aspartocinavééicicéicristalina se separa
por centrifugacidn. Bl producto cristalinc se disuelve en
200 mililitros de metanol a pd 3,0 ajustado con HCl. La so-
lucidn se agita con 4 gramos de carbén y se filtra. Le so-
lucidn filtrada se ajusta a pH 5,0 utilizandc NH4OH. Se for-
ma inmediatamente un precipitado cristalino que se elimina por
filtracidn, se lava con metanol y se seca. La primera cosecha
de aspartocina cdlcica cristalina de 3,85 gramos. Las aguas
madres de la primera cosecha de cristales se congservan a 5¢ C.
durante 16 horas. Una segunde cosecha de aspartocina cealcica
cristalina se separa por filtracidn, se lava con metanol y ace-
tona y e seca. La segunda cosecha da 3,37 gramos. 3¢ obtienen
cogechas adicionales concentrando las aguas madres bajo pre~
gidn reducida y conservando & 5¢ C.

BIRIPLO 6

preparacidn del Acido libre de aspartocina

3e disuelve un gramo de aspartocina cdlcica, andloga
a la preparada por el procedimiento del Bjemplo 5, en 25 mili-
litros de H,0, ajustando con HCl & pH 1L,5. La solucidn acuosa
se ajusta a pH 3,0 y se mezcla con 1% mililitros de una solu-
cidn acuosa saturada con NaCl. El dcido libre precipitado se
lava abundantemente con agua. El precipitzdo se disuelve en
50 mililitros de metanol, se filtra y se concentra a aproxi-
padanente 10 mililitros. Se afladen 40 mililitros de agua scbre
la solucidn metandlica con lo que wecipita el dcido libre. El
precipitado se lava con HoOy seguido de un lavado con acetona,
se separa por centrifugacidn y se seca. El rendimiento de &cido
libre de aspartocina es 340 miligramos, El andlisis quimico
de este producto y sus otras propiedades quimicas, fisicas y

bioldsgicas se han d escrito ya.
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BJEVETLO 7

Prepasracidn del picrato de aspartocing

Se disuelven 10 gramos de producto prevarado por el pro-
cedimiento del Ejemplo 3 en 25C nililitrecs de agua a pH 2,0.
Se aflade una solucidn acuosa saturada con &cido picrico has-
ta que no gse forma més precipitado. Bl precipitado se separa
por centrifugacidn y se lava con agua. El picrato se disuelve
en 200 mililitros de acetona, se concentra a presidn reduci-
da hagta unos 1CC mililitros, y se precipita el picrato alia-
diendo agua hasta que la precipitacidn es completa. Se decan-
ta el producto que sobrenada y el picrato se disuelve en 200
mililitros de acetona. Se afiade butancl y se concentra la so-
lucidn a presidn reducida hasta 100 mililitros aproximadamen-—
$e de una solucién butandlica anhidra. La sclucidn en butanol
se mezcla con 3 volimenes de éter, el picrato precipitado se
gepara por centrifugacidn, se lava con éter y se seca. El

rendimiento de picrato es 8,5 gramos.

EJEMFLO 8

Preparacidn de sales sdédica y potésica de aspartocina

Se disuelven 100 gramos de aspartocina cidlcica ané-
loga a la descrita en el ejemplo 4, en un litro de agua a pH 2,0,
ajustado con HCl. La solucidn acuosa se ajusta a pH 3,3 ¥ se ex—
trae dos veces con un litro, aproximadamente, de butanol cada
vez. Bl extracto butandlico, d espués de laver con agua a pH
3,4, se seca sobre Na2804 y se filtra.

Se agita una porcidn de 1/3, 777 mililitres, de la
golucidn butandlica con 200 mililitros de agua, ajustada con
NaCH a pH 5,5 ¥y se concentra hasta aproximademente 200 milili-

tros de una solucidn en butanol anhidro. Se separa por centri-
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fugacidn una sel sédica cristalina que pecipita, se lava con
butanol, etanol, y acetona 7y se seca., El rendimiento de sal sgd-
dica crigtalina es 3,0 gramos. Se recoge una segunda cosecha
de sal sddica agitando las aguas mdres con 10 vollmenes de
acetona y separando el precipitado por centrifugacidn. i
precipitado se lava con acetona y se seca dando 13,1 gramos

de material.

Se prepara una sal potédsica partiendo de una Segun-
da porcidn de 1/3 de la solucidn butandlica por el mismo pro-
cedimiento, a excepcidén de que se usa KOH para ajustar a po
815.

Se disuelven 500 miligramos del &cido libre aspartoci-
na en 5 mililitros de etancl. Se agrega gota a gota una solu-
cidn etandlica saturada de KOH sobre la solucidn etandlica de
aspartocina hasta que no se forma mis precipitado. La sal po-
tésica precipitada se separa por centrifugacidn, se lava con 8
mililitros de etanol y 10 mililitros de acetona, La sal se se-
ca en vacio dando 220 miligramos.

La sal sddica se prevara como se ha descrito arriba
usando la misma concentracidn del 4cido libre y afiadiendo una
solucidn etandlica saturada de NaCH mra formar la sal. El

rendimiento de sal sdlida seca es 185 miligramos.

EJEMPLO Y

Produccidn de aspartocina por el cultive T-3910

Las condiciones de preparacidn del inoculo y de fer-
mentacidn son las mismas que se han descrito anteriormente en
los Ejemplos 1 ¥y 2 de egsta golicitud. EL cultivo T-391Q se
fermenta en dos tangues utilizando 100 litros de medio de

fermentacidn en cada tangue.
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Tangue 1 Tangue 2
medio de fer- Gramos por medio delfermen— Gramog por
mentacion litro tacion litro
Peptona , 25,0 Harina de soja 4G ,C
Fecula de mailz 10,0 Fecula de maiz 10,0
Melazas 20,0 Melazas 20,0
Lactalbumine 5,0 Ca003 3,0
47H20 5,0
CaCO3 1,C

al cabo de 137 horas de fermentacidn, se recogen los
mostos del tanque, ge reunen y ge tratan de la manera siguiente:

alslemiento y purificacidn de aspartocina a partir del cultivo

Se afiaden 130 gramos de clorurc célcico y 570C gramos
de tierra de diatomeas sobre 19C litros de mosto fermentado.
La mezcla se ajusta a pH 5,5, ge agita durante 20 minutos y se
filtra. Bl antibidtico precipitado se separa por filtracidn con
la ftorta de mosto y el filtrado agctado se tira. La torta de mos-
to se lava con 60 litros de agua a pH 5,0-5,5 y se filtra., El
lavado acuogo inactivo se tira, Ia torta de mosto ge extrae dos
veces agitando 20 minutos con 60 litros de agua a pE 9,8-10,0.
Después de filtracidn, se reunen los extractos acuosos alcali-
nos, ge ajustan a pH 1,0-3,0 con HCL y se extraen dos veces
con 1/4 voltmenes de butanol normal. Los 65 litros de extracto
butandlico reunido se ajustan a pH 5,0-7,0 ¥ s e concentran ba-
jo presidn reducida a aproximadamente 4 litros de butanol anhi-
dro. E1 antibidtico precipita y se separa por centrifugacidn y
el butanol que sobrenada ge tirg. EL precipitado se disuelve en
unos 500 mililitros deagua a pH 1,5 y la solucidn se filtra.
La solucidn acuosa se extras tres veces con porciones de 300
mililitros de butanol normal., El extracto butandlico, 95C¢ mili-
litros, se ajusta a pH 5,0-5,5 y seagita con 50 mililitrosde
una solucidn butandlica himeda que contiene tres gramos de clo-

ruro célecico & un pH de 5,0-5,5. La aspartocina cédlcica precipi-
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tada se separa por centrifugacidn, se lava con butanol himedo,
se lava nuevamsnte con acetona y se seca, El rendimiento de
vroducto es T,2 gramos.

msta Solicitud, que corresponde a la presentada en
los Betados Unidos de América el 14 de Noviembre de 1,958, ba-
jo el ntm. 773.957, se acoge a los beneficios del artfoulo 51

del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

N ¢ T A

10s puntos de invencidn propia y nueva gue se pre-
gsentan para que sean cbjeto de ssta Solicitud de Patente de
Invencidn en Espafia, por VIZINTE efios, son los sigulentes:

12,- Un procedimiento para la vroduccidn del nuevo
antibidtico aspartocina caracterizado por cultivar un microor-

ganismo seleccionado del grupo constituldo por Streptomyces

grigeug var. gpiralis y Streptomyces T-3YlC en un medio nu-

triclo acuoso que contiene fuentes asimilables de carbohidra-
to, nitrégeno v sales inorgdnicas en condicilones aerdbicas su-
mergidas,

2¢,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindi-
cacidn 1, caracterizado por el hecho de gue el cultivo se rea-

liza durante un periocdo de 24 a 240 horas y a une temperatura

de 20 a 358 C.

32,- Un procedinmiento de acuerdo con la reivindica-
cidn 1 & la 2, caracterizado por el hecho de que hay presente
en Gicho medic una sal de metal alcalinotérreo, tal como una
gal célcica, de manera gue se produce una sal correspondien—

te de aspartocina.
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4% .- Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn
3, caracterizado por el hecho de gque se recupera aspartocina
por filtracidn del medio fermentado y se extras aspartocina
de la torta de filtracidn.

52,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindica-

cidn 4, caracterizado por el hecho de gue incluye la exirac-
cidn de aspartocina a partir de la torta de filtrecidn, con
agua, nueva extraccidn de la aspartocina en un disolvente in-
miscible, y separacidn de aspartocina del mismo.

6% .- Un procedimlento para la produccidn del nuevo
antibidtico aspartocina.

Tal v como se ha descrito en la Memorla gue ante-
cede, representado en dibujo gue se acompafia, y con log fi-
nes que se han especificado.

Tata Memoria consta de veintidos hojas escriltas

8 méquine por una sola de sus caras.

I
Madrid, . U kb
f?vo




5000

/00 —
20—
80—

70

60—

S50

40—

30

20—
/10—
o —

4700

| 2500

3000 2000

/400 /2

1500 /300

l

||

/*‘\

=

|

\_\

2




0 /2|00 /000 200 800 790

/3|ooi //|oo | 950 | a.lsa | 7’.?0 'l
l

e —~—

SR

4




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



