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PATENTE
DE
INVENCION

por "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE UN NUEVO ANTIBIOTICO",
a favor de la firma itsliena SOCIETA FARMACEUTICI ITALIA, domi-
ciliede en MILAN (Itelia) Vie F, Turati, 18.

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a un nueve producto antibio-
-tico de espectro amplio, terapéuticamente util, a su produc-
cion por fermentacién y a un proceso para recuperarlo,

Hemos descubierto que, empleando una nueva especile

5. de streptomyces, se forma en un caldo de fermentacidn una

gra# concentracidn de una substancia antibiética diferente
de las conocidas antes, que este producto puede recuperarse
en condiciones apropiadas de cperacidn (que se describiran
mas sdelante) y ademds que esta substancla tiene propiedades

10. que la sefialan como un producto nuevo y terapéuticamente Gtil.
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51 nuevo antibidtico proporcionado por el invento que aqui

se expone ha sldo designado por nosotros como F.I. 1600 o
eminossidine e incluimos también en esta denominacién la base
libre o sus sales y soluciones coriespondientes. E1l nuevo or-
ganismo que permite la produccidn del antibidtico F.I. 1600

se designa anora por nosoiros como Streptomyces Krestomyceti-

cus (n.sp.). Bl Streptomyces Krestomyceticus ha sido deposi-
tado en la National Collection of Industrial Bacteria (Colec-
cidn Nacional de Bacterias Industriales) y ha recibido el -

mero de orden N.C.I.B. 8995. El S. Krestomyceticus se ha de~

positado también en el Commonwealth iiycological Institute
(Instituto Micoldgico de la Mancomunidad) con el mimero 79 589.
El procedimiento de este invento, por consiguiente, es un |
procedimiento pera producir la substancia antibidtica F.I.
1600 y comprende el cultivo del’Streptogzces Krestomyceticus,
N.C.I.B., 8995 y Commonwealth Mycological Institute No. 79 689,
como aqui se describe, en un medio nutritivo acuocso que contie-
ne una fuente de carboqo, nitrdgeno y sales minerales en con-
diciones aerobias, hasta que se ha impartido al medio activi-
ded antibacteriana substancial, y la recuperacion consecutiva
del F.I. 1600 del medio,

La cepa Streptomyces Krestomyceticus se ha hallado

en una muestra de la tierra obtenida en Massa liaritima (Grosse-
tohse ha aislado y se ha desarrollado tantc en medios sinté-
ticos como orgénicos dentro de la escala de temperaturas de

28-3800. Bajo el microscopio electrénioo, el S. Krestomyceti-

cus muestra esporas lisas bastante regulares, de forma cilin-
drica u oval, algo transparentes. Las hifas son generslmente

rectas, pero se han observado glgunos ganchos y espirales. la
cepa del S.Krestemyceticus se ha investigado para clasificar-
le,
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La Tabla I expone sus ceracteristicas de cultivo

TABLA

Agar-gliceringlicina

Tierra-Extracto de Agar

Agar Czapek

Agar con sales YED
(Extracto de levadura y
sales)

Peptons y sales de agar
Ulicerina-agar
Agar-dextrosa de aspara-

glina

Agar-dextrosa de patata

I

Buen - desarrollo,incoloro, con
abundsnte produccidn de esporas.’
Hifas aéreas y esporas blancas. j
Buen desarrollo incoloro, cubier
to con moderada formacidn de
micelio aéreo blancuzco.

Desarrollo incoloro muy super-

ficigl. Buena esporulacidn blan-

ca.

Desarrollo amarillento volumi-
noso, no myprofundo en el
substrato; moderada esporula-
¢ién blanca.

Buen desarrollo, incoloro g
gmarillento, con buena esporu-
lacién blanca; hifas muy cortas.;
Crecimiento voluminoso casi in-
coloro; escasa formacidn de
micelio aéreo.

Pequefias colonias amarillentss,
opacas, planas y céreas, no muy
manifiestas, sin micelio aédreo.
Desarrollo incoloro no muy vo=
luminoso, con escaso micelio
aéreo blancuzco. Fractﬁras 0
grietas concéntricas tipicas

en el fondo de los cultivos

sesgados,
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Agar con hidrolizado de
cese{ns, complementado
con seles y aminoacidos

Agar PYS (sales de leva-
dura peptonizadas)

Recortes de patata

Agar de Emerson

Agar con hidrolizado de
caseina

Agar con harina de soja

Deserrello incoloro, escaso

y pequefio. Ningun micelio
aéreo.

Desarrcllo plano, incoloro y
abundante, con escaso micelio
aéreo, fracturas superficis- '
les,

Desarrollo excelente en todo
el recorte, completamente cu- f
blerto con micelio géreo abun~
dante y blen esporulado,
Desarrollo amarillento con
superficie ondulada que mues-
tra muchas grietas o rupturas.
Toda la superficie esté cu-
bierta por un micelio aéreo
blancuzco y muy corp, mas ma-
nifiesto en los lugares donde
el orecimiento es mas espeso.
Crecimiento muy abundante y
espeso, no muy profundo en

el substrato. Fracturas mani-
fiestas con bordes inverti-
dos, liicelio aéreo uniforme-
mente distribufdo, corto pe-
ro manifiesto. El reverso es
de un amarillo intenso.
Desarrollo ondulado con fraé-
turas. iicelio vegetativo ama-

rillento, cublerto por un mi-
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Agar de glicerina con
narina de soja

Agar con maceracidn
de grano

Agar con grano macerado
¥y peptona

Medio de esporulacidn de
Anderson

Agar con triptona

Agar con amine asparra-
gina N2

Medio'de Pridham con |
almidon y seles inorga-
nicas

Agar con haring de avena

PO !
SE A
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celio adreo blancuzco y miy corto.’
Colonias parduzcas y opscas, pla- .
nas, coh micelio aéreo muy corto
en el fonde de los cultivos ses-
gados,

Semejante al agar con harina de

goja,

Desgrrollo amarillento y plano,

.con pocas fracturas. iilcelio aé-

reo corto, abundante, més eviden-
te en los bordes del cultivo,
Crecimiento amarillento, general-
mente plano,que muestra fracturas
evidentes en los lugares donde elA
agar es mgs espeso. Algin micelio
aéreo en los pliegues. |

Semejante al medio de Anderson,
pero con micelio vegetativo lnco- -
loro; micelio aéreo abundante.
Colonias amarillas, planas, con
pequefios mechones de micelio aé-
reo blanco,

Colonilas amarillentes planas, que 3
estan mas errugadas en los luga-
res donde el.substrato es mas es-
peso,

Colonias amarillentas planas),

con bordes incoloros. iiicelio ad-
reo generalmente ausente, que tan
solo aparece en ocasiones en 4l-

gunos pliegues.
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Agar de Sabouraud Buen desarrollo 1ncoloro o de co-

lor crema, cubierto por un micelio ;
adéreo blance y abundante,
Caldo de levadura Desarrollo superficlal amarillen-
5, to y voluminoso, cubierto éon mi-
celio aéreo blanco.

El S. Krestomyceticus hidroliza tanto el almidon como

la gelatina y descompone la tirosina en el curso de & dias,
Se producen dcidos empleando las siguientes substan-
10, ciss como Unica fuente de carbono: inulina, trealosa, levulo-
sa, sorbitol, manosa, galactosa, lactosa, adonitol, manitol.,
maltosa, glicerol, dextrosa, dextrina.

La leche se coagula solo ligeramente sl cabo de 13
dfas, Reaccién neutra, sin peptonizacidn,

15, Las caracteristicas de cultivo de la cepa Que produce
el F,I. 1600 se han comparado con las especies ya descritas.
Entre estas especies, el S, Virgatus y el S, flocculus difie-
ren de nuestra ceps a causa de que su micelio vegetativo es
verduzco y el primerg produce también un pignente pardo en

20. algunos medios. Ademds, el S. flocculus tiene su superficie
cublerta pof un micelio aéreo algodonoso o aterciopelado.
. El S, termophilus presenta uwn desar:ollo profundo en
el medio y un micelio aéreo blancuzco. Ademas tiene un punto
éptimo de crecimiento a 50°C., La cepa que produce el Folo 1600

25. muestra un crecimiento muy bueno a 3700, pero se producen my
pocas cantidades de antibidtico a 33°C o mds.

El S. Kanagmyceticus muestra un desarrollo profundo en
al substréto y a veces tonalidades verduzcas o rosadas en el
micelio vegetativo. A veces produce tambisn un pigmento pardo,

30' Ninguna de las especiss antes mencionadss muestra las fractu-

ras tipicas en la superficie del cultivo que son la caracteris-
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de estas caracteristicas, que no corresponden a lss de ninguna
especie conocida, se ha considerado nueva especis al S, Kres-

tomyceticus., La produccidén del antibidtico F.I. 1600 se ha

llevado a cabo por fermentacion en cultivos adreos sumergidos
en una solucidn nutritiva acuosa que contisne una fuente de‘
nitrdgeno, una fuente de carbono y sales minerales.

Como fuente de nitrdgeno los mejores resultados se
obtienen empleando material que contenga prote{nas tal como
el extracto de malta de cebada, extracto de malta de trigo,
licor dé trigo macerado, hidrolizado enzimatico de caseina,
herina de cacahuete, harina de soja, harina de algodbn y ex-
tracto de carne,

Como fuente de nitrdgeno asimilable, son adecuadas
las sales de amonio inorgdnico. Entre éstas se hallan el sul-
fato ambnico y el fosfato aménico. También es posible emplear
fuentes orgénicas de nitrdgeno, tales como los aminoacidos y
varios materiales naturales proteinaseos,

La fuente de carbono puede ser, o bien un carbohldrato
soluble, tal como la dextrosa, o un carbohidrato insoluble, tal
como el almidoén, por ejemplo el almiddn de trigo. Se obtiene
un buen rendimiento de antibidtico empleando también maltosa,
dextrina, lactosa y otros azicares. Las sales minerales necesa-
rias para el medio de fermentacidn son de preferencia fosfatos,
que puedeg estar presentes ya ses como fosfato amonico ya sea
como fosfato metélicb tal como el fosfato potasico, cloruros
tales como el NaCl y sulfatos tales como el sulfato amdnico o
magnético,

Agentes amortiguadores adecuados son el carbonato cal-

cico y las sales de acidos orgadnicos tales como los citratos



los acetatos y los lactatos, que son Utiles para mantener el pH ;
dentro de los limites apropiados. .
A veces es necesario proporcionar una fuente de meta-
les pesados gue pueden estar presentes como impurezas o afiadi-
5. dos; entre éstos se encuentran ei cobre; el zinc, el mangane-
80, el hierro y el cromo.
El empleo de un agente desespumante es desesble en los
fermentadores en graen escala, ain cuando en esta fermentacidn
la formacidn de espuma es un problema extremadamente dificil
10, y se regula facilmente por el empleo de sgentes desespumantes
convencionales, teles como octadecanol en aceite de lardo u
otros desespumantes comerciales adecuados, tales como las si~
liconas. _
La proporcidn relativa de los ingredientes del medio
15, de fermentacidn se ha establecido cuantitativamente de la si-

gulente manera:

Fuente de nitrogeno 0,5=4%
Puente de cerbono 1-5%
Fogfatos 0,01-0,3%

20. . Sulfatos 0,05-0,25%
CaCoy | 0,1-0,7%
Cloruros . 0,1-0,3%
Elementos en vestiglos - 0,0001-0,0005%

Las cantidades exactas de todas las substancias estdn
25, indicadas con detalle en los ejemplos. La termentacidn se
efectia a temperatura de 24°C a 32°C durante un perfodo de 2 afse
a una semans, & un pH de 6,3-7,8, E1l pH iniclal que esegura el
proceso de fermentacidn mgs favorable es 6,4~6,7; aumenta hasta
7,6-7,8 hacia el final de la fermentacion.
,BOf La aeracidén es tamhién necesaria pare un buen rendi-

miento. La relacidn entre la cantidad de aire gue debe introdu-~
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cirse en el depdsito de fermentacidn y el volumen del liguido
de §ult1vo veria en el curso de las fases de la fermentacion
entre 0,1 y 0,8, ’

El F.I. 1600 puede recuperarse como clorhidrato as{ como:
sulfato del caldo de fermentacién, adoptando un procedimiento 4
de recuperacidn qué hemos inventado, el cual ha demostrado
ser sumamente eficaz desde el punto de vista de la recuperacién '
de un producto libre de impurezas inactivas y de otras substan-
cias antibioticas formadas simulténeamente en el caldo. Este
ejemplo se ejemplifica mas abajo. Fundamentalmente, implica
las sigulentes etapas:
a) Precipitacidn de catt con dcido oxdlico y filtracién
de micelio y oxalato cédleico después de ajustar el pH a 7-7,5.
b) Absorcidn del antibidtico en una resina cambiadora de
cationes y elucidn con &cidos dilufdos, tales como el HCl 1n
c) Neutralizacién de la solucidn elufida con una resing
cambiadora de aniones, en fase hidroxilada, hasta que el pH

asciende a 7-7,5, y filtracidn subsiguiente,

d) Concentracidn de la solucidn filtrada, hasta sequedad,
en vacio.
e) Disolucidn del antibidtico en un disolvente orgénico

adecuado, tal como el metanol,

) Precipitacién del clorhidrato de F.I. 1600 por adicidn
de acetona & la solucidn orgédnica.

g) El clorhidrato de F,I. 1600 filtrado se disuelve en
agua y la solucidn acuosa filtrada, después de concentracién
en vacio hasta un pequesio volumen, se trata con sulfato de
trietilamina. Después de filtracién, se agrega la solucidn a
metanol con agitacidn, Se filtra el sulfato de F.I. 1600, se

le lava con metahol y se seca en vacio sobre P205 a 50°.
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Se ha comprobado que el antibidtico F.I. 1600 puede re-

cupersrse también por agbsorcidn y elucidn del carbdn. lids es-

pec{ficamente, nemos comprobado que el F.I. 1600 puede sepa-

rarse, ya sea de sus soluclones acuosas o de los caldos de cul-
5. tivo por medio de carbén, de preferencia a un pH superior g

7.

El ».I. 1600 puede eluirse del carbdn ya sea por medio
de solucidn acuosa o por medio de soluciones alcohdlicas de
acidos orgdnicos o inorgdnicos.

10,1 El F.I. 1600 es una substancia bdsica y soluble en
agua,

El F,I. 1600, en forma de sulfato o clorhidrato, es
un polvo blanco, soluble en agua e insoluble en casi todos
los disolventes organicos. El clorhidrato de F.I. 1600 es

15, soluble en metanol,

El espectro ultravioleta no demuestra absorcion den-
tro de la gama de 220-400 milimicras,

Para facilitar la explicacidén se acompafia una lamina
de dibujos en la que se representa un diagrama del comporta-

20, miento del espectro infrarrojo del producto.

’ En el dibujo, se indica en T, lg ordenada de transmi-
tehcia,en ¥, la abscisa de frecuencias y en L la escala de lon-
gitud de onda en micras.

E]l espectro infrarrojo del sulfato de F.I. 1600 en

25, KBr (5%), que se ilustra en el dibujo acompafiante, muentra pi-
cos pronunciados a 2,94 micras, 3,41 micras, 6,15 micras, 6,55
' micras, 9,00 micras y 9,52 micras; bandas débiles a 6,82 micras,
7,08 micras, 7,28 micras, 7,46 micrass, 10,70 micras, 11,17 micras
11,62 micras, 13,08 micras, e inflexiones a 3,09 micras y 10,23

30. micras, atribuides a los grupos siguientes:
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O, NH, CH, CH,, ion de Mi,’ , C-0-C.
No existe evidencia de grupos carbonilo en forma ce-
to, amida o éster.
Se determinaron las rotaciones Opticas en agua del

clorhidrato y el sulfato de F,I. 1600 de gran pureza.

)
Clornidrato (&X )gs = + 55° (¢ = 1% en agua)

20°

Sulfato (¢ ) = + 51° (¢ = 1% en agua)
D

La Tabla II expone el andlisis elemental de las sales

.de F.I., 1600,

Sales de F,I, 1600

C%

H%

N%

%

C1%

Clorhidrato
Sulfato

p.(p.nidroxi-fenilazo)-
~bencen-sulfonato

Sal Hallantina

53,79
50,57~
30’8

58,58
51,29

5,76

6, 4=
7,00

5,25
6,20

8,17

7,19'

7,38
10,27
12,23

8,99~
9,08

7,72
7,50

21,09

10.

15.

20.

Por analisis del sulfato de F.I. 1600 y de sus produc-
tos de degradacidn se ha determinado que el F.I, 1600 tiene
la probable férmula epirica CoxtlycN50q, ¥ la del sulfato de-
verfa ger 023H45N5014.2.5H2804.2H20 (calculado: C 80,80,
H 6,03, N 7,81, S 8,93). E1 F.I. 1600 da derivados penta-
acilados por acilacidn; de esta manera se han obtenido deri-
vados pentabenzoflicos y pentascetilicos. Se ha compfobado que

un mol de F.I, 1600 pentascetilado, en sclucién 0,02 M de peryedato

alealino, consume 2,95 moles de peryodato a temperatura ambiente.

A base del anilisis elemental, las propiedades bésicas
del producto, el hecino de que todo el nitrdgeno es_bésico, su

espectro ultravioleta y su espectro infrarrojo, exclufmos cual-
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quier estructura de tipo polipéptido y atribufmos al F.I. 1600
una estructura gsemejante a la del grupo de antibidoticos basi-
cos oligosacdridos solubles en agua, tales como la estreptomi-
cina y la neomicina,

Cromatograficamente, el F.I. 1600 puede distinguirse
de la estreptomicina, la dihidroestreptomicina, la neomicina,
la viomicina y otras substancias bésicas glicopeptidicas tales
como la estreptotricina y las geomicinas.

La hidrdlisis Acida prolongada de neomicinas o de ca-
tenulina (J.W. Davisson y otros, Antibloet., and Chem. 2, 1952,
pégina 460) da un fragmento microblolégicamente activo, iden-
tificado por cromatograff{a de papel como neamina, |

La hidrélisis &cida del F.I. 1600 con HC1l 6én no da
fragmento activo.

La Tabla III muestra las diferencias entre el ¥F.I. 1600

y los otros antibidticos del mismo grupo.

TABLA TIII

Antibidtico| Organismos | Andlisis del (ec), del | Otras propiedades y

sulfato diferencias

sulfato

Sulfato de Strept. €=30,8-30,57 + 51 Por hidrélisis

Fol, 1600 Kresto~ | H= 7,00-6,44 &cida, no hay for-
myceti- Ne 7,19-%38 macion de fragmen-
eus S= 8,99-9,08 tos microbiologi-

Férmula empi camente activo,
rica:
C23H,5N50 14«

Sulfato de Strept. 0=29,35 [B = +56(2)|a) .Por hidrdlisis

neonmicinas fradiae B H= 6,86 adcida, formacién de
‘ N= 9,21 fragmento activo
(1)s0 —28,5 (neamina).
: C=51,18 b) El espectro infre
C H= 6,14 |C = +82(2) rrojo es diferente
NB 8’93 del de FI. 1600.
(2) s= 9,90 ¢) Es cromatografi-

camente diferente
del F.I. 1600
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Sulfato de| Strept. | C=34,62 - ?90(3) a) E1 espectro infrarro-
estreptomi| grigseus |H= 5,77 Jo es diferente del de
Cina N'—'13,q'5 F.Io 1600. R '
' S=6,61 b) Es cromatograficamen-
te diferente del F.I.
1600.
Sulfeto de| No des- C= 31,53
catenulina} crito 31,58
H= 5:29 -
5526 (4) |+ 51,9(4)|a) La absorcién infrarro
N= 7,92 ja (no informada) es ti-
7293 pice de un espectro po-
50,=28,11 lipeptido (4).
28,13 b) Por hidrolisis acida,

formacibén de fragmento
activo (neamina) (4).

c) Muestra resistencia
cruzada con la neomici-~

ng (6)%
Sulfato de| Strept. | C=37,3
kenamicina| kanamy- 37,4
ceticus {H= 6,8 o
6,3 (5) + 1467(5) |E1 espectro infrarrojo
N= 9,3 es diferonte del de
9’6 F.I. 1600.
S= D545
Hidroximi~| Strept. | N=6,2 (7) |+ 51 (7) [Su pentabenzoato, solu-
cina -paucig- ] Se aduce 1 ble en 5 partes de meta~
poroce- | probable for nol caliente, funde a
nes mula empiri= | 233°C con descomposicidn
ca (7) de la | y su (%) es +36: estas
base: ] propiedades son diferen-
025H4,7N5015 ‘ tes de les del pentaben-

zoato de F.,I., 1600, la
férmula de la base es di-
ferente de la del F.I.

1600,
Sulfato.- | Strept, | Se aduce lg {+ 50,5 (8){E1 espectro infrarrojo
de:paromo-| rimosusg | probable for es diferente del de F,I,
micina forma mula empirica 1600 (ausencia de algu-
: paromo~ | (8): (C1OH18- nas bandas de absorcién)
mysinus 0..H_S0,)] y temblen es diferente leg
2N 206 Ho80,) 4 férmula empirica.

Referenclas: _

1) Regna y otros, J. Chem. Soc. 1950, pagina 1045,

2) Ford y otros, J. Chem. Soc, 1955, pagina 5311,

3) Regna y otros, J. Biol., Chem. 165, 1946, pégina 621,
4) Davisson y otros, Antibiotic and Chem. 2, 1952,p.4€0.
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5) Cron y otros, J. Chem, Soc., 80, 1958, p. 752.
6) Szybalsky y otros, im, Rev, luberc, 89, 1954, p.267;
7) G. Hagemann y otros, Pharm. Franc. 1§, 1958, p. 585,
~8) Patente inglesa No. 797 588.
De Por consiguiente aparece que el F,I. 1600 proporciona-
do por el invento que aquf se expone, €8 uh huevo componente
del grupo de antibidticos bésicos de tipo oligosacarido solu-
bles en agua,
Propiedades farmacoldgicas,
10. El ¥.I. 1600 presenta lss propiedades farmacoldgicas
gsiguientes: .
a) “mplio egpectro antibidtico, que comprende bacterias gram-
positivas gramnegativas-y dcidos resistentes, |
b) Acciones 1nhibidorés contra los organismos antes mencio-
15. nados, a concentracién muy ﬁaja.
c) Actividad contra las cepas resistentes a los antibioticos,
d) roxicidad‘muy baja.
) La Tabla IV mgestra la dosis minima en meg/ml (MID)
de sulfato de F.I., 1600 que inhibe el desarrollo de los orga-

20. nismos que se mencionan a continuacién en caldo de extracto

de levadura.




TABLACIY
Organismo del ensayo | Al cabo de 24 41 cabo de 48 horas
gzgggnde incu- de incubacidn
' M. pyogenes aﬁreus 1 1
| B, _subtilis 1 1
S, feecglis 1 1
| Mycobacterium 607 1 5
i, phlei 1 5
A, bosiromi A 1 1
E. coli 5 5
gﬁ‘_ggggdlgnderi 5 25
P, vulgsris 25 25
P, eeruginosa 100 >100
S, flexneri Y a5 25
0, elbicans 2100 > 100
G._graphii >100 > 100
1. mentagrophytes > 100 > 100

lLas mismas concentraciones del antibidtico inhiben

el desarrollo de n, tbhe

Tabla V),

o M, 607 ¥y el de muchas cepas de

la misma especie resistentes e los antibidticos - (vedse la

TAB

LA V¥

Organismo del ensayo

Medio 1fquido de Dubos MID meg/mi

M, Ruberculosis H 37 Rv

isonlazida

M, tbc - resistenté a la

Mycobacterium sp, ATCC 607

2,5
245
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i, 607 Strept. resistente

2y5
5,0
2,5
2,5
5,0
5,0
0,98
0,124

la Tabla VI nmuestra las cantidades relativas en

meg/ml (MID) de sulfato de F.I. 1600 necesarias para inhibir

un nimero de organismos representativos sobre diferentes cul-

tivos.,

TABLA VI

vi

En la Tabla figuran los valores de concentraciones bacterioes-

taticas y bactericidss de F.I. 1600 en diferentes medios de

cultivo,.

Organismo ensayado

NID envmcg/ml

Caldo de | Caldo nu-|Caldo Dif | Infusidn
levadura | tritivo |co Pene- | “ifco de
ssay cerebro
y cora-
_126n
Bacterivestdtico
Staphyl.aureus 114 0,35 0,6 1,6 3,8
Staphyl.aureus 209 P 0,62 1,05 4,0 12,0
Staphyl.aureus 503 NB| 0,075 0,31 0,15 0,35
|Staphyl.aureus CANMP - 0,15 1,45 4,8
Stephyl.. Londres 0,15 0,45 3,5 6,0
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Bactericida al cabo de 24 horas
Staphyl,aursus 114 2,5 2,5 10 >20
Staphyl.aureug 209 P 10 20 20 >20
Staphyl.aureus 503 LB 0,3 1,25 20 .5
Staphyl.aureus CAMP 5 20 | s 10
Stapnyl, Londres 5 5 10 20

Bactericida al cabo de 48 horas
Stephyl,aureus 114 2,5 2,5 10 >20
Staphyl.aursus 209 P 10,0 20 20 >20
Staphyl.aureus 503 uB 0,3 1,25 20 5
Staphyl.aureus CAMP 5,0 20 5 10
Staphyl. Londres 5 5 10 20

. Los ejemplos que siguen se dan para ilustrar la pro-
duccidn y pecuperacién de F,I. 1600 por fermentacidén en condi-
ciones aerdbias sumergidas. Los mismos medios pueden emplearse
para fermentacidn en matraces con agitacidn para operar a pe-
queiia escala, o en depdsitos, para operar a mayor escala,

Sin embargo, ests invento no se limita en virtud de
los detalles expuestos équi. Resulta evidente para los expertos
en la especialidad que pueden introducirse numerosas modifica-

ckones en los materiales y en los metodos sin por ello sepa-

 rgrse del espiritu del invento.

EJEMPLO 1,

Unos matraces de 350 cc de capacidad que contienen 60 cc

de un medio dotado de la composicidn siguiente:

Harina de soja 2%
NaCl 2,5%
Dextrosa _ 3%
Maceracibn de trigo 1, 5%

CaCos - | 0, 7%



Se

10.

15,

20,

25.

30,

= 18

257181

se esterilizan a 120°C durante 20 minutos y se inoculan con
0,25 c¢c cada uno de una suspensién de esporas de S, Kresto-
myceticus,

Se incuban los matraces a 28°C en una maquina agita-
dora. Se obtiene un buen desarrollo al cabo de 7 a 8 dlas y
se producen unes 500 mcg/ml de antibidtico,
EJEMPLO 2 |

Una suspensidn de esporas de S. Krestomycetiocus se

inoculan en matraces de Erlenmeyer de 2000 cc de capacidad
que contienen 500 cc de un medio~adecuado, dotado de la compo-

sicidén sigulente:

Dextrina 2%
Caseina 0,5%
0a003 0,4%
Mgso,, 0,1%
(NH4)2804 0,1%
ZnS0,. 7H0 0,0002%

Al cabo de 48 horas de agitacién a 28°G, se transfiere
0,4% del cultivo a un deposito de 10 litros que contiene el

medio siguiente:

Dextrina 2%
Caseina 0,5%
Caco 0,4%
(NH,) 5S0, 0,1%
K_HPO, 0,01%
Maceracion de trigo 0,5%

(pH después de la esterilizacidn = 6,6)
A1 cabo de 7 horas de fermentacidn con agitacidn a
28°C en condiciones aerébias (1,1 lt/minuto) el cultivo al-

canza su desarrollo maximo,
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EJEMPLO 3, | 257ﬁ8§

Un matraz de 2000 cc que contiene 500 cc de un medio

dotado de la composicién siguiente:

Hidrolizado de caseina 1%

NaC1l 0,2

se esteriliza a 120°C durante 20 minutos y se inocula con una

suspensidn de esporas de S. Krestomyceticus (cultivado en me-

dio de agar-patata). El matraz se incuba & 28% durante 48 horas
con agitaciéda,
Al cabo de 43 horas se transfiere el cultivo a un depd-

sito de 100 litros que contiene el medio siguiente:

Herine de soja 2%
Dextrina 2,0%
CaCO3 0;5%
(pH = 6,16)

H Al cabo de 36 horas de fermentacién con agitacién a 28%
en condiciones aerdbias, un 15% aproximadamente del cultivo se
transfiere a un depdsito de 100 litros que contiene un medio de

ls composicidn siguiente:

Harina de soja 2,5%
Qextrina 2,5%
Destiladores ' 0,5%
NaCl 7 0,25%
Aceite de soja 0,0%%
CaCo, - 0,03%

Se continua la fermentacidn durante 80-90 horas a 28°C

con agitacidén y en condiciones gerdbias,

EJEMPLO 4,

A unos 500 litros de caldo de fermentacidn se agrega con
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agitacidn dcido oxélico (correspondiente al Ca  contenido en el
caldo), con ajuste sgbsiguiente del pH a 7-7,5 con NaOH, Se
prosigue la agitacidn durante 30 minutos y se filira la sus-
pensidn, La torta se lava con agua. |
5, Le solucidn filtréda se absorbe sobre 5 litros de IRC
50 (fase de sodio). ‘
| Por elucidn con HC1 1n, se obtienen varias fracciones
separadas. ,
Las fracciones activas se neutralizan con resinas cam-
10, biadoras anidnicas, se concentra hasta sequedad en vacio y se
trata el residuo, por dos o tres veces, con un litro de meta-
nol agitando durante 30 minutos, Cada vez se filtra la suspen-
sidn, El1 clorhidrato de F.I, 1600 se obtiene sagregando la so-
luciéa metanélica a acetona (2-3 volimenes), el producto flocu-
15, lado blanco se filtra, se lava con soetona y se seca; rendi-
miento = 80-90 g.
EJEMPLO 5, A_
Se¢ disuelve en agua el clorhidrato de F.I. 1600 v ée

filtra la soluqién. El filtrado se concentra hasta pequefio vo-
20, lumen en vacio y luego se agrega sulfato de trietilaminé.
. fesPués de enfriar en un réfrigerador, se elimina por
filtracidn el sulfato cdlcico aislado. La solucidn filtrada se
agrega a meianol con agltacidn, Una vez terminada la adicién,
8e prosigue labagitacién durante 30 minutos y el sulfato de
25, F.I. 1600 se filtra y se lava con metanol., Se seca el producto
a 50° en vacio sobre Paos. El sulfato bruto se purifica por
cromatogratia sobre carbén y celita y se eluye con H SO, diluido.
EJENPLO 6,

Un gramo del sulfato, disuelto en 50 cc de agué, se tra-

30. ta con un ligero exceso de p.hidroxi-fenilazobencen-sulfonato
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sédico, La sal colorante precipitéﬁﬁigg %ii%£§y;bse cristaliza
varias veces en agua caliente, Esta sal es gpta para preparar
un sulfato muy purificado de la forma siguiente:

La sal colorante, suspendida en metanol, se trata con
HC1l seco, De la solucion resultante se precipita clorhidrato
con acetona (rendimiento: 0,6 g). El sulfato se obtiene disol-
viendo en agﬁa‘el clorhidrato y agregando 3 cc de soluoién de
sulfato de triétilamina (que contiene 0,25 g de 80, por cc),
El producto se recoge sobre un filtro, se lava con acetona y
se seca, Hendimlento: 0,65 g de sulfato de F,I, 1600 muy pu-
rificado. Por andlisis, demuestra contener 80,57% de carbono,
6,445 de hidrdgeno, 7,38% de nitrdgeno y 9;08% de azufre, El
espectro infrarrojo del sulfato de F.I, 1600 en KBr (5%) muestra
intensas miximas de absorcién en 2,94 micras, 3,41 micras, 6,15
micras, 6,55 micres, 9,00 micras, 9,52 micras; bandas débiles
en 6,82 micraé, 7,08 micras, 7,28 micras, 7,46 micras, 10,70
micras, 11,17 micras, 11,62 micras, 15,08 micras; e inflexiones
en 3,09 micras y 10,23 micras.

Prueba del ¥.I. 1600
Un méiodo microbioldgico de prueba del F,I. 1600 se

basa en la medlacidén de las zonas de inhibicidn en torno a las

fuentes de agar que contienensoluciones de varias diluciones
adreas del antibidtico contra medio de agar sembrado con B,sub-
tilis ATCC 6633, Se emplea una solucidn acuosa de sulfato de
P.I. 1600. |

Toxicidad -~ Toxicidad por ratén:

1D 50 (administracién intravenosa) = 110 mg/Kg

LD 50 (administracidn subcutdnea) - 1,062 g/Kg

LD 50 (administracidn oral) = 25 g/Kg.
Toxicidad por perro: La administracidn de una dosis de
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20 mg/kg (por via intravenosa) a un perro sano causa solamente

un ligero sindrome asténico.

Toxicidad por conejo: La administracién de una dosis
de 2,5 mg (por via intracisternal) no presenta signos de toxi-
cidad.,
| Se ha comprobado que los ratones sobreviven & las inyec-
ciones de 200 mg/kg (por dfa) durante dos meses, sin efectos
perniciosos,

Las ratas no resultan afectadas por las lnyecclones
subcuténeas de 200 mg/kg (por dfa) durante dos meses,

Los gatos que’raciben a diasrio inyecciones intramﬁscu-
lares de S0 mg/kg no presentan sintomas.neutrotéxicos.

EJEMPLO 7.

Se disuelven 2n 20 cc de agua 1,4 g de sulfato de F.I.
1600 j de 5 g de bicarbonato potdsico, Se agregan a la solucién
anterior, a temperatura de 0°C, 3 cc de cloruro de benzoilo y
se agita la mezclabdurante 1 hora a 0°C; luego se deja reposar
durante una noche & temperatura entre 0° yv+5°c, ¥y por ﬁlt;mo
a la temperatura amblente durante algunos minutos. Se filtra
el precipitado, se le lava con solgcién acuosa de bicarbonato
sbédico, agua y finalmente con eter, El producto cristaliza en
40 partes de metanol caliente. Se obtienen 0,34 g de pentaben-
zoato de F.l1, 1600, en forma de cristales blancos que funden a
208-211% sin descomposicién, Después de varias cristalizacio-
nes en metanol, el punto de fusidn no asciende a 208-211°C.
Por andlisis, el producto demuestra contener 60,50% de carbono,
6,14% de hidrdgeno y 6,05% de nitrdgeno. Tiene la probable fér-
mula empirica CogigsilsOyge QHBOH (calculado: C 60,66; H 5,95;
N 6,01). (&) = +26° + 2 (C = 0,3% en metanol).
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Una suspensidn de 0,70 g de F.I, 1600 en 80 ce¢ de me-

P
EJEMPLO 8, 2

tanol y 5 cec de anhidrido acético se deja reposar durante una
noche a temperatura ambiente, Se agregah tres volﬁhenes de ace-
tona y se disuelve el precipitado en metanol acuoso, luego se
precipita con aceiona., Se obtiene 0,31 g de pentaacetato de

F, I, 1600, en forma de producto amorfo gque funde a 198-20400.
(X )y = +62,6° +_ 2 (C = 1% en metanol).

Por andlisis, el producto demuestra poseer 43,23% de
carbono, 7,34% de hidrégeno y 7,45 de nitrdgeno. Tiene la
probable férmula empirica C3a5N504ge5 HO (calculado: C 43%,27;
H 7,155 N 7,65).

Un mol de F.I. 1600 pentaacetilado, en 0,02 moles de
solucién peryodada, consume 2,95 moles de peryodato a tempera-
turs ambiente (este consumo se alcanza al cabo de 18 horas y
permanece constante tambidn al cabo de 42 horas).

BEJEMPLO 9,

En un caldo de cultivo gue contiene 2#6 y/ec del an-
tibibtico F.I, 1600 (volumen, 4000 cc; contenido total, 1,06 g),
ge ajusta el pH a 8,5 y se aglta la mezcla por dos veces con 40
g de carbén (Darco G 60) a temperatura ambiente durante 1 hora.

lLas dos tortas de carbbn filtradas se agiten durante
1 hora en 600 cc de solucidén acuosa al 50% ajustads a pH aproxi=-
mado de 3 por la adicidn de HC1l acuoso.

Se filtra la mezcla y el filtrado se neutralize con
NaOH acucso y se concentra hasta 210 cc (que contiene 2100 Y /ce
de F.I. 1600). Se evepora la solucién hasta sequedad, se trata
el residuo"cbn metanol y se agregan a la solucidn metandlica fil-
trada 3 volimenes de acetona, El producto se filtra-y se seca.

Rendimiento: 1,06 g que contienen 33% de antibiotico.
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NOTA

Descrito el invento, se declaran nuevas y de propia
invencidn las siguientes reivindicaciones, con prioridad in-
glesa N2 10.858/59 de fecha 31 de marzo de 1.959.

1. Procedimiento para la obtencidén de un nuevo anti-

biético, el cual comprende el cultivo del Streptomyces Kreg~

tomyceticus N.C.I.B. 8995 y Commonwealth Mycological Institu-
te N2 79589, tal como aqui se describe, en un medio nutritivo
acuoso que contiene una fuente de carbono, nitrdgeno y sales
minerales en condiciones aerdbias, hasta impartir al medio
actividad antibacteriana substancial, y la recuperacidn del
antibidtico del medio.

2., Procedimiento en conformidad con la reivindicécién
1, en el cual se halla presente en el medio nutritivo un metal
pesado. |

3. Procedimiento en conformidad con la reivindicacidn

‘2, en el cual el metal pesado es cobre, zinc, manganeso, hie-

rTO0 O Cromo.

4. Procedimiento en conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones precedentes, el cual el cultivo se efec-
tia a temperatura de 24°¢ a 32°¢ durante un periodo de dos
dias a una semana, a un pH de 6,3 a 7,8.

5. Procedimiento en conformidad con la reivindicacidn
4, en el cual el pH inicial es de 6,4 a 6,7 y el pH final
de 7,6 a 7,8, |

6. Procedimiento en conformidad con cualquiera de
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las reivindicaciones precedentes, en el cual el cultivo se
efectia por fermentacidén sumergida con aeracidn y egitacidn
del medio.

7. Procedimiento en conformidad con la reivindicacién
6, en el cual la relacion entre la cantidad de aire que debe
introducirse en el depésito de fermentacidén y el volumen del
liquido'de cultivo varia en el curso de la fase de fermentacidn
entre 0,1 y 0,8.

8., Procedimiento en conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones precedentes, en el cual el antibidtico
se recupera del medio por absorcién‘sobre un absorbente sdlido,
del cual se eluye subsiguientemente,

9, Procedimiento en conformidad con la reivindicacidn
8, en el cual el absorbente sdlido es carbdn, .

10, Procedimiento en conformidad con la reivindicacidn
8, en el cual el antibidtico se recupera por absorcidn sobre
una resina cambladora de iones.

11. Procedimiento en conformidad con la reivindicacidn
10, en el cual el antibidtico se recupera de la resina por
elusidn, se filtra subsiguientemente y la solucidn filtrada
se evapora hasta sequedad en vacio.

12. Procedimiento en conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones 8 a 11, en el cuel el antibidtico se cris-
taliza finalmente en una mezcla de metanol y acetona,

15. Procedimiento en conformidad con cualquiera de
las reivindicaciones precedentes, en el cual el antibidtico se
convierte ulteriormente en sulfato por tratamiento de la solu-
cidén del clorhidrato con sulfato de trietilemina,

14, Procedimiento segln las reivindicaciones 1 a 13,

en el cual el antibidtico obtenido, eficaz para inhibir el de-
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sarrollo del microorganismo patdgeno, o sus sales, gque tiene
caracter blsico, contlene carbono, hidrdgemo, nitrdgeno y oxige-
no y d4 por acilacidén derivados pentaaciladds, tiene un sulfato
que es un polvo blanco soluble en agua e insoluble en casi to-
dos los disolventes orgdnicos, contiene 30,8-30,57% de carbono,
7,00-6,44% de hidrdgeno, 7,19-7,38% de nitrogeno y 7,08-8,99%
de azufre y posee absorcidn caracteristica en la regidén infra-
rroja cuando estd suspendido en solucion de bromiato potésico,
con picos pronunciados en las siguientes frecuencias (en mi-
cras): 2,94, 3,41, 6,15, 6,55, 9,00 y 9,52; bandas débiles en
6,82, 7,08, 7,28, 7,46, 10,70, 11,17, 11,62 y 13,08; e infle-
xiones en 8,09 y 10,23, con rotacidn dptica de 1%, por ejemplo
soluciones de sulfato de (68 )]2)00 = +51°, un clorhidrato que
es un polvo blanco insoluble en 1la mayoria de los disolventes
orglnicos excepto el metanol, con rotacidén dptice de 1%, por
ejemplo soluciones de clorhidrato de @‘)%50 = +55°, y por
anélisie contiene 33,79 de C, 6,76 de H, 8,17 de N y C-21,05%,
un sulfonato p(p-hidroxi-fenilazo)=-bencénico que contiene
58,58% de C, 5,25 de H, 10,27% de N y 7,72% de S, y una sal

de heliantina gque contiene 51,29% de C, 6,20% de H, 12,23%

de Ny 7,5% de S.

15, DProcedimiento para la obtencidn dé un nuevo anti-~
bidtico.

Segln se describe y reivindica en la presente memoria
que consta de 26 piginas foliadas y escritas a micuina por una
sola de sus caras, acompafiadesde una lémina de dibujos.

Barcelona para Madrid, a 30 de marzo de 1.960.
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