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ia ?rGJ nte invenc1on t;ene por finalidad proveer un udt jodo para
psodﬁcir un antibidtico que hasta ahora era desconocido que, en lo‘qué gi-
gue se denominerd Aatibidtico ZN—é,‘Q sué sales,
| Bl antibiético ZH=6 és,una,substancia débilmente acida capaz de

fornar sales con una veriedad de bases incrgénicas y orgdnicas, y ademds dg

‘mostrd fcrmg* solvabos con ci rtos solventes.

En el método de la presente inven01on, el nuevo compuesto antibig
ticamente activo, o sus sales, puede obteterse bajo la forma de soluciones
d1v1didas o como coqcentrados crLdos, como as{ también en forma cvlstalina
pura y, ‘en lo que se refiere al Antlb‘otlco ZN-6 mlsmo, se le puede obtener
bajo 1a forma de wao de sus solvatos cristalinos.

. ¢ : ) . Ny . . )
ii4s especificamente, la presente invencion se relaciona con un mé
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todo que comprende la fermentacidn, bajo condiciones controladas, del hongo
Fusidium coccineum Fuck K, Tubaki hasta que se produjo una cantidad substan-
cial de Antibidtico ZN-6 por dicho hongo, ¥ la recuperacion de la substancia
as{ obtenida, incluyendo su conversion a unha de sus gales o solvatos, y los
pasos de concentracibn, aislacitn, oristalizacién o purificacidn del Antibié
tico ZN-6 o sus sales y_solﬁatos para obtencr una de las formas deseadés de
bresentacién mencionadas més arriba.

El organismo productor del antibidtico de la presente invencion
puede obtenerse del Centralbureau voor Schimmelcultures, Baarn, Holland. La
cepa esfé clasificada con la especie Fﬁsidium cocéineum, y un sindnimo de di
cha especie es Ramularia coccinea. El género Fusidium‘pertenece a lértribu
Oqsboreae, la fantlis Kucedihaceae, y el bfden ﬁyphomycetales.

El &rbibidbico ZN-6 es un dcido carboxilico debil. Una titulacion
electrométrica, lievada a cebo en etanol acuoso él BOV%, proporciona un valor
pKé de 7,25 que ccrresponds a un valdr pE, de aproximadamente 5,3 en égua.

Ademas, los estudios oo titulaciéh indican un peso equivalente de la substan~

.cia que alcanza a 516.

Las investigaciones relacionadas con su estructura quimica, y sus
datos analiticos, indican que la substancia tiene la férmula elemental

C31H4806 y contienc en la molécula un sistema de anillo eiclopentenopolihis-

‘drofenantreno que estd substituido con dos grupos hidroxilo,un grupo acetoxi

loy cuatro grupos metilo, yvque en la posiciéﬁ 17 estd conectado, mediante
una doble unidn,con el dtomo de carbono @ del deido 5-metil-4,5-heptensico.
" lo se establecid aun con exactitud la férmula estructural del An-

tibidtico ZN-6; sin embargo, se cree que la substancia tiene la siguiente
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‘ .férmula (I), en la cual las lineas de conexidén onduladas indican que la con-

40, - figuracidn en cuestién es incierta. : ,/CHB
| | | . CH,~CH,~CH =

| Nex

C—-COE 3

Pl
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El Antiblétlco ZN-6 o8 escasamente soluble en agua y hexano, mien-
tras que es soluble en etanol, acetona, metil butil cetona, amil acetato,
olorofo;mo y solventes similares,

50, " . De acusrdo con cromatografia sobre papel, usando los sistemas des-

criptos por Buéh (Biochemical Journal, vol. 50, (1952), pSg. 370), el Anti~ o

‘bidtico ZN-6 tiene los valores Rp 0 38 ¥ 0,73 en el si stema B(l) ¥ B(5) res-
pectivamente..

Gon benceno forma un solvato cristalino en benoeno, que €s solu‘ble

55. | ;gnlﬁenoeno’palmente pero escasamente soluble en benceno frio. Dicho solvato

tiene p.f. = 189-189,5 2 C. |

Déspués de secar dicho solvato a 50 °C y a una pfesién'ab»
soluta de 0,01 mm de Hg hasta éeso oonstanie, se obtiane un producto
puro q@e esté libre de benceno ¥ que tiene un punto de fusién de 191~

60. 192 °¢, una rotacién especifica [?{7%2 = ;9° en una solucién al 1 %
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en clorofommo, ulentras que g 220 g tiene un coeficiente de extineidn

‘molar de 3,000 en etanol y carece de bandas caracterfsticas de absorw

cidn por encims de esta longitud de onda,

E1l Antibibtico 21~ puro se caracteriza ademds por su espec=

‘tro en la regidén del infrarrojo segin se muestra en la fig. 1, de don-

de se deduce ue manifiesté bandas caracter{sticas de absorcidn a las
siguien’bes frscuencias expresadas en centimetros reciprocos: 1265,
1385, 1695, 1730 y 3450, usando para esta finalidad la técnica del
bronuro de potrsio.

De ac.c2do con experinentos bacterioldgicos y el Antividtico
Z2N-& ha Cemosbrado ser eficaz contra una cantidad de micro-org&*xismos
patdgenos, espedi&.mente Stanhylocogeus aureus, ll_glgs_qx;ie‘ gonoThoeae
inclovendo las cepas resistentes a la penicilina, Neisserisg g_q;ﬁggj._—

tides, Mreobagtertiun tuberenlrsis y las cepas resistentes a la estrep-

TEN

-

tomicina, hidrazida Ce acido isonicotfnico o dcido p-aninosalicf{lico,

"~ del mismo organismo, ¥ Corvnebacterium diphterisc.
() 2 oot AR

Ia zctivided antifungicida y antibacteriana mds especifica

del antibidtico de la presente invencidn, puede observarse en la si-

_ giliénte tabla, en la cusl se expresa la actividad como cantidad de la

sal de sodio del Antibidtlco ZN-6 en miligremos per litro que produce

una inhibicidn del 50 % del organismo en cuestidn despuds del perfodo

" de tiempo (en horas) que se indica.

Ormaniemo Subestrato Iiempo Actlividad
‘Staphylococcus sureus . Galdo ' 24 0,063

Staphylococcus zureus, cepa .
nroductora de penicllinasa " " 0,050
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Staphylococcus aursus, cepa de
laboratorio resistente a la
penicilina, que no produce
peniceilinasa

Neisseria gonorhoeae

Nelsseria gonorhoese, cepa re=-
sistente a la penicilina-

- Neisseria meningitides

Baemophilus influenzae
Diplococcus pnetmoniae
Streptococeus prozenes

U zooedidenicus

agzslzaclilae

Pseudomonas aeruginosa
Vibrio couma

Mlealigenes faecalls

 Escherichia coll

Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Proteus vulgaris
Salmonella typhimurium
Bacillus subtilis

Mycohacteriun tuberculosis,
var. hu,e

Caldo

0,16

48
Ascitis
sangre

agar 0,32

0,63
10,32
10,0
Caldo con

5% de

suero " 16,0
3,2

255
16,0
13,0
540
300
> 30,0
13,0
30,0
> 30,0
30,0
> 30,0
> 100,0
Ly6

Dubos ! 0,79
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Mysobacterium tuberculosis ’
var. hume cepa resistente
a la estreptomicina

Mycobacterium tuberculosis,
vare hum., cepa resistente
al deido peamino-salicilico

Mycobacteriun tuberculosis,
vare hum., cepa resistente
a la hidrazida del fcido
isonicotinico

Candida albicans

Triobphyton mexitagroplvtes ‘

~ Aspergillus niger

Clostridium perfringens
Clostridium tetant
Actinomyces bovis

Corynebacterin:
pyogenes '

n

Sabourauds!
e

n

' Madio de

tloglicolato

Medlo de

tloglicolato

Caldo de
infusidn
de carne
oon 10 %
de suero

24,0

R

48

48

A8

R4

0,50.
100,0
100,0

‘ 100,0

0,25
0,02
0,05

0,05

‘Los ensayos clfnicos llevadoa a cabo con respecto a la pre=

sente invencidn demostreron que el Antibidtico ZN-6 y ciertas de sus

sales satisfacen los requisitos para los entibidticos farmacéutica-

mente aceptsbles, puesto que son utilizables en el tratamiento de en—

fermedades infecciosas, y os Particularmente valioso en el tratamiento

de aquellﬁs que son producidas por diversas cepas de St

incluyendo las cepas resistentes a la panicilina.

OCOCCLy

Para fines farmacéuticos, se puede usar el Antibiéticd_ ZNeb
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ya sea como tal o0 bajo la forma de sus sales més o menos solubles en
agha, con beges inorgénicas u ozgénicas atdxicas. |

Aungque se piede adminizbrar parenteréhnente soluclones acuo=
sas de las sales de Antibidtico Zl=3, se administre preferentemente
las sales por boea, puesto que pasan faeilmente del tracto gastroine
testinal a los fliidos dol cuerpo, en los cuales es demostreble una
concentracidn apropiada del antibidtico durante un perfodo satisfacto-
rio de tiempo. | |

Esto fué establecido en un enseyo de reabsorcidn, en el cual

" se administrd individuelmente e 8 pexsonas por boca un solo tratamien-

" %0 consistentc cn dos cépsulas cada !wa de las cuales contenian 0,250
b ?

g de la sal de sodio dsl intibidtico BI-6, despuds de lo cual se de-

termind las concentraciones en ol plasma a intervalos fijos despuds

'de la ingestidn. Los resultados obtenidos se indlcan en la Table II,

en la cual los valores indicen dicha concentracidn en elplasma expresade

en microgramos por milflitro de plasna, una o més hores después de la in-

gestidn.
TABLS I

Persone/hozss L o2 3 4 L o 2
A 1,6 95 T2 55 2,9 21 1,5
B grupo 0,9 1,2 3,0 2,7 3,6 3,1 2,2
c ’ 0,6 10,0 6,1 6,1 5,2 4,0 2,2
D 0,8 11,0 8,5 9,3 5,2 4s7 1,7
E 1,6 6,6 8,1 6,6 4,0 3,2 2,4
F grapo 0,6 1,7 Ty5 6,1 39k 3,0 2.4

II
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e 25 12,3 8,6 6,7 35 31 1,8

BEa el grupo I, se administr a lau nersonas la droga con el e~ .
tdmago vacn.o, mientras cue a las pergonas del grupo II so les administrd
la droga después de una comida. |

Ea un ensayo similar, la concentracidn término medio en el plasma,
hallada 24 hr despuds de la ingostidn de la nmisme cantided de la droga, ale
canzd a 0,75 Fg/ml, indicendo ls eliminacién extremadsmente lenta de la
substancia de.éde el cuerpos Se observd uia toxicidad suficientemente poeco
sguda del Antibidtico ZlN-6, en experimentos sobre aninales en los cualos
los animeles de ensayo eran ratonocs. Se encontrd los sig uwntes valores de
m’SO expresados en miligramos por kilogra.mo de poso del cuerpo.

a) Le sel de codio dol Antibidtico ZN-6
afninistrada por via endovenosa 200250

B) La sel de sodio del Anti bidtico Zi5
sdninistrata por via suocutmoa 400

o) i solvato en bence.:o ael mt: bidtico .o
=0, adm:.::lstrado por via or"l o 7 ‘1500

Adaués, en experimentos toxicoldgicos pm.longados, en .los cuales

" se trato por vie oral locs aninales, es deei» ratas macho y hembra, durante

6 dfas por semana con la sal de sodic del Aatibidtico ZN-6 en dqsis-de
0,400 g/icg do peso del cuerpo, no se alcanzd a observar difersncias signifi-
cativas de peso entre los aninales de ensayo y los animales testigo, ni
canbios patongicos elgunos causados por la droge, lo que indica la é,u_sqn-
cla de tomcmad cromca.

Las 1Jrop1ecedes dnicas del Antibiotlco ZN~6 han sido demostradas

: , . .
en una nailcra mnas aSOIElbI‘OS&, mediante el uso clinico controlado de la sal
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de sodio del Antibiﬁtico ZN-S_bajo le forma de una composieidn apropiada
encapsulada en cdpsulas de gelatina con paclentes que adolecfan de furun-
culosis, osteomelitis y endocarditis.

Después del tratamiento oral de los pecientes a intervalos dia=-

‘rios o similares convenientes para el uso practico durante un perfodo sufi- |

cienﬁé de_tieﬁpo, las curas fueron 100 % sin que se produjeran efectos se-.
cundarios o reacciones toxicas, y no se obscrvé recaidas adn despﬁés obser=~
vaéiones b;olongadas.

Para tratamientos clinicos, son aplicables las sales solubles en
agua del 4ntibidtico Zi-6, y particularmente la sal de sodio.

Por otra parte, se puede usar también para adminisfraci&n oral
las sales levemente solubles en agua del Antibidtico ZN=-6 o adn el dcido
libre, con lo cael ¢l régimen de absorcidn de la droga dismlnuye de %2l mae
nera que ujuﬁco de pr . f.renele su actividad con el mismo tracto gastro in-
testinal, lo cual puede resultar deseable en el tratamiento de elcrtas en-
fermedades.

Ademds, las sales levemente solubles on agua del Antibictico

- ZN=b pucden inyectarse bajo la forma de una suspensién de la sal en un me-

dio apropiado, para producir niveles ain més prolongados en sangre del an-

tibidtico que lo descripto mds arriba.
En el método de la presente invencidn, se hace crecer el hongo

Fusidium coccineum Fuck X. Tubaki bajo condiciones aerdbicas en un medio

de fermentacidn dque contiene carbohidretos, fuentes de nitrdgeno, per e-
jemplo protefnas, y cantidades apropiadas de las sales inorginicas y otras

substanciss quo son necesarias para la nutricidn del hongo, y se continda
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1a fermentacida hasta que se comunicd una éubstancial actividad antibiﬁti;
ca a dicha solucidn, deépués de lo cual Sé recupera el Antibioético ZN—6,‘V
as{ producido, se le concentra y sc le aisla en forma pura o se le convier-
te a una de sué sales conh bases farmacéuticanente éceptables mediante reac-
ciones conocidas, | ﬂ |

. Al poner en précticg 21 método de la'presente invencidn, se de=-
termina el régimen de prodﬁcci6n del Antibiético ZN~6 a través de toda la
formentacidn mediante 1a evaluscidn de rutina de la actividad del cultivo

filtredo, finalidad para la cual se puzde emplear el ensayo sobre placa de

““agar, usando por e¢jeaplo Staphydogoccus aureus como organismo de enseyoe.

De acuerdo con’los resultados obtenidos dc la produccion del hn-
tibiéﬁic§ Z1~6 en eseala técnica, el‘rendimientb optimo do la substancia
se obtiens en ol curso de 80 a 100 hr, al llevar a cabo el brocedimientd
de ferméntacién entre 20 y 30 QC, y de preferencia entre 24 y 28 9C,

Sin embargo, dichas gamas no son de ciréetor limitativo, puesto

que el perfodo. de ticmpo necesario para obtener dichos rendimientos depen-

de en eierta medida del disefio mecdnico del recipiente de fermentaeidn y

del tipo de ‘agitador que se usa,

A cste respecto, corresponde mencionar que los recipiontes uti-

lizados son unidades de dimensiones comerciales que contiencn 10 a 30 m?

~del mudio de cultivo ¥y no especificamonte disefiados para la produceion del

Antibidtico ZN-6.

Una variedad de los medios de eultivo ya conocidos han demostra-
do sur utilizableos como medios de cultivo para poner en practica el método

d¢ la prescatc invunci6n, aunque se preficre los que conticnen, como fuun-
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te de protefna, llcor de maceracitn de mafz o harina de soya, y glucosa o

sacarosa como fuente de carbohidratos.

Entre los otros constituyentes de un medio de cultivo apropiado

~ ge puede mencionar, por ejemplo, el exiracto de levadura, glicerina, maltow= -

- s&, fructosa, dcidos grasos, hidrolizado de caseina, ciertos aminodcidos y

250.

vitaminas solubles en ague s

Cuando cesa la produccidn del Antibiotico ZN-6 en el procecimien~

_to de fermentacion, o cuando se obtuvo un rendimiento satisfactorio, se po=

" drd recuperar la ‘substancia antibidtice mediante una variedad de procedi-

255

mientos.
'ELl primor paso consiste ventajosamente en separar el micelio con
respecto al £lido de cultivo, por ejemplo por filtracidn. Se puede econcen=

trar el antibictico Zli-6 poniendo en contacto el caldo con un agente adsor-

" bente s6lido 7 eluyendo la substancia con respecto & dicho agente, para lo

260,

265,

cual so puode uszr, como agente'aasorbente, por ejemplo.carbén activo o
resihas intcrcambiador&s de iqnes'o, de'prefcrencia, se extrecta ¢l caldo.
con un solvante apropiado o mezcla de éolvénteé,'si.fueéa'nécesario deépués
de habor ajustado el medio acuoso que contiene cl Antibictico ZN-6va un §a~'
lor apropiado de pH.

Como SOlvéntés apropiados se‘puede mencionar los éstercs, cetonas
o hldroearburos haldgehados; Sin embargb, en la produccién a escala comere

cial, han demostrado sor especialmente apropiados pare la extraccidn del

caldo de fermentacién la metil isobutil cetona, amil acetato y butil sce-

" tato.

Una voz que se oxtractd la substancia activa del caldo, sc la pui
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de recuperar por eveporacicn de la fase organica hasta pequefio volumen, a
partir del cual se puede precipitér el Antibidtico ZN-6 por enfriamiento o

se le puede precipitar agregendo al concentrado un componente que reduce

_ 1a solubilidad del Antibidtico ZN~6, y de preferencia por evaporacion de la

fase o;génica hasta sequedad y agregado del benceno a fin de obtener el so;.'

vato en benceno fécilmsnte cristalizable que se menciond més arriba.

' Las propiedades 4cidas del Antibidtico ZN-6 permitén también lle-

var a cabo una extraccién subsiguiente de la fase orgénica mediante una so-

lucion alca;ina acuosa o mcdiante una suspension acuosa de un compuesto al-
callno, con lo cuzl se obtienc soluc;ones acuosas mis o menos concentrades
as 128 sales ol Antibidtico Zi-b.

Por acldificicifn de ostas soluciones, se puede precipitar ei in-
tibidtico ZH~6 o, sl es{ fucra convenisate, se podrd aislar como tal la sal’
dol Antibidtico A6 contenido en las mismes.

Bn wna forma apropiada dé poner en practica la presente invepci6n,
se producé directementa el solvato en benceno facilmente cristalizable a
partlr de dicha solucidn acuosa de una sal de ant¢ biotico ZN-6, si fuera
necesario despubs de haber el¢m1nado una parte del agua por GVPy0r301Dn,
por ejemplo en un evaporador de presion reducida, agregando a la solucion
acuosa concentrada una cantidad suficiente de benceno para formar el solva—
to y acidificar para preclpltar el Ant*biotico ZN-6 bajo la forma de dicho
solvato; gue despuds de aislacion y secado summnlstra ya sea el solvato pu-

ro en bexcenc o hntibidtico 2N-6 mismo, segin las condiciones de secado y

f

a temperatura utilizade, desprendiéndose el benceno con respecto al solva-

0 a las temperaiures clevadas.

ck
2]
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Con respecto & la purificacidn del Antibidtico ZN-6, su capacidad
para formar solvatos con ciertos solventes constituye una particularidad
importante. Por ejemplo, en otra forma apropiada de poner en practica la
présente invenci5n, se disuelve el antibidtico 2N-6 crudo en un pequefio Vo=
lumen de metanol caliente a partir del cual se cristaliza el solvato en me-

tanol por enfriamiento en una forma sorprendentemente puras, razén por la

cual este método resulta particularmente apropiado para obtener ana czlidad

.farmacéuticamente aceptable de la substancia.‘Dicho solvato en metanol tie- -

ne un punto de fusién de l79~l79,5 eC,

31 se desea obténer sales delyﬂntibiético Zy-6, se las puede pro-
ducir medisnte siuple neutralizacidn del sntibidtico ZN-6 o uno de sus sol-
vatos con la bage en caestidn en‘presoncia de un nmedio apropisdo de reac-

cién,qua’facilita 1lu resecitdn, y a partir del cual se puede precipitar la

sal o, sl f1~z;,neces&rio,'39 pusde proeipitar agregando un componente a-

propiado pzra dispinuir la solubllided de la sal deseada,vo se puede aislar

la sal por evaperecidh Ge lo mezela de resccidn.
Se puede tambidn lie.r resccionsr una sel de Antibidtico Zii-6,
proparads  previamente, eon la bise en cucst 6n o se puede preparar la sal

dosoada del Antibidtico 2i~6 mediante una doble descomposicicn de una sal

“del antibidtico ZI-6 previamente preparada y otra sal que conticns el idn

de metal o base dcséadoé;

Entre 1asAsales de interds que se han preparado se encuentran las
sales solublcs en agua de sodio, poﬁasio; amonio, trietilamina, piperiding,
morfol‘ina ’ ciclohexil;mina, y monoctanolamina, y las sales levemento solu-

bles on agwa de caleio, magnesio, dibencil-ctilen-diamina, bencil-B-fenil-
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etilamina y procaina..

Entre oiras sales que se pueden produclr de acuerdo con el método
de la presente invencion se puedé mencionar, por ejemplb, las que contienen
como componente de bass la pirrolidina, piperazina, guanidina, metilamlna,
etilamlna, bencilamlna o aminas substituides o no substituidas simllares, _

ademas de aminas cuaternarias tales como collna y sus derivados u oiros ane

‘tibioticos que tengan propiedades basicas, por ejemplo la estreptomicina,

Se ilustra la presente invencidn mediante los siguientes ejemplos.

BJBAPLO T

ELl solvente en benceno del Anbibidtico ZH-6
En un tangue de fermentacidn de 1,5 m?, de acaro inoxidable, e-
i o3 o .
guipado coa agitador, se forma 1,00 m de un medio de cultivo que tiene la

siguiento composicidn.

Glucosa - 20,0 kg
- Hewina de corne y de huesos - 20,0 kg
Licor do maooracidn du mafz, . .
50 # de substanela scea . ¥ 2,5 kg
Glilearol . o 7,5 kg
5all » ‘ o 4,0 kg .
MgSOA'." }Q,os g
- Agua corriente, hasta 1000 1%

El meclo de cultivo tiene un valor de pH = 6,1, ajustdndose este

valor a 6, 5‘hediante el agregado de una solueidn dilulda de NaOH, despuGS‘

de lo cual se esteriliza el medio por calentanlento. Después de enfriar,

s¢ le inocula con 3 1t de an culﬁivo de Fusidium coccineum Fuck K. Tubakl

que se hizo crecer durante 48 hr em un fraseo sacadidor a 28 9C, Se agita



340,

345,

350,

355, -

360.

-15 -

los contenidos del tangue v se los aerea a razén de 0,6 m3 de aire por hoé

ra a 28 90 durante 96 hr. Dhrante edte perfodo de tiempo es innoceserio a=
justar el pH parc mantenct el velor mencionado mis a-riba do 6,5. Despuds
de dicho perfodo de formentacidn, se comprueba que la actividad antibidti-
ca del medio de cultivo, determinads por el ensayo‘uéual eh taza de agar
§on Staphylococcus aursus, corroéponde a un contenido de 70 mg del Antibid~
tico Zl=6 por litro compqréndola con la actividad de dicha substancia de-
terminada por el miémo:método. |

Se scpora el micelle con respecto al msdio de cultivo mediante

‘filtracidn, y la cantidad de filtrado es 700 1t. E1 pH dol filtrado se ajug -

ta a 3,3 medianto ¢l agregado de una solucidn 21 25 % de HZSO4 ¥ se gxX~

tracta el filtrado con 230 1t de butil acetato a contracerriente en un cxe

" troctor Podbiclniuk. So extracts la fase butil acetato, asi obtenida, me=

diante una porcidn de 77 1t do agua a la cual se agrega una solucidn al
10 & de Ua0E heota goe ¢l pH do la fase acuosa es 10,0, despuds de lo cual

se separa l: ize seuosa con respecho a la fase butil acoutato. Se mjusta a

P

3;2 el p’ d> la fuse acuosa modiante ol agrepado de une solucidn al 25 %
de HZSOA’ y SG'QKur&cté la solucisn mddiénﬁe 40 lﬁ'de metil isobutil coto-
na, So gepara la fase metil igobutil c.tona con fespectb'a la fase acuosé,
8¢ tnéta con 40 g ddvcarbén activo, y lucgo se cvapora a sequedad bajo pre=
sidn reducida a una temperaﬁuia de ebullicidn de 25 ¢, Se disuei?e 1 re-
siduo v 500 ml de bencono y s deja reposar la solucién duraato la noche

en un refrigerador. Do esta mencra, cristaliza el solvato en benceno del

. Antibidtico Zi=b6., Se lo filtra'y se le recristaliza a partir de bénceno,

obtenidndose 12,0 g de la substancia pura con p.f., =189-189,5 <C,
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- Sal de sodio del Antibidtico ZN-6

Se suspende 500 mg del solvato en bepceno, producido de acuerdo
con el Ejemplo I, en 20 ml de agua v a esta suspensiﬁn se agrega aOH acuo-
so 1/2 ¥, hasta logrer pi = 9,0, Se filtra la solucidi ¥y se agrege al file
trado 50 ml de n~butanol, después de lo cual se elimina los coatenidos de
agua dc la solucitn medisnte destilacidn azeotrdpice bajo presién reducida.
4 partir del residuo se prscipita la sal deseada de sodiq mediante el agre=
gado de b.r. Se filtra, se lava con eter y se sccal Por recristalizacién
a partir da vbanol/acctona se obtione 360 1z do 12 sal de sodio cristélina
sara O -

EJEPLO IIT

Produceidn del Antividtico ZN-6

[

e S7uirtiire esporos de Fusidium coceineum Fuek K. Tubaki desde
an plano ineclipsée de sgar a 3 1t de un medio de caleio ostéril que tiene

le siguicnte composicida:

- Glicorisa . ‘ S 7,5 g/lﬁ
Licor dc'mac;r;cién de maiz o 1‘2,5 o/ 1%
Clucosa - 10,0 g/1t
i,F0, | | " "o,§'g/1t ,
Herina de soya ' 3,0 g/1t
HaCl : : 4,0 g/t
1180, .70 ) | 05 1t
FoSC, . TH,0 7 - 0,005 'g(lq

CuS0, 4 58,0 o . 0,00, g/1t
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390, ‘¥ se incuba gerdobleamente el cultivo a 27 2C durante 40 a 60 hr en un sacu-
didor de vaivén, Se puede usar directazmente el material de siembra, as{ ob~
tenido, como inoculum para ui fermentador a escaia comercial; en este caso,
sin emburgo, se le transifere a un recipiente de 700 1t que contlene un me-
dir; de cultivo de la misma composicion que el del ferméntador a escala co~ .

395. \marcia‘ll, y se incuba a 26 9 durante 40 a 48 hr a f£in de lograr el desérro—-
11lo del crecimiento vegebativo del hbngo antes de inccular el fermentadoi-
’prmcipa k |

Laedo se esteriliza 16.000 1t de un medic de cultivo que tiene

la siguienve composicion:

400, Glucosa . _ 30 ¢/1t
Glicerina » | : 5 g/1t
mzPoA.zHZo o 5 g/1t
Reiloy : L 6g/lt
KC1 . | 0,05 /1t

405, - HgS0,.7THL0 . : 0,05 /1t

| 2830, 62,0 1 ng/1t
Extracto de levadura (Difeco) - : 0,12 g/1t

que, antes de la esterilizacidn, fue a juéﬁadq a pi =7,2, en el ferme_ntadof '
.pfincipal a.una temperatura de 120 oC duranto 1/2 hr y, después de enfrier,
410, - se inocula con una de¢ 1as dos formas do materia; de inoculacion mencionado
més arr,_ba. Micatras se agita, y forzundo aire a través de’ an rociador a
razon de aproximadamente 0,5 1% de airo por litro de fldido de eultivo por
nu.nuto, sev produce ¢l micclio y se continda la fermentacidn a 26 QO duran-

te 4 dias.
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Se determina la actividad de las n’mesvtrz‘i_s‘del cultivo filtx;ado,‘
a través de la fermentacidn, midiendo la zona de inhibicion producida en
el método de taza de agar, en el cual el orgaiismo de ebsayo' es Staphyio—
. eoccus aurens., Una vez terminado el procedimiento, la'actividad que se Obw
_tiene corresponde a una concentracion de Antibidtico ZN-6 en el medio de
cultivo que alcanza a 150 yg/ml. |
EJEMPLO T

Produccion del Antlblotico ZN=6

Se esteriliza 16 000 1t de un medio de cultivo que tiene 1a gi-
| guisnte compos icion.

Licor d2 maceracidn de mafz, 50 % 2,5 g/1t

Harina de soya o harina de éarne 10,0 g/lt
' Sacarosa 30,0 g/1%
Gligirina ' ' , 7,5 g/1t
5aCl | | , 4y0 g/ 2%
R,P0, | | - 0,5 o/1t
HgS0,LTHD 0,5 8/1t

' que, antes de la estcrilizacién, fué ajustado a pH = 6,80 en el fermenta-

dor a 120 9 durante 1/2 ar. Despuds do enfriarlo, se inocula el medio con

el inoculun mencionado en el Ejemplo III, y se continda la fermentacidn dg

rante 100 hr, obteniéndose as{ una concentracidn del Antibidtico ZN-6, en
ol medio de cultivo, que alcanza a 260 pe de acuordo con el ensayo en taza
de agar, |
BIRLO Y
Produceidn del Anbibidtico ZN-6



~440. Se esteriliza 16.000 1t de un medio de cultivo que tiene la si-
pulente composicidn:
Sacarosa ‘ 60,0 g/1t
Licor de maceracidn de maiz, 50 % - 20,0 g/1t
KH,PO, o » 10,0 g/1t
445, Mg304.7H20 . 0,5 g/1t

que, antes de esterilizar, fué ajustado a pH = 6,8 en el fermentador a

' 120 2C durante 1/2 hr y, despuds de enfriar, es inoculado con el inoculum

mencionado en eliEjemplo III, Después de fefmentg: durante 100 hr bajo con-

diciones similares a las del Ejemplo III, el rendimiento del Antibidtico

450,

455.

460,

_ZN-6 aleanza a 250 ug/ml de medio de cultivo.

(EJRMPLO VI
4igldeidn y purificacidn del Antibidtico ZN-6
Se ajusta ol caldo de fermentacidn clarificado (15.000 1t) del

Bjemplo V (que coatiene 3,75 kg del Antibiltico ZN-6, segin se detcrmina
por el método en teza de agar) a pH = 6,0 v s¢ extracta en un extractor »
Podbielnick con 3,000 1t de metil isobutil cotona. Se extrae luego este ex-
tracto, que contiene 3,4 kg del Antibictico Z¥-6, con 600 1t de hidréxido
de sodio acuoso de pH = 11,5. De inmediato, después de la extraccidn, se.
ajusta la fase acuosa a pH = 9,3 y s8¢ vvapora en un evgporador bajo.presidn
:educida hasta un volumen de 15C 1t que contianél3,25 kg del Antibidtico
ZN-6. 1_ ; | _‘

Se agrega 40 1t de benceno y, bajo agitacidn, se ajusta el pH de

1a faSe‘acuosa a 5,0 modiante el agregado de deido clorhidrico. Se conti-

_nia la égitacién durante 4 hr, dospuds de lo cual se filtra el preeipitado,
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que consiste en @l solvato en benceno del Antibidtico ZN-6, se lava con a-
gua y benceno, y se seca. Se disuelve el producto crudo (2,8 kg) en 12'l£

de cloruro de metileno, se filtra y se evapora a sequedad bajo presién re=

. ducida. Se disuelve el residuo en 3,2 1t de metanol caliente y,:por enfria-

miento a O €, se cristaliza un solvato cn metanol al cual se sepera por
filtracidn, se lava con 3 X 3b0 nl de metanol enfriado con nielo y se éecé,c
obteniéndose 2,48 kg de golvato en metanol incoloro.

Se suspende este producto en una mezcla‘de 750 ml de metanol‘y

1750 ml de acctona ¥y luego de agregar unas pocas gotas de indicador fenof-

talefna, se agregs hidrézido de sodio acuoso al 33 % bajo agitacidn hasta
. que se desarrolla un color bastante rojo. Se filtra la solucidn resultente

& través de dicalita, se mezcla con 5 1t de metil isobutil cetona y se con-

cantra bajo présiéﬁ reducida aproximadamenterhasta 3 1t. Durante la concen-
troeibn eristaliza la sal de sodio. Se la scpara por filtracidn, se lava

con acchona seguido bor éter y se seca para obtener 2,35 kg de la sal de

sodio pura.

EJEMFLO VIT

Scles del Antibidtico ZH-6 eon bases orginicas

Procedimionto goneral: 4 una solucidn de 517 mg del Antibidtico

ZN-6 en 5 ml do acutona, se agrega 1 milimol de la base orginiea seguido
por 2,5 ml dc hexano, después de lo cual ge hace cristalizar las sales por
réspndn. Se las recoge y se las purifica por recristclizacidn a parﬁir de

un solvente apropiado.

, Recristalizado -
Base o o o a partir de © Pef, = 9C
Trietilamina ~ Acetoma 13 = U4
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‘Piperidina Scetona . 155 - 156

' Morfolisa | | | N e 112 - 104

Ciclohexilemina | B B 180 - 182

N ' :
Dibsheil-etilen Glamina il acetato 112 - 113
, + » . ,

7495- ,Vﬁencil~ﬁ~feniletilamina ) ' Acetona-hexano 103 - 105

lMoncetanolanina | Acetona-hexano 130 - 132
Procafna *)

*) Becasemente soluble en agua.
FJEMPLO VIIT

500, Recuveracidn del Antibidtico ZN-6 a partir del caldo de fermentacién

Se agita 200 ml de la resina intercambiadora de aniones Amberlite
IRA 401 S (OH) durante 2 hr con tres porciones de 2 1t de un caldo clari-‘“
ficado que contizne 110 Y del intibidtico ZN-6 por mililitro. Durante.la
'agitacién se mohtiesne ¢l pd a 9,5 mediante el agregado de hidrdxido de so-
505, ‘dio acuoso 2 H.

'R anilisis do losrfiltradbs muestra que se absorﬁié sobrebla
resina €5 % del antibiétic§ Zi-6. Despu’s de filtraciéh, se lava la resimo
con tros porciones de 1,5 1t de agua y luego se suspende en 500 ml de ace-
tona, Mientras sc égiﬁa so reduce ol o a 3,6 durante 3 hr mediante el a-

SiO. gragedo de scido clorkidrico 6 ¥, dospuds de lo cual se¢ separa por filtrae
cidn la resine 7 se lava con acetona (2 X 100 nl)e

E1 filtrado y la#ado coibinados cﬁntionen 375 ng del antibidtico
Z¥~6, lo cual corresponde & 57 3 dé la cantidad que esté preseite en el

515, coldo. .. |
. RIELO_IX
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. So agita 1 lt de un caldo cl&rific«.do que conticne 500 mg del
Antib:.otlco Zi-6 durante 1 hr con 5 g do carbén decolorante (S.E. C.h. II1I).
_Daspues de flltracion, se analiza el f£iltrado y se comprueba que contiene

520, 'menos de 2 5 mg del Antibiotico ZN—6 Se lava 1a torta de fJ.ltro con agua
¥ luego se soneto a rcflu,)o con 100 mJ. de metanol duranto 2 hr, se enfrfa

¥ se filtra. El filtrado contiene aproxmadamcnte 150 ng del Antibiubico
2y-6, '
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NOTA
525; ‘1 . Ie Patente de Invencidn que ge solicifa en Eépaﬁa

por veinte dﬁoa, segin 1a:vigenté Legislacién, con prioridg
: deg de las p@tentes inglesas n9 32.479/1960, de 21 oeptiSMP
~ bre 1960 y n& 21, 721}1961, de fecha 15 de Junio 1961, & nom
bre de Knud Abilgasrd, cuyo Nombre Comercial es LﬁVens Kemis
530, ke ¥abrik ved A.Konygsted, deberd recaer sobres "METODO PAKA
PLOLUCIK UN NUEVO ANTIBIOTICO", segén las siguientes,
| HEIVINDICACIONES

l8,- Metodo para producir un. nuavo antibidtico
‘ hagia ahora desconocido que se denomina Antibidtlco ZN~6 o
535.. sus sales, carecterizado por el hecho de hacer crecer el hongo
Yusidium oocdineum Fuck K. Tubzki bajo condioiones aerdbicas
 en un medio de fermenﬁacidn que contiene caz%ohidratoa, fuen
tes de nitrdgeno y centidades apropladas de las sales 1norgé

nicas y otrae sustancies que son necesarias para la nutricién

540. del hongo, y se contimia la fermentueién haste que se haya

comunicado una_sustancial acti#idad ant1b16tica & dicha solu~
cidn; después de lo cual se recupera el Antibidtico ZN-6, asi
producido, se le concentra y se le aisla bajo forma pura o
se le convierte a una de sus sales médiante reacciones cono=-
545. cidas, , o .

28,~ Método pare producir un nuevo antibibtico, sg
¢fn 18 reivindicacién, caracterizado porque la fuenﬁe de nitrd
genb ¢std constituide por uno o mds miembros de 1bs,grupoe

’qne‘consiateh en licor de'maoera016n d& mafg, harina de soya,

| 550. ¢arne y harina de huesos, y en que se lleve a cabo la fermen

tacidén bujo condicién sumergida a una temperatura sustencial
mente comprendida entre 20 y 309C y dursnte un perfodo de

tiempo comprendido entre 2 y 7 dias..
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555o: 38~ ldtodo pers producir un nucvo antibidtico,
| | seedn anterlores reivindicuciones, curacterizadu porque
el Antibibtico uii=6, quo uc produce cultivando el hongo, ee
recupafado pondends intisemente on coutuctq‘eibmedid'coh un
Aa,onte abvorbente elecido del (rupo que oousiute en darbdn
560, u0tivo y revinus intercumbladoras do donos, scparando el
agente absorbente con respcoeto al me&io, eluyendo el Antibié
tico 4lie€ y nlundo la tustancis con respecto al eluatos
48, lNdL0d0 para produoir un nuevo antibidtioo.
o mebdn roivind;cacidn@m 18 y 28, curactorigado porque el Anti
‘”-7565. 'biGtico Li=by yue 0 p-oduce cultdvando ol hougo, es rogupe-
| | rudo ded medio del cultivo extrnotando ol medio a un valor
de pH inferior Y T,O‘m@diunte un golvente inmiscible en agua
parn el antibidtico Lllm(y con roapucto al cual se lo einla,
58e= mntodo paxa producir un nuevo antibidtioo,
570, o ¢dn 1eiv1ndicacidn 48, curaotorigado poane 86 extracta
| la fuso que contiene el Antividtico 4N=G, luminolible en ucua,
ﬁeﬂinntc un medio cloaline ecuouo obtenidndose anf uns solus
cidn ucuosa de wim sal do antibidtico a purtir de 1. owal
7 pucile uislurse le sul o se puede precipiter el Aniibidtico
575.  Zi=B ecidificando la soluci&n.

' - 68= Métado para producir un nueve antibiético, _
segin roivindicacidn 58, carzcterizado porgge 80 agrecs bence=
no & la aolugidﬁ acuosa de une sul de Antibidtico ZHw6, por |

| lo menos en cuntidades suficientes pera formar el solvato
580. ° ‘en benceno dei Antibibtico ill=6 contenido un la miome, doee
 puéa de lo cumi se acidifica Ia mozola para pxedipitar el
Golvisto en banceno del Antiblidtico Lli=6, al‘cunl B SOpPLYA
-y 81 asf fuera convenlente, se convierte al Antibiftico «N-6

0 una scl del mismo.
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o 270607
585_° : 78e~ 1M%0d0 paze producir un nuevo ¢ntibidtico,

vopdn rolvindicaelones 3, 4 y 5, caracterizado pox‘q#e se
recristolize 1z fi‘acoiﬁn ama‘ia aislads Qe antibidtico Liimb
& partiz? de un solvenis capae de fonmé.r solvotos con la sug
tn.ncié, despuds de lo cual go aisla el solvete de Antibid-.
590.  iico .7-6 precipltude y, oi aci fuers conveniento, se 10
convivrte al Antibidtico w6 0-unu Bl del misioe '
B8y "1I000 Paith T30V 0CLn URL HGNVO Am‘imo*ﬂlcw’.
: ;So{-;ﬁn quod. audtuncioloente doaérito on .L; pao-
| ’ﬂonte moz’xoﬁ& que conaty de veinticinco Nojan oéoritae a

 595.  mfquina por une cola ceime
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ﬁﬁvaﬁfd RONIoRD FABEIK ViD. C
A KONUETID |
}‘. P. ’ . .~
FRANCISCO GARCIA CABRERIZQ) _
F : -




	Bibliographic data
	Description
	Claims



