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to "Streptomyces venezuelace". En forma de bose libre, la

10 antelveneing es relotivencntc inegtable; congecusntenente,
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Lo sel de 2-naftaleno sulfonato de antelvencina
es un sélido cristalino blanco que funde a aproximadanscnte
181-1832¢, soluble en azua caliente, metanol, slcohol ben
cilico, dimitelformamida, dime+il sulfdbxido, Ffenol, metil
celosolve y mezclas disolventes acuosos teles como oonto=
na acuosza, aleohol acuoso v similares. Es solo ligeromente
soluble en ctanol, y rclativamente insoluble en disolven—
tes toles como asua fFria, isopropanocl, acetona, acetsto
de ctilo, eter, cloroformo, benceno, y similarcs.

La valoracidn electromética de 2-naftaleno éulfg
nz2to de antelvencine en dimetilformamida actosa al 665w iﬁ
dica le nresencia de dos srupos valorables aue tienen fr-
dices de pK'a de 9,58 y 11,95. El peso molecular aparcnie
determinado o partir de la curva de valoracidn es anprori-
madamente de 847.

Un promedio de varios microandlisis de 2-nafto-
lenosulfonato de antelvencina indieca 1a siguiente compogi
cién en porcentaje aproximada: C, 54,78%; H, 5,23%; I
14,6655 0y 17,38%; S, 7,41%. Lo férmuls empirica de la sal
que cumplimenta mejor estos datos es 039 H44 Ngogsg, a nor
tir de la cual la £érmula empirica de la base Libre de an
telvencina e calcula que es 019H28N903’

Bl espectro de sbgorcidn de radiasciones infrae—
rrojas de 2-naftaleno sulfonato de antelvencina en una negz
cla amasada de aceite mineral se muestra en la fisura 1.
Las bandas verceptibles en la curva de absorcidn de radig
clones infrorrojas sobre el margen de 2,0 a 15,0 micrones
son las siguiente: 2,79, 3,04, 3,20, 3,41 (aceite mineral),
3:48 (aceite mineral), 5,86, 5,91 (zaliente), 6,08, 6,26,

6547, 6,60 (saliente), 6,83 (aceite minersl), 5,95, 7,07,
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7,22 (mayormente aceite mineral), 7,40, 7,55, 7:58, apro-
ximadsmente 8,35 (ancha), §,55, 8,65, 8,79, 9,11, 9,36,
©y64, 10,10 (dénil), 10,30, 10,49 (aévi1), 10,58, 10,95,
11,11, 11,25, 11,52, 12,16, 12,39, 12,98, 13, 17, 13,38,
13,89, v 14,78 nieroncs.

Ia rotacidn egpecifica de 2-naftaleno sulfonato
de antelvencina, secado 2 la temperatura ambiente en un
desecador en vaclo sobre nentéxido de fdsforo, es 111,72
detorminada o ung temperatura de 25¢¢ en una solucibn de
cton0l acuoso 2l 959 en que la concentracidn de 1a salrag
tibidtica es del 15 =zobre uns base de veso wor volunen,

Zl ewpectro de absorcidn de radicionesg ultroevie
letas de una golucidn o acuosa de 2-naftaleno sulfonato de

antelveneing mucs trq un ndximo g 225 milimicras con unaf'
I.’J

absortividad de B 1 cem = 2.130, y otro mdwiro o 285 miling
ot
cras con una absortividad de ® L5 = 330.

1 em
Una curva de difrsccidn de Rayos X de nolvo de

czta saly, utilizando radiacidn de cobre fildrado con ni-
auel ¥ un valor de longitud de onda de 1,5405 Dars, co-

racterisar lag sepa racloneg interplanariac, da los Sl

cudentcs valorag:

(a) (I/11)
11,70 0,10
10,71 0,02

8,50 C,10

8,33 0,33

8,00 0,02

7,40 0,02

1,07 0,10

6,70 0,04
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(2) (/1)
2,01 0,04
1,977 0, 04
1,370 6,02
1,809 0,03
1,747 0,03

717 0,01
1,657 0,02
1,552 0,02

Bl 2-nafteleno sulfonato de anielve neing ds v
rezultado positivo en el ensoro de BHRLICH + remsulbados
nezativos en ¢l ensaro con ninhidring nera alfa-sminodci.-
208 7 en el ensaryo de SATAZUCHT vars srupos de suanidina.

La sal de dcido salicilico de antelvencina sg un

561

x_J.

mn

do erigtaelino blanco que funde a aproximadancnte
153-1552C, Ias corccteristicas de solubilidad de esta sal
son sinilares a las del 2-naftalenosvlfonato, excento en
una solubilidad liseramente sumentads en asua fria.

La valoracidn electrométrica de galicilato de
altelvencine en dimetilformanids acuosn al 663 indica la
presencia de dos grupos valorebles con valorss il'a de
9,75 ¥ 11,98 y un veso molecular abarentc de anroximnde.
zente T26. El esneetro de absorcidn de radisciones infrae~

rrojas del salicilato de antelveneina,; mostrado cn la fi-

»

gura 2, tiene las bandas perceptibles sobre el mnarcen de

2,0 & 15,0 micrones siznientcs: 3,05, 3,42 (aceite mine-—

(')

ral), 3,48 (aceite mineral) 3,65 (selientc), 2,73 (salien
te)y 4,00, 4,25 (aébil), 5,88 » 6,10,6,26, anroxiradomente
6,50 (ancho) 6,73, 6,85 (aceite mineral), 7,24, 7,40,
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7,69, 8,00, 8,15 (saliente), 8,31, 8,68 (saliente) 8,76,
8,92, 9,40 (débil), 9,72, 10,43 (aébil), 11,27 (débil)
11,66, 12,44, 13,22, 13,90, 14,27 y aproximadamente 15,10
micrones.

Una solucién acuosa de salicilatbo de.antelvenqg
na, muestra dos maximos en su espectro de absorcidn de ra

diaciones ultravioleta, uno a 230 milimicras con una ab-

On'
sortividad de Eiﬁcm = 508, y el otro a 295 milimicras con
C.’
una absortividad de BL® = 435.

CI1i1
Andlisis elementales de salicilato de antelven—

cina indican que la sal tiene la sigulente composicidn en
porcentaje aproximada: O, 56,27%h; H 5,62%; W, 17,97%;
O, 20,0936.

Ta foérmuls, empirica calculada para la sal es
033 Hﬁomgog, que indica también una formula para la base
libre de antelvencina de C, . H,aN,04.

© 197287973

Bl salicilato de antelvencina tiene una rota-
cldén especifica de +7,92 determinada a 259C sobre una so-
lucidn al 1% de la sal en etanol acuoso al 95%.

] . . ’r .,

Se pueden utilizar otros acidos, orzganicos e
- . Iy + 7
inorganicosg, para preparar sales de adicion de antelven—
cina. Acidos inorgdnicos gue se pueden emplear incluyen
dcido clorhidrico, 4cido sulfirico, 4oido fosférico y si-

. ~ . o ro.

milares. Como ejemplos de acidos organicos que se pueden
emplear pava la formacidn de sal pueden ser mencionados:
’r . ! . ’ . 4 . L L ’ . r’oo.
acido eitrico, acido formico, acido acético, acido tartari
co, dcido p-bromosalicilico,dcido plcrico, dcido m—nitro-
benzoico, dcido flavianico, 4dcido p-nitroftalico, Acido
B{ 2-hidroxi-l-naftil-azo )bencenosulfonico (Crange II), ¥

. . . . o 7
dcidos similares. Bn general, las sales de adicion de an-

-7 -
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telvencina con deidos orgdnicos se preparen preferiblemen
te a partir de una sal de deido inorganico, 4al como por
ejemplo el clovhidrato.

Le f£érmuls estructural completa de antelvencing
no ha sido determinada todavia. Sin embargo, los eshudios
de degradacidn hidrolitica, indican que la antelvencing
contiene uno o més radicales de pirrol v uns pluralidad
te ecnlaces peptidos. Tos estudios de degradacidn nuwestran
también que la moldeuls de antelvencina contiene wma o
uas unidades de beta—~alanina, y dcido glutdmico o uy Trag
nento gue es convertido en Acido glutdmico bajo las condi
clones de degradacidn. Tal como es frecuentemente el casg
con antibidticos peptidos, la antelvencina, tal como se
obtlene normalmente desde el fermentador, comprende al ng
nos Gos compuestos Intimemente relacionades que g partir
de ahora serdn citados como antelvencina 4 y antelvencing
B. EL término antelvencina, tal como se emplea aqui, se re
fiere al antibidtico que se obtiene a partir de lg Termen
tacidu.

Las propiedades fisicas de antbelvencing 4 7 an-—
telvencina B son muy similares. Los antibidticos se dis-
tinguen principalmente bor su comportamiento en determing
dos sistemas cromatogréficos. Un méiodo especialmente
A%l para distinguir los antibidticos comprende la uhili-—
zacidn de cromatosraiia en capa delgada sobre gel de

ild

6]

Ce con un sistvema disolvente compuesto por 15 partes de
n-butenol, 10 varies de piridina, una parte de acido acéd-
wlco glacial, y 12 vartes de agua. In $al gilgtena, el va-
Llor Ly para antelvencing 4 results ser de 0,5, nientras

que el antelvencina B es de 0,3.

-8 -
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La antelvencina tiene una accién inhibitoria con
tra el crecimiento de determinados organismos microbianog,
incluyendo patogenos de plantas bacterianos y hongos. Cug
litativamente, las actividades microbioldgicas de antel-
vencina A y antelvencina B son virtualmente idénticas.

Jin embargo, sobre una base de igual peso, el notencial
microbioldgico de naftelenosulfonato de antolvencina A re
sulta ser aproximadamente el doble del de la sal corres-—
pondiente de antelvencina B, Las dosis de antelvencina que
muestran inhibicidn contra el crecimiento de organismos
ilustrativos, se indican numéricamente en la tabla I. Ias
dosis inhibitorians se determinaron por el ensayo de dilu—
cion en agar, o por ¢l ensayo de dilucidn en caldo. Las -
concentraciones inhibitorias para los patogenocs de plemta
bacterianos y hongos se determinaron durante un periodo de
72 horas.

En el ensayo de dilucidn en agar, el orgenismo
de ensayo es extendido o implantado sobre una serie de
placas de agar que contienen diversas concentracilones de
antelvencina en el agar para determinar la concentracidn
ninima del antibidtico en meg/ml (microgramos por milili—
tro) que inhibe el crecimiento del organismo durante un
periodo de 48 horas.

fn el ensayo de dilucidn en caldo, una serie de
tubos que contienen caldo nutriente con diversas concen—
traciones en antelvencinag, son inmoculados con el organis-—
mo ds ensayo vara determinar la concentracidn minima de
antelvencina en meg/ml. en el substrato de caldo que inhi
be el crecimiento del organismo durante un perdiodo de 24

horas.
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Ureondiano de ensayo

Jtaphylococeus aureus
stapuylococcus albus
Bacillus subtilis
Sarcina lutes

«yco. tubsrculosis (607)
wyCO. avium

Zscherichia coli

Protous vulgaris
aerobacter asrossnes
Klebsiclla pneumoniae
Salnonells enteritidis
Shigelle paradysenieriae
Vibrio metschnikovii
Saccharomyces pastorianus
Candida albicans
Trichophyton rubrum
Irichophyton interdigitale
Argobacterium tunelaciens
Corynebacﬁerium.michiganense
Erwinia amylovora
Pseudomonas solenacesrum
Lanthomonas phascoli
Alternaris solani
Botrytis cinerca
Caratostomnslla ulmi

Colletbotrichun visi

s -

mdoconidiophors raZacearun

Fusarium moniliforme

- 10 -

Concentracidn minis

toria

meg/ml,
24 horas

.
-
N
"
]
-

a inhib;i_

25,00
50,00
12,50
1,56
50,00
25,00
12,50
25,00
100,00
25,00
50,00
50,00
50,00
6,25
100,00
3,132
3,132
12,50
1,56
6,25
6425
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PATDA T (Continuacion)

Concentracidn ninima
inhivitoria

megz/ml,
Or.enismo de onsayo 24 horas
Glomerella cingulats 25,00
Helminthosporium sativum 12,50
Penicilliun cxpansum 50,00
Fhona nigmentovora 100,00
Polyporus ostreatus 3,13
Pullularia sp. 100,00
Verticillium albo-gtrum 5G,0C

(a) Determinade durante 48 horas.

Se obtienen valores idénticos con la sal de sa—
licilato de antelvencina. Resulta evidente a vartir de eg
tos datos que la antelvencina en forma de sus sales de
adicidn de dcido, oo Util wara suprimir el crecimiento de
vna diversidad de organisios patogenos.

Las

FRE 4 0 ’ . ..
ales de adicion de acido de antelvencina

U

son también Gtiles para el control de helmintos y otros
diversos tipos de organismos pardoitos. Asl, por ¢jemvlo,
se ha demostrado lg actividad frente a ambas especies de
oxiuros de ratdn, "Syphacia obvelata" y "Aspiculuris te-
trapterat y frente a los helmintes de cerdo, "Ascaris
summ", "Ocsophagostumun spp." y "ilrichuris suis". Cuando
se incluyen en la raciodn alimenticia diaria de cerdos du—
rante al menos 35 dfas, las sales de antelvencina, a una
dosis tan pequella como 12 g, por tonelada de alimento,
gon efectivas para reducir la carga de zusanos de los anil
malcs. Se pueden emplear también combinaciones de antelven

cing con otras sustancilas con actividad antihelmintica,

- 11 -
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soles como por :jemplo Diperazing, hisromicing R Toedimila
res. Ctros orgsnismes que son controlados Tor la antelven
cira ineluyen "Escherichis coli", "Proteus vulearigh,

"Lntemocha Hystolyticat, ¥ similares,

“
jon)

Y
11048,

.:'3. S

Ta foxicidsa

W

el saliecilato de antelvenci
na he sido determinada en rotones. Oralmente, el LD50 fe
sz%a cal e mayor que 500 my o/, Fl LDBO del gmlieilato
ie entslvencina es aprozimadamente 175 mo/ks encndo la
aroze oz administrada por inyeceidn intra wperitonesnl,

La antelvencina nuede ser producide cultivando
cepac hasta shora dcsconocidas de "Streptonyces venezuels
bajo condiciones acrobias en un medio de cultivo que corn~
tlene frentes agimilables de carbono, nitrégeno ¥ sales

inorzdnicas. Tos organismos fueron aislados vrimcraments

[’1

& partir de muestras de tierra. Las porciones de las muea
tras dc tierra Tueron suspendidas en asua destiladn egto-
ril ¥y lae susvensiones fueron ro radas cobre placas de

eror mutriente. Las placas de o-nr nutriente sembradas

freron ineubndos o anroxiradsmente 25- 5¢C duronte varios
dfag, 41 Pinal el tilempo de ineubacidn, coloniecs de losg
orzanlsmogs productores de antelvencina fueron tresladadas

»or medio de una anilla de platinoe esteril o cultivog in-

clinados de asar. Los cultivos inclinados de azor inoenla

2¢os Tueron incubados vara proporcionar nayores cantidades

13 inoculo para la wroduceidn de on telveneina,

los mevos orzaniswos capaces de broducir antel

veneina han gido coloeados bajo depdsito nermanente er la

Admerican Pyne Culture Collection en Yashington, D.C., USA

v estdn disvonibles al piblico Dba ajo los nineros de resis-

tro ALCC 14,583, 14.584 v 14.585.

- 12 -
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4 cousa de le ingeruriiod de los estudios taxono
micos con el srupo de crienismos Strentomyces, existe
siempre un clenento de nis asociade con la clagificacidn
de un orsanismo recientamsnte degeunicrto. Sin embarso,
los orzanismos qre producen la antelvencinag narccen ceme-
jarve nucho en les coracterfsticas mds impordentes a las
demeripeiones publicedss de 105 or<onismos "S. cinnamonen’
sis", "S. rescoflavus", 7 "S. venezuelae" (LRRL 902), to-
dos log cuales sc parccen o determinadag cenas de "3, la=~
vendulae! con ecdenns rectog de eznoras. A nesar de algﬁr
nas similsridades, sin en orz0, existen suficientes dife—
rencias pare distinsuir los nuevos orzonismos empleados en
este invento de tedos log or—anigsmos anteriormente dezeri
t0s. Los orsemismos cctuslmente emplesdos sc supone qus
son mds préximos en sus caracteristicas al 'S, venezuelae!
{FRRL 902) anterior qus o cualquier otro orsenismo antc~
riormente descrito. Sin cmbnrzoy, existen al-unas diferen—

el

o

s entre los nresentes cultivos v el "S. venezuelae"

[0

(FRRL 902). Por dsto los sctunles nuevos orsanismos son

fede)
desisnados como nueves cenas de M. vsnezuelae'.

Lo descripeidn detnllada nqui contenida se hard
con refercncia warticulsr a los orzaniomos recientemente
encontrados ATCC 14,583, 14.584 v 14.555. Sin embargo, se
ha de sobreentender aue la produccidn de antelvencing por
crecimiento de mutantes de éstos orsanismos productoreg
de antelvencina cae dentro del aleance de este invento,.
Tales otros mutantes pueden ser producidos por medio de
procedimientos conocidos, 201 ejenplo sometiendo a una de
las anteriores copas a radiacidn de Reyos X o ultraviolets

'd 3 . .
0 a agentes quinmicos, toles como nor ciemplo mostazas ni-

- 13 =
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Log nétoios eunlendios en los estudios taxonomi—

coz de las cepas mrodnctoras de antelvencing de "S., vene-

e
zuelas" ATCC 14,583, 14,584 v 14.565 con los comunmente
utilizalos en la tovonomis de actinomicetos, Los 8nsavos

o

. . . N -
sacron de carbono se llevaron & cano da acunerdo

1'\
[N
©
P
ci
=t
[
-

con ¢l médtodo dlceerito mor Pridhanm ¥ Gottlieb, J. Dact.

36, 107 (1948). Tog aotos obtenidos a vartir de los egtu-

I

4iog tomonoaicos se muection nds abajo en forma tabular.
Los nimeros entre rarentesis se rofisren a blogues de co-

o L

Low on liaers v Paul "Die- tlonary of Color" (1950)., Tos cul

morfolézicos, Tisioldricas - deo cultivo fueron determing—

deg dssude de 14 Aine de incubneidn. Ta utilis sacidn de

Cornoeno ss ohservd dzgrude de 10 dias de inecubacidn.
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Propiedsd comparada

torfologia

Caractsristicas de

colonia sobre:
pasta de tomgte—
harina de avena

Agar nutriente

Levadurs

Lzar de sales—
almidén

Azar de Czapek

Accibn sobre la leche

Gelatine nutrienie

Reduceion de nitrato

Produccion de SH,

TABLA IT

DESCRIPCICHES DE LOS CULTIVOS

ATCC 14.583

Cadenas de esporas rectas o horiuo-
sasj_esporas 0, 7-1,0 micras Tor
1,0-1,0 micras, ovsles g cilindricas

2385

Crecimiento gbundante; mneello aereo
abundante, rosa-gris (43- 18); rever-
$0 rojo-marrén (lo 14);5 2in pigmen—
0 soluble : e

Crecimiento regular; sin micelio
agreo; reverso ams¥illo (T01E);

sin pigmento soluble sa
Creciniento abundrnte, m10971o céreo
shundente; gris claro (20«*A,, rever
S0 rojo claro—marron, sin p“mnC”tO

3. P

v N P Y

Creciniento abundante; micelio aereo,
ris-blanco (12-14); reverso marrdn
14-11G); sin pigmento soluble

Crecimiento moderado; micelio aéreo
moderado, casi blanco (2—{A) rever
so amarillo (11-4J); sin nigmento
soluble

Coagulacildn, peptonizacidn

Lloua01on completa después de 19
dias



ALRCC 14,584

311094

ARCC 14,585

creo
VEr=

TeN-

éreo
ever
tc

+3 [0
3 M

OnE

3
'

reo
ver

esnoras rectas o tortuo
es O,{— 0O nicras por
icras ovalcu a cllln@TW—

{9 e
L]

Mo

Hlﬂca

QMO

Crscinmiento abundante; micelio as-
reo ahuna:nﬁe, zgris claro (3)—A1),
reverso narrén (15-%7);

40 soluble

Creseciniento regrlar; sin micelio
asre0; roverso amarillo (ll—L?),
sin vpiszmento soluble

Creciniento nodersdos micelio 2¢c~
rs0 moderado, blsico a marvon elg,
0 (n—:u)' re7erso marrdn (14-387;
gin pigmento soluble

Crzgirmiento shundente nicelio'
adrso chundonts; blenco a HgrTon
cloro (10-42); reverso merrdn
(L4-15); sin pizmento soluble

Crcclnlenﬁo moderado; nicelio
aéreo moderado, blanco a marrdén
claro (3-B7, 348); reverso rojo-
-narrdn (7—H9), ligero pigmento
soluble rojo.

Crezeiniento superficial amarillo
norinzco bht nte, cogsulacidn
nenionizaciln raveial,

\Os de licuscidn despuéds de 19
afag

gin oigmen

Cadsnas de esporas reches tortuo
sas3 espores 0, 7-1,0 micras nor
1,2-1,8 micras, c111ndrlcas

Crescimiento gbundante; nicelio
aserso aebundente, rose-gris (51-
24)3 reverso rojo-oscuro-narrdn
(8-9H); pismento soluble rojo
oscuro-marron

Creclaﬂcnuo regular: sin micelio
aereo, reverse amarillo (10-3H);
sin pigmenso soluble

Cvec1m1eato abundante; micelio
aéreo esparcido, blanco (1—13),
reverso rojo-marrdn; sin pigmento
soluble

Cr cimiento abundsnite; micelio
aéreo abundanie, no renja claro-g
marillo (9-24); reverso marrdn
(8-109); marron muy claro pizmen
to soluble

Crecimiento moderado; micelio

aereo moderaao, blanco; reverso

rojo-marrén (5-9G); sin pigmento
soluble.

Coazvlacibn, wveptonizacidn

Licuacidn completa despuds de 19
dias
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In la teble TIT e dindicrn loo resultados de

log engorog Jde utilizecidn de eorbone Izgerrollados sobre

I N T T s . 0 a
orrnigon ATCC 140503, 14,584 v 14.585. in la tabla se

.

capleon los zi-uvienteos simbolos:

L = grecimienio ¥ vtilizecidn

- = gin ecrceinionto o wiilizncidn anarentes

TANTA TIT

Cuadro de utilizacidn de carbono Hars or.-f;anj.s'-",

nos Troivceisorss de anbslvencina.

substrgto reghuczia de creciniento

ATCC 14583

(W £

==

P00 14584 ATCC 14585 -

I (L)=Arohinomo L L L
L (L)-Tiamunoso - - -
Ribosa + L L

4

D (+)-Xilosa

+
1

l—.
-
+

Dextrogca

+
+
i.-

D (=)=Tructooo

ionosa L L L

Lactona - - -

+
-

taltosa +
Sacarose, - - -

D (L£)=Trohnloss L

+
x—.

Tnuline - - -

()
—~
1ol
l
1~
-
Q5
[N
A
e
i
O
ol
o
=
o+
ol

i-Tnositol + - +

+
+

anitol L
Sorhitol - - -

Celulosa - - -

+-
‘—

Salicina L
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antzlveneine oo euliivo de los orsenignos anteriormente
gseritos wueds ser milo st lgunlera de verios nedios e
20G, tul como s ovidente de log cusoyos de utilizacidn
nteriormicnte descritos, ol oroenisne es capas de utili-

CTuentcs de cnersia. Sin erdars0, V0¥ TamQO—

aes de scononds de mrodunceidn, de ndwinoe ren imiento en

€0y 2oR Zrefiribles “etcrainoios medios dc enltivo que
conticnen fuentes nubrientss relat vanente gimmles, Por.
cjemwlo, los nedion qus son dtiles care la wroduccidn de
entelvoneing, incluyen unae fuente asimilable de cnrybono
t2l cono zlucoce, Tructoca s meltoosn, mancsz, alniddn So;g
wle, mcloza, Jdextrina, aodenr i norona, =blidos de nacern..
eidn s moin v cimilarce. Una fuente wmreferida de carbono
25 la slucoge, 401 lonalments, log nedios utilicablen in-

2luren una fuents de nvt“Oﬂh*o asin

pel

[

1a

hle tal como horing

—

de avenz, crtrocho de corne, nep

ot

onas (carne ¢ gsoje), ca-

- e = . - . ]
selnn a2idvolicade, levadn, mezclas de ominogcidos,

N
~4

gimi
e

-ares. Tfuentss actuclmente wreferidos de nitrd SN0 30m

log eribons Anandne
T O ’ ‘v!:l.).;l:rll.-'.

sidrolizada v erxtractos de carnc.

willg mineralas, op cieimlo las que »provorcio-

[t
B
5
1=

onse caleio, masmesio, codio, rotasio, cloruro, sulfa
0 7 crrbonato,  una Tuente de factores de crceimiento,
t2l eomio Levelurs o erhrecto de leva’nro, nuedsn ser incor
porades e log nelior con rvesulidndos beneficiosog.

Izwal quc con muchos microorsonismos, so gunone
degoable ineluir los Jenoninaios "elenentos traza en el

¢dio de cultivo ware cultivar los actinomicetos emrlan~

wos el ects Lnwante. Peles elementos traza son suninistrn

- 17 -
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dos comimmonte como imhurenas acompafiando o ls adicidn de
los otros constituyenies del medio,

1 pH inieiel del medio ds culiivo 0 nusde variar
stensemsnte., Sin ermbarzo, se he cneontrado descable que
el pH inicial del mcilio cotd entre aprorzimedanente 5,0 ¥
aproximadanente 7,5, y nraferiblenente enire aproxinada-
nente 6,5 y aproximaloriente 7,3. @l como ge ha observade
con otros actinomicetos, el pH del medio aumenta sratucl-.
nentec a lo lar-o dzl eriodo de creciniento del orzonieno .
mientres se estd producicndo antelv encina, y »uede alcanf
zar un valor entre avroximaisncnte 7,0 ¥ aproximadamente
8,0 o sumerior, sicendo deo nendienss el »H final, al menos
en —artc, del »H inicinl dol 26dioy, de las goluciones tan
pones mrasentes en ¢l medio, ¥ del neriodo de tilemno en
que se deja orecer ol srzenismo.

Log condiciones Ae cul<tivo aerobio sunerzido son

las condicioneg de eleceidn wars la vroduccidn de antelven

’

cina. Para la creparscidn deo censidades relativemento e~

[
3
o}
Y
o
o]
@]
3
W
pary
ny
e

queiias se vwueden emploor dores y cultivo su~
periicial en botellas; pero nare la prenaracion de sran-
des centldedes, se ~reficre ol cultivo aerobio sumersgido
en tanques estériles. Ll ncdio del songue estéril puede
ser inoculado con una suspensidn esvorulada; nero g causa
del retraso en el creciniento experimentado cuando se wtl
liza cowo inoculc una sussensidn csporulade, se wreficre
la Fforme veseidativa del cultive, Zvitondo de egte manera

el retrogo en el erceinie n%0, se consisue uns utilizecidn

nds eficaz dol equipo de fermeniecidn., Corre spondientemcn
te, es desecble producir primersmente un inoculo vegetati

vo del orzenismo, inoculando una centidsd relativamento
\
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nedlo de cultivo con la Torma de espora del

Iocuenio se

o

ha obtenido un inoculo vesetativo
netive 7 Joven, trosladar el inoculo vezctativo de FTorma
aseptice al sroen dengue. £1 medio cn el que se wvroduce el
inocnlo veoctotivo meds scr isual o difarante que sl me-

-
-

dilo wiilizado wern la »roduceidn a Zran egseala

Log orwonismos crecen nejor a temmerasturas Aden.
eprozinadonente 262C a aproxinadanc ente. -
o Lo produccidn utinma de antelvencina varece tener.
luzar o femperaturss de anroximadancnte 26-302¢C,

“al como es habitual en los nrocesos de cultive
cunier-ildo asrobio, se insufle sire esteril a travées del -
medio de cultivo. Tare un eficaz creciniento del or onis-
10 ¥ nroduceidn de entelvencina, el volumen de aire enpleg
2o en la nroduccidn en tonque de entelvencina egtd prefe-
riblensnte woi encima de C,1 voldmencs de aive »or minuto
7 por volunen de medlo do cultivo. Se obtisne un creci-
nicnto sficaz y rendimicnios 6ptimos en antelvencina cuan
do el woluzen de oire utilizedo es al menos de un volumen
Ze aive nor minutc ¥ ror volumen de medio de cul tivo.

Lo concentrreidn de la setividsa de sntelvenci-
ne en el medio de cultivo tuedes ser éejuila fhcilusnte du

rrote 21 neriodo de formontoeidn enecyondoe muestras del

i3
0]
o
I_J-
o
jl
(&)
O
}__:
< l

©ivo en cuanto @ su actividad inhibitoria
fronte ol erceimiento de un ovzonismo que se sepa que e
inhibe en pressneis dec antelvencina. Ie utllizacidn del
orzenisno "lacillus swotilis! ha resnldodo ser apropiada
Dera este fin. Hl enecyo se puede desarrollar por métodos

turbidinétricos o de ecubeta~-nlac

&}

- 19 -
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in zeneral, la mdring producciin del antibidti

=
Q
o

8¢ verifica dentro de anrovinaderente 4y 7 alas despuds
de la inccrlmeidn 3e1 medio de cultivo cumndo 3¢ emnlea
v cultivo acrobio SUer vido 0 un cultivo de frogeo azi-

tador, 7 dentro de arrozinadomente 5 o 10 dias cuando ge

desarrolla un eul tivo sunerii Leinl, R

Ll nieclio r lor sélidos no disueltos son sepa-

o

co de Fermentacidn noY nediog convencionalas.

}_J

racos del er
tales couwo Tiltrecidn o ca nirifu ocidn, ugua Imente des IS

de 2juste del pH 2 un voelor de eproxizaismente 3,5, Ig ag

f_')\

tividad antibidtica cetd ao ntenida en el czlio Filtrado ¥
puede ser senarada de date envlecndo lag tdenicas ucuales
de adsorcidn. ge pueden cmtleer vna variedad de adsorben~
tes ero se trefieren sinernlnente las roginas de intercam
bio de iones de copr eler &eido. Una rosing esnecinlmente
nreferiia egn IRC~50, una racing de dcido ¢ carboxilico gé-
bilnmente cotidnica vandiia bor la Rolm and Haas Company.
4l empleer 1o tonica ge adsorcién en columns,
le antelvencing se buede reeuperar haciendo 2asor el Fil-
tredo de enldo gobre unz columna rellena con una regina de
intercambio de loneg frroniadn, wow 2jemnlo IRC~50, Hobi-
tualmente, si ge emples una »arte de resing mor cada 30 g
35 partes de Tiltredo e erllo, ce lozra una sevarscidn
sustonelalnente comnlets de ay 1telvencina desde el caldo,
cuando la veloeidnd ge clreculacidn a frovés de una columng
con un didmetro de 75 nr,, ae mantiene entre aproxima
mente 5 y 10 ml. por ninudo, Subsiguientcmente, la colum
12 es lavada a fondo con o- uz haste que el efluente ¢s in
coloro, y 1o actividna antibidtica ¢ elulda desde 1g CO~

luwmng emnloando una mezela disclveonse quec comnrende un
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deido ailn {40 zouoso Ioun cisolvante or~inico mic cible

N < .
eon oo, fgd, LS XA

28 nezeln disolvento o QUG con

rhidrico Q,5H 7

(,

puresas agociadas, ol PH del eluato es ajustado g aproxi-~ -
madanente un pH 5:5 con una base, el elugio es conecentra~.
40 a anrox cinadamnente 3/4 de su volumen originel, se afinden,
con agitacidn =1 eluato concentrado, aproximada amente 3 Vo
lunen de acetona, v el pH de la nezela resultante se ajué
to de muevo o arroinadancente un PH 5;5. Sesuidemente 1a

megele op hocho magnr o trovés de una columna rcllena con

Florigil 3¢ 140-250 nicres (un adsorbente de silicato de
vagrecio vendido wor la Flor1dlp Company) na L separar loyg
Tlzoeuton claniteoiaes, I colwma ces levads con acetona

¥

c2uoge ol 750 hogte ane o) eluente oo ne~at

je

vo al r

6]

actl

Vo de .hwylieh, by nroducto lavado

S0 combinedos v oconcentr rodlos, Se aiinde cloruro de sodio
SO e gn Lo sronercidn de crronimadenente 250 e

e elornro Az @olie cor litro dg eonccntrado. Il weaiden

sy mate - =
8L =nericdo, la mezels ag

Tiltenie, ool Tilde: 1o troneparentc oo extraido con aleco
nol beneilico. i SOUD es oeporaeda de los extractos en ol

lico wcen reoeliteate co cidadide lentencate o anroxis adonen
fesvone, Ul cnfrisniento brusco de 1s

nesela parrddonge i lise 1a nrecinitocidn del clorhidrato
<G onbilveneing, W1 vvodveto ned obtenido consiste orined

welmants an el cloriiidreto de antelvencing A,y con ung can

- 21 -
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. U 4 o 1. - e A 5
tidel nac nequasiio de oln wto Az entclvencing B.

23 nuede wr:o sparoy enbelvencing A exenta de an—

. - ~ - ) « 7
telvencina B eon forma ¢ una do sug zeleg de odieidn de

AN

1eido por muevo brotomicnto de la wrenaracidn obtenicda
tol come ze deceribe snteriormenie. szdl, oor ejennlo, la
nezela de clorhidratos de antelvencing nuede gor disvelta -

en un cistena Aicolvenie aus commrande n~-butanol, »iridi-.
s

ney éeido acético, 7 oue, y la solucidn ast obtenida pug

- N 4
d¢ oer heoeha wasey o dravéa de nng colurma rellena con

polvo de ccluloss mroviomsnte trotois. N1 20lvo de celulo

ga es suspendido en DOUE Tare dreharor ung BUSDENSL0 'l’ g

sonctido subsisvicentorma:

"

¢

¢}

3

b

&

Fildrocidn 7 sucesiva re-—

. PR 4 ~ LRI T maatn A e S )

suspension en aclde clorhidrico acuoso C,2 I, asua v un

olatens dicolvente aus conrrende n-butconol, piridina, éci
2. . o

do acctico y axna exn la mronoreidn de 15:10:1:12. W elug

to ~ue sole de Lo solwma ez recosido a inkervalos resula

res y ¢l curso del Ffrrecioncmiento cronetosrdfico es vigl
lado ezmemirendo las Sroceiones con ayuda de cromatosralia
snocona deloede. Los oriterns frocciones recoglias contig
nen solo clorhidreto As -nielvencina A. Zates son sesuidos
por fracclomes intermedisg que contienen las sales de am—

bos factores. El clorhidreoto de snielvencina T nuro apare
ce en las fraccioner Tinoles reco~idosn, Tas iracciones aue
conticnen los faetorcs indiviluales solos son reunidas v

- e 4
aste seouetcd nara obtsusr una preparscidn

P
oy

concentraliog
pura del clorhidrato de entelvencine A & By, sesin se el

Cas0.

{‘2

S¢ pueden emnlenr soles distintos que el clor-
hidreto marn gsevarer la mezcla antelvencina 4 ¥ 5 en sus

componentes individueles. fzi por gjomnlo, la nmezcla de
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clorhidratos puede ser convertida en una mezela que con-
tisne las salss de nartglenosulionato o de salicilato,

que nueden ser somebidas seguidamente a un fraccionamien-—
: ’ e N . . .
to crorzatograiico eimilar para aislar la sal correspondien

te de antelvencing A exents de la sal de antelvencina B.

Bjemplo 1: Preparacidn de antelvencina.

Un cultivo de "3treptomyces venezuelae" ATCG
14.584 se produce cultivando el organismo sobre un oulﬁi%o
inclinaco de agar nutriente. Bl agar nutriente se prepé?ﬁi
& partir de 65 g. de harina de avena cocids como una sus-—
pensidn, se tawiza y nezcla con 20 g. de agar y suficiehlf
te agua para producir el volumen total de uvn litro. El-~.-
plano inelinado es inoculado con esporas de "S. venezueléé"
ATOC 14.584, y es ineubado durante 5 dfas a 300C. Bl pro—
dueto del cultivo sobre el cultivo inclinado es cubilerto
con gproximagdamente ¢ ml. de agua destilada, y el culiivo
inclinado es rascado suavemente para separar 1los orgenis—
Mmos y crear una suspensidn scuosa de éstos.

Un mililitro de la suspensidn asi obtenida, es
utiligado para inocular bajo condiciones asepticas una por
cibn de 100 ml. de un medio de cultivo vegetativo esteril

. . . « 7
con la siguiente composicions

Cerclose 15 g.
Haring de s0j]a 15 g.
861idos de maceracidn de maiz 5 g.
Cloruro de sodio 5 g.
Carbongto de calcio 2 8.

Agua suficiente nara producir un

volumen f£inal de 1 1.

- 23 =
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2l medio vegetativo inoculado es incubado g
aproximadanente 30¢C durante 48 horas, dursnte cuyo iempo
los frascos son aglitados a la velocidad de 108 ciclos por
minuto sobre un azitador altermativo con una carrera de
50 mm.,

Ginco mililitros del inoculo vegetativo se ubi-~--
lizan para inocular asepiicamente porciones de 100 ml. -Ge--
un medio de produccién contenido en matraces Brlemmeyer -..
de 500 ml., habiendo sido esterilizado el medio a 12096“32

durante 30 minutos y teniendo la sizulente composicién;,;

Harina de soja 15 &.

Cagelna 1l s .
Nitrato de sodio 3 g. i
Jarabe de glucosa bruto 20 ml.
Carvonato de calcio 245 &

Azua suficlente nara producir un

volumen final de 1 1.

5l cultivo inoculado es incubado durante 5 dias
a aproxinadaments 3020 con agitacion sobre un agitador al
ternativo tal como se describe anteriormente. H1 pH del
medio de partida es aproxi.adamente de 6,9. Al final del
periodo de incubacion, ol pH del medio ha awnentado a
aproximadanente 7,3.

El caldo de culbivo asi obbznido es filtrado pa
ra separar el micelic y los sélidos no disueltos. Hl cal-
do filtrado contiene la antelvencina gque es producida por

los organismos.

ey e .7 , .
Ejemplo 2: Preparacion de clorhidrato de antel-

vencina.
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Un cultivo de "Streptomyces venezuelae! ATCC
14.564, es producido tal como se degcribe en el gjemplo
L utilizendo wn medio nubrisnte gue comprende 20 g. de
almidéﬂ, 3 g. de extracto de carne, 1 g. de asparagina,
20 g. de azar ¥ agua suficiente para nrodaucir un volumen
total de un litro. Los cultbivos inclinados son cultivadqs:
durante 5 a2 7 dlas a una temperatura de aproximadamente

3094,

Bl cultivo inelinado es cosechado seguidamente

L

tal cono se descride on el ejemplo 1, v 1 ml, de 1g suéf>i
pensidn asi obtenida es expleado para inocular aseptica=
mente wn matraz Trlenmeyer de 500 ml. que contiene 100

ml. de wn medio de culbivo vegebativo esterilizado con la.’

siguiente composicidn:

Dextrosa, téenica 15 g.
Harina de soja, extralda con di-

solvente 15 g.
Iiquido de maceracién de maiz 10 g,
Cloruro de sodio 5 2.
Carbonato de calecio 2 2.
Agua, suficiente para oroducir un

volumen Tinal de 1 litro

£l medio Ilnoculado es incubado durante 24 horas
a 302C con aitacidn a 250 ciclos por minuto sobre un agi
tador rotativo con uua carrvera de 50 wl. Aproximadanente
25 ml. del culbivo vegetativo resultante son trasladados
gzguldancnte por medio de unag pipeta esteril a un matraz
Srlemmeyer modificado de 4 litros gue contiene 1 1litro de
un medio con la misme composicidn. La incubsacidn se lleva

A0

0 heras bajo las condiciones gue se aca-

- 25 -
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ban de describir. Todo el contenido del matraz que contig

ne el cultivo vegetativo es trasladado a un Fermentador
de acero imoxidable de 45 litros provisio totalmente de
placas de desviacidn de corriente, eguipado con 2 impulso
res de 6 palas de 125 mm. de didmetro, y que contiene 28
litros de un medio de produccidn con una composicidn tal
como la siguiente. T
Dextrosa, técnica 30 g.

. o . 4 .
Harina de soja, extralda con di-

solvente 20 g. ja .
Nitrato de sodio 3 g 'f’
Carvonato de calcio 5 g. .
Aceite de semillas de algoddn 2 ml.
Caseing 2 g
Agua, suficiente pars producir 1 litro

Ta fermentacidn se lleva o cabo a 300G durante
4 dlas con agitacidn a wna velocidad de 400-450 rpm. Ta
Tormacion de espuila se reprime por la adicidn, cuando es
necesario, de aceite de soja. #n el transcurso de la Fer—
mentacidn, sl medio es aireado por adicidn de aire este—
ril a la velocidad de aproximadamente 30 litrog por minu-
bo. Al final del perfodo de fermentacidn, todo el caldo
es ajustado a aproximadamente un pH 3,5 con Acido sulfuri
co M, y se ailade aproximadamente 3: (peso/volumen) de
un coadyuvante de filtraciln comercial. Uespuds de la Fil
tracion se obtienen aproximadamente 22 litros de caldo
filtrado.

Los caldos combinados de 4 fermentaciones en
tangues son hechos pasar sobre una columma rellena, de

75 mm. de diémetro, gque conticne aproximadamente 2.650 ml.

- 26 -
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de resing himeda IRC-50 en el ciclo deido. Cuando la velo

cided de circulacidn es ajustada a aproximademente 6 ml,
Dor minuto, el efiuente que sale de lo columns no tiene
eetiviiad bioldzica, indicando que 12 adsoreidn del anti-
bidtico sobre la regina es sustancislmente completa. Cuan
40 t030 el csldo filtrado, comprendiendo aproximadencnte
88 litros, ha nasa:do a través de la columna, la columna-‘>
es levada renetidamente con asua hasta que el efluente éé”
incoloro. 71
Ie antelvencina es recuperads de la columna co~ -
mo sizue: la columa es elufda de Forma continua con una 
mezcla que couprende 30% (volumen/volumen) de acetona ¥
70% de deido clorhidrico acuoso 0,5 W, en tanto qus el .- }
efluente continua dando un ensayo positivo con el reacﬁi;z
vo de Zhrlich. Se recoge un total de aproximadamente 10,4;
litros de cluato. Bl eluato es ajustado a aproximsdanente
un pH 5,5 con una golucidn de hidrdéxido de sodio acuoso
gl 105 ¥ es concentrado a un volumen de anroximadamente
8y5 litros. Se aftaden 3 volimenes de acetona, con asita-
eibn, 2l sluato concentrado, y el pH de la mezela resul-
tante ec ajustado muevamente mor cneima de aproximadanente
vn pl Gy5. Ta mezcla es hecha pasar a través de una colum
na gue contiene anroximalamente 1750 ml. de Florisil himg

do de 149-250 micras mpara ssnarar plgmentos y alquitranes.

al 75 hasta que ¢l cflusnte es nezativo ol reactivo de

R

Lhrlich. 31 efluente orizinsl v el producto lavado son

v

.

combinados y concentrados hastz un volumen de aproximada~

mente 9 litros, 7 se alizden a éstos 2.250 g. de cloruro

de godio. El rcoiduo alauitroso oscuro que se forma es se
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\

10

15

20

25

30

311094

parado por filtracidn, y ¢l filtrado resultante es ex-
traido tres veces con porciones de 90 ml. de alcohol ben—
cilico. El agua residual es separads de los extractos com
binados bajo vacio y la solucidn resultante de alcohol
bencilico es afiadida lentomente con répide agitacidn a 9
volumenes de acetona. Después de un almacenaniento duran-
te la noche a aproximadamente 39C, el =dlido precipitaddvu
es recuperado por filtracidn, lavado completamente con ‘
acctona y secado "in vacuo". Bl clorhidrsto de antelvenéi'
ng asi obtenido puede ger empleado sesuidamente para n&éig
ve purificacién o para conversidn en otra sal de antelvég

cina, tel como se describe en log ejemplos subgiguientes.”

Ejemnlo 3: Pronaracidn de 2-naftalenosulfonato-

de antelvencing

A una solucidn de 1 g. de clorhidrato de antei—
vencina, wvreparada como en el ejenplo 2, se afiaden 40 ml,
de una solucidn acuosa al 5% de 2-naftaleno sulfonato de
sodio. La mezcla es calentada para rcalizar una solucidn
complets y es sesuidamente dejada enfrisr lentamente. Un
aceite oscuro, gue comienza a separarse cuando la tempera
tura de la solucidn lleza aproximadanente a 202C¢, eg sepa.
rado por centrifugacidi, y la solucidn Flotante es enfrig
da para realizar la cristalizscidn de 2~-naftaleno gulfona

t0 de antelvencina.

Liemplo 4: Preparscidn de saliecilato de antel—~

veneing

4 30 ml. de una solucién acuosa al 5% de salici

lato de sodio se afiade 1 g. de clorhidrato de antelvenci-~

-~ 28 -
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nezcla es calentada durante aproximadsmente 10 minutos so
bre un vallo de vapor ¥ es filtrada micntras estd todavia
caliente para seserar los sbélidos no disueltos. EL Tiltra
do transparente es dejado enfriar a lg temperatura smbien
tey, ¥ la cristalizacidn es inducids rascando los lados
del frageo com una varilla de vidrio. Al primer signo de
cristalizacidn, la mezels es refrigerada a aproximadamente

380 para permitir que tensa luzer la cristalizacidn com~ -

td
=
(o)
o
£
[_-4

o8 crisgteles de salicilato de antelvencina son re

cogidos por filtracidn, lavados dos veces sobre el filtro

¢on worciones de 10 nml

o0
&

e 23ua ¥ hielo, ¥ seeados "in va .

cuo" sobre pentdéxido de fdsforo = la Semperaturs ambiente.
Le reeristalizacidn se realiza a vartir de una solucidr -

acuosa al 2% de salicilato de sodio.

sjemmlo 5: Prevaracidn de sntelvencina A exenta

de antelvencina B

Una columne cromatozrdfica de 31 mm, de didme-—
tro ¥ 425 mm. de larso es rellens con celulosa esgpecial~
mente tratada, trensrads como sizue: una suspensildn de
100 5. de polvo de celulosa Yhotman (CE 70) es preparada
7 bien agitaca durante 30 minutos aproximadamente. Ino celu
loga ez recuperada vor filtracidn, y sezuldamente es re-
sugpendida sucesivamente en deido elorhidrico 0,2 ¥ asus,
7 wna nesela disolvents de n-butanol, vniridina, deido acé
tlco, vy asue en la proporeidn 15:10:1:12.

Une solucidn de 5 z. de clorliidrato de antelven
cinay prevarado tol como se deseribe en el ejemplo 2, en

40 nl. del sistema disolvente antes dcrerito, es hecha na
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sar a través de la columng. Lo columna estd equipada con
un colector de fraceciones automdtico ajustado a interva~
los de 30 minutos, y la velocidad de circulacidn de la

columna cs controlada vara proporcionar aproximadamente 5
a 7 ml. de efluente durante csgte intervalo de tiempo, EL
curgo del fraccionamiento eromatogrdfico es vigilado exo— -
minando ¢l efluente en cada quinto tubo por medio de cro-
matograria de capa delzada sobre zel de silice. Los dos

componentes son distinguidos fécilmente sobre placas cro-..

-

matogréficas en virtud del heého de que las sales de an-
telvencina A se mueven mucho mds rdpidamente en este sis-
tema que los correspondientes derivados de antelvencina B;
giendo los walores Rf en ese sistema de 0,5 y 0,3 respéc¥
tivamente. Las fracciones que por csta técnica se detefmi
na que contienen solamente antelvencina A son reunidas ¥
concentradas hasta gequedsd. EL clorhidrsto de antelvenci
na A sélido asi obtenido vuede ser purificsdo de nuevo o
buede ser convertido en otres sales de cntelvencina A norT
la téenica deserita en los cjemplos 4 7 5.

Las fracciocnes que contienen solanente antelven

cina B son rounides 7y drotados de 1o misma nanera. Las

]

tracciones interme

[

lias que conticnen a lg vez antelvencina
4 y antelvencina B, »pueden ser sometidas o nueva cromato—
grafia pare reslizar una nueva resolucidn, dendo como re-
sultado el alslamiento de cantidades adicionales de los

componentes individualss »uros.
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Los nuntos de invencidn propia y nueva aue se

nregentan vare qus ssan objeto ds estn golicitud de

@
el
@
g
I=

o s £ .
te dc Imvencidn en Ispafia, por VERINTE afios, son los si
suicntes:

1.- Un proccdimicnto nare »reparar un concentra

lo o composicidn de piensos, coracterizado porque se fora
ma de :odo gque contbensa un compuesto del srupo que consta
del ontibidtico antelvencina, y sus sales de adicidn de
deido, caractsrindndose dicho antibidtico, en la forma dc--
su sal de adleidn 2-nafdalensulfonato, como un £blido - -
blanco cristulino que funde a aproximadamente 181—183-,,f3
gue es soluble en asua caliente, metanol, alcohol bencili-
co, dimetilformemida, dimetil eulfoxido, fenol y metil ce
1losolve, es ligeramente soluble en etanol y es relativa-
ente insoluble en opue fria, isovropanol, acetona, aceta
to de etilo, éter, cloroformo, ¥y benceno, gue es basico,
tenicudo unos Indices de pii'a de 9,58 ¥ 11,95 deternina

dos wor veloracidn elsctrométrica en dimetilformamida, acuo
se al 66533 guc tiens un peso molecular aparente calculado
nartiendo de los datos de voloracidn, de avroximadanente
2473 aue tlene la composicidn aproxinada de 54,784 de car

4

bono, 5,235 de hidrdseno, 14,66:5 de nitrdyeno, 7,415 de
asufre y 17,384 de oxiveno; que, cusndo estd amasado con
ceelte minercl, tiene las siguientes bandas percentibles
sn su espeetro de absoreidn de radiaciones infrarrojas S0
bre el marzen de 2,0 a 15,0 micras: 2,79, 3,04, 3,20,

3 48, 5,86, 5,91 (3911 ie)’ 5,08, 6,26, G347,

'S. 50 (Siiliel..dﬁz)y 6,83, 6795, 7,07’ 7,22, 7,4—07 7!55! 7,88,
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5,35 (ancho), &,55, 8,65, 8,79, 9,11, 9,36, 9,64, 10,19
(aépil) 10,30, 10,49, (aévil), 10,58, 10,95, 11,11, 11,25,
11,52, 12,16, 12,39, 12,98, 13,17, 13,38, 13,89, y 14,78
nicres; teniendo una muestra del mismo secads en vacio
una rotacidn especifica de + 11,79 determinada a 252C en

etanol acuosa del 95% en el que la concentracidn de la

v o Lo !
sal antibiotica es del 1% zobre una base de peso por volu
men; que da un rcsulbtado nositivo en el ensayo de Bhrlich -
¥y resultados nesativos en el ensayo con ninhidrina para
alfa~aminodeidos y en el censayo de Sakasuchi para grupos -~

s 94 s . o .’ "/
de guaniding, y gque ticne un esgpeciro dc abgorcion de ru-

. . -]J< s 4
diaciones ultravioleta en solucion gcuosa que presenta .
méximos de absorcidn a anroximadanmente 225 milimicras y
. . [ 3 - - 0’
285 milimicras con indices de absortividad de Elﬂcm =

1
2.180 ¥ 330 regpectivanente.

2.~ El procedimiento de la reivindicacidn 1,
caracterizado noraue se emnlea la sal de antelvencina del
dcido 2-naftslensulfdnico o la sal de antelvencina del
dcido salicilico.

3.~ Il procedimiento de las reivindicaclones
1 6 2, caracherizado porque se emplea una sa2l de adicidn
de antelvencina A v/o antelvencina 3.

4.~ Procediniento para producir antelvencing
adecuads nara su uso en el procedimiento de cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, que se caracteriza por cul
tivar un organismo selsccionade del grupo gue counsta de
Streptomyces venszuelaes ATCC 14.583, Streptomyces venezug
lae ATCC 14.584 y Streptomyces venezuelae ATCC 14.535 en
un medio de cultivo que contiene fuenteg asimilables de

r’

carbono, nitrégeno y sales inorzdmnicas, bajo condiciones

[k
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acroblas sumerzidas haste que se produce una cantidad sus

£.')

tancial de antelvencina por dicho orgonismo en dicho ne-
d4io de cultivo.

5.- L1 procedimiento de la reivindicecibn 4, ca
racterizado poraue se reeupera la antelvencina desde di~
cho nedio de cultivo.,

6.- EL vrocedimiento de las reivindicaciones 4
5 5, caracterizado norque se convierte la antelvencina eﬁ-
vne sel de adicidn de deido terapéuticamente aceptabls def;
la misnma,

Tem 1 procedimiento de cualquicra de las rei-
vindictelones 4 a 6, caracterizado vorque se manticne el
medio de cultivo a una temperatura de sproximadamente 7
26=332C 7 el creciniento del orzanismo se lleva a cabo Ggi
rante un periodo de aproximadamente 4 a 10 dfas. .

8.~ El vprocedimiento de cualquiera de las rei-
vindicaciones 4 a 7, que se¢ caracteriza ademis POY SOne-—
ter lz antelvencina, cn la forma de una sal de adicidn de
feldo, a cromatograrfia fraccionads, obtenidndose asi las
sales de auntelvencina A y antelvencine B como sustancias
separsias o vartir de las fraceiones recogidas degde lg
columna erometosrdfica.

9.~ Un »rocedimiento para vreparar un concentry
do o composicidn de piensos.

Tal y como se ha descrito cn la Memorig que ane
tecede, wevrescntado en el dibujo que se acompaila ¥ vara

log fines que se han sspecificedo.

o =
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Ezta lemoria consta de treinta ¥ cuatro

escritas a miquina por una sola cara.

AUy e

Madrid,
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