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Procedimientg pars la produccibn de un

antibibticg antiprotogoario y antihelmfntico,

HITDUSTAN ANITBIODICS LIITSD, entided de la Indie,

residente en Pimpri, Poons 18, ilsharashira, Indis.

T —

TLa presente invencidén se relaciona con un
nuevo antibiético antihelmintico y antiprotozoario
que se denominard en adelante "Antiamoebin", y con

un procedimiento para su produced bn.

Bn los afios reclientes se han dado a conocer
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varios antibibticos antipfotozoanios, tales como Para-
momycin, Antiprotozoin, Hamycin, Puromycin, Afzalomy-
c¢in-F, etc., especialmente para su empleo contra 1la
Entemoeba histolytica, Trypanogoma curzil, Trichomo-
nas vaginalis y otros protozoariog causantes ds enfer-
nedades en seres humanos y en animales. Contra la L.
histolytica, que casuga la disenterfa amébica en los
drépicos, continla todaviz la blisqueda de un amebicida
eficaz que cure las infecciones hepdticas e intestina-
les y al mismo tiempo sea atbxico. La Paramomyecin solo
controla las infecciones intestinsles, y otros produc-
tos quimicos como el hidrocloruro de emetina, arsenics
les, gluacarubina, camoquinz y otros necesitan un tra-
tamiento a largo plazo y ejercen efectos secendarios
advergos. Ninguno de esbos antibidticos y productos
quimicos antiprotozosrios mencionados poseen propieda~
des antihelminticas.

Los tipos de gusanos que infestan al hombre y
& los animales, particulermente en los trépicos, son
denasiado numerogos para mencionarse por sus nombres.
Los gusanos presentes en los intestinos y otros brganos
profindamente asentados son log causantes de la nutri-
c¢idn defectuosa y obtras diversas enfermedades. Los gu-
sanos redondos, lombrices intestinales y nematodos fi-
liformes reducen el desarrollo de los nifios por densa
infestacién en los intestinos. Los gusanos de los géng
ros Uncinarie y Anchylostoma y las tenias y otros cau~
san pertuﬁbaciones crénicag y particularmente los pri-
meros causan anemis en log campesinos desnutridos.Los

gusanos de animales de granja, animales domésticos ¥
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aves asclenden a varias docenas dc czpecies y &éneros

y su adecuado control es uno de log mayores problemzs.
uxisten algunos antibidbticos como el Hygromyciny el
Anthelomyein, que son conocidos como antihelmInticos.

La Ascaricidin, notificada desde Japbn, es conocida
como poseedora de cierta actividad antihelmintica. Los
tratamientos actuales de seres humanos y animales, en-
caminados a expulsar los gusanog, son diversos. Se ad-
ministran sales de piperizina para éexpulsar gusanos re
dondos y las lombrices intestinales. Las sales beféni-
cag se administran para las tenias, los compuestos tetra
cloroetilénicos y organofosféricos contre los gusanos de
los géneros Uncinaris y Anchylostoma, etc. Estos son com
puestos téxicos y los efectos posteriores son muy seve-
ros. 4 falta de drogas me jores y méds seguras, han de ad
ministrarse éstas., Ninguna de ella es sistémicamente
efectiva, de manera que hasta ahora no existe ningln an
tibidtico ni producto quimico que controle la fase mi-
croscbpica del Toxocara y log gusanos adultos de la fila
riasis.

En el curso del programa destinado a desarrollar
nuevos antibibdticos antiprotozoarios y antihelminticos
en los Research Laboratories del Industan Antibiotics
Regearch Centrs, de Pimpri (Poona), se ha descubierto un
nuevo antibibtico, el "Antiamoebin®, procedente de ires
ogpecies de hongog en grandes cantidades. Lstos son el
Emericellopsis salmosynnemata Hathur y Thirumalachar,
Emericellopsis poonensis Thirumalachar y Cephelosporium
pluprina Thirumalachar.

Se ha observado también la produccidén de pequeiias
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cantidades del antibibtico por razas de Eméricellopsis
humicola (Cain) Cain (E. humicol (Cein) Gilmen) y B..
Minima Stolk. Es bien sabido que la Emericellopsis es
la fase perfecta del género imperfecto Cephalosporium.
Nogotros hemos publicado un informe gobre el hongo L.
gsynnematicola Mathur y Thirumelachar, en Mycologia, Vo-
lumen 52, péginas 694-697, 1960, E1 E. poonensis difie-
re del B, synnematicola en la producelén de la fase
Cephalogporium para sus conidios, a diferencia del tipo
Stilbum de conididforos en el B, synnematicola. Los ta-
mafios de las esporas son también ligeramente diferentes.
ELl Cephalogporium pimprina Thirum pertenece al grupo
Curtipes del Cephalosporium descrito por Sukapure ¥
Thirumalachar (Mycologia, en prensa). No produce la fa-
se peritencial y las colonias son blancas y extendidas.
Los conidibforos miden de 20 & 30 micras y los conidios
miden de 8 a 10 por 4 a 6 micras, gon entre ovalados Jy
elipsoides, hialinos y lisos.

Regpecto al nuevo procedimiento en cuesgtibn, esta
invenecidén comprende el proceso fermentativo de desarro-
1lo de una de las treg especles de hongos anteriormente
mencionados y también razas seleccionadas de E. humico-
la y B, minima, en un medio de cultivo que contiene una
fuente agimilable de hidrato ds carbono, nitrégeno y sa
les inorgdnicas. Sin embargo, por sconomfa de produccibn,
wfxime produceidn de anblivibticos y facilidad de zizlo-
niento del Antiamoebin, son preferibles ciertos medios
de cultivo. Asi, por ejemplo, las fuentes actualmente
preferides de hidrato de carbono en el medio de cultivo

gon la glucosa, sacarosa y fécula. Otras fuentes que
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pusden incluirse son la dextrina, melaza, lactosza, etc,

Lag fuentes de nitrdgeno que pueden emplearse son el 1ji
cor de destilaclén de maiz, haba de soja y harina de cg
cahuete, varias legumbres, solubles de degtiladores,
mezclas de cageina y aminodcidos, peptonas (tanto de car
ne como de soja), ete. Fuentes inorgénicas de nitrédgenc
incluyen a las sales nitratos y sales ambnicas. Las sa-
les inorgdnicas nutrientes & incorporar en el medio in~
cluyen las sales habituales capaceg de produclir iones
de godio, potasio, calecio, fosfato, cloruro, sulfato y
gimilares.

Los elementos egenclales menores que estimulan
gl deserrollo del hongo, dando supsriores producciones,
se incorporan también en el medio de cultivo. Tales ele
mentos menores forman frecusntemente parte de las mate-
rias primas presentédndose como impurezas.

Para describir los procesos implicados en la
produccién de la Antiamoebin, se describe le manipule-
cibén de la raza de Emericellopsis poomsnsis y pueden odb
tenerse los mismos resultados con otras especies y ra-
zas anteriormente mencionazdas. La £, poonensis, raza
SLA~IL, puede degarrollarse en agar que conbengs variocs
nutrientes & temperaturag de 24 a 3700 aproxinadamente,
giendo la temperatura Sptima de 2800. Bl agar de dex-
troga de patata, ager de Sabouraud, el agar de peptona .
de glucosa, y el agar de Czapeks, son todos ellos ade-
cuados. E1 hongo se desarrolla en forma de colonia
Blanca, formando micelio adreo y un mayor ntimero de ma=-
sag conidias egféricag inclufdas en el conididéforo, tIi-

pico del Cephalosporium. Después de su incubacibn duran
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te 10 a 16 dafas, aparscen puntos negros dissminados so-
bre la colocia. Bstas son la fase ascigera o fase perfec-
ta del hongo que se adapte 2 la fase Smericellopsis. Para
la produccibn del antibibdtico, son adecuadas las colonlas
de 6 a 8 dias, conteniendo numerosas masas conidias.

Para la preparacidn de cantidades limitadas de los
antibibticos, pueden semplearse matraces agitadores y cul-
tivos superficialss en frascos. Para una produccidn a gran
egcala, se emplean fermentadores de acero inoxidable con
dispositivos de aireacién y aglitacidn, control de tempera
tura y otros destinados a mentensr unas condiciones esté
riles, £l método preferido de produccidn consiste en de~
garrollar el inoculo vegetativo del hongo en un recipien
te semillero inoculdndolo con un cultivo puro, empleando
conidios, ascosporas, micelios o una combinacién de ellos.
Cuando ha tenido lugar el desarrollo vegetativo con mice-
1lio joven y en desarrollo activo, se transfiesre el inbeu
lo agdpticamente a grandes tanques. &1 medio en el que se
desarrolla el inbculo vegetativo pueds ser igual o dife-
rente al empleado para la produccibn del antibiético.

Como es habitual en la produccidn de antibidticos
mediante el procedimiento de cultivo suwaergido, se insu-
fla aire estéril a travég del medio de cultivo, que se
dispersa por agltacibn., El voltmen de aire pasado varfa
entre 0,1 y 1 voltmenes por minuto, por voldmen Ge caldo
de cultivo, El pH inicial del medio puede ser de 4 a 7,5,
aunque el valor preferido es de 0,5, y se emplea una tem
peraturs de 24 a 2800. La fermentacibn se efectla duran~
te 72 a 120 horas y al término de la fermentacién el pH

se eleva al lado alcalino.
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La produccidn del antibibtico se sigue recogien-
do une cantidad conocida del caldo y aflladiendo medio vo
lémen de n-butanol, agitando minuciosamente para la ex-
traccidn, separando el bubtanol por centrifugacidn y eva
porando el butanol bajo vacio. El residuc vuelve a ex-
tractarse con metanol y se filtra. La solucibn se evapo
ra hagta su secamiento y se calcula la centidad de anti
bibtico que queda. Este procedimiento gravimétrico pro-
porciona resultados satisfactorios y produce una canti-
dad del 85 al 90% del antibibtico en el caldo. En gene~
ral, la produccibn méxima del antibidtico después de la
inoculecidn del medlo de cultivo tiene lugar en 3 a 5
dfas cuando se emplea el desarrollo sumergido, y de 8 a
) dfes cuando se efecttia el cultivo superficial.

Bl antibibético producido en esta invencibn puede
recuperarse del medio de cultivo mediante tdcnicas de
extraccibn y adsorcidn. Das primeras son las preferidas
para unz produccidén comercial, puesto que la cantidad
recuperada y las eficiencias son superiores. Pera lo ex
traceidn del compuesto antibidtico del filtrado 4:1l cal-
do, son preferibles unog dlgolveontes orgdnicos polares e
lnmezclables con ajua, Jy para extrasr del micelio pueden
emplearse alcoholes alifdticos como el metanol, etancl,
butanol, propanol, isopropanol, cellosolve metflico ¥
et{lico, acetona acuosa, etc., El método preferido de
extraccibn ez la filtracibn del caldo y la extraccldn
del filtrado y dsl micelio separademente, Del micelio
pucde extraerse el antibibtico en todos los alcoholes
inferiores tales como metanol y etanol, isopropsnol,

acetona acuosa, csllosolve wetflico, piridins, formamida
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dimetflica, cellosolve metflico y etflico, ¥y otros.

El antibiético que se recupera en el disol-
vente orgdnico puede evaporarge hasta sm secamiento
en vacio, para producir el antibidtico en forma cruda.
Como variante, el antibibtico puede adsorberse emplean
do carbbn vegetal activado, silicato magnésico-alumfni
co ¥y similares. La elucidbn del antibidbtico es solo par
cial por disolventes orgdnicos en los que el antibiéti
co sea soluble.

Cuando solo se efectla el proceso de extraccidn
gue es el preferido, el caldo eg filtrado y el filtra-
do se extracta con un tercio de volimen de n—butanol.
1 bubanol se separa y se concentra en vaclo a 1/20 de
voldmen y se precipita el antibibtico empleando un di-
golvente mezclable tal como acetona o una mezcla de
disolventes mezclsbles, como acetina y ter de petrsd-
leo. E1l entibidtico crudo se recoge pera su ulterior
purificacibn, £1 micelio puede extractarse dos veces
con n~butanol y puede efectuarse el mismo procedimien
t0 descrito para el filtrado. Sin embargo, el proceso
preferido eg la extraceidn del micelio en metanol o
etanol, filtrdndose lusgo. El extracto metanblico o
etanbdlico se trata con carbono decolorante y se evapo-
ra hasta separarse el aslcohol. Ordinarismente queda el
antibibtico en forma de suspensidn blanca; principal-

mente en condicidn cristalines. Los crigtales crudos se

retiran por filtracidn y se recristalizan para su ulte

rior purificacién,.
Para la purificaci én del Antiamosbin erudo o

parcialmente purificado, se disuelve el material en
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un 30 3 un 45 ¢ ge etanol o metanol caliente, se tra-

ta con carbbn vegetal activado decolorante, se filira

mientras estd todavle caliente, ss enfrfa o temperatu-

ra smbiente y se mantiene durante 4 a 6 horas, trans-

firiéndose luego a un smbiente frio a 5°C durante to-

da la noche. Se forman grandes masas de cristales de

forma acicular, que son filtrados, lavados con agua

minuciosamente y secados, £l antibibbtico Antiamoebin

tiense las siguientes caracterfsticas:

Naturalsza:

Forma y color:

Punto de fusglbns
Actividad 6pticas

dximo de absorcibn
wltravioleta,

édximo de absorcién
infrarroja.

Solubilidad:

Polipéptico neutro
Agujas fascliculadas blancas,

ligeramente amargas ¢ inodo-
Tas.

219~220°C (&)

(X) 122410 (¢, 1,02% en me-
tanol

() D410 (¢, 1,03 en DuF)
Absoreidn terminal

3.320=3.290 (NH ligado). 1850,
1530 (deformacién CO y IWH),

1078, 695 Q.

Soluble en metanol, etanol,
butanol, n-propanol, isopro-
panol, piridina, 4cido acéti-
c¢o glacial, formamide dimeti-
lica, acetons acuosa, cetona
metil-etilica himeda y cello-
golve metflico y etflico., In-
goluble en agua, cloroformo,

dter, dter de petrbleo, ace-



Naturaleza:

Otrag reacciones:

tato etllico, acetato butilico,
acetona, tolueno, tetracloruro
de carbono, dioxano, bsnceno,
disvlfuro de carbono, tolusno,
cloruro metflico y glicol etild
nico.
Polipdptido neutro,
Ensayos ncgativos con cloruro
férrico de Fehling, Benedict,
Molisch, Sakaguchl, ninhidrina,
biuret y antrona. Ensayo pouiti
vo con xantoproteina., Hidroligis
alealina durante una hora produ-
ce un ensayo positivo con biuret.
La hidrolisis con ClH 6N en un
tubo sellado durante 15 horas
produce 171 manchas positivas de
ninhidrina en cromatograflzs en
papel bidimensional. Los siguien
tes aminodcidos son identifica-
dos por cromatograffa en papel
monodimengional o bidimensional
con ayuda de aminodcidos norma-
les: prolina, dcido alfa-amino-
~igobutirico, fenilalanina, vali
na, leucina, hidroxiprolinz, 1li-
sina y dcido glutdmico., Anflisis:
c, 56,11, H, 7,563 N, 13,50%. El
ensayo de Assigne para helbgeno

¥y azufre es negativo.
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Los espectros ultravioleta e infrarrojo del An-
tiamoebin en Nujol se indican en los adjuntos dibujos,
en los cuales la figura 1 ilustra el espectro ultravio-
leta y las figuras 2 y 3 1lugtran los espectros infra-
rrojos para dos diferentes regiones.

SJENPLO 1
Preparacibén de Antiamoebin.

Se prepara un caldo de inbculo qus tiene las
giguientes composiciones: 2,0% de harina de haba de 30
ja, 2,0% de glucosa, 0,3% de swlfato ambénico, 0,254 de
cloruro sédico y 0,6% de carbonato cdlcico; el pH es de
6,5 a Ts E1 medio, de 50 litros, se esteriliza a 1 1li-
bras durante 30 minutos y se inocula cusndo se enfria
g 28%C con desarrollo vegetstivo de 48 horas de Hmeri~
cellopels synnematicola o E, poonensis. E1 inbculo a
emplear se¢ degarrolla previamente en matraces agltables
y se observa al microscoplio para comprobar su vigoroso
degarrollo. Durante el periodo de desarrollo en el medio
de 50 litros, se efectlan airesacidn y agitacibn, reali-
zéndose estas operaciones bajo condiciones estériles.
Se emplea medio volimen de aire por voldmen de caldo
de cultivo por minuto.

Egte inbculo, despuds de un desarrollo de 48 ho-
ras, se transfiere a un tangue de fermentacibn con 1000
litros de medio, de la sigulente composicibn: 2,54 de
harina de haba de soja, 3,04 de glucosa, 0,5% de sulfa-
to amdnico, 0,25% de cloruro sbdico y 0,5% de carbonato
célcico; el pH es de ©,5 a 6,8.

¥l medio se esteriliza calentando bajo presién'

a 120°¢ aproximadamente, durante 30 minutos. La tempe-
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ratura se desciende a 2800 y el inbculo de 50 litros

del recipiente de semilla se transfiere agépticamente. .
Durante el perfodo de desarrollo, se agita el caldo y
se insufla aire estéril a razbén de 0,5 a 1 volimen de
5 aire por volumen de caldo por minumto. E1 desarrollo
del micelio y la produccibn de antibibtico se comprue
ba peribdicamente por el método gravimétrico. Al cabo
de 96 a 120 horas, que es el perfodo hebitual requeri-
do, se ajusta el pH del caldo a 5 y se filtra, E1 fil-
10. trado es recogido y extractado con 1/3 de voldmen de
n-butanol empleando un extractor para mezclar minucio
samente y transferir el antibibtico desde el caldo =l
disolvente. £1 micelio se extracta tambidn andlogemen-
te primero con 1,5 voliémenes de butanol por kg del mi-
15, celio, efectudndose uns segunda extraceibn con un li-
tro de butanol por kg de micelio, Despuds de unz minu-
ciocsa extraccibn por agitacibn, se filtra el butanol y
se agrupa. Sgte se mezcla con la extraccibn butanbdlica
Gel filtrado del caldo. Los extractos butanblicos agru
20. pados reciben un lavado con agua para la separacibn de
sales, etc., concentrdndose luego en vacio a 30 litros
aproximadamente, Bl volimen de solucién butanbdlica agru
pada os, para empezar, de 600 litros aproximadamente.
Se forma una gran cantidad de suspensibn, que es sl
25, antibibtico crudo. Bste es filtrado,lavado con aceto-
nz y secado. Para la solucibn butanbélica despuds de la
filtracidn de la suspensibn, se afiade 3 veces la can~
tidad de acetona y ge mantiene enfriada la solucibn
durante 24 horas a 10°C. El precipitado amarillo crema

30, eg filtrado, lavado con acetona y gscado.
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El Antiamoebin crudo asf obtenido es lavado con
varios cambios de agua hasta guse no ge forma ningin ma-
terial colorante amarillo pdlido y se disuelve en meta~
nol caliente al 45%, mantenido a 50°C gobre un baho de
agua. Se allade un exceso de Antiamoebin hagta que no se
disuelve ya. Oe agrega carbbn vegetal activado (1 de
extracto metanblico) y se filtra mientras estd todavia
caliente., Luego se mantiens la solucibn a temperatura
ambiente durante 3 a 4 horas y seguldamente se transfig
re a un ambiente frio, donde se deja a 5°C durante toda
la noche. Se forman grandes masas de eristales acicula-~
resg en haces y sa filtran, lavan con agua destilada y
secan. Puede efectuarse una segunds recrigtalizacidn re
pitiendo el mismo procedimiento.

BILPLO 2

El procego de fermentacidn se lleva a cabo de
igual manera. &l micelio que contiene la porcidn prin~
cipal del antibibtico se filtra ajustando el pH del cal
do en 5. El micelio es lavado y extractado con metanol,
usando 1,5 litros de metancl por kg de micelio para la
primera exfraccibén y un litro de metanol por kg de mice
lio en la segunda extraccidn. b1 metanol se filtra y se
aggrupan los extractog. Ll extracto agrupado se trata
con carbdn vegetal activado (decolorante) a razbn del
0,5% y se filtra. Luego go evapora el extracto en vaclo
o una temperatura de 45 a 50°C. Esto es posible debido
a la pregencia de agua en el extracto metanblico. &1 vo
lfmen de 600 litros de extracto metanblico se rcduce a
30 litros. Se forma Antiamosbin en forma de suspensibn

blanca, que 3s en su mayor parte cristelina. Los cristz
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les crudos son filtrados, lavados con agua y secados.

Se disuelven estos cristales en un 45% de metanol o
etanol, se trdtan con carbbn vegetal, se filtran y se
recristalizan siguiendo el mismo procedimiento indica-
do en el ejemplo 1.
El filtrado del caldo se trata con carbono ac-
tivado (Norit SG) en una proporcién de 2 gramos por li-
tro de caldo. E1 carbono zctivado es agitado y filtra-
do. Se efectfa la slugibn del antibibtico usando buta-
nol, metanol o etanol. E1 producto de lz elusidn se
evapore hagte su secamiento y se purifica el Antiamoe-
bin mediante recriétalizacién a partir de egte material
gblido crudo.
EJEMPLO 3
Se lleva a cabo el proceso de fermentacidn de
la monera descrita en log ejemplos 1y 2 y se extracta
el micelio con cellosolve etflico o met{lico y se con-
centra el extracto para obbtener el antibidtico crudo.
Egte ag ulteriormente selaborado y purificade para oble-
ner un material cristalino puro.
EJEGPLO 4
El proceso de fermentacidén se lleva a cabo de
ls manera descrita en los ejemplos 1y 2 y se sxbtracta
el micelio con acetona acuosa o formamide dimetflica,
concentrdndose el extracto para dar un antibibtico cru
6o, que eg purificado y cristalizado.
EJEGPLO 5
Bl proceso de fermontacibn se lleva a cabo de
la manera descrita en los ejemplos 1 a 2 y se extracta

6l micelio en zlcohol amilo o ciloexznol czliente y se
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concentra psra obtensr el antivibdtico crudo.

La actividad del producto finzsl se determins
por método de biloensayo para determiner la sctividad
antiprotozoaria, usando Tetrahymens pyriformis y Lnta

5., moeba Histolytica. £n el bicensayo se usa la Tetrahy-
mena pyriformis.

Se efectfian cultivos del Tetrzhymena pyrifor-
mis mantenidos con decoccibn de extracto de tiesrra ¥y
harina de oaoa@q@te. Se retira materisl de Antizmoebin

10. standard y se obtiens una solucién acuosa de un mili-
gramo por milimetro. £1 antibidtico ha de¢ solubiligzar-
se primeramente en algunas gotas de etanol. Se intro-
ducen en tubos cantidades igusles del cultivo ligquido
de Tetrahymens que contiens 2 x 104 cé1ulas por ml ¥y

5. mediante el método de dilucidn seriada en tubos, se ab
tiene una concentracidn del antibvibtico entre 1 micro-
gramo por ml y 100 microgramos por ml en la gema de
1~10-20~30-40 microgramos por ml, etc. Después de un
mezclado fntimo y de una incubacibn durante una hora

20, a 24°C, se examins sl microscopio la solucidn de cada
tubo., Se determina la concentracibébn en la que hay un
100% de lisis de lasg célulasi Bn la siguiente serie,
se efectuaron diluciones entre la concentracién a la
que se observé una lisis del 100% y la siguiente con-

o5, centracibn inferior, determindndose la concentracidn mas
préxiua gque produjo una lisis del 100% en 60 minutos.
Para el Antiamosbin puro, la concentracibn para la 1li-
sis es de 46 a 48 microgramos por mililitro.

Se emplea la raza de E. histolytica (hyman) man—

30. tenida en el laboratorio. Las amebas se desarrollan en
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un medio de Balamuth totalmente liquido y se recogie-
ron los cultivos de 48 horas incubados a 37°C. Las
amebas se recogleron y megzelaron con medio de Balamuth
fregsco conteniendo fécula de arroz. Se ajusta el nime~
ro de amebas en este proceso de dilucién disponiendo
aproximadamente 5 amebas movibles por 0,05 ml. Se efeg
tda la solueidbdn de Antiamoebin empleando el mismo mé-
dio como vehfculo. Se solubiliza primeramente en algu-
nas gotas Jde etanol. El medlo de Balamuth que contiens
a los trofofitos se distribuye en tubos y se ailade al
antividtico para obtener la concentracidn final reque-
rida, incubdndose a 3'7°C durante 48 horas, 2l cabo de
cuyo tiempo se efectlian lecturas observando al micros-
copio para determinar la existancia de trofofitos acti
vos. La observacién se efectiia despuds de 48 horas de

incubacibn a 37°C., xon los siguientes resultados:

Control (sin antibibtico) ias de 25 trofofitos mo
vibles por campo.

1/100 mg/ml. Iisis completa, sin amebes.

1/200 mg/ml. Igual

1/300 mg/ml. Igusl

1/400 mg/ul. Tguzl

1/500 mg/ml. - Igual

16600 y 1,/900 mg/ml. Igusl. Una o raramente dos

, amebas a 1/00 mg/ml.

1/1000 mg/ul., Unz o dos amebas mo
vibles activadas en
0,05 ml.

1/2000 mg/ml. Desarrollo raro, una

a dos amebag por
0,05 mnl.
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1/2500 ng/nl. Dos & cinco amebai por
0,05 ul.

1/5000 mg/ml. Mlas de 10 aumebag por
0,05 ul.

1/10.000 mgz/ml. des de 10 amcbas por
0,05 nl.

Lo actividad ameblcidas del Antiamoebin eg por
consiguients de 0,5 a 1,25 microgramos por ml. La actl
vidad de muestras desconocidss pusde determinarse por
el miszmo procedimiento. Bl antibibdtico es atbzxico oral-
mente y se tolera bien una cantidad de 10 gramos por
kg de peso del cusrpo en ratonss, ratas, cerdos de gui-
nea, perros, etc. La dosis terapéutica para curar infec
ciones protozoarias y helufnticas en el hombre y en log
animszles ag una dozis oral de solo 5 mg por kg de peso
del cuerpo, siendo el periodo de tratamlento inferior a
5 dfas pera una cura completa. For consiguients, queda
bien establecido el efecto terapdutico de esbe antibib-
tico.

NOM A

Descrita suficientemente la naturaleza del inven
t0, as! como la mansera de realizarlo en la préctica, de
be hacerse constar que las dispogiciones anteriormente
indicadas, son susceptibles de modificaclones ds detalle
en cuanto no alteren su principio fundemental, siendo lo
que constituye la esencia del referido invento, y por
lo que se solicite Patente de Invencidn por 20 afios en
Espafia, sobre: "PROCUDILIENTO PARA LA PRODUCCION Di UN
ANITBIOTICO ANLIPROPOZOARIO Y ANPIHLLLINIICOW; caracte-

rizdndose por 1o siguiente:



1e .~ "Procsdimiento para la produccién de un
antibibtico antiprotozoario y antihelmInticov, carac-
terizado porque se cultiva una raza de Zmericellopsis
o Cephalosporium, particularmente E. synnematicola,

5 . Cephalogporium pimpring y ragas de otros Emericellop-
sis, tales como el E. minima y el E. humicola y sus fa
ses conidias, en un medio de cultivo gque contiene fuen
tes agimilables de hidratos de carbono, nitrégeno y sa
les inorgdnicas, hasta que se produce una cantidad sug

10. tancial del antibiético en el cultivo del caldo, y ul
teriormente la recuperacidn del antibibtico del citado
medio de cultivo.

25.-Proeeéimiento.segﬁn la reivindicacién 1,
caracterizado porque el medio de cultivo contiens hiéng

5, tos de carbono, nitrbgeno y sales inorgdnicas asimila-
bles y el organismo productor se cultiva en aquel bajo
condiciones aerdbucas mediante cultivo sumergido.

32 .~ Procedimiento segtin las reivindicaciones 1
& 2, caracteri zado porque el organismo es ¥mericellop~

20. sis synnematicola, E. ponnensig, E. hymicola, E. minima
o sus fases conidias y el Cephalosporium pimprima.

4& ,~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1
§ 2, caracterizado porque el medio de cultivo se mantie
ne a una tempsratura de 20 & 37°C aproximadamente.

55, 58 ,~ Procedimiento segln la veivindicacién 4, ca
racterizado porque el desarrollo del, organismo se llevs
a cabo durante un perfodo de 2 a 8 dfas.

62 ,- Procedimiento segiin cualgquiera de las rei-
vindicaciones 1 a 3, caracterizadc porque se incluye

30. la operacidén de extracter el caldo de cultivo a cual-



5e

10.

5.

20.

quier pH con disolventes orgdnicos polaree inmezclables
con sgua y alcoholes alifdticos Cq & 08’

7% o~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1
a 3, caracterizado porque incluye la opcracidn de ex-—
tractar ol caldo de cultivo a cualquier pH con éterss
monocl;uflicos alifdticos de glicol etilénico 03 o GS‘

B&.~ Procedimiento segfn las reivindicacionss 1
a 3, coracterizado porque el caldo de cultivo a cual-~
quler pH s extracta a bajas o clevadas tem sraturas
con cetonas alifdticas C3 a C1p.

9% ,~ Procedimiento segln las reivindicacionss 1
a 3, caracterizado porque el micelio se extracta con
fornomnida dimetilica.

103 .~ "Procedimiento para le produccibén de un
antibibtico antiprotozoario y antihelmintico®, tal y
como queda sustencialmente descrito en la presente .emo
ria; e ilustrado en los adjuntos dibujos.

Bsta Hemoria consta de 19 hojas escritas = ndgul

na por una g0la cara.




+..,-

|
|
|
I
i

HINDUSTAN ANTIBIOTICS LIMITED. 32 0 94 1 2 Hojas

Hoja 1.

e s

ES C A L A
WARIABLE

T

20

|
I
S

30

‘AC

50

50

70

70

=80

90

= 5 100

460

400 210

A

"‘!' '5 Ia)
Madrid " DIC 100
i e vy Mo

pe p. Firmado: F, Hamandez Rulz

o 3 . e s 1+ e et

R .g’m



HINSUSTAN ANTIBIOTICS LIMITED. 32 Og 4 1 ¢ liojas  Hoja 2.

F
MICRONS
25, ..30 35 40 ""%0 &0 . 80
L
QJ N e el T, V. S )
§8(J ] % \ 80
< \ ail
%“ ) / A
A |/ 40
2 L ,
E J
20 20

’ PR
OAOOO 3500 3000 2500 2000 !50&@

FIG.2,
MICRONS

50] L 60 70 B8O 00 R0 60
(o T T PR 100
9
N 80
L
% \ AT
260 60
o a
=
240 e 40
& v
| el

20 - 20

ESCALA FIG

YARIABLE // 18 DIC 1965

i"‘ l/‘

[ C"ONL‘? remma y MRy
P Kemado; |, W GRGRL i,

.. 3
j e




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



