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MEMORIA DESCRIPTIVA e
que se presgnta para unir a la solicitud
de .
PATENTE DE INVENCION el
formulada el 1 de febrero de 1966, con el mim. 322,482
on Ry
EsPafa )
por VEINTE afios ‘
a nombre de E.R. SQUIBR & SONS,INC;, entidad norteamericana,v
establecida en ;45 Fifth Avenue; Nueva York; N. Y;; Estados
Unidos de América; por:

"UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR PRASINOMICINAY

La presente invencidn se refiere a nuevas sustan-
cias antibiéticas, a métodos para su produccidn por fermen—
tacidn, y a métodos para su concentracidn, purificacidn y
aislamientd;

La mezcla de nuevas sustancias antibidticas de la
invencidn se denomina en 1o sucesivo prasinomicina, genérica~
mente y en mezcla, y los componentes individuales se denomi-
nan prasinomicina A, prasinomicina B, prasinomicina C, prasi
nomicina D y prasinomicina E. La prasinomicina se produce

por cultivo, bajo condiciones controladas, de ciertos micro-
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organismos Streptomyces. Entre ellos se encuentra una cepa

de Streptomyces prasinus ATCC 15.825, aislado de muestras

de tierra obtenidas en Colorado Springs, Colorado; Strepto-

myces hirsutus y Streptomyces prasinopilosus.

El Streptomyces prasinus que se puede emplear en

’ K3 3 + 3 .
la practica de la invencidn se puede aislar y caracterizar

agitando primero una parte de la muestra de tierr;:é; agua

destilada estéril; y cultivando sobre lamina erlthf?ﬁ;dio de
agar que contiene los siguientes materiales: agar;waﬁ 8; sa
carosa, ;O g; acido c{t?icg,wi,Q g; (NH4)2HPQ4, é;@'é,

KC1l, 0,08 g; Mg012;6H 0, 0,418 g; MnCl,.4H,0, O oéé'g;

2 ,
FeCl,.6H,0, 0,023 g; ZnCl 6H20 O ,021 g; CoCl Cﬁ‘v; 0,004
3°°%2 , A
g; ¥ agua destilada, c.s. para 1000 ml. i:,’

El medio se ajusta a un pH igual a T, Gﬂf&'"e es—
teriliza en un autoclave a 121°C durante 30 mln.o.Tras una

incubacidn de 7 a 10 dfas a 259C, se aislan de la tierra so-

metida a cultivo sobre ldmina las colonias de Streptomyces

prasinus. Después se cultivan estas colonias aisladas en
un medio que contiene: extracto de carne de vacuno, 175 &3
extracto de levadura, 3;0 g; peptona, 6,0 g; dextrose, i,O
g; ¥ agua destilada, C.S. para 1000 ml, 3 ‘
El medio se trata en autoclave a 1212C durante 15

min. Bl organismo es capaz de utilizar las siguientes fuen-

tes de carbono, en un medio fundamental que contiene

(NH ) SO como fuente de nitrdgeno: glucosa, manita, inosi-
ta; xilosa; arabinosa y fructosa. E1 cultivo no es susten-
tado por la sorbita, ramnosa y lactosa.

£l organismo es proteolitico en la leche y gelati-
na; hidroliza el almiddn, es negativo al H,S, y no reduce

los nitratos.
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Lo que sigue es una descripcidn de colonizs de los
microorganismos, incubadas en diversos medios:

Pasta de tomate-harina de avena-agar; el micelio
aéreo es verde (moho). El inverso es verde artemisa M+P16E5.

Levadura-extracto de malta-agar; el micclio adreco
es verde (moho) el inverso es verde cremoso. Mo se producen

st e

pigmentos solubles. .e

Una sal sintética-levadura-agar; el micélﬁé adreo
es verde hierba, haciéndose verde crisaceo oscuro:éilenveje—
cer , y el inverso es marrén rojizo. Wo se producém?éigmen—
tos solubles., ' : C . S

Las caracteristicas generales de los micrserganis-
mos son: color verde de las esporas, esporéforos égléarfios
o espirales primitivas, y no son cromdgenos en'me@iéé pro-
teicos, Estas caracteristicas sitdan al organismo{éh&la se-
rie viridus V de,Waksman; (

La prasinomicina (y todos sus componentes) posee
amplia actividad frente a las bactérias gram positivas y

Mycobacterium tuberculosis, y una actividad limitada frente

a las bacterias gram negativas.

| Para formar los antibiéticos,.los organismos desea-
dos se pueden cultivar a 252C bajo condiciones aerobias su-
mergidas, en un medio nutritivo acuoso que contenga un car-
bohidrato asimilable y una fuente de nitrdgeno. La fermen-

tacidn se efectia durante aproximadamente 168 horas, al ca-

‘bo del cual periodo se han formado los antibidticos.

Una vez completada la fermentacidn, la prasinomicinal
se extrae del micelio con metanol, o bien, preferiblemente,
se extrae de la totalidad del caldo de fermentacién, ajus-

tando primero. el caldo a un pH de 1,5 a 3,0, con acido clor-

-3 -
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hidrico; eliminando todos los sélidos por filtracidn; y ex~
trayendo con metanol la torta de filtracidn.

’Los extractos metandlicos se neutralizan a un pH
igual a 7, y se concentran a vac{o, quedando una suspensidn
acuosa. La suspensidn acuosa se trata con un dcido mineral,
para ajustar el pH a 1,5, y luego se extrae con cloroformo

0 butanol. Despuds se puede secar la fase orgénicgrcon

Nazso

-

4 anhidro, y se puede concentrar hasta un volupen pe-

quefio. E1 concentrado se diluye con de 3 a 10 volﬁm%nes de

. e
., .

acetona, precipitando asi el antibidtico crudo. .
La presinomicina cruda se puede purificar mds,
suspendiéndola en agua destilada ¥y ajustando el pﬁ'éiaproxi-

nadamente 8,5, por adicidén de hidrdxido sddico. La-solucidn

e,

acuosa bdsica se extrae con n-butanol, para elimihat’el ma
terial neutro. Se acidifica la fase acuosa hasta énsz igual
a 1,5, con HC1l, y se extrae con n—butanol; Bl extracto en
butanol se concentra a vacio, dando un producto amorfo ma-
rrén oscuro. |

Preferiblemente, la prasinomicina cruda se purifi-
ca suspendiéndola en 10 veces su peso de agua destilada, y
ajustando el pH a aproximadamente 8,5, por adicisn de Kidréxil
do sédico. La solucidn acuosa basica se lava con n-butanol,
para eliminar el material neutro. La fase acuosa se ajusta
a pH 5 y se lava de nmuevo con n-butanol. La fase acuosa se
ajusta a un pH de 1,5 a 2,0, y se extrae con n—butanol, El
extracto en butanol se neutraliza con hidrdxido sédico, N
la mezcla se evapora a sequedad. Se obtiene el gcido libre ,
y se eliminan los iones sodio, poniendo en contacto una so-

lucidn acuosa de la sal sddica con una resina intercambiado-

. L -
ra de iones fuertemente acida.
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La separacidn de los cinco componentes de la mez-
cla antibidtica se efectia por distribucidn en contracorrien
te, en atmésfera de nitrdgeno, o por cromatografia en papel;
con separacidn.

La‘invencién se puede ilustrar mds por los siguien-

tes ejemplos:

Ejemplo 1 e,

Se siembra Streptomyces prasinus (ATCC ?“:§25) en
planos inclinados sobre pasta de tomate-harina de é;éna-agar.
Se 1ncuban durante de ; a 10 dias, y luego se usaxn. para ino-
cular 100 ml de un medio acuoso de harina de soja,’ pontenldos
en matraces Erlenmeyer de 500 ml.‘pa composicidn del'.medio
de germinacién es: harina de soja, 15 g; patata még%écada '
deshidratada, 15 & glucosa 50 g; C0012.2H20 10 w.ii"a_e una
so}ucién al 0,05%; CaC05, 10 g; agar, 2,5 g; ¥ agqg ?estlla-
da, 1 litro. . ‘

El medio se esteriliza durante 20 minutos a ;2190,
ya una presidn de vapor de agua igual a 1,05 kg/cm2. Los
matraces de germinacidn se incuban a 25°C durante de }2 a
96 horas, en un agitador rotatorio.

Se hace una transferencia del 10%, desde el matraz
de germinacidn a unos matraces Erlenmeyer de 500 m; que con-
tienen 100 ml del medio siguiente: harina Qe soja, 60 g;
glucosa, 50 g; CaCO3, 10 g; agua destilada, 1 litro. Los
matraces de fermentacidn se incuban y ag gitan, 1gua1 que los
matraces de germinacidn. Se toman muestras a los 3, 5y 17
afas. Se preparan separando el micelio por centrifugacidn,
extrayendo el micelio con‘un volumen de metanol igual al vo-~

lumen de lo que sobrenada, y haciendo la determinacidn por

un método de difusidn de agar. Los resultados son los si-

-5 -
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Actividad bioldgica
ggggg (unidades de difusidn/ml)
72 16,8
120 26,2
168 42,5
El o:ganismo determinado es Staphylococcus aureus
209P. o
Ejemplo 2 {::?
Una tanda de 5;0 1itros de Streptomyces"%ésinus

(ATCC 15.825) se fermenta de la siguiente forma: : é{

(4) Preparacidn de la inoculacidn (Inocwlum)

Fuente de inoculacidn: Cultivo de Streptomyces

prasinus (ATCC 15.825) conservado por liofilizacipy en le-

che:- A
Medio: o
Harina de soja 15 g!v
Patata machacada deshidratada 15 g
Glucosa 50 g
CoCly. 2H,0 10 ml de solucidn al 0,05%
CaCo, , 10 g
Agar 2,5 8
Agua destilada 1 litro

Se incuban 125 ml del medio, en un matraz de 500
ml, durante 96 horas a 259C, en el agitador rotatorio. Se
afiaden {25 ml del anterior cultivo a ;OOO ml del anterior
medio, salvo en que se prescinde del agar, en un matraz de
4000 ml, y se incuban durante 48 horasﬁa 252C, en un agita-
dor alternativo. Luego se afiaden 1000 ml del material re-
suitante a 22; litros de un medio de la siguiente composi-~

cién, y se incuba durante 72 horas.

-6 -
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Medio

Harina de soja . 15 .
Almidén hidrolizado 15 g
Cerelosa 55 &
Caco, 10 g
CoCl,.2H,0 0, 005,.,,5. -
Agua destilada 1 }i¢go

Durante la incubacidn se airea el caldo,ﬂkon una
velocidad superficial de aire igual a 30,5 cm/min.y agita-
cidn durante las primeras 12 horas, y luego con veldeidad

LRI

superficial de aire igual a 91,5 cm por minuto ¥y agitacién;

Se afiaden 34 litros del material resultante a 570‘1{%ros de

un medio de la siguiente composicién, y se incubaﬂduéante

«* s,

368 horas, con aireacibn y agitacidn. ' A
Hedio o
harina de soja 60 g
Cerelosa 55 8
CaCO3 10 g
Antiespumante 0,05 %

El caldo de fermentacidn se acidifica a un pH de
1,5 a 3,0, con dcido clorhidrico; se afiaden 6 kg de un

auxiliar de filtracidn; y se separa por filtracidn todo el

material insoluble;

EJEIPLO 3
Diez kilos de la torta de filtracidn obtenida en
el Ejemplo 2 se extraen dos veces con metanol, usando por-
ciones de 15 litros de metanol, durante una hora. Entre las
extracciones se filitra la torta. El filtradg combinado se

. o ’a . !
ajusta 2 un pH de 6 a 7 con hidrdxido sodico, y la solucion

se concentra a vacio, para separar el metanol gquedando una

-7 -
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« .
suspension acuosa de sproximademente un litro.

La suspensidn acuosa obtenida por comcentracidn
dcl'extracto metandlico se ajusta a un pH iguwal g 1,5, con
HCl, y se extrae tres veces con cloroformo, usando 0,25 vo-
limenes de cloroformo cade vez. Se determina el pH despuds

.’ . . s
de cada extraccion, y, si es necesario, se vuelve a gjustar

Fa 8 e

a 1,5. Los extractos rebalsados de cloroformo se congentran

4 . L
a vacio, formando un jarabe espeso. s

O]
o a8
PR

Se afiaden cuatro litros de ccetons al jaradbe espe-

so obtenido en el Ejemplo 3, y la mezcla se agita;&ﬁfante

una hora y se filtra. Se seca la torta bajo vacio, a tempe-

ratura ambiente. A partir de 555 g del jarabe espéébsﬁe ob-

&

tienen 61,1 g de un sdélido amorfo insoluble en acéihnz, de

«® .

color tostado, de actividad igual a 725 unidades/ug, '

EJEMPLO 4 AT

Sesenta gramos del producto insoluble en acetona
obtenido en el Ejemplo 3 se muelen formando un polvo fino;
con mortero y mano de mortero,'se suspenden env3;2 litros
de agua (pH igual a 3,4) y se ajustan a un pH igual a 8,6,
por adicidn de NaOH 2,5 N (25 ml), con agitacidén. Se despre-
cian las trazas restantes de material insoluble. La solucién
acuosa basica se extrae tres veces con porciones de 800 ml
de n-butanol . - La resultante fase acuosa de color rojo oscu
ro se acidifica a un pH igual a 2; con HCl al 5% (82 ml),
vy -se extrae tres veces con porciones de 800 ml de n-butanol.
Los extractos en butanol combinados se concentran bajo vacio,
dando un producto dcido amorfo, marrdn oscuro, en cantidad
de 29,0 gramos y.con actividad igual a 2200 unidades/mg;

Se puede efectusr una purificacidn mayor por dis-

. . 7 .
tribucidn en contracorriente de la fraccion acida del siste-

-8 -
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ma, cloroformo/metanol/agua (5/4/2 vol/vol/#ol). Luego sé~.

vuelve g dlstrlbulr la fraceidn activa, con un 51stema disol
vente de n-butanol, acetato de etilo/agua (2/1/3 vol/vol/vol)
Los tubos que contienen la fraccidn activa se combinan, se
someten a evaporacidn a sequedad bajo vacio, se disuelve el
residuo en metanol, y el producto incoloro precipitéipor adi
cidn de acetato de etilo. Se obtiene una pra31nom;plna con
potencia de 2655 unldades/hg, con p.f. (con descomp031clon)

v.; .

igual a de 164 a 165¢C, y que tenfa el espectro 1nffarrogo
que se muestra en la figura 1. BN

3

La sustan01a se hidrata facllmente por exposzclon

al aire, captando 7 2% en su peso de agua, que se' plérde se-

cando a 809C a 0,1 mm de presidn. 2?.3
Andlisis (forma hidratada) : C; 46,1 : %
H, 7;17% ..,

N, 4,05% . .
P, 2;37% >

0, 40,23% (por diferencia)

Equivalente de neutralizacidn, por titulacién con
nidréxido sédico = 697.

La hidrélisis de la prasinomicina con acidos fuer-
tes libera dcido fosfdérico y sustancias positivas a la ninhi
drina, incluyendo D-glucosamina y 6-desoxi-D-glucosamina.

El material es negativo cuando se ensaya con ninhi
drina o nitrato de plata, pero da color azul cuando se trata
con hipoclorito de terc-butilo al 2%, disuelto en ciclohexa-
no; seguido por una solucidén de almiddn/yoduro potdsico.

EJEMPLO 5

Diez gramos del polvo insoluble en acetona obte-
nido por el método descrito en el Ejemplo 3, se muglen for-
mando un polvo fino, con mortero'y mano de mortero, se sus-
penden en iOO ml de agua (pH = 3?4), y se ajusten a un pH
igual a 9; por adicién de NaOH 2,5 N (4,3 ml) con agita-

-9 -
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cidn. Se desprecian las trazas restantes de material inso-
luble. La solucién acuosa bdsica se extrae tres veces con
porciones de 75 ml de n-butanol. La resultante fase acuosa
de color rojo oscuro se ajusta a un pH igual a 5, con HCl
6 N (0,35 ml), y se lava dos veces con porciones de 75 ml
de n-butanol. La fase acuosa se acidifica a un pH de_1 5

a 2,0, con HC1 6 N (0,6 ml), y se extrae dos veces con por-—

ciones de 7% ml de n-butanol. Los extractos en butanol de

2w
Rt

la dltima extraccidn, combinados, se ajustan a un pH Agual
a 7, con NaOH, y se concentra la mezcla bajo vacio,:produ-
ciendo la sal sddica amorfa, en cantidad de 2 g, con ac-
tividad de 3.440 p/mg. sevs

Para preparar el dcido libre, se disuelv€'1 gra-—
mo de la sal sbdica en 25 ml de agua destilada, ye se llbe-

ra el dcido por adicidn de una resina cambiadora de,lones

s ¢

fuertemente 4cida, hasta que el pH de la solucidn es de
aproximadamente 2,5. Se separa la resine por filtracién,
y el dcido libre se recupera del filtrado acuoso por seca-
do por congelacién, produciendo 0,7 g de un polvo de color
tostado claro, con actividad de 3200 p/mg.
EJEMPIO 6

Se hicieron determinaciones de dilucidn de tubos
al doble, con varios microorgenismos. La prasinomicina usa-~
da en este estudio es equivalehte en pureza a la fraccidn

dcida descrita en el EBjemplo 4.

Organismo Mfnima concentracidén inhibi
: toris ggg[ml)
Staphylococcus aureunsg 209P 0,09
Streptococcus pyogenes C203 0,24
Streptococcus agalactise 0,25
Salmonella schottmuelleri N€ 3850 250,0

« 10 =
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Minima concentra016h

Organismo inhibitoria (pg/ml)
Salmonella typhimurium N2 3821 | 250,0
Pseudomonas aergginosa Ne 3840 250,0
Proteus vulgaris N2 3855 25,0
Proteus mirabilis N® 38%3 18,7
Cendida albicans N2 1539 250,0 _ . s,
Mycobacterium tuberculosis var. BCG 1,0:va%
BJEMPLO 7

‘:
Se inyectan ﬁor via intraperitoneal..a uno é r ato=
nes 1000 DLSO

horas despuds de la infeccidn se les administra por v1a sub

dosis de Streptococcus pyogenes 0203, y cinco

cutdnea la mezcla antibidtica, con los aiguientes‘régulta-

£
v o3

L

dos: jfff
TABLA 1
Droga Mg/Kg ST,
Penicilina G 2 2/10
1 3/10
0,5 1/10
Prasinomicina 10 10/10
5 6/10
2,5 8/10
1,25 4/10
Sin tratamiento —— ‘ Q/10.
* Supervivientes/Total de ratones tratados.
’ EJRMPLO 8

Sales metdlicas de la prasinomicina

Se suspende prasinomicina en agua (30 mg/ml).
.Se afiade solucidén de hidréxido bdrico, hasta un pH igual
a 8, y se agita la solucién hasta la total disolucidn del
antibidtico. Se afiaden 5 voldmenes de etanol, y el precipi

- 11 -
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tado de sal bdrica se separa por filtracidn y se lava con

etanol., Por exposicidn al aire, la sal se hidrata en mag-
nitud de 9, 7% su peso de agua, la cual se pierde al secar
a 80¢C y 0,1 mm de presién.

Andlisis (forma hidratada): C, 40,93%

H, 6425% )
Ba, 9,22% B
P’ 79% By Sl

Bquivalente de neutralizacidén (titulacién con aciao per-

A

('-\‘3' S e

clérico) = 647. " .
Andlogemente, siguiendo el método del E;egpio‘B,
pero sustituyendo el hidréxido bdrico por cantidades.equi-

velentes de hidréxido sédico o hidréxido potdsico, se ob-

tienen las respectivas sales sédica y potdsica. : '°

Siguiendo el método de los Bjemplos 2, 3;&&1.
pero sustituyendo el Streptomyces prasinus del Ejéﬁfi% 2

por Streptomyces hirsutus (ATCC 19.091), se obtiene prasino-
micina.
BJEMPLO 10
Siguiendo los métodos de los Ejemplos 2, 3y 4,
pero sustituyendo el Streptomyces prasinus del Ejemplo 2

por Streptomyces prasino-pilosus (ATCC 19.092), se obtiene
prasinomicina. |
BJEMPLO 11

Se aislan‘la prasinbmicina A, prasinomicina B,
prasinomicina G, prasinomicina D y prasinomicina E, por
distribucidn en contracorriente del material del Ejemplo
5, usando el sistema disolvente n-propanol/h—butanol/N-etil-
morfolina 0,24 (2/3/6 en volumen). Bl &cido (4,4 gremos)

se disuelve en 200 ml de la fase inferior, se ajusta & un

- 12 -
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pH igual a 9, con N-etilmorfolina, y se somete a 1500 tran;-
ferencias en un aparato de distribucidn en contracorriente,
en atmdsfera de nitrdgeno gaseoso.

Se combina el material de los tubos, correspon-
diente a los componentes activos individuales, y se elimi-
na el disolvente bajo vacfo. Las sales resultantes.qﬁqN-etll
morfolina se recogen en agua, y se liberan los 501d§s libres
por tratamiento con la resina cambiadora de 1ones.;S€vsepa-
ra la resina por filtracidn, y el filtrado se concentra a
sequedad bajo vacfo. Se precipita el residuo de la Bolu016n
en metanol, por adicidn de acetato de etilo, para ppoducir
los antibidticos amorfos e incoloros. Por este procedlmiento

se obtuvieron 600 mg de prasinomicina A, 506 mg devpras1no-

*
s
& &

micina B y 412 mg de prasinomicina C. '-3*2

l(‘

Los otros componentes, prasinomicina D y-pras1no-
micina B, aunque no se han aislado ain, se resuelven por
cromatograff{a en papel co# particidn, y se detectan por
bioautografia. Se héce una mancha de 0,1 pg del material
obtenido en el Ejemplo 3, sobre papel de filtro (por ejem-
plo Munktells N2 S-302) lavado dos veces con gcido, de 56
cm de longitud,by la hoja de papel de filtro se sumerge en
una solucidn de acetona y fase inferior del sistema disol-
vente (2:1 en volumen). La hoja se seca al aire a temperatu-—
ra ambiente (2 2 3 minutos), para separar la acetona, y
luego se revela con la fase superior de un sistema disolven-
te consistente en n-butanol, piridina y agua (4/1/4 en vo-
lumen) durante 16 horas, a temperatura ambiente. Los disol-

ventes se eliminan por secado al aire, y la hoja se bioautg

grafia sobre agar sembrado con Staphylococcus aureus 209P.

La prasinomicina A se caracteriza por un valor Rf de 0,233

-13 -
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de 0,28; la prasinomicina C

la prasinomicina B por un Rf

por un Rf de 0,36; la prasinomicina D por un Ry de 0,38;
y la prasinomicina B por un Rp de 0,45,

Se preparan sales de las prasinomicinas, hacien-
do reaccionar la prasinomicina deseada con la base deseada.
Se puede usar cualquier base. Entre tales bases se.,igeluyen
las bases metdlicas, tales como los hidrdxidos de\g@j@l al-
calino (por ejemplo hidrdxido sddico e hidrdxido pgggéico),
y los hidréxidos de metel alcalino-térreo (por ejemplb

hidrdxido bdrico); y bases orgénlcas tales como aminas pri-

ey

marias, secundarias y terciarias (por ejemplo dietilamlna),
y N-etilmorfolinoamina. La preparacidn de tales sales se
ilustra por el siguiente e jemplo. :

BJENPLO 12 he

)

Se preparan las sales sédicas de las pre&sindomi-

c¢inas, suspendiendo le prasinomicina deseada (en forma de
su dcido libre) en agua, y afiadiendo una solucién acuosa
0,5N de hidréxido sddico, hasta que se consigue un pH iguel
a 8. Imego se agita la mezcla y se afiaden 5 voldmenes de
etanol, para precipitar la sal sédica. El precipitado se
separa por filtracién y se lava con etanol. V
‘Los andlisis elementales de la prasinomiciné A,
prasinomicina B y prasinomicina C, medidos como 4cidos li-
bres anhidros, se indican en la tabla siguiente, junto con
sus equivalentes de neutralizacidn, obtenidos por titula-

cidn con hidréxido sddico en agua.



N

AL e A

§ ot B oend 0 3
TABLA 2
- - Hallado -——

N C » # )
o0 ) BEquivalente de

Compuesto K2 " H N P N~OAc neutralizacién
~5F
'Y . - |
N Prasinomicina A 48,52 6457 4,42 2,43 6452 460
) prasinomicina B 50,72 6470 4,76 2,30 6433 . 430

Prasgsinomicina C 51,36 7453 4,34 2,28 6,31 646
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Bn la tabla siguiente se indican otras propiedades

fisicas de las prasinomicinas. Los espectros infrarrojos
se obtuvieron con la sal sddica de la prasinomicina indica~

da, en grdnulos de KBr:
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& %y 8 a0 © 5 ¥ S, TABRA 3
H,0 Ultravioleta,um Awéﬁv Coeficiente ‘
575 S - de Bspectro
: Compuesto (dcido libre) 0,1 N-HC1 0,1 N-KOH I # II**  distribucién®™*  infrarrojo
N .
(ef® ) . .
~F= Prasinomicina A + 0,8¢ 246 (6,0) 256 (8,2) 0,23 0,25 0,17 Figura 2
@] Presinomicina B 4 2,8¢ 246 (42) 257 (90) 0,28 0,25 0,24 Figura 3
€] PresinomicinaCC 4 4,49 244 (7,2) 257 (9,4) 0,36 0,39 0,39 Figura 4
MY  prasinomicina D | . | 0,38 0,39 0,43
Prasinomicina B 0,45 0,62 0,85

d

* n-butanol/piridina/agua (4/1/4 en volumen)

17 -

** n-propanol/n-butenol/Nretilmorfolina 0,2 M (2/3/4 en volumen)
4 SIw&owmboH\Sluz.«goH\ZldeHBoﬂwowwbm 0,1 M (2/3/6 en volumen)

m.unwmdu..wboww de distribucidn en ooﬂ&d@oo&&nmsﬂm. en atmbsfera de sw._“ndmmg.

y /2
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Bl espectro in vitro de las prasinomicinaé,

tal como se determina por una determinacién de dilucidn

en tubo al dobie, ge indica en la siguiente tabla:

TABLA

Organismo

Staphylococcus aureus 209P

*Staphylococcus aureus SC3184

»*Staphylococous aureus SC2406

Bacillus cereus

Bacillus megaterium

Streptococcus pyogenes C203

- Streptococcus sp. SC3966

Micrococcus lysodeikticus

Pseudomonas aseruginosa

Saccharomyces cerevisiae

Candida albicans

Agpergillus niger

M{inima concentr3016n inhi

phissiar el

g\ B *Io@‘\g—
0,24 0,32 \;9,12
0,2 0,32 > 6,24
0,47 0,47 * 0,24
0,07 0,03 j';o-,oz
0,19 0,19 T:E),Oﬂf
0,42 0,28 is,14
0,004 0,003 % f@ 003
0,17 0,17 {rvo 08
) 50 > 50 > 50
3100 >100 100
>100  >100 100
> 100 >100  >100

*# Registente a la penicilina, estreptomicina, tetraci-

clina, S-hidroxitetraciclina, T-clorotetraciclina,

eritiomicina y oleandomicina.

*# Repistente a la penicilina, estreptomicina, neomicina

y metilmicina..

Bsta solicitud, que corresponde a las presenta-

das en Bstados Unidos de Amdrica el 3 de febrero de 1965,

bajo el ndmero 430.135 y 6 de Octubre de 1965, bajo el

némero 493.461, se acoge a los beneficios del Artfculo

51 del vigente Bstatuto sobre Propiedad Industrial.
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Los puntos de invencidén propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta Patente de Invencién
en Espafia, por VEINTE afios, son los siguientes:

1.~ Un procedimiento para producir prasinomicina,
caracterizado por cultivar los microorganismos Strgpiomyces
prasinus ATCC 15.825, Streptomyces hirsutus o Streg}ﬁmyces
prasino-pilosus en un medio nutriente acuoso baao_pégdicio-
nes aerobias,. |

L

2.- Bl procedimiento segin la reivindica 9} 1,
caracterizado por el hecho de que el microorganism ;;gs cul-
tivado bajo condiciones aerobias sumergidas. .

3.~ Bl procedimiento segdn la reivindic

caracterizado por formar sales de metales alcalin

pr351nomlclna.
| 4 ,~ Un procedimiento para producir prasinomicina.
Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y con
los fines que se han especificado.
Bota Memoria consta de diecinueve hojas escritas
por una sola cara.
Maaria, 4 () MAR Mou
P, A,

- 19 -
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