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PATENTE DE TNVENCION
Case 5787/E,

cMemaoria ,£222&462§%Zé%u .
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WPROCEDIMIENTO PARA A OBTENCION DEL ANTIBIOTICO .°:..
s A 28829". I '

Holicilante: CIBA SOCIETE ANONWE, entidad suize, residente en

Basilea, Suiza.

_ El objeto de la invencidn es un procedimiento
para la obtencién del antibidtico que a continuacidn se
denomina Antibidtico A 28829,

El nuevo éompuesto se forma en el cultivo

5. de una nueva cepa de la clase Streptomyces antibio-
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ticus (Waksman y Woodruff), Waksmen y'ﬂ§§§{$&.lgsy~v‘“‘”'
que se aisldé de una muestra del suelo de las cercanias
de Bourébvo (Beoumi), Costa de Marfil, y que en nues-

tros laboratorios, asi como en la Eidg._Technische;z *

Hochschule, Instituto para Boténica Especial, Zuriéhau

OO-o

se guarda bajo la denominacién A 28829. La cepa esta

LR IR

depositada bajo la denominacién NRRL 3207 en el Northern

LI

Regional Research Lab., US-Department of Agriculturq,

N
»

Peoria, Illin01s.
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La cepa S, antibioticus A 28829 forma un mice-

.".

lo de substrato delgado, rico en ramificaciones, de- -

.
'o

.

o

hifas de 0,6 hasta 0,8 p de grueso, de las cuales ‘88 -
forman hilos de micelo de aire de aproximadamente%if}f
de ancho, que forman esporas enddgenas, Las esporas )
son elipséides, de tamafio 0;6 -1,4% 6{5 - 1,2 p,'con
superficie lisa, o como méximo ligeramente verrugosa.
Las cadenas de esporas estén monopodialmente ramifica-
das, con ramas laterales rectas u onduladas. Al crecer
sobre caldo pgppénico se observa una decoloracidén mela-
noide. E1 micelo del substrato es amarillo claro, ma-
rrén amarillento hasta marrén claro, giis amarronado
hasta marrén oscuro. El micelo de alre esbaterciopela-
do, al principio blanco o gris blancuzco, en estado
madu;o.marrén griséceo hasta gris amarronado o gris ‘
ceniza (cinereus). La cepa crece serébicamente a tem-
peraturas de 18-409; egpecialmente 27-37¢9C. Es sensible
a las lisozimas. ) '

Para su ulterior caracterizacidén se describe
a continuacién el crecimiento sobre distintos caldos

de cultivo. Los caldos de cultivo N¢ 5, 6, 7 y 10 se



'
i

5.

10,

15,

20.

25.

30.

-3 -

; ££74 3
2% 15 v
| > 2
v o < e
Lm AT AN

prepararon segin W. Lindenbein, Arch. Mikrobiol. 17,

361 (1952); los N® B y 9 segin Pridham et al., Anti-
biot. Ann 1956/57, phg. 947; el N° 1 segin Gause et

al., "Probleme der Klassifizieruné von Actinomycetep: °.
Antagénisten" (ruso), Nat. Verlag Medzig-Moscu 1957y <2
pég. 22; el.ﬁQ segin Tresner y Danger, J. Bact, 76, .

239 (1958); el N° 4 segin el Manual of Methods of ...,

Pure Culture‘Study of Bacteria, Geneva N,Y. 44-9-10"" °
(1946) 54-14; el N® 8 segin Ettlinger et al., Arch. °

Mikrobiol._gl, 326 (1958); (El Cromogeno-Agar contlene:
1 g de triptona, 1 g de extracto de levadura (Difcéj;‘

1 g de extracto de carne (Lab-Lemco), 8;5 g de cld}d}ﬁ

3
.
-

sédico, 17 g de agar-agar,llooo ml ag.dest.). | ..

1. Substrato mineral : Crecimiento fino, en forma de

velo, gris amarronado claro; micelo de aire ater-
cipelado, gris blancuzco hasta gris claro; subs-
trato sin colorear.

2. Peptona-hierro-agar : Crecimiento rugoso, amarillo

blancuzco, ningin micelo de aire; substrato sin

colorear.

3. Extracto de levadura-Agar : Crecimiento fino, en for-
ma de velo hasta rugoso, gris amarronado hasta
mérrén oscuro, micelo de aire aterciopelado, gris
amarronado; substrato sin colorear.

4. Caldo de nitrato : Crecimiento anular pustuloso, ama-

rillo blancuzco hasta amarillo claro, micelo de
aire muy escaso formando un revestimiento pulve-
rulento,'gris blancuzco, supstrato coioreado de
amarillo hasta marrén claro; fuerte reduccidn de

nitrato.
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Glucosa-asparagina-agar : Crecimien®e fino en forma

de velo, amarillo claro hasta marrén claro, mice-
lo de aire escaso, aterciopelado, amarillo blan-

cuzco hasta carmin pdlido o gris amarromado; {-, °.

gubstrato sin colorear. - REXL

* 0 e

Puncidén de gelatina (272C) : Crecimiento superficial

PR

en forma de punto, mar:én claro, micelo de gihp

harinosamente espolvoreado, gris blancuzao,'spﬁé-

trato coloreado marrén oscuro, licuacién 1 cm|
después de 5 dfas, 5 om. después de 10 dias.

Placa de almiddn : Crecimiento fino en forma de-*

R I

»

velo, marrdén claro, micelo de aire harinoéaie%-
te espolvoreado hasta aterciopelado, gris gﬁafro-
nado, substrato sin colorear, hidrdlisis después
de 10 difas 5 mm,

Cromogeno-agar : Crecimiento fino en forma de velo,

amarillo blancuzco, micelo de aire escaso, for-
mando un revestimiento pulverulento, gris blan-
cuzco, formacidn de melanina.

Harina de avena de Carvajal-agar : Crecimiento fino,

en forma de velo, gris dblancuzco haste gris ama-
rrohado; substrato sin colorear, micelo de aire

aterciopelado gris amarronado.

Leche de tornasol : Crecimiento anular rugoso, ma-

‘ rrén oscuro, micelo de aire escaso formendo un
revestimiento pulve:iﬂénto, gris blancuzco;subs-
trato marrén oscuro; peptonizacidn, pero sin em=-
bargo coagulacidn escasa sdlamente; pH después
de 10 dias 7{5. -

Se emplearon las siguientes fuentes de carbono:



%

q€
d-glucosa, l-arabinosa, sacerosa, d-xilosa, 1-inositol;
d-manita, d-fructosa.
| En sus caracteristicas esenciales la cepa
28829 concuerda con el S, antibioticus (Waksman y :. °,
5. Woodruff), Waksman y'Henrici 1948. En la tabla 1 a E@nr
tinuacidn se comparan las propiedades caraoterlsticés“
de la cepa 28829 y la cepa tipo de la S. antibioticqs“
Cepa TMRU 3435: .
TABIA 1.
10. o Cepa 28829 cepa RO f.:ééss
Morfologia de Esporas lisas, Esporas lisas, .
las esporas elipsoides elipsoides '
Color del mice-
lo de aire cinereus c¢inereus
15. Morfologia del Cadenas de es- Cadenas de esporas
micelo de aire poras monopo- monopodialmente
dialmente reami- ramificadas, rectas
ficadas,rectas u onduladas
u onduladas
20, Capacidad para - :
la formacion de Existe Existe
melanina

Marron amarlllento,
marrdén claro, ama-
rillo anaranjado,
_ gris verdoso.

Color del micelo Amarlllo claro,ma
del substrato rrén, amarillento,
25. marrén oscuro,
gris amarronado.

El antibidtico A 28829 se forma en el cultivo del
S.antibioticus A 28829 o de otra cepa que muestre esen-
cialmente las mismas propiedades. Para la obtencién del

30, antibidtico A 28829 se cultiva aerobicamente el S.anti-
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bioticus A 28829 o un microorganismo que mdég%ie sus

propiedades -en un caldp de cultivo acuoso qué contenga

una fuente de carbono y de nitrégeno, asi como sales in-

orgénicas, hasta que el caldo de cultivo muestre un-gfec-
to esenclalmente antibacterial, y el antibidtico A 28829
se aisla a continuacidn del miceloi .

sa s

Para comprobar en los microorganismos las npros
piedades correspondientes al antibidtico A 28829 se pusde

emplear el ensayo con Botrytis cinerea més abajo deéégito.

IR I

Para el cultivo se pueden emplear como fuentes

_de carbono y de nitrdégeno por ejemplo, las siguienéési

PN
¢ &

glucosa, sacarosa; fructosa, fécula, manitg, amind&éiéos,
por ejemplo, glicina, péptidas, proﬁeinas y sus pr33u6ﬁos
de disociacidn, tales como peptona o triptona, extractos
de carne, partes solubles en agua de granos de pereales,
tales como maiz o trigo, residuos de destilacién de la
fabricacién de alcoholes; Cornsteep-liquor, levadura,
semillas, especialmente de las plantas colza, soja y
algodén, sales ambénicas y nitratos. Como sales inorgdni-
cas puede contener el caldo de cultivo, por ejemplo,
cloruros, carbonatos, sulfatos, nitratos, fosfatos de
metales alcalinos y alcalinos-térreos de magnesio, cine,
manganeso y hierro.

El cultivo se efectia aerobicamente, por ejem-
plo, en cultivo de superficie en reposo o preferentemen-
te en forma submersa, bajo agitacidén o removiendo con
aire u oxigeno en botellas de agitacién o en los fermen-
tadores conocidoé, La temperatura mds adecuada es de 27
hasta 372C. El caldo de cultivo muestra por lo general

un efecto esencialmente antibacterial después de 2 = 5
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decir,. primeramente se prepara un cultivo prévio en

caldo 1liquido que después se traslada por inyeccidn al

medio de produccidén propiemente dicho, por ejemplo, em. *,

* .

proporcidn 1:20. El cultivo prévio se obtiene, por ejém:::

LRI

plo, -traspasando por inyeccién un micelo de esporas ob-!

e
a

tenido en medio de cultivo sdélido durante unos 14 dfasg '

L )
-

de crecimiento 2 un caldo liquido y dejéndole crecer
durante 48 horas.

Sv e ee

El aislamiento del antibidtico del caldo de

s &%
¢

cultivo, es decir, del micelo, se efectia segin métod%én

)

convencionales teniendo para ello en consideracidén las: -

propiedades quimicas, fisicas y bioldgicas del antib16=~£
tico. Para determinar el efecto antibidtico en las dis-
tintas etapas de aislamiento ~asi como también en los
medios de cultivo- resultan como oiganismos de ensayo es-
pecialmente adecuado el Botrytis cinerea. Las hifas de
este mi?foorganismo son morfolég;camente modificadas por
el antibiético A 28829 (fuerte ramificacidn de un lugar
determinado, de manera Que‘ag forman estructuras en for-
ma de escoba), El ensayo se efectia, por ejemplo, como
ensayo de difusidn en placas como sigue: o

En el centro de placas.de agar de malta se in-
yecta una superficie circular de 5 mm de didmetro con
Botrytis cinerea y las plaéas se incuban durante 2-3 dia§~
a 24°C. Durante este periodo de tiempo crece el micelo a
un temafio de 20-30 mm de didmetro. Una solucién de ia
substancia a comprobar Se coloca mediante discos de papel
de fi;tio'defé mm de didmetro a unos 5 mm de distancia

del borde del micelo. Las placas se incuban entonces du-
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rante 24 - 36 horas a 24°C. En las qg oﬁl-es.acfivas

se puede observar una modifioacién moEfologica de las

hifas hasta una distancia dé 24~mm del disco de papel

5 ‘s
ce s

LR ]

&

de filtro. Las solucionea con una concentracidn de

20 ”Y}ml antibiético A 28829 dan hifas més claramente-mo- o

"o

dificadas.

.
O

El antibidtico A 28829 muestra las siguiehtes

"./-- Y

propiedades quimicas y fisicas.

.

PR

Es una substancia lipofila, neutra cristalina

incolora que entre otros se disuelve en metanol, etanol,

‘v“

acetona, acetato etilico, clororormo, éter y ater de. -

petroleo. En metanol cristaliza en barritas que funa;;

a 223-227°C bajo descomposicién., - - 'f- ‘
" E1 apdlisis elemental de: C = 60,53 %, 60, 79%;

60,97%; H = 8,52%,'8,76%, e,sz%, 1,89% B = 1,35%;

1,18%; 0 (calculado) = 27,49 %.

LR )

B N El peso molecular (Método termoeléctrico, disol-
vente cloruro metilénico) asciende & aproximadamente 858. '
] El espectro infrarrojo\en.bromuro potdsico mues-
u&muewm&bmhsm5%mzﬂﬁzwml%&l“@
1515 (escalén), 1465, 1370, 1328, 1287, 1263, 1222, 1202,
1178, 1127, 1100, 1070, 995, 923, 890 (escaldn) 846, 795,
780, 757, 719 om™1 (véase figura 1). . 4
El gspect:o NMR estﬁ representado en la figurg,z.
.Elhespectro de absorcidén ultravioleta no mues-
tra nihgﬁn méximo entre 210 y 400 m .
, En el cromatograma de oapa delgada en gel de
silice, con acetato etilico, se forma una Unica mancha,
Rp = 0,75; demostracién mediante rociado con deido sul- -

firico concentrado y calentamiento a 1409 o bioautogré-
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‘ficamente con espicaria.

Al calentar el antibidtico con dcido clorhi-
drico dilufdo a 1002C durante 30 minutos no se forma

ningin azicar reductor demostrable mediante nitratode’.

p;ata amoniacal o hidrogenoftaléto de anilina, , e

k3
» *
LI Y

.
se

El antibiético A 28829 posee un buen efecto
antibiético contra los microoiganismos gramo-positivdb,
por eaemplo, Bac.subtilis, y contra hongos, por eaeﬁplo,

Candida vulgaris, Paecilamyces varioti, Spicaria. En la

tabla 2 a continnaclon, se especiflca el efecto inhlbl-

FO
@

dor de dlstintas concentraclones de antibioticos contra
estos microorganlsmos en el ensayo de difusidén en piacas
(didmetro de un disco de papel de filtro 1mpregnado “don
una solucion de antibidtico 6 mm). Se indica cada vez el
didmetro de la zona ‘de inhibicién-péra la concentracidn
de antibidtico correspondiente. | |

_TABLA 2

- Didmetro de las zonas con una
Microorganismo concentracidén de antibidtico de

1mg/ml 0,1 mg/ml 0,01 mg/ml

Bac subtilis (sobre caldo

" de cultivo natural) . 22 mm 16 mm 11 mm
Bac.subtilis ( sobre cal
do de cultive. sintético) 33 mm 18 mm 10 mm
Candida vulgaris 10 mm

Sacﬁaromyces cefevisise 10 mm -
Paecilomyces varioti 28 mm 15 mm 9 mm

Spicarla sp.' o 21 mm 18 mm 11 mm
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coldgicamente en el animal o como medicamento contra,,
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Ante todo se destaca, sin'gabargo, el nuevo V
antibidtico por su efecto quimico-terapéutico contra
protozoos parésitos,.especialmente plasmodios y piro-

plasmos, tales como babesias, babesielos Yy teileriosﬁg‘g

Q
- 0y

También son activos contra aquellos plasmodios que son?ﬂ

resistentes a los agentes antimalaria comocidos. El1

KR

nuevo antibiético se puede emplear, por lo tanto, fa:ma-'

LN

'u'

por ejemplo, 1a malaria, babesiosis, teileriosis, ana-

plasmosis y otras infecciones. Asimismo se pueden emQ”w

plear como aditivo a los piensos. Ademés Se puede uti&”’

“‘b

lizar como agente de desinfeccidén o como agente de son—

)
o

A

servégién o para combatir los hongos en las plantas. =,

 El efecto quimicoterapéutico contra los proto-
zoos de las clases Plasmodium y Babesia se puede demos-
trar como sigué: '

12) Contra Plasmodium berghei.

El antibidtico se ensayé en ratones Albino
que se infestaron cada vez con una cepa de P.berghei, '
es decir; éon una cepa normal sensible a los medicamen-
tos y una cepa hecha resistentelcontra el 7-cloro-4-(4-
dietilamino-l-metil-butilamino)-quinolin-difosfato. Los
ratones recibieron en la fecha de la infeccidn, y en
cada uno de los tres dias siguientes, una vez al dia,
una désis disuelta del antibidtico (vease tabla 3). Un
dia después dg terminado el tratamiento se contaron los

pardsitos en una pelicula delgada de sangre. La densidad

.de loa‘ﬁarésitos en los ratones tratados y en los ratones

no tratados<(control) estd indicada en la tabla 3. ED50

es aquella dbsis que reduce el nimero de los paréasitos
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en un 50 %.
’ TABLA 3.
. | Nimero de rato Densidad de los pané-
Désis (mg/ke) nes tratados. sitos en % de los.cén-
o : .troles. .
0 (control) 30 100 £
3 20 £2 + 17 ...
10 T 20 f 0,03 & 0,83 ",

El EDgy se calcula por interpolacién grédfica ; %,

- e

en 3,2 : 1,0 mg/kgo L : 3,..";‘ ::

El EDgg correspondiente para una cepa resistente al
derivado quinolinico arriba mencionado es de 2 # 0,6 mg/kg.

1b) Contra Plasmodium gallinaceum.

‘ - Un ensayo andlogo se efectud en pollitas (50 g
de peso) que.se infectaron con”un_patégeno de la malaria
gallindcea P. ganllinaceum. En este ensayo se empled el
antibiético dos veces al dia por via oral en forma de
uné suspensidén. Las peliculas de sangre se evaluaron un ‘
dia después de terminado el tratamiento. La tabla 4 nmues-

tra el resultado,

TABLA 4,
Désis (mg/keg) Niémero de Densidad de los pard-
. pollitas sitos en % de los contro-

' ~ tratadas ‘ les.
0 (Control) 15 100
b4 10 64
6 20 . 86

20 21 0,4

60 10 0
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El EDgy Se calcula por interpolacidn en apro->

ximadamente 7 :'4 mg/kg.

2) Contra Babesia rodhaini.

Ratones albino se infectaron con B. rodhaini %, -,

el antibiotico se ensayo por via oral, como descrito oo

>

para P, berghei. Los resultados se muestran en la tabla 5,

?
-«

- TABIA 5.
Nimero de Densidad de. los nara31tos

Désis (mg/kg) ratones. ~ em % de los controles
‘ tratados : - Sow
0 (Control) - 30 , - 100 ‘{f;?
1 15 - A
3 15 43

10 15 0

Mediante interpola01on se determina el ED50 en

2 4+1, 7 mg/kg.

La toxicidad del antibiotico ge dehermino me-
diante medigion del.LDSO, es decjr, de la;dosis que mata
un 50% de los animales. El IDgg de una solucién del enti-
biético aplicado por yiaAoréihen'4 dfas consecutivos es
de 15 mg/kg. El indice terapéutico es mas favorable que
en los Quimicoterapéuticos comparables.

De acuerdo con el ensayo de arriba se obtiene

 para el tratamiento de la malaria en las personas una

désis diaria de 2 - 5 mg o una fraccién de la misma,
o El,antibiético_A»éeszg se puede emplear como
medicamento, por ejemplo, en forma de preparados farma-
ceuticos. Estos contienen el compuesto mencionado en
mezcla con material excipiente orgénlco o 1norgénico,

farmaceutico,:adecuado para aplicacién enteral o paren-
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teral. Para los mismos entran aquellos eriates en
consideracién que no reaccionan con los nuevos compues-
tos,ted como por ejemplo, gelatina, lactosa, fécula,
estearato de magnesio, aceites vegetales, alcoholeghzv
bencilicos u otros excipientes medicinales conocidésgiz
Los preparados farmacéuticos se pueden presentar, ﬁé;v

e D

ejemplo, como tabletas, grageas, polvos, supositor;gg
o en formea lfquida como soluciqnes; suspensiones é’i k
emulsiones. En caso dado esparén esterilizados y/ojggn-
tendrén adyuvantes, tales como agentes de conservéé%éﬁ,
estabilizacién, humectacién o emulsién. Asimismo ﬁé%d%n
contener otros materiales terapéuticamente valiosésyi
Ademds se puede emplear el antibidtico como agent;ﬁbé
'desinfeccién y conservacién, asi como para combatir los
hongos de las plantas.

La invencién se describe en los ejemplos si-
guientes.-Las‘temperaturas se indican en grados centi-

grados.

. Bjemplo 1 -

a) La cepa Streptomyces antibioticus A 28829 se cultiva
sobre agar de levadura (oomposicién: 4 g de extracto de
}evadﬁra.bifco, 10 g de extracto de malta Difco, 4 g de
dextrosa, 20 g de Bactoagar Difco, aq. dest. ad 1000 md).
a 289. Después de 14 dfas se ha formado un micelo bien
espoieado. Este se suspénde en solucién fisioldgica de
cloruro sédico. Con esta suspensién de‘micelg de esporas

(0,5% en vollmen) se inyectan 500 ml de caldo de culti-

: iovque se encuentran en un matraz de Erlenmayer de 2 li-

tros y que por litro de agua de la red conﬁiene 20 g de

harina de soja sin desgrasar y 20 g de manita. La sus-
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pensién sé incuba durante 48 horas a 282 bajo agitdcién

~en una miquina egitadora de rotacidn a 120 rpm.

b) Con 1,5 litros de un.cﬁltivo prévio 6bﬁepido.como

anteriormente descrito, se inyectan 30 litros de caldo -,

- v,

de cultivo de la composicidn indicada para el cult:.vow.r

prévio que se encuentran en fermentadores de 50 litros

o

:. tee,’e

¥y cuyo pH se ha ajustado antes de la esterilizacidn .
{20 minufos a 1252) a 7‘8. Se incuba.el cultivo agitﬁ&o‘

rc"

a 700 - 900 Tpm. durante 72 horas a 282 y 1 atmosfera‘*

“'

minuto. Después se separa el mieelo del caldo de oul%ivo

6

y de éste se aisla el antibidtico A 28829, segun el’ pIOF

o
A

cedimiento descrito més aba jo. “.

-
.
‘.

'c) Un cultivo preparado, segun el procedimiento descri-

“to bajo b), pero incubado solamente durante 36 horas se

puede emplear para inyectar un fermentador inds grande

-

(300 litros de caldo de cultivo) en proporcidn en vold-

men de 1:20 y el cultivo asi{ obtenido empyéarlo para la
inyecoiéﬁ de un fermentador cen 3000 litros de caldo de

culﬁivo, asimismo en proporcidén en volimen de 1:20.

d4) 3200 litros de medic de cultivo del pH 6,3 se mez-
'§lan con 6@ kg de Hyflo-Supercel y se fiitra,.Elrfiltrae
 }do claro se désecha. La mezcla'hﬁmeda de micelo'y'Hyflo-

Sﬁpercel se~ag1ta’doshveces, cada ‘una con 640 litrbs de
acetona acuosa al 80% durante 30 minutos, y a continua-

cion se centrifuga. El centrifugado (1560 litros) se li-

bera bajo condiciones benignas de la acetona, el residuo .

- (580) litros se mezcla con 82,5 kg de cloruro sédico y a

un pH de 5,9 se extrae con éster acético en proporcién

de.vblﬁmen 3:1 en un extractor de contracorriente. El



o
residuo acuoso se vuelve a mezclar con 82,5 kg de clo;
rdro sédico y se extrae en igual forma. Los extractos
reunidos (570 litros) se concentran Quidéﬁosamente a
10 litros. El residuo oleoso se disuelve en 50 lit:oggalﬁ
5. de éter de petrdleo (p. eb. 50-702) y la solucidn éteim:i

v © @

de petrdleo se extrae 8 veces, cada una con 6 litros

28 €

de metanol al 85%. Los extractos metandlicos contienen;
et
N ,:, P ‘v‘_

toda la substancia antibiéticamente activa. Al evaporat *

“»

sia

hasta secar se obtienen 640 g de antibidtico en brutoi

10, A 28829, . ‘ P S

Efemplo 2 - “‘ | : S
£l micelo obtenido, segin el ejemplo 1b) iefg

extrae tres veces, cada una con 1000 ml de éster acé="*.

“a g

tico, los extractos reunidos se concentran a 500 ml y
15. el goncentrado.se agita 3 veces con 4cido acético di-
luido, agua, solucidén diluida de bicarbonato sbédico y
agua, La solucidén éster acética secada sobrébsulfato
sédico se evapora en vacio hasta secar. El residuo
contiene segin el enéayo‘cén Botrytis cinerea casi to-
20, daala actividad del medio qevcultivo. 7,09 g del resi-
4 duo se someten a la*extraccién segin Graig a través de
100 estadios. El sistema de disolventes empleado para
éilo contiene por 3 1itrés as tetracioruro de carbono
”2;55ﬁiitros de metanol y 0,45 litros de agua. La subs-
5. tancia se ilena con 150 ml de mezcla de disolventes
en 105 tres'primeros vasos de un aparato totalmente
automdtico., E1 antibidtico se enriquece en los esta-
dios 10 - 22, Estas fraccilones se rednen y en vacio se
evaporan.hasta Ssecar. Se obtienen 2,39 g de una espuma

30, amarronada, sélida, que despudés de recdibir en éter



5.

10.

15,

20.

25.

30.

‘tico a 223-2272 (descomposicidn). . Cevan

- 16 -

cristaliza dmpliamente.

Ejemplo 3 - _
20 g de antibidético en bruto se disuelven
en cloroformo absoluto y‘se cromatografia en una co=, .

w2

lumna de 500 g de gel de silice. El antibidtico se ° "

+ &y
A
R AN
P by

eluye con--aproximadamente 2000 ml de éster acético.’

<

Al concentrar por evaporacién a 200 ml se precipitaﬁ:;

14;75 g de cristales incoloros, Otros 1;95 g se obé%éJ?

nen de las lejias madre.

Recristalizado en metanol funde &l antibid- =>+*

. v
L

El(ané;isis elamentai.devz c =_50;55%; 60,7§%?;
éb;gv%; H=_8;52%; é,vg%; 8,52%; N = 1,89%;; B = 1;§5%§
1,18%; O (calculado) = 27,49%.
Ei peso molecular (método termoeléctrico, disol-
vente cloruro metilénico) asciende aproximadamente 868 .
En el cromatograma de capa delgada en gel de
sil;ce; en acetatqvetilico, se forma una ﬁnica mancha,
Rf = 9;75; demostracién mediante roéiado con dcido sul-
fiTico concentrado y calentamiento a 140¢ o biocautogré-
ficamente.qon Spicaria como sigue: | '
Sobre una piaca devégai, que estd inyectada
con gérmenes de Spicaria, se coloca un papel de filtro
y encima la placa de capa delgada.desarrolladg.vDespués
de 15 mihutos se ha difundido suficiente antibidtico en
el agar para producir una inhibicidén del crecimiento.
Se retira la placa de capa delgada y el pépél de filtro
¥y la placa de agar se incuba durante 20 horas a 369,
20 mg de ivomicina se disuelven en 2 ml ée

dioxano y con 2 ml de solucién N de dcido clorhidrico,



Se

10.

15.

20. .

25.

30,

= -
e

se calienta du:ante 30 minutos al bafio Maria. La solu-

cidn se neutraliza mediante adicién de carbonato d&
bario sédico, se evapora hasta secar y el residuo se

comprueba por cromatografia en papel con el sistema s, -,
T

n-butanol-dcido acético glacial-agua (4:1:1). No sej;iif

y '?'v b
pueden demostrar aziicares reductores ni con nitrato

.

de plata amoniacal ni con hidrogenoftalato de anilin%%é

NOTA A e S

N Desorita suficientemente la natiiraleza iéf
invento, asi como‘la manera de realizarlo eh la préﬁfﬁ%a,v
debe hacerse constar que las disposiciones anterior&é;ke
indi cadas son susceptibles de modificacionés:de deﬁi;;i?‘a
en cuanto no alteren Su'prinqipio fhndamental,rTamﬁﬁénE
se hace .constar que el invento corfe8ponde a una solici-
tud de patente presentada en Suiza con fecha y nimero
siguientes: 8 de octubre de 1965; n? 13926/65; 19 de
septiembre de 1966, acogiéndose por lo tanto a los be-
neficlos que conceden los Convenios Internacionaleé en
vigor y siendo lo que constituyg la esencia del referido
invento y por lo que se solicita Patente deA;nvencién
por 20 afios en Espafia sobre: "Procedimiento bara la
obtencidén del antibiético'Aszéezg"; caracterizédndose
por lo sigﬁiente: | - . ) .
l.efProcqgigiento'paravla obtencidn del
antibidtico A 28829, caracterizado porque la cepa Strep-
tomyces antibioticus‘A 28629, u otré cepa formadora del
antibidtico A 28829, se cultiva en un caldo de cultivo

acuoso, que contenga una fuente de carbono y de nitré-

-geno, asf{ como sales inorgénicas, hasta que éste muestre

esenciales propiedades antibacteriales y a continuacién



‘a

.5‘

10,

15.

20.

25,

30.

- 18 =

se aisla del micelo el antibidtico. A 28829.
o 28, - Eroc?dimiento segﬁnllaAreivindioacién 1;
caracteriiado'porque.para comprobar la presencia

del antibidtico se emplea Botrys cinerea,

&
“ .
v @

38 ,- Procedimiento“segﬁn las reivindicaciones* **°

b 6

K4

2
]

12 y 2¢, ceracterizado porque el cultivo se efectis’*

bajo condiciones aerdébicas, preferentemente submersajp.
42,- Procedimiento segin las reivindicaeiones:aﬁtz

12 a 32, caracterizado porque el micelo se extrae “*°

-

con un disolvente lipoide miscible con agua, ey
58,- Procedimiento segin las reivindicaciones:§3:4

Rl

@
D>,
o Ve
o .
R

12 a 42, caracterizado porque el micelo se extrae

<

con acetona acuosa, : » .

LRI I

a

62.- Procedimiento segin las reivindicaciones
12 a 48, caracterizado porque el micelo se extrae
con éster acético..

78 .- Procedimiento segin las reivindicaciones

1% a 62, caracterizado porque el antibidtico se

limpie mediante reparticién en contra-corriente.

8e,~ Procedimiento segin la reivindicacidn

' p8, caracterizado porque la reparticién en contra-

corriente se eféctia en un sistema de tetraclorurolde
carbono-metanol-agda.

98,.- Procedimiento segin las reivindicaciones

~.12 a 82, caracterizado porque el antibidtico se

limpia por cromatografia.
108,~ Procedimiento segin la reivindicacién
92, caracterizado porque la cromatografia se efectﬁa

en gel de silice.

112,- Procedimiento segin las reivindicaciones



5.

10.

- quina por una sola cara.

cién se emplea éster acético.
 122,- Procedimiento segin las reivindicaciones

12 a 112, caracterizado porque el antibidtico se regris-

. et

taliza en metanol,

e
+* if«o v
. & ¥

132,- Procedimiento para la obtencidén del antiBiss

tico A 28829; tal y como queda descrito sustancialmente
en la presente Memoria, e ilustredo en los dibujos ‘ad-:

e’

juntos.

Esta Memoria consta de 19 hojas escritas a mé=

w e
*

Al
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