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ANTECEDENTES DEL INVENTO

ELl Antibiético 833A es un nuevo y Util antibidtico
formado por cultivo, en condiciones controladas, de una va
riedad previamente desconocida de microorganismo y se pro- -
duce durante la fefmeﬁ%acién-aerobia de un medio nutritivo
acuoso adecuado. EL caldo de fermentacién y las soluciones
crudas del aﬁtibiético deben ser tratados para obtener el
antibiético en forme purificada. EL Antibiético 8334 es un
mat?rial altamente polar, como indlca la casi completa
ausencia de adsorcién de las soluciones acuosas por el car-
bén activo a pH 5. No es adsorbido en las arcillag dcidas’y
noes extralido rdeilmente, incluso en presencia de aminas or
génioas,'por los disolventes polares, como el fenol. El pre
gente invento ‘estd dirigido a los procedimientos de recupers
cién de Antobidtico 8334 por cromatograiia delrcéldoAae for-
mentacién o solucién cruda del aﬁtibiético sobre una resina
cambiadora de idén. .

, RESUMEN
Este invento se refiere a un método de recuperacibn

de una hueva sustancia antibidtica denominada Antibibdtico

833A o, por su nombre quimico, 4cido l-cis=1,2~epoxi~1=-pro

piltosfénico, a partir de soluciones acuosas que contisnen

dicho antibidtico, por cromatogsrafla del caldo de fermenta~
cién en el que es producido el antibiético o de una solu-

cién del entibiétioo parcialmente purificado sobre ung row=
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sina cambiadors de anién o de.catidén, con posterior clu-
cién del adsorbato en resins con agua o una solucidén sali=-
na acuosa o hidroalcohdlica. Ll Antibidtico 833A es mwy

eficaz en la innibicidén del crecimiento de varios microorga

nismos Gram-positivos y Gram—negativos.

DESCRLPCION DE LAS REALLZACIONES PREFWRIDAS

El Antibidético 8334 es unas sustancia 4cida, soluble
en agua, que forma sales con las bases lnorgdnicas y orgé-
nicase En el pfesgnte invento se ha encontrado que el Anti-
bidtico 833A puede ser purificado cromatografiando el anti-
bidtico impuro en rorma de caldo de fermentacién crudo o en
un estado parcialmente purificado, por ejemplo en forme de .
su gal sédica 0'potésiCa,'§obre uns resina cambiadora de -
ién y eluyendo el materiel purificado con un eluyente ade-
cuado tal como soluciones acuosas o hidroalcohdélicas de clo
ruro sédico, cloruro potésico, cloruro éménico, tri=(nidro=
ximgtil )aninometano/HOl y similares y en algunos casos por
glucidn con aguae Para esta purificacién pueden emplearse

reginas cambiadoras de anidén y de catién. Cuando se utiliza

.una regins cambiadora de anidn, es preferible emplear una

resina fuertemente bisica sungue también se pueden emplear
resinas débilmente bésicas; cuando se emplesa una resihs cam
biadors de calibn, es préferible usar. una resina_fuertemen—
te dcida. sn general, se¢ emplea una resine compuesta .de gru

pos cambiadores de amonio cuaternario unidos a una red poll
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nérica de estireno—divinilbenéeno (Dowex 1 x 2) en el ci-
clo de cloruro como resina bésica cambiadora de anibn, pe
ro también se pueden emplear resinas compuestas de grupos
polialquilamina unidos a una red polimérics de estireno-

divinilbenceno y resinas acrilicag reticuladas; como resi-

na dcida cambiadora de catidn se utiliza generalmente una

resina del tipo de sulfonato con una matriz de estireno—di

" vinilbenceno (Dowex 50 x 2) en la forma hidrégenoc. -

Un método preferido para la recuperacilén de anfib;g
tico purificado consiste en pasaf wia solucidn del antibid
tico, tal como el caldo de fermenfacidn, cuyo pH ha gido -
ajustado a ; con solucién acuosa de una base, como hidréxi-
do 8édico o hidréxido aménico, 8 través de una columna gue
contiene uns resina cambisdora de anidn del tipo de amonio
cuaternarios Aungue generalmente el pH del caldo se ajusta
a %, puede utilizerse directamente el oéldo crudo sin ajus—
tar, el pHe Generalmente la columna se lava con agua para
eliminar el caldo residual. Bl adsorbato de resina resulten
te 86 eluye despuéé con una solucién salina alcohélica como
solucién de cloruro aménico al'j % en metanol al 90 %. Los
eluatos se recogen en Iracciones, dependiendo el tamafio de
la fraccidén del tamafio de la columna empleada. La bioacti-~
vidad de los eluatos se ﬁide anglizando el eluato mediante

un ensayo normalizado utilizando Proteus vulgarig como or-

ganismo de ensayo. Las fraccionss que contienen la mayor
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parte del material activo se conocentran después, general-
meﬁ%e en vacio, para eliminar cualquiexr disolvente orgini-~
co y el concentrado se diluye con agua. 4 continuacibn se
determina la actividad del conocéntrado por el procedimien=—
to de ensayo normalizado.

. El Antibidtico 833A asf obtenido puede ser purifica-
do todavia nés pasando las fracciones activas concentradas
combinadas a través de una.fesina de filtracidn en forma de
gel tal como gel de poliacrilamidae En general sé emplea un
gel de 50~100 mallas que permite el fraccionamiento, la de-—
salinificacidén y la concentracién de sustanclas con pesos’
moleculares comprendidos entre 200 y 2000, existente con el
nombre comercial do Bio-Gel P-2 de los Bio Rad Laboratories,
Rickmond, California, aunque también se pueden utilizar ge—
les de 50-200 mallase. La malla no es un factor limitador y
el nimero de malla particular empleado dependerd del -tematio
de la colunna que se utilice. Los eluatos se recogen después
en fracciones, se analizan las fracciones y se combinan las
nés activas.

Puede conseguirse ung nueva purificacidn del antibil-
tico asi obtenido concentrando las fraccioﬁes obtenidas del
gel de poliacrilamida y pasando los concenirados a través
de una columna que contiene una resina cambiadora de ién
fuermente 4cida en la forma hidrégeno, del tipo de sulfonato

con una matriz de estireno-divinilbenceno. EL adsorbato en
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resina resultante se desarrolla después con agua ¥y el elua
to, se recoge en fracciones. El pH de las :_f:'raccionés més ac
tivas puede ser‘ajustado después separadamente al valor %
con una bases Para la valoracién pueden emplearse bases inox
génicas como el hiérdxido gédico y el hidréxido potdsico y
bages orgénicas como la piridina y la trietilamine. Después
de la determinacién utilizando el procedimiento de andlisig
normalizado, se combinan las fracoiones més activas para ob
tener una solucién acuosa del Antibidtico 833A. Cuando se
deséa el antibidtico sdlido, puede concentrarse la solucidn
acuosa ¥y secarse por congelacibn. ¥l antibibtico seco asi
obtenido se pueds utllizar después pare deferminar el diasrg
ma de sensibilidad en el especiro bacteriano ¥y en los ensa-
yos de resistencia cruzeda asi cdmo la eficaciae in vivoe del
gntibiéticoe o

Otra posibilidad consiste en purificar la szl obtenida
por el procedimiexrito anterior por cromatografia en una co—
Iumna de resina cambiadora de anidén compuesta de grupos cam-
biadores de amonio cuéternario unidos a una red polimérica
de estireno—divinilbenceno (Dowex 1 x 2) en el ciclo de clo

Turos El btamafio de la columns dependersi de la cantidad de

meterial que se esté cromatografiando. kn general, persg una

nuestra de unos 36 mg es suficiente una columna.-de 84 ¢m
por 1,5 cme Generalmente se uﬁiliza una resina de 50~100 ma

llas, pero témbiéﬁ. se pueden empleap resinas de 50-400 nma
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llase Cuando se sigue este procedimiento de purificacién,
la resina se lava primero con una solucién acuosa diluf-
da de una sal como cloruro sédico, cloruro potdsico, clo-

ruro aménico o soluciones de sales de bases orgénicas,

‘como piridina o tri(hidroximetil )aminometano, con objeto

-de equilibrar la resina. Ia sal de Antobidtico 833A se

disuelve después en la solucién salina acuosa dilufda y
la solucién se vierte sobre la resina. A continuacidn se -
desarrolla 1a.columna con solucién equilibradors y el elua
t0 se recoge en fracciones. Despuds se ‘arializan las frac—
ciones para determinay la Zona general de bioactividad y
las fracciones activas se combinan y concentran. A conti-
nudcidn el concentrado sé'filtra.a través de una resina de
filtracién en forma de gel, tal como gel'de poligerilanida
(Bio=Gel P~2) para separar el antibiético de la sals Kl ta
mafio de la columna emplcada dependerd de la cantidad de mg
teyial a cromatografiar. las fracciones recogidas se anali

zan frente a Proteus vulgaris MB-838 para determinar la bio

actividad. Ias frécciohes activas’se combinan, concentran
¥y secan por congelacidn. ‘

En el procedimicnto anterior, cuando se emplee una
solucibn de tri(hidroximetil )aminometano/HCL en lugar de,
por ejemplo, solucién d;ldida de cloruro sédico, para laver
¥y equilibrar la resina, puede'emplearse como eluyente un

tompén de tri-(hidroximetil)aminometano/HCL pH 8,0 (0,1k

—7.—
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C17)s Ia sel de Antobidtico 8334, por ejemplo la sal sédi
ca, se disuelve después en el tampén y la solucidén se vier
te sobre la polumna de resina. la columna Se desarrolla con
el mismo tampén y el eluygnte Se recoge en varias fraccio=
nes. A continuacién se analizan lag fracciones f:ente a

Proteus vulearig MB-838 para determinar la bioactividad ¥y

las fragcciones activas se combinan, concentran y secans EL
residuo seco se disuelve despuds en agua y la solucién acuo
sa se filtra sobre una resina de filtracién en forma de gel,
como gel de poliacrilemida (Bio-Gel P-2), para separar el an
+ibi6tico del tampbn. Las fracciones activas, analizades '

frente a Proteus vulgaris MB-838, se combinan y concentran y

el concentrado se seca por congelacidn.
Iz sal de tri-(hidroximetil)aminometano de Antibidti-

co 8334 asi obtenida puede ser purificade todavia mis por

cromatografia sobre una columna .de resina cambisdora de ca-

tidn fuertemente 4cida, compuesta de grupos cambiadoresdeacd -

do sulfénico nuclear unidos a una red polimérica de estireno-’

divinilbenceno(Dowex 50) en el ciclo de sodio para sustitvulr

el grupo tri-(hidroximebtil )aminometano por sodio. Bl disovag

te de la sal de tri-(hidroximetil)eminometaio es generalmen
te agua y el efluénte'qué contiene:ia-sal sédica de Antibid
tico 833A se analiza y se seca por corigelacidn para obbener
le sal sddica sdélida. El procedimiento anterior pusde ser ‘

utilizado para obtener otras sales de Antobiético 8334, ade
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més de la sal 56dica, empleando una resina cambiasdora de
catifn con el catidn deseados

Tos cgldos de fermentacidn de Antibidtico 8334 uti-
lizados como material de partidsg para los procedimicntos de
purificacidén aqui descritos presentan unas actividades que
oscilan entre 1 y 10 unidades por mililitro cuando se anall
zan siguiendo el procedimiento normalizado que utiliza Pro-

teus vulgaris como organismo de ensayoe

El Antibidtico 833A se determina convenlentemente me
diante un procedimiento de disco—plada utilizando Proteus
vulgaris MB-838 (ATCC 21100 y NRRL B—3365) COMO OYZaiismo
de ‘engsayo. E1 cultivo de ensayéise maehtiene comé cultivo
inclinado en agar nwbritivo (Difco) més 0,2 % de exiracio
de levadura (Difco). Ios tuﬁos inclinados inoculados se in=-
cuban a 37°C durante 1824 horas y se conserven a las beupe
raturas del refrigerador durante una semana, prepardndose
tubos inclinados rrescos cada semana.

El inoculum para las placas de ensayo se precpara to

~ dos los dfas- inoculando un erlemmeyer de 250 ml que contie~

ne 50 ml de caldo nutritivo (Difco) mds 0,2 % de exiracto de
levadura (Difco) cdn una muestra tomada rascando el tubo in~
clinado. EL matraz se incuba a 37°C.eﬁ una méquina sacudido
ra durante 18-24 horas. A continuacibin el cultivo de caldo

gse ajusta hasta una .transmitancia de 40 % & una longitud de

onda de 660 mu, utilizando un Spectronic 20 de Bausch &
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Lomb, mediante l% édicién de 0,2 % de soluciébn de exfrac— ‘
t0 de levadura ai cultivo. EL caldo gin inoculaé ge utilizs
como blanco para este determinacién. Se emplean 30 ml de )
caldo ajustado para inodular v litro de medio.

Cono medio de ensayo Se emplea agar nutritivo (Dif-
co) mds 0,2 % de extracto de levedura (Difco). Bste medio
‘Se prepara, se esteriliza en gutoclave ¥ se deja enfriar a
50°%. Despus de haber inoculado el medio, se afiaden 10 ul
a plgpas petri estériles y se deja solidificar el medios

Ia aotividad se,éxpresa en unidades, defimiéndose’
una Wnidad como la concentrgcién dé Antibidtico 833A por”
nl Gue sobre un disco de papel de 1/2" (12,; mn) produce
una zona con un diéme%ro de 28 mme Para la preparacién de
la curva patrén se emplean cuatro concentraciones de 8334,
a saber, 0,3, 0,4, 0,6 y 0,8 unidades por ml; cada concen-
tracién se obtiene por dilucidén en tampdén de %ri-(hidroxi—
metil )aninometano éjustado a2 pH 8,0. Se colocan, cuatro dis—
cos en cadg una de las cinco placas para la preparacién de
la curva patrén, contenienéo cada placa un disco de cada una
de las cuatro concentracioneé de antibibtico citadas antes.
Las placas'se incuban durante 18 horas a 37% ¥y se miden.
los diametros de las zonas de inhibicidn en milimetros. Se
calcula un didmetro de zona medio para cada concentracién

¥ con estos valores se construye la curva patréh en papel

semi~logaritmico. La pendiente de la linea obtenida estd

- 10 =
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comprendida entre 4 y 5.

Tas muestras de Antibiddico 8334 que se van o ensa~
yar se diluyen con Gampén 0,05 M a pH 8,0 hasta una concen
tracién apropiada. Ios discos ée'suﬁergen‘en la solucidn
de ensayo y se colocan sobre la superficle-de la placa de
engayo; normglmente se colocan dos discos por cada muestra
sobre una placa de ensayo, uno enfrente de otro. Sobre la
placa se colocan dos discos sumergidos en una solucién de
Antibiéthx>833éque contiene 0,4 unidades por ml, en posicio
nes alternstivas con respecto a ia muestra. Las placas se
incuban a 3;00 durante 18 horas y se determinan los didme-
trog de lags zonas en m%limetrosw Ia potencia de la nmuestira
se determina mediante un'homograma o a partir de la curva

patrdn.

Cuando se emplea el procedimiento de ensayo modifi-

cado utilizando Proteus vulgaris como organismo de ensayo,

se utilizan 5 ml de medio inoculado en la placa petri y el
antibiético que se va a analizar se coloca en un disco de
papel de 1/2" (12,7 mm). Le placa con los discosde ensayo
se incuba despuds durante 18 horas a 3700 ¥y se miden las
zonas de inhibicién. Ia potencia se expresa como cantidad
de sélido por mililitro que produce una zona de inhibicidn
de 25 mm en estas condiéiones.

£l Antibidtico 833A se.produce durante la fermenta—

cibn aerobia de medios nutritivos acuosog adecuados, en con

- 11 =
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diciones controladas, por las variedades productoras de
Antibiético 833A de S. fradise. Para la produccién de An-
tibidtico 8334 son adecuados los medios acuosos, como los
empleados para la produccidn de otros antibidticos. Esgtos
medios contienen fuentos de carbono y nitrégeno asimilables .
por el microoxrganismo y sales inorgdnicas. Ademds, los mc—
dlos de fermentacién contienen trazas de metales necesa—
rios par? el crecimiento del microorganismo gque generalmen—
te son suministrados como impurezas como coﬁéecuencia de la
adicién de otros constitu&enteS‘del medio. La cantidad exagc

{a de la fuente o fuentes de hidratos de carbono utiliza—

. dos en el medio dependerd en parte de los restantes ingre-

dientes del mismo, pero se ha enconirado que generalmente

es satisfactoria una cantidad de hidratos de carbono com— -

prendida aproximadamente entre 1 % y 6 % del peso del me=-

dlo., HEatas Lfuentes de hidratos deicarbono pueden ser uti-
lizadas individualmente o bien puedeﬁ combinarse en el me=—
dio varias fuentes de este tipo. Las fuentes de nitrdgeno
adecuadas comprenden millares de materisles proteiniceos
tales como varias formas de hidrolizados de caseina, hari-

na de soja, licor de infusidn de malz, solubles destilados,

hidrolizados de levadura, pasta de tomate y similares. Ias

diversas fuentes de.nitrégeno, ya sean solas o en combing-
c¢ibn, se utilizan en cantidades que oscilan gproximadamen~—

te entre 0,2 y 6 % del peso del medio acuoso.

-2 -
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Lo fermentacibn utilizendo microorganismos produc—
tores de Antibiético 833A puede llevarse a cabo a tempe=
raturas comprendidas entre unos 250 y 31%C. Para obtener
resultados éptimos, lo mds convenlente es realizar estas
fermentaciones a temperaturas de 26° g 30°G. El pH de los
medios nutritivos.adecuados pere el cultivo de Streptomy-
ces fradiae y la produccién de Antibibtico 833A puede va-
riar entre 5,5 y 7,5 aproximadamentec.

El Antibidbtico 8334 y sus sales son agentes antimi-
crobianos @tiles que son activos en la inhibicidn del cre—
cimicnto de las bacterins patégenss Gram=positivaes y Grom-—
negativas. Tl antibiético puede ser wtilizado como agente
antiséptico para eliminér los microorganismos susceptibles
del equipo farmacéutico, dental y médico. Ademés, es §bil
en la sebaracién de ciextos microofganismés'de las mezclas
de microorganismos. El antibibtico pucde sexr utilizado pa-
ra tratar los ratones de laboratorio inrectados con diver—
808 orgéhismos Gram-negativos y con ello eliminar las fuen—
tes de infeccidn que de otro modo harian que 1os'aniMales

no fueran adecusdos para 1las prucbas de laboratoric. Como

el antibibtico y sus sales son muy activos en la inhibi -

cifn del crecimiento de varias cspecles de Sglmonells, pue
de ser utilizado como desinfectente en el lavado de huevos
y de zonas sometidas a la infeccidén por Salmonells.

Tos giguientes ejemplos ilustran los métodos para

- 13 -
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producir y recuperar el Antibidtico 8334,
EJHMPLO 1 _
 Se ajustan a pH 7 100 galones (378,5 liuros) de

- caldo filtrado y se Dasan a través de wna columna que con

tiene una resina cambiadora de anidén fuertemente bisica
del tipp de amonio cuaternario, con matriz de estireno—di-
vinilbenceno (Dowex 1 x 2). EL adsorbato en resina resul-
tante se eluye con una solucidn al 3 % de cloruro aménico,
en metanol al 90 % ¥y el eluato se recoge en fracciones de
2 galones (;,57 litros). Las fracciones 4, 5 y 6, que con
tienen la mayor perte del Antibiético 8334, dan el siguien

te andlisis:

Iraccidn
ne S81lidos totales Anglisis Poténcia -
4 15,1 mg/ml 14 unidades/nl 0,93 unidades/mg
5 21,;-mgybl. 14 qnidadeé/hl 0,65 unidédes/hg
6 36,2 mg/ml’ 4 unidades/ml 0,11 unidades/mg

Ias fracciones 4 y 5 se concentran por separado a
presién reducida para eliminar el metenol hasta una concen—
tracién de unos 200 mgyhi do sélidos totsles. Se pasan
275 ml del concentrado de la fraccidn 5; conteniendo en to-
tal alrededor de 51 g de sblidos, a través de 8,9'litfos '
de gel estérico de poliacrilamida de 50-100 mallas que per—
mite el fraccionamiento, desalinificacidén y conceniracién
de las sustancias con pesos moleculares comprendidos entre

200 y 2000 (existente en el mercado con el nombre de Bio-

-~ 14 -



10

15

20

25

Gel P-2 de los Bio-Rad Laboratories, Riclmond, California)

El adsorbato en gel resultante se desarrolla con agua 2
razén de 50 ml por minuto mientras se mide el eluato con

un refractémetro. EL eluato se recupers en fraccliones, se

_analiza y se combinan las fracciones activas apropiadss.

Se encuentra que log 630 ml de eluato entre 5600 ml y

6230 ml conilenen 19,1 mgyhlvde i?s g6lidos totales y tie
nen una sctividad de 68 unidades/ml cuando se analizan por
el procedimienté de ensayo antes descrito del disdo de

Proteus vulgaris. Esto representa que ei Antobidtico 833A

+tiene una potencia de 3,6 unidades/mg. -

Se realizan cuatro cromatogramas adicionales de la
misme forma utilizando, respectivamente, una porcidn de
275 nl y otra de 28% ml del concentrado de la fracciéﬁ 5y
dos porciones de 285 ml del concentrado de la fraccidn 4.
Ias fracciones ricas de-los cinco cromatogramas se feunen
y Se concentran a presiéﬁ-reducida hasta wnos 100 mg/ml.
Tos 660 ml del concentrado resultante tienen una potencia
de 4,1 unidades/mg.

Se pasan 100 ml de este concentrado a través de una
colunna que contiene 2480 ml de resina cambiadora de ca-
tién fuertemente 4cida del tipo de sulfonato con una ma-
triz de estireno-divinilbenceno (vendide por Dow Chemical
Company con el nombre comercial de Dowex 50 x 2), en su
forma hidrégeno. El adsorbato en resina resultante se dese

£

-15 =
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fracciones de'2035 nl del eluato fesultante, analizdndose
éste mediante un refractémetro regisirador. Ias fracciones
45=65 ge valoran independientemente hasta pH ; con hidré=-

xido sédico 0,71 N. A continuacidn se analizan laé frac—

ciones 52-62 y se reunen para obtener una solucién acuosa

de Antibidtico 833A.

De la misme forma se cromatografian cinco porciones
adicionales de 100 ml del concentrado sobre la resina com
biadora de catidn fuertemente 4cida, y las fracciones mas
activas de los eluatos de resina resultantes se combinan
con las fraccionss 52-62 pars obtener un total de 1870 ml.
Bsta soluclbn acuosa de Antibiétieo 8334 tiene un pH de
6,8, un contenido total en sélidos de 2,9 mg/ml y una ac-
tividad de 70 unidades/ml. Por lo tanto, la potencia de
la sal sédica del.Antibiétioo 833A en esta solucidén acuo=
sa es de 24 wnidades/mgs La solucidn ascuoga se concentra
después a presidn reducida y se seca por congelacién para
obtener 4,7 & del‘proaucto.

El caldo de fermentacidn utilizado como material
de partida en el proagdimiento anterior se érepara de la
siguiente forma: '

Se utiliza un cultivo liofilizado de Strepiomyvees

fradine MA-2898 (APGC 21096) (NRRL B-3357) pera inocular

50 ml de medio esterilizado de la sigulente composgicidn:

- 16—
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Extracto de levadura 7 10
Glucosa o 10
Mgs0, «TH,0 B 0,05
Pampén de fosfato % . + 2 mnl
Agua destilada CeSe el resto

" 91 g de TR0, ¥ 95,0 & do N HRO, llevades a 1 Litro -
_.con agua destilada.

Bl matraz inoculado se coloca despuds en mn sacy
didor rotatorio a 220 rpn con un recorrido de o (50,8 nm)
y se incuba durante 48 horas.a 28%.

Entonces se utilize un inoculum de 10 ml del cgldo
vegetativo resultante para inocular un erlemmeyer de 2 li-
tros provisto de,%abiqﬁe gue contlene 500 nl de medio este
rilizado Ge composicidén igual a la dgda anteriormente. EL
matraz inoculado se coloca despuds en un pacudidor rotato-
rio a 220 rpn y se incuba durante.48 horas a 28°¢.

¥l caldo de ferﬁentacidn resultante se emplia para
inocular un fermentador de acero inoxidzble de 50 galones

(189,3 litros) que contiene 160 litros de medio.estéril

~de la nmisma composicidn que antes. EL medio inoculado se

incuba & 28°C con agitacién, mientras se mantiene un caudal
de aire de 3 ofm (84 1iﬁros/hinuto) a ‘través del caldo de

fermentacidne Durante el periodo de fermentacidn, se afia-
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den pequeflas cantidades de Polyglyocol .2000 pars controlar

- la formacidn de espuma de la mezclas

4 continuacidn se emplea un inoculum de 25 litros
del caldo de fermentacién'resultante Para inocular un fer—
mentador de acero inoxidable de 200 galones (757,1 litros)

que contiene 510 litros de medio estéril de la éiguienﬁe

composicién:

g/litro ,
Avena preparada para alimento 20
‘Solubles de destileria ' . 10
Harina de soja ' 20
Citrato sédico 2

" Ascorbato sédico ' ' 0,5

Agua destilada Cese: - ol resto

El pH de este medio se ajusta a 6,5 antes de la es-
terilizacidne. El caldo inoculado se incubg entonces a una
‘temperatura de 28°C con agitacibn, mientras se mantiene un
caudal de aire de 10 cfm (283 litros/mainuto) durante 3
dfas. Durante la fermentacién se aflade en pequefias cantida-
des Polyglycol 2000 cono agente éntiespumante pera impedir
la excesiva formacién de espums en el caldo de ferﬁentar )
cibéne A continuacidén se riltra este Glbimo empleando tierra
de diatomiceas. EL caldo filtrado -hiene un pH de 7,9 y con-
tiene 13;4 ng/ml de sblidos totales. ELl andlisis del caldo

filtrado por el procedimiento de ensayo del disco-placa

- 18 -
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con Proteus vulgaris indica que contiene 0,8 unidades/ml

_de Antibibtico 833A, correspondiente a una actividad de
los gélidos del caldo de 0,06 unidades/mg.
' EJEMPLO 2
Se ajustan a pH 7,0, 5,6 litros de caldo de fe¥me§

tacidn £iltrado, con una zona de inhibicidn de 26 mm cuan~

do se analiza frente a Proteug vulzaris como organismo de
ensayo utilizando diécos_&e 14 mn, ¥y se pasa a través de
ung, columna que contiene 100 ml de una resina éambiadora
de anidn fuertemente bisica compuesta por asrupos cambiado-
res de amonio cuaternario unidos a una red polimérica de
estireno~divinilbenceno (Dowex 1 x 2) en el ciclo de clo~
ruro, a razén de.10 ml por minuto. El caldo gastado resul-

tante no posee actividad antibidtica cuando se analiza con

Proteus vulearis en la forma antes descrita.
. El adsorbato en resina resultante se lava con unos
100 m1 de agua y después se eluye con una solucién al 3 %

de cloruro aménico en metanol sl 90 % El eluato se reco-

' ge en iracciones de 50.ml, que presentan las sigulentes ag

tividades por el procedimiento de énsayo normalizado antes
degerito con Pruteus vulgaris:

1e Actividad nulg

2+ Zong de 26 mm _
3« Zona de 287mm a dilucidn de 1:25
4o Zona de 26 mm a dilucién de 13100

- 19 -
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5+ Zona de 35 mm

6. Zona de 22 mm

%. Zona de 18 mm

8-10. Actividades nulas

Ia fraccidn'ndmero 4, que contiene la mayor parie
del antibidtico, se concentra a vaclo para separar el me-
tanol y después se diluye con agua hgsta 50 ml. Da solucidy .
acuosa de Antibidtico 833A asi obienida %iené wn pH de
5,6, un total de sélidos de 3; mg/ml y da una zona de
25,5 mn @ una dilucién de 13100 cuando se analiza con Pro-

teug vulearis en la forma antes descrita.

El caldo de fermentacidén utilizado como material de
partida en el procedimiento anterior se prepara de la si-
gulenis formas
2o _

Sobre 10 ml de medio estéril AO de la siguiente com-
pogicidns )

Extracto de buey ‘ . : 3
Hidrolizedo de ceseins "10,6
Dextrose ' ' 10
Cloruro éédico_ : 5
Agua destilada cose ' el resto

y . con un pH de 7,2 antes de la esterilizacién se agrega

un cultivo inclinado de dgar de Sireptomyces fradise
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HB~2898 (KRRL B-3351) (ATOC 21096) sobre medio de 4gar

TA de la siguiente cdmposicién:

Agax ' . 20
Extracto de levadura . . 10
Glucosa . . | 10
1gS0, +TH,0 0,05
Tonpén de fosfato f : ' 2 nl

Agua destilada Cege . . el resto

S : - )
91 g de KHZPO4 ¥y 95 g de NaéEH%.llevados hastg 1 1i-

tro con agua destilada.
Un erlemneyer de 250 ml con tabique, conteniendo
50 nl de medio estéril AC, se inoculg con 3 ml de esta sus
pensidn celular. A continuacidn los matraces se agitan en
un sacudidor rotatorio a 220 rpm, con un recorrido de 2"

(50,8 mn), a 28°C durante 72 horas. Bl inoculim resultante

- se usa después para sembrar cada erlemmeyer de 2 1itros

con tabique de una serie, conteniendo 350 ml de medio es-
$éril FD, uwtilizdndose pars cada matraz 10,5 ml de oulti-
vo vegetativo. Los matraces inoculados se incuban después
durante Yo horas en un sacudidor rotatorioc a 145 rpm con
un recorrido de 2% (50;4 ma). Despuds se combina el conte-
nido de’ 10 matraces.

El caldo de fermentacién asi obtenido, con un.pH de

- 21 -
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6,6, se filtra emplcando tierra de diatomdceas. EL caldo
filtrado da una zona de actividad de 26 mm cuando se ana-
liza ocon Proteus vulgaris en la zona antes descrltae.

be

Se utiliza un cultivo liofilizado de Streptomyces

MB-2898 (NRRT B-3357) (ATCO 21096) para inoculer 50 ml

de medio estéril PA formado por los sigulentes ingredien—

tes:
g/ 11510
ixtracto de levadura 0
Glucosa 10
eSO, THO | - . 0,05
Tempén de fosfato * , 2 ml
Agua destilada C.8. ' .el resto
T

91 g de KH2P04 v 95,0 g de NaZH?Q4llevados hasts,
1 litro con agua destilada.

Bl matraz inoculado. se coloca después en un sacu-
didor rotatorio a 220 rpm con un recorrido de 2" (50,8 mm)
¥ 8¢ incuba durante 48 horas a 28°¢ y el caldo de fermen-—
tancién resultante se utllizs para inoculér un tanque de
siembra de segunda etapa conteniendo 50 ml del mismo me—
dio eh un erlenmeyer de 250 ml cbn'tabique, utilizando un
inoculum al 2 % Los matraces de siembra de segunda etape

se agitan tembién en el sacudidor rotatorio a 28°C durante

- 22.L
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dos diase.
Despuds se emplea un inoculum de 10,5 nl de este

cultivo vegetativo para inocular un erlenmeyer de 2 li-
tros con tabique, conteniendo 350 ml de medio esterili~

zado formado por los sigulentes ingredientes:

&/1litro

Haring de avena seca 20
Pasta de tonate 20
Agua destilada.Cese: el resto

Estos matraces de 2 litros se incuban en un sacu-
didor rotatorio a 145 rpm con'un'recorrido de 2" (50,8 mm)
durante 72 horas a 26°%. AL final del pericdo de incuba-.’
cién, se combina el contenido de diez de estos matraces
¥ 8¢ riltra con tierrs de diatomdceas para separsr el mi-
celio. El caldo de fermentacidn filtrado resultante da una
zona de 1nhibici$n de 29 mm cuando se analiza frente a

Proteus vulgaris #B-838 por el procedimiento antes descri-

$0e

Se combinan 2,6‘litros del caldo de fermentacién
filirado procedente de (a) y 3 litros del caldo de rermen-—
tacidn filtrado de (b) y se ﬁtilizan como material de par
tida en el procedimiento anterior.

STEPIO 3 .
Se combinan las rracciones 3 ¥ 5 del eluato de re

sina preparado en la Fforma descrita en el kjemplo 2 y se
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concenira a vacfo hasta 50 nl con un pH de 5,4, un con-
senido total en sblidos de 72 mg/ml y dando uns zona
de 27 mm a una dilucidén de 1:40 con agua cuando se en-—

saya siguiendo el método con Proteus vulgarise

Se cromatografian 5 ml de esta solucibén acuosa de
Antihiético 8334 sobre 35 & de gel esférico de poiiacril—
amida de 100-200 mallas, con wn intervalo de ope?acién
de 200~2000 (Bio-Gel P~2). EL adsorbato en gel se désar.’
rrolla después ‘con agua destilada a razdn de‘25 nl por ho-
ra ¥y se recogen rracciones de- eluato-de 4,6 ml. Las frac—
ciones nims. 1;—21 presentan actividad de Antobidtico 833A

cuando se analigzan por el método de ensayo en disco con

Proteus vulgaris y presentan uns pureza de 3 a 5 veces ma—~

yor que la pureza del ma%érial de Pértida.

Durante la elucibén con agua destilada, 1a coluang
se examing con un refractbéumetro registrador diferencial
y en las fracciones 21-24 se encuentra sal con un X, de
1,88. El K, de las fracciones activas de antibidético es
der1,56. .
Se emplean 500 ml de un cultivo vegetativo de Strep-

tomyces fradise 1MA-2898 (ATCC 21096) (WRRL B-3357) prepa-

rado cultivando el microorganismo con un erlemmeyer de 2
litros con tabigue siguiendo el procedimiento descrito en

el Ejemplo 1, pera inocular un Ifermentador de acero inoxi

- 24 -
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dable de 200 galones (757,1 litros) conteniendo 467 li-

tros de medio estéril de la siguiente composiciéns

ngitro

Extracto de levadurs 10
Glucosa 10
MgSO4~7HéO o ' 0,05
tampdén de rostato * ' o 2 ml
Agus destilada Cege el resto

8 91 g de KH‘ZPO4 ¥y 95,0 g de NQ2HFO4 llevados hasta
1 1itro con agua destiladas '

El medio inoculado se incuba a 28°C durante 24 ho-
rag con agitacién mecénica, mientras se mantiene un caudal
de aire de 10 ofm (283-1}hin.) a ?ravés del medio de fer—
mentacibn, afiadiendo una pequefla cantidad de Polyglycol
2000 para controlar la.formacidén de espuma. Se emplean
215 litros del caldo de Termentacién resultante para ino-
cular un fermentador de acero inoxidable de 1500 galones
(56%8 1itros) conteﬁiendo 1200 galones (4542, 5 litros)

de medio nutritivo estéril de la sigulenie composicidug

&/ Litro

Avena preparads pars aliménto 20
Solubles de destileria N 10
Harina de soja 20
) Citrato sbdico 2
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fZlitrov"
Ascorbato sédico . ' . 0,5
Agus destiladz CeSe - el resto
ajusténdose el pH'del nedio a 6,5 antes de la esterili-
zacidne
. ¥l caldo inoculado se incuba a una temperatura de
28% con agitacién, mieniras se mantienc un caudal Ge aire
de 55-cfm (1557 litros/minuto) durante 2 dias, afiadiendo
péquéﬁas cantidades &e Polyglycol 2000 para comtrolar la
fornacibén de espuma. ' o
El caldo de fermentacién resultante se filtra em—
pleando tierra de diatomdceas. Se pasan 550 galones (2082
litros) del caldo Tiltrado, con una actividad de 0,34 wii-
dades/ml, a través de una columna de resina cambiadora de
anidn, previamente usada, del tipo de amonio cuaternario
en una metriz de estireno-divinilbenceno (Dowex 1 x 2) en
el ciclo de cloruro. &Ll adsorbaﬁo'en resina resultante se
eluye con ung solucidén acuosa al 3 % de cloruro sddico y

¢l eluato resultante se recoge en rracciones de 5 galones

(1849 1litros). EL caldo gastado, despuds de pasaf por la

columna, es inactivo en el ensayo con Profeus vuisarise Se

combinan las fracciones 5=12 que contvlenen la mayor Par-
te de la actividad de antividtico.

' 1BTRIPLO 5

Se utiliza un cultivo liofilizado de Strephomyces

- 26 -
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iredine MA-2913 (aTcy 21099) (NRRL B-3360) pars inocular
50 mi de medio egtéril de ia sigulente Qomposicién, en

un erlenmeyer de 250 ml con tabique!

g(litro

Harina de avena molida 10

' Hiarolizgdo de levadura 10
Tampén de fosfato * o 2 ml
MgSo4.;H20 _ 0,05 .
Agua destilada CesSe el resto '

5 . 4
91 g de KH2P04 ¥y 95,0 g de NaZHPO4 llevados hasta 1

litro con agua destiladae
&l matraz inoculado se incuba después durante 24
horas a 28°% en un sacudidor rotatorio. Se emplean 10 ml
del caldo de fermentacién resiultante para inocular un

segundo erlenmeyer con babique de 250 ml, conteniendo 50

‘ml del mismo medlo estérile 1l caldo inoculado resuliante

se incuba a 26°C en un sacudidor rotatorio durante 24 ho-
ras. E1l caldo de ferméntacidn resultante se usa para ino-
cular un fermentador de 5 litros conteniendo 2600 ml de
medio nutritivo estéril de la siguiente composicidns

g/litro

Avena cortada con acero ' 30
Licor de infusidén de maiz. 10
Harina de soja ' 10

- 27 -
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g/1itro

Agua ces. . el resio

EL pH se ajusta a 6,6 antes de la esterilizacibi,

Il caldo nutritivo inoculado se incuba despuds a
28°C qurante 4 dlas mientras se agita y airea el caldo
de fermentacién con 3 litros de aire por minuto.

A continuacién se filtra el caldo de fermentacidn
resultqnte pere obtener 2350 ml de caldo con un pH de
9,0 ¥ wna actividad de 3,8 unidades/ml deﬁérminada por

el procedimiento de ensayo en disco con Proteus vulgaris.

" Se pasan 750 ml del celdo de fermentacibn a través de

una columna que contiene 50 ml de una resina cambiadora
de anibn fuertemente bdsica del tipo de amonio cuatérne-
rio (Dowex 1 x 2) en el ciclo de cloruro. Bl caldo gastom
do de la columna contiene solamente'una Pequefla cantidad
de Antibidtico 8334. E1 adsorbatd en resina resultante se
eluye con una solucién al 1 % de cléruro sédico en agua
¥y se recogen fraccionecs de 50 ml del eluato resulbanies
los sels primeros eluectos contienen las gigulentes canti-
dades de actividad antibidticas

Te 5 %

2. 35 %

3. 28 %

4e 10 %

5¢ 6 %

- 98 -
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6o 2 %
BIEIPLO 6
Se prepara una coluiana de'84,5 m X 1,4 om de re
sina cambiadora de anidn fuertemenie bdsilca, compuesta
de grupos cambladores ce amonio cuaternario unidos g
wna red polimérica de estirenc=divinilbenceno (Dowex

1 x 2) en el ciclo de cloruro (50-100 mallas)e. Ia resi-

na se lava con 725 ml de cloruro sédico 0,1 M para equi=

librar la miswma . 32 disuelven 36 mg de la sal sdédica cru
da de Antibidtico 833A de 2%/Aﬁng'preparada por el procg
cimiento descrito en el mjemplo 1, en 1 ml de cloruro sé
dico 0,1 ¥ a razén de 1 ml/minuto, recogiendo fraccioncs
de 5 ml. La corriente efluenie se examing utilizando un

refractémetro Mecco~latic Modelo 2. Cada gquinta fraccidn

se analiza rrente a Proteus vulzaris HB-838 para locali-

zar la zona general de bioactividads Se obscrvan dos né-
ximos bioactivos: fracciones 180 a 268 llamadas Fraccién
A-1 y 420 2560 llamedas Fraccidn A~2. Se combinan las
fracciones de cada méximo ¥y se conceniran hasta 10 nl.
Cada concentrado se filire a fravés de gel de poli
acrilamida (Bio—-Gel P~2) (150 em x 1,5 cm) para separar
el antibiético del cloruro sédico. El eflucnte se exami-

na con el reiractmetro Mecco-lMatic Hodelo 2. Las frac—

ciones se analizan frente a Proteus vulecaris IB-838 para

Localizar la biocactividad. Se reune la biloactividad en-
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tre 1&4 ml y 250 nl, se concentra ¥y se seca por congela
cibn. Iy Fraccidn A-1 constitulda por 1,4 mg contiene
27T po/mg Le Fraccién A-2 constituida por 3,5 ng conlie-
ne 170 j/mg.

EJEHPIO 7 _

- 8e prepara una columna de 84,5 em x 1,4 cm de re—
sina cambiaddfa de anidén fuertemente bAsioca, compucsia
por grupos cambladores de amonio cuaternario unidos a una
red polimérica‘de éstireno—divinilbenceno (Dowex 1 x 2)
en el ciclo ae cloruro (200-400 mallas). La resina se la=
va con 800 ml de tampdn de tri-(hidroximetil)aminometbano/
HC1, pH 8,0 (0,1 M C17) para equilibrar la resina. Sc di-
gsuelven 305,5 ng de'sélfsédiCa,cruda de Antibidtico 8334
de 19/L/mg en 3 ml del mismo tampén ¥ se aplioa a le par

-te superior del lecho de resina.

La columns se desarrolle con el mismo taapén o ra=
zén de 1 ml/minuto, recogiendo fracciones de 5 ml. Ia co=
rriente efluente se examing utilizando un refracidmeiro

.

Mecco=Matic Modelo 2. Cada quinta fraccidn se analiza

frente a Protens vulgaris MB;838 para localizar le zona
generél de bioactividad. Se observe un néximo bioactivo:
fracciones 115 a 185. Se reunen les fracclones 164 a

184 y se concentran haéﬁa sequedade EL residuo se disuel-
ve en agua (volumen final 12,0 ml) y se filtra por un gel

de poliscrilamida (Bio-Gel P-2) (143 on X 4,7 cm) para se

-~ 30 -
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parar el antibidtico del tampdin. El efluenie se examina
con un relraciténetro MHecco-fMatic Modelo 2. Las fraccio-

nes se analizan frente a Proteus vulaaris IB-838 pars

. localizar la bioazctividad. Se reune la bioactividad en

la fraccién comprendida entre 1420 wl ¥y 1680 ml, se con-
centra y se scca por congelacibne El residuo resultante
constituido por 89,6 ng da 46/u/mg.

Bste Antibisdtico 8334 -impuro se disuelve en 5 nl
de -agua y la solucidn se pasa a través de una columna que
contiene 2 ml de resina cambiadora de catidn fuertemente
4dcida, compuesta por srupos cambiadores de dcido sulfdéni-
co nuclear unidos a una red polimérica de estireno—divinil
benceno (Dowex 50) en el ciclo de sodio, para sugtituir
por sodlo el grupo tri-(hidroximetil)aminometano. Ia sal
sédica de Anﬁipiético 833A en los 10 ml de eflucnte ftie-
ne una actividad de 480 unidades/ml. Ia solucidn se seca
por congelascidén dando %1,6 ng de sélido con una poteicia
de 6% unidades/mee

'EJEMPLO'

Se bombean 1500 nl de caldo de fermentacién filtra
do, remesas n@ms. 15733 ¥ 15734, con una acﬁividgd de
0,1 unidades/ml y wna zona de innibicién de 21,5 ma cuan-

do se analiza frente a Proteus vulgaeris MB~838 utilizen-

do discos de 14 mm y con un pH de 6,1, sobre 100 nl de

regina cambiedora de idn acwrflice reticulada,débilmente

- 3] =
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bdgica (IRA-68) en ol ciclo de base libre, a razén de

7 ml/minuto. EL caldo gastado no ticne actividad anti-

bibétice cuando se analiza frente a Proteus vulgaris. La

_ colummna se lava con agua y se eluye con solucidn acuosa

de cloruro sédico al 1 % Se recogen fracciones de 10 ml
después de haber recogido un frente de 30 ml que se‘des—
precia. Sc¢ analizan las fracciones y se encuentra que las
11=30 contienen el 93 % de la actividad introducids en
la columha. Lasffracciones-aotivas 11=30 ge combingn dan=-
do 192 ml de solucién con un PH de 9,5. Se ajusta el pI

a7 ¥ la solucién se analiza frente a Proteus vulgaris

MB-838. Los resultados del anélisis son los sigulentes:

Dilucidn : Zona de inhibicién
1. Sin @iluir - 32,5 um
2. 722 .29 nmm
‘ 3. 134 ' . 24,5 mn
4o 138 . : 20,5 mn

11 caldo de fermentacidén utilizado en el ejemplo
anterior se prepara siguiendo el procedimiento de prepa~

racién del caldo del Ejemplo 1.
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REIVINDICACIONES

-1. " Un procedimiento de recuperaéion ¥y purificacion de
un antibidético particularmente del Antibidtico 8334 a partir
de soluciones acuosas imﬁuras que contienen dicho antibidti-
co, cuyo procedimiento cohsisté en pasar-un caldo de fermen-
tacién o una solucidén gue contenga dicho antibiético a través
de una columna de una resina cambiadora de ién seleccionada
entre el grupo formado por resinas cambidoras de anidén y re-
sinas cambiadoras de catidén fuertemente 4cidas, elufr el ad-
sorbato en resina con un disolvente de elucidén, recoger los
eluatos y combinar las fracciones activas.‘

2. Un procedimiento seglin la reivindicacion 1, en
el que la resina cambiadora de anién estéd constituida por
grupos cambiadores de amonio cuaternario unidos a una red po-
limérica de estireno-divinilbenceno.

3. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el que la resina cambiadora de catiéﬁ esté onstituida por
grupos cambiadores de acido sulfénico nuclear unidos a una
red polimérica de estireno~divinilbenceno.

4, Un procedimiento segin la reivindicacién 1, en
el que el disolvente de elucidén es una solucién hidroalco-
hélica de una'sal en l#'que la sal est& seleccionada entre
el grupo formado por sales solubles'en agua de metales al-
caiinos, sales ambnicas y sales de tri-(hidroximetil)amino-

metano.

_35_
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‘5, Un procedimiento segin la reivindicacidn 1, en
el gue el disolvente de elucibn es una solucibn al 3% de
cloruro aménico en metanol al 90 %.

. 6. Un procedimiento segln la reivindicacién 1, en
el qué el disolvente de elucidn es una solucibén acuosa -
al 1-3% de cloruro sbddico. '

7. Un procedimiento segin la reivindicaciém 1, que
ademés comprende la combinacién-de las fracciones activas,
la concentracién de las fracciohes combinadas, la disolu-~

cion del residuo en agua, la cromatografia de la solucidn

.acuosa sobre gel de poliacrilamida con un intervalo de -
1

-operacidn de 200-2000 y el desarrollo con agua del absor-

bato en gel.

8. Un procedimiento segiin la. reivindicaci6n 1 para
la recuperaciédn y purificacién de un antibibtico particu~ )
larmente del Antibidtico 833A en el'qug la columna de resi-
na cambiadora de anién se lava con una solucidn salina en
la que la sal estd seleccionada entre el grupo formado por
sales de metal alcalino, de metal alcalino-térreo, de amo-
nio y de tri-(hidroximetil)aminometano y sales de bases --
orgénicas, con objeto de equilibrar la resina, la sal impu
ra del antibidtico se desarrolla en la solucién eqﬁilibra—
dora, se pasa la solucién a través de la resina, se desa~-
rrolla la columna con dicha solucidén eguilibradora,se combi

nan las fracciones activasy se concentran las fracciaes combinadas.
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9. TUn procedimiento segin la Relvindicacién 8,
que ademés comprende la filtracién del concentrado a
través de una resina de filtracidén en Iorma de gel pa—'.
ra geparar la sal, la.combinéqiéh de las fracolones ag
tivasg, la doncentracidn de las fracclones compinadas N
la sgparacidn‘del'disqlvente del concentrado.

10. Se reivindica por dltimo como 6b3eto sobre

‘el que ha de recaer la Patente de Invencién que se soli-

cita:"UN PROCEDIMIENTO DE RECUPERACION Y PURIFICACION DE

UN ANTIBIOTICO". '
Todo conforme gueda descrito y reivindicado en

la preéente memoria descriptiva que consta de treinta y

cinco piginas mecanografiadas.

Madrid, 14 setiembre 1.968

BERNARDO /Usr{RIA
D.D. '

-
s
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