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ANTECEDENTES DEL INVENTO

BL Antibiético 8334 es un nuevo y Util antibiéti-

co formade por cultive, en condiciones controladas, de una

variedad previamente desconoolds de microorgenismo y se

produce durante la fermentacidn aerobim de medios nubtritiem
vos acuogos adecuadose. EL caldo de fermentaeidn y las go-
luciones crudas del antibidético deben ser tratados para ob
tener ol antibidtico en forma purificadas E1 Antibidtico
8334 es un material altemente polar, como indica la casi
completa ausencia de adsoroién de lag soluociones acuosas

por ol carbén getivo a PH 5. No es‘adsorbido eén las arcillas
doldas y ng‘es extralido féoilmente, incluso en presencia de
aminas orgénicas, por los disolventes polares como &l fe—

nol. Para la utllizacidén final del antibidético, el caldo de .

'_ fermentasidn crudo debe ser trabado con objeto de obbener

el sntibiético en wna forme purificadas. El presente invento
esta dirigido a un procedimiento para obtener este nuevo an
tibidtico en forma pura por adsorcidén sobre aliming con pos
terior elucién con soluciones acuosas o hidroalchélicas de
hidréxido aménico. )

RESUMsN DEL INVENTO

Este invento se refiere a un método de purificacidén
de una nueva gustanciz- antibidtica llamada Antibiético
833A oy por su nombre quimico, dcido l-cig=1,2~epoxXi=1-pro

pilfosPénice, tratando el caldo de fermentaoidn en: el que
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se produce ¢l antibidtico 0 las soluciones del mismo que
contlenen impurezas con alémina y posterior elucidn de
la alémine con soluciones mcuosas o hidroaloohdélicas bi-
slcas con objeto de obtener ol antibiético en forma purdifi
cadas EL Antibiético 833A es muy eficaz en la inhibicién -
del crecimiento de varios microorganismos Gram-~negatives y
Gram=positivoss ’ .

DESCRIPCION DE IAS REALIZACIONES PREFERLDAS

El Antibidtico 833A es una sustancia dcida, soluble
en agua, que forma gsales con las basas orginicas e inorgd-
nicas. En el presente invemto se ha encontrado que el Anti
biético 833A puede ser obtenido-en fpfma purificada tratan—
do primero una éolucidn del antibidtico, en forma de caldo
de fermentaeciln o en forma de saly como la sal de sodio,
potaslo, calcio, magnesio o amonio o una gsal de una base
oréénica, con alimina y eluyendo el material purificado
con un eluyente bdsioco adecuado, como hidréxido amdnlco
acuogo 0 hidréxido aménico hidroeleohdlicos Para estz pu~
rificacidn es mdecuada la alimine lavade bésica o deide
¥y los eluatos se recogen en fraccionessy '

Un método preferido de purificar una soliucién dsl
antibidtico es tratar la solucién con alimina en condiciow
nes egencialmente &cidase _

EL pH preferido para llevar a c¢abo el procedimiento

de purificacidn es alrededor de 5,7, pero también puede
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realizarze ol proceso en ﬁn intervelo de pH de 3 a ;,52
Lag soluciones de antibidtico empleadas como materisl de
partida pueden obtenerse pasando ol caldo de fermentacidén
a través de una columna de resina ¢ambimdora de anién del
tipo de amonio cuaternario en una matriz de estlrenc—-divi
nilbenceno (Dowex 1 xz 2) en ol ciclo de cloruros Is elu-
oldn con soluciones acuosas 0 hidroalochbélicas de sales
como el eloruro aménlco, cloruro sédico, asetato sbdico, -
cloruro potésico y similares da la sal gédieca, potdsiea o
andnica do Antibidtico 833A |
El eluato obtenido de ia régina cambiadora de anidn
ge concentra generaimente antes de ‘cra#arlo con aluming ¥y
en genersl se ansliza por un procedimiento modificado uti-

lizando Proteus vulgaris eomo organismo ds ensayoe A conti

nuasidn se agita una golucién acuosa .de la sgl econ gliming
lavada con dcido auradte 20 a 40 minutos, a un pH de 5-6%
Despuds generalmente se filtré la mezelad Se prepara una
suspensidén acuosa o hidroaléohdlica del adsorbato median-
te adiocidn de agua o agua y alcohol al adsorbato en alimi-
ng y el entibiético se eluye mediante la adicién de wna ba
gey como hidrdxido aménico coﬁoentrado, hasta que o1 pH de
la suspensidén es de 9—12 aproximadamentel Generalmente se
emplean soluciones acuosas de la bagse aungue también se
pueden emplear soluciones hidroalecohélicas. Aunque el antl

biétliso se eluye a PH alcalino, précticamente todo el anti
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biétlco ge recupera a un pH de 11 a 12 aproximadamentes A
continuscién la suspensién bésiog se agita durante unos
30 a 60 minutos yla aliumina sé separa por filtraeilns EL
eluato o fil:brado gse concentra y el concentrado se anali-
za generalmente sigulendo un procedimiento de ensayo mo=-

dificado utilizande Proteus vulgeris como organlismo de en

88y 0!

Para ung nueva purificacién se afiade metanol al con
centrado y se separa por filtraeidn .oualquier material lne
golublees Normalmente se emplea un volumen ds metanol que
es unas 8 a 10 veces el volumen del concentradc. EL filtre
do contiene prédcticamente la totalldad del Antibidtico
83_'3A Yy se pasa a través de una columna de alimina lavads
con %ocidoe XL tamafio de la columng dependeré de la cantidad
de material de partida y de la cantidad de alimine que ge
va 8 emplear. Entonces se emplea para elulr el adsorbato
de altmina un gradiente de metanol conteniendo amoniaco
2 N en aproximadamente metanol'al"ﬁ By 50 By 25 by £i-
nalmente amoniaco acuoso aprqximad‘amer_lte 2 Nj lag diver—
sas fracciones se recogen y se analizan para determinar el
contenido en Antibidtico 833A. .

El Antibidtico 8334 parcialmente purificado puede
ger purificado todavia mds liofilizando las Zracciones ob-
tenidas -por elucién con metanol y amoniaco acuose, combl-

nando los sélidos de lay fracoliones obtenidas por eluciédn
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con las diversas soluciones de metanol-amoniaco, es de-

cir, con amoniaco acuoso 2 N en metanol a '}'5 % 50 %y

25 %, fenien@o.cuidado de mantener separados todos los
sélidos eluidos gon una s_zoiuc_:ic_Sn particular de metanol-
amoniaco, agitando varias veces ol solido con metanol ¥y
finalmente separando por filtracién el material insolu-—
ble. En general, la cantidad mayor de n'la'l;erial activo se
encuentra en las fracciones eluldas con metanol al 50 % -
amoniaco, aunque se encuentra clerta actividad en las
restantes fracclones. Los extractos metanéli,co; gepara-

dos se oombinan y concentran y el concentrado se croma o~

grafia en altmine lavada con 4cido empleando un gradien=

e continuo empezando eon solugién acuoss 2 N de amoniae—
co y metanol al ;5 % a razén de 1 ml por gxinu’co!aproxima—
damente y manteniendo el volumen original de la solucidén
éluyen’ha mediante la adicién de amoniaco acuoso 2 Ne EL
eluato resultante se recoge en fracociones ue unos 20 ml
y les fracoiones més ‘activas, determinadas poxr un procedi~
miento de analisis modificadoy se combinan y concentrans’
Los concentrados dol entibiotiso que han sufrido

una purificacidén parcial pueden ser purificados '‘de auevo

'digolviendo el comcentrado en metanol y afindiendo butanol

& la solucién resultantes Se emplea alrededor de 10 a 12
veces ei volumen de metanol por volumen de concentrado. En

general se aflade un volumen igual de butanol pero pueden
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emplearse volumenes ftan altos como tres veces la oantidad
de metanols Este Ultimo se separa Por evaporaoién, gene-
ralmente a presidn reducida y el material insoluble en bu
tanol se separa por filtraetfns ¥l endlisis del Antibié-
tico 8334 soluble en butenol obtenido de esta forma, si-
gulendo un procedimiento de andlisis modificado, da gone
ralmente una zona de inhibicién de 25 mm g una concentrg-
¢ién de unos 0,005 mg/mls En algunos casos puede ser més
convenlente combi.na.r primero todas les fracciones que eon=
tienen material activo y después Iiroceder_como antes para
purificar el antibidtico semi~puroe Entonces puede obte—
nerse el antibiétic;: g6lido- por eliminacidén del butanol o
puede obfenerse una solucidén acuosa exirayendo el antibid
ti60 con pequefios volumenss de aguas)

Otra posibilidad consiste en agitar directamente

. el caldo de fermentacidén con a.llimit}a lavadg ocon éoido du-

rante unos 30-60 minutoge EL pH del caldo se ajusta a 5-6
aproximadsmente con gcido diluido, como dsido clorhidrico,
se Iiltra después le mezole y el adsgorbato en aluming £il-
trado se lava y eluye con amoniaco acuocso g un pH de 11-12
aproximadamentos A continuaclén se evapora el eluato pars
separar el amoniaco y la zona de inhibicién se determinag

por un procedimiento de andlisis modificado. El Antibié-

tico 833A parcialmente purificedo puede ser purificado mis

por cromatografis de columna sobre alimine lavada oon Aci-
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do, como se ha descrit& antes’s

Los caldos de fermentacién de Antibidtico 8334 wtd
lizados como material de partida para los procedimientos
de purificacién aqul descritos tienen unas actividades
que oscilan aproximadamente entre 1 y 10 unidades por Ml

18itro ouando se analizen siguiendo el procedimiento nor

malizado empiaando Proteus vulgeris como organismo de en=
sayo. -

¥l Antibidtico 8334 se analiza convenientemente me=
diante un procedimiento de disco~placa ubillzando Proteus
yulgaris MB-838 (ATCC 2100 y NRRL B-3361) como organismo
de ensayos El cultivo de ensayo se mantiene como cultivo
inclingdo en égér nutritivo (Difeo) mds 0,2 % de extraoto
de levadura (Difco)e Los eultivos inclinados inoculados
se incuban a 37°C Qurante 18-24 horas y se mantienen a las
teﬁperaturas del refrigerador durante una semana, preparal
do tubos inclinsdos frescos cada semana%

Bl inoculum parallas vlacas de ensayo Se prepara 0a
da difa inoculando un erlemmeysr de 250 ml que contiene 50
ml de caldo nutritivo (Difco) més 0,2 % de extracto de le-
vadura (Difco) con una muestra rasceda del tubd inclinados
EL matraz se incubs a 3%°C en una mdquina sacudidora duran
te 18-24 horass EL celdo de cultivo so ajusta entonces has-
ta ung trensmitanciaz del 40 % a una longitud de onda de

660 mit, utilizando un sparato Sprectronic 20 de Bausoch &
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Lomb,mediante la adiclén ol cultivo de solucidn de ex—
tracto de levadura al 0,2 % ELl caldo sin inocular se
wtiliza como blaﬁeo pars esta determingcidéne Para inocu-
lar un litro de medio se emplean 30 nl Qel caldo ajuste—~
dos '

Como medio de ensayd se utiliza agar nutritivo
(Difeo) més 0,2 % de extracto de levadura (Difco)e Se pre=-
pars este medio, se esteriliza en autoclave y‘se deja en—

frisr & 50°C. Después de inoouler el medio, se afaden 10

- ml a unas placas petri estériles ¥y el medlo se deja soli-

dificars.

La actividad se expresa en unidades, estando defini-
da una unidad como la concentracion de Antibidético 8334 por
nililitro que sobre un disco de papel de 1/2" (12,; mm )
produce una zona de 28 mm de diémetrow Pars la preparacién
de la curva patrén se emplean -cuatlo concentraciones de
8334, a saber, 0,3, 0,4, 0,6 y 0,8 unidades por ml; obte-
niéndose cgda concentraoidén por dilucidn en tampén do tri-
(hidroxime+til Jaminometano ajustedo a pH 8,0+ Se coloecan
cuatro discos en cada una de las cinco placas para lo pre
paracién de le éurVa patrén, conteniendo cada placa un disg
co de cada una de las cuatro concentra9iones de antibidéti-
co antes indicadage Las placas se incuban dwrante 18 lhoras
a 3}00 y Se miden los dismetros de las zonas de inhibieidn

en milimetrog. Se caleila un didmetro de zona medio pare
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sada concentracidn y a partir de estos valores se prepara
una curva patrén en papel éemilogari'hnioo.' La pendiente -
de la linea obtenida estd comprendida entre 4 y 5S¢ '
Las muestras de Antibiético 833A que se van a ana

iizar ge diluyen en tampén 0,05 M @& pH 8,0 hasta uns con-
centracidén aproplada. Los discos se sumergen en la Solu-
¢cién de ensayo y sSe colocan sobre la superficig de la;..pla-
oa de ensayo; -normail.mepte ge colocan dos discos para cada
nmuestra en una plaocg, uno frente a.otro. Se colocan gobre
lar placa dog discos sumergidos en '0,4 unidades por ml de
solucién de Antibidtico 8334, en posieidén alternada con reg
peoto a la muestras Las places se-incuban a 3'—7-°C durante
16 horas y se determinan los didmetros de las zonas en mi=-
l:fme‘bfos. Le, potencia 6e la muestra se debermins mediente
un nomograms 0 & partir de la curvg patréns’ 7

" Cuendo se emples el procedimiento de andlisis mo=-

dificado utilizando Proteus vulgeris como organismo de

¢

aiaélisis, se utilizan 5 ml de medio inoculado en la place
petri y el antibidtico a anelizar se coloca en un disco
de papel de 1/2" (12,7 mm)e Iva placa con los discos.:de en
sayo se incuba después du:ca.n'te 18 hores a 37°C ¥ se miden
las zonas de inhibieibne I@. potencis se exprese como la
cantided de sélido por mililitro que prodt;.ce una zong de
inhivioidén de 25 mm en estas condicloness '

El Antibidtico 8334 se produce durante la fermente~

- 10 ~
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cidén amerobia de medios nutritivos gcuosos adecuados, en
condiciones controladas, por las variedades de S+ fradise
productoras de Anfibiéjico 8334« Parg la produccidn de
Antibiético‘833A son adecuados los medios acuosog, como
los empleados para la produccidn de otros antibiéticos;
Egtos medios contienen fuentes de carbono y nitrégeno asi
milables poxr el microorganismo y sales lnorgdnicas. Ade-
nés, los medios de feimentacibu contienen trazas de meba=
les necesarios pera el crecimiento del microorganismo, que
son comdnmehteisuministrados como impurezas como consecuen
cia de la adicién de otros constituyentes del medio. Ia
cantidad exacta de la fuente o fuentes de hidrato de carbo
n& utilizadas en el mediordepende en parte de los restan-
tes ingredientes del mismo, pero generalmente se encuenira
que es satisfactoria una centidad de hidrato de carbono.com

prendida entre 1 #y 6 % del pesto del medio. Estes fuentes

~de carbono pueden ser utilizadas indlvidualmente o blen se -

pueden combiner en el medio varias de estas fuéntes de car—
bonos Tas fuentes de nltrdgeno satisfactorias comprenden mi
llares de materiales proteinéceos como diversas formas de
hidrolizados de caseina, harine de soja, licor de infusién
de malz, solubles destilados, hidrolizados de levadura, pag
ta de tomate y similarese. Les diverses fuentes de nitrdge—-
no, solas 0 eu ¢ombinacidén, se ytilizen en cantidades que

ogcilan aproximadamente entre 0,2 y 6 % del peso del medio

-11 =
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La fermentacién utilizando los microorganismos
productores de Antibiético 8334 puede llevarse a cabo &
temperaturas comprendides entre unos 25° ¥ 31°C. Pars
obtener resultados §ptimos lo pﬁs corveniente es reslizex
estas fermentaciones a temperﬁturas de 26° a 30°% E1

PH do los medios nutritivos adecuados pera cultiver Strep-

tomyces fradise y producir-Antibiético 8334 puede varier.
entre 5,5 y %,5 aproximadementas! .

El Antibidético 8334 y sug sales =son agentes anti-
microbianos Gtiles que son activos en la inhibieién del
crecimién#o de las bacterias patdgenas Gram=—positivas y
Gram-negetivase EL antibldético pueds ser‘uxilizédo como
agente antiséptico para eliminar los micpoorgéniamo sﬁs—
ceptibles del equipo farmacbdutico, dental y médicoe. Ade-
nés, es Uil en le separacidn de cieftos microorganismos
de las mezclas de microorganismose ¥l antibidtico puede
ser utlilizado para .tratar los ratones de laboratorio in~-
fectados'con varios organiémos Gram=inegativos y eliminar
de este forme las fuentes de infeccidn que de otra forma
hariagn que los enimeles no fueran adecuados parea lasprue—

bas de laboratoric. Como el antibidtico y sus sales son

' muy ectivos en la inhibicién del crecimiento de varias es

pecles de Salmonelley Pueds ser utilizado como deginfec

tante en el lavado de huevos y de las zonas sometidas a

-12 &
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infeccidn con Salmonellal .
Los slgulentes ejemplos ilustren 1os métodos de
produccién y recuperacidn de Antibidtico 8334w
EJEMPLO 1 |
Se emplean 500 ml de un cultivo vegetativo de
Streptoﬁyces frodiae MA-2898 (ADCC 21096) (NRRL B-3357)

preparado cultivando el microorganismo en un erlemmeyer

de 2 litros provisto de tabique, pars inoculer un fermen
tador de ecero inoxidsble de 200 galones (75741 litros)
contenlendo 467 litros de medio estéril de la sigulente

oomposicidén:
g/1itro
Extracto de levadura 10
~ Glucosa - 10
¥gS0,+7H0 ' 0,05
Tempén de fosfato ® | 2 ml
Agua destilada cesls ' el resto
e

91 g de KHyPO, ¥ 95,0 g de NapiPO, llevados hasta 1 1i-
tro con agus destilada.

El medio inoculado se incuba a 28°C durente 24 ho
ras; con agiteoidén mecdnica, nientras se mantiene un caudal
de aire de 10 ofmm (283 lifros) a través del medio de fer-
mentacidn, afladiendo una pequefla cantidad de Pol#gﬂycol

2000 para controlar la formecién de espuma. Se emplean

- 13 -
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215 litros del caldo de fermenimoién resultante para ino
cwler un fermentedor de acero inoxidable de 1500 galow
nes (5678 litros) conteniendo 1200 galones (4542,5 li-

tros) de medio nutritivo estéril de la siguiente compo-

sioléns

1litro
Avena preparada para alimento 20
Solub;es de destileria 10
Harine de soja 20
Citrato sédico ' C2
Ascorbato gédico 045
Agua destilads p.gm el resito

ajusténdose el medlo a PH 655 antes de la esterilizacidn.

El caldo .inoculedo se incﬁba a uﬁa Temperature de
28°c, con agltacidn, mientras se'mantigne un cgudal de
aire de 55 cfm (155; litros/minuto) durente 2 dies, afin=
diendo Polyglycol 2000 en pequefias ogntidades para contre
lar la formacidn de espumal:

ELl caldo de feﬁmentaciép resultente se filtra em-
pleando tierre de gistomoenss Se pasan 550 galones (2082
1itros) del cgldo f£iltrado con una ectivided de 0,34 uni-
dades/ml a través de una columna de resina cembiadora de
anién, previamente wtilizade, del tipo de emonio cuaterna~
rio en una metriz de estireno;divinilbencéno (Dowex 1 x 2)

en el clclo de cloruxos EL adsorbato en resinse resultante

- 14 -
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Be eluye oon una solucién acuoss al 3 % de cloruro sddl
co § el eluato.rgsultante se recoge en fracciones de 5

galones (18,9 litros)s El caldo gestado, después de pa-
sar & través de la columna, es inactivo en el andlisis

con Proteus vulgeris. Ies fracciones 5-12, que contienen

la mayor parte de la actividad antibibticaes se combinans
Se pasan 550 galones (2082 litros) adiclonales

del caldo de fermentacién filtrado a través de unae colum-
na que contiene 40 galones (15144 litros) de una nueva re-
sina cambiadora de anién del mismo tipo descrito anterior
mente y el adsorbato en resina resultente se eluye con una
golucién acuosa 2l 3 % de eloruro sédico, reéogiendo ol
elugto en frocciones de 5 galones (18,9 litros)s Ias frac—
ciones 2-11, que contienen lg mayor parte de le actividad
antibiética, se combinen con las fraccienes 5-12 proceden—
tes de la primera cromatégrafia ¥ se concentran hagte unos
% gelones (2645 litros) a presién reducidas ElL concentrado
resultante tiene wn pH de 8,5 y una potencia de 0,2 unida-
des/mg determinade por el procedimiento normalizado con

Proteus vulgeris antes descrito. Este concentrado del elua

40 de resina se analiza tembién por un procedimiento modi-
ficado empleandd Proteus yvulgeris como orgenismo de en -
8ayo'

En este procedimlento modificgdoy se emplecan 5 ml
de medio inoculado en la placa petri y el antiblético que

- 15 -
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se va a enalizar se coloc;a en un disco de papel de 1/2%

(12,7 nm)s A continuacién la plaoca con los discos de en-
sayo se incuba durante 18 horas a '3;I.°C v se mlden las zg
nas de inhibiciénes' Ia potenois se expresa como la canti-
ded de sélid_o por ml que produce una zona de inhibicilén

deé 25 mu!

Se encuentra que el eluato de resina (25,85 litros)
contiene 10,4 kg de sélidos y da ung zona de inhibicidn '
de 25 mm a una concentrapidn de 2,';)' ng/mle Sobre estos
25,85 1itros de concentrado de eluato ge afladen 15. kg de

alimina lavede con dcido y la mezela se agita durante 30

‘minutos e un pH de 5,7+ A continuacidén se £iltrs la mez~’

cla ¥y se encuentra que el filtrado coniiene 9,5 kg de 86~
lidos y da uwna zona de inhibicién de 25 mm a una concentra
clén de 6,1 mg/ml utilizando el procedimiento de andlisis
modificado e.n'l:es.desc':cito'. El Antibidtico 833A adsorbido
gobre alimina se suspende coﬁ 25 litros de agusy ajustan=-
do la suspensidén de allmineapH 11,1 mediante ls adicién
de hidréxido eménico concentrados; Después de 40 minutos.
de agitacién se L£iltrs la alimina y el elusto resultante
se concentra hasta 1 litro a-presidn reducide. Este con-
centrado conticne 361 g de s6lidos ¥ da una zong de inhi-
bioién de 25 mm & una concentracidn de 0,1'-7 mg/mle.

Sobre 850 ml de este concentrado rico se efiaden

7650 ml de metanol y el material insoluble se separa por
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filtracibne E1 filtrado, que contiene pricticemente to-
do el Antibiético_833A,. se pas;z e través de ung columna que
contiene 1 kg de alimina laveda con &cidos A continuacién
se emplea un gradlente de metanoi conteniendo smoniaco

2 N en metenol al 75 % 50 %y 25 % y finalmente amonio—
co acuogo 2 N para eluir el adsorbato en allminay empledn
dose 4000 ml de cgda una de las concentrasciones de meta-
nol y el mismo volumen de asmoniaco acuosgo pafa la eluciéne.
El e;ua'bo procedente de la elucidén con amoniaco 2 N ~ me=
tanol al '} 5 % se recoge en 4 fracolones de 1 litro y se

analiza. Los andlisis indican que estas fracclones contie-

nen una actividad insignificente y por lo tanto se des-

precisne

El eluato procedente de la elucién con amoniaco
2 N = netanol al 50 % se recoge iguslmente en 4 frascciones
de 1 litro cada unae El contenido en sélidos y el sndli-

sis de estas fracciones es el sigulente:

 Andlisis
Fracecldn 84lidos totales, gramos %%ﬁignzgg%gemig
1 , 15 0,75
2 | 31 0424
3 16 ' 0,13
4 5 0,06

El eluato procedente de la elucién con amoniaco
2 N - nmetanol 2l 25 % se recoge .en 4 fracciones de 1 li-
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tro cada ung. 11 contenido en'sélidos y el andlisis de

cada wia de estas fraociones es el siguientes
Anglisgis

mg/ml por zona de :LQ
Fraccidn Sélidos totales, gramos hibicibn de 25 ml

1 4,99 0410
2 851 0,04
3 4y4 0,03
4 2,0 0,04

¥l eluato procedente de la elucidn con amonisco
acuoso 2 N se recoge ei 4 froacoiones de 1 I1itro cada unae

Ta primere fraccibn contiene un fotal de 2,9 g de sélidos

oon una actividad de 0,12 mg/ml por zona de inhibieidn de

22 mm ¥ la segunda contiene 4;0 g de sblidos y une activi~
dad de 0,16 mg/ml por zona de inhibicién de 22 mm. Ias dos
frgcciones restantes contienep solemente pequefias cantidam
des de actividaed de antibiétlco y se desprecisns

Oade wne de las fracciones de eluato obtenidas en la
forma descrite es liofilizadas Los sélidos procedentes de
las tres Gltimes fracciones obtenldas en la elucibén con
metanol el 50 % =.amoniaco 2 N se oombinan,y se suspenden
tres veces con 500 ml de metanol y despuds se f£iltrans los
extractos metandlicos se combinan y se concentran haste
500 ml a presidn reducldas EL concentrgdo resulitante con=
tiene 7,5 g do gbélidos y da unz zona Ge inhibleién de 25

mm & ung concentracién de 0,006 mg/mle

4 - 18 ~
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Se cromatograflan 134 ml de-este concentrado so=
bre 100 & de alimina lavaeda con é.oido utilizando un gra=
diente continuo (exponencial) empezando con 2 litros de
metanol al '}5 % - gmonisco 2 N, e razén de 1 ml/minuto
¥y manteniendo ocontlnusmente log 2 litros de solucidn elu’
yente en el mismo volumen mediente la adleidén de amonlaco
acuoso 2 Neo El eluato resultante ge recocge en fracciones
de 20 mle Yas fracciones més activas 10-25 se combinan
¥y concentran a presidn reducida hasta 1 ml, que después
se disuslve en 12 ml de metanol y se afiade un volumen
iguel de n-butanol's’ k1 metanol se evapora & presién redu-
cide y se separa el material insoluble en butanol. k1 ang
lisis de la solucidén butandlica de _Anti'bi&tico 833A por
el procedimiento de .ensayo modificado descrito en este
ejemplo da une zZona de inhibioién- de 25 mm a una concens-
tracin de 0,005 me/mls

EIREUPIO 2

Se emplea un eultivo liofilizado de Streptomyces
frodiae MA=-2913 (ATCC 21099) (NRRL B-3360) para inocu-
lar 50 ml de medio estéril de la sigulente composicidén en

un metraz erlermeyer con tabique de 250 mls

o N ol .

- g&/1itro

Haring de avena molida o . 10
Hidrolizedo de levadura : 10

- 16 =



g[li‘bro

Tempén de fosfato X 7 2 ml

Ague ovEl ‘ - el resto
x -
| 91 g .de KH2P04. vy 95 g de NazHIEO4 llevados_hasta 111
tro con agua destiladas

El medio se ajuste a pH 6,5 antes de la esterd-

© lizaocidns! \

'EL matrez inooulado se incuba a 2800 durante 24
hores en un sacudidor rotatorios Se emplean 10 m.'L del
caldo resultante pare inooular un segundo erl'enmeyer'de
250 ml conteniendo 50 ml del mismo medio estérilo; Des—
pués de incubsr a 28°C durante 24.ho'ras en va sacudldor
" rotatorio, el caldo de Ffermentaoién resultente se emplea
pere imoculer un fermentedor de 5 litros que contiene 3
litros de caldo nutritive "estéril de la sigulente compo-
siclén:

gAitre

Harine de avena molida . . 30
Solubles do destilerfa - | 10
Harina de soda | 25
Citrato sédico _ 4

| Ascorbato sédlco 045
Agua c.gie ' el resto

El medio se ajusta g pH 6,5 antes de la esterili=
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zasiény ,
El medio inoculado se inouba después a 28°C,
durante 4 dias, mlentres se aglta ¥ alrea el caldo de

formentgoidn con 3 litros de aire por minuto, afiadiendo

‘ 3 ml de wn polimero de propilenglicol oon un peso mole-

culer de 2000 aproximpdemente, vendido c¢on el nombre co—
mercial de Polyglycol R=2000 por la Dow Chemi_oal Coﬁpany,-
para impedir una excesive formacidn de espumas EL caldo
de :Eermentaoién_'resul;ban’se tiene una actividad de 549
unidedes /ml, determinada por ané.ligis normal utilizando
Proteus vulgariss)

Una segunda fermentacién empleando este mlsmo pro-
cedimiento da un caldo con una actividad de 6,75 unidades/
ml%

Los caldos procedentes de las dog fermentaciones
ée combinan y se filtreme El caldo filtrado resultante
contiene 20 mg de sélidos por mililitro y e una diluoién
de 1332 da una zons de inhibiocidn de 25 mm cuendo se en-
saya frente a Proteus vulgeris utilizendo el procedimiento

de andligis modificado desorito en el Ejemplo 7T

Se agiten 96,5 ml del caldo Gurente 40 minutos con
2,5. g de glimina lavade con dcidos: Se ajusta 8l PH a 537
con 4cido clorhidrico 2,5 N, se filtrs lé. mezcla y se en-
cuentra que el filtrado contiene 20 % de la actividads

El adsorbato en altmine filtrado se lava ¥ eluye con amo
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nilaco acuoso g un pH de 11,20 El eluato se evapora para
seperer el amoniaco y se encuentra que da una zona de
inhibieién de 25 mm o una dilucidén de 0,125 mg/ml por el
procedimiento de andlisis modificados
EJEMPLO

Un eluato en metanol el 25 % - smoniaco 2 N ob~
tenido por el procedimi-en'bo degerito en el Ejemplo 1 se
geca por congelacién obteniéudoss 250 ﬁlg de sélidos que:
den una zona de inhibicién de 25 mmy e wne dllucién de
0,028 mg/ml, por el procedimiento de ensayo modifiocedo
con Proteus vuleeris descrito en el Ejemplo T EL sélido

seco se disuelve en 5 ml de metanol y a la solucién mets
nélice se efiaden 5 ml de n-butanols La solucién resultan—
e se filtra y el filtrado se evapora a presién reducida
para separar el metanold Se Tiltra la solucién butandlica
para separar el material insoluble.y Se encuentra que el
filtrado gue conilene Antibidtlco 8334 da una zona de in
hibicidn de 25 mm a uns &ilucién de 030065 mg/mls.
"EJEMPT.O 4

Ios eluatos combinados en amonlaco 2 N -~ metanol
gl 50 %y al 25 %, procedentes .de la cromatografia en
alémine de Antibiético 833A obbenido sigulendo los pro=
codimientos desoritos en el Kjemplo 1, sSe concentran a
pregidén reducida hasta 500 mls, Sobre esie concentrado se

afiaden 1500 ml de metanol y se £iltrae la solucidn resul-
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tantds El filtrado se evapora & presidén reducida para
obtener uns solucibén acuosa de Antlibidtico 833A que;

cuando ge analiza por el procedimlento modifiocado con
Proteus vulgaris desorito 'en el Ejemplo 1, da una zona
de inhibicién de 25 mm & une -dilucidén de 0,0055 mg/ml<w
| Sobre 2 ml del.oconcentrado anterior se agregan

20 ml de metanol y se filtra la soluclén resultanies EL
filtrado se diluye con 60 ml de n-butanol y el material
ingoluble se separa por filracidne El fitraedo que con—

tiene Antibidético 8334 da una zona de inhibicidén de

' 25 mm @ una dilucién de 0,0025 mg/mle Se evepore el ril-

trado hasta 8 ml y el material insoluble se separa por
filtracién. ILa solucién resultante en n-butanol de Anti~
bidtico 833A da una zona de inhibicién de 25 mm a una
dilucidn de 0,0014 mg/ml por el procedimiento de analisis
modificado con Proteus vulgarigsy

...
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Nom. 358.171

. REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la recuperacién y puri-
ficacién de un antibibtico particularmente del Antibidti-
co 8%3A que consiste en agitar una solucién del anbtibiéti
co que contiene impurezas con alimina lavada con acido,
en condiciones &cidas, filtrar la mezcla resultante, eluir
el adsorbato en alimina filtrado con una solucidn auosa
o hidroalcohélica bésica y, concentrar el eluato para pro-
ducir una solucidn purificada del antibidtico, afiadir un
alcanol inferior a la solucidn purificada para precipitar
el material insoluble, filtrar dicho material insolublé,
pasar el filtrado a.través de una columna de allimina lava-
da con acido, eluir el adsorbato con un gradiente alcohd-
lico conteniendo amoniaco y un alcohol y finalmente amo-~
niaco, recoger las fracciones para andlisis y liofilizar
de las fracciones obtenidas.

2. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1,
en el que el Antibidtico 8334 en la solucidén de partida
se encuentra en forma de una sal que estd seleccionada en-
tre el grupo formado por sales de mebal alcalino, de metal
alcalino-térreo, de amonio y sales de bases orginicas.

3. Un procedimiento segin lé reivindicaciébn 1,
en el que el alcohol es metanol y que ademds comprende la
combinacién de las fracciones eluidas con mebanol al 50 %

- amoniaco acuoso, la suspensidén en metanol de los sbélidos

- 24 -
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combinados, la filtracién del material insoluble, 1a con-
centracidn del filtrado, la cromatografia del concentrade
sobre altmina lavada con &cido utilizando un gradiente
continuo empezando con metanol al 75 %-amoniaco acuoso,
recogida de las fracciones de eluato, combinacion de las
fracciones mis activas, concentracidén de las fracciones
activas cdmbinadas, disolucidén del concentrado en metanol,
adicién de un volimen igual de n-butanol, evaporacidén del
metanol, filtracidén del material insoluble y recogida del
filtrado butandlico resultante de Antibidtico 833A.

4, Un procedimiento segin la reivindicacidn
1, en el que el alcohol es metanol y que ademis comprende
la combinacién de las fracciones eluidas con metanol al
25 % - amoniaco acuoso, el secado por congelacién de las
fracciones combinadas, la disolucién en metanol de los sé-
lidos resultantes, la adicidn de un vollmen igual de buta-
nol a la solucidén metandlica, la filtracidén del material
insoluble, la evéporacién del mebtanol, la filtracién de
los materiales insolubles y la recogida del filtrado bubta-
nélico resultante del Antibidtico 833A.

5. Un procedimiento segin la Reivindicacidn
1, en el que el alcohol es metanol y que ademis comprende
la combinacién de las fracciones eluidas con metanol al
50.% y al 25 % - amoniaco aéuoso, la concentracidn de las

fracciones combinadas, la adicidn de metanol al concentra-
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do, la filtracién del material insoluble, la dilucién de
la solucidén metandlica con n-bubanel, la filtracidn del
matefial insoluble, la concentracidén del filtrado, la
filtracién del maberial insoluble y la recogida de la so-
lucién n-butandlica resultante de Antibidtico 8334.

6. Se reivindica por Gltimo, como objeto
sobre el que ha de recaer la Patente de Invencidén que se
solicita: ""UN PROCEDIMIENTO PARA LA RECUPERACION Y PURI-
FICACION DE UN ANfIBIOTICO".

Todo conforme queda descrito y reivindica-
do en la presente Memoria descriptiva, que consta de vein-

tiseis paginas mecanografiadas.

Madrid, 14 Septiembre 1968 -

BERNARDO UNGRIA
P.p.
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