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RESUIEN DEL_INVERTO

Se obtienen mayores rendimientos del antibidtico

deido (~) (cig=1,2~opoxipropil)fosfénico medinnte la adi

cidn de una fuente de citrabo & los medios de fermente-—
cidn constituidos por egentes nutritivos orgdnicos comple
jos y/o quimicamente definidos. EL antibidtico que es pro
ducido cultivando variedades recién encontradas de Strep-
tomyces en medios de fermentecion adscuados es activo
cpntra las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

DESCRIPCION DE LAS RBALIZACIONES PEEFERIDAS

~ El invento se refiere a la produccidn de un. nuevo
y util antibidtico conocido quimicamente como dcido (-)
(6is-i,2-epoxipropi1)fosf6nico ¥, en especial, a un méto-
do mejorado para la produccidén del antibidtico por fermen
tacidén de medios nutritivos con variedadés adecuadas de
microorganismos, por ejemplo Streptomyces. .
EL antibidtico es producido durante la fermenta-

cidn merobis de medios nutritivos acuosos adecuados, en

~condiciones controladas. Dos medlos acuosos como los em-

pleados para la produccidn de‘oﬁros antibidticos son tame
bién adecuados pare producir decido (=) (cis=1,2-epoxipro-
pil)fosfénico., Estos medios contienen fuentes de carbono
¥y nitrogeno que son>asimi1ablés por el miecroorganismo y
sales inorgénicas, Ademds, los medios de fermentacidn

contienen trazas de metales necesarios para el desarrollo
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del microorganismo, que habitualmentg son proporciona-
dos como impurezas accidentales de los restantes cong-
tituyentes del medio. En general, los hidratos de car-
bono como aéﬁcares, por ejemplo dextrano, maltosa, ga-
lactosa, glucosa y similares y almidones como granos,
por ejemplo Bvena y centeno, almidén de maiz, harina de
maiz y simileres, pueden ser utilizados solos o en com-
bindeidn como fuentes de carbono asimilable en el me-
dio nutritivo.lLa cantidad exacta ds la fuente o fuentes
de hidratos de carbono utilizeda en el medio dependerd
en parte de los otros ingredientes del mismo., No obstan
te, se ha encontrado que es suficiente una cantidad de

hidrato de carbono comprendida aproxirmdanente entre 1 y

6 % del peso del medio. Puede emplearse uns sola fuente

de carbono o varias fuentes de carbono combinadas en elﬂ
nedio.

Tes fuentes de nitrdgeno satisfactorias pueden
ger miles de materias proteinéceas, por ejemplo varias

formas de hidrolizados de caseins, harina de'soja, licor

" de infusién de mafz, solubles de destileria, hidrolizados

de levadura, paste de tomate y similares,

. Ims diversas fuentes de nitrégeno pueden ser ubi-
lizadas solas o en combinacidn y ae empléan en cantide~
des que oscilan entre 0,2'y G % del peso del medio acuo-
80.

375244

-3



10 .

15

25

El deido "(-)(cis-1,2-bpoxipropil)fosfinico se for
me oultivando, en condiciones controladas, variedades de
mlcroorcanismom cowo, por ejemplo, -les variedades del g_
nero Strepomyces que producen el antlbloblco. Uno de
estos microorganismos, que ha sido aislado del suelo, ha
sido denominado MA—28§8 en-la coleccidn de cultivos de

Merck & Co., Inc., Rahway, New Jersey; los sub-aislados

.del cultivo madre han sido denominados MA-2911, MA-2912

y.MA-2913. Estos cultivos se han colocado 9h depbsito
bermanente en la coleccién‘de.cultivos del Northern Uti-
lization Research & Development Branch del Departamento
de Agriculturs de Estados Unidos en Peoria,'Illinbis Yy
les han sido atribufdos los mimeros de cultivo NRRL
B~3357, NRRL B-3358, NRRL B-3359 y NRRL B-3360, respec=
tivamente. Estos microorganismos han sido clasificados
en lo especle Streptogyces'fraQiae. 7

El antibidtico.es también producido cultivando en
condiciones controledas,otras variedades de Streptomyces

también aisladas del suelo e identificadas eﬁ la colec-

N oién ge cultivos de la Merck & Co., Inc. como cultivos
MA~2867, HMA-2903, MA~2916, MA=2917, MA=3270, MA-3272 ¥

MA—3267. Betos cultivds han sido clasificados como miem=

" bros de la especie Streptomyces viridochromogenesg. Los

cultivos MA~2903, MA-2867, MA~2917 y MA-3270 han sido co-

locados en depdsito permanente en la coleccidn de culti-



10

25

vos de Northern Utilization Research and Developmént
Division del Departamento de Agricultura de Egtados Uni-

dos y les hen sido atribufdos los numeros de cultivo

. NRRI~3413, NRRL=-3414, NRRL~3415, NRRI~3416 y NRRI~3427,

regpectivamente.
‘ El cultivo MA-3269 ha sido atribuido a la espe~

cle Strepbtomyces wedmorensis y se le ha asignado un né~
mero NRRL 3426. '

Ademds de las espéciee anteriores de microorge-
nismos, también se considera el uso de otros microorganis—

mos inclufdas las variedades de Streptomyces aisladas de

la naturaleza .u obtenidas por mutacidn de estos. organis-

mos, como las obtenidas por seleccion natural o las pro-

ducidas por agentes mutantes, por ejemplo irradiacidn con

rayos X, irradimcidén ultravioleta, mostazas nitrogenadas

¥y similares,.
Debido & la dificultad inherente en la separacion

de deido (=) (cis—1,2—epoxipropil)fosf6nicorpuro de las -

grandes cantidades de impurezas del caldo de fermentacidn,

es de gran importancia encontrar un método de aumenbar la

concentracién del antibidtico con respscto a2 los solidos

~totales del caldo.

Se ha descubierto que la adicidn de citrato a los
. 4 ’ . . S
medios de fermentacion organicos complejos y quimicamsn~

te definidos aumenten la produccidn de dcido (~) (cis-

375244
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adicidén de unos 0,50 g/litro & unos 8,0 g/litro de la

;;,,r%is;
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1,2-epoxipropil)fosfénico. Por l'.mezd:l.,o:aa organicos comple—
Jos" gz entiendep aquellos medios en que algunos de los ig
gredientes no estén-quimicamente definidos. Un ejempio
de estos medios es el comstituido por avena molida, he-
rina de soja, ascorbato sdédico y solubles de destileria,
Por "medios quimicamente definidos" se entienden agque=
1los medios en los que todos los ingredientes estén de-
finidos quimicamente. Un ejemplo de estos medios es el
constituido por almiddén de maiz, fosfato deido potdsico,
ascorbato sodico, asparraging, metionina, glutamafo Mo~
nosédico, cloruro céldico,.sulfato magnésico y sulfeto
ferroso. La cantidad de citrafo_necesaria para estinu-

lar la produccidn del antibidtico varis con el medio em=

- pleado. lLa concentraclén real de citrato empleada en une

formulacidn dada de un medio vafia con el microorganismo
particular empleado y las condiciones de fermgntacién whi-
lizadas., Se ha observado una mayor produccién del antibid-
tico en los medios que contienen alrededor de 4 a 8 gra-
mos pof.litro de la fuente de citpato, cuando se agrega

como citrato sédico. En general, se ha enconirado que la

fuente de citrato aumenta le produccidn del antibidtico.
La adicién de citrato sédico & un medio constitufdo por
agentes nutritivos orgénicos complejos, por ejemplo, au-

menta la produccién de deido (~) (cis=~1,2-epoxipropil)-
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fosfénico hasta en un 95 % cuando el citrato sédico se
encuentra presenté a concentracione¢s que oscilan entre
1,0 g/litro y 8,0 g/litro aproximadamente. Andlogamen—
te, en un medio sintético o quimicamente definido, la
edicidn de una fuente de citrato aumenta la produccidn
de dcido (=) (cis~1,2~epoxipropil)fosf6nico hasta 6 6
T veces, por ejemplo, cuando la concentracidn de citram
to sodico aumenta de 1 a unos 4 g/litro de medio. Por

lo tanto, una concentracién de citrato equivalente a

0,65-5,2 g/litro de medio sumenta la produccién del an~

tibidtico.

| Puede emplearse cualquier fuente de citrato que
ﬁroporcione une concentracidn adecusde de citrato en el
medio de fermentacidn. De preferencim, el citrato se
agréga en forma de .sal inorgdnica, tel como citrato sé-
dico, potdsico o cdlcico, aunque también se puede em-
plear el dcido libre. EL citrato también puede ser agre-
gado en forma de sal o complejo citrico natural, como el
que puede encontrarse presente en log ageﬁtes nutritivos
microbianos que son ricos en’ deido citrico. Los agentes
nutritivos habituales comprenden una fuente de carbono
agimilable, une fuente de nitrdgeno asimilable, sales
inorgénicas y factores del crecimiento cuendo éstos son
necesarios. Tembién se considera la adié¢ibn de citrato

a medios de fermentacion gque contienen otros microorga-

.. 375244
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nismos capéces de producir deide (-) (eis-1,2-epoxipro-
pil)fosfénico. ?ambién se puede'empiear une, fﬁente‘de’ci-
trato en combinacion Qoﬁ otros estimulentes de la produc-—
cién de deido (~) (cis-1,2-epoxipropil)fosfénico, tales
como cobalto, glutamato monosédico, une fuente de £ésfo-
ro, metioning y I~cisteina. Los estimulantes de la pro-
ducelon adicionales pueden encontrarse presentes en el
medio de fermentacidn ooho agente nutritivo o como aditi=
vos. EL uso de citrato en coubinascion con otros estimu-
iantes para le produceidn ﬁel'anﬁibiético da lugar a un
meyor aumento en dicha produccidn,

Aunque el nusvo antibidbico de este invento se pue-
de producir en cultivos de superficie y sumergilidog, ac- .
tualmente se prefieré realizar la fermentacidn en estado
sumergido. Imaférmantacioneg & pequefla escala se realizan
convenientemente colocandé cantidades adecuadas de me=-
dio nutritivo en matraces, esterilizéndo los ﬁatraces_y

su contenido por calefaccidn a 120°C, inoculando los ma-

 traces con esporas o con un cultivo celular vegetativo

de un microorganismo productor de dcido (-) (ecis=1,2-epo-
xipropil)fosfonico, por ejemplo una veriedad de Strepto-
ces, btapando sin apretar los cuellos de los matraces '
con algodén & permitiendo que 1a'fermen$acién transcurra
en un laboratorio & temperature constante a unos 28°C, '

durante 3 @ 5 dfas. Para el trabajo & mayor escala es

.. 375244
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preferible realizar la fermentacién en tanques adecua=-
dos provistos de un agitador y de medios de aireacidn

del medio de fermentacion. En este método, el medio nu-

tritivo ge prepara en el tanque y se esterilize calentan

do & 120°C. Después de enfrisr, el medio esterilizado se
inocula con una fuente adecuada de cultivo celular vege-
tativd del microorganismo y se permite que la fermenta-
cidn transcurra durante 2 a 4 dias mientras se agita y/o
se airea el medio nutritivo y se mantiene la temperatura
a unos 28°C. Este nétodo de produccidn de deido (=) (cis~
1,2~epoxipropil)fosfbénico es especialmente adecuado para
la prepargcién de grandes cantidades del nuevo antibid-
tico. |

Ia fermentacidn utilizando el microorganismo. pro-
ductor de dcido (-). (cis-1,2-epoxipropil)fosfénico puede
realizarse a temperaturas que oscilan entre 20°C y 409
aproximadamente. Wo obstante, para obtener resultados dpti
mos, es mAs conveniente realizar las fermentaciones a tem
peraturas comprendidas entre 26°C y 3000. El pH de los
medios nutritivos adecuados para cultivar el microorganig
mo y producir el antibidtico puede variar entre 5,0 y
9,0 aproximdamente. No obstante, el intervalo preferido'
de pH oscila entre 6,0 y 7,5..

En la realizacidn del proceso de fermentacion, se
propara una suspensidén celular mediante la adicidn de me=-

dio estéril a un cultivo de agar inclinado de un micro-
375244
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organismo productor de dcido (=) (cis-1,2;epoxipropil)-
fosfénico. A continumcidn se emplea el crecimiento del
cultivo inclinmdo para inocular un matraz de siembra y
este Wltimo se agita a unos 28°C durante 1 a 3 dias pa-
ra obitener un buen desarrollo. El matraz de siembre es
utilizado después para inocular log matraces de produc-—
c}én. Alternativamente, ol matraz de siembra pusde ser
inoculado con un cultivo liofilizado o un inoculum con-
gelado.

En general, le inoculacidén se realiza empleando

alrededor de 1 ml por 30 ml de medio de produccién con-

" teniendo la concentracidn deseada de citrato y se permi-

te -que la fermentacion transcurra durante 2 a 4 dias mien

tras se aglta y/o airea el medio nutritivo, manteniendo

la temperatura a unos 28°C, Todos los matraces de pro~
duceidn, es decir, los que contienen citrato adicional y
los matraces empleados como controles, son valo:adps des-
pués, generalmente al cabo de 3 ¢ 4 dfas, para determi-
nar la cantided de antibidtico producida en cada matraz,

E1 deido (=) (cis~1,2-epoxipropil)fosfénico es va-

lorado convenientemente mediante un procedimiento de dism

‘co-placa empleando Proteus vulgaris MB-838 (ATCC 21100 y

NRRI; B-3361) como organismo de ensayo. Bl cultivo de en-
sayo se mantiens como culbivo inclinado en agar nutritivo

(Difco) mds 0,2 % de extracto de levadura (Difco). Los

375244
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cultivos inclinados inoculados se incuban a 37°C duren-
te 18 a 24 horas y se mantienén-a lastemperaturas del
refrigerador haéta.due son utilizados; todas las semanas
se preparan culiivos ihclinados recientes.

- El inoculum para las piacas de valoracidon se pre-
pare todos los dlas inoculando un erlenmeyer de 250 ml
que contiene 50 ml de caldo nutritivo (Difcoj mda 0,2 %
de extracto de levadure (Difco) con una rascadura del
tubo inclinado. El matraz es incubado en una miquina sa-
cudidora a 37°C durante 18-24 horss. A continuecidn el
cultivo del caldo es ajustado al 40 % de transmitancia
a une longitud de onda de 660 mP, empleando un aparato
Bausch & Lomb Spectronic 20 mediante la adieidn al culti~-
vo de solucidn al 0,2 % de extracto de levadura.

E1l caldo no ;noculado se emples como patrdén para

esta determinecidn. Para inocular 1 litro de medio se

.emplean 30 ml dsl caldo ajustado.

Cono medio de ensayo se utiliza agar nutritivo.
(Difco) mds 0,2 % de extracto de levadura (Difco). Se
prepara este medio, gse esteriliza en autoclave y se de-
ja enfriar a 50°C, Después de haber inoculado el medio,
se agregan 10 ml a placas Petri estériles y el medio se
deja solidificar,

' Ia activided se expresa como unidades, estando de~

finida una unidad como 1a concentracién del antibidtico

-1-37524 4
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por mililitro que en un disco de papel de 0,5" (12,7 mm)
produce una zona de 28 mm de diémetrﬁ. Se emplean cuatro
concentraciones del antibiético pars la preparacion de

la curve patrdn, a saber 0,3, 0,4, 0,6 y 0,8 unidades

por mililitro, obteniéndose cada concentracion mediante
le dilucidn en solucién reguladora 0,05 M de tri(hidro-
ximetil)aminonetano, ajustada a pH 8,0. Se colocan cua-
tro discos en cada una de las cinco placas para la brepau
racion de la curva patrén, conteniendo cada placa un dis-
co de cada uno de las cuatro concentraciones de antibid-
tico antes indicadas. Las placas se incuban durante 18
horas a 37°C y se miden los difmetros de las zonas de in-

hibicidn en milimetros. Se caleula un didmetro medio de

. zona pars cads concentracidn y a partir de estos valores

se prepara la curva patrdn en papel semilogaritmico. ILa
pendiente de la linea obtenide esté conmprendida entre 4
y 5. | ' |

A continuacidn se valoran los uatraces de produc-
cidn diluyendo la muestra en solucidn reguladora 0,05 M

a pH 8 hasta una concentracidn apropiada., El organismo

recién es agar nutritivo mis 0,2 % de extracto de leva-
dura., Cuando se emplea la valoracién con disco-placa o

cilindro-placa, se vierten de 10 a 15 ul del medio por

placa. Cuando se emplea el procedimiento del disco-~placa,

. 375244

de ensayo es Eroteus vulgaris‘MB—8387y el medio de valo-



10.

| BE. 1970

Wy
>“:b1 2%
1T 108 T

. }, ‘U

los discos se sumergen en una solucion de antibidtico

que contiene 0,4 unidades por.mililitro ¥y se colocan
sobre la placs en une posicidn alternada con la de la -
nuestra. A continuaciéh se incuban las placas & 37°C
durante 18 horas y se determinan los didmetros de la
Zona en ﬁilimetros. Cﬁando-se emplea el proégdimiento
del cilindro-placa, se utilizan 6 cilindres por placa,
3 de la muestra y 3 de la solucidn de control, alter-
nando la muestra y la solucidn de control. Esta dltima
contiene 1 f/ml del deido libre. Se emplean 5 placas
normalizadas conteniendo 6 niveles del patrén comprendi-
dos entre 0,25 y/ml y 3,0 ¥/ml. ILa valoracién se calcu-
la mediante un nomograms yvlos resultados se dan como
unidades o gammas por mililitro. Una unided del deido
libre es igual a 2,8 gamms.

El antibidtico puede ser purificado y recuperado
en forme mds pura mediante varios procedimientos. Uno
de estos procedimientos consiste en adsorber el antibid-
tico sobre alimina, siendo adecuada para esta purifice- '
cién la aldmina lavads al dcido o al dleali. El antibid-
tico adsorbido puede ser eluido de la aldamina de la for-
ma mds conveniente mediante soluciones acuosas o hidro-
alcohélicas de hidroxido amonico a un pH de 11,2 apro-

ximadamente y recogiendo fraccionadamente ¢l eluato. Ia

..13-375244
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‘presentada el 22 de Enero de 1968,

purificacidn de-las fracciones sblidas impuras que con-
tienen la sal aménica de deido (=) (cis-1,2~epoxipropil)-
fosiénioo tambiéﬁ puede ser efectuada disolviendo este
mabterial en metanol,'ﬁgregando un volumen igual de n-bu~
tanol, separando el metanol pBr evaporacién, separando
bor filtracién 1a wmateris insoluble en butancl y recupe-
rando una solucidn butandélica que contiens lé sal anéni-
ca del entibidtico de mayor pureza. Ia sal aménica puede
ger obtenida después en forme sbélida por evaporacidn de
le solucidén butentlica a sequeded, bajo presién reducida.
Alternativamente, la sal amdnica puede ser extraida de la
solucién butandlica con egua para obtener wma solucidn
acuosa de la sal amdnice de deido (-) (cis~1,2-epoxi-
propil)fosfénico. La sal cdleica del antibiético se ob-
tiene agregando hidréxido'célcico a 1a solucién acuosa de
la sal amdénica y calentando 1a.solue§6n resultante a pre~
sién reducide. Alternativamente, la sal cdlcica se oblie~
ne tambidén pasando una solucidn de oira sal del antibid-
tico sobre una resina cembiadora de catidn en el ciclo
cdleico. Ie sal cdlcica cristaliza de lassoluciones
acuosas con una concentracion de 10 ng/ml dejando en re~ '
poso o con agitacidn. Estos procedimientos de purifica~
cibn estdn descritos con mds detalle en la solicitud es~

tadounidense copendiente de Louls Chalet, n® 699.377,

375244
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EL doido’ Libre es un sélido cristalino blanco
que se descompone & 170°C. .

Fl dcido (=) (cis-1,2-epoxipropil)fosfénico y
sus sales son agentes antimicrobianos itiles, que son

activos en la inhibicidén del crecimiento de las bacte~

ries patogenes Gram-positivas y Gram-negativas. Este

antibidtico, ¥y especialmente sus sales, son activos

contra los agenﬁes patégeﬂos Dacillus, Escherichie,

Staphylococei, Salmqgella y Proteus y contra las varie-
dades de los mlsmos resistentes & los antibidticos. Son
ilugtrativos de estos agentes patogenos los siguientes:

Escherichis coli, Salmonella schottmuelleri, Salmonells

gallinarum, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis, Proteus

morsanii y Staphylococcus aureus. Asi, el deido (~) (cis-
1,2-epoxipropil)fosfénico y'sus sales pucden ser utiliw-
zados como agentes antisépticos para eliminer 105 organig
mos susceptibles del equipo farmacdutico, dental y médi-
co y de otras zones sometidas a la infeccién por tales
organismos. Andlogamente, pueden ser empleadbs para sepa-
rar ciertos microorganismos de las mézclas de microorge~
nismos, Las sales del dcido (~).(cis-1,2-epoxipropil)-
fosfénico tembidén son dtiles en el tratamiento de las
enfermedades causadas por las infecciones bacterianas en
el hombre y en los animales y son espeoiaimente valiosas

en este aspecto, ya que son activas contra las varieda-

-ﬁ;.375254
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des resistentes'de agentes patdgenos. Estas sales.son
especialmente valiosas porque son éfectivas cuaﬁdo se
administran por vis oral, aunque tambieén pueden ser ad-
ministradas parenteralmente.

Los siguientes ejemplos se dan con fines ilug-
trativos y no a titulo de limitacidn:

EJEMPLO 1

A un cultivo inclinado de agar de Sffegfogyces
fradine NRRL B-3360 se agregan 10 ml de leche descrema-
de. estdril, Ia suspensién de leche descremada se liofi-
liza en tubos estériles individuales que contienen 0,1-
0,2 ml de 1la suspensién y el cultivo secado por congeig
cidn es uwtilizado para inocular un erlenmeyer de 250 ml
provisto de tabiques que contiens 40 ul de un medio de

siembra de 'la siguiente composicidn:

A,

Medio de siembra ' Centiaad
Harina de avena molida . : 10 g
Hidrolizado de levadura o : 10 g
Mgso4.%néo : ' 50 mg
Solucién reguladors de fosfato ¥ | 2 ml
Agua destilada - - 1000 ml

pH = 6,6

% Solucién reguladora de fosfatos KHpPO, = 91 g
_ N32HP04 =05 ¢g
ague destilada = 1000 ml

375244
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El metraz de siembra se incuba & 28°C durante
1 dia en un sacudidor rotatorio & 220 rpm, con un reco-
rrido de 2" (5 om).
' Se preparan ocho erlenmeyers de 250 ml, conte~

niendo cada uno de ellos 50 ml de medio de la siguiente

composicidns
B, - . '
_Medio de produccién compléio Cantidad
Avens nolida | L | : 30,0 g
Harina de soja 25,0 g
Solubles de destileria 10,0 g
Ascorbato sédico | 0,5 g
Agua destilada 1000 ml

pH = 6,5
‘Después se affade una solucidn acuosa de citrato
sédico a los matraces para dar una concentracicn final
de citrato sddico como la indicada en la Tabla siguien—
te. A continuacién estos matraces se esterilizan, se en

frian y se inoculan agregando 1,0 ml del medio de siem-

‘bra preparado en la forms antes descrita. Los matraces,

- inoculados se incuban a 28°C en un secudidor rotatorio

que opera a 220 rpm, con un recorride de 2" (5 cm). Se
retira un metraz al cabo de 3 dlas; otro matrez se re-
tira después de 4 dfas de incubacidn, El contenido de

cada uno de los matraces.se centrifuge a 8500 rpm du-
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rante 10 minutoé Yy el-caldo se separa de los sdélidos por

decantacidn. Los caldos que sobrenadan se valoran émpleepn

do Proteus vulgaris MB-838 como organismo de ensayo. Los

resultados de la valoracidn del -caldo obtenido después de

une incubacidn durante 3 y 4 dias son los siguientes:

Ce.

Medio

Citrato sd Antibidtico, unida-
dico, 2H,0 des/ml’

Base de produccion com=
pleja

Bage de produccidn com
pleja

. Base de produccidén o

pleja’

Base de produccidn com-
pleja '
AUMBNTO GLOBAL

Ia produccicn de

fosfonico se realize en

&/l 2.diag 4 disg
0 2,3 24
1,0 2,6 2,2
2,0 2,7 '2,4 :
.40 3,7 2,9

58 % - 21 %
EJEMELO 2 N
éqido (=) (cis-1,2-epoxipropil)—.

la forme indicade en el Ejem=

plo 1. Se obtienen los siguientes resultados de las va

loracioness

375244
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A.

Citrato s§  Antibidtico, unida

.. dico, 2H40 des/ml
Medio ~ z/1 - T dles 4 dies

Base de produccidn com~ . .

pleja 0 2,1 2,5
Bage de produccidn com- . :

pleja 1,0 . 2,7 - 2,3
Base de produccidn com- ’ :

pleja . 2,0 © 3,0 . 2,9
Bage de produccidn com-

pleje 4,0 3,6 3,6
Bage de produccidn com= ‘

pleja 8,0 . 4,1 ) 4,1

AUMENTO GLOBAL 95 % 64 %

LJEMPLO

Se emplean 4 ml de cédlulas de un cultivo de agar

inclinado de Strevtomyces fradiae NRRL B-3360 de la si-

guiente composicidn: |

A.

Medio inclinaéo " Cantidad
Almidén de maiz 10,0 ¢
Agparraging 1,0 g
K,HEO, : 1,0 g
HO 1000 ml

pH = 7,0

para inocular un erlenmeyer de 250 ml provisto de tabi-
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ques conteniendo 40 ml de medio de giembra de la siguien

te composicicn:
B,

Medig de siembrs

Almiddn de maiz
Asparraging

KéHPO4

H,0

pH=T,0

Cantidad
10,0 g
1,0 g
1,0 2

1000 ml

El matraz inoculado se incuba a 28°C durante

2 dfas en un sacudidor rotatorio & 220 rpm, con un re-

corrido de 2" (5 cm).

Se preparan seis erlenmeyers‘de 250 ml, conte-~

niendo cada uno de ellos 30 ml de medio de la siguien-

‘te composicidns

Ce.

Nedio de produceién oufmicamente definido

Almidon de maiz

R,HEO,
Ascorbato sédico

‘Citrato sddico

FeSO4.7H20
Mezcla de elementos traza nf 2 &

NaCl

Cantidad

" 20 g
0,5 &
0,58
1,0 g °
0,03 g
10 ml
0,38

. 375244
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Medio de produceidn quimicanente definido
NgS04.TH,0 '
Ca012f2H20
Bactoasparragine
D,I-metionina
Glutamato monosédico
Mezcla de.vitaminas concentradas **.
Agua destilada |
o - pH = 6,8-7,0
. :

FPérmula de la mezcle de elementog traza n® 2

MnS0, « 4H,0
CuCL,H,0

CaCl,

(NH, ) Mo, 0, , o 4H,,0

ZnSO4.7H20.

Agua degtilade

Cantided
0,2 ¢
0,5 g
5,0 g

1,0 g
1,0 g
5,0 ml

1000 ml

1,0 g
1,0 g
25
100
56
19
200
1000

&

B & R & &

375244
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B

Srmula de le mewzcla de vitamines concentradss

S———

Vitaming

Pantotenato cgéleico
B, (Riboflavina)

Bg (Piridoxina)

Bg (Piridoxal)
Niacina

Acido p-aminobenzoico
Biotina

B2

B1 (tiamina)

Agua destilada

Peso
200
200
200
200
200

20

1,5
0,4
200
1000

REEEEEERGEQ

A continuacidn se agrege una solucidn acuosa de

citrato sédico a los matraces para dar una concentra—

cién final de citrato sédico como la indicads en 12 gi-

guiente tabla. Estos matraces se esterilizan, se enfrian

y se inoculan mediante la adicidn de 1,0 ul del medio de

siembra preparado en la forma antes descrita. Los matra-

ces inoculados se incuban s 28°C en un sacudidor roteto-

rio que opera & 220 rpm con un recorrido de 2" (5 ocm) ¥

8l cabo de 4 dias de incubacion se retira uno de los mo-

traces. Bl contenido de cada uno de log matraces se cen-

trifuga a 8500 rpm durante 10 minutos y el caldo se se-

para de los solidos por decantacibén. Los caldos que so~

375244
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brenadan se valoran empleando.Proteus vulearis MB-838

como organisho de ensayo, las valoraciones con el oal-

do obtenido despuds de incubar durante 3 y 4 dias son

las siguientes:

D,
Citrato 8d
dlco. 2H,0
Medio &/l
Base de producciodn qulmi
camente definida 1,0
Base de produccion quimi
camente definida 2,0
Base de produccidn qulml
camente definida 4,0

Antibidtico unida

diasg
0,59
2,46

3,97

des/ml

as

0,56

2,99

4,1

Una unidad es igual a 2,8 }u;/ml del 4cido libre,

Ia adicidn de cltrato godico produce un aumento

de la potencia de 6 ¢ 7 veces cuando la concentracidn

aumenta de 1 2 4 g/litro.'
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En resfinen, la Patente de Invencién que se soli-

- cita, deberd recaer sobre las siguiente:.

REIVINDICACIONES

1. Perfeccionamientos introducidos en un proce-
dimiento para la preparacidn de &cido (=) (cis—lga-epoxi—
propil)fosfonico que conéiste en -cultivar un microorgenis
mo productor de &cido (=) (cis-l,a-epoxiprOpil)fosfénico
en un medio nutritivo acuoso, en condicione§ aerobias, has
ta que se ha comunicado a dicho wmedio una actividad antibi$
tica sustancial, caracterizados ;os'pgrfeccionamientos por
que consisten en agregar citrato Ql medio nufritivo en for
ma de un compuesté de citrato paga aumentar la produccién
de dicho antibidtico y recuperar el dcido (-) (cis-l,2-
epoxipropil)fosfénico del caldo‘de fermentacibn resultante.

2. Perfeccionamientos segin la reivindicacién 1,
en los que el microorganismo es Streptomyces.

3. Perfeccionamientos segin la reivindicacién 1,
en los que el medio nutritivo contiene citrato eqpivalente
a aproximadamente 0,65-5,2 gramos por litro de medio.

4, Perfeccionamientos segin la reivindicacién 1,
en los que el medio nutritivo contiene citrato equivalente
aproximadamente a 1,0-8,0 gramos por litro de medio cuando
se agrega en forma de pitrato sédico,

5. Perfeccionamientos introducidos en un procedi -

iento para la preparacién de &cido =) (cis-1,2-epoxixopil) V

cw 375244



i fosfénico que consiste en cultivar un microorganiamo>pro—'

e ductor de Acido (-) (cis-l,2~epoxiprdpil)fosf6nico en un
S, medio nutritivo acuoso, en cémdiciones aerobias, hasta
"t - que se ha comunicado a dicho medio una actividad antibié-
é-'r tica sustancial, caracterizados los perfeccionamientos por

que seghn la reivindicaciér 1, consisten en ajustar el con
tenido eén citrato del medio de fermentacién mediante la
adicién de un compuesto de citrato hasta que se consigue

’ una concentracién de citratoesencialmente no tdxica supe~
1Qf:”r rior a 0,5 gramos pﬁr litro.

6. Perfeccionamientos segin la reivindicacidn 2,

en los que el Streptomyces es una variedad Streptomyces

fradise.
7. Perfeccionamientos. segin la reivindicacién 2, *
15 - en los que el Streptomyces es una variedad Stregfomxces'
wedmorensis, h ‘

8. Perfecionamientos segin 12 reivindicacidn 2,
en los que el Streptomyces es una variedad Streptomyces
viridochromogenes.

€0 9. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
"PERFECCIONAMIENTOS INTRODUCIDOS EN UN PROCEDIMIENTO PARA
LA PREPARACION DE ACIDO (-) (CIS-l,EQEPOXIPROPIL)FOSEDNICO"

175244




s v+ = ———— en

10.. .

20

V "“‘ ;.i'l' l"z A ‘
i b

f‘
0
o

. ey pyy

Todo cthorme queda descrito y reivindicado en

1la presente Memoriavdescriptiva, que consta de veintiséis

péginas mecanografiadas.
. _ Madrid, 8 de enero de 1970.

BERNARDO GEBIA
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