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Esta invencién se refiere a un procedimiento pa
ra la produccién microbiolégica de parvulinas para fines
terapéuiicos, asi como para alimentacién animal,

En la década pasada se ha aislado un gran mime~
ro de antibidticos pepitidicos a partir de diferentes Es-
treptomicetos. Ia estructura quimica de estos antibidti-
cos varia en un grado considersble. Contienen, ademds de
aminodcidos naturales, aminodcidos que tienen estructuras
especificas, y otros componentes, como por ejemplo dcidos
grasos. Egtas sustancias pueden ser de importancia, en par
te por su valor terapéutico y en parte por sus propiedades
activadoras del crecimiento en animales. Ifachos antibiéti
cos recientes, no aplicados ain en terapéutica, pueden te
nerse en cuenta para el Wltimo de los fines indicados.

El objeto de la invencién es asegurar un proce-
dimiento para producir nuevos antibiéticos para alimenta-
cién animal, asi como para fines terapbuticos.

Ila invencién se refiere a un procedimiento pa-
ra la produccién biolégica de parvulinas, en el que se
cultiva Streptomyces parvulus, var, parvuli (registrado
en el National Institute of Health de Budapest, el 31 de
enero de 1967 con el ne 36) en condiciones aserobias en un
medio que contiene proteifnas complejas, hidratos de carbo
no y sales inorgdnicas, después de lo cuzal las parvulinas

producidas se recuperan por extraccidn y eventualmente se
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dividen en sus respectivos componentes.

Los antibibticos producidos de acuerdo con el
procedimiento segin la invencidén son metabolitos del
Actinomyceto I-327, aislado a partir de una muestra de
tierra en Hungria. El antibidtico puede recuperarse del
caldo de cultivo por los procedimientos usuales de scpa-
racibn, por ej. extraccién., El antibiético obtenido de eg
te modo se ha denominado parvulina.

Una investigacién nmds detallada ha mostrado que
la parvulina era un péptido dcido similar en ciexrtos as-
pectos a los antibidéticos peptidicos decidos glumanicina
(3. Antibiotics, Ser. 4. 15, 1-6, 1962), anfomicina (4n
tibiotics and Chemotherapy, 3, 1239-1242, 1953), aspartg
cina (intibiotics Anmual, 1959/1960, 194-198, 1960), ¥y
zaomicina (J. antibioties, Ser. 4, 7, 134-136, 1954), pe~
ro puede diferenciarse de ellos por sus propiedades, que
se describirdn nds adelante.

La cepa productora de antibiético del prﬁcedi—
miento segmin la invencién se caracteriza de acuerdo con
lag regulaciones de los capitulos respectivos del "“ilethods
lanual® (International Cooperative Iroject for the Des-
eription of Pype Cultures of Streptomycetes), Delaware,
Ohio, 19C4, y de Hitter, R.: "3ystematik der Streptomy-

cetes", Besilea, 1967, como sigue:

idcromorfologfa: los esporéforos constan de eg
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pirales sueltas miltiples con esporas de forma oval; su
nimero es como mdximo de 50, y minimo de 2-3. Ia prOpor—.
cién porcentual de las espirales en diferentes medios es
variable. En agar de harina de avena: rectus flexibilis,
1-2¢%, retinaculum, 10% y spira 88%; sobre agar de sal inor
génica-almidén: rectus flexibilis, 5%, retinaculum, 505
y spira, 45%; sobre agar de extracto de levadura-malato:
no hay espiras reales, y sélo pueden observarse formacig
nes sueltas alargadas de tipo retinaculum, con algunas
transiciones en la direccidn de flexibilis y rectus. -No
pueden observarse esporangios globulares, flagelos en eg
poras ni fragmentacibén del micelio del susirato. Ia supexr
ficie de las esporas es lisa.

Caracterfsticas de los cultivog: Ni el coloxr
del micelio del sustrato ni el del pigmento solubie tie-
nen propiedades indicadoras. No se observé produccién de
melanina (reaccidén de cromogenicidad) ni en agar de pep—
tona~extracto de levadura~hierro ni en agar de tirosina.
Se produjo una reduccién muy fuerte de nitratos en culti-
vo liguido de Bactonitrato, ya en el séptimo dia.

Agar de extracto de levadura y extracto de ma-
lato: micelio adreo gris abundante: el septimo dfa, wa“
(eris claro), al cabo del 142 dfa, "3 fe" (gris parduzco
claro), El micelio del sustrato es pardo amarillento, y
al 1492 dfa "Co40O", No hay pigmento soluble, 0 a veces tra

zas de amarillo claro.
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Arar de harina de avena: micelio aéreo gris

abundantes: "2 fe" (moderadamente gris), despuds "3 fev,
El micelio del sustrato es pardo amarillento: "Co 38", No
hay pignmento soluble.

Agar de glicerina-esparraguina: micelio aéreo

poco desarrollado, detectable sélo en trazas., EL micelio
de sustrato es pardo amarillento, "Co 38%; no hay pig-
mento soluble.,

Agar de vatata: micelio aéreo gris abundante,
pulverulento, El micelio de susirato, moderadameﬁte desz
rrollado, fuertemente rugoso, de color pardo claro, No
hay pigmento soluble.

Agar de almiddén de Gauze: micelio aéreo desa-

rrollado, gris, pulverulento. llicelio de sustrato poco
desarrollado, incoloro, posteriormente amarillo pdlido,
similar a un velo. No hay pigmento soluble.

Agar de glucosa: micelio aéreo poco desarrollg
do, blanco grisdceo; pulverulento; micelio de sustrato mo
deradamente desarrollado, incoloro, rugoso. No hay pig-
mento soluble.

Apar de glucosa-esparrasuina: licelio aéreo en

trazas. lidcelio de sustrato poco desarrollado, incoloro,

similar & un velo, Ho hay pigmento soluble.
Agar de glicerina-esparracuina: Iiicelio aéreo
voco desarrollado, pulverulento, blanco grisdceo; micelio
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de sustrato poco desarrollado, similar a un velo, de co=-
lor amarillo claro. No hay pigmento soluble. '

Agar de glicerina-glicina: micelio aéreo en tra
zas. Micelio de sustrato moderadamente desarrollado, co-
lor pardo amarillento claro, débjlmente rugoso, similar a
un velo, No hay pigmento soluble.

Agar de glicerina-urea: lcelio aédreo en trazas.

Ficelio de sustrato moderadamente desarrollado, incoloro,
después pardo claro, rugoso, similar a un velo., No hay pig
mento soluble.

Agar de almiddén-caseina: No hay micelio- aéreo.
Iiecelio de sustrato moderadamenﬁe desarrollado, incoloro,
similar e un velo. No hay pigmento soluble,

Apgar de "Mhr": HMicelio aéreo poco desarrollado,
gris blanguecino, pulverulento. Micelio de sustrato mode~
radamente desarrollado, amarillo claro, similar a un velo.
No hay pigmento soluble,

Agar de sacarosa-nitrato: lMicelio aéreoc poco de~

sarrollado, pulverulento, color grisdceo; micelio de sus-
trato poco desarrollado, incoloro, similar a un velo., No
hay pigmento soluble.

Agar sintético: IHcelio adreo en trazas. Micelio

de sustrato abundante, color pardo c¢laro, rugoso. Pigmento

soluble pardo ¢laro muy intenso.

Agar de Tripton—-extracto de levedura: micelio
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aéreo poco desarrollado, color gris claro. Micelio de sug
trato escaso, incoloro, similar a un velo, No hay pigmento

soluble.
Agar de sal inorgdnica~-almiddén: Micelio aéreo

poco desarrollado, gris "2 fe", durante todo el periodo de
cultivo, licelio de sustrato pardo amarillento, al séptimo
dfa "Co40", No hay pigmento goluble.

Bspectro de utilizacién de fuentes de carbono en

medio gintético de Pridham y Gottlieb:

no hay desarrollo, no hay utilizacién;

1 = trazas de desarrollo;
+ = desarrollo defiéiente;

+ + = desarrollo moderado;
+ + 4 = desarrollo abundante;

Control positivo (d=-glucosa): positivo (+++).

Control negetivo (carente de C) ¢ negmtivo (~).
l-arabinosa (+4+) positivo; d-fructosa (+++) positivo; d-
~manita (4++) positivo; rafinosa (=) negativo; ramnosa
(+++) positivo; sacarosa (i) negativo; dexilosa (+++) po
sitivo; d-galactosa (+++) positivo; maltosa (+++) positivo;
melibiosa (+) negativo; imulina (=) neéativo; duleita (=)
negativo; salicina (+) débilmente positivo; d-sorbita (1)
negativo; melicitosa (+) negativo; adonita (i) negativo;
trehalosa (+++) positivo; lactosa (+++) poaitivo; inosita

(++) positivo,
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Con base en la descripcidn anterior, el Strepto

‘myces parvulus I-327 puede considerarse como nueva vo-

riante del Streptomyces parvulus, y se ha denominzado Strep
tomyces parvulus var. ﬁarvuli.

Segﬁn.los datos bibliogréficos (R. Hutter, "Sys
tematik der Streptomycetes", Basilea 1967) nunca se ha em
pleado ninguna especie de Streptomyces parvulus para la
produccibn de antibidticos similares al antibidtico de la
presente invencién.

' El Streptomyces parvulus puede cultivarée segin
métodos utilizados generalmente para las fermentaciones
con Actinomicetos. Como fuente de carbono pueden aplicarse,
como las mds ventajosas, glucosa o lactosa. Como fuente de
nitrégeno pueden emplearse harina de soja, liquido de ma-
ceracibén de maiz, harina de nueces, y ademds caseina, Pue-
den usarse MNaCl, Caco3, etc, como sales minerales,

Ia cepa puede mantenerse sobre agar de extracto
de patata—-glucosa. Su productividad puedé influenciarse
ventajosamente por medio de una irradiacién ultravioleta
sobre un medio que contiene entibvidtico.

Ia parvuling puede producirse a cualquier tempe-
ratura a la que el Streptomyces parvulus var. Parvuli al-
eznza un desarrollo suficiente (24-329C). No obstante, es
preferible mantener la temperatura entre 262C y 302C, El

medio de cultivo ha de esterilizarse a 120-125°C durante
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20-45 minutos.
E1l pH ha de ser de 7,0 antes de la esteriliza-

¢ibén., El medio de cultivo estéril se somete 2 inoculacién

por medio de una suspensibén de esporas o un inéeculo vege-

tativo de Streptomyces parvulus‘Var. parvuli. El medio em

pleado para el inéculo'vegetativo es idéntico al de la pro
pia fermeutacidn.

Ia cantidad de indculo en el depdésito de fermen
tacidn es de 5 a 10% del medio que ha de inocularse.

‘ Epn el curso de la fermentacidn, el contenido de
entibidtico llega a 400~600 ¥/ml en la hora 488, En las ho
ras 702-728 puede observarse uns fragmentacidén de 5-10%0.
junto a una esvorulacién deficiente. Ia actividad bioldgi-
ca del caldo alecanza 1000-1400 ¥/ml. Paralelamente al con
sumo de glucosa, el pH se eleva constantemente, Para mejo-
rar la produccién de antibidtico, es aconsejable afiadir
mds glucosa al medio., E1l contenido de antibibtico puede
1llegar a 1800-2100 Kyhl. Ia produccidén posterior se efec—
tia por 1a segunda generacién del microorganismo. Ia mdxi
ma concentracién de antibiético puede alcanzarse en la ho-
ra 1208: 2400-2600 ¥/ml.,

En la fotografia microscépica puede observarse
fragmentacidén del 40-50¢, rigidez de los micelios y espo-
rulacién. E1 pH se eleva a 7,6-8,1.

Cusndo se filtre el caldo a pH 3,2-3,6, el anti
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bidtico estd en el micelio y puede recuperarse por extrag
cién. Ia extraccidén del micelio himedo puedé efectuarse
por medio de disolventes orgdnicos miscibles con agua, o
al menos parcialmente miscibles, como por ejemplo alcoho-
les (metanol, etzanol, butanol, ?tc,) o acetona,

Después de evaporar el extracto, el antibiético
puede precipitarse a partir del residuo con un disolvente
ligeramente polar: acetato de etilo, éter o acetona. Ia
parvuling dcida puede extraerse en forma de su sal a va-
lores de pH de desde 7 a 9, extrayendo con agua a partir
de su disolucién en butanol, y a valores de pH de desde
34 a 3,6, que corresponde a su punto isoeléctrico! de nue
vo a la fase orgdnica en su forma de dcido libre. Ia repe
ticién miltiple de estas operaciones de extraccién y re-
~extraccidén puede aplicarse con éxito para la purificacién
de la parvulina, »

Ia parvulina puede precipitarse a partir de di
soluciones acuosas en.forma de sus sales insolubles en
agua,., Por adicidn deCaCl2 6 Pb(CH3COO)2 se forma su sal
de Ca 6 de Pb, De modo similar pueden aislarse su sal de
Ag y sus sales con otros diversos metales,

Ia parvulina producida y purificada por los mé
todos antes descritos, no es una sustancia uniforme, co-
mo se demuestra por una distribucién cromatografica de

Craig en 440 etapas (CCD) efectuada en un sistema de di
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solucién tampén de cloroformo-metanol-HCl 0,02 N (2:2:1)
6 sec-butanol-acetato de etilo-metanol de pH 3,5 (2:8:3:7)
respectiv., y también por investigaciones cromatogrdficas.
Los componentes individuales pueden separarse por croma-
tograffa de adsorcibn sobre una cplumna de gel de silice,
empleando un sistema disolvente de cloroformo-metanol en
el que el tanto por ciento de metanol se azumenta constan-
temente en el curso de la cromatografia. La par&ulina oUE-
de dividirse en sus componentes denominados A, By C, sien
do su proporcién de 6:1:1, Por consiguiente, la parvulina
contiene, junto a su principal componente A, dos componen
tes biolégicamente activos, de tipo peptidico, en canti— -
dades menores.

El contenido cuantitativo y cualitativo de amino
decidos de los componentes .« individuales (hidrdélisis efec

tuada en HC1l 6N a 1102C durante 16 horas) es el siguiente:

Parvulina At d4ecido aspdritico (4), glicina (3),
prolina (1), valina (2), 4cido pi
pecélico (1), deido o, B-diaming
butirico (2).

Parvulina B: deido aspdrtico (4), glicina (2),
prolina (1), valina (1), dcido pi
pecélico (1), deido Cx,ﬁ—diaming
butirico (1),




Parvuling C: dcido aspdrtico (4), glicina (1),
prolina (1), 4cido pipecédlico (2), -
doido X, ~diaminobutirico (2).
El componente C estd exento de valina. Tos tres
5 componentes contienen un aminoécigo no identificado, y ade
mds 4dcidos grasos de 12 a 13 C.
Andlisis elemental de los componentes individua
les:
Parvulinag At C: 50,99 - 51,20 %
10 i H: 7,50 = 7,55 %
N: 12,03 - 12,21 %

Parvuling B: C: 48,92 — 49,05 &
H: 7,21 - 7’43 %
N: 9,95 «~ 10,17 %

15 Parvuling C: C: 51,22 - 51,30 %
H: 7,78 = T,80 %
H: 10,96 - 11,00 ¢
La actividad antibacteriana del complejo de pax
. 20 vulinas es como sigue:
Concentracidén inhibitoria
minina § /ml’
Staphylococcus aureus 53F 6
Staphylococcus aureus 80/81% 6
25 Staphylococcus aureus 1115%* 6
6

Staphylococcus aureus Duncan

11.3075 ) had 12 -
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Concentracidén inhibitoria

minima Y /ml
Sarcina lutes 0,8
Bacillus subtilis APTC 6633 _ 0,8
Streptococcus faecalis ' 50
Pseudomonas pyocyaneus 100~1000
E. coli 0111 100-1000
E. coli 6R 100-~1000
Candida albicans inactiva

4+ = polirresistente (resistente a las penicilinas, estrep
tonicinas y polimixinas)
++ = resistente a la penicilina
la actividad microbioldzica de los componentes in
dividuales no varia de modo importante.,

Ta toxicidad intraperitoneal de la parvulina en

ratones CBA es: LDy, = 300 mg/ke.

Los e¢jemplos siguientes son ilustrativos del pro
cedimiento segin la invencién.
Eiemnlo 1

Un medio de cultivo colocado en cinco matraces
Erlenmeyer de 500 ml se inoculé con la suspensién de espo
ras de Streptomyces parvulus var. parvuli (las esporas se
desarrollaron sobre agar de patata-glucosa de la manera
usual). Hedio de cultivo:

2,05 de harina de soja

-13 -



1,05 de caseina (contenido de materia seca, 10%)
0,2% de licor de maceracién de mafz (material sg
co, 50%)
3,0% de glucosa
5 0,3% de NaCl
0,5% de Ca.CO3
pH antes de la esterilizacién: 6,9-7,0.
El cultivo se efectud a 282C, Ia fermentacidn

llegé en la hora 46-548 a un contenido de antibibtico de

10 500”]7h1. £l ensayo se efectud microbioldégicamente a pH = 8; f’iﬂ;:i?

organismo de ensayo: Bacillus subtilis ATTC 6633, de la mz
nera usuzl (I. Horvdth y Gy. Wix.: Acta Physiol, Hung. 4,
435, 1953). Los cultivos pueden almacenarse durante 9-10

dfas a =14 a =162C sin perder su capacidad productora.

» Ejemplo 2 )
Un depésito fermentador de 100 litros se inocu~
16 con la suspensién de esporas de Streptomyces parvulus
var. parvuli (I-327). Kedio de cultivo en el fermentador:
20 ' 2,04 de harina de soja
1,05 de casefna (materia seca, 10%)
0,25 de licor de maceracién de mafz (materia se
ca, 50%).
4,0% de glucosa
25 0,3% de NaCl

0,5% de Ca003

11.3.75 - 14 -
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hervido juntamente con 0,3% de aceite de

palma como agente antiespumante.

pH antes de la esterilizacién: 6,5-7,0.

Ia esterilizacién se efectud a 1212C durante
30 minutos. La glucosa se estérilizd por separado. Cau
dal de aire: 100 1/min; giro del agitador: 250 rpm.;
temperatura de fermentacién: 26-302C, 6ptima:28eC, Al
cabo de 48 horas de cultivo, el caldo se transfirié a
un fermentador de 1000 litros con un indeunlo como mix.
5 a 10%. EL medio y el pH de este fermentador eran idén
ticos a los indicados anteriormente,

Especificacién de la fermentacidn:

Caudal de aire: T00-800 1/min; giro del agi
Jfador: 270 rpm.; temperatura: 26-309C (preferiblemente
282(0), L1 contenido de antibibtico era de 1800-2100 X/hl
en la hora 962, Iz concentracidén mdxima de antibibti-

co (2400-2600 j/ml) puede aleanzarse en la hora 1208,

bienmplo 3

100 litros de caldo de fermentacidn, de con-
tenido de entibibtico 1000 ¥/ul, se acidificaron con
una disolucién acuosa de deido oxdlico hasta pH 3,4~
-3,6, y se filtraron. Il antibibtico se extrajo del mi
celio con el doble de su peso de acetona. Il extracto
en acetona se concentrdé a presién reducida hasta una

décima parte de su volumen. El residuo acuoso se extra

- 15 =



10

15

20

25

j1.3.75

jo a pH 3,3-3,6 con 1/3 de su volumen de butanol. A
partir de este extracto butanbélico la parvulina se ex
trajo de nuevo dos veces con 1/5 de su volumen de di-
soluciébn de bicarbonato de sodio. Después de acidifi-
car a pH 3,3-3,6, el antibiét;bo se transfirié a una
tercera parte de su volumen de butanol. Ia disolucidn
en butanol se evaporé en vaclo., El antibibtico se pre
cipité a partir del residuo con acetato de etilo., Ren
dimiento: 529,
Bijemplo 4

1000 litros de cverveza en fermentacidén con
un contenido de antibiético de 1500 ¥/ml se filtraron *
a pH 3,4. El antibidtico se extrajo del micelio con
el doble de su peso de metanol, y se concentrd hasta
un décimo de su volumen con disolucién saturada de bi-
carbonato de sodio hasta pH =17, ¥ se mezcld por agi-
tacién constante con una disolucién de cloruro de cal
cio (25 ml de disolucién saturada de CaCl, por un 1i
tro de residuo). Ia sal de calcio precipitada se fil-
tré, se lavé con agua, después con acetona, y se secd
después, Peso de sal de Ca de parvulina: 1620 g (con-
tenido de antibiébtico: 50i). Rendimiento: 545,
Ejemplo 5

20 g del complejo de antibidtico aislado y

purificado seglin el Ejemplo 3 se separaron en sus com

- 16 =
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ronentes por medio de una cromatografia de adsorcidn so-
bre una columns de gel de silice, la columa se prevard

a partir de un kg de gel de silice (Silica Gel Koch Idaht
Iaboratories, ILtd., abertura de malla de 74 a 149 micras).
Se recogieron 200 fracciones, cada uns de 360 ml, Ia elu-
¢idn se empezd con cloroformo que contenia 104 de metanol,
y se contimié elevando su contenido de metanol en un 5%
cada vez, hasta 50%, en que se terminé la cromatosrafia,
Iratando las fracciones, se obtuvieron 3,9 g de parvuli-
na A, el componente prinecipal, y ademds 1,6 g de parvuli-
na-8 y 1,8 g de parvulina C, junto a aproximadanente 4,8 &

de una mezcla de parvulina 4 y B. Rendimiento: 60,55,

REIVIIDICACIONES

Los puntos de invencidén propia, no nueva, pero

no presentada, practicada, ni divulgada en Espafia, que se

- 17 =
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presentan para que sean objeto de esta solicitud de
Patente de Introduccibn, por DIEZ afios, son los que

se recogen en las reivindicaciones siguientes:

18,~ Un procedimiento de obtencién microbip
1légica de parvulinas, en el que se cultiva Streptomyces
parvulus var. parvuli (depositado en el National Health
Institute, Budapest, Hungria, el 31 de octubre de 1967
con el n? 36) en condiciones aerobias en un medio que
contiene proteinas complejas, hidratos de carhono y sa-
les minerales, y los antibidéticos acumlados se recupe-

ran por extracciédn.

2,- Un procedimiento segin la reivindicacién
12, en el que se usan harina de soja, licor de macera-
cién de ma{z, harina de nuez o hidrolizado de caseina
como fuente de proteinas complejas, glucosa o lactosa
como hidratos de carbono, y NaCl 6 CaC0, como sal inor-

géni ca,

38 ,~ Un procedimiento segin las reivindicacio-
nes 12 4 28, en el que la fermentacién se efectia a
24-329C, preferiblemente a 26-302C, con un caudal de
aire de 0,7 a 1,2 1/1/min., y preferiblemente a 0,8-1,2
1/1/min,

42 ,~ Un procedimiento segin cualquiera de las
reivindicaciones 12 a 32, en el que el lfquido de fermen—

tacidn ge filtra a pH 3,2-3,6 y los antibibticos se ex-

- 18 =
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traen del micelio con un disolvente orgdnico polar.

58 ,~ Un procediniento segin cualquiera de
las reivindicaciones 12 a 42; en el gue las parvuli
nas se dividen en sus componentes respectivos por
cromatografia de adsorcidn soﬁre una columma de gel
de silice,

62.~ Un procedimiento de obtencién micro-
bioldgica de parvulinas,

Tal y como se ha descrito en la Hemoria
que antecede, y para los fines que se han especifica
do.

Esta llemoria consta de diecinueve hojas es -

critas a mdquina por una sola cara.

Indrid, 15 MAR. 1975

- 19 -
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