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De acuerdo con la patente alemana federal
1,210,514 se conoce un procedimiento para la preparacién
de moenomicina por fermentacién microbiolégica de estrepto
micetos que forman moenomicina, utilizéndose grasas em ca-=
lidad de manantiales de carbono adicionales,

Se ha encontrado ahora un procedimiento para
la preparacién de moenomicina por fermmentacién microbiolé-
glca de estreptomicetos que forman moenomicina de un modo
biolégico usual y en presencia de grasas, el cual procedi-
miento est4 caracterizado porque al medio de fermentacidn
se le afiade un agente tensioactivo no ionégeno de la fé6rmu-
la general (1)

zc-o-(cnz-crxz-o-)nn (1)

en donde R significa un radical hidrocarbonado saturado o
simplemente insaturado con 8 a 18 4tomos de carbono, que
en cada caso puede llevar también un grupo hidroxi, y n
significa un mimero entero entre 18 y 30.

Los radicales hidrocarbonados R son preferible-
mente de cadena recta; no obstante, especialmente en el ca-
50 de radicales de origen sintético, pueden contener hasta
aproximadamente 20% de porciones ramificadas. Especialmen-
te, se prefieren radicales hidrocarbonados con 10 a 14 4to-
mos de carbono, ‘

En la férmula general (I) R significa especial-
mente octilo, nonilo, decilo, undecilo, dodecilo, tridecilo,
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tetradecilo, pentadecilo, liexadecilo, heptadecilo, octadg
cilo asi como octenilo, nonenilo, decenilo, undecenilo, dg
decenilo, tridecenilo, tetradecenilo, pentadecenile, hexa
decenilo, heptadecenilo y octadecenilo., Ademés, significa
hidroxi~octilo, hidroxi-nonilo, hidroxi-decilo, hidroxi-un
decilo, hidroxi~dodecilo, hidroxi-tridecilo, hidroxi-tetra
decllo, hidroxi-pentadecilo hidroxi-heptadecilo asi como
hidroxi-octadeclilo. L1 grupo hidroxi puede encontrarse en
todos los radicales proccdentemente mencionados junto al
primero, segundo, tercero, etc, hasta el peniltimo, Atomo
de carbono: 01-07 en el caso del radical octilo, C1—-C8 en
el caso del radical nonilo, C,-C, en el caso del radical

1
decilo, C1-C10 en el caso del radical undecilo, C1-—C11 en
el caso del radical dodecilo, C1 - 012 en el caso del ra-
dical tridecilo, 01 - 013 en el caso del radical tetrade-
cilo, C1 - C1h en el caso del radical pentadecilo, C1 - 015
enn el caso del radical hexadecilo, 01 - 016 en el caso del
radical heptadecilo, ¥y C1 - C17 en el caso del radical og

tadecilo.

En lo que se refiere a la posicién del grupo
hidroxi en la molécula se prefieren los compuestos que son
asequibles en la prictica del modo mds fAcil tales como,
por ejemplo, &Acido 12-hidroxi-Ar9,lO-octadecenoico o &cldo
12-hidroxi~A-6,7-octadecenoico o &cido 12-hidroxi-A-9,10-
-tetradecenoico o 4cido 1l2-hidroxi-A-5,6-tetradecenoico.
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Como radicales hidrocarbonados simplemente~ins
saturados entran on consideracién para R B=4,5-decenilo,
A=9,10-decenilo, A-4, 5-dodecenilo, A -3,6-tetradecenilo,
A-9,10-tetradecenilo, A-9,10-hexadecenilo,A-6, 7-octade
cenilo, N-9,10-octadecenilo y A-11,12-0ctadecenilo; en
todos los radicales hidrocarbonados insaturados precedente-
mente mencionados puede encontrarse adicionalmente un gru-
po hidroxilo junto a cada uno de los &tomos de carbono que
no lleven ningin doble enlace. En este caso todos los ra-
dicales hidrocarbonados insaturados mencionados pueden pre-
sentarse tanto con configuracién cis como también con cone
figuracién trans. En este caso se prefieren las configura-
ciones que se presentan de modo mnatural, Esto ocurre tam-
bién con las posiciones de los doblesienlaces.

ntre los agentes tensiocactivos de la férmula
general (1) se prefieren en especial aquellos cuyo peso mo
lecular se encuentra entre 1.000 ¥y 1.050, cuyo punto de
enturbiamiento (1 g de sustancia en 100 ml de solucién al
105 de sal comtn) se encuentra entre 73 y 79, cuyo Indice
de hidroxilo se encuentra entre 39 y 78 y cuyo valor de
equilibrio hidréfilo-lip6filo se encuentra entre 16 y 18.

Entre los agentes tensioactivos de la férmula
1 especlalmente prefericdos se han acreditado sobresaliente-
mente aguellos en los cuales por un lado n significa el nt-
mero 25 y R significa una mezcla de 6-9% de octilo, 5=7%
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de decilo, 48-54% de dodecilo, 18-20% de tetradecilo, 7-97%
de hexadecilo y 8-10% de octadecilo, en los cuales por otro
lado n significa los mimeros 18, 20 6 22, y R significa do
decilo,

Los agentes tensioactivos mencionados son pre-
parados mediante oxalcohilacién, especialmonte oxetilacidn,
de alcoholes grasos adecuados en medio alcalino con diver-
sas cantidades de 6xido de etileno.

La fermentacidn de¢ los estreptomicetos se lle-
va @ cabo en condiciones aeroblas en un medio acuoso, que,
ademés de sales inorgénicas, contiene en calidad de manantial
de carbono almidén, glucosa, aztcar de cafia o melaza y adi-
clonalmente una grasa animal, vegetal o sintética, y en ca-
lidad de manantial de nitrégeno contiene grano triturade
o harina de soja, liquido de maceracién de malz, extracto
de levadura, harina de semilla de algodén o harina de em
brién de algodén, nitratos o sales aménicas, asi como un
agente tensioactivo de la férmmula (1),

La fermentacidn se lleva a cabo hasta alcanzar-
se una actividad antibiética méxima. Esta puede ser deter-
minada midiendo la concentracidén del nitrégeno disuelto en
el medio de fermentacién o de la masa ponderal seca forma-
da.

Después de alcanzarse la méxima actividad anti-

bliética se interrumpe la fermentaciém. Para el aislamiento
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del antibiético o bien todo el cultivo se homogeneiza y se-
guidamente se extrae, o bien ol micelio es separado por cen
trifugacidén con respecto de la solucién de cultivo. y.estos
dos componentes son extrafdos cada uno por sf solo. Como
agentes de extraccién entran en consideracién preferible-
mente disolventes miscibles con agua o parcialmente misci-
bles con agua, por ejemplo metanol, etanol, propanol, buta-
nol, etilenglicolmonometiléter, acetona o dioxano.

A partir de los extractos obtenidos de este mo-
do el antibiético bruto es recuperado convenlentemente eva-
porando el disolvente a presién reducida, FEl residuo, pa~
ra la purificacién adicional, es extraldo con disolventes
orgémnicos polares calientés, por ejemplo metanol, y el an
tibidtico es precipitado a partir del extracto concentrado
bajo presién reducida por precipitacién con un disolventé
orginico moderadamente polar, tal como dletiléter, diisopro
piléter o acetato de etilo.

Como estreptomicetos formadores de moenomicina
se utilizan Streptomyces ghanaensis ATCC 14,672, Streptomyces
bambergiensis ATCC 13.879, Streptomyces ederensis ATCC
15.304 y Streptomyces geysiriensis ATCC 15.303, asf como
sus mutantes y revertantes,

Como rrasas animales entran en consideracidn
convenientemente grasas corporales de animales, tales como
manteca de cerdo o sebo de carnero, o fracciones preparadas
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artificialmente de dichas grasas con un contenido definido
de carbono, Conmo grasas Vegetales se utilizan conveniente-
mente aceites grasos, tales como aceite de oliva, aceite
de girasol, aceite de cacahuete, aceite de coco, aceite de
riecino etc. Ademés entran en consideracién grasas sintéti-
cas btales como triglicérido de Acido oléico o triglicérido
de &cido estefirico. Todas las grasas son utilizadas en con
centraciones entre 0,1 y 16% en peso, preferiblemente de

2 a 55 on peso.

Es sorprendente ol efecto extraordinariamente
favorecedor o activador de la adicién de un agente tensioac
tivo de la férmula general (1), efectuada segtin el invento,
sobre la formacién do moenomicina a partir de especies de
Streptomyces. Ciertamente es conocido el efecto estimula-
dor, por ejemplo, de derivados de polioxietileno de anhidri
dos de sorbitin que estin esterificados parcialmente con
un &cido graso (tipos de Tween (R)) o de éstores de Acidos
grasos de azlcar, sobre la produccién de enzimas por cler-
tos microorganismos (B.T. Reese y otros, Applied Microbip
logy, 1969, 2u2-245) asi como sobre la formacién de ribofla
vina a partir de Ashbya gossypii (C.G, Smith y otros, Bio
chim. Biophys, Acta 47 (1961) 344-349). No obstante, estos
compuestos tensioactives no tienen ningin efecto p&sitivo
sobre la formacién de moenomicina, Por otro lado, los com-
puestos de la fé6rmula general () que favorecen la formacién

-7 -



Ut

10

15

20

25
25.6.75

de moenomicina, no tienen ningin efecto positivo, por ejem-
plo, sobre la formacién de estreptomicina,

Ejemplos

Streptomyces ghanaensis ATCC 1k.672 es sobreinoculado en
un matraz Erlenmeyer de 300 ml sobre 30 ml de un medio nu
tricio estéril con la siguiente composicién:

L ,0% de glucosa;

3,0% de harina de soja;

0,3% residuos secos de destilacilén;

0,25% de sal comin;

0,25 de carbonato de calcio

agua hasta 30 ml.

Después de inoculacién, el cultivo previo es
agitado a 28 hasta 30°C durante dos dfas con una frecuencia
de 300 vueltas/minuto.

El medio de fermentacién del cultivo principal
tiene 1a sipuiente composicién:

3,05 de aceite de soja;

3,0% de harina de sojaj

3,0% de fécula de malz;

1,0% de sacarosa;

0,3% de sulfato aménico;

0,4% de carbonato de calcio;

2,0% de levaduraj

agua hasta 30 ml.
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La adicidén al niedio de fermentacién de uno de
los agentes tensiocactivos mencionados en la siguiente Tabla
1 se efectda en forma de una solucién acuosa al 10% en peso
con agua doblemente destilada. La solucién es esterilizada
a continuacién durante 10 minutos a 123 hasta 127¢C.

Luego el medio de fermentacién antes menciona-
do es mezclado con 1,5 ml dec la solucién de agente tensioag
tivo a 37¢2C. Después sc afiaden 5 ml del cultive previo,

Bste cultivo principal es agitado a 28 hasta .
302C durante 120 horas con 260 a 300 vueltas/minuto.

A continuacién el conjunto es agitado en el vi-
bromezclador durante 2 minutos con 60 ml de metanol y segui
damente es filtrado a través de un filtro de pliegues. En
una porcién alicuota del producto filtrado se determina el
contenido de moenomicina por su accidén sobre un cultivo
normalizado de Staphylococcus aureus por via turbidimétrica
en comparacién con el efecto de una solucién de moenomicina
con un contenldo conocido de la misma.

Los restantes resultados recopilados en la Ta-
bla se obtuvieron por variacidén de las capas de Streptomyces,
la adicién de grasa y la adicién de agente tensiocactivo en
condiciones por lo demds iguales.

Los agentes tensioactivos indicados en la Tabla
tienen los siguientes datos caracterlsticos, en donde PM
significa peso molecular, PE significa punto do enturbiamien
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to, IH significa Indice de hidroxilo y EHL significa valor

de equilibrio hidréfilo-lipéfilo

Mezcla A
Mezcla A
Mezcla B
Dodecilo

Dodecilo

20 :
25 :
25 ¢

20

30 :

PM
1070
1290
1260
1000

1430

- 10 =

PE
7
78
7
79
78

1

53
Ly
b3
56
39

EHL
16,2
16,8
17,5
16,5
17,5
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Tabla

Fermentacidén con Grasa Radical hidrg | n | Rendimien
Streptomyces lcarbonado R to de moe
nomicina
Str.bambergiensis | Aceite de - - 100%
soja
Str.bambergiensis | Aceite de liezcla A a ba
soja se de
7 % Cg
6 % o
51 % o 20 161 %
19 % Cy
8 < Ci6
9 % C18
Str,bambergiensis | Aceite de | mezcla A 25 180 %
soja
Str.bambergiensis | Aceite de mezcla B a ba
soja se de
13 ¢ c9
32 % 010
20 % 14 25 155 %
10 % Cia
i % 013
10 % Coy
3 Cyy
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Tabla {continuacién)

Fermentacidn con Grasa Radical hidro | n | Rendimien
Streptomyces carbonado R to de moe
nomicina

Str.bambergiensis | aceite de | dodecilo 30 165 %
coco

Str.bambergiensis | trioleato | mezcla A 20 200 %
de gliceri
na

Str.bambergiensis | trioleato | dodecilo 30 190 %
de glicexrl
na

Str.bambergiensis [ trioleato | dodecilo 20 202 %
de gliceri
na

Str.bambergiensis | aceite de | mezcla A 25 205 %
ricino

Str,ghanaensis aceite de - - 100 %
soja

Str.ghanaensis aceite de | mezcla A 20 158 %
soja

Str,ghanaensis aceite de dodecilo 30 160 %

CoOCo
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Tabla (continuacién)

Fermentacidén con Grasa Radical hidro | mn | Rendimien
Streptomyces carbonado R to de mog
nomicina

Str,ghanaensis trioleato de | mezcla A 20 158 %
glicerina

Str,ghanaensis trioleato de | dodecilo 30 173 %
glicerina ]

Str,ghanaensis trioleato de | dodecilo 20 158 %
glicerina

Str.ghanacnsis aceite de mezcla A 25 150 %
ricino

Str.geysiriensis | aceite de - - 100 %
soja

Str,geysiriensis | aceite de
soja mezcla A 20 155 %

Str,goysiriensis | aceite de dodecilo 30 150 G
coco

Str.geysiriensis | trioleato de| mezcla A 20 160 %
glicerina

Str.geysiriensis | trioleato de| dodecilo 30 155 %
glicerina

Str.geysiriensis | trioleato de dodecilo 20 160 %
glicerina
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Tabla (continuacién)

Fermentacién con Grasa Radical hidro| n | Rendimien
Streptomyces carbonado R to de mog
nomicina
Str.geysiriensis aceite de mezcla A 25 s %
ricino
Str, ederensis aceite de - - 100 %
soja
Str.edercnsis aceite de mezcla A 20 152 %
soja
Str.ederensis acelte de dodecilo 30 140 %
coco
Str.ederensis trioleato de | mezcla A 20 1hs5 &
glicerina
Str. ederensis trioleato de } dodecilo 30 150 %
glicerina
Str, ederensis trioleato de | dodecilo 20 155 %
glicerina
Str. ederensis acelte de mezcla A 25 140 %
ricino
- 14 -~
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Esta solicitud que corresponde a la presentada
en Ropiblica Federal Alemana, el dia 23 de Julio de 197k,
bajo el N¢ P 24 35 260.1, se acoge a los beneficios del

articulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

KETVINDICACIONES

Los puntos de invencién, propia y nueva, que
se presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidén en Espafia, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

1%,~ Procedimiento para la preparacién de mog
nomicina por fermentacién microbiolégica de estreptomicetos
que forman moenomicina por via biolégica usual ¥y en presen-
cia de grasas, caracterizado porque al medio de fermentacién
se le ajiade un agente tensioactivo de la férmula general
(1)

R-0-(ClI ,=CH,=0-) H (1)

en domde R significa un radical hidrocarbonado saturado o
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simplemente insaturado con 8 a 18 Atomos de carbono, que
en cada caso puede llevar también un grupo hidroxi, y n
significa un nGmero entero entre 18 y 30,

2%,- Procedimiento segiin la reivindicacién 18,
caracterizado porque en calidad de estreptomicetos formado-
res de moenomicina se utilizan Streptomyces ghanaensis
ATCC 14,672, Streptomyces bambergiensis ATCC 13.879, Strep-
tomyces ederensis ATCC 15.304 o Streptomyces geysiriensis
ATCC 15,303 asi como sus mutantes y revertantes.

32,- Procedimiento segin las reivindicaciones
12 y 28, caracterizado porque en calidad de agente tensioac
tivo de la férmula general (1) se utiliza uno cuyo peso mo=
lecular se encuentra entre 1.000 y 1,500 , cuyo punto de
enturbiamiento se encuentra entre 73 y 79, cuyo Indice de
hidroxilo se encuentra entre 39 y 78, y cuyo valor de equi-
librio hidréfilo-lipéfilo se encuentra entre 16 y 18,

Lo,. PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE
MOENOHMICINA.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede, ¥y con los fines que se han especificado,
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tas a méquina por una sola cara.

Madrid,
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