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Esta invencidn se refiere & un nuevo procedi-
miento para la produccidén de nuevos compuestos, Nocardi-
cina C, D, B, ¥, y G.

De menere mds particular, se refiere a un nue-
vo procedimiento para la produccidn de nuevos compuestos,
Nocardicina C, D, E, P, ¥ G mediante el cultivo de una
Nocardicina C, D, E, F, y G - cepa productors que perte-
nece al género Nocardis, en un medio nutritivo.

De ecuerdo con lo anterior, un objeto de esta
invencién es el de Proveer nuevos compuestos, Nocardici-
na C, D, E, P, ¥y G, .

Los compuestos objeto de esta invencidén, Nocar-
dicina C, D, E, F, y G (2 los cuales se hace referencia
mds adelarite en la presente como Nocardicinas) estdn re-
presentados por las férmulas sigulentes

0
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E1l microorgenismo que se usa en esta luvencidu
es una cepa que pertenece al género Nocardia, aue esx ca-
paz de producir la Nocerdiecina C, D, E, P, y/0 G.
formis subsp. Isuyemanensis, que ese depositd el 13 de ju-
nio de 1972, en la Colececidn de Cultivos Tipo Americano
(ATCC) que tiene como direccidén 12301 Parklawn Drive
Rockville, Marylsnd 20852, EUA, y aue se le arignd el mi-
mero ATCC 21806. Este Nocardia uniformis subsp. tsuyama-
neneds ATCC 21806 depositade, se encuentra shora a dispo-
sicién del publico y sus detalles, es decir, caracteris-
‘$icas microbioldgicas, etc., se enguenxran descritas en

las literaturas, por ejemplo en la Patente de los Estados

2242699.

Debe gquedar entendido que, pars la produccidn
de las presentes Nocardicinas, esta invencidn no se en-
cuentra limitade al uso del uicroorganismo (especifico)
que se describe en la presente, el cual =6lo ge propor-
ciona con fines ilustrativos. Ademds, esta invencidn in-
cluye aeimismo el uso de mutentes naturalers asi couwo nr-
tificialss, que pueden ser derivados del microorganismo,
cegin ce descfibe en la presente de una mansere convencio-

nal, por ejemplo radiacién con rayos X o Ultravioleta,
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tratamiento con N'-nitro-N-nitrosoguanidina, 2-sminopuri-
na o mostazas de nitrégeno, y similares.

Las Nocardicinaes de la presente se producen ue-;
diante el cultivo de una Nocardicine C, D, E, F, y/0 G,
aque producen cepes que pertenecen al génerc Nocardia tal !

como Nocardia uniformis subsp. dsuysmenensis en un wedio i

nutritivo que contiene fuentes de nitrdgeno y carbén Agi-|
milables bajo condiciones anerdébices sumergidas. Ademds,
cono nutritivo del medio, se puede usar cualguiera de los
nutritivos que e pueden utilizar por el microorganismo
citado pare le produccidn de las Nocardicinas de la pre-
sente,

Las fuentes de carbén gque se prefieren son lous
carbohidratos tales como glucoes, cucrosa, maltosa, gli-
cerina, almiddn y similares. Las fuentes de nitrégenc aue
fe prefieren son las fuentes de nitrdégeno orgdnico tales
como extrectos de levadura, peptona, hari ne de gluten,
harina de semille de algoddn, harine de frijol de soya,
herina de mafz, levadura seca, extractos de carne, cesel-
na hidrolizada,licor de maceracién de maiz, urea y simi-
lares, y fuentes de nitrégeno inorgdnicas tales comwo sa-
les de amonio (por ejemplo nitrato de amonio, sulfato de
amonio, fosfato de amonlo, etc.) y simileres.

1 se desea, te pueden afindir al medio, rales
uwinerales tales como carbonato de caleio, fosfato de so-
dio o de potasio, cloruro o sulfato de magnesio y simila-—
res como componente menor, Ademds, se puede afiadir =1 me-
dio uno o méds compuestos orgdnicos tales como tirosina,
glicina, serina, homoserina, p-hidroxifenilglicina, dei-

do alfa—aminobutirico, dcido alfa,beta-diaminopropiénico,!
i
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N-acetiltirosina, N-acetiltirosinamide, dcido p-hidroxi-
fenilpirdvico, dcido p-hidrqxifenilglicdlico, deido p-
nidroxifenilglioxdlico, dcido shiquimico, deido 2-amino-3+
(4~-bidroxifenil)proplonohidroxdmico, 2-acetamido=3~(4-hi-
droxifenil)propiconohidrezida y similares. Estos compues-
tos orgénicos pueden obrar como una clese de precursor y
puede per Util para elsvar le productividad de las Nocar-
dicinas de la presente.

En el proceso de fermentacidn, les condlciones
de cultivo aerdbico sumergldo se usan de preferencia pa-
ra la produccidén de las Nocardicines de la precente en
cantidades masivas. Debe quedar entendido asimismo, que
para la wroducoidn de centidades limitadas, #e puede u-
gar un cultivo de sacudimlento o de superficie en un na-
traz o botella. Ademds, cuando el creclmiento ce lleva &
cabo en tanaques grandes, £e prefiere el uso de la forma
vegetativa del orgenismo parse inoculacidén en los tungues
de produccidn, con el fin de evitar el crscimiento de re-
trazo o retardado en el procedimiento pars la produccidn
de lae Nocardinas de la presente. De acuerdo con lo ante-
rior, es conveniente producir primero, un indculo vegeta~
tivo del organismo mediante la inoculacidén de wma canti-
dad relativamente pequefia del medio de cultivo con es-
porag o micelios del organismo y cultivarlos y transfe-
rir el indbeculo vegetativo cultivado de una maneras asépti-
ca a los tanques grandes. El medio en el cual se produce
el indoulo vegetativo, puede ser substancialmeunte igusel
o diferente del medio usado para la produccidén de las No-
cardicinas de la presente.

Le agitacién y aereacidn de la mezcla de culti-
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vo se puede lograr de varias meneras. La agitacidn se
puede proveer mediante un impulsor o equipo de agitacidn
mecénica similar, revolviendo o sacudiendo el fermenta-
dor, mediante varios squipos de bombeo o mediante el pa-
g0 de aire estdril a través del medio. La asreacidn se
puede llevar a cabo haciendo pésar alre estdril a través
de la mezcla de fermentacién. En el curso de la fermen-
tacidn, en particular cuando el medio de cultivo es nota-
blemente espumoso, se puede afiadir al medio un agente
desecpumante tal como aceites de plentas (por ejemplo a-
ceite de frijol de soya, eto.), alcoholes mds altos (por
ejemplo octadecanol, tetradecanol, etc.), siliconas y si-
milares.

"La fermentacidén se conduce habitualmente a una
temperatura de entre aproximedamente 202C y 402C, de pre-
Terencia de aproximademente 302C, durante un perfodo de
50 a 100 horas.

Las Nocsrdicinas de la presente, como ce han
producido arribae, =e pueden recuperar del caldo cultiva-
do de una manera convencional, que por lo general se usa
para la recuperacidén de productos fermentados, o de fer-
umentacidn. Las Nocardinas de la presente se encuentran
presentes en el caldo cultivado dentro del micelio (in-
tracelularmente) y/o fuere del micelio (extracelulsrmen-
te).

Segun la primera etapa, el caldo cultivado es-
td dividido en filtrado (supernatante) y pan de filtro
vor medio de filtracidn o centrifuga.

La extraccidn de las Nocardiecinas de la presren-

te del pan de filtro, se lleva a cabo tratando ecte pan
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con un disolvenie orgdnico en el cual las Nocardicinas

de la presente pueden ser solubles, por ejemplo, alcoho-

les (por ejemplo metanol, etanol, etc.), cetomas (por e-

Jemplo acetons, etc.), alcoholes acuosos (por ejemplo me-
tanol acuoso, etanol acuoso, etc.) y similares.

Del filtrado y/o extracto obtenido de ezta ma-
nera, £e pueden asislar y purificar les Nocardiecinas de
la preseute, por medios counvencionales.

Como estos medlos convencionales, =& pueden
ejemplificar, tratamiento con adsorbentes (por ejeuwplo
carbén activado, deido silfeico, gel de silice, alumina,
etc.), resinar de intercambio amidnico o ecatiénico, o re-
sinas de adsorcién noidnicas macroporosas /por ejemplo
Amberlite XAD-2, XAD-4, XAD-7 y XAD-8 (marca comercial,
manufacturadas por Rohm & Heas Co.), Dision HP1O, HP20,
HP30, HP40 y HPSO (marca comercial, memufacturada por
Mitsubishi Chemical Industries Itd.), etc./; extraccién
con disolvente; concentracidn bajo presidn reducida; lio-
filizacidbn; ajuste de pH; cristalizacidn; recristaliza-
¢ién; y eimilares. Ectos mediop pe pueden usar, de pre~
ferencia, independientemente ¢ en combinacién de los wis-
mos en orden opcional o de manera repetida.

Las Nocardicinacs de la presente, producidas
en el caldo de cultivo, se pueden aislar en la forma 1i-
bre, y opcionalmente, en la forme de sus sales de metal
alecelino mediante tratamiento del material crudo que con-~
tiene las Nooardicinas con un material de metal alcalino
(por ejemplo hidrdéxido de sodio o de potasio) dursnte
los procedimientos de aislamiento o purificacidn.

Ias Nocardicinas de la presente obbenidas en
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su forma libre, se puede convertir asimismo a la sal con
una base orgdnica o inorgdnica (por ejemplo hidrdéxido de
potasio o de sodio, etanolamins, diciclohexilamina, ete)
de una manera convencional.

Ademds, la sal de base inorgdnica u orgdnica
de las Nocardicinas de la preseﬁte, ga pusede convertir
fdcilmente a su forma libre mediante tratamiento de la
sal con un dcido tael como un deido mineral (por ejemplo
dcido clorhfdrico, etec.), de una manera convencional.

Se mencionan & continuacién las propiedades
fisico-quimicas de las Nocardiocinss de la presente.
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Tabla 1l.- Propiedades Fisicoquimicas de la Nocardicina

Cy?D

—

Nocardicina C

Nocardicina D

Aapecto

Rotaclidén dptica

Punto de fusién

Espectro UV

Espectro IR

Cristales blancos
Amfotérico

[e12e/2* = -958
(C=0,6, H,0)

220-2252C (desc)
Lambdae max (Eiﬁh)’
227(434),

272(43, 277(sh,
37)am en HyO4

232(319), 243
(sh, 289), 280
(54), 292 (sh,44)

Cristales blancos
Amfotérico
Aalﬁg(go = =171
(031, HQO)

230-2352C (desc)

1% -

Lambda max (Elcm

226(395)

298(313)nm en
CoHOB-H,0 (1:1),

246(305), 298(300)nn
en ¢ H OH~0,1N ac. NaOH
(1:1)

nm en NaOH ac. 0,1N

1
Gamma;gi° =3430,

2920, 2850, 1745,
1670, 1610, 1580,
1560, 1515, 1465,
1375, 1340, 1310,
1255, 1180, 1170,

GammagZi°l=3430, 3210,
2900, 1850, 1735, 1670,
1655, 1610, 1600, 1570,
1510, 1465, 1455, 1420,
1408, 1375, 1340, 1320,

1280, 1260, 1240, 1178,
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Nocardicina D

Reaccidn de color

Solubilidad

1110, 1040, 970,

- 940, 930, 890,

850, 820’ 795,
760, 740, 680

-1
cm

Positiva: ninhi-.
drina y eloruro
férricq,reaccio-
nes

Negativa: Pruebas Negativa: pruebas de
de Ehrlioh y Molisch, Molisch,

reaceidn con remc-
tivo de Tollens

Altemente soluble:
solucidén alcalina
acuoza (por sjem~
plo amonfaco acug
50, hidrdxido de
sodio acuoso, en
solucidn),
sulfdxido de dime
tilo

1140, 1120, 1080, 1050,
1030, 1010, 980, 930,

845 om~t

Positiva: reacciones
ninhidrina y cloruro
férrico

reac¢clones con reac—
tivo de Tollens ¥y

reactivo de Dragendorfy

Altemente soluble:
solucién alealina
acuosa (por ejemplo
amonfaco acuoso, So-
lucidén de hidrdxido
de sodio acuoso),
piridina
Escasamente soluble:

H0, CH,OH, C,H-OH
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Nocardicina D

Spo

.ble: H

Becasamente solu-~
0, CH.,OH

2 3
Insoluble: C,H.OH,
, CHCL.,

275
CH3COCH3 3

CH300002H5

Insoluble: CH,COOC,II

3 5
CHCl3, C,H.OC, I

27577275

Tabla 2.~ Propiedades fisicoguimieas de Nocardicina B y P

Nocardicina E

Nocardicina F

-

Aspecto

Andlieis ele

mental

Rotacidn Sptica

Punto de fusidn

Eepectro UV

Cristales blancos
Débilmente deido

C56,95:H4,20:N10, 48

lal£§4g4 = -1922
(c=1, H20)

228-2312C (desc)

Laubda max (Eiﬁm) =
222(sh, 557),

272(396)nn en CH3
OH 248(719), 298
(324)nm en CH,0H~
NaCH ac. IN (9:1)

Crictales blancos
Débilmente decido

€56,84:H4,35:N10,23

Lenage/2t -« -1810

(c=1, Héo)

230-2312C (desc)

Lambda max(“itm) =

242(516, 270(248)nu

en CH,OH, 247(720),

295(253)nm en CH3OH—

NaOH ac. 1N (9:1)
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Solubilided

Reaceidn de color

700, 685 om

Positivas reac-

ccidn de cloruro

férrico-ferricia

nuro de potasio

Negativa: prueba
de Ehrlich, reac

cién de ninhidrina

Altamente soluble:
solucidn slealina

acuosa (por ejem—

Pogitiva: reaccidn de
cloruro férrico-ferri-
cianuro de potasio

Negativa: prueba de
Ehrlich, reaccidn de

ninhidrina

Altamente soluble: so-
luecidén alealina acuosa,
piridina, sulfdéxido de

plo eamoniaco acuoso dimetilo

Hoja nam. =2 13106
Tabla 2 (cont.)
Nocardicina B Nocerdicina P
Eepectro IR Gemma’3%% 3380, cama® %% 3420, 3300
' 3280, 2920, 2840, 3280, 2950, 2920, 1900
1745, 1675, 1645, 1745, 1680, 1655, 1610
1610, 1595, 1540, 1595, 1550, 1515, 1465
1515, 1510, 1460, 1450, 1410, 1380, 1360
1435, 1375, 1360, 1310, 1295, 1280, 1270
i325, 1310, 1275, 1250, 1220, 1180, 1140
1260, 1220, 1175, 1120, 1110, 1060, 1030
1140, 1115, 1105, 1010, 980, 935, 900
1055, 1030, 1005, 870, 860, 840, 820
945, 935, 910, 780, 740, T20, 680
855, 845, 825, ow T
755, 735, T30,

i’

P

y
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Nocardicina E Nocardicina F

Tobla 3.- Propiedades fisicoquimicas de Nocardicina G

gsolucién de hidréxi ZEscacamente soluble:

“do de sodio acuoso) 02H50H,

piridina, sulféxido Insoluble: CHBCOCH3
de dimetilo, CHBCOOC2H5, CHCl
Escaganente soluble:

CH3OH, CQHSOH,

Insoluble: CHBCOCH3

CH3COOC H5’ CHCI3

Nocardicinag G

Aspecto Crictales blancos

Amfotérico
Andlisis ¢57,62; H5,14; N10,39; HQO 2,81
elemental

Rotacidn éptica

Punto de fusién

Bepectro UV

[s188/2% = 2058 (0=1, NaHCO, sc. 1%)

227 -~ 2332C (desc) (ILe Nocardicina G
se cambia gradualmente a rojo aproxi-
madamente & 2002C y negro rojizo a

aproximadamente 2252C)

Lembda max (Ef"cm) = 228(454, 273(52),
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Nocardiecine G

Espectro IR

Reaccidén de color

Solubilidad

278(3h, 45)um en HC1 ac, 0,1N, 248(562),
291(107)nn en NaOH ac. 0,IN.

Gemmel o3 3250, 3150, 2900, 2850,
1745, 1690, 1610, 1590, 1560, 1510,
1460, 1375, 1340, 1295, 1270, 1255,

" 1185, 1170, 1135, 1100, 1050, 1025,

940, 925, 880, 850, 830, 825,
815, 760, 750, 720, 680 em t

Pogitive: reacciones de ninhidrina y
cloruro férrico

Negativa: pruebas de Ehrlich y Molisch,
reaccién de Fheling, y resc~

¢idén con reactivo de Tollens

Altemente soluble: sulfdxido de diﬁeti—
lo, H20

Escasamente coluble: CH3OH, C?HEOH

Insoluble: CHy00CH;, CHyCOOC,H, CHCL,
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Como resultado de un estudio adicional, las es-
tructuras quimicas de lae Nocardicinas de la prerente,
que tienen lae propiedades fisicoquimicas anteriores, han
eido identificadas y decsignadas como se hs mencionado
arriba.

Las Nocardicinas de la presente y sus sales po-
ceen ecpectros antibidticos especificos, que muestran ac—
tividad contra bacterias patogénicas con bajs toxicidad.
De acuerdo con lo anterior, las Nocardicinas de la pre-
eente y sus seles se pusden user en el tratamiento de en-~
fermedades infecciosas causadas por ecas bacterias en los
maniferos. '

Las pruebas farmacoldégicas de algunss de las
Nocardiciﬁap de la presente, es decir, pruebas antimicro-
bianars y de toxicidad, se menclionan a continuacién.
Concentracidn Inhibitoria Mfnima (C.I.M.)

Se 1levé a cabo la prueba de C.I.M. por medio
del método de dilucién de agar en serie habitual, usendo

agar de infusidn de corazén (o ager Mueller Hinton), que
ce incubd a 379C durante 20 horas., El valor de le C.I.M.
se expresé como la concentracién minima de las Nocardici-
nas C, D, E, 6 F (ucg/ml) aque exhibe el crecimiento de
los microorgenismos, Los resultados se muestran en la Ta-

bla 6 giguiente.
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Loricidad aguda

Una solucién de hidréxido de sodio acuoso (nH
7,4) de Nocardicina C se inyectd intravenosauente A ca-
de uno de cinco ratones macho cepa ICR que pecsban de 18
a 22 gramos (Dosis: 1 g&/Kg), y se continud la observa-
cién durante una remans despuds de esta administracidn,
como resultado de lo cual todos loes ratones probados fue-
ron normeles durante este periodo.

Ademds, cade una de las soluciones de hidrdéri-
do de sodioc acuoso (pH 7,4) de les Nocardicinae D, E, F,
o G, se inyectd subcutédnesmente en cada uno de cinco ra-
tones cepa ICR aque pesaban de 18 a 22 gramos (Dosis: 500
wiligramos/Kilogramo) y se continué la observecidén duran-
te una semana despuds de la administracidén, como resulta-
do de lo cual, todos los ratones probadosr fueron norma-
les durante ecte perfodo.

Ias Nocardicinas y sus seles farmecéuticamen-
te aceptables de le presente, se pueden formular pera ad-

ministracién en cualquier forma conveniente, andlogamen-

portador farmacédutico.

Una sal farmacéuticamente aceptable de las No-
cardicinas de la precente puede incluir sal con una base
orgdnica o inorgdnica tal como hidréxido de s=odio, hi-
dréxido de potasio, hidréxido de calelo, amoniaco, eta-
nolemina, trietilamina, diciclohexilamina y similares.

Asf puee, la composicidn antimicrdébice se pue-
de usar en la forma de una preparacidén farmacéutice, por
ejemplo, en forme s£6lida, semisdélida o lfauida, que con-

tenga el compuesto objeto active en mezcla con un porta~
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dor o excipiente farmacéutico orgdnice o inorgdnico sde-
cuado para aplicacliones externas, internas o parenters-
les. El ingrediente sctivo puede estar compuesto, por

e jemplo, con los portadores habituales para tabletas,
pildoras, cdpsulas, supositorios, soluclones, emulsiones,
suspensiones y otres formas adecuadas para el uso. Los
portadores que =e pueden usar son agua, glucosa, lactosa,
goma de acacia, gelatina, manitol, pasts de almiddn, tri-
gilicato de magnesio, talco, almiddén de maiz, queretina,
sflice coloidael, almiddn de patata, urea y otros porta-
dores adecuados para uso en la produccidn de las vrenara-
ciones, en forma s6lida, semisdélida o liauida, y ademds
de auxiliares, estabilizadores, espesadores y colorantes
y perfumes, las composiciones antimicrobisnas pueden con-
tener asimismo agentes preservativos o bacteriostdticos
con lo que se mentiene el ingrediente activo en las nre-~
paraciones deseadas estable en actividad. Las Nocardici-
nas de la precente o sus sales =se incluyen en las comno-
siciones antimicrobizles en una cantidad suficiente para
producir el efecto terapdutico deseado sobre el proceso

o condicidn bacterialmente infectado.

Para la aplicacidn de la composicidn antimicro-
bial de la presente a lo: seres humeno:, se nrefiere apli-
carla en una forma de inyeccidn intravenosa o intramuscu-
lar. 81 bien la dosificacién o cantidad terapduticamente
activa de las Nocardicinas de la presente o sus sales,
varia de y depende asimismo de la edad y condicidn de ca-
da paclente individual que =e va a tratar, por lo general
uns dosis diaria de aproximademente 2 a 50 wiligramos de

ingrediente active/Kilozramo de ser humano o animal, se
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administra para el tratamiento de las enfermedades.

Las Nocardicinas de la oresente se pueden ussar
agimismo como intermedios para la ovreparacidén de otra 3-
acilamino-l~(alfa-carboxi-4~hidroxibencil)-2-aretidino-
na, que es mejor en la actividad antimicroblal contra
las bacterias Gram-positiva patogénicas. Como referen-
cia, con respecto a algunas de las Nocardicina:r de le org
sente, re ilustra la produccién de la 3-acilamino-1-(al-
fa-carboxi-4-hidroxibencil)-2-azetidinona a vartir de
las Nocardicinars de la presente mediante el esquens aue

sigue.

N\,
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Se proporcionan los ejemplos siguientes con el
fin de ilustrar esta invencién
Ejemplo 1 (Produccidén de Nocardicina C)

Un medio acuoso (100 ml) que contenfa 2¢ de su-
crosa, 2% de harina de semilla de algoddn, I:# de levadu-
ra ceca, 2,184 de KH2PO4 ¥ 1,43% de NazHP04~12H20, Ge
vertid en cada uno de veinte matraces de sacudir ds 500
ul, y se esterilizd a 120°C durante 20 minutos. Se ino-
culé un poco de un cultivo al sesgo de Nocardia unifor-
mis subsp. tsuyemanensis ATCC 21806 en cada uno de los

medios, y luego se cultivé a 302C durante 48 horas.

Por otra varte, otro medio acuoso (100 litros)
que contenfa 2% de alwidén soluble, 1% de peptona, 0,4%
de extractos de levadura, 1% de KH,FO,, 14 de Ne,HPO,1211,0,
0,5% de MgSO4.7H2O, 0,1% de L-tirosina y 0,1% de glicina
se ajusté a un pH de 6;0 con solucién de hidrdéxido de so-
dio acuoso. Se vertieron 20 litros del medio en cada uno
de cinco fermentadores de 30 litros, y se esterilizsron
a 1209C durente minutos.

Se afladid entonces, a cada uno de los medios,
el cultivo inoculado, como se prepard enteriormente, en
una cantidad de 2% por volumen del medio. Bl organismo
se desarrolld a 302C durante 96 horas, Durents el perfo-
do de desarrollo, el caldo se agitd a 250 r.p.m. y se so-
vlé alre ectéril a través del caldo en una cantidad de
20 litros por minuto.

E1l caldo cultivado resultante (80 litros) se
filtré con el auxilio de tierra diatomdces (8 Xg) vara
dar el pan de filtro y el filtrado. Al pan de filtro se
afiadid 704 de etanol acuoso (20 litros), y luego la mesn-
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cla se agltd durante una hora y se filtrd. Los extractos
coubinados (40 litros) se conceatraron a un volumen de
2 litros bajo presién reducida.

Por otra parte, el filtrado del cultivo, segin
se prepard anteriormente, se concentrd a un volumen de
10 litros. Se afiadid entonces al concentrado, 50 litros
de metanol con agitacidn, tras de lo cual la mezcla se
dejé repdrar durante una hore y luego se filtrd, Bl fil-
trado se concentré a un volumen de 2 litros bajo presidn
reducida. ’

El concentrado combinado se ajusté a pH des 3,0
con dcido clorhidrico 6N y =e extractd dos veces con ace-
tato de etilo (4 litros). ILa capa acuosa se concentrd a
un volumen de 1,8 litros bajo presidn reducida. El con-
centrado se ajusté 2 un pH de 4,0 con solucién de hidrd-
xido de sodio acuoso y luego se hizo pasar a través de
una columna empacada con Dision HP20 (4 litros) para dar
una solucidn pasada. Subsecuentemente, la columna se la-
v$é con ague para dar -log levados. La solucién pasada y
los lavados se combinaron y la solucién acuosa (6 litros)
o ajustd & pH de 8,0 con solucidn de hidrdxido de sodio
acuoso 6N. Se afiadid a la rolucidn entonces, carbdén ac-
tivado (120 g), tras de lo cual la mezcls se agité duran-
te 10 minutos y luego re filtrd. E1 carbdn activado se
lavé con aguae (1 litro) y luego se le afiadieron 80% de
metanol (1 litro).

La mezcla se aglitd dqurante 10 minutos y =e f£il-
tré. La operacibn de elucidn se repitid una vez mds, Tl
eluato combinado (2 litros) se concentrd a un volumen

de 10 ml. Se afiadié metanol (200 ml) al concentrado con
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agitacidn y loe materiaeles insolublers se filtraron de la
mezcla., Bl filtrado se concentré a un volumen de 10 ml,
E1l concentrado se sometid a cromatografia de coluuna so-
bre celulosa /disolvente de revelado: capa superior de
ura mezcla de n-butanol:dcido acético: agua (100:5;30)/.
Bl eluato (500 ml), que contenfa el compuesto objeto, me
recogid. Se afindid entonces al eluato, 500 ml de n-hexa-
no, y la mezcla se agité y luego se seperd la capa acuo-
ca, Se afiadid acetato de etilo (100 ml) a la capa sacuosa,
¥ lz mezecla se.agitq. La capa scuosa se separd y se con-
centré a un volumen de 20 ml. Se afledid al concentrado
acetona (40 ml), y la mezcls se dejd reposar enm un refri-
gerador, y los cristeles obtenidos se secaron para dar
le Nocardicina C (26 mg) en la forms de cristales crudos)
Estos cristales erudos se disolvieron en agua (4 ml) y se|
afindié scetona (8 ml) & la solucidén. Ia mezcla ze dejé
reposar para dar cristales, que £e separaron y se seca-
ron para dar Nocsrdicina ¢ (15 mg) en la forma de crista-

lee blancos.

Ejemplo 2 (Produccidén de Nocerdicina D)

Un medio acuoso (100 ml), que contenfsa ¢ de
sucrosa, 2% de harina de semilla de algoddén, 1% de leve-
dura seca, 2,18% de KH2PO4 y 1,43% de N32HP04.12H20, se
vertié en cada uno de veinte matraces de sacudir de 500
mililitros, y ce ecterilizdé a 1202C durante 20 minutocs.
Un poco de cultivo al sesgo de Nocardias uniformis subsov.

touyamenensis ATCC 21806 se inoculd en cada uno de los
medios, y se cultivé a 302C durante 48 horas.
Por otra parte, un medio acuoso (100 litros)
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que contenifa. 24 de almidén coluble, 1% de peptona, O,4%
de extractos de levadura, 1% de KH2P04, 14 de NaQHPO4.
12H,0, 0,5 de MgSO4.7H20, 0,1% de L-tirosina y 0,1 de
glicina, se ajusté a pH de 6,0 con solucidén de hidrdxi-
do de sodio mciuoso, y se vertieron 20 litros del medio
en cada uno de cinco fermentadores agltados y se esteri-—
1lizé a 1202C Jurente 20 minutoe,

Se afigdid, a cade uno de los medios, el cultivo
inocculado, preparado anteriormente, en una cantidad de
24 por volumen del medio. El organismo se Jdessrrolld a
30¢C durante 96 horas. Durante el perfodo de deserrollo,
el caldo ce agitd a 250 r.p.n. ¥y se hizo pasar aire es-
téril en el caldo, en una cantidad de 20 litros por ninu-
to. ‘

Se afiadid al caldo cultivado resultante (80 1li-
tros), tierra diatomdcea (8 Kg), y luego la mezcln se fil
tré para dar el filtrado y el pan de filtro. E1l filtrado
(70 1itros), =e concentrd bajo presidn reducida hecta un
volumen de 7 litros. Se afladid metenol sl concentrado
(90 1litros) con agitacidén, y luego la mezcla se dejd re-
posar durante une hore y se filtré parz eliminar los pre-
cipitados. E1 filtrado (80 1itros),'se conecentrd a un
volumen de 5 litros. Se afiadié agua sl concentrazdo (15
litros) y carbén activado (1 Kg).

Lg mezcla se eagitd durante 10 minutos y e fil-
trd para recoger el carbdn activado. Se afindid al carbdn
activado, 80% de metanol acuoso (10 litros), y luego la
mezcla se ajusté a un pH de 8,0 con 5% de amonfaco acuo-
so, se agitd durante 10 minutos y se filtrd. Esta elucidn

se repitid una vez mée, Loe filirados combinados se con-
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centraron bajo presién reducida & un volumen de 2 litros.
Wl concentrado se ajustd a pH de 4,0 con dcido clorhidri-
co 6N y =e hizo paser a través de una coluune euwpscada
con Diaion HP 20 (4 litros). Esta columna se lavé con a-
gun (4 litroe), trac de lo cual el compuesto objeto se
eluyé con etanol acuoso 50%4. E1l eluasto (1,5 litros) oue
contenla el compuesto objeto se recogléd y concentrd ba-
jo presidn reducide a un volumen de 100 ml. El concentra-
do se rometid a cromatografia de columma sobre celulcse
(dirolvente de revelado: n-butanol saturado con agun).
Fl eluato (200 ml) aue contenia el compuesto objeto ue
recogld y concentré bvajo preridn reducida a un voluumen
de 10 ml, El concentrado se some?id adicionalmente & cro-
natografia de columna :obre celulosa (disolvente de reve-
lado: capa superior de una mezcla de acetato de etilo:n-
butanolsagua (5:5:2)/. EL eluato (100 ml) cue contenia
el compuesto objeto se concentrd bajo presidén reducida
s un volumen de 10 ml para dar precipitados, que fe =a-
pararon por filtracidn y luego se éecaron. Los precini-
tados ce suspendieron en agua (5 uwl), tras de lo cual le
suspensidén se ajustd a pH de 8,0 con solucibn de hidré-
xido de sodio acuoso 1IN pera disolver el precipitado. Ia
solucidn =e ajusté a pH de 3,0 con deido clorhidrico IN
¥ se dejé reposar durante la noche en un refrigerador
(52C) para dar cristales, que se separaron medisnte fil-
tracidén, y luego se secaron para dar Nocardicina D (50
mg) en lg forma de cristales blancos.

El pan de filtro que contenia los micelios, &=
rriba obtenido, se extracté dos veces con etanol acuosmo

a2l T70%4 (20 litros). Los extractos combinados se concen-—
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traron bajo presidn reducida a un volumen de 2 litros.

E1l concentrado se ajustéd a pH de 3,0 con deido clorhidri-
co 6N y re extracté tres veces con acstato de etilo (2
litros) para eliminar las impurezas. La capa acuosa se
separd y concentré bajo presidén reducida, El concentra-
do se ajusté a pH de 4,0 con solucidn de hidrdxido de so-
dio acuoso 6N y se hizo pasar s travds de una coluuna em-—
pacada con Diaion HP20 (2 litros). La columna =e lavé con
agua, decpuds, el compuesto objeto se eluyd con etanol

al 50% (1,5 litros). E1l eluato (1,5 litros) se concentrs
bajo presidén reducide a un volumen de 100 ml. E1l residuo
obtenido se sometid a cromatograffa de columna sobre ce-
lulosa (disolvente de revelado: n-butanol saturado con a-
gua), El eluato aque contenfe el compuesto objeto se reco-
gié y concentrdé bajo precidn reducide. E1 residuo obte- |
nido se sometidé a cromatografis de columna =obre celulo-
sa (disolvente de revelado: capa superior de la mezcla

de acetato de etilo:n-butanol:agua (5:5:2) ). E1l elunto
cue contenfa el compuesto objeto se concentrd bajo pre-
sién reducida a un volumen de 10 ml para der los precipi-
tados, que se separaron por filtracidn y se secaron. Los
precipitados se suspendieron en agua (2 ml) y e ajuste-
ron a pH de 8,0 con solucidén de hidréxido de sodio acuo-
50 1N para disolver los precipitados., A continuwacidn, la
solucidén se ajustd a pH de 3,0 con decido clorhfdrico IN

y se dejé reposar durante la nochse en un refrigerador
(52C) para dar cristales, que se separaron por filtra-
cidn y se secaron para dar Nocardicina D (10 mg) en la

forma de cristales blancos.,
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Ejemplo 3 (Produccidn ée Nocardicina E)

Un medio acuoso (300 ml), que contenis 7 de
sucross, 2% de harina de semills de algodén, 14 de leva-
dura reca, 2,18% de KH2PO4 ¥y 1,43% de Na2HPO4.12H20 en
un litro, mejor dicho, en un metraz de Erlenmeyer de un
1litro y se esterilizé s 12020 durante 20 minutos. Se ino-
culd cultivo al sesgo de Nocardia uniformis subsp. tsu~-
yamenensis ATCC 21806 en el medio, y se cultivd a 30¢C
durante 54 horas.

Se coiocd, en un fermentador de 500 litrus, 31
wismo medio (150 litros) arriba mencionsdo. ELl medio de
fermentacidén se ecterilizd a 1202C durante 20 minutos y
luego se inoculd con el volumen total del indculo vege-
tativo arriba preparado, y se cultivd a 302C durante 47
horas.

Por otra parte, un medio acuoso (3000 litros)
gue contenfa 2% de algodén soluble, 1% de peptona, 0,4
de evtractos de levadura, 1% de KH2P04, 14 de Na,HPO, .
12H,0, 0,5% de MgSO4.7H20, 0,1% de L-tirosina y 0,15 de
glicine, se vertid en un fermentedor de 4000 litros y se
esterilizé a 1202C durante 20 minutos. EL volumen total
del caldo cultivedo, erriba preparado, se inoculd en el
uedio.

El organismo se desarrolld en el medio de fer—
mentacidn a 309¢C durante 119 horas, Durante el periodo
de decarrollo, el caldo se agitd a 230 r.p.n. ¥y se hiro
pacar aire eztdril a través del caldo en una proporcidn
de 3000 litros por minutos. Trac de aue el cultivo se
hubo terminado, el caldo cultivado se filtrd con el auxi-

lio de tierra diatomdcea (180 Kg). A una parte del filtra-
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do (1500 litros), ce afiadidé carbdn activado (45 Kg), tras
de lo cuzl la mezcla se agiitd durante 30 minutos y se
£iltrd para separar el carbdn activado. Se sfiadid al car-
bén activado una mezcla de acetona y agua (T:3) (200 li-
tros), tras de lo cual la mezcla resultante ce ajusts a
pH de 8,0 con amonfaco acuoso y se agitd durente 60 mi-
nutos. Bl eluato (500 litros) asi obtenido, se concentrsd
a un volumen de 50 litros. EL concentrado se ajustd z pH
de 4,0 con dcido clorhidrico 6N. En seguida, ce sfiadid
al concentrado n-butanol (60 litros), traes de lo cual la
mezcla se agltd durante 30 minutos., La capa de ﬁ—butanol
(50 litros) se sepnard y conceuntrd bajo precidn reducida
a un volumen de 10 litros. E1 concentrado se ajustd a

pH de 8,0 con mmonfaco atuoso al 54 y se sglté durante
30 minutos. La capa acuosa (15 litros) ee separd y con~
centrd bajo presidén reducida a un volumen de 1,3 litros,
El concentrado se ajustd a pH de 4,0 con dcido clorhfdri-|
co 6N, se mezcld con tierra diatomdcea (1,3 Kg) y luego
se secd. E1l polvo se lavé con cloroformo (3 litros) y el
compuesto objeto se eluyd con acetato de etilo. El elus-
to (5 litros) se concentré bajo presién reducida a un vo-
Jumen de 50 ml, El concentrado se mezcldé con tierra dia-
tomdcea (50 g) y se secd. Bl polvo ce sometid a cromato-
grafia de columna cobre deido silfcico (disolvente de re-
velado:acetato de etilo). E1 eluato (600 ml) se concen-
tré bajo presidén reducida & un volumen de 10 ml. E1l con-
centrado se mezcld con tierra diatomdcea (10 g) y se se-
¢é. Bl polvo se sonetid a cromatograffa de columnz sobre
deido silfeico /dirolvente de revelado: una mezcla de
cloroformosmetanol (100:1L/. El eluato (200 ml) se con-
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centrd bajo presién reducida, a un volumen de 3 mililitrod
Subsecuentemente, el concentrado se mezcld con tierra disd
tomdcea (3 &) y e secd. ELl polvo se sometid a cromato-
grafia cobre dcido silfcico /disolvente de revelsdo: una
mezcla de cloroformo: acetato de etilo (1:4)/. EL eluato
(50 ml), se evaporé a la sequedad bajo presidén reducida.
El residuo asi obtenido se disolvid en metenol (1 milili-
tro). A la solueidn se afladié cloroforuo (5 ul), y se de-
JO reposar durante la noche a 42C pera dar cristales

(230 mg), aque se recristalizaron de une mezcla de meta-
nol y cloroformo (1:5) (12 ml) para dar Nocardicina -

(190 miligramos) en la forms de oristales blencos.

Ejemplo 4 (Preparacidn de Nocardicina F)

Un medio acuoso (100 ml) aue contenfa 2% de su-
crosa, 2% de harina de semilla de algoddén, 1% de levadu-
ra ceca, 2,184 de KHéPO4, 1,43% de Na,HP0,.12H,0 se ver-
ti6 en cada uno de veinticuatro matraces Saksguchi de 500
ml y se esterilizd e 1202C durante 20 minubos. Cultivo al

o —————— ~on

21806 y el organismo se cultivaron a 302C durante 48 ho-

rac.
Por otra parte, un medio acuoso (20 litros) que
contenfa 2% de almidén soluble, 1% de peptona, 0,45 de
extractor de levadura, 1% de KHéPO4, 1% de NazHPO4-l?H20,
0,5% de MgSO4'7H20, 0,1% de I-tirosine y 0,1% de glicina
se vertid en cada uno de zeis fermentadores con agitacidn
de 30 litros y se esterilizdé a 1202C durente 20 minutos.
A continuacidn, el caldo cultivado, sezin arriba obteni-

do, se inoculd en cada uno de los medios en una propor-
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cidn de 2% por volumen del medio. El organismo se decna-—
rrollé en el medio a 302C durante 96 horas.

Durante el periocdo de desarrollo, el caldo se
agit6 a 250 r.p.m. y se hizo pasar aire estéril a través
del caldo en una proporcién de 20 litros por minuto. Des-
pués que se hubo completado el cultivo, el caldo cultiva-
do (100 litros) se £iltrd con la ayuda de tierra diatomd-
cea (10 kg). Se afiadid entonces al filtrado (90 litros),
carbén activado (1,5 Kg), tras de lo cual la mezcle se
agitd durante 10 minutos y luego se filtrd. 71 carbén
cultivado se lavd dos veces con egua (10 litros) y el
compuesto objeto se eluyd con metanol acuoso al 80% (30
litros) (y 20 litros). E1 elunto, (50 litros), se concen-
trd bajo presién reducida a un volumen de 6§ litros. E1
concentrado se ajusté a pH,de 4,0 con dcido clorhidrico
6N y se hizo pasar a travéds de une columa eupacada con
Diaion HP20 (3 litros). Despuds, la columa se lavé con
agua (1 litro), el compuesto objeto se eluyd con etanol
al 40% (8 litros). Lae fraceiones (4 litros) que conte-
nfan el compuesto objeto se recogieron Y concentrasron ba-
jo precién reducida e una columma de 100 ml. E1l concentru-
do se mezcld con celulosa pulverizada (300 g), tras de
lo cual la mezcle se secd bajo presidn reducidas. E1 pol-~
VO £eco £e eumpacd en unae columne y se 1levé a cabo la e-
lucién con acetona (6 litros) a partir de la columna. E1
eluato se concentrd bajo precidén reducida & un volumen de
50 ml. El concentrado se mezeld con tierrs diatomdces
(50 mg) y la mezcla se secd. La mezels seca se sometid a
una columna empecada con dcido silfeico /disolvente de reo-

velado: una mezcla de cloroformo ¥ metanol (10:;2/. Las
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fracclones que contenfan el compuesto objeto se recoglie-
ron y evaporaron a la sequedad bajo presidn reducida. EL
residuo obtenido de ecta manera se disolvié en mebanocl
(20 ml). Se afiadié agua (40 ml) a la solucidén, tras de

lo cual la mezcla se dejdé reposar durante la noche s 42C
para dar precipitados (560 mg), que se repararon medisn—
te filtracién y se disolvieron en metenol (10 ml). Se #—
fledidé agua (20 ml) a le solucién, tras de lo cual lu mez—
cla se dejb reposar durante la noche a 4¢C para dar cris-
tales, que se fepararon y secaron para dar Nocardicina

F (300 mg) en la forma de cristales blancos.

Ejemnlo 5 (Produccién de Nocardicina G)

Un medio mecuoso (100 nml) que contenfs 2¢¢ de su-
crosa, 2% de hurina de semilla de algodén, 1% de levedu-
ra ceca, 2,18% de KH2PO4 y 1,43% de NazHPO4'l2H20, se
vertid en cada uno de ocho matraces de agitacién de 500
ml, y se esterilizdé a 1202C durante 20 minutos. Cultivo
al sesgo de Nocardie uniformis suﬁsp. teuyamenensis APCC

21806, se inoculd en cada uno de los mediocs, y el orga-—

nismo se cultivé a 302C durante 48 hores.

Por otra parte, otro medio acuoso (40 litros),
que contenfa 2% de almiddén soluble, 2% de harina de semi-
1la de algoddén, 2% de levadura seca, 2,18% de KH2P04,
1,43% de NagHPO4-l2H20, 0,5% de M@o4°7ﬂzo, 0,14 de IL-
tirosina y 0,1% de glicina, se ajusté a pH de 6,0 con so-
lucidén de hidréxido de sodio acuoso 6N, tras de lo cual
ge vertieron 20 litros del medio en dos fermentadores de
30 litros y se esterilizaron a 1202C durante 20 minutos.

A cada uno de los medios se afiadidé el cultivo inoculado,
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arriba preparado, en una cantidsd de 24 por volumen del
medio. EL drganismo se desarrollé en el medio a 30°C du—
rante 96 horas. Durante el verfodo de desarrollo, el cal-
do se agitd a 300 r.p.m. y se hizo pasar aire estéril a
través del caldo a una velocidad de 20 litros por minu-
t0. Subsecuentements, el caldo cultivado (35 litros) se
filtrd con la syuda de tierra distomdces (3,5 Xg). EL
filtrado (30 litros) se concentrd bajo presién reducida
a un volumen de 3 litros. Se afiadid al concentrado, con
agitacién, 15 litros de metanol, tras de 1o cual 1la mer—
cla e dejé reposar durante una hora para dar los preci-
pitados que se eliminaron mediante filtracidén., E1 filtra-
do (17 litros), se concentrd bajo presidén reducida & un
volumer de un litro.

[Todas las operaciones mencionadas antes en la
presente, se llevaron o cabo a tempersturas mernores que
la ambiente (49C)/.

El concentrado se ajustd a pH de 2,0 con dcido
clorhidrico 6N, Se afiadid al concentrado, acetato de eti-
lo (2 litros), tras de lo cual la mezcla se agité duran-
te diez minutos y se separd 1la capa acuosa,., Se afindid a
la capa acuosa, 1,5 litros de n-butanol ¥y 250 g de clo-
ruro de rodio, tras de lo cual la mezcla se agitd duran-
te 10 minutos y ee separé la capa de n-butanol, Esta er-
traccidn se repitid una vez mdés. A la capa de n-butanol
combinada (3 litros), se afiadié n~hexano (3 Litros), trac
de lo cual la mezcla se agitd durante 10 minutos y 1a ca-
pa acuosa (400 ml) se eepard. Ia capa acuoss se ajustd a
pH de 7,0 con solucién de hidréxido de sodio acuoso IN v

ce concentrd bajo presién reducida s un volumen de 300 mlj|
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Se afiadid al concentradc, 5 litros de agua y 50 g de clo-
ruro de e£odio, tras de lo cual la mezcla se ajustd s pH
de 4,0 con dcido clorhfdrico 1IN, ILa mezcls tce hizo passr
a través de una columna empaceda con Dialon HP?0 (2 li-
tros). A continuacién, el compuesto objeto se eluyd con
agua (20 litros) de la columna. El eluato que contenia

el compuesto objeto se recogid. Se afladid al eluato, &GO g
de NaQHPO4-12H20, traz de lo cuel, la mezcla se ajuctd

a pH de 9,0 con solucidén de hidrdxido de £odio acuoso 1IN
¥y fe hizo pasar a ‘través de una columna empacada con
Diaion HP20 (700 ml). Le columna re lavé con solucidén de
fosfato de rodio secundario acuoso al 1% (1 litro). Sub-
secuentenente, el compuecto objeto se eluyd con agua (3
litros). E1l eluato (2 litros) que conteniz el compuesto
objeto se recogid, e ajustd a pH de 8,0 con dcido clorhi-

drico 1IN y luego se hizo pasar s través de una columnsa
empacada con carbdn activado (300 g). La columna e le-
vé con ague (1 litro)., A continuseidn, el compuecto ob~
jeto se eluyé con metanol acuoso 2l 80% (2 litros), E1

de 50 ml). E1 concentrado e liofilizé, se mezcld con una
pequetia cantlidad de celulose y luego se sometid a croma-—
tosrafia de columna tobrs celulosa, La columna se reve-
16 con n-butanol caturado con sgua. El elusto (400 ml)
que contenfa el compuesto objeto, se recogidé. Se afiadid
n-hexano (400 ml) sl eluato, tras de lo cual, la mezcle
se agité durante 10 minutos y la capa agcuosa se ajustd

a pH 5,0 con solucidén de hidrdxido de sodio acuoso 1IN y
se concentréd bajo presibn reducida & un voluwen de 30 ul.

El concentrado se dejé reposar durante la noche para dar
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criztales, que se separaron, se laveron con i pequeiio
volunen de agua, se secaron y luego se recristalizaron

para dar Nocardicina G (150 mg) en la forma de cristales.

- REIVINDICACIONES -

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

1l2.- Un procedimiento para la obtencidn de No-
cardicina elegida del grupo de Nocardicina C, Nocardici-
na D, Nocardieina E, Nocardicina F y Nocardicina G en el
que la Nocardicina C tiene la estructura quiiica sigulien-
te:

NH 0
L2
[100C-CH (CHZ) 20—\:‘/ —Cll -~ C -—-IIN— -——\
e N CH—-~ ¢ S (]34
NH, g ‘
COOH

la. Nocardicina D tiene la estructura quinmica siguiente:

HOOC- CH(CH ) O—Q—C—-C——HN

- N-— cu--Q_ on
i)

COOH
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la Nocardicina E tiene la estructura quimica siguiente:

. Momo
no~<~> Comeee. o TN
O/IL_...N-([‘.H ‘<~>\" OH

COCH

la Nocardicina F tiene la estructura quimica siguiente:

HO-N O
PN B
HO- —/ 7 G Com HNep

].-._.N-cn«{@- ol
()/’ I L

coon

la Nocardiecina G ftiene la estructura qufmica siguiente:

LR
Ho—r(__} CH-—C— HN-—

O/J--I}I-,CH @ ol

coon

que couprende cultivar una Nocardicina C, D, E, F y/o G
que produce la ceps que pertenece al género Nocard'z en
un medio nutritivo acuoso, bajo condiciones aerdbicas y
recuperar la Nocardicine C, D, E, F 6 G.

28,~ Un procedimiento de acuerdo con la cldusu-

la 1, en el cual la Nocardicina C, D, E, F y/o G, que
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produce la cepa, es una cepa de Nocardia uniformis subsp.

truyemanensis.

38,~ Un procedimiento

la 2, en el cual la cepa es Nocardia uniformis

de acuerdo con la

tsuyamanensis ATCC 21806 46 su mutante,

48 .- Un procedimiento
la 1, en el cual la Nocardicina
do cultivado.

5&8,~ Un procedimiento

de acuerdo con la

cldusu-

subsp.

cldusu-

C se recupera de un cal-

de acuerdo con la

cldusu-

la 1, en el cual la Nocardicina D se recupera de un caldo

cultivado.

68.,~ Un procedimiento
la 1, en el cual la Nocardicina
cultivado-

78,~ Un procedimiento
la 1, en el cual la Nocardicina
cultivado,

8¢,~ Un procedimiento
la 1, en el cual la Nocsrdicina
cultivado.

9€.- Un procedimiento

cardicina,

de acuerdo con la

hnl

B 88 recupera del

de acuerdo con la

F se recupera del

de acuerdo con la

G se recupera del

para la obtencidn

Tal y como se ha deccerito en la Memorisa

tecede y con los fines que se han especificado.

cldusu-~

caldo

cldusu~

caldo

cldusnu-~

caldo

de No-

que an-
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Esta Memoria counsta de cuarenta y una hojar es-

critas 2 mdquina por une sola care.
Maaria, 22001376

P.A.
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