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REF.: Case 15796

RASUNEN NE LA INVENCION

El antibibtico N-asetiliienamicina y sus seles no 4
xiqaé vy farmacéuticamente aceplables son activos contra las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. El antibiltico
se produce cuitivando una especie de Strepbtomyces en medios
de fermentacidn adecuados o -alternativamente por acetilacidn
de la tienamicina.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El descubrimiento de las notables propiedades anti~
bidticas de la penicilina estimuld un gran interés en este
campo que ha dado lugar al hallazgo de otras muchas valio-

sas sustancias antibilticas, tales como: otras penicilinas,

&)

cefalosporinas, estrepbtomicina, bacitracina, tetraciclinas,
cloranfenicol, eritromiecinags y similares. En general, Ja ag
’ . . e

tividad antibacteriana de cada uno de estos antibidtices n

(o

inciuye ciertas bacterias patégenas clinicamente importan-
tes. Por ejemplo, algunas son principalmente aﬁtivas contra
los tipos de bacterias Gram—pbsitiyas solamente, Ademds, la
resistencia adguirida en el transcurso del amplio uso de
los antibidticos existentes en el fratamiento de las infec—
ciones bacterianas ha producido 1a'aparici6n de un grave pro
blema de resistencia.

En consecuencia, las deficiencias de los antibidticos
conocidos han estimulado nuevas investigaciones para sncon-

trar otros antibidticos que sean activos contra una gama més
&
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amplia de patégenos asi como contrs las cepas resistentes

de microorganismos pariiculares.

COMPEHDIO DE L4 IIVAKNCION

. Esta invenqién se refiere o un nuevo ggente antibid-
tico. Mds especialmente, se¢ refiere a una nueva sustancia
antibibtica, denominada aqui N-acetiltienamicina, La inven—
cién comprende el antibiéiico en formes dilufdas, asi como
concentrados crudos y en formazs puras.

Un objeto de esta invencidn es proporcionar un NUEVO
y Gtil antibidtico que es muy eficaz en la irhkibicibn del
cfecimiento de diversos microorganismos wrap-negatives ¥
Graﬁ-positivos. 0tro objeto es proporeicnar un prpccdimien«
$0 para la preparacién'de.esta nueva sustancia antibiltica
por fermentacién de medios nutritives coﬁ un microorganismo
o alternativamente por acetilécién de la tienamicina. Otros
objetos resultaran evidentes en la descripeidn detazllade de
esta invencidén dada en lo que migue.

Le nueva sustancia antibibtica de esta invencida,
N-acetiltienamicina, se produce cultivando en condicilones

controladas el microorganismo Strevtomyces sabtleye. El cre

cimiento de Sttrentomyces cattleva en medios nutritivos tam

pién da lugar a la produccidn de tiensmicina. Ia acetila-
cidn de la tienamicina constituye otro procedimiento para

la preparacidén de la N-acetiltienamicina. Ta preparacidén de

{tienamicina por fermentacidn de Strepiomyces catileva esté
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deserita aquf y también en las solicitudes de paﬁeniés esta-
dounidenses copendientes nimercs de serie 526,992, presenta-
da el 25 de Noviembre de 1974 de Kzhan y colaboradores &
613.822, presentads el 18 de Septiembre de 1975, de Gosgel-
man gue es ung continuacidn en varte de la solicitud 534.382,
presentada el 19 de Diciembre de 1974, de Goegelmen y cola-
boraderes, ahora abandonada, que son incorporadas aqui por
referencia.

Bagéndose en amplios estudios taxonbmicos, el Strep-
%omices cattleya, aislado de una muestra de tierra, fue
identificado como un actinomiceto y ha sido 6esignado como
MA-4297 en la coleccidén de cultivos de Merck & Cocy Ince

Rahway, N.J. Un cultivo de este microorgenismo . ha sido colo-—

cado en depbsito permanente en la coleccidn de cultivos de

los Northern Regional Research Laboratories, Northern Uti-
lization Research and Development Division, Agricultural
Research Service, Departamento de Agricultura de Estados Unli
dos, Peoria, Ill., y ha recibido el némero de accesidv
NRRL 8057.

Las caracteristicas'morfoldgicas ¥ de cultive del

Strepbomyces cattleya se encuentran en ls Tabla I.

TABLA T
Morfologfa - Las esporoforas son espirales compactas que
aparecen como ramificaciones laterales y terminales so-

bre un micelio adreo. Las esporas son de forma elipsoidal

-4 -
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a cilindrica, de un tamafio de 0,9 nx 1,2 1, aparcciendo
en cadenas de mis de 10,
Gultive
Agar pasta de tomate-harina de avena
wiano, extendido;

Crecimiento vegetabtivo — Reverso tostado

3

Micelio aéreo - Orquidea (10 gc) menciado con hlanco;
Pigmento soluble — Ninguno.
Agar Czapek-Dox (agar sacarosa-niirato)
Crecimiento vegetativo - Incoloro, plano, extendido;
Micelio adrec - liscaso, blanco rosados
Pigmento soluble - Ninguno.
Agap\albdmina de huevo
érecimiento_vegetaﬁivo ~ Tostado con unh maﬁizxérquidea
grisdceo, plano, extendido;
Micelio adreo - Orguidea (10 ge) mezclado con tonos més
claros de orguidea y a2lgo blanco;
Pigmento soluble = Ninguno.
Agar glicerol-asparagina '
Crecimiento vegetativo - Reverso tostade con mstices ro-
sa grisfceo, plano, extendido;
Micelio adreo - Orquidea (10 gc) mezclado con algo de
", blancoj
Pignento soluble =~ Ninguno.
Agar extracto de 1evaduré—glucosa:+ szles

Crecimiento vegetativo — Tostado con un matiz rosa griséceo;
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Nicelio alreo - Orquidea (10 gc) mezelado con blancoe
50403
Pigmento soluble - Ninguno.
Agar extracto de levadura - Extracto de malta
Crecimienio:vegetétivo ~ Tostado;
Micelio aéreo - Orqufdea (10,gcj mezelado con blanco
| sado;
Pigmento soluble — Ninguno, _
Agar peptona—higrrerxtracto Qe levadura
Crecimiento vegetativo - Tostédo;
wicelio abreo — Ninguno;
Pignento soluble — Pardea liggramente el mediﬁ;
Melanina - Negativo; -
Produccidn de IS ~ Negativa.
Agar nu%ritivo.
Crecimiento vegetativo - Tostado claro;
Miceiio aéreo - Ninguno;
Pigﬁento soluble — Ninguno.
Agar de almiddn nutritivo .
Crecimiento vegetativo - Crema a tostado;
Micelio aéreo -~ Ningunoj . .
‘Pigmento soluble - Ninguno;
Hidrélisis del almidén - Moderada.
Agar ﬁ@tritivo de gelatiﬁa ;
Crecimiento vegevativo - Colorea&o de crema;

IO-

rO=
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Micelio aéreo — Ninguno;
Pigmento ‘soluble — Ningunoj

Ticuefaccidn de la gelatina - Noderada.

Placas de gelatina

Crecimiento vegetativo — Tostado;
Micelio aéreo ~ Ninguno;
Pigmento soluble — Ninguno;

Ticuefaccidn de la gelatina -~ Moderada.

Tapén de patata

Crecimiento vegetativo — Moderado, tostado;
Micelio adreo - Lscaso, blanco grisdcec rossto;

Pigmento soluble - Ninguno.

Suero sanguineo de Loeffler

Crecimiento vegetativo — Coloreado de c ema;’
Micelio aéreo - Ninguno;
Pigmento soluble — Ningunoj’

i
Licuefaccién - Nula.

Agar leche descremada

Crecimiento vegetativo - Tostado;
Micelio aéreo — Escaso, blanguccinoj
Pigmento soluble - Pardea ligeramente el medio;

Hidrélisis de la caseina ~ Positiva.

.

Ledhe de tornasol

Crecimiento vegetativo — Tostado a marrda;

“Micelio aéreo — Ninguno; i

-7 =
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Color - Fingln pigmento soluble, el indicador de torna-
s0l se vuclve azulado;
Coagulacién y/o peptonizacibn - Peptonizaciéh parcial,
volviéndose alealino.
Teche déscreﬁada
Crecimiento vegetativo ~ Tostado;
licelio aéreo -- Niﬁguno;
Pigmento soluble -~ Ninguﬁo;
Coagulacidn y/o peptonizacién — Peptonizacidn parcial,
volviéndose alcalino.
Agar tirosina
Crecimiento vegetativo - Tostado; ,
Micelio aéreo - liezcla de orquidea (10 gc) y’bianoo;
Pigmento soluble — Ninguno; B
Descemposicibén de la tirosina - Positiva.
Todas las lecturas antes indicadas fveron tomadas al

cabo de tres semanas de incubacidn a 28°C, salvo indicacibn

en contrario, Bl pH de los medics utilizados en estos estu—

dios era aproximademente neutro, es decir, pH 6,8~7,2. Las
designaciones de color utilizadas en la descripeidn estan

de acuerdo con las definiciones del Color Harmony Manual, 48

ed;cién (1958), Container Corporation of America, Chicago,
Illinois. |

Pampidn se determind en el Strevhomyces catileya su

capacidad de utilizar o asimilar diversos hidratos de carbo-

-8 -
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no. Para este fin, el microorgonismo fue culivivaedo en un

nedio sintético basal (Pridham and Gottleid), confeniendo

1 % del hidrato de carbono a 28°C, durante tres semanis.

El pH de los medios empleados en el estudic era aproximd-

demente neutro (6,8-7,2). La Tabla II muestra la ubilizo-
cibn de estas fuentes de hidratos de carbone por el Slrento-

0~

myces cattleya: -+ indica un buen crecimisntoy % mal crecl

miento y — ningin crecimiento sobre cl hidrato de carbono

particular.
TABLA IT

Glﬁcosa + Maltosa +

‘ Arabinosa - . Manitol ‘ +
Celulosa - Manosa _.. +
Fructosa + Rafinosa - -
;Inositol - Ramnosza -
iLactosa - Sacarosa *
Xilosa +

El grado de crecimiento gl variar la temperatura; los
requisitos de oxf{geno y el efecto sobre el nitrato por el
microorganismo son los siguientes:

Intervalo de temperaturas (agar extracto de levadura-glucosa

+ sales):
FIRY

"
'

+ 28% - Bueno
- 37°C - Moderado

5000 ~ Crecimiento nulo
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Requisitos de oxigeno (cultivo en placa en agar sXtracto
de levadura~glucosa + sales):
Aerobio
Bedqccién de nitratos — Positiva.
Se éobreentiende que para la produccidn del nuevo an~
tibidtico de esta invencidn, la misma no. se limita al orge-

nismo Strenbomyces catileya o a los organismos que respon—

den por completo a.las caracter{sticas de crecimiento y mi-
croscdpicas antes descritas, que se han dado con fines ilué—
trétivos. De.hecho, se desea y- pretende incluir el uso de
mutantes producidos a pariir del organismo descrito pbr 3.
versos medios, tales como radiacidn X, radiacién ultravic~
leta, mostaga nitrogenada, exposicidén a fagos,&dsimilares.
EL nuevo antibidtico de la inveneidn, N—acetiltiena?
micifa, es producido durante la fermentacibn agrobia.&e me;
dios nutritivos acuosos adecuados, bajo cordiciones contfo;

ladas, por inoculacidn con el organismo, Strevtomyces

cattleya. Los medios acuosos como los.empleados para’la pro
duccibdn de otros antibibticos son adecuados para la produc;'
cibn de N-aceﬁiltienamicina. Estos medios contienen fuentes
de carbono, nitrégeno y sales inorgéhicas; asimilables por
el microorganismo.

\ En general, pueden utilizarse hidratos de -carbono co-
no azfcares, por ejemplo glucosé, fructosa, maltosa,'sacaro—

sa, xilosa,; manitol y -similares y almidones como granos,

- 10 =
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por ejemplo avena, centeno, almiddn de mafz, haring de maisz
y similares, s8los o en combinacidn, como fuentes de carbe-
no asimilable en el medio nutritivo. La cantidad exacta de
1a fuente o fuentes de hidratos de carbono utilizada en el
medio depende en pafte de los otros ingredientes del mismo
pero, en general, habitualmente la cantidad de hidratos de
carbono varis atre 1 % y 6.% del peso del medio, aproximada~
mente. Estaslfucntes de carbono pueden ser utilizsdas indi-
vidualmente o pueden combinarse enh el medio varias de ellas.
En general, pueden'utilizarse muchos materiales proteicos
como fuentes de nitréveno en el proceso de fermentacidn, Las
fuentes de nit régeno adecuadas son, por eJemylo, hidrol.iza-
dos de levadura, levadura primsria, harina de goaa, harina

, p
de algoddn, hidrolizados de caseina, licor de infusibn de
maiz, solubleo de destilerfa o pasta de tomate.y similares,
Lao,fuentes de nitrbgeno, solas 0 en combinacibn, se utili-
zan en cantidades que oscilan_aprox1madamente entre 0,2 ¥y
6 % del peso del medio acuoso.

Entre las sales inorginicas nutricntes que pueden in-
corporarse a los medios de cultivo estdn las sales acostum~
bradas capaces de formar iones. sodio, potasio, amonio, cal=-
cio, fosfato, sulfato, cloruro, carbonato y similares. Tam—
bién estédn inclufdos los metales traza como cobalto, manga-
neso., hlerro y magnesios '

Debe observarse que los med10° descritos en los eaemm

- 11 -
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plos son simplemente ilustrativos de la amplia variedad de
medios que pueden emplearse ¥ no se pretende que sean limi
tativos.

La fermentacidn se realiza a temperaturas comprendi-
das aproxi&adamente entre 20 y 3700; sin embargo, para ob-
tener resultados dptimos, es preferible efectuar la fermenta-

cidn a tvemperaturas de unos 22 g unos 30°C. El pH de los me

dios nutritivos adecuados para cu}tivar el Streptomyces
ggjilgxg y produoir N-acetiltienamicina puede variar entre
6,0 y 8,0 aproximadamente.

Aunque~e1 nuevo antibidtice N-acetiltienamicina és pro
ducido en cultivos sﬁpérficiales ¥ - sumergidos, ée prefiere
realizar la fermenﬁaciéh en estado sumergido. ., o

Lo fermentacidn a péqueﬁa escala del antibibtico se
realiza convehientemente inoculando un medio hutritivo ade—r
cuado con el cultivo productor de antibibtico y, después de
transferir a un medio de produccién, permitiendo que se pro-
duzca la Ffermentacibn a una temperatura constante de dnoé
24°¢, en un sacudidor, durante varios dias. .

Ta fermentacidn es iniciada én un matraz esterilizado
de medio, mediante una o mds etapas de desarrollo de la se-
milla, El medio nutritivo para la fase de siembra puede ser
cuaiquier combinacibn adecuada de fuentes de carbono y nitré-

geno. El matraz de siembra se sacude en una cdmara a tempe-

rztura constante, a unos 28°C, durante uno o dos dias o has-

- 12 =
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ta que el desarrollo cs satisfactoric ¥ porte dcl cultivo re
sultanfe se utiliza para inocular una segunds fasc de sien-
bra'é el medio de produccidn. Los matraces de siembra de fa
seé intermedias, cvando se utilizan, se desarrollan esencial
mente de la misma forma; es decir, parte del contenido del
matraz de la dltima fase de siembra se utiliza para inocular
el medio de produccibn. Los matraces inoculados se sacuden
a una temperatura constante durante verios dias y al final

del periodo de incubacidn el contenido de los malraces se

centrifuga o se filtra,

. Para el trabajo a gran escala, es prefarible efectuar
la fermentacién en tanques adecuados provistos‘ae un agita-
dor y un medio de aireacibn del medio-de fermentacién, De
acuerdo con este método, el medio nutritiv6 se prepara en

el tanque y se esteriliza caléntando a temperaturas de hasz—
ta unos 120°C. Despuds de enfriar, el medio esterilizado se
indculaicoﬁ wn medio de siembra previamente cultivado del
cultivo productor y se permife gque transcurra la fermenta—
cidn durante un eierto periodo de tiémpo, por eﬁenplo de 3 &

5 dfas, mientras se agita y/o airea el medio nutritivo y se

mantiene la temperaitura & unos 2400. Este método de produc-—

-eidn de N-acetiltienamicina es especialmente adecuado para

la preparacidn de grandes cantidades del antibidtico,

i

- 13 -
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PROPIBDADES FISILAS Y QUIWICAS DE LA N-ACE 3P ILTIENAIICI HA

Un espeetsro de REN o 100 iiz de 1a lH-zcetiliienami~
cina reveld los siguientes nicos:

81,27, 4, 30, J =6,5; §1,98, =, 3H; 62,94, m, 2H;
63,17, m, 2H; 3,38, %, 2H, J =6,5; 63,38, m, 1H; 54,20,
m, 2H,

&l espectro de REFN de una solucidn combinads de H-ace
tiltienamicina obtenida por. fermentacifn y obtenida por
acetilacidn de la tienamicina no se distingue de los dé
lés é&laciones_individualaso A partir de la dependencia de
la i‘max del pH, se ha determinado un valor del pKa ce
3;3 + 041 para un grupo COOH en la N-acetiltienamicinz,

Por electroforesis de papel en uvha soluéian regula~
dora de fosfato potésico 0,1 My pH 7, émpleando papel
n® 2043-B de Schleicher y Schuell, a un gradiente de volta-
je de 50 V/em, tanto la H-acetili{ienamicina obtenida por
fermentacidn como la obtenida por acetilacibn de la tiena—
micina migran 2,7 cm hacia.el dnodo durarnte un periodo de
20 minutos a 10°C. EL antibiético es localizado por bioau-

4

tografia sobre Vibrio persoians ATCC 8461 (sin secado in-
28

termedio del papel) y la migracidn se mide desde el punto

'\de aplicacién ol centro de lg zona de inhibicidn.

La croma togrﬂxla en capa fina empleando lémlnab re=
cubicrtas de celulosa y un sistema disolvente de etanol/ -

agua 70:30 revela un R a la F-acebtilticnamicina obte-

- 14 ~
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nida por fermentacidén y para la obtenida por acetilacibn de

la tienamicina de 0,7, detectado por bioautcsraria sobre

Vibrio percoians ATCC 8461. ELl valor R, se refiere a la dis-

tén&ia desde el origen al cenmtbre de la viocactividad, dividi-
da por la distancia entre el origen y el frente disolvente.
| El espectro IR de lo N-acetilbienamicine se encuentra
en la Figura 1.
Se cree que la N-acetiltienamicina tiene la gsiguiente

estructura molecular:

i
§enCH e (Hpml7H~GCH3

CH3~GH(OH)_.

7

0
(1)

Ta N-acetiltienamicina es carscterizads ademds por el
siguiente perfil del especiro antibidtico. Fl ensayo emplea
el método de difusidn en disco de Bauver-Kirby, modificado
solamente en Lo gue se refiere & la profundidad‘de 2 mm del
agar aqul empleada. Los resultados, expfesados por el dis~
metro en mil{metros- de .Ja zona de inhibicidn, se encuentran
en la Tabla III. Esta Tabla contiene el perfil del espectro

antibibtico de la N-acebiltienamicina y el del material ob-.

tenido por acetilacién de la tienamicina.

- 15 -



peoToeded BUN £ 062 = wu L0f ‘wo |

H
om —\—I.

*eutaoTeIeo BT Jod sepeiusssxdsx €8T OWOO SBUTIOASOTEFS)
cgurTroTdws BT Jod sepeluUesaxde SB[ OWOD SBUTTIOTUSS

*BUTOTWERUST] op UPTOoBTT3e0B Jod epexsdsad

“BLoTAE0 SO0XWOLASI]S op UQToBjuUsWIST Jod eroeardogg

.oka,Jmﬂhopma 10 exed ¢ 96 TepP BUTWEBTIXOIPTY BT 8P URTD

0 : 0 Dfe - 9g2f 4
(otgany) L1 (otquma) 1L 'péa - Ge gz €M
e £z péa - Yegz €l

Lz . Lz Dfa -  _Ovege €

¢z ¢Ge Déd - tege an

92 T Dfa - 0£Qe N

62 62 - - .L¥og 4m

Lz G‘9ze ofa - 9v9z i

0t Lz a - 2262 €

¢‘ge : ge a - A YARK

82 o ..82 d - 2gre an

c¢6e a°gz Déa - 962 G

géLe _ - gie - - 78ge €l

Gy € - €€99 Y96 am

LE K LE d . - YLEe gt

L€ | LE .- - G862 €t

240038TR/Sr GE°0L £x00STP/BU GQ°6 - $OOTAPTQTIUR U *umu

MﬂﬂUﬂG&ﬂoﬁmﬂﬁ#mosz BUTOTWBUWa T4 TTI00B-N Te BTOUSLSTSdy ODEY Moxs i

[

B

IIT viava

op ogsendns JOTEA Un 9JIq0S UBSBQ 95 0s8d TOP mOHSOHmo so

Tg

0
d g

na-

BTABLLIOS

TIGES 40w SN J04g

ST Trqedtd sSnejoddq

9BOBOLO 0 0B00Ls Tuil

SeTUoRnaud € 1oLSud LA

TT00 BLUOLXoUOSH

STiriaus sarrroed

EnsIne. SNo0000 (Ayd et s

. oklesUue op OCWSTUBIID

\

BEOULIBNAo8 BEUOLOpHSeSd

e



15

20

25

L -7 -

fowidnn

La N-acetiltienamicina presenté actividad in vivo con-
tra organismos Gram-negativos y Cram-positivos y, por lo tan
to,es Util en el contrcl de las infecciones bagterianas en
séres humanos y animales. Para determiner 1o actividad in
vive, la N—acetiltiénamicina se disuelve y se diluye con Tos
fato gédico 0,01 M, pH 7,0, para dar cinco concentracicnes
cuddruples de droga para el ensayo. Unos ratones hembra blare
cos suizos, cén un peso medio de unog 21 g, se infectan in-
traperitonealmente con el organismo de ensayo suspcnd@do en
caldo. Se determina el nimero de organismos inyectados por
técnicas normales de recuento de placas. Ea el momento de 1a
infeécibn y de nuevo 6 horas més tarde;, algunos de los rato-
nes se tratan intrapefitonealmente con el antibié%ico. Se utl
lizan cinco ratones para cada concentracin de droga ensays-
da. Se incluyeh en cada ensayo unos controles de. cinco rato-
nes para cada una de las diversas diluciones del cultivo in-
fectante con objeto de calcular el nimero de organismos gque
son letales para el 50 % de los ratones infectados no trata-
dos (DL5O). Este cdlculo se realiza empleando los datos de sg'
pervivencia del séptimo dfa despuds de la infeccidn, en cuyo
momento también se calcula la cantidad de droge que debe pro-
teger al 50 % de los ratones infectados (DE50).

" Todos los animsles atacados de esta ‘forms y -no trata—.

dos con el antibidtico mueren dentro de las 48 horas subsi-

guientes a Jainféccibn., Ia eficacia de la N-acetiltienamicina

!
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estd registrada en la Tabla IV
IABLA 1V
Estudios de eficacia (ratones)®
Nimero, via de tratanien DE50, mg/kg/do-

. Organismo Digo - to, dogis sisC
Staph, aureus 13- ieps X b 0,050
2949 ' : '

& (D-1, ratén hembra, peso corporal 21 g,

b Indica el tratamiento en el momento de la dosis infectan-

te y de nuevo & horas més tarde.

¢ Peio de la N-acetilticnamicina basado sobhre una
1%

1 em, 301 nm estimada
cién de la hidrozilamina del 96 % para el material puro,

= 290 y. una capacidad de extin-

* La N-acetiltienamicina es un valioso antibidtico, acti-

vo conira diversas bacterisg CGram~positivas ¥ Gram-negativas

naria.’ El compucsto de esba invencidn puede ser utilizado co
mo droga antibacteriana para el tratemiento de las infeccio-
nes causadas por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas,

por ejemplo contra Staphylosgccus abreus, Proteus mirabilis,

Escherichia coli, Klebsiells npneumcniae y Enterobacter cloacae.

Fl materiel sntibacteriano de la invencidn puede ser utiliza-

do ademés come aditivo para pienscs de animales ara presers-
b

var alimentos y como desinfectante. Por ejemplo, puede em=—

plearse en composiciones acuosas a concentraciones.que osci-

lan entre 0,1 100 partes o preferiblemente a conceniracio-
b

nes que oscilan aproximadamente entre 1 y 10 partes de anti-

- 18 -
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bidtico por millén de partes de solucidn, para deslruir e
inbibir &l erecimiento de las bacterias iaﬁinas sobre el
equipo médico y.dental y como bactericida en ¢p7¢cac10neﬂ
¢ndusbr1a1eg, por.ejemplo en las pinturcas acucsas ye.en el
agua blanca de las fébricas de pavel parz inhibir el creci-
miento de bacterias perjudiciales.

El entibitico de esta invencidn pueds ser utilizado

en forma de diversos preparados farmacéubicos, como unico

ingrediente activo o en combinacidén con uno ¢ méds antibid-

ticog o0 con una o0 mas sustancias farmecoldgicamente activas,
Gomo ejemplo de los primeros, puede cosdministrarse ur anti-
biético aminociclitdlico como la gentamicine para ampliar

el espectro antimicrobiano y reducir al mfnimo cualquier po-

sibilidad de que emerjan organismos resisientes. Como ejemplo

de los dltimos, puede combinarse difenoxilato y atropina en
forms de dosificacibn destinadas a la terapia de la gasiro-

enteritis. El antibidtico puede emplearse en forma de cdp-

“sulas p como uabletas, polvos o soluciones liguidas o como

suspensiones o elixires. Puede admln*strdrse por via oral,
t6pica, intravenosa o intramuscular.

Las tabletas y cépsulas para administracién oral pue-~
dgn encontrarse en forma de dosis uniterias gue pucden con-
téﬁer los excipientes convencionales como agentes ligantes,

por ejemplo jarabe, goma ardbiga, gelatina, sorbitdl, tra~

s gacanto o polivinilpirrolidona; cargas, por ejemplo, lactoss,
/

LI
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azhcar, almidén de mafz, fosfato cdleico, sorbitol o gli~-
cina; lubricantes, por ejemplo estearato magnésico, talco,
polietilenglicol y silice; desintegrantes, por ejemplo'al—
hidép @e patata'o agentes humectantes acepbables colo lavi-
rilsulfato §6dico. Ias tabletas pueden ser recubiertas por
métodos conocidos en la técnica. Los preparados 1iguidos
orales pueden adoptar la forma de suspensicnes, soluciones
0 emulsiones acuosas u oleosas, jarabes, elixires, etec. o
pgeden presentarse como producto seco, para su reconshitu-
cién con agua d otros vehfculos adecuados antes de sut uso,
Estos preparados liquidos pueden contenecr aditivos cbn&en~
cionales como agentes suspensores, por ejemplo jgrabe dé
sorbitol, metilcelulosa, jarabe de glucosa/azfcar, gelati-~
ha, hidroxietilcelulosa, carboximetiloeiulosa, gel de estea~
rato de aluminio o grasas comeéstibles hidrogenadas; agentes
emulsionantes, por ejemplo lecitina, monooleat6 de gorbpita—
no o goma ardbiga; vehfculos no acuosos gue pueden contener
aceites comestibles, por ejemplo aceite de almendras, acei~
te de coco fraccionado, ésteres oleosos, propilenglicol o
alcohol et{lico; preservétivos, por ejemplo p-hidroxiben~
zoatos de metilo o propilo o 4eido sérbico. Los suposito-
rios contendrdn las bases convencionales pare supositorios,”
v.é. manteca de cacao u otro glicérido.

Las composiciones bara inyeceidbn pueden'presentarse

en forma de dosis unitaria en ampollas o0 en envases de do-

- 20 -
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sis mdltiples con un preservatiﬁo alindido, Las composiciow
nes pueden adopfer formas como suspensiones; gsoluciones,
emulsionés'en vehfculos oleosos o acuosos y pueden conbener
agentes formulatorios tales como agentes suspensores, esta-
bilizantes y/0 dispersantes. Alternativamente, el ingredien~
te activo puede encontrarse en forma de poivo para su re-
constit&cién con un vehiculo adecuzdo, v.g. agua estéril
exenta de pirdgenos, antes de su uso.,

Lgs composiciones tambiéﬁ pueden prepararse en formas
adecuadas para su absorcidn a través de las membranas muco-
sas de la nariz y de la garganta o de los tesidos bronquia~
les y @ueden adeptar convenientemente la forma de pulveri-
zaciones o inhalaciones en polvo © 1iguidas, trdbhas, Un-
glentos para la gargenta, etc. Para la medicaciénAde los
ojos u oidos, los preparados pueden presentarse éh forwa de
cépsulas individuales, en forma liquida o semisblida o pue~

den ser utilizados como gotas, ete. Las aplicaciones t6pi-

- cas pueden ser formuladas en bases hidrdéfobas o hidrofili-
%

cas como ungientos, cremas, iociones, pinturas, polvos,; etc.

Asimismé, ademis de un vehfculo, estasg composiciones
pueden contener otros ingredientes como estabilizantes, 1li-
gantes, aniioxidantes, preservativoes, l&bricantes, agentes .
suspensores, agentes de viscosidad o agentes aromatizantes
¥y similares. Y . |

En veterinaria, por ejemplo en el tratamiento de po-
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llog, vacus, ovejas, cerdos y similares, la composicidn p&e—
dé ser formulade, por ejemple, como prépérado intramamario
en bases de accién prolongada o de liberacién rdpida.

El progr 18 de dosificacidn j ¥ la via de admlnlstraCLdn

depend31en alto grado del estado del sujeto en tratamiento,

. del pesc del huésped, de la susceptibilidad del organismo

v .
infectante y del .grado de infeccidn; se¢ prefiere la via pa-

renterzl para las infecciones sistémicas y la via oral para
las infecciones intestinalese.

En el tratamiento de las infecciones baéﬁerianas en el
hombre, el compuesto de esta invencidn se administra por via
oral o varenteral, siguiendo procedlmlent0° conven01ona1es
para la administracidén de antibidticos, en una nronor016n
de 2 a 600 mg/kg/dia aproximadamente y de preferencia alre~
dedor de 5 a 100 mg/kg/dia, preferiblemente en dosis fraccio-
nadas, V.8, 3 a 4 veces al dfa, Puede ser administrado en
dosis unitarias que contienen, por ejemplo, 25, 250, 400,
800 6 1000 mg de ingrediente activo con vehfculos o exci-
pientes fisioldlgicamente aceptables adecuados, Ias dosis
unitarias se encucntran en forma de preparaaos liquides, co
mo soluciones o suspensiones o en forme sbélide en tabletas
0. cdpsulas. Naturalmentc, se sobreentiende que la dosis
éptwma en cualgquier caso dado dependera del tlpo ¥y de 1a
gravedad de la infeccidn en tratamiento ¥y que se empleardn

dosis mds pequefias para uso pedidtrico, encontréndose todos

- 22 -
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estos ajustes. al aleance el 'médico.

Dentro de ests invencibn estdn incluféas las sales no
téxicas y farmacéuticamente aceptables de la N#acetiltiena~
hiéina, por ejemplo las sales farmacoldgicamente gceptables

formadas con bases orgdnicas e inorgdnices que incluyen, por

- ejemplo, las sales metdlicas derivadas de hid{éxi&xg carbona~

tos o bicarbonatos de metales alcalinos o alcalino-térreos,

como las derivadas de sodio, potasic, gmonio y calcio y las

sales derivadas de aminas primarias,; secundarias o tercia-
rias como monoalquilaminas, dialquileminasy wrialquilaminas,
alcanolaminas inferiores, dialcanolaminas inferiores, alqui-
1eﬁdiaminas inferiores, N,N—diarﬁlquil~a1quilen(;nferior)—
diaminas, aralquilaminas, aminoalcanoles inferiores, N,N-di-
alguil (inferior)amino-alcanoles inferiores, dcidos amino-
poliamino- y guanidino—alcanéicos inferiores y aminas hetero-
cfclicas nitrogenadas. Son ejemplos represcentativos las sa-
les derivadas de hidréxido sédico, hidrdxido ambnico, carbo~
nato sédico; bicarbonato sbdico, carbonato potdsico, hidrdxi-

do potdsico, carbonato cdlcico, trimetilamina, trietilamina,

- piperidina, N-etilpiperidinz, morfolina uinina, lisina
s ? 9 b ?

protamina, arginina, procaina, etanolamina, morfina, bencil-—
amina, etilendiamina, N,N'-dibenciletllendiamina, dietanol-

amina, piperazina, dimetilaminoetanol, 2-amino-2-metil-1-

- propanol, teofilina, N;hetilglucémina y similares.

Ias sales del compuesto de esta invencidn pueden prepa—
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rarse por métodos convenciondlés‘ﬁuy'conocidos en la téeni-
ca. Por ejemplo, ias monosales, como la sal mpnosédica, ob~
tenidas tratando un equivalenté de hidrdéxido sddico con un

equivalente del pro&ucto {I) en un disolvente adecuado. Tam
bién las éales mixtas'con cationes divaléntes pueden prepa-
rarse combinando un mol de una base divalente con un mol

del producte (I) mds un equivalente de ofro &cido., Alterna-

tivamente, las sales pueden obtenerss tratando un egquivalen-

te de una base con un' catidn divalente, éomo hidrdéxido cél- -
cico, con un equivalente del producto (I). Las sales de es-
ta invencidn son derivados no téxicos y farmacolbgicamente
acépﬁables que pueaen utilizarse como ingrediente activo en
formas farmacéuticas de dosis unitarias adecuadéé. Agimismo,
pueden combinarse con otras dfogas para-formar composiciones
con Un amplio espectro de actividad,

"Los caldos de fermentacibn que contienen el antibidti-
co, producidos de acuerdo con los procedimientos agui des-
critos, presentap actividadqs queVoscilan,aproximadamente
entre 0,1 y 4up g por mililitro, Los preparados antibibticos
pueden purificarse y recuperarse el -antibidtico por diversos
procedimientos., Uno de estos procedihientos consiste en pa-—
sar el caldo filtraao que contiene la N-acetiltienamicina

a través de una columna de una resina cambiadcora de catidn

fuerte. Son ilustrativas de estas resinas las del tipo de

~ sulfonato con una matriz de estirendivinilbenceno, por ejem
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plo la resina de #4cido poliestirensuifénico nuclear
Dowex<50'x.2 (manufacturada vor Dow Chemical Go., Midland,
Michigen), en el cicio sédico. Otros miembros representati~
vos de la clase de resinas cambiadoras de catibn fuertes son
las siguiéntes: Dowex 50 x 4, Dowex 50 x 8 (manufacturadas
por Dow Chemical Co., Midland, Michigan), Amberlite Ir120
(menufacturads por Rohm & Izas Co., Philedelyphia, Pensilva-
nia), Duoliﬁe 025D (manufacturada por Chemical FProcess Co.,
Redwood City, California), Permutit Q (manufacturada por
Pérmutiﬁ Co., Birmingham, New Jersey), Ionac C-249 (manufac-
turada por Ionac Chemical Co., Birmingham, Hew Jersey) ¥

Amberlite 200,

El 1fquido que sale de la resina cambiadora de catidn
conteniendo el antibibtico N-acebiltienamicine puede ser pu
rificado de huevp, si se desea, mediante btros procedimien-
to§ de purificacibn. Puede observarse que la tienamicina
permanece adsorbida en la resina cambiadora de ecatidn fuerf
te., Por consiguiente, el prqéedimiento de separacidn de es—
tos dos compuestos es c}aramente difereneciable,

 Uno de estos procedimientos consiste en adsorber la
N-acetiltienamicina en una resina cambiadora de anidn fuerte~
mente bésica. Son ilustrativas de estas resinas cambiadoras
de anidn fuertemente bdsicas las gque contienen una matriz
de estireno-divinilbenceno, por ‘ejemplo la resina de agmonio

cuaternario nuclear poliestirénica Dowex 1 % 2 (manufactu-~
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rada pof'How Chemical Co., Hidland, Michigan) en.el ciclo
de cloruro, Otros miembros representativos de qsta ciase'
de resinﬁs cambiadoras fuertcmente bédsicas son las siguien
tes: Duolite A-40, A-42, A-101, A~102 y A-114 (manufactura—
dasfpof Che@icai Process Co., Redwood City, California);r
Amberlite IBA—400, IRA-401 e TRA-410 (manufacturadas por
Rohm and Haas; Washington Square, Philadelphia 5, Pensilva-
nia)., EL antibidtico N-acetiltienamicina contenido en ei
gluato guederser purificado de nuevo oasdndolo por una co-
lumna rellena con un éster acrilico polimérico de polari-
dad intermedia, tal como ¥AD-T7 u 8 o a través de polimercs
hidrdfobos, no polares, de poliestireno-&ivinilbenceno re~
ticulado, tal como ¥AD~1, 2 y 4, preferiblemente XAD-2,
(Las resinas XAD-1, 2, 4; T y 8 son manufactu;adas_por Rohm
and Hass, Washington Square,-Philadelphia{ 5, Pensilvania).

Un método de obtencidn de N-acetiltienamicina més puri~
ficada consiste en utilizar la filtracién de gel a través
de un gel de poliacrilamids con un tamafioc de poro gue exclu~
ye las moléculas con un pes; molecular mayor de 1800, tal
como Bio-Gel P-2 (manufacturado por Bio-Rad, Richmond, Ja-
lifornia). - :

Un método preferido de recuperacién de N-acetiltienami-
cina purificada consiste en pasar una solqci5n del antibib-
tico, por ejemplo el caldo de fermentacién filtrado, cuyo

pH se ha ajustado entre 4 y 5, a través de una columna que
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contiene una resins cambiadora de catidn fuerte decl tipo
de sulfonuto, en el ciclo s6édico (Dowex 50 % 4), EL 1iqui-

do recogido puede ser purificadc de nuevo mediante una se-—

“cuencia cde procesos que implican log siguientes medios cro~

matogrificos: resinas cambiadoras de anidén del tipo de po=
liestireno~trimetilamonio (v.g. Dowex 1 X 2 en el ciclo de

cloruro), absorbentes poliméricos (v.g. XAD-2, una regina

de poliestireno), Dowex 1 X 4 en el ciclo de cloruroc y re-—

sinas de permeacidén de gel (v.g. Bio-=Gel P-2, resina de po-
liacrilamida)}. Ia bioactividad de los eluatos se mide ana- -

lizando el eluato empleando Shaphylococcus aureus ATCC

6538P como organismo de ensayo o, cuando la pureza 1o per—

mita, por absorbancia extinguible por hidroxilamina. Un
método preferido de obtencidn de la ﬁ—“cetilﬁienamicina a
partir del caldo de fermentacidn es el descrito en la Ta—
vla V.

Ia N-acetiltienamicina, el antibidtico de esta inven-
cidn, también puede ser pregarada por acetilacidn de tie~
namicina. Ia acetilacidn se realiza con haluro de acetilo
o preferivlemente con anhidrido acético, Ta tienamicina
se disuelve en un disolvente inerte adecuado como dimebile
~formamida ¥y se trata con un exceso de agente acetilante a

una temperatura comprendida entre =10 vy 25°C, pero prefe-

riblemente alrededor de 0°C.  La ‘reaccidn es completa en un

periodo de 1 minuto a 1 hora aproximadamente. Habitualmen—

- 27 -



.

10

15

20

25

te ¢5 suficiente un tiempo de reaccibn de unos 10 minutos

a 0°C. La N-acetilticnamicina cruda obtenida por acetila~

cidn de la ticnamicino puede ser purificada por el procedi-

nmiento antes deserito para la surificacidn de los caldos de
ferménfacién fiiﬁrados que contienen N-azcetiltienamicina.
Un métddo preferido de purificacién de la N-acelil-
tienamicina obtenida por acetilacidn consisteren adsorber
el material'crudo en una resine cambiadors de anidn como
Dowex 1 x 4 en el ciclo de cloruro y eluir con una solucidn
acuosa salina, Una solucién acuosa salina adecuada contiene
cloruro sédico, cloruro aménico y amoniaco, preferiblemente
a unas concentraciones de 0,07 H, 0,005 M y 0,0001 MM, res-
pectivament ¢, Se combinan y concentran las frgééiones que
contienen el producto. EL concentrado puede ser purificado
por filtracidn de gel a través de un gel de poliacrilamida.
Un gel preferido es gl Bio—-Gel P-2 elufdo con agua desioni-

zado..

- 28 -
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Tos ejemplos que siguen ilustrén los métodos mediante
los cuales'pueden obtenerse los productos de esta .invencidn.
Sin embargo, los ejemplos son solamente iiustrativos y resul
tard evidente al gue posea una experiencia normal en este
campo gue esta invencidn incluye los productbs funcionalmen—
te equivalentes y los métodos para su preparacién. Por lo
tanto, cualguier modificacibén de los procedimientos agqui.
descritos que dé lugar a la formacidén de productos funcional
einte equivaientes debe considerarse como constitutiva de
un método andlogo. ILos procedimientos deseritos son suscepti-
bles de amplias variaciones y modificaciones y cualquier des
viacidn o ampliacibn menor se considera dentro del alcance

del experic en esté técnica y comprendida dentro”de los 1i-

’

mites de esta invencidn,

PRQCEDIMIENTO DE AHALISIS PARA EL ANTIBIOTICO N-ACETIL-
' TTENAMICINA '
I, éioanélisis '

Los andlisis de la actividad antibacteriana se reali-

. \ )
zan mediante el siguiente método de difusidn en disco, uti-

lizando Vibrio percolans ATCC 8461 o Staphylococcus aureus

ATGC 6538P como organismo de ensayo.

Las placas que contienen Vibrio percolans ATCC 8461 -
se preparan como sigue:

Se suspende un cultivo liofilizado de Vibrio percolang

ATCC 8461 en 15 ml de un medio esterilizado qué contiene
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8 g/1 de caldo mubritivo Difco ¥y Q-g/l de extracto de leva
dara en agua destilada (denominado cn lo gue sigue NBYE),
El cultivo'se incuba durante la noche en un sacudidor fotg
foéiq a 28°¢. Esto cultivo se utiliza iara inocular la su-
perficie de'fubos. inclinados gue contienen 1,5 % de agar
en NBYE y los tubos inclinados inoculados se incuban duran-—
te 1a noche a 28°C y despus se conservan en un frigorifico,
. Tos tubos inclinados refrigerados preparados a partir
de un solo cultivo liofilizado ge utilizan durante hasta
cﬁafro semanas a partir de su preparacidén, como sigue: se
dispersan 4 ml de indculunm dgl tubo inclinado en 50 ml de
NBYE contenidos en un Erlenmeyer de 250 ml. El cultivo se
incuba durante la noche eﬁ un sacudidor rotatprio e 28°¢

4

y después se diluye hasta una densidad tal ‘que se obtenga

" una transmitancia del 50 % a 660 nii. Se afiaden 33,2 ml de

este cultivo dilufdo a 1 litro de NBYE conteniendo 15 g de

agar y se mantiene a 46°¢. E1 medio conteniendo agar inocu-

“1ado se vierte en placas petri de pldstico de 100 x 15 mm,

a razdn de 5 ml por placa, se enfria y se mantiene a 2—400
durante hasta 5 dfas antes de su uso.

Ias placas que contienen Staphylococcus aureus AUCC

6538P se preparan como sigue:

Un cultivo de una noche del organismo de ensayo,

Staphylococcus aureus ATCG 65387 en caldo nutritivo més

0,2 % de extracto de levadura se diluye con caldo nutritivo

- 31 -
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més 0,2 % de extracto de levzdura para formar una shspen—.
S]5n con una transmitancia del 55 % a una 1on01+ud de onda
de 660 nm. Esta suspensién se agrega a un agar nutritivo
Dcho sup]embnuado con 2,0 g/1 de extracto de levadura
Difco a 47~4L , para formar una composicidn que contlene
33,2 ml ée la suspenzidn por litro de agar. Se vierten 5 ml
de esta suspensidn en placas petri de 85 mm de didmetro &
estas placas se enfrian y manticnen a 4°C hasta que se ubi-
lizan (5. dfas como mdximo).

Unas muestras del antibidtico a analizar se diluyen
hasta la concentracidn apropiada en tampén de fosfato a
pH‘7. Se sumergen en 1a solucibn de ensayo unos discos de
papel de filtro de 1/4 & 1/2 pulgadas de diémgati«o (6,35 6
12;7 mn) y se colocan sobre 1a suyefficie de la placa de

nsayo. Las placas se ilncubah & 37 C durante la noche y la
gzons de inhibicidn se mide como mm de didmetro. La zona de
inhibicibn medida cn mm determina las potencias relativas.

II. Absorbzuncla extinsuible po r. hidroxilaming

Lz proporcidén de absorbancia medida a 301 nm que pue-

de ser stribufda al contenidac en antLblétlco en las mues—

tras impuras se determina por la extincidn selectlva de es-
ta absorbancia (con la consiguiente 1nacL1va016n de la ac—
tividad del antibidtico) por reaccidn con hidroxilamina di-

luida. .

Las muestras que contienen el antibibtico a ensayar
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se preparan en solucibn reguladora de fosfato potdsico

0,01 M a pH 7 para que presenten una A%Oi inicial compren~
1

. dida entre 0,1 y 1,0. Se aflade hidroxilamina neutralizada,

recién preparada (NiH,OH.HC1 nés NaOH hasta un pH f£inal de T)
hasta una concentracidn final de 10 mif y se deja que la reag
cidn progrese a la temperatura ambiente durante 30‘minutos
como minimo. Cueando se substrae la A301 resultante de la
lectura inicial (despuds de corregir la dilucién por el
reactiva afindido) se obtiene la absorbancia extinguible por
hiéroxilamina. Tas soluciones de N-acetiltiensmicina pura
preéentaluna absorbancia ex%inguible por hidroxilemina del
96,0 #.
. EJENPLO 1
Se abre asépticamente un tubo ée cultivo liofilizado

de Streptomyces cattleya NRRL 8057 y el contenido se sus—

pende en un tubo gue contiene 0,7 ml de sales Davis estéri-

les con la siguiente composicidn:

Sales Davis

gitrato sbédico - 0,5 g
X, HPO, ' 7:0 g
KHQPO4 . 3,0 g
N . ) (NH4)ZSO4 . 1’0‘ g
' MgS0, . THyO . . 0,1 g
Agua destilada : ' 1000 ml
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Se emplean 0,2 ml de esta suépensidn para inocular
un tubo inclinado. de cultivo de Medio A (mds agar) con la

siguiente composicidn:

Medio A .
Aﬁtolizadd de levadura (Ardamineﬂ) 10,0 g
Glucosa . 16,0 g
Tampbn de fosfato™ B 2,0 ml
Mas0, . TH, 0 0,05 g
hgua destilada | _ 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaCH

Ardamine: Yeast Products Corporation

tsolucidn tampdn de fosfato

KH, PO, : "91,0 g
NayHPO, : $.95,0 g
Agua destilada Coe : 1000 ml

Para los tubog inclinados: afiadir agar - 25,0 g/l.

El tubo inclinado inoculado se incuba durante 8 dias
a 289¢ y despuds se conserva a 4°C.
Se utiliza una porcidn de las esporas y del micelic

aéreo de este tubo inclinado para inocular un Erlenmeyer

de siembrade20ml, provisto de tabidues, conteniendo 50 ml

de Medio A (sin agar). Este matraz de siembra se sacude a

28°C en un sacudidor a 220 rpm (recorrido, 2 pulgadas,

5 cm) durante 2 dias, al cabo de 1los cuales el crecimiento

- 34""' »t .
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es gatisfactorio.
Se inoculan 15 Erlemmeyers de 250 ml, conteniendo ca

"da uno de ellos 40 ml de Hedio B, con 1 ml por matraz del

- cultivo del matraz de siembra., Bl Medio B tiene la siguien-

te composicidn:

Medio B

Hafina de maiz ' 20,0 g

Solubles de destileria 10,0 g

__Harina de soja 15,0 g

Citrato sddico 4,0 g

 CaCl,.2H,0 ' 0,5 &g

S 1ig80, . TH,0 ] 0,1 g

oGy # 61,0 0,01 g

TeS0,.TH,0 © . o0
Poliglicol'zoooM . 0,25% en volu

men
Agua destilada ) : 1000 ml

pd ajustado a 6,5 con NalOH

i
¥ po1iglicol 2000: Dow Chemical Co.

Bgtos 15 matfaces_de produccidn se sacuden a 28°¢ en

-~ -un sacudidor 2 220 rpm (recorrido, 2", 5 cm) durante 53 ho-

Tas. Tn el momento de la recoleccién (53 horas de edad), el
“ealdo de los 15 matréces se reune y se centrifuga una parte
alfcuota para anflisis. Antes del andlisis, el pH del caldo

centrifugado se ajdsta a 6,5 desde 5,9 con NaOH.
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Los andlisis se realizan sobre placas de ensayo de

Staphyloecoccus aurcug ATCC 6538P y Vibrio percolsng ATCC

8461, empleando discos de 1/2" (12,7 mm) sumergidos en el
l&quido gue sobrenada en el caldo cenirifugado,.
Loé resultados de los andlisis son los siguientes:

Act1v1dad sobre ATCC 6538P Act1v1dad sobre ATCC 8461
(mm de la zona) , (mm de la zona)

- 39/44 LT 35/44 LT

LT = ligeramente. turbio.

Se ajustan 200 ml de caldo filtrado a pH 8,0 y se
adsorben sobre 10 ml de resina Dowex 1 x 2 en el ciclo de
clorufo, a 2 ml/minuto, recdgicndo la corriente efluente
égotada en fracciones de 16 X 20—mio

El adsorbato se eluye con 90 % de mgtaﬁol, 10 % de
agua y 3 % de cloruro aménico en volumen/volumen/peso, re
cogiendo el eluato en 10 fracciones de 5 ml. Las fracciones
dé eluato 1 a 6 se combinan y concentran a vacio para se-
parar el metanol, El concen%rado se analiza por el proce-
dimiento de difusidn en dlSCO empleando un disco de 0,5%

(12,7 mn) de didmetro conteniendoc 100 pl de soluc16n de

antibiético contra Stavhylococcus azurecus IB-2985 y da una

_zona de 28 mm de didmetro,

Las placas de ensayo de NB-2985 se preparan como si-

gue: \

l: -
. Un-cultivo. de una noche de KB-2985 desarrollado en

!
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un medio de infusidn de cercbro-corazén a 37°C con agita-

¢ién, se diluye 20.0C0 veces y se deposita sobre la super-
ficie de 10 ml de agar de infusidu de cerebro~corazdn con—

[}
tenidos en una placa petri de 85 mm de didmetro. Sobre las

placas se colocan unos discos de 0,5" (12,7 mm) de didme~
$ro conteniendo 100 pl de solueidn de antitibiico y después
se incuban durante 18 horas a 370Gu Las zonas de inhibiecidn
sé leen en mm. '
BJEMPLO 2
Se abre asépticamente un tubo de oulﬁivo liorilizado

de Streptomyces cattleya FRRL 8057 y el contenido se utili~

za para inocular un Erlenmeyer de siembra de 250 ml, pro-

visto de.tabiques, que contiene 50 ml de Med;dvA con la si-

4

guiente composicidn:

Medio A
Autolizado de levadura (Ardamineﬁ) 10,0 g
Glucosa ' | 10,0 g
Tampén de fosfato+\ 2,0 ml
Mgh0, . TH,0 | 0,05 g
Lgna destilada 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH.

“ 2 prdamine: Yeast Products Corporation.

[N
%
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' Solueidn tampén de fosfato

: KH,P0, | 91,0 g
Nag HPO, 85,0 g
Agoe destilada " 1000 ml

Es%e_matrai de siembra se sacude a 28°C en un sacudi~
dor a 220 rﬁm (recorrido, 2“,75 cm) durante 2 dias,.al ca—
bo de los cuales el crecimiento es satisfactorié.

Se inoculsn 15 Erlenmeyers de 250 ml, conteniendo
cada uno de ellos 40 ml de Medio B, con 1 ml por matraz del
cultivo del matraz de siembra. El Medio B tiene la siguien-

te composicidn:

Medio B
Horina de mafz 20,0 g
Solubles de destileria . 16,0 g
, . Harina de soja . - 15,0 g
| vitrato sédico - 4,0 g
CaCl,.2H,0 0,5 g
g0, TH,0 { | 0,1 g
'00c12.6H29 - 0,01 g
P50, THO 0,01 g
Poliglicol zpooﬁﬂ "~ .  0,25% en volumen
Agua destilada | 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH

B8 po31iglicol 2000: Dow Chemical Co.
/
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Esuos matraces se scouden g 28 C en un sacudidor &
220 ¥pm (recorrido, 2", 5 cm) durante 3 dias, realizdndo~

ge los andlisis durante el ciclo de fq;mentacién. Los and

lisis se realizan gobre placas de ensayo normales de

Stanhvlococcus sureus ATCC 6538P y Vibrio percolans ATCC

8461, empleando discos de G,5" (12,7 nm) sumergidos en el
liquido que aobrenada en el caldo centrifugado. ElL pH de
este coldo se ajusta antes del andlisis como se indica en
1la siguiente tabia. Los recsultados son los siguientes:
Edad (horas) 48 53 12

Actividad sobre ATCC  33/39 t 31/38 ¢ 21/27 %
65382 .

éczividad sobre ATCC 35 1t/46 + 36 1t/44t 33 1%/38 &
461 B S

4

" pH inicial 542 5,1 4,8
“pH ajustado 6;1 ' 6,2 6,9

1t = ligeramente turbio

4 turbio.

il

Al cabo de las 53 horas, se reunan los caldos y se

filtran para dar 590 ml de filtrado a pH 5,9. El pH del

_ filtrado se ajusta a 7,0 y se aifiaden 5,9 mg de 4dcido ebi-

lendinitrilo-tetrascético (EDTA).

Se absorben 580 ml del filirado anterior, a pH 7,0,
sobre 130 ml de resina Dowex 1 x 2 en el ciclo de cloruro,
recogiendo la corriente agotzda en des fracciones de

290 mle Despuds el adsorbato se lava con 130 ml de agua
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te composicidn:

-

desionizada. El adsorbato lavado se conserva en una cimara

frifa durante-la noche y después se eluye con solucidn al

5 % de NaCl, recogiendo 6 fracciones &%t 50 ml.

El .porcentaje de recuperacidn de.la bioactividad
inicial, determinado por el método de disco-placa, estd
tabulado a conbinuacidn:

Vibrio percolans Staphylococcus aureus

Fraccidn ATCC 8461 ATCC 6538P
Fracciones 1 a 5 .
de eluato ’ - 26 % : 1%

El antibibtico N-acetiltienamicina se encuentra en
las fracciones 1 a 5 del eluato de NaCl. DLa fraccidn 4 se

analiza por el procedimiento de difusién en disco, emplean—

" do discos de 0,5" (12,7 mm) de didmetro conténiendo 100 ul

de solucidn de antibiético gontfa Stanhyl;codeus aureus
MB—2§85 v da una zona de 29 mm de didmetro. Ias placaé gué
contienen MB—2985 se preparan por el procedimiento indica-
do en el Ejemplo 1.
 EJEMPLO 3
Se abre asépticamente un-tubo de cultivo ZL:i.o:t’i’.L_i:a'a..~

do de Streptomyces cattlevya NRRL 8057 .y el contenido se

suspende en 0,8 ml.de sales Davis estériles con la siguien-

L
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Sales Davis

Citrato sdédico ' 0,5 g
K, HPO, o 1,0 8
KH,PO, I 3,0 g
(NH4_)ZSO4 - 1,0 &
NgS0,+TH,0 : 0,1 g
Agua destilada 1000 ml

Esta suspensibn se utiliza nera inocular cusiro
tubos inclinados de Medio A (mds agar) con la siguiente
composicidn:

~ Medio A

. . A
Autolizado de levadura (Ardamine ) 10,0 g

, Glucosa : , 10,0 g
' Tampbn de fosfato’ 2,0 m
MeS0, . TH,O 0,05 g
. Agua destilada ) 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH

\
3 Ardamine: Yeast Products Corporation.

*Solucidn tampdn de fosfato

-~ KH,PO, g 91,0 g
- “Agus destilada 10C0 ml

Para los tubos inclinados: afiadir agar - 25,0 g/l
" Los tubos inclinados inoculados se incuban durante

o
una semana a 28 C y después se conservan a 4.°Co
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Se transficren asépticamente 10 ml de Wedio A4 (sin

agar) a uno de estos tubos inclinados, se rascan de las pa-—

redes las esporas y el micelio aéreo pawa pasarlos a suspen

sién_y'se utilizan 1,2 ml de esta suspensidn pgrarinocular
tres Erlenheyers de 2 litros, provistos de tabigues, que con
tienen 500.ml de Medio A (sin ager). Estos matraces de siem
bra se sacuden a 28°C en un sacudidor a 160 rpm durante 24
horas, al cabo de las cuales el crecimiento es satisfactorio.
El cultivo de estos matraces de siembra se reune y
se utiliga para inocular un fermentador de acero inoxidahle
de 756 litros, uvue contiene 467 litros de Medio A (sin agar).
\ Este tanque se hace funcionar a 28°¢ empleando una
velocidad de agitacidn de 130 rpm y un caudal de airé de
10 piesd/minuto (283 dm3/minuto) durante 24 horas, Se utili
za el’antiespumante Poligiicél 2000 (Dow Chemical Corp.) en
la cantidad necesaria pero sin pasar de 0,1.%. Ias determi

naciones del pH se realizan como sigves

Edad, Horas i ) 0 24
pH 6,3 6,4

Se utilizan 454 litros del cultivo de este tanque
de siembra para inocular un fermentador de acero inoxida-—
ble de 5670 litros que contiene 4082 litros de Medio E,

de la siguiente composicidn: . ) ) -

v
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Cercloss, 25,0 g
Licor de infusién de maiz ken mo-*

jado) . 15,0 g

‘Solubles de destilerfa 10,0 g
Medio de semilla de algoddn (Phar

mamedia) - 5:,0 &
GoC12.6H20 0,01 &
CaCO3 (después de ajustar el pH) 3,0 g
‘Poliglicol 2000 0,25 %
Agua corriente : 1000 ml

pH ajustado a 7,3 con Na(OH.
A -
. Este tanque se opera a 2400 utilizando una vplooidad

de agitacién de 70 rpm y un cavdal de aire de 54,3 Pies3
(1536,7 dm3) por minuto, durante 138 horas. Se aflade anti-
espumante adicional., Poligiiéol 2000 en la medida necesaria
pero sin pasar de 0,1 %. Se realizan los andlisis antibacte
rianos obteniéndose los siguientes resultados:

\ ATCC n® 6633 (disco de

Edad '. pH 3/8%, 9,5 mm) (mm)
0 6,9 - - 0
24 6,3 ‘ 0
. 36 . 6,0 0
48 5,9 | 0
60 60 v o« - 23
g2 - 5,9 -

..4_3...
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ATGC-n2 6633 (disco de
9

- Edad __PH 3/8%, 9,5 mm) (mm)
84 6,0 e. 21
96 62 -

108 ' ) 35
120 6,6 ' 36
132" 6,7 41
138 6,7 39

Se fiitran'los 4082 litros de caldo de fermentacidn
empleando un filtro—preﬁsé de 30" (76 cm) ¥ una mezela av-—
xiliar de filtracibn en la proporcidn de 4 % en peso/volu-
men, Se afiaden al filtrado 46 g dé sal sbdica de £cido ebi-
lendinitrilo-tetraacéiico (EDTA), Ei filtrado se enfria a
606, se ajusta a pH 4,5 + 0,2 y se mantiene a’EOC.VEl fil-
trado, frifo se aplica a una dolumna,de 480 litros de Dowex
SO!x 4, Nai, 20-50 mallas, a unos 48 litros/minuto. Después
de que ha pasado un frenfe de 1400 1iﬁros, se recogen
18,9 litros de efluente agotédo, se ajusta el pH del efluen
te a 7,08 con NaOH y se conserva a 5%,

Se prepara una columna de 3,8 cm de diémetro, relle-~
na con 300 ml de resina Dowex 1 x 2, 50-100 mallas, en el
ciclo de cloruro y se lava con 600 ml de agua desionizada
a.5°C. Se pasan a través de la columna 4 litros del liqui-
do agotado frio de la columna de Déwex 50 3.4, a un caudai
de 30 ml/minuto., La colﬁmna se laﬁa con 300 ml de EDTA

14
25 uM. Bl antibidtico N-acetiltienamicina se eluye a 5%
i .
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a un caudal de 15 ml/minuto con 900 ml, de una solucidn de

NaCl al 5 % que contiene tampén de fosfato potdsico 0,01 M,

/ pH_7,0, v EDTA 25 uM. Se recogen 14 fractiones de 75 ml y

se analiza su activided bioldgica por el procedimiento de di

fusidn en disco. Las fracciones 3 a § de eluatc, con un volu

men de 525 ml se reunen y concentran & vacfo hasta 115 ml.

El. concentrado contiene 65 % del material bioactivo tosal

aplicado & la columna de Dowex 1 X 2 CL .

o Fl concentrado del eluato de la columna de Dowex

1 x 2 01" se aplica 2 5°C a una columna de 3,8 cm de didme—

tro rellena con 450 ml de XAD-2 prelavada. La resina XAD-2

es ;relavada én columna sucesivamente con cuatrpsvoldménes

de la columna de: 1) EDTA 70,001 M, 2) NaOH 1 N, 3) agua des-
. ionizada, 4) HCl 1 N, 5) agua desionizada,~6) metanol,

7) acetona, 8) agua desionizada y, antes de su uso, con

© ...-2250 ml de solucién de NaCl al 5 % conteniendo EDTA, 25 uM,

Deépués 1a muestra se aplica a la columna y aicbnti~
nuacidn se utilizan dos porciones de 25 ml de agua. La co-
lumns se desarrolla a'5°C con agua desionizada, a un caudal
_de 10 ml/minuto. La primera fraccidn contiene 400 ml y se
recogen 11 fracciones adicionales de 75 ml. E1 pH de cada
%raccién se ajusta entre 6,9 y 7,13 con NaCH 1 N o HC1 1.N.
Se combinan las fracciones 3 a 9, que contienen el 46 % del

..material bioactivo totai aplicado a 1é columna de XAD—Z y

tienen un volumen total de 490 ml, Se ftoma una muestra de

) : - 45 -
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45 ml pzra los biloandlisis por el procedimiento normalizado

de difusién en disco frente a Staphylococcus sureug ATCC

65387, Tos 445 ml restantes se concentraf a vacio hasta
50 ml.

| Loé 50 ml de concentrado del eluato de la. columna
de X4D-2 se bhombean a 5°C.sobfe una columna de 1,5 cm relle—
na con 40 ml de Dowex 1 x 4 C1” prelavada, menos 400, a 5°C,
a un caudal de 1 ml/minuto. Ia resina Dowex 1 x 4 Cl™,. me-
nos 400 (gefinida for decantacibn de agua), se lava en co-
lumna antes de su empleo c§n 240 ml de NaCl 0,2 N contenienr.
do NH401 0,065 My NH4OH 0,1 miff a un caudalrde 1 mi/hinuto
¥y déapués con 120 ml dé agua desionizada al mismo caudal.

Despuds la muestra se aplica a la columna y a con—

tinuacidn se aplican dos porciones de 5 ml de ague desioni-
zade. Ta colunna se desarrolla a 5°C a un caudal de 0,92 ml/
minuto con NaCl 0,07 M conteniendo NHACl 0,005 M y NH#OH
0,1 mi. Se récogen fracciénes.dg 8,6 a 9,3 ml, Se reunen.las
fracciones obienidas después;de haber recogido 600 ml:de'
elunto, que terminan con 710 ml y contienen el 98 % del ma—
terizl bioactivo total gplicado a la columna de Dowex 1 X 4.
BEstn mezcla se concentra a vacfo hasta 2 ml.
| ¥l concentrado de la columna de Dowex 1 X 4 se apli
ca a una columna de 2,2 cm de didmetro rellena con 225 ml
de Bic-Gel F=2, 200~400 hallas, coé un 1imite de exclusién
de 1300 Daltons (definido antes del uso por decanﬁacidn en

.
i
1
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agua destilada).

" Lig columna de Bio-Gel P-2 se lava antes de su uso
con 225 ml de NaCl 1 M seguidos de 100 m: de agua desioniza-
da:.La columna se desarrolla con agua desionizada a 5°C a un
caudal de 1 ml/minuto y se recogen fracciones de 2 ml. Se |
combinan las fracciones desde 104 ml a 128 ml de eluato, que
contienen 01‘83 % de la bioactividad aplicads a la columna
de Bio-Gel P-2 y se concentran hasta 1,58 ml.

| Se preparé una columna de 50 ml de XAD-2 (1,6 x 27 cm)
¥y se prelava en columna con 200 ml de FDTA 1 mM, NaOH 1 N,
agua desioniéada, HCL 1 N, agua.desionizada, mctanol, aceto-
na & agua desionizada.‘El concentrado de la colgmma de Bio-
Gel P-2, conteniendo 44,4 unidades de densidad Gptica extin~
gaible por hi@roxilamina, se aplica a la‘columna de XAD~2 3
5°C seguido de dos porciones &e 2 ml de agua desionizada. La
columna se lava con agua desionizade a un caudal de 1 ml/mi
nuto hasta que la 'absorbancia UV a 300 nm de las aguas de
lavado se reduce a 0,060. La columna se eluye con metanoi al
50 % en agua desionizada a un caudal de 1 nl/minuto y se re-
cogen fracciones de 1 ml. Se combinan las fracciones con una
%bsorbancia a 300 nm superior a 0,1 y se concentran a vacio

para dar el producto, N-acetiltienamicine que contiene 11,6

unidades de densidad Sptica exftinguibles por hidroxilamina.

\
\.
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. 1 : BJEMPLO 4
Se abre asépticamente un tubo de cultivo liofiliza-

do de Streptomyces cattleya NRRL 8057 y él contenido se sus

pende en 0,8 ml de sales Davis estériles con la siguiente

5 composicibn: -
Sales Davis
Citrato sédico 0,5 g
CEKEPO, 3,0 &
S T (wH,),50, 1,0 g
o o MgS0, < THy0 . 01 &
' Agua destilada T 1000 ml

Esta suspensidén se emplea para inocular cuatro tu-

bos inclinados de Medio A (mds agar) con la siguiente com-

- 15 posicién: .
Medio A
Autolizado de levadura (Ardamineﬁ) 10,0 g
: _ Glucosa A ) 10,0 g
% : Tampdn de fosfatot : 2,0 mi
% - 20 . MgS0, + TH, 0 . 0,05 g
i : Agua destilada - 1000 ml

pH ajuétado a 6,5 con NaCH

ﬁ Ardamine: Yeast Products Corporation.

]
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tacibn de 130 rpm y un caudal de aire de 10 pies3 (283 dm

tgotucidn tompén de fosfato”

KH, PO, - c 91,0 g
) Na, HEO, : 95,0 g
' Agua destilada ibOO ml

Para los tubog inclinados: afiadir agar - 25,0 g/1

Los tubos inclinados inoculades se incuban durante
une semana a.28°C y después se conservan a 4%¢,

Se transfieren asépticamente 10 ml de Medio 4 a uno
de estos tubos inclinados, se rascan las 1é edes para pasar "
a éuspensién las esporas y el micelio aéreo y se emplean
1y 2 ml de esta gusnen316n para inocular tres Brlenmeyers de
2 11tros, provistos de tablqueo, gque contienen 500 ml de He-
dio A (sin ager). Estos matraces de siembra se sacuden a
28%¢ en un sacudidor a 160 rpm durante 24 horas, al. cabo de
las cuales el crecimiento es Eatisfactorio. | '

! Se reune el cultivo de estos matraces de siembra y
se utiliza éara inocular un fermentador de acero inoxidable
de 756 litros que contiene 467 litros de Medio A (sin agar).
Este tanque se opera & 28°¢ empleando una velocidad de zgim~

3)

por minuto durante 24 horas. Se utiliza el antiespumante

~Poliglicol 2000 (Dow Chemical Corp.) en la medida necesaria

.pero sin pasar de 0,1 %, Ias determinaciones de pH se reali-

[y

--zan -come sigues /
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Edad, horss ’ 0 24
pH '_ : 593 654

Se emplean 454 litros del cultivo. d% este tanque de

siembra para inocular un fermentador de acero inoxidable de
5670 litros que contiene 4082 litros de Kedio E, de la si-

guiente composicidn:

Medio E

Cerelosa 25,0 g

.Iicor de infusidén de maiz (en mo-

jado) 15,0 g

Solublesde destileria 7 : 10,0 g

\ Medio de semilla de,algodén ,

(Phacmanedis) - 5,0 g

CoClL, 6H,0 : 0,01 g

CaCO3 (después de ajustar el pH) ‘ 3,0 g
¢ Poliglicol 2000 S 0,25 %

Agua cortiente 1000 ml

pH ajustado a 7,3 cén NaOH;

Este tanque se hace funpionaf a 2400 empleando vha ve-
locidad de agitacién de 70 rpm y un caudal de aire de 54,3 '
pies3 (1536,7 dm3) por.mihuto, durante 138 horas. Se aflade
antiespumante adicional Poliglicol 2000 en lé medida nece~
sarie pero sin pasar del 0,1 %. Se realizan los andlisis an-

tibacterianos con los siguientes resultados:

\
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ATCC n2 6633 (disco de

_3@3@' ) ) 3/8", 9,5 ) (mm)
0 6,9 ., 0
S2 6,3 0
36 6,0 0
48 5,9 0
60 6,0 23
2 5,9 -
84 6,0 21
9% 6,2 -
108 - - 6,5 . 35
120 © 6,6 36
132 6,1 o 41
138 6,7 ©o390

Se filtran los 4082 litros del caldo de fermentacidn

empleando un filtro-prensa de 30" (76-cm) y wia mezcla auxi-
| .

" liar de filtracidn en una proporcidén del 4 % en peso/volumer.

Se afiaden al filtrado 416 g de la sal sédica del acido_eti—
lendlnltrlloteuxaacétlco (EDTA) Ll filtrado se enfria a
6°C,'sg ajusta a pH 4,5 + 0,2 y se mantiene a 6°C. Se aplie-
ca el filtrado frio 2 una columna de 480 litrbs de Dowex

50 X4 Na+, 20-50 mellas, a unos 48 litros/minuto. Después

de que ha pasado un frente de 14OC litros, se Iecogen 18,9

litros del 1fguido agotado, se ajusta su pH a 7,08 con NaOH

]
y se conserva a 5 %¢. i

'

- 51 -



10

.15‘

20

Se prepara una columna de 3,8 cm de didmetro rellena
con 3OC ml de resina Dowex 1 x 2, 50-100 mallas, en el ci-
clo.de cloruro y se lava con 300 ml de ag&a desionizads a
5069 Se pasan 4 litros del 1lfguido agotado frio de la co-

lumne Dowex 50 x 4 a través de la columna preparada en a1~

timo lugar a una velocidad de 30 ml/minuto. La columna se

" lava con 350 ml de EDTA 25 uM y después se eluye a 5°C_c6n

900 ml de una solucidn de NaCl al 5 % conteniendo Tris.HCL
0,01 M, pH 7, y EDTA 25 ul, a un candal de 15 ml/minuto.”

Se recogen fracciones de 75 ml y se analizan por el procedi-

miento de;diﬁusién en disco frente a Staphylococeus gureus
ATG& 6538P. Se afladen ias fracciones 4 a 10, que contienen
el 47 % de la bioactividad aplicada, a 42,5 ml de la mucs—
tra homada para biocandlisis de la primera mezcla grocedente
de la’columna de XAD-2 descriia en el Bjemplo 3. Bstas frac;
ciohes combinadas se concentran a vacio hasta 100 ml y se
ajusta cl pH a 6,32 con HC1. -

Unz. columna de 3,8 cm de didmetro, rellena con 450 ml
de resina XAD-2, se lava previamente en la columna, sucesi-
vamentc,con cuatro volu.enes de la columna des 1) EDTA
0,001 I, 2) N2OH 1 N, 3) agua des:onlzada, 4) HFl 1 N,
é)_agua desionizada, 6) metanol, 7) acetona, 8) agua des-
ionizeda y antes de su uso Se lava con 2250 ml de una so— -
lucidn de NaCl gl 5 % c;nteniendo;ﬁDTA 25 JM. El concen-

trado anterior se aplica a una columna de XAD-2, seguido
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de l1la aplioacién de dos porcibLes de & ml de agua desioniza~
da. La columna se dessrrolla a.SOG a un éaudal“der10 ml/mi-
nuto con agua desionizada., Ia primera ffaccién contiene
40 ml y se recogen las fracciones de 75 ml gubsiguientes ¥y .
se analizan'por el procedimicnto de difusidén en disco. Se
reunen las fracciones 9 a 15 que contienen ¢l 22 % de la bio-
actividad aplicada a la columns de XAD-2 y se concentran a
vacfo hasta 56 ml.

Una columna de 21 x 1,7 em, rellena con 40 ml de
Dowex 1 x 4 C1~, menos 400 mallas (definida por decantacidn

en agua), se lava en columna antes de su uso con 240 . ml de .

' NaGl 0,2 M conteniendo NH,C1 0,005 M y NH,OH 0,1 mli, a un

caudal de 1 ml/minuto y después con 120 ml de agua degﬁxxnim

zads al mismo caudal,

Il concentrado de la colﬁmna de XAD~2 se aplica a esta
$1tima columna seguido de dos porciones de 2 ml de agua '
desionizada y después de dos porciones de 2 ml\ae tampdn elu
yente., La columna se eluye a 5°C con una solucidn de NaCl
0,07 M conteniendo NH401 0?005 My NH4OH 0,1 mM, a un caudal

de 1 ml/minutc. Se recogen fracciones de 10 ml que se anali-

zan por el nétodo de difusidn en disco. Las fracciones de

_eluato desde 544 ml a 647 ml, que contienen aparentemente el

100 % de la bioactividad aplicada, se combinan y concentran-
a vacio hasta 2,3 ml. El concentrado contiene 36,4 unidadss

de densidad Sptica extinguibles por hidroxilamina.
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Une columna de 2,2 x 62 cm, fellena con 225 ml de re-
sina Bio-Gel P-2, 200-400 malias, con un'limite de'exclu—
sién de 16C0 Daltons, se lava antes de ;u uso,éon 225 ml de
NaCl 1 118 seﬁu idos.de 100 ml de agua desionizada. Se aplioa'a
la columna el -concentrado de la columna Ge Dowex 1 X 4, se~
guido de dos porciones de 2 ml de agua desionizada, La colum-
na se desarrolla a 5°C con agua, desionizada a un caudal de
1 mi/minuto y se recogen fracciones de 2 ml que se analizan
por el procedimiento de diﬁusién en disco. Se combinan las
fracciones desde 124 ml a 129 ml, gque contienen 7,04 unida- -
des Qe densidad extinguibles por hidroxilamina, .y se concen-
trén‘a vac{o hasta 2 ml para dar una solucidén acuosa del pro

ducto, N-acetiltienamicing. Se combinan las fracciones de

117 2 123 ml y de 130 a 139 ml pars dar una ‘solucidn del pro

ducto N—acetlltlenamlclna, contenlendo 13,7 unldade° de den

sidad dptica extinguible por hidroxilamina.

EJEMPLO 5

Preparacién de tienamicina

" Se abre asépticamentg un tubo de un cultivo liofiliza-

do de Streptomyces cattleya NRRL 8057 y el contenido se sus-

‘pende en 50 ml de Medio A estéril contenido en un Erlenmeyer

de1250 ml provisto de tabiques. El Medio A tiene la siguien-

te composicidbn:
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Medio A

‘Autolizado de levadura (Ardamineﬂz 7 10,0 g

. Rlucosa ' 10,0 g

“ Tampbn de fosfato® 2,0 ml
MgS0, THO 0,05 g
Agua destilada 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH

1 Ardamine: Yeast Products Corporation

* go1lucidn tamnén de fosfato

KH,P0, . , 91,0 g

N, HPO, - 95,0 &
\ .

Agua destilada , : 1000 ml

El matraz inoculado se sacude a 28°C a 220 rpm (recorri-
s
do, 2", 5 cm), durante 48 horas., Se separan asépticamente

40 ml del caldo de 48 horas y se mezclan con 40 ml de gli-

..cerdl acuoso estéril al 20 % (en volumen), Se pipetean 2 ml

de la mezcla resultsante en viales estériles de un dracma
que después se congelan y conservan en la fase de vapor ae '
un congelador de nitrégeno liquido. | -

Se utiliza el contenido de los visles congelados para

inocular vn Erlenmeyer de 250 ml, provisto de tabiques, que

contiene 50 ml de Medio A. Este matraz de siembra sSe sacu~

~de a 28°¢ en un sacudidor a 160 rpm y 28°C durante 24 ho-

A
ras. * g

Se utilizan porciones de 10 ml de este matraz de siem—

T | - 55 -
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bra para inocular Erlemmeyers de 2 litros provistos de ta-

bigues que contienen 500 ml de Medio A. Estos matraces de

siembra se sacuden en un sacudidor & 160 rpm y 28°¢, duran-
te.24 horas.

‘Se u%ilizan 1000 ml de los contenidos reunidos de es~—
tos matraces de siembra para inocular un fermentador de ace-

ro inoxidable de 756 litros que contiene 4G7 litros de Me-

dio 4. Bste tangue es operado a 2890 empleandoe una veloci-~

dad de agitacidn de 130 rpm y un- caudal de.aire de 10 pies3

(283 am3) por minuto, durante 24 horas. Se utiliza Poligli-
col 2000 (Dow Chemical Corp.) como antiespumante en la me-
dida necesaria pero sin pasar del 0,1 %. Se reai%zan medi-
das del pH y de la dextrosa con los Siguientes,fésultados:
Fdad_(horss) o 12 24
pH 6,4 6,4 6,6
Dextrosa, mg/ml 8,1 ) 8,1 8,1

Se emplean 453 litros de este.cultivo para inocular
un fermentador de acero inoxidable de 5670 litros que con-
fiene 4082 litros de Hedio I de la siguiente composicidn:

Medio E
Cerelosa ' o | 25,0 g
Licor de infusidn de maflz (en mojado) 15,0 g
Solubles de destilerfa - 10,0 g

Medio de semills de algodbn (Pharma-
media) 9,0

0
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COGlgoészO 7' 0701 &

CaCO3 (despuds de ajustar el ,

PH) - . 3,0 ¢

- . Polyglicol 2000 0,25 %
Asua corriente 1000 ml

pH ajustado a 7,3 con KaOH.

Este tanque se opera a 24°C con una velocidad de agi
tacibn de TO rpm y un caudal de aire de 54,3 pies3 (1536,7
dm3) por mlnuto, durante 144 horas. Se aﬁéde el antiespwnann_
te Polltllcol 2000 en la medida necesaria pero sin pasa
de 0,1 %. ELl caldo centrlfugado se analiza frente a

Staphylococcus aureus ATCC 65382 po: el procedimiento normas

lizado de difusiln en disco. Los rvsultad0° se encuentran

en la siguiente tabla bajo el encabezamiento "Actividad an-
tibibtica frente a ATCC 6538P". También se realizaron andli-
sis por el procedimiento de difusidn en disco empleando dis-
cos de papel de filtro de 3/8" (9,5 mm) y placas de ensayo
de 10 ml y los resultados estdn tabulados bajo el encabe-
zamiento "Actividad antibiética (placas de 10 ml)".

Las placas de ensayo de 10 ml se preparan como sigues

" Un cultivo de una noche del organismo de ensayo, Staphylo-

coccus aureus ATCC 6538P, en caldo nubritivo més 0,2 % de

extraoto de levadura, se dlluye con caldo nutritivo mds 0,2 %

de extracto de levadura hasta formar una suspensidn con una

trensmitancia del 40 % a una longitud de onda de 660 mlL Bs—
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ta suspensifn se agrega a wun agar nutritivo Difco suplemen

tado con 2,0 g/l de extracto de levadura Difco, a 47-48°¢,

para preparar una composicidn que contiene 33,2 ml de la

suépensién por litrc de agar. Después se vierten 10 ml de
esta'suspénsién en plécas petri dé 85 mm de didmetro y las
placas se enfrian y se manjienen a 400 hasta que se utili-
zan (5 dias como méximo).

Actividad anti  Actividad antibid

~empleando un filiro-prensa de 30" (76 cm) y una mezcla au-

pana g eaiet® Difiee fremie - wios (Maaske
' (mm) '

0 6,6 22,2

12+ 6,3 20,2 |

21 5,8 18.0 )
36 6,0 13,2 . ST 2
48 6,0 8,6 T 215
60 5,7 6,4 : E 26,5
72 5,8 2,7 R 25,5
84 6,2 0,3 . B . 27,5
96 6,4 0,2 b .. 36,0
108 6,4 0 35,0

- 120 6,3 41,5 - - 37,0

132 5,8 : - R
144 5,9 43,0 37,5

Se filtran ios 4082 litros de caldo de fermentacibn

S
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xiliar de filtracién en la proporcibn del 4 % en peso/volu-
men. Se afiaden al filtrado 12 g de la sal sédica del dcido

(etilendinitrilo)tetraacético. Se enfria el filtrado a 6°¢c,

‘se ajusta a pH 4,5 + 0,2 y se mantiene a 6°c, E1 filtrado

srio se adsorbe en 480 Litros de Dowex 50 x 4 Na®, 20-50
mallas, a usos 48 litros/minuto. ELl adsorbato se'lava con
480 litros de agua desionizada ¥y después se eluye con solu-
cibn acuosaide piridina al 2 % a razén de 24 litros/minuto

y se recogen tres fracciones de 300 litros, 520 litros y

240 litros, que se analizan a pH 7,0. Los andlisis indican

que las fracciones de eluato contienen 4 %, 16 %y 6 % res-
pectivamente de la bloactividad aplicada a la columna de

Dowex 50 x 4 Na®. La fraceidn de eluato 2 se concentra a

48 litros y se ajusta a pH 7. ’

Los 48tlitros de concentrado se éjustan a pH 7,3 ¥
seiadsorben en 76 litros de fesina Dowex 1 x 2, 50-100 ma-
llas, ciclo de cloruro, a 7,6 litros /minuto. La resina se

eluye con agua desionizada a la misma velocidad. Se reco-

_gen custro fracciones, dos de 48 litros, una de 70 litros

y una de 48 litros. ILas fracciones se ajustan a pH 7 a me-~

dida que son recogidas. Los andlisis indican que el 68 %

‘de la bioactividad de partida se encuentra en la fraccidn

de 70 litros. Esta fraccibn se concentra hasta 18 litros .
a pH 7,0 y se filtra empleando un filtro Millipore de
0,45 micras. Fl filtrado se liofiliza en bandejas para dar

s
!
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99 g de producto con una potencia de 310 wnidades/mg , don

de una unidad estd definida como la cantidad que se caleu-

la que produce la misma inhibicidn contra Staphylccoccus

aureus ATCC 6538, empleando el procedimiento de difusifn
en disco,'que 1yu g de cefalotina/ml, teniendo esa zona de
inhibicibn un didmetro comprendido eutre 16 y 21 mm,

Se recogen 10 g del sélido liofilizado en solucién
tampén de acetato de 2,6~1@tidina 0,1 ¥, pH 6,3, La solu-
cién, cuyo volumen es de 125 ml, se reajusta a pH 6,3 con
écido acético, se aplica a una columna de Dowex 50 x 8
(200-400 mallas) en el ciclo de 2,6-lutidina, de 7,6 x 142
cm; que ha sido previamente equilibrada con so;gcién tampdn
y se desarrolla con tampén 0,1 M a razén de 25 ml/minuto.
Se recoge un frente de 3 litros séguido-de‘ZOO fracciones
de 20 ml cada una..Cada cuar%a fraceibn 36 a 192 se analiza
5 una dilucién de 1:200. La bioactividad se encuentra en
las fracciones 56 a 192, alcanzando un méximo en las frac—
ciones 92 a 96. Se combinan las fracciones 80 a 136 ¥ se
afiaden 590 ml de agua desionizada para'dar 1760 ml, TLa sé—r
lucidn dilufda reunida, éonteniendo 62 % de la bioactividad
inicial aplicada a la columna dé Dowex 50 x 8, se liofiliza,

El sélido liofilizado se disuelve en solucidn tampSn
de acetato de 2,6-lutidina 0,1 M, pH 7,0. Se aplican 27 ml
de la solucidn a una columia de Bio-Gel fh2, (200-400 ma~

llas), de 5 x 112 cm,; que ha sido previamente equilibrada
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con tampén 0,1 M, Después se desarrolia el gel con ¢l mismo
tampbn a 10 ml/minuto.

Lé corriente efluente se estudia con un refractémefro
diféfenc;al registrador Meccomatice ElL desarrolle se prosi-
gue hasta que se han recogido 105 fracciones de 20 ml cada
wna. Cada fraceidn 70 a 93 se analiza a una dilucibn de 1:300.
La bioactividad se encuentra en las fracciones 73 a 82, alcan
zando un maximo en las fracciones T7 ¥ 78. Las fracciones 75
a 80 se licfilizan para obtener 90 mg de antibibtico con una
poteﬁcia media de 10,000 unidades/mg.

Tos 90 mg de sélido liofilizado se recogen en 4 ml de

. A .
tampén de fosfato potdsico 0,01 M, pH 7. Esta solucibn, que

contiene 596 unidades de densidad Sptica extinguible . por
hidroxilemina (esta medida del conienido de tienamicina ha
sido descrita en la éeccién titulada Andlisis), se aplica a
una columna de 1,7 cm Qe didmetro rellena con 90 ml de

XAD-2 prelavada y se equilibra antes de su uso con 180 ml

de témpén de fosfato potdsico 0,01 M, pH 7, a 5%¢, Ia resina
XAD~2 se lava antes de su uso sucesivamente'con: 1) 5 voldme¥
nes de NaOH 1 N seguido de.agua desionizada hasta gue el |
efluente es neutro; 2) cinco voluimenes de HCL 1.N geguido de
agha desionizada hasta que el efluente es neuiro; 3) 5 vold-
meneé de metanol, acetona, EDTA. tetrasédico 0,001 M y final-
mente agua destilada. Se Eplica vécio é todes losg disolven-

tes antes del uso.
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Despuds la mezcla se aplica a la columna; seguido de
dos porciones de 2. ml del tampén de fosfato. La columna se
desarrolla 2 5°C con el tampén a un caudal de 2 ml/minuto.
Se recogen fracciones de 4 ml del eludto. Las fracciones ob-
tenidas desﬁués de haber recogido 100 ml de eluato y termi-
nando con 253 ml se combinan y concentran en un evaporador
rotatorio a vacfo y por debajo de 10°C nasta un volumen de
6 ml.

Esta solucién, que contiene 436 un1dades de densidad
épti;a extinguible por hidroxilamina, se apllca a una columna

de 1,7 cm de diémetro rellena con 90 ml de resina, XAD-2 pre~

" lavada come antes y eguilibrada a 59¢ con agua destilada. la

muestra va seguida de dos porciones de 2 ml de &dgua deétilgf
da. La columna se desarrolla con agua desfilada a un caudal
de 2 m¥/minuto. Se récbgen fracciones de eluato de 4 ml..Las
fracciones obtenidas después de haber recogido 100 ml de elua
to y terminando con 151 ml se.reﬁnen y concentran en un eva-
porador rotatorio hasta un volumen de 2,73 ml y la solucidn
se liofiliza para dar 6,49 mgrde tienamicina. Se reunen las
fracciones obtenidas entre 152 y 345 ml y se concentran en

un evaporador rotatorio hasta un volumen de 3, 34 ml y después

‘se liofilizan para dar 11,53 mg de tienamicina, Estas frac-

ciones contienen un total de 369 unidades de densidad Spti~.
ca exbinguibles poxr hidr&xilamina. Esto representa una puri-

ficacibén de 3,1 veces sobre el material aplicado a la prime-
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ra columna de XAD-2 y da una potenciz calculada de 31,000 uni
dades/mg. Bl andlisis espectrofotométrico de una muestra de

of
este producto da un E}pcm = 253, cuando se mide en tampl: de

f&sfato, pH 7, a 297 nm.

Se recogen 10 g'dé log 99 g de sélido liofilizado ob-
tenidos por purificaeién en Dowex 1 x 2 en tampln de acebato
de 2,6-lutidina 0,1 M, pH 6,3. Ia solucibn, cuyc volumen es
de 125 ml, se reajusta a pH 6,3 con &cido acético y se apli-
ca a una columna de Dowex 50 x é en ¢l ciclo de 2,6~lutidina, -
de 7,6 % 142 cm; que ha sido previamente equilibrada con tam-

pén. La columna se desarrolla con tampén 0,1 M a 35 ml/minu-

" %0. Se recoge un frente de 3,6 litros seguido de 200 fraccio-

nes de 20 ml cada una. Cada cuarta fraccién desdé.la 6 ala
194 se analiza a una dilucidn de 1:200: Lz bioactividad se
encuentra en las fracciones 18 a 178, alcanzando un miximo en
1las fracciones 62 a 82. Se combinan las fracciones 42 a 102

y se afiaden 640 ml de agua desionizada para dar un volumen

de 1920 ml. Ia solucién dilufda reunida que contiene 63 % de
la bioactividad aplicada é 1a columna de Dowex 50 X 8, se
iiofiliza. |

' El sélido liofilizado se disuelve en tampdn de acetato
de 2,6-1lutidina 0,1 ﬁ, pH 7,0, Se aplican 25 ml de la solu~

cidn a wna columna de 5 x 112 cm de Bio-Gel P-2 (200-400 ma-

llas), que ha sido previamente eqiilibrada con tampén 0,1 M.

Después se desarrolla el gel con el mismo tampbn a 10 ml/mi~

- 63 -
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La corriente efluente se estudia con un refractémetre
diferencial registrador Meccomatic. Bl desarrollo se proai-
gﬁe‘hqsta que se han recogido 125 frgcciones de 20 ml cada
una. Se anaiiza cada fraccibn 70 a 89 a una dilucidn de 1:300.
Ta bioactividad se encuentra en las fracciones 72 a 81, alcan
zando un mdximo en la fraceibn 77. Se liofilizan las fraccio-
nes 75 a 79 para obtener 100,5 mg de antibiético con una po-
ten01a de 8320 unidades/mg..

Se recogen los 100,5 mg de sélido liofilizado en 4 ml

“de tampén de fosfato potdsico 0,01 M, ph 7. Esta solucidn,

que éontiene 692 unidades {pticas extihguibles por hidroxil-
amina, se aplica a una columna de 1,7 cm de didmetro rellena
con 90 ml de resina XAD-2 preiavada y equilibrada antes de
su uso con 180 ml de tempén de fosfato potdsico 0,01 M,.

pH 7, a 5%G. Ia resina XAD-2 se lava antes de su uso sucesi-
vamente con: 1) cinco voldmenes de NaOH 1 N seguido de agua
desionizada hasta que el efluente es neubro;.2) cinco voldme-
nes de HCL 1 N seguido de agua desionizada hasta que el

efluente es neutro; 3) cinco volﬁmenss.de metanol, acetona,

EDPA tetrasbdico 0,001 M y finalmente agua destllada. Antes

de ‘su uso se aplica vaclo a todos los disclventes.
" Después la mezcla se aplica a la columna seguido de
X .
dos porciones de 2 ml de tampbn de fosfato. La columna se

desarrolla a 5°C con el tampén a un caudsl de 2 ml/minuto.
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Se recogen fracciones de 4 ml de eluato. Se combinan las
fracciones obtenidas después de haber recogido 109 ml de
eluato, terminando con 309 ml. A este cluato combinado se
anaden los 11,53 mg de ‘antibibtico purificado con XAD-2 anw
tes obtenmdo, que conh:ene 186 unidades de densidad Sptica
extinguible . por hidroxilamina., El eluato com01nudo, junto
con el antibibtico agregado, se concentra avacio en un eva-
porador rotatorio & una temperatura inferiox a 10°G, hasta
un volumen de 7 ml. _'

Esta solucidn, que contiene 720 unidades de densidad

6ptica extinguible por hidroxilamina, se aplica a una columna

 de 1,7 cm de dlémetro rellena con 90 ml de XAD-2 prelavada

como antes y equilibrada a 5°C antes de su uso con agua, des—

’

tilada. La muestra va seguida de dos porciones de 2 ml de

agua desfilada. La columns se desarrolla con agua destilada

a un caudsl de 2 ml/minuto. Se recogen fracciones de 4 nl de
eluato. Se reunen las fracciones obtenidas después de haber

recogido 109 ml de eluate, terminando con 301 ml y se concen

~%ran en un evaporador rotatorio a un volumen de 10,3 ml., Es-—

ta solucidn, que contiene 589 unidades de densidad 6ptica ex
tlnoulble por hldrox1lam1na, se liofiliza para dar 23,6 mg
de antibidtico con una potencia calculada de 30 140 unida~
des/mg.

EL antibibtico tienamicina asi preparado es un sblido

blsnco amorfo de consistencia fibrosa, una muestra del cual,
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por exposicibn en un tubo capilar de vidrio a femperaturas.
elevadas a una velocidad de 3% por minuto, experimenta des
composicibn sin intervencién de una fase liguida en las si-
guientes etapas: EL ablandamiento se produce a 130—14090 ;

con una contraccibén del volumen del sélido que prosigue has-

ta 170—17400, dentro de cuyo intervalo el material amarilleaj

se observa sinterizacidén y una intensificacibn progresiva
del color hasta llegar a pardo rdjizo en el intervalo ds 180
a 200°C y finalmente se encuentra carbonizacién y trazas re-
siduales de sélido a 205°C, _'

Otra muestra de este material presenta por andlisis es-
pectrofotométrico un pico de absorbancia a 296,5 nm con una
em = 268;2. Bl andlisis elemental da los sié&ientes re~

sultados: 1) una pérdida de peso dél 5,67 % por secado a la
tempefatura ambiente durante 4 horas a vacio y 2) una cbmpoQ
sicidn de 47,68 % de carﬁono, 6,22 % de hidrégeno y 11,48 %
de nitrdgeno. Estos resultados concuerdan con la férmula em—
pirica 011H16N204S,(NH3)0’25h siendo la composicién elemental
calculada correspondiente a esta férmula empirica la siguien

ter C = 47,68 %; H = 6,13 b N = 11,52 #; S = 11,57 % ¥

0 =23,1 % El andlisis polarimétrico de una solucidn de

1" mg/ml de esta muestra en tampén de fosfato potdsico 10 mM

: o
muestra una rotacibn bptica especifica {a}%7 C,+ 80. El es

pectro infrarrojo de una suspensidn de Nujol de esta muestra

revela picos de absorcién caracter{sticos a 1765 cmf?,
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1650-1550 om™ ', 2800-2500 cn” ' y 35003100 o™, Un espectro

RMN a 100 MHz de una muestra de este producto disuelta en
D,0 revela un doblete a 61,275, una pareja de dobletes a
$3,39 y multipletes a 63,15 y §4,20, siendo caracteris-
t;cos estos picos dé la tienamioina.'

o EJENPLO 6

Acetilacibn de la tienamicing

Se agitan durante 10 minutos a 0°¢ 10,9 mg de tienami-
cina en 1 ml_de dimetilformamida seca mds 2 ml. de anhfdrido
acético recién preparado. La dimetilformamida y.el anhfdrido
acético se separan lavando repetidas veces (5 a 6 veces) coi

25—40 ml cada vez de hexano. y una Ultima porcidn: de hexano

. después de la adicién de 1 ml de éter etilico seco. La mues-

s

tra cruda de N~acebtiltienamicina se disuelve en 20 ml de

.agua desionigada que contiene 100 ﬁmoles de base Tris ftri(hi

droximetil)aminometano} y 35 pmoles de HCL. E1 pH después de
disolver la muestra es 7,9. Ia solucién cﬁntiene 244 unida-
des de absorbancia a 298 nm y un disco de ensayo de 1/2":
(12,7 mmn) conteniendo 0,1 ml de una dilucién de-1000 veces
produce una zona de inhibicién de 23 mm cuando se incuba so-

bre placas de ATCC 8461 a 25°¢,

‘.  Bsta muestra se aplica a una columna (dimensiones del

\-

lecho: 1,3 cm X 14 cm) de Dowex-1 x 4 (C17) menos 400 mallas.

Ia columna se lava con 10 ml de agua desionizeda y el anti-
bibtico, N-acetiltienamicina, se eluye con NaCll 0,07 M +

{
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" nuto. Se recogen fracciones de 3,04 ml.

—

N?@Gl 0,005 H + NP3 0,0001 M en ague desionizada, Se recogen-
fracciones de 5,1 ml a un caudal de 0;7 ml por minuto. ELl
pico principal de absorbancia UV a 298 nm apafeceef]és frac—
ciéne 36 a 50, con un médximo en la f1a0016n 40. Se combi-
nan 1&» erCCLones 38 a 46 que eontlenen un total de 107 uni
dades de absorbancia a 298 nm. Las frab01onps combinadas se
evaporan en un evaporador rotatorio a presién reducida hasta
2 nl y se'aﬁaden 5ul de NaOE 1 M.

Este concentrado se aplica a una columﬁa'(dimensiones
del lecho: 2,2 x 80 cm) de Bio-Gel P-2, 200-400 mellas. La

muestra se lava con dos porciones de 1 ml de agua desioniza-

‘da y se eluye con agua desionizada. a un caudal de 0,6 ml/mi-

El pico principal de absorbancia UV'a 300 nm aparece;aa

las frhcciones 54 a 64, con ui méximo en la fraccién 60, Se

~reunen las fracciones 59 a 62 gue contienecn 83,7 unidades

300. Se toma como referencia una muestra equivalente a 2,2
vnidades A3OO y el resto se concentrs hasta 1,5 ml y se 110
filiza en un vial de vidrio de 14 ml para dar 3,9 mg de '

N-acetiltienamicina.

% 301 nm, Emax/Emin = 4,45, E§01 en agua desio-
nizada = 208, '
" EJBHPLO 7

Acetilacibn de la tiemmicina

Evava A A

Se agitan 9 ng de tlenam1c1na durante 10 minutos a 0° 0

' e
' "
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en 1 ml de dimetilformamida seca mds 2 ml de anhidrido acé-

tico recidn preparado. Ia dimetilformamida y el anh{drido

acético se separan lavando repetidamente (5 a.6 veces) con
porciones de 25-40 ml de hexano y una dltima porcidn de he-

xano despuds de la adicifn de 1 ml de éter etilico seco. Se

afiaden 10 ml de agua destilada fria conteniendo 50 ul de ba

se Iris 1 M ¥y 50 u1l de Tris.HC1 1 M, pH 8. El pH de esta s0
lucibn es 7,3 y contiene un total de 102 unidades de dengi-
dad éptica extingdible por hidroxilamina. Se afiaden 10 ml
de'agua destilada fria y la solucidn se mantiene a oc.

Se prepéra una columna de¢ 1,7 em de didmetro fellena

de 30 ml de resina Dowex 1 X 4 C1™ (menos 400 mallas) y se

- lava con 90 ml de cada una de las siguientes soluciones:
4

1) HCL 0,2 I, 2) solucidn de NaCl C,5 N conteniendo HCL

0,01 M y 3) agua desionizada.

i La muestra de 20 ml se aplica a la columna de Dowex
1 x 4 segnida de dos porciones de 2 ml de agua desionizada
y'después dos porciones de 1 ml de tampén eluyente. lia cé—
lumna se eluye con NaCl 0,07 M conieniende NH401 0,005 M
¥ NH40H 0,1 md, El caudal es de 4,3 ml/5 minutos y se reco
gen fracciones de 4,3 ml. Se cembinan las fraccilones desde

555 ml a 594 ml y se conservan a 5%
Etapa B

1} . | '
Se agitan 27 mg de tienamicina durante 10 minutos a

0°C en'2 ml de dimetiiformamida seca mds 4 ml de arhidrido

!
i

i

- 69 -



I

10

‘15

20

. é>5

acético recién preparadc. La dimetilformamida ¥ el-anhidridc
acético se separan lavando seis veces con.25-40 ml de hexa-
no y una Gltima porcibn de hexano después de.la adicidn de
2wl d éter etilico seco. Se afiaden 10 ml de agua destila=

£
A

da

ty

1 ¥, pH 8 y el pH resultante es 6,85. Ia solucibn contiene
148 unidades de densidad Sptica extinguible'. por hidroxilami
na.

Se retira elicen%imetro superiocr de la columna de Do~
wex 1 X 4 (menos 400 mallas) descrita en la Etapa A) vy la
columna sé léva con 90 ml de cada una de las siguientes 50-
luciones: 1) HCL 0,2 Hﬂ 2) solueidn de NaCl 0,5 N contenien
do HCL 0,01 M y 3) agua desionizada. L —

Se anaden 10 ml de la meAcla a 10 ml de agua desthgda
a 0°C ¥ se aplica a la columna de Dowex 1 x 4 C1™ seguido '
de dos porcioﬁes de 2 ml de agua desionizada y después dos
porciones de 2 ml de tampdn eluyente, Ta columna se eluye
con una solucidn de Nall 0,07 M que contiene NH401 0,00B.M 7
y -NH,OH 0,1 mM. El caudal es de 4,3 ml/5 minutos y se reco- N
gen fracciones de 4,3 ml. Se reunen las fracciones desde .

497 a 571 ml y se agregana las fracciones reunidas dé la cO-

Tumna de Dowex i X 4 descrita en la Etapa 4 . En coajunto,

estas fracciones contienen 117,5 unidades de densidad Spti--

- ea extinguible.. por hldroxlldmlna.

Se prepara una columna de 2 2 % 62 cm rel1eba con

- T0 -
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225 ml de resina Bio-Gel P-2 {200-400 malias), con un. limi
te de exclusiln de 2600 Daltong (definidos antes-del uso
por decantacidn de agua destilada) y se lava con 50 ml de
Nadl'1 M'seguido de 225 ml de agua desionizada. Los eluatos
combinados de Dowex 1 x 4 se concentran a vaeio hasta 2,66
ml y se aplican a la columna de Bilo-Gel P-2, geguido de dos
porciones de 2.ml de agua desionizada. La columna se desa~
rrolla con agua desionizada a un caudal de 1 ml/minuto y se
recogen fracciones de 2 ml. Se combinan 135 fracciones deg—
de ﬁ90 ml hasta 204 ml y se concentran hasta'2,5 mle

Una dolumna de 2,2 x 62 cm rellena con 225 ml de Bio-
Gel\P-Z, 200~400 malias, con un limite de exclusién de 1800
Daltons (definido antes dél uso por decantaci6n~ée égua des

tilada) se lava antes de utilizarla con 225 ml de NaCl 1M

geguidos de 100 ml de agua desionizada,

Tos 2,5 ml de concentrado anterior, conteniendo 109,5
unidaées de densidad Sptica extinguible por hidroxilamina,
se aplican a la columna seguidos de dos porciones de 2 ml
de agua desionizada. La columna se desarrolla con agua

desionizada a un caudal de 1 ml/minuto y se recogen fraccio

_nes de 2 ml, Se combinan las fracciones de 104 a 132 ml que

contienen 97 unidades de densidad dptica extinguihle por

hidroxilamina. Se mantiene a 0°C una muestra de 2,4 ml para

log anélisis in vitro y el resto se liofiliza para dar N-acg

tiltienamicina.

- - -1 -
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Las composiciones que contienen el antibidtico N-zce—

tlltlenamlclna pueden ser administradas en varias formas de

dosis unitarias como, por ejemplo, en forma sélida o Liqui-
) ’ . 9

da‘ingerible por via oral. Las compesiciones por dosis uni~
taria, ya sean sblidas o liquidas, pueden contener de 0,1 &
99 % de material activo, siendo el intervalo preferido de
10 a 60 % aproximadamente. En general la composicién:contig
ne slrededor de 25 a 1000 mg del ingrediente egctivo, caleu-
lado sobre el peso total de la composicién; sin embargo,
en geﬁeral es preferible emplear una dosié del orden de
250 a 1000 mg o preferlblemente de 400 a 800 mg aproximadg-~
mente. En la admlnlgtrac16n parenteral, 1a dosis unitaria
es habituvalmente el compuesto puro en una solucidn acuosa
estéril ligeramente acidulada o en forma de polvo soluble

' .

destinado a la disolucidn, Las formulacionss representativas

pueaen ser preparadas mediante los siguientes procedimientos:

Gdnsulas - o Por cén sula
N-acetiltienamicina i 400 mg

Lactosa, U.S.P., cantidad suficiente

para 11ena£ cdpsulas del n? 0, de apro~
xi@adamente 475 mg cada una.,

' En el ejemplo anterior, se mesclan el compuesto acti~
vo y el diluyente para formar una mezcla uniforme que des-—-
pués se introducen en- capsulas de gela ine dura del n& 0, a
mano o en una mquina adecuads, segin sea necesario. ?referi

1
!

3
5
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blemente lg mezcla y el llenado se realizan en una zona con

una humedad relativa inferior al 40 %.

Tabletas ' Por tableta
ﬁkécetiltienamicina ’ , 300,0 mg
Fosfato célecico S 192,0 ng
Lactosa, U.S. P. 190,0 mg
A1midén de maflz ' : 80,0 mg
Estearato magnésico - 8,0 ng

' 800,0 mg

En el ejemplo anterior, el componente active se mezcla

con el fosfato clleico, la lactosa y alrededor de la mitad

\-
"del almiddén de mafz. La mezcla se granula con una pasta de
- almidén de mafiz al 15 % se tamiza groseramenue y se tamiza

de nuevo a través de tamices del n? 16 de las normas esitado—~

unidenses. Se afiade el resto del almidén de mafz y del es~

- tearato magnésico y la mezcla .se comprime en tabletas, con
‘un didmetro aproximado de 1/2" (12,7 mm), pesando cada una

~de ellas 800 mg. : \

AMlternativamente, se mezcla el componente activo con

el fosfato chlcico, la lactosa y la mitad del almidén de

mafz, Ia mezela se “aglomera" en una prensa de accidn inten
éé para producir masas compactadas del tipo de tabletas. Es
tas se desintegran hasta formar grénulos del n? 16 de las -
normas estadounidenses. Se anaden el resto del aTmldén de

maiz y de estearato magnésico y la mezela se comprime en ta-
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bletas de un didmetro aproximado de 1/2% (12,7 mm), pesan—
do 800 mg cada una de ellas.

Torma liofilizada .
- (pera inyeccidn) _ Por vial

N-acetiltienamicina - . 25 mg

Lgna para inyeccidn, U.S.Pe, CeSo

hasta 5 ml

In el ejemplo anterior, ¢l componente activo se disuel

 ve en agua para inyeccién suficiente en la proporeidn indi

cada. La solucidn se filtra a través de candelas Selas o
filtros de membrana Millipore para esterilizarla. La solu-

cidn se subdivide en viales estériles. Se congelan los via-

v

"les y su contenido y el agua se elimina gsépbicamente por

liofilizacidén. Los viales que contienen el s6lido seco ed—
$8ril se cierran asépticamente. .

ﬁéra restaurar el producto para su administracién pa-
renteral, se afiaden 5 ml de agua estéril para inyeccidn al

contenido de un vial,

Pormas 1fguidas orales | ' Por 1000 ml
N-acetiltienamicina o - . 1,0 8
_Sacarosa L - 600,0 g
Glucosa . S 250,0 g .
Bén;oato sbdico 7 , 1.0 &
Aceite de naranja concentrado ' ' 0,2 mL
Agua purificadg; U.S.P.;‘c.s.'hasta 1000,0 ml

Se disuelven la sacarocsa y la glucosa en unos 400 ml

- T4 ~
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de agua, empleando calor para favorecer la disolucién. Se

enfria esta solucidn y se zfiade benzoato sddico segnido

del aceite de naranja concentrado. La =olucidn se lleva a
un velumen de unos 900 ml con agua y se agrega el antibid-
tico. Ia solucién se .clarifica por filiracibu a través de

un filtro grosero.
En resumen la pstente de invencidén gque se solicites

deberé recaer en las siguientes:

T ’ REIVINDICACTONES

1. Un procedimiento para la produccidén de N-acetil

tienamicina que consiste en cultivar Streptomyces cattleya
A

en un medio nutritivo acuoso gue contiene fuentes gsimila-

bles de carbono, nitrégeno y sales inorgénicas, en condicig

_nes aerobias sumergidss y recuperar la N-scetiltienamicina

m eee = m—n e e e

.15

20

25

asi producida.
- 2. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, dom
de el microorgenisme cultivado es Strevtouyces cattleya

NRRL 8057. v

Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el gque
ha de recaer la patente de invencidén que se solicita: UN

PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION IE N-ACETILRIENAMICINA.

\\
AN

A
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Tod conforme gueda descrito y reivindicado en la

presente memoria descriptiva que consta de setenta y seis

péginas mecanografisdss y dibujos adjuntos.

Madrié, 18 Noviembre de 1976

BERNARDO UNGRIA
P /B
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