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— 2 = REF.: Case No. 15839

RESUMEN DE LA INVENCION

Los antibibticos MSD 890A2 y MSD 890A5 v sus sales
farmacéuticamente aceptables (denominadas en lo que sigue
antibiépicos 890a, y 890A5) son activos contra las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas. Los antibiéficos son produ-
cidos cultivando especies de Streptomyces sobre medios de
fermentacibén adecuados. '

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El .descubrimiento de las notables propiedades antibid-
ticés de la penicilina estimuld un gran interés en este cam-
po «que ha dado lugar al hallazgo de otras muchas valiosas
sustancias antibidticas tales como: otras penicilinas, cefa-
losporinas, estreptomicina, bacitracina, tetraciclinas, clo-
ranfenicol,'eritromicinas y similares. En general, la acti-
vidad antibacteriana de todos estos antibibdticos no incluye
ciertas bacterias éatégenas clinicamente importantes. Por
ejemplo, algunos son principalmente activos solamente contra
los tipos Gram-positivos de bacterias. La resistencia adqui-
rida a lo largo del extenso uso de los antibidticos existen-~
tes en el tratamiento de las infecciones bacterianas ha pro-
ducido la aparicién de un grave problema de resistencia.

" En consecuencia, las deficiencias de los antibiéticos
conocidos han estimulado nuevas investigaciones para encon-
trar otros antibiéticos.que sean activos contra una gama més
aﬁplia de patdgenos asi como contra las cepas resistentes
de microorganismos particulares.

Estas nuevas investigaciones han coﬁducido al descubri-
miento de la familia de antibidticos de la tienamicina de las
que son miembros los compuestos de esta invencidn, Otros miem-

bros de la familia de ontibidticos de tienamicina estan des-
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‘cimiento de diversos microorganismos Gram-negativos y Gram-

critos en las solicitudes de patentes estadounidenses ntme-
ro de serie 632.938, presentada el 18 de Moviembre de 1875,
de Jean S. Kahan, Frederick M. Rahan, BEdward O. Stapley, Ro-
bert T. Goegelman y Sebastidn Herndndez, que es una solicituf
divisional de la solicitud copendiente de Jean S. Kahan,
Frederick M. Kahan, Edward O. Stapley, Robert T. Goegelman.
y Sebastidn Herndndez, n°® de serie 526.992, presentada el

25 de Noviembre de 1974; ntimero de serie 613.822, de Robert
T. Goegelman y Frederick M. Kahan, presentada el 18 de Sep~
tiembre de 1975, que es una continuacién en parte de la so-
licitud copendiente de Robert T. Goegelman y Frederick M.
Kahan, nfimero de serie 534.382, presentada el 19 de Diciem-
bre de 1974 y ahora abandonada; nGmero de serie 634.300 de
Patrick J. Cassidy( Robert T. Goegelman, Edward O. Estapley
y Sebastian Hernéndez, presentada el 21 de Noviembre de
1975; ntmeroc de serie 634.301 de Jean S. Kahan, Frederick

M. Kahan, Robert T. Goegelman, Edward O. Stapley y Sebastién
Hernandez, presentada el 21 de Noviembre de 1975 y nimero
de serie 634.560 de Jean S. Kahan y Frederick M. Kahan, pre-
sentada el 24 de Noviembre de -1975.

. COMPENDIO DE LA INVENCION

_ Esta invencibn se refiere a nuevos miembros de la fa-
milia de agentes antibibticos de la tienamicina. Mas especial
mente, se refiere a nuevas sustancias antibibticas, denominat
das aqui 890A2 y 890Ag. La invencidn comprende los antibib-
ticos en formas diluidas asi como en concentrados crudos y
en formas puras.

Un objeto de esta invencidn es proporcionar nueves y

Gtiles antibidticos que son muy eficaces para inhibir el cre+
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.cepas de Streptomyces flavogriseus.

— 4 -

positivos. Otro objeto es proporcionar un procedimiento para
la preparacidn de estas nuevas sustancias antibidticas por
fermentacidn de medios nutritivos con especies de Streptomycks.
Otros objetos resultarin evidentes en la descripcidn detall%
da de esta invencidn dada a continuacidn. ‘

Las nuevas sustancias antibidticas de esta.invencién

son producidas cultivando en condiciones controladas nuevas

Basidndose en extensos estudios taxondmicos, las cepas
de los microorganismos utilizados en esta invencidn fueron

identificadas como pertenecientes a la especie Streptomyces

flavogriseus y han sido denominadas MA-4434 y MA-4600 en la

coleccidn de cultivos de Merck & Co., Inc, Rahway, N.Jd. Un
cultivo de cada una de ellas ha sido colocado en depbsito
permanente sin restricciones en cuanto a su disponibilidad
en la coleccidn de cultivos de los Northern Regional Labo-
ratories, Northern Utilization Reéearch and Development Di-
vision, Agricultural gesearch Sexvice, Departamento de Agri-
cultura de Estados Unidos, Peoria; Ill., y estdn a la dispo-
sicidn del pfblico bajo el nﬁﬁero de accesidn NRRL 8139 y

8140, respectivamente.

Los microorganismos- Streptomyces flavogriseus NRRL~

8139 y NRRL 8140 producen ambos los dos antibidticos 8390A,
y 890A5 que son aislados en forma préacticamente pura del cals
do de fermentacidn.

Las caracteristicas morfolégicas y de cultivo del

Streptomyces flavogriséus NRRL-8139 estdn indicadas en la sift

guiente tabla.
Morfologia - Los espordforos son cadenads de esporas ramifica-

das, entre.lineales y flexuosas, que forman mechones. Las
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cadenas tienen una longitud mayor de 10 esporas. Las
esporas son de forma entre esférica y global - 0,9u x

1,2 1 (970 %).

Caracterfisticas de cultivo

Agar harina de avena

Creciﬁiento vegétativo - reverso tostado amarillento,
crecimiento en forma de pardﬁs;

Micelio aéreo - gris claro bordeado de gris medio

Pigmento soluble ~ ninguno.

Agar Czaéek Dox fagar sacarosa-nitrato)

Crecimiento vegetativo - reverso marrén bordeado de ma-
-rrdn oscuro;

Micelio adreo - gris medio, aterciopelado;

Pigmento soluble - 1ige¥o pardeamiento del medio.

Agar albfimina de huevo

Crecimiento vegetativo - reverso tostado amarillento bor-
deado de marrdn;
Micelio aéreo - gris medio mezclado con gris amarillento
(2 dc) y amarillo griséceo (2 db);
Pigmento soluble ~ tostado amarillento claro.
Agar glicerol—-asparagina
. Crecimiento vegetativo - reverso tostado amarillento, pla
no, extendido;
Micelio adreo - aterciopelado, gris claro con un intenso
tono amarillento a gris (2 dc);
Pigmento soluble - ninguno.
Agar sales inorg&nicas-almiddn
Crecimiento vegetativo -~ reverso marrdn;
Micelio aéreo - gris medio, aterciopelado;

Pigmento soluble - tostado amarillento claro.
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Agar extracto de levadura-dextrosa + sales
Crecimjento vegetativo - reverso marrdén bordeado de ma~
rrén muy OSCuro;
Micelio aéreo - gris oscuro mezclado con un gris claro,
aterciopelado; .
Pigmento soluble - ninguno.
Agar extracto de levadura-extracto de malta
Crecimiento vegetativo - reverso marrdn Oscuro;
Micelio aéreo - gris oscuro, aterciopelado
figmento soluble ~ ninguno.
Agar leche descremada
Crecimiento vegetativo - tostado;
Micelio aéreo - escaso, griséceo;
Pigmento soluble - ligero pardeamiento del medio;
Hidrélisis de la caseina - bueha.
Leche de tornasol
Crecimiento yégetativo - anillo de crecimiento moderado,
tostado oscuro; :
Micelio aéreo -~ ninguno;
Color - pGrpura;
Coagulacidn y/o peptonizacién - peptonizacidn comﬁleta;
volviéndose alcalino, pH 8,2.
Leche descremada
Crecimiento vegetativo - anillo de crecimiento moderado,
tostado;
Micelio aéreo - ninguno;
Picmento soluble - tostado;
Coagulacién y/o peptonizacidn ~ peptonizacidn com?leta;

volviéndose alcalino, pH 8,0.
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Agar tirosina

Crecimiento vegetativo - reverso marrdn oscuro;
Micelio aéreo - gris oscuro;
Pigmento soluble - ligero pardeamiento del medio;

Descomposicibdn de la tirosina - nula.

Agar peptona-hierro-extracto de levadura

Crecimiento vegetativo - tostado;
Micelio aéreo - escaso, griséceo;
Pigmento soluble - ninguno;
Melanina - ninguna;

Produccibn de st - nula.

Agaf nutritivo -

Crecimiento vegetativo - reverso marrdn grisfceo claro boy
deado de marrdn grisidceo mds oscuro;
Micelio a8reo - gris claro bordeado de gris oscuro;

Pigmento soluble = ninguno.

Agar almiddn nutritivo

Crecimiento vegetativo - tostado bordeado de gris;
Micelio aéreo - gris medio bordeado de gris oscuro;
Pigmento soluble - ninguno;’

Hidr6lisis del almidén - buena.

Agar nutritivo gelatina

Crecimiento vegetativo - incoloro bordeado de gris oscuro;
Micelio aéreo - blanco griséceo;
Pigmento soluble - ninguno;

Licuefaccidn de la gelatina - buena.

Trozo de patata

Crecimiento vegetativo - buen crecimiento, intensamente

.

arrugado;

‘Micelio aéreo - gris a gris verdoso;
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Pigmento soluble ~ ligero pardeamiento del medio.
Suero sanguineo de Loeffler
Crecimiento vegetativo - color crema;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - ninguno;
Licuefaccidén - nula.
Planchas de gelatina
Crecimiento vegetativo -~ color crema;
Micelio aéreo - ninguno;
figmento soluble - ninguno;
Licuefaccidn de la gelatina - buena.

Tod;s las lecturas indicadas en lo que antecede fueron
tomadas al cabo de 3 semanas de incubacidn a 28°C, salvo in-
dicacidn en contrario. El pH de lgs medios utilizados en es-
tos estudios era aproximadamente neutro, es decir, 6,8~7,2.

Las designaciones de color utilizadas en la descripcidn es-

t&n de acuerdo con las definiciones del Color Harmony Manual,

cuarta edicidén (1958), Container Corporation of America,
Chicago, Illinois.

También se determiné la capacidad del Streptomyces

flavogriseus NRRL 8139 para utilizar o asimilar diversos hi-

dratos’ de carbono. Para este fin, el microorganismo fué cul-
tivado en un medio sintético basal (Pridham y Gottliel) con~
teniendo 1 % de hidrato de carbono a 28°C, durante 3 semanas.
El‘pH de los medios empleados én el estudio era aproximada-
mente neutro (6,8-7,2). La Tabla I muestra la utilizacién de

estas fuentes de hidratos de carbono por el Streptomyces

flavogriseus NRRL 8139, donde: + = buen crecimiento, + = mal
crecimiento y - = crecimiento nulo sobre el hidrato de carbo-

no particular.

C e ke e ke e et ————— o t——_y " - T T
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TABLA I
Glucosa + Maltosa +
Arabinosa + Manitol +
Celulosa - - Manosa +
" Fructosa =+ Refinosa -
Inositol - Ramnosa +
Lactosa + Sacarosa +

Xilosa +

EL grado.de crecimiento al variar la temperatura y el
oxigenO'féquerido por el microorganismo es el siguiente:
Temperaturas (agar extracto de levadura - dextrosa + sales)

., 28°C = bueno

37°C = buen crecimiento vegeéativo; no hay hifas aéreas

50°C = crecimiento nulo. ’
Oxigeno requerido (cultivo en lémina en agar extracto de le-
vadura-dextrosa + sales):

Aerobio,

Las caracteristicas morfolbgicas y de cultivo del

Streptomyces flavogriseus NRRL 8140 estén indicadas en la

siguiente tabla.

Morfologia - Los espordforos son cadenas ramificadas, de li~
neales a flexuosas de esporas, formando mechones. Las ca-
denas tienen una longitud superior a 10 esporas. Las es-

» «

poras son de forma esférica a oval - 0,9 U x 1,2¥U (970 x

Caracteristicas de cultivo

Agar harina de avena
Crecimiento vegetativo - reverso tostado amarillento bor-

deado de marrdn oscuro;
Micelio aéreo - gris claro bordeado de gris medio;

Pigmento soluble - ninguno.
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Agar Czapek Dox (agar sacarosa-nitrato)
Crecimiento vegetativo - reverso marrdn bordeado de ma-
rrdn oscuro;
Micelio aéreo - gris medio, aterciopelado;
éigﬁento solﬁble - ninguno. .
Agar alblmina de huevo
Crecimiento vegetativo - reverso tostado grisiceo con
secciones de intenso tostado amarillen&n
Micelio aéreo - secciones de gris medio, blanco gfiséceo
Yy grié amarillento (2 dc);
Pigmento soluble - tostado muy claro.
Agar glicerol-asparagina ~
Crecimiento vegetativo - tostado amarillento;
Micelio aéreo - escaso, grisiceo;
Pigmento soluble - ninguno. |
Agar sales inorgdnicas - almiddn
Crecimiento vegetativo - reverso crema grisfceo;
Micelio aéreo -~ gris medio, aterciopelado;
Pigmento soluble - ninguno.
Agar extracto de levadura-dextrosa + sales
Crecimiento vegetativo —rfeverso marrdn oscuro;
. Micelio aéreo - gris oscuro mezclado con gris claro,
aterciopelado;
Pigmento soluble - ninguno.
Aéar extracto de levadura-extracto de malta
Crecimiento vegetativo -~ reverso marrdén oscuro;
Micelio aéreo - gris oscuro, aterciopelado;
Pigmento soluble - nirguno.
Agar peptona-hierro-extracto de levadura

Crecimiento vegetativo - tostado;
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Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble =~ ninguno;

Melanina - ninguna;

- Produccidn de HZS - nula.

Agar nutritivo

Crecimiento vegetativo - tostado claro;
Micelio aéreo — ninguno;

Pigmento soluble - ninguno.

Agar almidbén nutritivo-

Crecimiento vegetativo = color crema;

Micelio a8reo = ninguno;

'Pigmento soluble - ninguno;

Hidrdlisis del almidén - buena.

Agar gelatina nutritivo

Crecimierto vegetativo - color crema;

Micelio aéreo - ninguno;

,Pigmento soluble - ninguno;

Licuefaccidn de la gelatina - buena.

Placas de gelatina

Crecimiento vegetativo - tostado;
Micelio aé&reo - ninguno;

Pigmento soluble = ninguno;

‘Licuefaccidn de la gelatina - completa.

Agar leche descremada

Crecimiento vegetativo - tostado;
Micelio a&reo - ninguno;
Pigmento soluble - ninguno;

Hidrélisis de la caseina - buena.

Leche de tornasol

Crecimiento vegetativo - anillo de crecimiento

tostado;
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Micelio aéreo - ninguno;
Color - pflirpura parduzco;
Coagulacién y/o peptonizacién - peptonizacidn completa,
volviéndose alcalina, pH 8,0. o
Leche descremada
Crecinmiento vegetativo - tostaqo, anillo de crecimiento
moderado;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - marrén claro;
Coagulacidn y/o peptonizgcién - peptonizacibn completa,r
volviéndose alcalina, pH 8,5.
Trozo de patata | i
Crecimiento vegetativo - bueno, color tostado;
Micelio aéreo - muy escaso, blanquecino;
Pigmento soluble - ninguno.
Suero sanguineo de Loeffler
Crecimiento vegetativo - color crema;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - ninguno;
Licuefaccidn - nula. .
Agar tirosina
. Crecimiento vegetativo - tostado;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - ligero pardeamiento del medio;

Descomposicidn de la tirosina - muy ligera.

Todas las lecturas indicadas anteriormente fueron toma-

das al cabo de 3 semanas de incubacidn a 28°C, salvo indica-
cidn en contrario, E)l pH de los medios utilizados en estos

estudios era aproximadamente neutro, es decir, pH 6,8-7,2.

Las designaciones de color utilizadas en la descripcidn estén

o wvan eamraeegas aio on

.
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de acuerdo con las definiciones del Color Harmony Manual,

cuarta edicién (1958), Container Corporation of América,
Chicago, Illinois.

También se determind la capacidad del Streptomyces

flavogriseus NRRL 8140 para utilizar o asimilar diversos

hidratos de carbono. Para este fin, el microorganismo fud
cultivado sobre un medio sinté&tico basal (Pridham y Gottlieb
conteniendo 1 % del hidrato de carbono a 28°C, durante 3 se-
manas. E{ pH de los medios emplcados en el estudio era apro-
ximadamente neutro (6,8-7,2). La Tabla II muestra la utili-
zacibn de estas fuentes de hidratos de carbono por el

Streptomyces flavogriseus NRRL 8140, donde: + = buen creci-

miento, + = crecimiento pobre y - = crecimiento nulo sobre
el hidrato de carbono particular.

TABLA TII

Glucosa + Maltosa +
Arabinosa + Manitol +
Celulosa - Manosa +
Fructosa + Rafinosa +
Inositol + Ramnosa +
Lactosa . + Sacarosa +

- Xilosa +
El grado de crecimiento al variar la temperatura y el
oxfgeno requerido por el microorganismo es el siguiente:
Témperaturas (agar extracto de levadura-dextrosa + sales):

28°C = bueno

37°C = crecimiento vegetativo moderado; no hay hiias
aéreas
50°C = crecimiento nulo.

Oxigeno requerido (cultivo en placas en agar extracto de le-
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vadura-dextrosa + sales):

Aerobio.

Se sobreentiende que paré la produccidn de los nuevos
antibidticos de esta invenciéh, la misma no se limita al

organismo Streptomyces flavogriseus o a los organismos que

responden totalmente a las caracteristicas de crécimiento ¥
microscépicas dadas con fines ilustrativos. De hecho, se de-
sea y pretende incluir el uso de los mutantes producidos
a partir del organismo descrito por diversos medios, tales
como radiacién X, radiacidén ultravioleta, mostaza nitrogena~
da, exposicitn a fagos y similares.

Los nuevos antibibticos de la invencidn, 890A2 y 890A5,
son producidos durante la fermentacidn aerobia, bajo condi-
ciones controladas, de medios nutritivos acuosos adecuados,

inoculados con cepas del organismo Streptomyces flavogriseusi

Son adecuados para la produccidn de los antibidticos 890A, ¥
890A5 los medios acuosos como los empleados para la produc-
cibn de otros antibibticos. Estos medios contienen fuentes
de carbono, nitrdgeno y sales inorg&nicas, asimilables por
el microorganismo. :

En general, como fuentes de carbono asimilables en el
medio nutritivo, pueden utilizarse, sblos o en combinacidn,
hidratos de carbono como azficares, por ejemplo dextrosa, glu-
cosa, fructoéa, maltosa, sacarosa, xilosa, manitol y simila-
res y almidones como dextriha O como granos, por ejemplo ave-
na, centeno, almidén de maiz f harina de mafiz y similares.
La cantidad exacta de la fuente o fuentes de hidratos de car-
bono utilizada en el medio depende en parte de los otros
ingredientes del medio pero, en general, habitualmente la

cantidad de hidrato de carbono varfa entre 1 % y 6 % del pe~
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ria, harina de soja, harina de algoddn, hidrolizados de casef-

‘resultados 6ptimos, es preferible efectuar la fermentacidn

-15 ~

so del medio, aproximadamente. Estas fuentes de carbono pue-
den ser utilizadas individualmente o pueden combinarse en el
medio varias de estas fuentes. En general, pueden utilizarse
muchos materiales proteicos como fuentes de nitrSgeno en el
proceso de fermentacién. Las fuentes de nitrbgeno adecuadas

son, por ejemplo, hidrolizados de levadura, levadura prima-

na, licor de infusibn de mafz, solubles de destilerifa o pas-
ta de tomate y similares. Las fuentes de nitrbgeno, sblas o
en combinacién, se utilizan en proporciones que oscilan apro
ximadamente entre 0,2 y 6 % del peso del medio acuoso.

Entre las sales inorglnicas nutritivas que pueden incox
porarse a los medios de culitivo se encuentran las sales ha-
bituales capaces de formar ionss sodio, potasio, amonio, cal
cio, magnesio, fosfato, sulfato, éloruro, carbonato y simi-
lares. También estfn incluidos los metales traza como cobal-
to, manganeso y hierro.

Debe observarse que los medios descritos en los ejemples
son simplemente ilustrativos de la amplia variedad de medios
que pueden emplearse y no se pretente que sean limitativos.

La fermentacibn se realiza a temperaturas comprendidas

entre 20 y 37°C aproximadamente; sin embargo, para obtener

a temperaturas de 23 a 28°C aproximadamente. El pH inicial
de los medios nutritivos adecuados para cultivar cepas del

Streptomyces flavogriseus y producir los antibidticos 890A2

Yy 890A5 puede variar aproximadamente entre 6,0 y 8,0.
Aunque los nuevos antibidticos 890A2 y 89OA5 son pro-
ducidos mediante cultivos superficiales y sumergidos, se

prefiere efectuar la fermentacidn en estado sumergido.
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Es conveniente realizar una fermentacién a pequefia es
cala del antibibtico mediante inoculacidn de un medio nutri-
tivo adecuado con el cultivo productor de antibidtico y, desH
pués de la transferencia a un medio de produccidn, permitiend
que la fermentacibn transcurra a una temperatura constante
de unos 28°C en un sacudidor, durante varios dfas.

La fermentaci6én es iniciada en un matraz esterilizado
de medio nutritivo, a través de una o mis fases de siembra,
El medio nutritivo de la fase de siembra puede ser cualquier
combinacibén adecuada de fuentes de carborio y nitrégeno, EL
matraz de siembra se sacude en una cdmara a temperatura cons-
tante de unos 28°C durante un dfa, o hasta que el crecimiento
es satisfactorio y parte del cultivo resultante se utiliza
para inocular una segunda fase de siembra o el medio de pro-
duccidn. Los matraces de siembra de las fases intermedias,
cuando se utilizan, se desarrollan esencialmente de la misma
forma; es decir, parte del contenido del matraz procedente de
la Gltima fase de siembra se qtiliza para inocular el medio
de produccidn. Los matraces inoculados se sacuden a tempera-
tura constante durante varios dfas y al final del periodo
de incubacidn se centrifuga o filtra el contenido del matraz.

N Para el trabajo a gran escala, es-preferible efectuar
la fermentacidn en tanques adecuados provistos de un agita-
dor y medios de airecar el medio de fermentacién.

De acuerdo con este método, el medio nutritivo se pre-
para en elrtanque y se esteriliza calenténdolo a temperaturas
de hasta unos 120°C. Al enfriar, el med16 estefilizado se ino
cﬁla con una siembra previamente cultivada del cultivo produc
tor y se permite que transcurra la fermentacidn durante un

cierto periodo de tiempo, por ejemplo de 1 a 6 dias, mientras

o
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se agita y/0 airea el medio nutritivo y se mantiené la tempe-
ratura alrededor de 24-28°C. Este método de produccibn de

los antibidticos 890A2 Yy 890A5 es especialmente adecuado pa-
ra la preparacibn de grandes cantidades de los antibidticos.

PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS DE LOS ANTIBIOTICOS 890Ay y 890A.

“cuando se liofiliza de una soluciln acuosa y es muy soluble

Propiedades del antibidtico 890A2

El antibiético 890A2 es una sustancia 8cida que se mug-
ve hacia el polo positivo por electroforesis a pH neutro.

La-sal sbdica del antibidtico 890A2 es un polvo blancd

en agua.

El espectro de absorbancia ultravioleta presentz mé-
ximos a 308 y 228 nm y un minimo a 262 nm. E1 E % a 308 nm
de la sal sbdica del antibidtico 890R, en agua a pH neutro
se estima que es superior a 490. La relacibén de los valores
de la absorbancia, A308/A260' es 1,91 y A308/A228 es 1,02
para las mejores muestras obtenidas; la evidencia de peque-
flas cantidades de impurezas gque quedan en estas muestras su-
gieren que las relaciones pueden'ser ligeramente més altas
para una muestra de pureza definitiva.

M&s del 80 % de la absorcidn a 308 nm puede ser elimi-
nado ﬁor reaccién con hidroxilamina y se observa una disminu-
cibn similar por reaccidn con cisteina. La absorbancia a
260 nm después de estas feacciones aumenta aproximadamente
en la cuarta parte de la magnitud de la disminucién de A308‘
Bajo las condiciones descritas en la seccidn titulada Bioan&-
lisis I1II para determinar los valores AEHA308, la cinética
de la reaccidn parece ser de primer orden con una vida me-
dia a la temperatura ambiente comprendida entre 0,5 y 1,5 mi-

nutos.
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La siguiente tabla contiene las senales de RMN a
100 MHz para la sal sddica de 890A2 en D,0, relativa al pa-
trén interno 2,2-dimetil-2Z-silapentan-5-sulfonato sddico,
denominado en lo que sigue DSS; los desplazamientos quimicos
estdn dados en ppm y las constantes de acoplamiento en Hz;
estén indicacdas las multiplicidades aparentes.

1,33 (@, 7 = 6, Eﬂa‘é“’j 2,07 (S, CHyC=0); 3,15 (m,
C-CH,=G); 3,69 (m, TCH-C=0); V4,3 (SCHNy CH-OH), 6,09
y 7,12 (dobletes, J = 13,5, S5-CH=CH-N) .

La potencia antibidtica del 890A2; medida sobre Vibrio
percolans ATCC 8461 como se describe en la seccibdn titulada

Biocandlisis I, es aproximadamente de 180 unidades por unidad

de RBHA308.

Propiedades del antibidtico 890a

El antibiético 890A5 es una sustancia &cida que se mue
ve hacia el polo positivo por electroforesis a pH neutro.

La sal s8dica es un polvo blanco cuando se liofiliza
en una solucidn acuosa. .

El espectro de absorbancia ultfavioleta presenta méxi-
mos a 308,5 y 228 nm y un miniﬁd'a 262 nm. E1L BE % a 308,5 nm
de una solucibn de la sal sddica del antibidtico 890A; en
agué a pH neutro se estima en 490 para una muestra pura; la
relécién de absorbancias A308/A260 es 2(0 y la relacidn
A308/A228 es 1,03. Mas del 90 % de la absorcién a 308 nm pue-
de ser eliminada por reaccién con hidroxilamina, dando un prof
ducto con una absorbancia mayo£ a 260 nm. La magnitud del
aumento de Ry6p ©S aprokimadamente un cuarto de la disminuciéT
de A308‘ La cinética de la disminucidn de B30 bajo las con-
diciones descritas para medir la AEHA30é parece ser de primer

orden, con una vida media a la temperatura ambiente compren-
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cero a 257,5 nm y un minimo negativo de 220 nm, con una elip-
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dida entre 1.y 3 minutos.
El espectro de dicroismo circular del 890A5 tiene un
méximo positivo a 304 nm, con una elipticidad especifica de

7189 grados-ml por decimetro~gramo, un punto de elipticidad

ticidad especifica de -21.218 grados-ml por decimetro-gramo.
Para calcular estos valores, se estima la concentracién de
890As a partir ge la absorbancia a 308 nm, utilizando un va-
lor E % de 490 a esta longitud de onda.

La siguiente tabla contiene las senales de RMN a
100 MHz para la sal sbdica de 890A5 en DZO’ relativa al pa-
tr6n interno DSS; los desplazamientos quimicos estén dados
en ppm y las constantes de acoplamiento en Hz; gstén indica-
das las multiplicidades aparentes.

1,29 (d, 0 = 6,2, E§3'$H9; 2,05 (s, CH3$=O); 3,09
(aproximadamente d de d"¢'9§2'¢* 3,41 (d de 4, J = 5,0, 3,0,
::CE‘$=°)7 4,16 (m, = CH-N y CH-OH); 6,00 y 7,11 (doble-
tes, J = 13,8, S-CH=CH-N).

La potencia antibidtica del 890A5, medida sobre Vibrio
percoléns ATCC 8461, es de 12 unidades por unidad AEHA308.

Anglisis espectral de masas del 890A2 y del 890A5

Los datos del espectro de masas para el 890A5 se obtie
nen éobre derivados trimetilsililicos, preparados a partir
de sales amdnicas del anfibiético con bis-trimetilsililtri-
fluoracetamida en dimetilformamida. La conversibn de la sal
sédica del antibiftico en las sales amdnicas se realiza uti-
lizando la sal ambnica de una resina £cida cambiadora de ion.

La trimetilsililacidn de los antikidticos 890A2 Y 890AE
da lugar a tres derivados diferentes: un derivado dislulderi-

vado tri-trimetilsililado (pesos moleculares 456 y 528, respeg
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tivamente) y una pequefia cantidad de derivado tetra-trimetil-
sililado de un prodtcto hidrolizado (peso molecular 618), don
de el anillo de B-lactama esti abierto.

Los valores de los fragmentos del espectro de masas
més importantes se dan a continuacidn:

derivado di-trimetilsililado: 441, 299, 298 y 84;

derivado tri-trimetilsiliado: 513, 371 y 156;

derivado tetra-trimetilsiliado (solamente se observa

una senal de baja resolucidn): 618 y 603.

Se cree gue los antibidticos 890Aé y 890a; son isdme~

ros con la siguiente estructura molecular:

0
CH3~CH (OH)—

g
o )
CoOH

(1)

]
S-CH=CH-NH-C~CH3

Los antibidticos 890A, y 890Ag son caracterizados ade-
mis por los siguientes perfiles del espectro antibidtico.

El ensayo para determinar el perfil del espectro anti-
bidtico del antibidtico 890A2_§e realiza saturando unos dis-
cos de papel de 0,25"'(6,3 mm) de difmetro en una solucidn
del antibidtico 890A, en metanol al 5 %, a una concentracién
de 5 ug/ml; secando al aire los discos de papel saturados y
colocéndolos sobre la suﬁerficie de placas Petri de 100 x 15
mm conteniendo 5 ml de ;gar.nutriente sembradomés0,2 % de
extracto de levadura.

El ensayo para déterminar el perfil del espectro anti-
bibdtico del antibidtico 890a, se realiza por aplicacidn de un

gotita de 0,015 ml de una solucidn acuosa que contiene 33 ug/

ml del antibidtico sobre la superficie de una placa Petri de
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100 x 15 mm conteniendo 5 ml de agar nutritivo sembrado a
0,2 % de extracto de levadura. Los resultados, expresados
como difmetro en milimetros de 'la zona de inhibicibén, estén
indicados en la Tabla III.

Los espectros de los antibibticos 890A2 y 890A5 son
bastante similares, excepto para la resistencia dd.890A5 a
la inactivacién por la penicilinasa Difco y la lactamasa o
lactamasas producidas por una cepa resistente a larcefalospo-

rina C de Vibrio percolans (MB-2566). Los resultados también

indican que el antibibtico 8902, es marcadamente mis potente

que el 890A5.
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TABLA III

Perfil del espectro antibacteriano in vitro (PEA) de los antil

Organismo Merck n°® ATCC n°
Bacillus sp. MB-633 -
Proteus wvulgaris MB~1012 -
Pseudomonas aeruginosa MB-979 -
Serratia marcescens - 990
Stapnylococcus aureus - 6533‘P
Bacillus subtilis - 6633
Sarcina lutea - 9341
Staphylococcus aureus 1MB-698 -
Streptococcus faecalis -MB-753 K=
Alcaligenes faecalis - 213
" srucella bronchiseptica - 4617
Salmonella gallinarum MB-1287 -
Vibrio percolans - 8461
Xanthomonas vesicatoria MB-815 -
Proteus vulgaris - 21.100
#scherichia coli MB-1418 -
Pseudomonas stutzeri - 11.607
Klebsiella pneumoniae MB-1264 -
Aerobacter aerogenes MB-835 -
Erwinia atroseptica - 4466
Pseudomonas aeruginosa MB-2824 -
Corynebacterium psehdodiph. - 9743
Escherichia ccli - 9637
Streptococcus faecium MB-2820 -
Streptococcus agalactiae MB-2875 -




ro antibacteriano in vitro (PEA) de los antibibticos 890A, y 890A

TABLA III

22 =~

5

Difmetro de la zona demlu_blci_én, T

Merck n° ATCC ne 890A, - 5 ug/ml 890A; - 33 ug/ml
MB-633 - 40 18
MB-1012 - 11 23
MB-979 - 0 0

- 990 22 29

- 6533 D 34 34

- 6633 42 27

- 9341 42 40
MB-698 - 30 35
.MB—753 K- 12 0
- 213 34 25

- 4617 29 22
MB-1287 - 33 26
- 8461 31 32
MB-815 - 29 20
- 21.100 30 27
MB-1418 - 32 27
- 11.607 19 14
MB-1264 - 31 27
MB-835 - 27 24
- 4466 26 21
MB-2824 - 13 0
- 9742 35 33

- 9637 29 24
MB~2820 - 22 0
MB-2875 - 32 - 27
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TABLA III (continuac]

Organismo Mexrck n° ATCC n°
Vibrio percolans resistente a la cefalosporimic MB-2566 -
Proteus vulgaris (episomo)a . MB-2112 -
Proteus mirabilis : MB~-3126 -
Staphylococcus aureus (resistente a la meticilina) MB-2949 -

Vibrio percolans + 2 x 105 unidades/ml de penici

linasa MB-1272 .;

Vibrio percolans + lactamasa de Aerobacter MB-1272 -

a
Este episomo comunica resistencia a la tetraciclina, al cloranfenicol,

a una concentracién de 20 ug/ml y a la neomicina a una ccreentracidn de




TABLA III {continuacidén)

Dismetro de la zona de inhibicidn, mm

'Merck n° ZTCC n°® 890A2 - 5 ug/ml SQOA5 - 33 vg/ml
la cefalospminéc MB-2566 - ’ 11 : 35
MB-2112 - 33 23
MB-3126 - 22 20
te.a la meticilina) MB-2949 - 11 15
dades/ml de penici
MB-1272 - 7 40
e Aerobacter . MB-1272 - _ 31 . 36

encia a la tetraciclina, al cloranfenicol, a la kanamicina y a la estreptomicina,

/ml y a la neomicina a una ccncentracidn de 25 ug/ml y a las drogas sulfa.
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El antibibtico 890a, presenta actividad in vivo con-
tra organismos Gram-negativos y Gram-positivos y, por lo
tanto, es fitil para controlar las infecciones bacterianas
en los animales y en el hombre. Para determinar la actividad
in vivo, el antibidtico 890A2 se disuelve en NaCl 0,15M,
fosfato sédico 0,01M, pH 7,0 y se diluye con agua para dar
cinco concentraciones diluidas al cuddruple de la droga para
su ensayo. Unos ratones hembras blancos suizos, con un peso
de unos 21 g por término medio, se infectan intraperitoneal-
mente con el organismo de ensayo suspendido en caldo. Se de-
termina el nGmero de organismos inyectados por técﬁicas de
recuento en placa normalizadas. En el momento de la infec-

cibén y de nuevo 6 horas mis tarde, algunos de los ratones

son tratados intraperitonealmente con el antibiftico. Se utit

lizaron 5 ratones para cada concehtracién de la droga ensa-
yada. Otros 2 ratones mds, no infectados, se trataron con .el
antibittico para-determinar si la cantidad de agente inyectas
da era tdxica. Se incluyeron gontroles de 5 ratones para ca-
da una de las diversas diluciones del cultivo infectante en
cada ensayo, con objeto de calcular los n@meros de organis-
mos gue eran letales al 50 % dé los ratones infectados y no
tratados (DLSO). Este cdlculo se realizb utilizando los da-
tos de supervivencia al séptimo dia después de la infeccibn.
para cuyo tiempo también se calculd la cantidad de la droga
qgue debe proteger al 50 % dé los ratones infectados (DESO).
Todos los animales que recibieron este ataque y no
fueron tratados con el antibidtico muriéron dentro de las
48 horas subsiguientes a la infeccidn. La eficacia del anti-
biético 890A2, con una potencia de 39 unidades/ml, contra

Salmonella schottmuelleri MB-2837 estid indicada a continuvacid

]
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’de.partes de solucidn, para destruir e inhibir el crecimiento

a DE50 X 2 dosis
Unidades/ml . Via Unidades

59 i.p. 19

a
La unidad/ml estd definida bajo el titulo Biocan&lisis I.

Los antibidticos 890A2 y 890A5 son valiosos antibid-
ticos activos contra diversas bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas y, por consiguiente, encuentran aplicacidn en
medicina humana y en veterinaria. Los compuestos de esta in-
vencidn pueden ser utilizados s6los o en combinaciones entre
si como drogAS antibacterianas para el tratamiento de las in+
fecciones-causadas por las bacterias Gram-positivas o Gram-

negativas, por'ejemplo contra Staphylococcus aureus, Proteus

mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y

Salmonella schottmuelleri. Los materiales antibacterianos de
la invencifn pueden ser utilizados adem&s como aditivos de

los piensos para animales, para la preservacidén de alimentos
y como desinfectantes. Por ejemplo, pueden emplearse en compq
siciones acuosas a concentraciones gue oscilan aproximadamen-
te entre 0,1 y 100 partes de antibibtico por millén de partes
de solucidn o preferiblemente a concentraciones que oscilan

aproximadamente entre 1 y 10 partes de antibibético por millén

de las bacterias perjudiciales sobre el equipo dental y médi-
CO y como bactericidas en aplicaciones industriales, por ejen
pio en las pinturas acuosas y en el agua blanca de las fabri-
cas de papel para inhibir el crecimiento de bacterias perju-
diciales.

Los antibibticos de esta invencién pueden ser utiliza-
dos en diversos preparados farmacduticos como ﬁnicos ingre-

dientes activos o en combinacidn con uno o mis antibidticos
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distintos o con una o mis sustancias farmacolbgicamente
activas. Como ejemplo de los primeros, un antibidtico de
aminociclitol, como la gentamicina, puede ser coadministra-

do para reducir al minimo cualquier opoitﬁnidad de que sur-

jan organismos resistentes. Como ejemplo de las Gltimas, puert

den combinarse el difenoxilato y la atropina en formas de
dosificacifbn destinadas a la terapia de la gastroenteritis.
Los antibidticos pueden emplearse en forma de cépsulas o co-
mo tabletas, polvos, soluciones o suspensiones liquidas o
elixires. Pueden ser administrados por via oral, tdpica,
intravenosa o intramuscular. Ademds, los antibibticos 890A2
Yy 890A5 pueden ser utilizados en combinaciones entre si..
Las tabletas y cdpsulas para administracidn oral pue-
den presentarse como dosis unitarias y pueden contener exci-
pientes convencionales tales como agentes ligantes, por ejem-
plo jarabes, goma arébiga, gelatina, sorbitol, tragacanto o
polivinilpirroclidona; cargas, por ejemplo lactosa, azfcar,
almiddn de maiz, fosfato célcico, sorbitol o glicina; lubri-
cantes, por ejemplo estearato magnésico, talco, polietilen-
glicol y silice; desintegranteé, por ejemplo almiddén de pa-
tata o agentes humectantes aceptables como laurilsulfato
sddico. Las tabletas pueden recubrirse siguiéndo métodos
muy conocidos en este campo. Los preparados liquidos orales
pueden encontrarse en forma de suspensiones, soluciones o
emulsiones acuosas u oleosaé, jarabes, elixires, etc, o pue-
den presentarse como producto éeco para su reconstitucidn con
agua u otros vehiculos adecuados antes de su usoc. Estos pre-
parados liquidos pueden contener los aditivos convencionales
tales como agentes suspensores, por ejemplo jarabe de sorbi-

tol, metilcelulosa, jarabe de glucosa/azficar, gelatina, hidro

[
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xietilcelulosa, carboximetilcelulosa, gel de estearato de
aluminio o grasas comestibles hidrogenadas; agentes emulsio-
nantes como por ejemplo lecitina, monooleato de sorbitano o

goma aré&biga; vehiculos no acuosos entre los que pueden en-

contrarse los aceites comestibles, por ejemplo aceite de almen

dras, aceite de’ coco fraccionado, ésteres oleosos, propilent
glicol o alcohol etflico; preservativos, por ejemplo p-hidrof
xibenzoatos de ' metilo o de propilo o &cido sbrbico. Los supoj
sitorios contendr&n las bases convencionales para suposito-
rios, v.g. manteca de cacao u otro glicérido.

Las composiciones para inyeccidn pueden presentarse
en forma de dosis unitarias en ampollas o en envases de dOSiT
mGltiples con un preservativo agregado. Las composiciones
pueden adoptar la forma de suspensiones, soluciones, emulsio+
nes en vehiculos oleosos o acuosos y pueden contener agentes
de formulacidn tales como agentes suspensores, estabilizan-
tes y/o dispersantes. Alternativamente, el ingrediente acti-
vo puede encontrarse en forma de polvo para su reconstitucidr
con un vehiculo adecuado, v.g. agua estéril y exenta de pird-
genos, antes de su uso.

Las composiciones tambidn pueden prepararse en formas
adecuadas para su absorcidn a través de las membranas mucosas
ae'la nariz y de la garganta o de los tejidos bronquiales y
pueden convenientemente édoptar la forma de polvo o nebuliza-
ciones o inhalaciones liquidas,trochas ., pinturas para la gar-
ganta, etc. Para la medicacidn de los ojos u oidos, los pre-
paiados pueden presentatse como cdpsulas individuales, en
forma liquida o semisdlida, o pueden utilizarse como gotas,
etc. Las aplicacionés tOpicas pueden ser formuladas en ﬁ;;“

ses hidr6fobas o hidrdfilas, como ungllentos, cremas, lociones

[4



- 10

15

20

25

30

pinturas, polvos, etc.

Asimismo, adem@s de un vehiculo, estas composiciones
pueden contener otros ingrediehtes como estabilizantes, li-
gantes, antioxidantes, preservativos, 1ub£icantes, agentes
suspensores, agentes modificadores de la viscosidad o agen-~
tes aromatizantes y similares. En veterinaria, por ejemplo en
el tratamiento de pollos, vacas, corderos, cerdos y simila-
res, la composicidn puede ser formulada, por ejemplo, como
preparado intramamario en bases de accién prolongada o de
liberacién rapida. ’

La dosis a administrar depende en alto grado del esta-

do del paciente en tratamiento, del peso del huésped y del

tipo de infeccifn, de la via y frecuencia de administracidn,
siendo preferida la via parenteral para las infecciones ge-
neralizadas y la via oral para las infecciones intestinales.
En el tratamiento de las infecciones bacterianas en
el hombre, los compuestos de esta invencidn se administran
por via oral o parenteral, siguiendo procedimientos conven-
cionales para la administraciéﬁ de antibibticos, en una pro-
porcibn que oscila aproximadaménte entre 2 y 600 mg/kg/dia
y prefcriblemente entfe 5 y 100 mg/kg/dia, en dosis preferen-
temente fraccionadas, v.g.'3 a 4 veces al dia. Pueden ser ad-
ministrados en dosis unitarias que contienen, por ejemplo,
100, 330, 400 o 1000 mg dé ingrediente activo, con vehiculos

o excipientes adecuados, fisioldgicamente aceptables. Las do-

sis unitarias estén en forma de preparados liquidos como soluj
ciones o suspensiones ¢ como sdlidos en tabletas o cépsulas.
Naturalmente, se sobreentiende que la dosis éptima en cual-
quier caso dado dependerd del tipo y grévedad de la infeccidn

que ha de ser tratada y que se empleardn dosis menores para
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uso pediétrico, encontrandose al alcance de cualguier expér—1 -

to en este campo estos ajustes.
Dentro de esta invencidn estan incluidas las sales
no téxicas y farmacéuticamente aceptables de los antibidti-

cos 890A2 y 890A5; por ejemplo, las sales farmacoldgicamen-~

te aceptables formadas con hases orgénicas e inorgénicas ent

tre las que se encuentran, por ejemplo, las sales metélicas
derivadas de los hidrdxidos, carbonatos o bicarbonatos de
metales alcalinos o alcalino-térreos, como las derivadas de
sodio, potasio, amonio y calcio y las sales derivadas de
aminas primarias, secundarias o terciarias como monoalquil-
aminas, dialquilaminas, trialquilaminas, alcanolaminas infe-
riores, dialcanolaminas inferiores, alquilen@iaminas inferig
res, N,N-diaralquil-alquilen(inferior)diaminas, aralquilami-
nas, amino-alcanoles inferiores, N,N-dialquil (inferior)ami-
no-alcanoles inferiores, &cidos amino-, poliamino- y guanidj
no-alcanoicos inferiores y aminas heterociclicas nitrogena-
das. Como ejemplos representativos citaremos. las sales deri-
vadas de hidréxido sddico, hidrdxido ambnico, carbonato sé-
dico, bicarbonato sédico, carbonato pot&sico, hidrdxidc po-
tésico, carbonato cilcico, trimetilamina, trietilamina, pi-
peridina, N-etilpiperidina, morfolina, quinina, lisina, pro-
tamina, arginina, procaina, etanolamina, morfina, bencilami-
na, etilendiamina, N,N'-dibenciletilendiamina, dietanolami-
na, piperazina, dimetilamiﬁoetanol, 2—~amino-2-metil~l-propa-
nol, teofilina, N—metilglucamina y similares..
Las sales de los compuéstos de esta invencidn pueden
ser preparadas por métodos convencionales muy conocidos en

la técnica. Por ejemplo, las monosales-como la .sal monosddi-
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|Otros miembros representativos de esta clase de resinas cambia

sbédico con un equivalente del producto (I) en un disolvente
adecuado. También pueden prepararse sales mixtas con catio-
nes divalentes combinando un mol de una base divalente con
un mol del producto (I} més un equivalente de otro ééidé.
Alternativamente, pueden obtenerse sales por tratamiento de
un equivalente de una base que contiene un catidn divalente,
como hidrdxido cllcico, con un equivalente del producto (I).

Las sales de esta invencidn son derivados no téxicos y farma-

colbgicamente aceptables que pueden ser utilizados como ingre
diente activo en formas farmacéaticaé de dosis unitarias ade-
cuadas., Asimismo, pueden ser combinadas con otras drogas pa-
ra formar composiciones con un amplio espectro de actividad.

Los caldos de fermentacidn que contienen los antibid-
ticos 890A2 y 890A5, producidos de acuerdo con los procedi-
mientos aqui descritos, presentan actividades que oscilan
entre 2 y 170 unidades por mililitro aproximadamente, cuando
se analizan por el ensayo de difusidén en disco utilizando

Vibrio percolans (ATCC 8461). Los antibiéticos 890A2 y 890A5

cpntenidos en estos caldos de fermentacidn pueden ser recu-
perados y purificados por dive;sos procedimientos. Uno de es~
tos procedimientos'coﬁsiste en adsorber ;os antibidtices 890A;
y 890A‘5 sobre una resina cambiadora de anién fuertemente b&si-
ca. Son ilustrativas de estas resinas cambiadoras de anién
fuertemente bésicas las que poseen una matriz de estireno~di-
vihilbenceno, por ejemplo la resina de amonio cuaternario con
nfcleos de poliestireno Dowex 1 x 2 (manufacturada por Dow

Chemical Co., Midland, Michigan), en el ciclo de cloruro.

doras fuertemente bdsicas son los siguientes: Duolite A-40,

A-42, A-101, A~-102 y A-114 (manufacturado por Chemical Process

- es e meamie e
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Co., Redwood City, California); Amberlite IRA-400, IRA-401
e IRA-410. Alternativamente, puede utilizarse una resina

cambiadora de anidn débilmente b&sica, tal como Amberlite

. IRA-68. (Las resinas Amberlite son fabricadas por Rohm and

. r
Haas, Washington Square, Filadelfia 5, Pensilvania).

El antibiético adsorbido es fécilmente eluido de la
resina cambiadora de anidn con soluciones salinas en meta-
nol acuoso al 50 % (en volumen). El eluato asi obtenido pue
de ser purifiéédo todavia més, si se desea, por otros pro-
cedimientos de purificacidn. Asi, el eluato puede ser puri-

ficado concentréndolo y haciéndolo pasar a través de una

columna rellena con un polimero de éster acrilico de polariy

dad intermedia, tal como XAD-7 u é>o a través de una column;
rellena con un polimero de divinilbenceno ;eticulado, hidro;
fobo, no polar, y poliestireno, £al como XAD;l, 2 y 4, pre-
feriblemente %AD-Z. (Xap-1, 2, 4, 7 y 8-son fabricadas por
Rohm and Haas, Washington Square, Filadelfia 5, Pensilvania
Este procedimiento resuelve parcialmente los antibidticos
890A2 y 890A5. Las fraccione; ricas en 890A2 yrlas ricas en
89OA5 se reunen. Las fracciongs reunidas se purifican de
nuevo.

Un mééodo de obtencién de antibibticos 890A2 y
890A5 més pufificados hace uso de la técnica de filtracidn
por gel, a través de un gel de poliacrilamida con un tamafio
de poro que excluye las moléculas con un peso molecular su-
perior a 1800, tal como Bio~Gel P-2 '(%'abric:adb;por
Bio.Rad, Richmond, California). Tambidn pueden emplearse
para la desalacidn otros geles como Sephadex G~10.

El procedimiento preferido por el cual los antibib-

. ticos 890A2 y 890Ag pueden ser obtenidos con gran pureza a

i1

3
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e isopropanol al 50 %. También es aconsejable, cuando el

una segunda etapa de cromatografia con XAD-2. Esto proporcid

—32 =

partir de un caldo consiste en centrifugar o filgrar el
caldo para separar los sélidos;.adsorber y eluir el filtra-
do de una resina cambiadora de anidn, como Dowex 1 x 2,
en el ciclo de cloruro, con NaCl al 3.% en metanol acuoso
al 50 % (en volumen) que a la vez coﬁcentra y purifica par-
cialmente los antibidticos; pasé por una columna de ﬁAD—Z
adecuadamente preparada, que retrasa a los antibibticos y
con ello purifica y desalifica el eluato de Dowex 1 x 2.
Ademés,.el antibidtico 890A5 es retrasado mas que el anti-
bibtico 890A2 y por lo tanto se resuelven parcialmente los
dos antibidticos. Se reunen las fracciones enriquecidas en
890A2 Y 890A5 y se purifican/gg nuevo. Por cromatografia
en una resina de -400 mgllas Dowex 1 x 2, eluyendo con NaCl
y/o NH4C1 en metanol acuoso al 50 %, se obtiene un producto
exento de la mayoria de las impﬁrezas adsorbentes de UV (el
NH4Cl se utiliza para comunicar cierta capacidad reguladora
del pH al eluyente) y mediante desalacidn scbre Bio-Gel
P-2 o Sephadex‘G~10, se elimina la mayor parte de la sal
introducida en la cromatografia en Dowex-1 x 2.

Cuando se tratan por el procedimiento anterior los
caldos de poca potencia, el material final puede contener
cantidades significativas (mds del 50 %) de impurezas resi-
duales. Estas impurezas pueden ser reducidas mediante un ciy
clo adicional de cromatografia sobre Dowéx—l x 2, —-400 ma-

llas, eluyendo con una solucién que contiene cloruro sédico
antibibético se aisla de caldos de baja potencia, realizar

na una purificacidn adicional, elimina la sal residual y re-

suelve parcialmente el antibidtico 890A2 y el 890A5. Especin

mmw? oy A rg -
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" las soluciones de antibidtico que han de ser almacenadas se

ficamente, el 890A5 eluye mis tarde gue el 890A2 y los dos
pueden ser distinguidos por sus diferentes relaciones de big
actividad a AEHA308. Las fracciones que presentan una rela-

cién de biocactividad scbre Vibrio percolans ATCC 8461 g

AEHA3O8 de 180 unidades de bioactividad por unidad de
AEHA308 contienen el antibidtico 890A2 y las fracciones que

presentan una relacidn de bioactividad sobre Vibrio percolar

ATCC 8471 a AEHA308 de 12 unidades de bioactividad por uni-
dad de AEHA308 contienen el antibibdtico 890A5.

En la purificacidn por cromatogfafia en columna, en
general solamente se combinan para su posterior purificacidr
las fracciones del volumen elufdo que contienen antibibtico
de una pﬁreza del 30 % como minimo, calculada con respecto
a la fraccidn més pura. Los criterios de pureza son las re-
laciones de bioactividad/AZzO, Aéog/zx260 y AEHA308/A220 Y,
en los procesos de desalacidn, la conductividad. Asi, para
cada etapa cromatogrédfica se miden la A220, A260’ A308 y la
bicactividad de las fracciones apropiadas. Siempre que es
posible se mide también la AEHA308 Y. en la desalacidn,
se miden las conductividades. Los criterios para decidir
que fracciones se combinan para las operaciones subsiguien-
tes pueden ser ajustados algo para conseguir un mayor ren-
diﬁiento, a expensas de la pureza o inversamente una mayor
pureza a expensas del rendimiento.

En las operaciones-a escala de laboratorio (volumen
de muestra inferior a 20 1itr6s), todas las cromatografias
excepto la cromatografia en XAD-2 se realizan en una cémara

fria a 2-5°C. La cromatograffia en XAD-2 sec realiza a la tem-

peratura ambiente salvo indicacién en ‘contrario. El pH de
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ajusta a 7-8 mediante adicibn cuidadosa de soluciones dilui-
das de NaOH o HCl. Las soluciones acuosas se mantienen en
un frigorifico o preferiblemente en agua de hielo y las so-
luciones en metanol al 50 % se almacenan a -20°C,

"En las eﬁapas de purificacidn anteriores a la croma-
tografia en XAD-2, las soluciones se llevan generalmente a
25 uM en EDTA por adicidén de 1/4000 volfmenes de una solucid
de Na,EDTA 0,1M quehaside neutralizada a pH 7,0 por adicidn
de hidrégido sddico ("EDTA neutro" 0,1M).

En las Fiquras 1 y 2 se presentan los diagramas de
flﬁjo del procedimiento de purificacidn para la obtencidn

de los antibidticos 890R, ¥ 890A;, respectivamente.

=]
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FIGURA 1

Esquema del procesoc de purificacidn del antibi
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FIGURA 2

proceso de purificacidén del antibidti

i'racciones reunidas del XAD
conteniendo 89VA., obteni-
des por el pmceainﬁ.ento de

Fracciones reunidas de 890A
del Dowex-1 x 4, cramatogra
fia de las fracciones reuni

das de XAD del 890A2

'\

(3) adsorber en Dowex-1 x 4 (C17) (-400 mallas)
(4) eluir con NaCl 0,1M + NH401 0,005M + NH3

la Figura 1
(1) concentrar.
(2) diluir con metanol
0,0001M en metanol al 50°%
v

Eluato del Dowex-l x 4 (1) concentrar
—— (2) diluir con metanol,

Eluvato del Sepha

ajustar a pH 7,3
(3) adsorber en Sephadex G-10

(4) eluir

con NH, 0,02 mM en

metanol al 53 %

(1) concentrar

Eluato del Dowex~50 x 2

(2) liofilizar

€




a del

36 —

FIGURA 2

proceso de purificacidn del antibidtico 89CA
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. te cultivo se utiliza para inocular la superficie de tubos

- 37 -

PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS PARA LOS ANTIBIOTICOS 890A2§’890A5

I. Bicandlisis
Se emplea el método de difusién en disco-placa de

agar, utilizando Vibrio percolans ATTC 8461 o Salmonella

gallinarum MB-1287 como organismo de ensayo. Se utiliza co-
mo patrdn una muestra purificada de antibidtico 890Al. El
antibiético 890A1 se prepara siguiendo el procedimiento indi-

cado en el Ejemplo 5.

Las placas que contienen Vibrio percolans ATCC 8461 se

preparan como sigue:

Un cultivo liofilizado de Vibrio percolans ATCC 8461

se sﬁspénde en 15 ml de un medio esterilizado que contiene
8 g/litro de caldo nutritivo Difco y 2 g/litro de extracto
de lévadura en agua destilada, “"caldo nutritivo-extracto de
levadura" (denominado en lo que sigue CNEL). El cultivo se

incuba durante la noche en un sacudidor rotatorio a 28°C. Es-

inclinados que contienen 1,5 % de agar en CNEL y los tubos
inoculados se incuban durante la noche a 28°C y después se
mantienen en un frigorifico.

Los tubos inclinados refrigerados, preparados a partir
de un sélo cultivo liofilizado, se utilizan durante hasta 4
semanas a partir de su preparacidn, como sigue: 4 ml de iné-
culum del tubo inclinadorse dispersan en 50 ml de CNEL conte-
nidos en un Erlenmeyer de 250 ml. El cultivo se incuba duran-
te la noche en un sacudidor rotatorio a 28°C y después se di-
luye hasta una densidad que produce una transmitancia del SO%J
2 660 nm. Se agregan 33,2 ml de este cultive diluido a 1 li-
tro de CNEL que contiene 15 g de agar y se mantiene a 46°C, |

El medio inoculado que contiene agar se vierte en placas Petrf
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de pléstico de 100 x 15 mm, a razdén de 5 ml por placa, se
enfria y se mantiene a 2-4°C durante hasta 5 dias, antes de
utilizarlo.

Las placas que contienen Salmonella gallinarum NB-1287

se preparan como sigue:
-

Se abre un tubo sellado que contienen células de

Salmonella gallinarum MB-1287 en leche descremada, que han

sido congeladas y liofilizadas y después cerradas hermética-
mente a vacio y se inocula en 15 ml de caldo de infusidn de
cerebro~corazdén. Las células se dejan crecer sin sacudir a
37°C durante una noche y el cultivo se inocula sobre tubos
inclinados de 0,8 % de caldé nutritivo BBL + 0,2 % de extrac-
to de levadura Difco + 1,5 % de agar. Después de cultivar du-
rante la noche a 37°C, se transfieren 4 ml ael eultivo del
tubo inclinado a un matraz que coﬁtienen 0,8 % de caldo nu-
tritivo + 0,2 % de extracto de levadura. El matraz se sacude
durante la noche y 20 ml de este cultivo se inocuian en 1 li-
tro de 0,8 % de caldo nutritivo + 0,2 % de extracto de leva-
dura + 1,5 % de agar, que ha s%do esterilizado yvenfriado a
48°C. El agar CNEL inoculado se vierte inmediatamente en pla-
cas Petri de pléstico de 100 x 15 mm, a razén de 5 ml por pla
ca y las placas se mantienen a 2-4°C haséa que sé utilizan.
'7 Unos discos de papel de filtro de 0,5" (12,7 mm) de

disdmetro se sumergen en la solucidn que ha de ser analizada

y se colocan sobre el agar. ‘Alternativamente, los discos pue~
den ser cargados pipeteando 0,1 ml de la solucidn sobre un
disco seco y despu€s colocando el disco éobre el agar. Se mi~
de el di@metro de la zona de inhibicidén después de una incuba

cidn apropiada (9-18 horas a 37°C para Salmonella gallinarum

MB-1287 o 12-24 horas a 25°C para Vibrio percolans ATCC 8461)}[

Amesiawr srew b e e e
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.¢cidn a cuatro veces (en TPK) de esta solucidn. Se analizan

- La pendiente es igual a la mitad de la diferencia ds los tamg-

" "Dilucién® es el grado al que se diluye el producto dsscono-

Si es necesario, se preparan diluciones de las soluciones
que han de ser analizadas en tampdn de fosfato potdsico
0,05M, pH 7,4, "tampdn de fosfato potlsico” (denominado en
'lo'que Sigue' TPK) owe'n égua deéionizada; T

El, cédlculo de las-potencias se realiza como sigue. Se

determina una pendiente midiendo los dif&metros de las zonas

de una solucidn de antibidtico 8903, u 890A5 y de una dilu~

dos discos de cada concentracidn sobre una sola placz y se

determina el tamafio medio de la zona a cada concentracidn.

fios medios de zonas. Entonces se calculan las potenzias me-

diante la siguiente férmula: . DD }log %
yeadiente?[
Potencia = (Potencia del patrén) x Dilucién x 13 '

{Unidades/ml)
donde D es el di&metro medio de las zonas formadas Bor el prg

ducto desconocido, D es el didmetro de las zonas patrén y

cido antes de su andlisis. Si no se utiliza ningtin pazrén,
se supone que.D, es 25 mm y la (Potencia del patrfn) s= to-’

ma como 1 unidad/ml, cuando se mide sobre Vibrio percolans

ATCC 8461. Se define el antibibtico 890A, como el que presen-
ta una potencia de 250 unidades por unidad de absorSancia ex-
tinguible por hidroxilamina a 300 nm, cuando se utiliza como

patrdn.

Para los andlisis sobre placas de Salmonella callinarum

MB-1287, se determina una pendiente de la misma forma que so-

bre placas de Vibrio percolans ATCC 8461l. Cuando no se utili-

za ningln patrdn, solamente se calculan las potencias rela-
tivas. 8i no se mide ninguna pendiente, se supone un ¥alor

de 2,3 mm. El cdlculo de las potencias se realiza igual que
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en el caso del andlisis con Vibrio percolans ATCC 8461. Si

no se utiliza ningin patrdn de 890Al, puede emplearse un con;
trol de penicilina G a 250 pg/ml para comprobar que la sen-
sibilidad de los organismos se encuentra dentro de los limi-

tes normales.

II. Procedimiento de an&lisis para determinar las "Unidades

de an&lisis de 890"

Se emplea un método convencional de difusidn en disco-

placa de agar utilizando Vibrio percolans ATCC 8461 como
organismo de ensayo. Como patrdn se utiliza cefaloridina.

Las placas que contienen Vibrio percolans ATCC 8461 se pre-

paran _como sigue. Se incuba un cultivo de Vibrio percolans

ATCC 3461 en caldo nutritivo-extracto de levadura durante la
noche, en un sacudidor rotatorio a 28°C y después se diluye
hasta una densidad del 60 % de transmitancia a 660 nm. Se
agregan 33,2 ml de este cultivo dilu;do a 1 litro de un me-
dio constitufdo por agar nutritivo més 0,2 % de extracto de
levadura, mantenido a 46°C. El medio inoculado que contiene
agar se vierte en placas Petri de pléstico de 100 x 15 mm,
a razén de 10 ml por placa, se.enfria y se mantiene a 2-4°C
durante hasta 5 dias antes de su uso.

Se determina la concentracidn de ceéaloridina que es
equivalente a 1 unidad/ml de 890A por andlisis sobre placas
preparadas como se ha descrito, pero conteniendo 5 ml de me-
dio inoculado por placa, como sigue. Cuatro concentraciones
de cefaloridina constituyen el patrén - 3,12, 6,25, 12,5y
25 mcg/ml, utilizdndose como solucidn dé referencia la de
12,5 mcg/ml. Los didmetros de las zonas sobre una placa de

5 ml para el patrdn son los siguientes:.

< e tremm e oy

T L st . - - . JERpp. - e g e ey
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sobre una placa de 5 ml, como se ha descrito en la seccibn

_en.fosfato potédsico, pH 7,4, por adicidn de 1/20 volGmenes

Concentracidn Diémetrd de la
(mcg/ml) zona (mm)
3,12 , 16,8
- 6,25 .. . 22,3 e
12,5 ] : 25,0
25 | S 29,6

Una unidad se define como la cantidad de antibidtico

por mililitro que produce una zona de inhibicibén de 25 mm

I anterior. Por lo tanto, en este anfilisis, una concentra-
cidn de 12,5 mecg/ml de eefaloridina se considera equiva-~
lenté'g 1 unidad de 890A por mililitro. Como la pendiente
de la linea para la cefaloridina es 4,0, los célculos de la
potencia de una muestra se realizan utilizapdo'una pendien~
te de 4,0.

III. Reaccidn con hidroxilamina

Los dos antibidticos 890A2 y 890A5 reaccionan con la
hidroxilamina y producen una sustancia que disminuye consi-
derablemente la absorbancia a 308 nm. Esto proporciona la
base para un andlisis cuantitativo de los antibibticos
890A, y 890A5.

La solucién que ha de ser analizada se lleva a 0,05M

de una solucibdn que contiene KZHPO4 0,8M y KH,PO, 0,2M. Des-
pués se anaden 0,0l vol@menes de hidrocloruro de hidroxilami
na 1M y se mide la absorbancia a 308 nm a intervalos de me-
dio a dos minutos. La reaccidn se lleva a cabo a la tempe-

ratura ambiente. Se supone una cinética de primer orden vy .
se calcula la vida media a partir de la reduccidn de absor-

bancia durante los 10 primeros minutos. A partir de esta vi-
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‘campo gue esta invencibn comprende los productos funcional-

42

da media se estima el tiempo mis alld del cual ya ho se ob-
servaria ninguna disminucidén de la absorbancia y se prosi-
guen las observaciones més alld de ese tiempo. Si no se ob-
serva ninguna nueva reduccidn pasado ese tiempo, se toma la
disminucidn total de la absorbancia (éorrigiendo el efecto
de dilucién y la absorbancia de la hidroxilamina) como la
"absorbancia extinguible por hidroxilamina a 308 nm (AEHA303
Si se observa una reduccibén de la absorbancia més alld de
este tiempo, se calcula la velocidad de disminucidn de la
absorbancia de fondo y la disminucidn observada a ese tiem-
po se corrige teniendo en cuenta la disminucidn del fondo,
suponiendo que la disminucidn del fondo es lineal con el
tiempo. Después el valo; corregido se registra como la

AEHA308.

Bl nfimero de unidades AEHA308 es igual a la REHA4 40 muly

tiplicada por el volumen en mililitros.

ﬁos ejemploé que siguen ilustran los mé&todos mediante
los cuales puedén obtenerse ;os productos de esta iﬁvencién.
Sin embargo, los ejemplos son.solaménte ilustrativos y re-

sultari evidente al gque posee una experiencia normal en este

mente, equivalentes y los métodos para su preparacidn. Por lo
tanto, cualquier modificacidn de los procedimientos aqui
descritos que dé lugar a la formacidén de los productos de
esta invencidn debe con§iderarse como constitutivé de un mé-
todo anélégo. Los procedimientos descritos son susceptibles
de amplias variaciones y modificaciones y cualquier desvia-
cién o ampliacidn pequefa se considera dentro del alcance del

experto y dentro de los limites de esta invencidn.
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EJEMPLO 1

Produccifn de una mezcla que contiene antibibticos 890A2 y 890A5

Se abre asépticamente un tubo de cultivo liofilizado de

Streptomyces flavogriseus MA-4434 y el contenido se suspende
en un tubo que contiene 0,8 ml de una solucibn estéril de
sales Davis con la sigquiente composicidn:

Sales Davis

Citrato sédico 0,5 g
K,HPO, 7,09
KH, PO, 3,0 g
\ (NH,) ,50, ‘ 1,0 g
MgSO4.7H20 0,1 g
Agua destilada 1000 ml

Esta susbensién se utiliza para inocular 4 tubos incli-

nados de Medio A estéril de la siguiente composicidn:

Medio A

- Dextrosa 10,0 ¢
Peptona i 5,0 g
Extracto de levadura 3,0 g
NaCl _ ' 12,705 g
KCl ‘ 0,72 g
FeSO4.(NH4)ZSO4.6H20 0,0351 g
MgCl,.6H,0 5,32 g
CaCl,.2H,0 i 0,728 g
Agua destilada . 1000 ml

pl 7,4 (antes de la esterilizacidn)
Agar 25,0 g
los tubcs inoculados se incuban durante una semana a

27-28°C y después se mantienen a 4-6°C hasta gue se utilizan
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10 dias més tarde. Se utiliza la mitad del crecimiento super
ficial de uno de estos tubos inclinados para inocular unos
Erlenmeyers de 250 ml provistos de tabiques, que contienen

50 ml de Medio B de la siguiente composicidn:

Medio B
Autolizado de 1evadufa (*Ardamine) 10,0 g
Glucosa 10,0 g
Tampén de fosfato* 2,0 ml
MgSO4.7H20 : 50 mg
Agua destilada 1000 ml

pH: ajustado a 6,5 con HCl o NaOH.

+ .
Ardamine: Yeaslt Products Corporation.

* Solucidn tampdn de fosfato

KH, PO, ' 91,0 g
Na,HPO, 95,0 g
Agua destilada 1000 ml

Se inoculan 3 matraces de siembra para obtener inocu-
lum suficiente para los 12 métraces de produccidn de 2 li-
tros fermentados en este lote. Los matraces de siembra se
sacuden durante un dia a 28°n en un sacudidor a 220 rpm
(recorrido: 24, 5 cm). Se sacan los matraces del sacudidor
y se mantienen durante un dia a 4°C. E1 contenido de estos
matraces de siembra se utiliza para inocular 12 Erlenmeyers
de produccidén de 2 litros, sin tabiques (7 ml de inoculum
por matraz), que contienen 250 ml del Medio C de produccidn,
de la siguiente composicifn:

Medio C
Pasta de tomate i 20,0 g

Levadura primaria 10,0 ¢
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Dextrina (Amidex) 20,0 g
Agua desionizada 10600 ml
pH ajustado a 7,3 con NaCOH.

'lDespués de la inoculacidn, los matraces de produccibn
se incuban a 24°C con agitacién en un sacudidor a 220 rpm
(recorrido: 2", 5 cm) durante 4 dias y 5 horas., Transcurri-~
do este tiempo, se cosechan los matraces y se analiza la acyi
vidad utilizando placas de andlisis patrén de Salmonella

gallinarum MB-1287 y Vibrio percolans ATCC 8461, con discos

de anilisis de 0,5" (12,7 mm) sumergidos en las muestras de
caldo centrifugado. Los resultados est&n tabulados a con-
tinuaciébn:

Andlisis en el momento de la cosecha

Edad de la cosecha (horas) © 101
pH A . 7,1
Salmonella gallinarum (mm de la zona) 31
Vibrio percolans (mm de la zona) 43

Se centrifuga el caldo de fermentacibn. Al centrifugadg
transparente, 2,2 litros a pH 6,8, se afiaden 22'mg de aci-
do (etilendinitrilo)tetraacético y el pH se ajusta a 7,2.
El centrifugado con el pH ajustado sc absorbe sobre 150 ml
de resina Dowex 1 x 2 en el ciclo Cl° a 15 ml/minuto, reco-
giéndo la corriente agotada como una sola fraccién. El ab-
sorbato se lava con 150 ml de agua desionizada conteniendo
iO pg/ml de &cido (etilendinitrilo)tetraacético y después
se lava con NaCl al 5 % conteniendo 10 ug/ml de &cido (eti~
lendinitrilo)tetraacético, recogiendo cinco fracciones de

75 ml.
La solucibn eluyente de NaCl al 5 % va seguida de un

lavado de desplazamiento con 60 ml de agua desionizada y




o mmas - —tare

" 10

18

20

25

30

después los antibidticos 890A2 y 896A5 se eluyen con 90 %
(en volumen) de metanol, 3 % (en peso/volumen) de cloruro
amdnico, 10 % de agua (en Voluﬁen) conteniendo 10 pg/ml de
dcido (etilendinitrilo)tetraacético, recogiéndoée 57ffaccio-
nes de 75 ml. Las fracciones se analizan frente a Vibrio
percolans ATCC 8461 y los resultados estén tabulédos a con-

tinuacidn como porcentaje de la bioactividad inicial:

Fraccidn Recuperacidn
Alimentacidn 100 s
Ligquido agotado ) 0

Lavado de desplazamiento
con agua 1
Fracciones 1 a 3 de los elua
tos MeOH/NH4Cl 24 %

oo

EJEMPLO 2

Produccidn de antibibdtico 890A2 en matraces sacudidos

Se abre asépticamente un tubo de cultivo liofilizado

de Streptomyces flavogriseus MA-4434 y el‘contenido se sus-

pende en un tubo que contiene 0,8 ml de sales Davis estéri-
les de la siguiente composiciéh:
Sales- Davis

Citrato sddico 0,5

9
K,HPO, 7,0 g
KH,PO, : 3.0 ¢
(NH,) ,50, o 1,0 g
MgSO4.7H20 . 0,1 g
Agua destilada 1000 ml

Esta suspensidn se utiliza para inocular 4 tubos incli-

nados de Medio A estéril de la siguiente composicidn:
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Medio A
Glicerol 20,0 g
Levadura primaria 5,0 g
Harina de pescado o 15,0 g
Agua destilada 1000 ml
Agar . 20,0.g

pH: ajustado a 7,2 con NaOH.

Los tubos.inclinados inoculados se incuban durante una

semana a 27-28°C y después se mantienen a 4-6°C hasta que

se utilizan {(no mls de 21 dias).

Se utiliza un tercio del cultivo de un tubo inclinado

para inocular un Erlenmeyer de 250 ml provisto de tabiques.

Se emplea un total de 4 tubos inclinados para inocular 12

matraces. Cada matraz contiene 50 ml de Medio B de la si-

guiente composicidn:

Medio B
Autolizado de levadura (+Ardamine) 10,0 ¢
Glucosa ¢ 10,0 ¢
Tampdén de fosfato* 2,0 ml
MgSO4.7H20 50,0 mg
Agua destilada 1000 ml
pH: ajustado a 6,5 con HCl o NaCH.
+
Ardamine: Yeast Products Corporation.

*Solucién tampdn de fosfato
KH,PO, - 91,0 g
Na,HPO, 95,0 g
Agua destilada 1000 ml

T.0s matraces de siembra se sacuden durante un dia a

27-28°C en un sacudidor a 220 rpm (recorrido: 2",

5 cm).
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Los matraces y su contenido se mantienen estacionarios duran-
te un dia a 4°C.

"Se inoculan 44 Erlenmeyers de produccibn de 2 litros,

" conteniendo cada uno de ellos 200 ml de Medio C, con 8 ml

por matraz del cultivo de los matraces de siembra. El Medio

C tiene la siguiente composici6n:

Medio C
Pasta de tomate 20,0 g
Levadura primaria 10,0 g
Dextrina (Amidex) 20;0 g
CoCl,.6H,0 _ 5,0 g
Agua destilada .- 1000 ml

pH: ajustado a 7,2-7,4 con NaOH.

Después de la inoculac%én, los matraces de produc-
cidén se incuban a 24°C, agitando en un sacudidor a 212 rpm
(recorrido: 2", 5 cm), durante 4 dias y 5 horas. Se cosechan
los matraces y se analiza su actividad utilizando placas de

andlisis patrbén de Salmonella gallinarum MB-1287 y Vibrio

percolans ATCC 8461, empleando-discos de an&lisis de 0,5"
(12,7 mm) sumergidos en las nuestras de caldo centrifugado.
Las muestras se diluyén con tampdn de fosfato 0,02M, pH 7,0,

cuando sea necesario. Los resultados estdn tabulados a con-

tinuacibn:
Edad de la cosecha,.horas 101
pl 7,2

Salmonella gallinarum (mm de la zona) 35

Vibrio percolans, dilucidn 1/10 (mm de
la zona) 25

Unidades de an&lisis de 890 121

El total de 7,0 litros de caldo completo obtenido en es-
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“neutro 0,1M y el lote se mantiene a 3°C.

de 13 litros y una potencia de 80 unidades/ml por andlisis

- 49 —

ta fermentacidn se enfria a 3°C y se centrifuga en porciones
de 200 ml a 9000 rpm, durante 15 minutos cada una. A los 11

quidos que sobrenadan combinados se agregan 1,7 ml de EDTA

Se repite la fermentacidn anterior en condiciones idén-
ticas, a excepcidn ae que los 44 Erlenmeyers de produccidn
de 2 litros se inoculan con 7 ml por matraz de-cultivo de
los matraces de siembra. El pH y los resultados del anéiisis
estan tabulados a continuacidn:

Edad de la cosecha, horas 101

pH 7,3

' salmonella gallinarum (mm de la zona) 38

Vibrio percolans, dilucidén 1/10 (mm
de la zona) 27

Unidades de‘anéiisis de 890. 92,8

El total de 7,4 1;tros de caldo completo obtenido en
esta fermentacidn se enfria a 3°C y se centrifugan porcio-
nes de 200 ml a 9000 rpm, durante 15 minutos cada una. A
los liquidos que sobrenadan combinados se agregan 1,8 ml
de EDTA neutro 0,1M. Los liquidos sobrenadantes de los cal-
dos centrifugados resultantes de las dos fermentaciones ante

riores de este ejemplo se combinan para dar un volumen total

sobre Vibrio percolans ATCC 8461.

Los liquidos sobrenadantes combinados se pasan por una
columna de Dowex-1 x 2 (C17), 50-100 mallas, con unas dimen
siones del lecho de 4,7 -x.50 c¢m, a un c¢audal de 60 ml por
minuto. La columna se lava con 1 litro de agua desionizada
y se eluye con 5 liﬁros de solucidn de WaCl al 5 % (peso/vo-

lumen) conteniendo tampén de Tris-~HC1 0,01M, pH 7,0 y EDTA
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‘de NaCl al 3 % + Tris-HCl 0,01M, pH 7,0, + EDTA neutro 25 uM

50

neutro 25 pM, a un caudal de 50 ml por minuto.
La columna se lava con 500 ml de agua desionizada

y los antibidticos 890A2 y 890A5 se eluyen con 2 litros

en metanol al 50 %, a un caudal de 40 ml/minuto. Se recogen
fracciones de 220 ml.
La actividad antibibtica, determinada por andlisis

t

sobre Salmonella gallinarum MB-1287, aparece:en.las fraccio-

nes 4 a 8, con un midximo en la fraccidén 5. Las fracciones
4 a 8 contienen un 9 % de la actividad inicial presente en
el caldo.

Se combinan las fracciones 4 a 7, se concentran has-
ta 150 ml por evaporacidn rotatoria a presidn reducida y
se diluyen hasta 350 ml por adicién de 200 ml de agua desio-
nizada. La mezcla se aplica a uné columna de XAD-2 (5 x 25
cm), que ha sido 1avada previamente con 3 litros de acetona
al 60 % (en volumen), agua degionizada y NaCl al 5 ¢ (en pe-
so/volumen), respectivamente. La columna se eluye con 500 ml
de agua desionizada a 20 ml/minuto, seguidos de 500 ml de
acetona acucsa al 60 % (en volumen). Se recogen fracciones
de 160 ml cada una. La actividad antibiética, determinada

por anélisis sobre Salmonella gallinarum MB-1287, aparece

en las fracciocnes 1 a 5, con un mé&ximo en las fracciones 3
y 4.

. La fraccidn 4, gque es la primera fraccidn que contie-
ne acetona, se concentra hasta 10 ml bajo presidn reducida
y se diluye con 90 ml de agua desionizada. Esta muestra se
aplica a una columna de XAD-2 (5 x 25 cm), que ha sido lava-
da previamente con 3 litros de acetona al 60 % (en volumen),

agua desionizada y NaCl al 5 % {en peso/volumen), respecti-
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- ATCC 8461, igual al 2,5 % de la actividad inicial.

" 11,7 ml cada una.

77 % por reaccidn con L-cisteina a pH neutro. Se reunen las

~51 .

vamente. La columna se eluye con agua desionizada a un cau-
dal de 20 ml por minutc. Se recogen fracciones desde 140
hasta 190 ml. La actividad antibidtica, determinada por

anflisis sobre Salmonella gallinarum MB~1287, aparece en

las fracciones 2 a 7 con un méximec en la fraccidén 4. Se com-
binan las fracciones 3, 4 y 5 y se agregan a la fraccibn 3
de la columna de XAD descrita en el parrafo anterior. Las

fracciones combinadas contienen 26.400 unidades de bioani-

lisis, determinadas por andlisis sobre Vibrio percolans

La fraccién 3 de XAD-2, de la primera columna de
XAD, y las fracciones 3, 4 y 5 de la seqgunda columna de
XAD combinadas se concentran a presifén reducida hasta 25 ml
y después se anaden 25 ml de agua desionizada y 50 ml de
metanol. La solucidn metanblica se adsorbe en una columna
(2,15 x 26,4 cm) de Dowex-1l x 4 (C1~), -400 mallas, que ha
sido equilibrada con metanol acuoso al 50 § (en volumen).
La columna se eluye con 1,44 litros de NaCl 0,07M + NH4C1

0,005M + NH., 0,0001M en metanol al 50 %, a un caudal de

3
2 ml por minuto. Se recogen fracciones de 12,1 ml. Se pro-
sigue la elucidén con 2 litros de NaCl 0,08M + NH4cl 0,005M H

‘NH3 0,0001M en metanol al 50 %, recogiendo fracciones de

En las fracciones 138 a 162 aparece un pico de absor-
bancia UV a 300 nm, con un méximo en las fracciones 149-150.

Se observa que la absorcibn a 305 nm es escindible hasta un

fracciones 145 a 155, que contienen el antibibtico 890A2, y
se concentran hasta 2,4 ml, conteniendo un total de 70,5 uni

dades A300.

T
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La muestra concentrada.se aplica a una columna (2,2 x
70 cm) de Bio-~Gel P-2, 200-400 mallas, que ha sido lavada
con 1 litro de agua desionizada. La muestra se deja drenar
hasta el nivel del lecho y el residuo se lava dos veces con
1 ml cada vez de agua desionizada. La columna se eluye con
agua desionizada a un caudal de 1 ml por minuto. Se recogen
fracciones de 2 a 3,5 ml.

El pico principal de absorbancia a 308 nm aparece
en las fracciones 64 a 72, inmediatamente precedentes y no
completamente separadas del cloruro sddico. Se combinan las
fracciones 66 y 67, que contienen 27 unidades de absorcidn
del antibidtico 890A, a 308 nm y desde 29 a 43 mg de NaCl
{estimado por conductividad). Estas fracciones combinadas
se concentran hasta 1,5 ml bajo presidn reducida y se lio-
filizan, dando 43,7 mg de sélido;.

EJEMPLO 3

Preparacidén de los antibidticos 890a, vy 890A5

Se abre asépticamente un tubo de cultivo liofilizado

de Streptomyces flavogriseus MA-4434 y su contenido- se sus-

pende en un tubo que contiene 0,8 ml de sales Davis estériles
con la siguiente composicidn:

Sales Davis

Citrato stdico 0,579
K,HPO, ; 7.0 g
KH,PO, . ' 3,0 g
(NH,) ,80, 1,04
MgS0, . 7H,0 0,19
Agua destilada 1000 ml

Esta suspensifén se utiliza para inocular 4 tubos incl3

‘nados de Medio A de la siguiente composicién:
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Medio A
Glicerol 20,0 g
Levadura primaria 5,0_g
e 0 Harina de pescado © 15,0 g
Agua destilada 1000 ml
Agar 20,0 g

pH: ajustado a 7,2 con NaOH.
Los tubos inoculados se incuban durante una semana
a 27-28°C y después se mantienen a 4-6°C hasta que se uti-

lizan (no mis de 21 dias).

Se transfieren asépticamente a uno de estos tubos

inclinados 10 ml de Medio B de la siguiente composicifn:

Medio B )
Autolizado.de levadura
( Ardamine) - 10,0 g
Glucosa 10,0 ¢
Tampdn de fosfato* 2,0 ml
- MgSO0, . 7H,0 50 mg
Agua destilada 1000 ml

pH: ajustado a 6,5 con HCl o NaOH.

+
Ardamine: Yeast Products Corporation.

¥ Solucidn tampbn de fosfato

KH,PO, 91,0 g
Na,HPO, 95,0 g
Agua destilada 1000 ml

se rascan para pasar a la suspensidn las esporas y el mi-~
celio aéreo y se utilizan 3,3 ml de esta suspensidn para ino
cular un Erlenmeyer de 2 litros, provisto de tabique, que
contienen 500 ml de Medio B. Este matraz de siembra se sacu-

de a 28°C en un sacudidor a 160 rpm (recorrido: 2%, 5 cm) du
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~ inocular un tanque de siembra de acero inoxidable de 189 1li-

‘gallinarum MB 1287 y Vibrio percolans ATCC 8461 y se obtiener

rante 36 horas, .al cabo de las cuales el crecimiento es sa-

tisfactorio.

El cultivo de este matraz de siembra se utiliza para

tros, que contiene 160 litros de Medio B. Este tangue opera
a 28°C, utilizando una velocidad de agitacidn de.150 rpm y
un caudal de aire de 3 pies3 (84 litros) porrminuto, duran-
te 24 horas. Se utiliza el antiespumante Poliglicol 2000
(Dow Chemical Corp.) en la medida necesaria pero sin pasar

[>)

del 0,1 %. Se realizan las siguientes determinaciones del

pH:
Edad, horas - o_ 12~
pH 6,3 . 6,35

Se emplean 43 litros del cultivo de este tanque de
siembra para inocular un fermentador de acero inoxidable de
756 litros que contiene 467 litros de Medio C, donde el Me-

dio C tiene la siguiente composicidn:

Medio C
Pasta de tomate - 20,0 g
Levadura primarfa 10,0 ¢
Dextrina (Amide#) . 20,0 g
. CoCl,.6H,0 - . 5,0 mg
Agua destilada 1000 ml

pH: ajustédo a 7,2-7,4 con NaOH.
Este tanque opera a 25°C empleando una velocidad de

3 (254 1i-

agitacidn de 146 rpm y.un caudal de aire de 9 pies
tros) por minuto, durante 92 horas. Si es necesario se afiade
m&s antiespumante Poliglicol 2000, sin pasar del 0,1 %. Los

andlisis antibacterianos se realizan soébre Salmonella
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los siguientes resultados:

Edad, horas 0 12 24 36 48 60 72 84 92
pH 6,6 6,7 6,65 6,3 6;0 6,4 6,15 6,5 6,5
MB 1287, nm = - - - s - 19 26 28 32
ATCC 8451,mmur10y¢ - - s - 21 24 26 30

Unidades 890A/ml NA NA 6,8 13,5 24,9 24,3

Las unidades 8%0A/ml se determinan como se ha indicado en la
seccibn titulada "II. Procedimiento de anflisis para deter-
minar las "Unidades de An&lisis de 890"",

Se enfrian 125 galones (473 litros) de caldo a 5°C y
se centrifugan en una centrifuga Titan P-9., Se agregan 50
libras (22,7 kg) de Celite a los 100 galones (378,5 litros)
de liquido sobrenadante y la suspensién se filtra por un fil-
tro prensa Shriver de 18" (457cm). Los 91 galones (344,5 li-
tros) de filtrado se adsorben en una columna que contiene 7
galones (26,5 litros) de Dowex-1 x 2 (C17), 50-100 mallas,
y la columna se lava con 10 galones (37,8 litros) de agua
desionizada, seguido de 30 galones (113,6 litros) de NaCl al
5 % + tampbn Tris-HCl 0,01M, pH 7,0 + EDTA neutro 25 uM en
agua desionizada. Después de un lavado adicional con 5 galo-
nes (18,9 litros) de agua desionizada, los antibidticos 890A2
y 890A5 se eluyen con 25 galones (94,6 litros) de NaCl al 3 %[+
tampbdn Tris-HC1l 0,0iM, pH 7,0 + EDTA neutro 25 UM en metanol
acuoso al 50 % (en volumen). Se recogen fracciones de 5 galones
(l§,9 litros).

La actividad antibidtica, determinada por anilisis fren

te a Salmonella gallinarum MB 1287, aparece en las fracciones

1l a 5, con un miximo en la fraccidn 3. Se combinan las frac-
ciones 2 y 3, que contienen 10,9 % de la actividad del caldo

aplicado y se concentran hasta 2 galones (7,6 litros) a pre-




. ortes At e B R 2 bt o s

10

15

20

25

30

- 56--

si6n reducida. La muestra concentrada se diluye con 8 galo-
nes (30,3 litros) de agua desionizada y de nuevo se concen-
tra hasta 2 galones (7,6 litros) a presidn reducida, para
eliminar el metanol residual.

Los 2 galones (7,6 litros) de concentrado se aplican
a una columna que éontiene 10 galones (37,8 litros) de XAD-2
que ha sido previamente lavado con 50 galones (189 litros)
de acetona acuosa al 60 %, seguido de 50 galones (189 litros
de agua desionizada y 50 galones (189 litros) de NaCl al 5%.
La columna se eluye con 37,5 galones (141,2 litros) de agua
desionizada. Se recogen 3 fracciones de 2,5 galones (9,5 li-
tros}, seguidas de 6 fracciones de 5 galones (18,9 litros).
La actividad, determinada porran&lisis sobre placas de

Salmonella gallinarum MB 1287, aparece en lasfracciones 1 a

6, con un pico de potencia en la fraccidn 2. Se combinan las
fracciones 2 a 5, que contienen el 64 % de la actividad apli]
cada a la columna de XAD o 520.000 unidades.

Las fracciones 2 a 5 se concentran hasta 120 ml por
evaporacidn a presidn reducida. El pH se ajusta a 6,5 y el.
concentrado se aplica a una cplumna (7 x 50 cm) de XAD-2
que ha sido lavada con 8 litros de acetona acuosa al 60 %,
sequidos de 4 litros de agua desionizuada y 8 litros de NaCl
al 5 % en agua desionizada. La muestra se drena hasta el ni-
vel del lecho y la columna se lava con 3 porciones de 20 ml
de agua desionizada, drenando hasta el nivel del lecho cada
vez. El antibidtico se eluye con 6 liiros de agua desioniza-
da a un caudal de 40 ml por minuto. Se recogen 8 fracciones
de 200 ml seguidas de 11 fracciones de 400 ml. La actividad
antibidtica, determinada por andlisis sobre placa de

Salmonella gallinarum MB 1287, aparece en las fracciones 3
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a 18, con un pico de actividad en la fraccidn 8.

Se combinan las fracciones 8 a 12, con las miximas re
laciones de bioactividad/A220 y con 225,000 unidades de bio-
aétividad, determinado por andlisis frente é Salmonella
gallinarum MB 1287,.para su posterior transformacién.

Las fracciones combinadas se concentran a presién
reducida hasta 50 ml y se aﬁadén 50 ml de metanol. La mues-
tra se aplica a una columna de Dowex~1 x 4 (C1°), -400 ma-
llas, dimensiones del iecho 2,2 x 40 cm, que ha sido previa-~
mente lavada con metanol al 50 %. La columna se eluye con
2 litros de NaCl 0,07M + NH4C1 0,005M + NH4 0,0001M en me-
tanal acuoso al 50 %, a un caudal de 2 ml por minuto. Se re-

cogen fracciones de 12 ml.

En el efluente se observan.dos picos desiguales de
bioactividad, determinados por an&lisis frente a Salmonella
gallinarum MB 1287, correspondientes a dos picos de material
con ﬁn maximo de absorcién a 308 nm. La mayor parte de la
absorbancia a 308 nm en ambos'picos es escindible por reac-
cibn con hidroxilamina.

El primer pico, que contiene el antibibtico 890A2,
aparece en las fracciones 98 a 136 y el segundo pico, que
contiene el antibibtico 890A5, aparece en las fracciones 136
a 158. Se combinan las f;acciones 112 a 130 para dar el combi
nado de 890A2 de Dowex y las fracciones 138 a 148 para dar
el combinado de 890A5 de‘Dowex. El 890A2 se purifica de nue-
vo por desalacidn sobre Sephadex G-10.

Se concentran a presidn reducida las fracciones 112-
130 que contienen el antibibtico 890A,, hasta 5,5ml y el

concentrado se aplica a una columa (2,15 x 70 cm) de Sepha-
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dex G-10 y se eluye con agua desionizada é un caudal de 1 ml
por minuto. Se recogen fracciones de 2,85 ml cada una. La
biocactividad determinada por an&dlisis frente a Salmonella
gallinarum MB 1287 aparece en las fracciones 60 a 98, Se
reunén éara su liofilizacién las fracciones 78 a 90 con %as
relaciones méximas A308/A260' El pH de las fracciones combi-
nadas es 4,1 y se ajusta a 7,8 por adicién de 8 ul de amo-
niaco 1M. El combinado contiene 52 unidades Ajpg COn una re-
lacién A308/A260 de 0,76, que indica que se ha produc?do

una degradacidn sustanciai del antibiético durante este pro-

ceso.

[y

Las fracciones 78 a 90 combinadas se concentran hasta
1,69 ml a presidén reducida. Se toman dos muestras de 0,1 ml
Y se liofilizan independientementg en pequefios  viales cénicos
de reaccién de vidrio. El resto se liofiliza en un vial de
vidrio de tapa roscada, de 14 ml, dando 1,29 mg de sélidcs
que contienen e; 890A2.

EJEMPLO 4

Preparacidn de'890A5

Se abre asépticamente un tubo de cultive liofilizado

de Streptomyces flavogriseus MA-4434 y el contenido se sus-

pénde'en un tubo que contiene 0,8 ml de sales Davis estdriled
de la siguiente composicidn:

Sales Davis

Citrato sddico 0,5 ¢g
K2HPO4 7,0 g
KH,PO, 3,0 g
MgSOA.7H20 0,1 g

Agua destilada ' 1000 ml
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Esta suspensidn se utiliza para inocular 4 tubos in-

clinados de Medio A de la siguiente composicién:

Medio A
~ Glicerol 30,09
Levadura primaria 5,0 g
Hariné de pescado 15,0 g
Agua destilada 1000 ml
Agar 20,0 g

pH: ajustado a 7,2 con NaOH.
Lés tubos inoculados se incuban durante una semana
a 27-28°C y después se mantienen a 4-6°C hasta que se utili-}
zan (no m&s de 21 dfas).
| Se transfieren asépticamente a uno de estos tubos in-
clinados 10 ml de Medio B de la siguiente composicién:
Medio B

Autolizado de levadura (+Ardamine) 10,0 g

Glucosa 10,0 g
Tampdn de fosfato* 2,0 ml
MgS0, . TH,0 50 mg

Agua destilada _ 1000 ml

pH: ajustado a 6,5 con HCl o NaOH.

+ Ardamine: Yeast Products Corporation.

*¥*Solucibn tampbn de fosfato

KH, PO, 91,0 g
Na,HPO, . 95,0 g
Agua destilada 1000 ml

Seé rascan para pasar.: a la suspensifn las esporas y el mi-
celio aéreo y esta suspensién se utiliza para inocular 3
Erlenmeyers de 2 litros, provistos de tabique, conteniendo

500 ml de Medio B, a razdn de 3,3 ml/matraz. Estos matraces
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de siembra se sacuden a 28°C en un_sacudidor a 160 rpm (re-
corrido: 2", 5 cm) durante 36 horas, al cabo de las cuales
el crecimiento es satisfactorié.

Se utilizan 500 ml del cultivo de estés matraﬁes de |
siembra para inocular un tanque de siembra de acero inoxi-
dable de 189 litros, conteniendo 160 litros de Médio B. Es-
te tanque opera a 28°C, con una velocidad de agitacidn de
150 rpm y un caudal de aire de 3 pies3 (84 litros) por minu-
to, durante 24 horas. Cuando es necesario se utiliza el anti
espumante Poliglicol 2000 (Dow Chemical borp.) pero sin pa-~

sar del 0,1 %. Se realizan las siguientes determinaciones

del pH: -
Edad, horas _0 24
pH , 6,1 5,6

Se emplean 43 litros del cultivo de este tanque de
siembra para inocular un fermentador de acero inoxidable
de 756 litros que contiene 460 litros de Medio C, de la

siguiente composicidn: .

Medio C -
Pasta de tomate ; . 7 20,0 g
Levadura primaria . 10,0 g
Dextrina (Amidex) 20,0 ¢
7C0C12.6H20 -5,0 mg
Agua destilada 1000 ml

pH: ajustado a.7,2—7,4 con NaOH
que se ha esterilizado duranté 60 minutgs a 120°C. Este tan-
que opera a 25°C, con una velocidad de agitacidén de 160 rpm
y un caudal de aire de 10 pies3 (280 litros) por minuto, du-
rante 144rhoras. Se afiade cuando sea necesario més antiespu-

mante Poliglicol 2000, pero sin pasar del 0,1 %. Los andli-
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" Edad, horas 0 24 48 72 96 120 144
pH B 5,2 6,2 6,3 7,0 17,3 17,7 8,2
MB 1287, mm - T 26,5 28 33,5 32,5 31,5
MB 1272, mm

w 61 ~

sis antibacterianos se realizan sobre placas de Salmonella

gallinarum MB 1287 y Vibrio percolans ATCC 8461, obtenién-

dose los siguientes resultados:

(dilucidn 1-10) - - 21,5 26,5 35 31,5 33
Unidades 890A)m1 - NA 6,4 16,5 16,7 22,5 19,5

Las unidades 890A/ml se determinan en la forma indicg
da en la seccidén titulada "II. Procedimiento de andlisis pa
ra determinar las unidades de anélisis 890"",

Se enfrian 100 galoﬁes {378,5 litros) de caldo a
5°C y se centrifugan en una centrifuga Titan P-9, Se afiaden
40 libras (18,1 kg) de Celite a los 75 galones (283,9 li-
tros) de liquido sobrenadante y la suspensidn se filtra a
través de un filt;o prensa Shriver de 18" (45 cm). Los 60
galones (227,1 litros) de filtrado se adsorben en una colum-
na que contiene 7 galones (26,5 litros) de Dowex=-1 x 2 (Cl7)|,
16-100 mallas y la columna se lava con 10 galones (37,8 li-
tros) de agua desionizada, seguidos de 30 galones (113,6 li-
tros) de NaCl al 5 % + tampdn Tris-HCl 0,01M, pH 7,0 + EDTA
neut¥o 25 yM. Después de un lavado adicional con 5 galones
(18,9 litros) de agua desionizada, los antibibticos 890A2 y
890A5 se eluyen con 35 galones (132,5 litros) de NaCl al
3 % + Tris-HC1l 0,01M, pH 7,0 + EDTA neutro 25 UM en metanol
al 50 %. Se recogen fracciones de 5 galones (18,9 litros)
cada una.

La bioactividad, determinada por an&lisis frente a

Salmonella gallinarum MB 1287, aparece en las fracciones 1
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a 7 con un.mdximo en la fraccidn 3. Las fracciones 3 a 7,
que congienen el 18 % de la actividad aplicada, se concen-
tran a presidn reducida hasta 2,5 galones (9,5 litr053 y el
concentrado se aplica a una columna que contiene 10 éalones
(37,8 litros) de ¥AD-2 que ha sido previamente lavado con
50 galones (189,3 litros) de acetona acuosa al 60 % (en vo-
lumen), agua desionizada y NaCl al 5 % en agua desionizada,
respectivamente. Los antibidticos 890A2 Yy 890A5 se eluyen
con 35 galones (132,5 litros) de EDTA neutro 25 uM en agua
desionizada. Se recoge una fraccién de 5 galones (18,9 1li-
tros), seguida de 4 fracciones de 2,5 galones (9,5 litros)

y 4 fracciones de 5 galones (18,9 litros). La bioactividad,

determinada por anélisis frente a Salmonella gallinarum MB

1287, aparece en las fracciones 3 a 9 con Un m&ximo en lg
fraccidn 4. ' .

Se combinan las fracciones 3 a 6, que contienen el
18 % de la actividad del caldo filtrado y se concentran a
presidn reducida hasta 122 ml y el concentrado se ajusta
a pH 6,45 por adicidn de 5 ml de HCl 1M. El concentrado se
aplica a una columna (7,9 x 60 cm) de XAD-2 que ha sido
previamente lavada con 16 litros de acetona acuosa al 60 3,

agua desionizada y NaCl al 5 % en agua desionizada, respec-

‘tivamente. Los antibidticos 890A2 y 890A; se eluyen con 8

litros de agua desionizada a un caudal de 50 ml por minuto.
Se recogen fracciones desde 200 hasta 1000 ml.
La bioactividad, determinada por an&lisis frente a

Salmonella gallinarum MB 1287, aparece en las fracciones 5

a 20, es decir, desde 1900 hasta 7700 ml del volumen eluido.
Los valores A220 y AEHA304 se miden también sobre las frac-

ciones 9 a 20. Las fracciones 9 a 12 contienen 261-286 uni-
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poniendo de manifiesto una separacidn significativa de los

- presidn reducida hasta 250 ml. Al concentrado se agregan

da con NH3 0,02 mM en metanol al 50 %. La columna se eluye

"NaOH 1M. Las fracciones 40 a 68 combinadas se concentran has

-B3 -

dades de biopotencia por unidad AEHA304 y las fracciones
16 a 20 contienen 23-28 unidades/unidad de AEHA304 mientras

que las fracciones 13 a 16 presentan valores intermedios,

antibidéticos 890A2 y 890A5 en esta columna. Las fracciones
15 a 19, gue contienen la mayor parte del 890A5, se reunen
para su posterior purificacidn.

Las fracciones 15 a 19 combinadas se concentran a

250 ml de metanol y la muestra se aplicé a un caudal de 2 ml
por minuto a una columna (3,4 x 50 cm) de Dowex-1 x 4 (C17),
-400 mallas, que ha sido lavada con metanol al 50 %. La co-
lumna se eluye con 8 litros de NaCl 0,1M + NH4C1 0,005M +
NH3 0,0001M en metanol al 50 %, g un caudal de 2 ml por mi-
nuto. Se recogen fracciones de 10 ml.

El antibidtico 890A; eluye en las fracciones 505 a
605, con un pico en la fraccién 550. Se reunen las fraccio-
nes 520 a 580, se toman 300 ml de las fracciones combinadas
y se concentra hasta 4 ml a presibn reducida. Al concentra-
do se agregan 6 ml de metanol;y 25 yl de NaOH 1M, dando un
pH final de 7,3.

El concentrado con el pH aﬁustado se aplica a uha co-

lumna (2,2 x 70 cm) de Sephadex G-10 que ha sido equilibra-

con NH, 0,02 mM en metanol.al 50 %, a un caudal de 1 ml por
minuto. |

El antibibtico 890A5 eluye en las fracciones 38 a 88,
con un médximo en las fracciones 39 y 40. Se combinan las

fracciones 40 a 68 y el pH se ajusta desde 6,3 a 6,8 con
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ta 4 ml bajo presién feducida y durante la concentracidn se
anaden 80 ul de NaOH 1M para mantener el pH entre 7,0 y
7,3. A los 4 ml de concentrado final se.agregan 20 ul de
NaOH.lM, llevandp el pH a 7,4; - - -MAiﬂ .

El concentrado se purifica de nuevo aplicéndolo a
una columna (3,4 x 46 cm) de Dowex-50 x 2 (Na+), 200-400 ma-
llas, que ha sido lavada con 4 litros de NaOH 0,2 mM, se-
guidos de 800 ml de agua aesionizada. El antibidtico se elu-
ye con agua desionizada a un caudal de 4,1 ml por minuto.
Se fecqgen fracciones de 8,2 ml.

El antibidtico aparece en las fracciones 22 a 27,
con un miximo en la fraccién 23. Se reunen las fracciones
23 a 25 que contienen 152‘unidades‘A308, con una’ relacidn
A308/A260 de 2,00. Las medidas de conductividad indican la
presencia de 70 Umoles de NaCl én las fracciones reunidas.

Se convierten 4 ml de las fracciones 23-25 combinadas
de Dowex-50 en la forma amdnica haciéndolas pasar por una
colunna (0,7 x 12 om) de Dowex-50 x 2 (NH,"), 200-400 ma-
llas, que ha sido lavada con 100 ml de NH; 0,1 mM, seguidos
de 10 ml de agua desionizada.-La muestra se eluye con agua
desionizada, recogiendo fracciones de 1 a 2 ml. Se combinan
todas las fracciones con A308 superiores a 1, dando un to-
tal de 6 ml con un Aqpg = 30. Esta muestra se concentra a
presidn reducida hasta 0,725 ml y se pipetean independiente-
ménte_dos partes alicuotas de 50 ul en dos viales de reac-
cidn cbnicos de 0,5 ml y se liofilizan.

La trimetilsililacitn del antibibtico 890A5 produce
tres derivados diferentes: derivados di- vy tri-trimetilsili-
lados (pesos moleculares 456 y 528, respectivamente) y una

pequefia cantidad de un derivado tetra-trimetilsililado de un
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‘micos esté&n dados en ppm y las constantes de acoplamiento
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producto hidrolizado (peso molecular 618), donde el anillo
de B-lactama esté abierto.

Los valorgs de los fragmentos del espectro de masas
mis importantes estdn dados a continuacidn:
derivado di-trimetilsililado: 441, 299, 298 y 84;
derivado tri—trimeéilsililado: 513,371 y 156;
derivado tetra-trimetilsililado (solamente se observa una se-

fal de baja resolucidn): 618 y 603,

Se concentran 18,6 ml de las fracciones 23-25 combi=-
nadas de la columna de Dowex-50 hasta 3 ml bajo presidn re-
ducida yunaparte alicuota de 1,96 ml se congela y liofiliza
en un vial de vidrio de 14 ml para dar 2,73 mg de un sbli-
do que contiene una mezcla de antibidtico 890A5 y cloruro
sbdico. Como las conductividades de las fracciones 23-25 in-
dican gque el 45 % del sélido estd constituido por cloruro
s6dico,puede calcularse una E % de 490 a 308 nm para una
muestra exenta de sal de 890A5 a partir de la E % observada
de 272. Los 1,0 ml restantes de los 3,0 ml de concentrado
se liofilizan independientemente para su anélisis por RMN..

La siguiente tabla contiene las sehales de RMN a
100 MHz de la sal sbdica del antibiético 890A5 en D,0, con

respecto al patrdén interno de DSS; los desplazamientos qui-

en Hz; estédn indicadas las multiplicidades aparentes.
1,29 (4, J = 6,2, C§3—¢H), 2,05 (s, CH3é=O), 3,09

(aproximadamente d de d,*é—CEz-éé, 3,41 (d de 4, J = 5,0,

3,0, ,\c_q-c'=0), 4,16 (m, :CH-I;I—-y ,\;c§~01~1), 6,00 y 7,11 (do~

bletes, J = 13,8, S~CH=CH-N).
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Produccidn del antibiético‘69_OA1 en matraz sacudido

Se abre asépticamente un tubo de cultivo liofilizado

de Streptomyces flavogriseus MA-4600 y el contenido se sus-

pende en un tubo que contiene 1,5 ml de Medio A_estéril de

la siguiente composicién:

Medio A
Extracto de levadura 10,0 g
" Glucosa 10,0 g

MgSO, . 7H,0 - 0,05 g

*Tampdén de fosfato | 2 ml
‘ Agua destilada . : 1000 ml

*Solucidn tampdén de fosfato

KH,PO, : 91,0 g

Na,HPO, 95,0 g

Agua destilada 1000 ml

Esta suspensidn se utiliza para inocular un Erlenme-—

yer de siembra de 250 ml, de triple tabique, conteniendo

54 ml del Medio B de siembra, 'de la siguiente composicién:

Medio B
Levadura autolizada (Ardamine+)
Glucosa
MgSO4.7H20
Tampdn de fosfasto*
Agua destilada

pH: ajustado a 6,5 con NaOH

10,0 g
10,0 g
0,05 g
2 ml
1000 ml

+ Ardamine: Yeast Products Corporation

* Solucién tampbn de fosfato

KH2PO4

91,0 ¢
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Na,HPO, 95,0 g
(" Agua destilada : . 1000 ml
El matraz de siembra se.tapa con algodbn y se sacude
durante 30 horas a 28°C + 1°C en ﬁh sacudidor giratbrio a
220 rpm (recorrido: 2", 5 cm).
Se inoculan 50 Erlenméyers de produccidn sin tabiques)
de 250 ml, conteniendo cada uno de ellos 40 ml del Medio C
de produccidn,-con 1 ml por matraz del caldo proceaente del

matraz de siembra. Los matraces de produccidén se tapan con

algoddn.
Medio C
Pasta de tomate , 20,0 g
Levadura primaria 10,0 ¢
Dextrina (Amidex) '20,0. g
CoCl,.6H,0 5,0 mg
Agua destilada 1000 ml

pH: ajustado a 7,2-7,4 con NaOH.
Después de la inoculacibn, los matraces de produccidn
se incuban a 28 + 1°C, agitando en un sacudidor giratorio
a 220 rpm (recorrido: 2", 5 cm), durante 3 dias. En los ma-
traces se determina la actividad frente a placas de andlisis

patrdn de Vibrio percolans ATCC 8461, empleando discos de

andlisis de 0,5" (12,7 mm) sumergidos en muestras del caldo
de fermentacién centrifugado. Las muestras se diluyen con
tampdn de fosfato 0,05M, pH'7,4. Los resultados estédn tabula-|

dos a continuacibn:

Edad de la cosecha, horas 72
pPH 6,4
Vibrio percolans (dilucidn 1/100) 23 mm

Unidades de an&lisis 890/ml 103
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tampdn Tris~HCl 0,02M a pH 7,0 y EDTA neutro 25 UM, a un

68

Las unidades 830A/ml se determinan en la forma indi-
cada en la seccibn titulada "II. Procedimiento de an&lisis
para determinar las"Unidades de andlisis 890"",

El caldo'qomplefo se centrifuééréﬁréofciénegjdé-

200 ml en frascos de policarbonato a 900 rpm, durante 15 mi-
nutos, para dar 1600 ml de liquidos sobrenadantes.comLina-
dos con una potencia de 104 unidades/ml. A esta combinacidn
se agregan 0,5 ml de EDTA neutro 0,1M.

El caldo centrifugado se adsorbe en una columna de
Dowex-1 x 2 (Cl ), 50-100 mallas, dimensiones del lecho
3,8 x 22 cm, a un caudal de 6 a 20 ml/minuto. La columna se

enjuaga con 100 ml de agua desionizada y se eluye con 1 1li=-

tro de agua desionizada que contiene 50 g de cloruro s6dico,

caudal de 6 ml/minuto. Se recogen fracciones de 10 ml.

El antibibtico 890Al aparece en las fracciones 13 a
81, con un méximo en las fracciones 25 a-33, contando a par-~
tir de la primera aplicacidn del eluato salino. Se combinan

las fracciones 24 a 41, que presentan las maximas relaciones

de biopotencia/Azzo, para su posterior procesado. Las fraccid
nes combinadas contienen un total de 20.000 unidades o 17 %
de la bioactividad aplicada.

El eluato de la columna de Dowex se concentra hasta
10 ml, se ajdsta el pH a 6,5 con 4cido clorhidrico diluido
y.el concentrado se aplicé a una columna de XAD-2, dimensio-
nes del lecho 3,3 x 36 cm, que ha sido previamente lavada con
2 litros de acetona acuosa al 60 %, agua desionizada y clo-
ruro sédico al 5 % (en peso/volumen) en agua desionizada,
respectivamente. La muestra se eluye con agua desionizada a

un caudal de 6 ml/minuto. Se recogen fracciones desde 40 has-
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ta 260 ml.

La actividad antibibtica aparece en las fracciones
6 a 14, que se extienden desde 220 hasta 2560 ml de volumen
éluﬁdo. El pidb se encuentra en las fracciones 9 y 10, que
se extienden desde 370 hasta 590 ml del volumen eluido.

Las fracciones 9.; 12, que se extienden desde 370 hasta
1060 ml de volumen elufido, presentan las méximas relaciones
de AEHA3OO/A2é0 y se combinan para su posterior procesado.
Estas fracciones contienen 36.600 unidades, igual al 126 %
de la actividad ablicada aparente.

Las fracciones 9 a 12 combinadas se concentran has-
ta 100 ml y el concentrado se aplica a una columna de Do-
wex~1 x 4 (Cl7), =400 mallas, dimensiones del lecho 2,2 X
41 cm, a un caudal de 2 ml/minuto. La columna se lava con
50 ml de agua desionizada y se eiuye con 3 litros de NaCl
0,07M + NH4C1 0,005M + NH3 0,0001M en agua desionizada,

a un caudal de 2 ml/minuto. Se recogen fracciones de 10,8
ml, empezando a partir de la primera aplicacibn del elu-
yente.

El pico principal de antibibtico 830A, aparece en
las fracciones 181 a 217, con un méximo en la fracecibn 198.

Se reunen las fracciones 186 a 210 que contienen un total

" de 114 unidades de absorcidén a 300 nm.

Las fracciones combinadas se concentran hasta 4,0 ml
y el pH se ajusta a 7,3 por adicibén de 16 ul de NaOH 1M.
Fl concentrado se aplica a una.columna de Bio-Gel P-2, 200-
400 mallas, dimensiones del lecho 2,15 x 70 cm y se. lava
tres veces con 1 ml cada vez de aqgua decionizada, eluyendo
con agua desionizada a 0,96 ml/minuto. Se recogen fraccio-

nes de 3,85 ml.
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El pico principal de antibidtico 890Al aparece en
las fracciones 24 a 44, con un m&ximo en las fracciones 33
y 34. Las fracciones 27 a’38, Eon lag méximas relaciones
A366/A245, se combinénrpara su liofilizacién. Estas fracciod
nes combinadas contienen un total de 72 unidades A300.

Para realizar la liofilizacibn, las fracciones com-
binadas se concentran hasta 3,0 ml y el pH del concentrado
se ajusta a 7,5 por adicibén de 10 ;1 de NaCH 0,1M. La mues
tra se divide en dos porciones de 1,50 ml cada una, que se
congelan rdpidamente por separado y se liofilizan en viales
de vidrio de tapa roscada, de 14 ml. Cada muestra contiene
1,73 mg del antibidtico 890Al, correspondiente a 35,8 unida-

300°

Formulacién conteniendo los antibidticos 8904, vy 890A5

Las composiciones que contienen los antibidticos de
esta invenciéﬁ pueden ser administradas en varias formas de
dosis unitarias, por ejemplo en dosis sdlidas o liquidas
ingeribles por via oral. Es evidente que los antibidticos
890A2 Yy 890A5 pueden ser utilizados independientementebo en
combinacién.rLas composicioneé descritas mis adelante son
aplicables a los antibidticos 890A, y 890Ag, sblos y en com-
ﬁinacién. En general, las cantidades administradas de anti-
bibtico 890A5 serén superiores a las de antibidtico 890A2
para cualquier situaciéﬁ c%inica dada. Las composiciones
por dosis unitarias, ya sean liquidas o sblidas, pueden con-
tener de 0,1 a 99 % de producto activo, siendo el intervalo
preferido alrededcr de'lo a 60 %. Generalmente la composi-
cidn contendréd alrededor de 100 a 2000 mg de ingrediente
activo, calculado sobre el peso total ae la composicidn; sin

embargo, en general, es preferible emplear una dosis compren
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dida entre 250 y 2000 mg aproximadamente. En la administra-

cibn parenteral, la dosis unitaria es habitualmente el com-

puesto puro en una solucidn acuosa estéril o en forma de

polvo soluble destinado a la disolucifn. Pueden prepararse
formulaciones representativas mediante los siguientes proce-

dimientos:

Cépsulas Por capsula
Antibidtico 890A, 400 mg

Lactosa, Farmacopea de
Estados Unidos, cantidad
suficiente para llenar
c8psulas del n° 0 apro-
ximadamente de 475 mg
cada una
En el ejemplo anterior, el compuesto activo y el di-
luyente se mezclan para producir una mezcla uniforme gue
despuds se introduce en cépsulas de gelatina dura del n° 0,
a mano o en una miquina adecuada, segfin sea necesario. La

mezcla y el llenado se realizan preferiblemente en una zona

a una humedad rélativa inferior al 40 %.

Tabletas Por tableta
Antibibtico 890A2 330,0 mg
Fosfato céllcico 192,0 mg

Lactosa, Farmacopea de Estados Unidos 190,0 mg

Almidén de maiz 80,0 mg
Estearato magnésico 8,0 mg
800,0 mg

En el ejemplo anterior, el componente activo se mez-
cla con el fosfato cdlcico, la lactosa y alrededor de la mi-
tad del almiddén de mafz. La mezcla se granula con una pasta
de almiddn de maiz al 15 %, se tamiza groseramente y después

se tamiza de nuevo a través de tamices del n° 16. Se anaden
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. ril se cierran herméticamente en condiciones asépticas.

el resto del almiddn de maiz y del estearato magnésico y
la mezcla se comprime en tabletas, de 0,5" (12,7 mm) apro-
ximadamente de .didmetro, con un peso de 800'm§ cada una.

| Alternativameﬁté; él co%ponehté activb sé meécié.coﬂ
el fosfato cdlcico, la-lactosa y la mitad del almiddén de

maiz. La mezcla se transforma en grédnulos en una prensa pe-

sada para producir masas compactas similares a tabletas. Esj

T

tas se deshacen hasta formar granulos del n°.l1l6. Se ahade

el resto del almidén de maiz y el estearato magnésico y la
mezcla se comprime en tabletas de 0,5" (12,7 mm) aproximada+t
mente de didmetro, con un peso de 800 mg cada una.

" Forma lio (para inyecci®n) Por vial

Antibibtico 890a, 500 mg

Agua para inyeccidn, Farmacopea .
de Estados Unidos, c.s. hasta . 2 ml

En el ejemplo anterior, el componente activo se di-
suelve en agua para inyeccidn suficienﬁe, eﬁ la relacidn
inaicada. La solucibn se filtra a travé&s de mechas de Selas
o filtros de membrana Millipére para esterilizarla. La so-
lucidn se subdivide en viales estériles. Los viales y su -
contenido se congelan y el aéua se separa asépticamente por

liofilizacidn. Los viales que contienen el sbdlido, seco esté

Para restablecer el producto para su administracidn
parenteral, se agregan 2 ml de agua estéril para inyeccibn

al contenido de un vial,

Formas ligquidas orales Por 1000 ml
Antibibtico 890A2 1,0 g
Sacarosa ,7 '600,0 g

Glucosa 250,0 g
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Benzoato sddico 1,0 g
Aceite de naranja concentrado 0,2 ml
Agua purificada, Farmacopea de Lstados
Unidos, hasta . 1000,0 m1

Se disuelven la sacarosa y la glucosa en unos
400 ml de agua, ubilizando la accidén del calor para favoré~
cer la disolucidn. Sc enfria csta solucidn y se aflade el
benzoato sédico} seguido del aceitie de naranja concentradc.
La solucidn se 1leva a un volumen de unos 900 ml con agua
v después se agrega el sntibidtico. La solucién se clarifi-
ca por filtraccidn a través de un filtro grosero.

Fn resumen, la Patente de Invencién que se'5ulici—

{5

“ta deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccidn del sonm-
puesto antibidtico MSD 890 A que comprende las siguientes
etapas:

a) cultivar una cepa de Strepbomyces flavogriseuy

en un medio nutritivo acuoso que contiene fuentes asimila-
bles de carbono, nitrdgeno y sales inorgénicas, en condicio
nes aerobias sumergidas, a una temperabura comprendida en-
tre 20 y %79C aproximadamente y a un pl comprendido entre
6,0 y 8,0 aproximadamente; '

b) recupcrar el compuesto 890 A, y/0 el 890 A5
de dicho medio de cultivo.

2. Un procedimienﬁo segin la reivindicacidn 1,

donde el microorganismo cultivado es Streptomyces

n

flavogriseus NRRL 8139 o NRRL 8140, y el compuesto obtenido

es_890 A2.

%, Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,




10
15

20

25

Ef%;QSO

. TICO MSD 890A.

- paginas mecanogrofiadas.

— T

: !
donde el microorganismo es Streptomyces flavogriseus NRRL

2139 ‘o WRRL 814C, y cl compuesto obtenido es 890 As.
4, Un procedimiento segin la reivindicecidn 1,

dondc el microorganismo cultivado es Streptomyces flavo-

griscus NRRL 8139 o NRRL 8140, y los compuestos obtenidos
son 890 A, ¥ 890 AS.

5. Se reivindica por lbtimo como objcto sobre el
que ha de recaer la patente de invencidn que se¢ solicita:

UN PROCEDIMIENTO PARA IA PRODUCCION DEL COMPUESTO ANIIBIO-

Todo conforme queds descrito y reivindicado en la

presenlie memworia descriptiva que consta de setents ¥ cuatre

Madrid, Pl abril 1.977
BERIWARDCO UNGRIA

o
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