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+REF.: Case 159356

“ " RESUMEN DE" LA INVENCION
, Bl antibibtico MSD 890A,, v sus sales farmacéuticamen-
te aceptables (denominado en lo que sigue antibiético 890A10

es activo contra las bacterias Gram-positivas y Gram-pega-

-tivas, El antibidtico se obtiene cultivando espec1es de

Streptomyces en medios de fermentacidn adecuados.

'ANTECEDENTES’DE‘LA INVENCION

El descubrimiento de las notables propiedades antibi6~-'

“““ i
campo que ha dado lugar al hallazgo de otras muchqs:snstén—

cias antibibticas valiosas. En_general; la gctivida;}anti&
bacteriana de cada uno de estos antibidticos no inc}&ye a
c%ertas bacterias patdégenas clinicamente importanteé; Por
ejemplo, algunos son activos ﬁrinciéalmente sd;o contra los
tipos Gram-positivos de bacterias. La resistencia adquiri-
da a causa del extenso uso de los antibiﬁtiéos existentes
en el tratamiento de las iInfecciones bacterianas ha dado lu
gar a la aparicifn de un gran éroblema de resistencia.

Por consiguiente, las deficiencias de los.antibibticos
A

conocidos han estimulado nuevas investigaciones para hallar|

otros antlbiotlcos que fueran activos contra una gama més
amplla de patogenos asf{ como contra las cepas resistentes
de microorganismos particulares.

. COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a un nuevo agénte antibi6-
tico. Trata de una nueva sustancia antibiética, denominada
aqui 890A,,. La invencién éomérénde el aptiﬁiético en forma
diluida,'como concentrado crudo y en férma puré.

Uﬁ objeto de esta invéﬁcién es.broporcionar un nuevo

y Gtil antibidtico que es altamente eficaz en la inhibicidn
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del crecimiento de diversos microorganismos Gram-negativos

y Gram-positivos. Otro objeto es proporcionar un procedimiey

‘por fermentacifén de medios nutritivos .con especies’.de’Strep-|

'caldo de fermentacién. i

~guiente tabla.

to para la preparacifn de la nueva sustancia antibibtica

tomyces. Otros objetos resultarén evidentes en la descrip-
cibén detallada de esta invencién dada en lo que siguz.

La nueva sustancia antibibtica de esta ivencidr es pro-
ducida cultivando en condiciones controladas una nueva cepa

de Streptomyces flavogrlseus.

Baséndose en extensos estudios taxonbmicos, la cepa de
microorganismo utilizada en esta invencidn fué identificada

como perteneciente a la especie Streptomyces flavogriseus

Yy ha sido designada con -la clave MA-4638 en la coleccidn

de cultivos de Merck & Co., Inc., Rahway, N.J. Un cultivo
de la misma se ha colocado en depésito permanente sin res-
tricciones en cuando a su dis@onibilidad en. la coleccibn de
cultivos de los Northern Regional Laboratories, Northern'
Utilization Reseaxch ané-Develobment Division, Agricultural
Research Service, Departamento de Agricultura de Estados
Unidos, Peoria, Ill., y estd a disposicién del ptiblico bajo
el nGmero de accesién NRRL 11.020.

El Streptomyces flaVogriseus MA-4638 produce el antibid

T

.

tico 890A10 gue es aislado en forma sustancialmente pura del

Las caracteristicas morf ologlcas y de cultivo del

Streptomyces flavogrlseus MA-4638 estén indicadas eus la si-~

Morfologfa - los espordforos son ramificados, con cadenas
lisas a flexuosas de esporas, formando mechones. Las ca-

denas tienen una longitud de mds de 10 esporas. Las espot
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Crecimiento vegetativo - reverso marrén bordeado de ma-
rrbén oscuro;

Agar albtmina de huevo

bordeado de marrén;

(2d¢) y amarillo grisiceo (24db):

Crecimiento vegetativo - reverso marxrdn;:

rillento (2dc);

llento;

Micelio aéreo - aterciopelado, gris medio con tono ama-
rillo (3fe):

Pigmento soluble - tostado muy p&lido

Agar harina de avena (ISP Medio 3)

Agar Czapek Dox{agar saéarosa-nitratd)

Micelio aéreo - gris medio, aterciopelado; -

Pigmento soluble - ligero pardeamiento del medio.
Crecimiento vegetativo - reverso tostado amarillento

" Micelio aéreo - gris medid mezclado con gris amarillento

Pigmento soluble - tostado amarillento palido.
Agar.glicerol-asﬁaragina
20

Micelio aéreo - atercioéelado,;gris pé&lido con tono ama-

" pigmento soluble - tostado bélido.

Agar sales inorgénicas -almidén (ISP Medio 4)

Crecimiento vegetativo - reverso tostado verdoso amari-

Caracteristicas de cultivo

ras son de forma esférica a oval - '0,9un x 1,2uA(970x).

Crecimiento vegetativo = reverso testado amariliento bor-
deado de marrén, arrugado;

Micelio aéreo - gris pdlido bordeado de gris medio;
Pigmento soluble - ninguno. '

3

Agar extracto de levadura-dextrosa + sales
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Crecimiento vggetativo-w'reVerso marrén oscuro;
Micelio aéreo - gris oscuro mezclado con un gris més

ciaro;
Pigmento soluble -~ ninguno. o
'Agar extracto de levadura-extracto de malta (ISP Medio 2)
Crecimiento vegetativo - reverso ma;rénz
Micelio aéreo - aterciopelado,_grisﬁ;scuro bordeado con
un gris més cléro;
Pigmento soluble - ninguno. :
Agar leche descremada _ . !
Crecimiento vegetativo -~ tostado; !
Micelio aéreo ~ esparcido, blanguecino;
. Pigmento soluble - ligero pardeamiento del medilo;
Hidr6lisis de la casefna - buena
Leche de tornasol
Crecimiento vegetativo - anillo de crecimiento moderado,
| tostado; ' |
Micelio aéreo - ninguna

Color - pfrpura;

Coagulacidn-y/o peptonizacién - peptonizacién completa,

volviéndose alcalina

%eche descremada

_ ?.Crecimiento vegetativo ~ anillo de crecimiento moderado,
éostado;
Micelio aéreo - nipgﬁno;
Pigmento soluble - marrdén pdlido;
Cbagulacién y/o peptonizacién - éeptonizacién completa,
volviéndose alcalina

Agar tirosina nutriente

Crecimiento vegetativo - reverso marrdn oscuro;
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- Micelio aéreo - gris oscuro bordeado de blanco grisiceo;
Pigmento.soluble ~ ligero pardeamiento del medio;

Descomposicién de la tirosina - positiva.

. - Agar peptona-hierro-extracto de levadura

Crecimiento vegetativo - tostado; e

Micelio aéreo - blanguecino, moderado;

Pigmento soluble - niﬁguno;

Melanina - ﬁada;

Produccidn de H,8 - negativa. .
Agar nutfiente | ' . ] i

Crécimiento vegetativo - reverso marrén.griséced palidg;
Micelio aé&reo - gris p&lido bordeado de gris oscuro;
figmento soluble - ninguho.

Aéar almidén nutriente ]
Crecimiento vegetativo - tostado bordeado de gris;
Micelio aéreo - gris medio;

Pigmento soluble - ninguno;
Hidrélisis del almiddén - buena.

Agar'gelatina nutriente :

Crecimiento vegetativo - tostado bordeado de gris;
Micelio aéreo - blanco griséceo; 7
Pigmento soluble - ninguno;

=.Licuefacci6n.de la gelatina - buena.

Trozo de patata
Crecimiento vegetati;o - tostado;

Micelio ééreo - gris medio a oscuro;
Pigmento soluble - ninguno.

Suero sanguineo de Loeffler

Crecimiento vegetativo - color crema;

T

Micelio a€reo - ninguno; ,
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Pigmento soluble - ninguno;
Licuefaccién -~ ninguna.
Planchas de gelatina
Crecimiénto vegetativo - tostado;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - ninguno;
Licuefaccibn de la_gelatina - completa.
Todas las lecturas registradas anteriormente fueron to-
madas al cabo de 3 semanas de incubacifn a 28°C, salve indi-
caci&q‘en contrario. El pH de los medios utilizados en estog
estudios era aproximadamente neutro, es decir, pH,6(8-7,2.

Las designaciones del color utilizadas en la descripcifn

estén de acuerdo con las definiciones del Color Harmony

Manual, cuarta edicibn (1958), Container Corporation of

America, Chicago, Illinois.

También se determin6é la capacidad del Streptomyces

flavogriseus MA-4638 para utilizar o asimilar diversos hi-

dratos de carbono. Para este fin, el microorganismo se cul-
tivé en un medio sintético basal (Pridham and Gottlieb) con
teniendo 1 % del hidrato de cafbono a 28°C, durante 3 sema~
nas. El bH de los medios empleados en el estudio era aproxi-
madamente neutro (6,8-7,2). La Tabla I muestra la utiliza-
éién de estas fuentes de hidratos de carbono por el

Streptomyces flavogriseus MA-4638; + indica crecimiento, *

crecimientb pobre o cuestion‘ble y - crecimiento nulo en
comparacifén con un control negaEivo (sin fuente de carbono),
TABLA I
Glucosa + Maltgsa +
~Aiabinosé + Mani?ol. A +

Celulosa - Mannosa +
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" trosa + sales): ’

TABLA I (continuacidén)

Fructosa + Rafinosa -
Inositol - Ramnosa ‘ +
Lactosa R .. Sacarosa. +
Xilosa C+ .

El grad6 de crecimiento con las variaciones de temw~
peratura y 105 requiéitds de oxigeno del microorganismo son
los siguientes:

Intervalo de temperatura (agar extracto de 1evadu:aféex-
28°C - buen crecimiento vegetativo y aéreo
37°C - buen'crecimiénto,vegetativo; ninguna hifa aérea
50°C - crecimiento nulo . .
Requisitos de oxfgeno (cultivo en plancha en agar extracto
de levadura-dextrosa + saleé):
Aerobia.
Esta invencidn no ée limita al organismo Streptomy-

ces flavogriseus ni a los organismos que responden totalmen

te a las caracterfsticas antériores de crecimiento y micros
cOpicas que se dan con fines ilustrativos. Se desea y pre-
tende incluir él uso'dé los mutantes producidos a partir
del o;éanismo descrito por diversos medios, tales como ra-
éiacién X, radiacién ultravioleta, mostaza nitrogenada, ex-

posicifn a fagos y similares,

]

El 890A10 es producifo durante la fermentacibén aero-
bia, en condiciones controladas, de medios nutritivos acuo-
sos adecunados inoculados con una cepa del organismo,

Streptomyces flavogriseus. Los medios acuosos como los em-

pleados. para la produccidn de otros antibidticos son adecua-

dos para la produccitén de 890A,,. Estos medios contienen fugn
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el medio. En general, pueden utilizarse muchos materiales

tes de carbono, nitrb6geno y sales inorgénicas asimilables
por el microorganismo.
En general, '‘pueden utilizarse hidratos de carbono

como azicares, por ejemplo dextrosa, glucosa, fructosa,

-

maltosa, - sacarosa, xilosa, manitol y similares y almidones
como dextrina o tales omm;érmﬁheas;por ejemplo avena, cen-
teno, almidbén de maiz, harina de maiz,y similares, solos o
en combinacién, como fuentes de carbono asimilable en el me-
dio nutritivo. La cantidad de hidrato de carbono varia ha-

bitualmente entre alrededor de 1 y 6 % del peso del medio}
- - i

|
Estas fuentes de carbono pueden utilizarse individualmente

o pueden combinarse varias de estas fuentes de carbono en

proteicos como fuentes de nitrdgeno en el proceso de fermen-
tacién. Las fuentes de nitrégeno adecuadas son, por ejem~
plo, hidrolizados de levadura, levadura'p;imaria, harina
de soja, harina de semilla de algoddn, hidrolizados de ca-
sefina, iicor de infusién de maiz} solubles de destileria
o similares, siendo la fuente preferida los solubles de
destilerfa. lLias fuentes de nitrééeno, solas o en combinaciéy,
se emplean en cantidades que oscilan appoximadaménte entre
0,2y 6 % del peso del medio acuoso.
‘ - Entre las sales inorgénicas nutritivas que pueden
incorporarse a los medios de qultivo estén las sales acostuT—
bradas capaces de suministrar iones sodio, potasio, amonio,
similares. También estdn incluidos los metales traza como
cobalto, ‘manganeso y hierro.

Los medios descritos en lds ejemplos son simplemen-

*

te ilﬁsﬁrativos de la amplia variedad de medios gque pueden
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emplearse y no se pretende que sean limitativos.

(4]

brendidas entre 20 y 37°C; sin embargo, para obtener resul-
tados 6ptimos,- es preferible;efectﬁar la fermentacifn a
temperaturas de unos 23 a unos 28°C., El pH inicial de los

medios nutritivos adecuados para cultivar las cepas-del

Streptomyces flavogriseus y producir el antibidtico 8901&]0
© 10

éuede variar aproximadamente entre 6,0 y 8,0. .
Aunque el nuevo antibiéticq 890A'10 puede ser produ-

cido en cultivos superficiales y sumergidos, se prefisre

realizar la fermentacidn en estado sumergido.

. Es conveniente realizar una fermentacién del anti-

bibdtico a pequefia escala por inoculacidén de un medio nu-
16 " tritivo adecuado con el.cultivo productor de antibibtico
y, después de trasegar a un medio de produccibn, permitir

que transcurra la fermentacidn a una temperatura constante

de unos 24°C en un sacudidor durante varios dias.

X

La fermentacidn es iniciada en un matraz esterili-

zado de medio nutritivo a tréyés'ae una o més fases de de-
sarrollo de la simiente. El medio nutritivo para.lé fase de
siembra puede ser cualquier combinacidn adecuada de fuentes
de carbono y:nitxégeno. El matraz de siembra se sacude en

una clmara a temperatura constante de unos 28°C durante

un dfa o hasta-que el crééimiento es satisfactorio y se uti

liza parte del cultivo résultante para inocular una segunda

fase de siembra o el medio de produccién. Cuando se utiliza

-

matraces de siembra de.fases intermedias, se desarrollan

el medio de produccidn. Los matraces inoculados se sacuden

esencialmente igual;'es decir, parte del éontenido del ma-

traz de la dltima fase de siembra se utiliza para inocular

. ,
La fermenhtacidén se lleva a cabo a temperaturas com-
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_a temperatura constante durante varios dfas y al final del

) periodo de incubacién, el contenido del matraz seccentrifu-

‘ga o -se filtra.

* . Para el trabajo a gran escala; es éreferiﬁlezéfec—
tuar la fermentacifn en tanques adecuados provistos de un
agitador y un mgdio.bara éirear el‘medio'de fermentgeién.
De acuerdo con este método; el mediovnutritivo se prepara
en el tanque y se esteriliza calentando a tempefaturas de
hasta unos 120°C. Al enfriar; el medio esterilizado ee ino-
cula con una siembrg previamente cultivada del cultivo pro-
ducﬁor Yy se permite que la fermentacidén transcurra durante
un periodo de tiempo de, ﬁor ejemélo, 1 a 6 dfas mientras
se agita y/o airea el medio nutritivo y se mantiene la tem-
peratura alrededor de 22-26°C; Este método de produccidn
‘del antibidtico 890A10 es eéﬁecialmente adecuado para la
preparacidn de grandes cantidades del antibiétiéo.

Propiedades ffsicas y quifmicas del antibibético 8904,

El antibidtico 890A,, es una sustancia &cida que
migra hacia el éolo positivo por électrﬁforesis a pH neutro
A un gradiente de 50 voltios/cm en tampén de fosfato poté-
sico 0,03M, pH 7,1, el antibidtico recorre 8,0 cm en 30 mi-
thos, comparado con un movimientd de 4,0 cm par& el 890A1.
Lé sal disbdica es un polvo blanco o ligeramente amarillo
cuando se liofiliza a partir!de una solucién acuosa. En
condiciones &cidas en soluciFn acuosa, el antibibtico es
inestable 'y no.se ha. aislado el dcidpilibre.La sal dis6dica del
antibiéticd'QQOAlo presenta un méximo d¢ absorcién a 299 nm
y un minimo a 243 nm a pH neutro en agua. Para el prepara-
do mds purificado, el E % a 300xnm de la sal disédica’es

214. La relacién A300/A250 es 3,33 para la muestra més pu-
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i

rificada. y la relacién ABOb/Azzores 2,05, Los indicios de

ligeras impurezas en esta muestra sugieren que las relacio-
nes correspondiente$ para una muestra de pureza definitiva
deben ser algo mayores. Més del 94 % de la absorcidn a 300
nm puede ser extinguida por reaccib6n con hidroxilamina a
pH neutro. La absorﬁanqié a 250 nm también disminuye. por
reacci6én con hidroxilamina y la relaci6n de la disminucidn
de absorbancia a 250 nm a la disminucién a 300 nm es apro-
zimadamente 0,16. La reaccidn con hidroxilamina, seguida

por la disminucién de A3go bajo las condiciones descritas

’ 3 » » ) - ) l
en la seccidn "Reaccidn con Hidroxilamina", es aparentemen-

te de primer orden, con un periodo de semiduracién a la tem
pgratura ambiente de 23 a 60 segundos.

Cuando se mide freﬁke a un patrdn de antibibtico
890A1, el antibiético 890A10 contiene 174 unidades de bio-
andlisis por unidad de HAEABDO' ELl HAEA,. 4 estd descrito en
la p&gina 25 bajo la seccién "Reaccifn con Hidroxilamina“.

La Tabla II contiene las seﬁéles del espectro de
resonancia magnética nuclear a 100 MHz del 890A10 en D,0
a 32°C. Los desplazamientos quimicos est&n dados eﬁ ppm
con respecto al HOD a 4,708 a 32°C y las constantes de aco-

plamiento en hertzios.

TABLA IT
| ocHgcH - 1,55 (3H, d, 6,5 Hz)
CH,CO _.‘2,02 (3H, s)
Ciey"® . 3,89 (1§, 4, & Jy_g7= 5,4 Bz
J6~8 = 9,2 Hz) .
CkS)‘H 4,30 (18, 4, t5 T = 5,5 Hz;

VJ5-1 = 9,5 %z)

'C(s)-H ~/4,8 (parcialmente cubierto por la
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de HOD
Cyy=H, V34 (I, & & ~9,2 4 ~18 H2)
~3,33 (16, d, d; ~10 + 18 Hz)
" -CHNH 3,43 (2H, t, .7 Ha) A
~CHy=$- 3,03 (2H, m).

El espectro de masas del TMSi—SQOAlone carabteri-
za por los fragmentos indicados en la Tabla III:
' TABLA ITI
m/e 86 |
| 227,0224 CgH, 550,51, calculado: 227,0230
. 241 4
300/1
339,1325 ¢, H,NO,Si,, calculado: 559,132

15725
342,1444 Q15H26N203S Si, calculado:342,143
368
440
458.

El antibi6tico 890A,, tiene la siguiente estructura

3

molgcular{ ’ 0S0.H :
3 0
CH3—CH-— ’
st )
VAR

(1)

El aqtibiético 890A10 se caracteriza adends por los

“oa

siguienteé‘perfiiés del espectro antibibtico.

El ensayo para determinar los perfiles del espectro
antibibtico del éntibiSEic0'890Alo se realiza por aplicacién
de una_gqtita de 0,015 ml dé una solucidn acuosa a 9,5 1 g/ml

del antibibtico sobre la superficie de una placa Petri de
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100 x 15 mm que contiene 5 ml de agar nutritivo sembrado mis

0,2 % de extracto de levadura, gue se incuba a 25°C. Los

resultados, expresados como difmetro en milimetros de la

zona de inhibicién, estdn indicados en la Tabla 1IV. .

o * TABLA IV

Organismo -~

Bacillus esp. MB n° 633

Proteus vulgaris MB n° 1012

Pseudomonas aeruginosa MB n°® 979

Serratia marcescens ATCC 890

Staphylococcus aureus ATCC 6538 P

Bacillus subtilis ATCC 6633

Sarcina lutea ATCC 9341

Staphyloccccus aureus MB n® 698

Streptococcus faecalis MB n°® 753

Alcaligenes faecalis ATCC 2137

Brucella bronchiseptica ATCC 4617

Salmonella gallinarum MB n°® 1287

Vibrio percolans ATCC 8461

Xanthomonas vesicatoria MB n® 815

_Proteus‘vulgarié ATCC 21100

Escherichia coli MB n°® 1418

Pééudomonas stutzeri ATCC 11607

Klebsiella pneumoniae MB n°® 1264
4 {

Aerobacter aerogenes MB n° BBF

Erwinia atroseptica ATCC 4446

Pseudomonas aeruginosa MB n® 2824

Corynebacterium pseudodiph. ATCC 9742

Escherichia coli ATCC 9637

Streptococcus faecium MB n° 2820

DiSmetro de la zona de
inhibicidn, Tm

30
19
“q
15
20
30
33
23
0
24
0.
28
33
205 s
30
25
0
19
22
10
0
12
17
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|
_ Vibrio‘percolans ATCC 8461 +. f~lactamasa del : !
|

dad en medicina humana 'y veterinaria. El 830a,, buede uti-

-15a

..........

“TABLA IV {(continuacibn}

Di&metro. de..la zona de

OrganismoA‘tt'“ -+ . tnhibfcidn, mm
Streptococcus agaléééi;é MB n?. 2875 : 29 j:}
Vibrio percolans MB n® 2566 (resistente a

la cefalosporina C) 22
Proteus vulgaris MB n° 2112 (ebisoma) : 30
Proteus mirabilis MB n° 3126 ' -29

Vibrio percolans ATCC 8461 + 2 x 10° ¥ /ml
de penicilinasa _ 25

Enterobacter cloacae MB 2646 34

El antibiético 890A10 es activo contra diversas bacte-
rias Gram-positivas y Gram-negativas y es un potente inhibi-

dor de las B-lactamasas bacterianas y puede encontrar utili-
, ¢

lizarse solo o en combinacién con otras drogas antibacteria-
nas para el tratamiento de las 1nfe001ones caucadas por bacH
terias Gram-p051t1vas o Gran-negatlvas, por e;emplo contra

Staphylococcus aureus, Proteus mlrabllls, Escherlcha coll,

Klebsiella pneumonlae y Salmonella 'schottmuelleri.

Bl COmpuesto de esta invencidén también puede utilizar-
se en combinacibén con los antibibticos de 8 -lactama suscep-
t;bles‘a las B-lactamasas, bara.potenciar la accién de estos
antibibticos de B-lactama por inhibicidn de la actividad lag
tamdsica y prolongar asf la dﬁracién de los antibiéticos.

Asf, una combinacién del antibibtico 890A;, con un
antibidtico de B-lactama sensible a la lactamasa seri més
eficaz para el tratamiento de 155 infecciones de bacterias
productoras de B~ lactamasa que lo serfa la misma cantidad

de antlblético sensible a la B-lactamasa por si solo.
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El antibidtico 890A10 puede utilizarse como aditivo
para los piensos de anlmales, para la preservaclén de ali-~
mentos y como deSLnfectante. Puede ut;llzarse en composicio-
nes acuosas cuya concentracidn oécila entre-O,l.y_lOO paxr-
tes de antibidtico bor millSn de partes de solucibn o prefe-
riblemente a concentracifones que oscilan abroximadambnte
entre 1 y 10 partes de antibidtico éor milldén de éarﬁgs de
solucidn, con objeto de destruir e inhibir el crecim?ento de
las bacterias perjudiciales sobre el equiéo.déntal_y médico
y como bactericidas en aplicéciones Industriales.

‘ﬁl-antibiético 89OA10 ﬁuede utilizarse en preparados
farmacéuticos como finico ingrediente activo o en combinacidn
con uno o mis antibidticos .o con una o mis s~ustancia§_ farma-
coldgicamente ‘activas.

El antibiético §uede ser administrado éor via oral,
tbpica, intravenosa o intramuscular: Los métodos empleados
para la admihistracién bueden ser los conocidos en este'cag

po o cualguier método al que pueda adaptarse el antibiGtico

%
[}
i

aqui descrito.
Asimismo;‘ademés de un thiéulo; ias cﬁm@osicionos
de esta invencién ?ueden contener. otros inéredientes comno
establllzantes, llgantes, antlox1dantes, preservatlvos, lubri
cantes, agentes suspensores, agentes de viscosidad o agentes
aromatlzantes gue son muy conocldos Y comﬁnmente empleados.
En veterlnarla, por ejemplo en el tratamlento de po-
llos, vacas, ovejas, cerdos y 51m11ares, la comp031cién pue-
de ser formulada, por ejeﬁplo; como preparado Intramamario

en bases de accidn prolongada o de liberacidn rﬁpida.

La dosis a administrar depende_en alto grado del esta-

"do del sujeto en tratamiento, dellpeso del huésped y del tipo
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de infeccidn, de la via y frecuencia de administracidn,
siendo preferida la via barenteral éara las infecciones ge-
neralizadas y la via oral ?ara las infecciones intestinales.

En el tratamiento'dé'las infecciones bacterianas en
el hombre, el coméuesto de esta invencidn buede ser co-ad-
ministrado con un antibiético sensible a la R-lactamasa, ox3
o parenteralmente, de acuerdo con los brocedimientaS'COnven-
cionales éara la administracién de'antibiéticos; siendo admi
nistrado el antibidtico 890A10 en una proporciﬁn de alrede-
dor de 2 a 600 mg/kg/dia y preferiblemente alrededor de 5 a
100 mg/kg/dfa, en dosis preferiblemente fraccionadas, por
ejemplo tres o cuatro veces al dfa. Puede administrarse en
d031s unitarias que contienen, por e]emplo, 100, 330, 400 o
1000 mg de ingrediente actlvo, con vehfculos o excipientes
adecuados y fisioldgicamente aceptables. Las dosis unitarias
se encuentran en forma de breﬁarados liquidos como solucio-
nes o suspensiones o en forma s6lida en tabletas o cépsulas.
Naturalmente, se sobreentiende que la dosis 6§tima en cual-
quier caso dado dependerd dei tibo.Y.gravedad de la infec~
cifn gue ha de 'ser tratada y éue'sé utilizaréin dosis méds pe-
quenas para uso pedlétrlco, siendo todos estos ajustes cono-
cidos por el experto en este campo.

Dentro de esta invencidn estdn .inclufdas las sales
no téxicas y farmacéuticamente aceﬁtables del compuesto
890A10. Por ?jemplo, laé sales farmacolSgicamente aceptables
formadas con bases orginicas e inorgénicas que incluyen, por
ejemplo, las sales metdlicas derivadas de hidréxidos, carbo-
natos o bicarbonatos de metales alcalinos o alcalino-térreos
tales como las derivadas de sodio, potasxo, amonio y calcio

y las sales derivadas de aminas prlmarlas, secundarias o ter
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cilarias como monoalguilaminas, dialqguilaminas, trialquilami-
nas, alcanolaminas .inferiores, dialcanolaminas inferiores,

alquilendiaminas inferiores, N,N-diaralquil-alquilen {infe-

‘rior)diaminag, aralquilaminas, amino-alcanoles inferiores,

N,N-dialquil (inferior) aminoalcanoles (Inferiores), &dcidos
amino-, poliamino- y guanidino-alcanoicos inferiores y ami-
nas heterociclicas nitrpgenadés; Son ejemélos rebresehtati—
vos las sales derivadas de hidréxido sédico: hidrbxido amd-
nico, carbonato sédico; bicarbonato sédico; carbonato‘po—
tésico, hidrdxido potdsico, carbonato calcico, trimetilamina
trietilamina, piperidina, N~etil§i§eridina; morfolina, qui-
nina, iisina, protamipa, apginina;_érocaina,Vetanolamina,
morfina, bencilamina, etilendiamina; ﬂ;N‘—dibenciletilendi—
amina, dietanolamina, piperazina; dimetilaminoetanol, 2-ami~-
no~2-metil~l-propanol, teofilina; N-metilglucamina y simi-
lares.

Las sales de los compuestos de es?a invencidén pueden
ser aisladas directamente de los medios de fermentaci®n uti-
lizando los eluyentes apropigdos,durante la cromatografia
de intercambio de ion o bueden ser breﬁaradas éor métodos
convenéionales muy conocidos en este camﬁo; Por ejemplo, las
d}sales, como la sal disddica, ﬁueden obtenerse por trata-
miénto de dos equivalentes de hidrdxido sddico con un mol de
producto (I) en un disolyentg adecﬁado: También pueden pre-
pararse sales mixtas con cationes monovalentes combinando un
mol de una base monovalente con un mol del producto (I) més
un eqguivalente de otra base: Alternativamente, pueden obte~
nerse sales monob&sicas por tratamiento de un equivalente de
una base que contiene un catién monovalente con un ﬁol del

producto (Ii. También pueden formarse sales bqr tratamiento
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“‘como "ingrediente activo en formas farmacfuticas de dosis uni-

_gas para formar composiciones con un amplio espectro. de

de un mol del producto con un mol de una base con un catibn
divalente. Las sales de esta invencidn son derivados no t&-

xicos y farmacolbgicamente aceptables que pueden utilizarse
tarias adecuadas. Asimismo, pueden combinarse con otras dro-

actividad.

Los caldos de fermentacién que contienen el antibilti-
co 890A,, producidos-de acuerdo con los ?rocedimientos des-
critos agquf, presentan actividades que oscilan aproximada%
mente entre 2 y 170 unidades por mililitro cuando se anali—

zan de acuerdo con el ensayo de difusidn en Qisco utilizan-

do Vibrio percolans (ATCC 8461). El antibidtico 890A,, con-

tenido en estos caldos de'férmentacién ?uede ser recupera-
do y purificado por diversos brocedimientos; Uno de estos
procedimientos consiste en adsorber el antibibtico 890A10
en una resina cambiadora de anidn fuertemente bésica. Son
ilustrativas de estas resinas cambiadoras de anibn fuertemen
te b&sicas las que contienehsuna matriz de estireno-divinil-+
benceno, por ejemplo la resina de éoliestireno y amonio cua-
ternario nuclear Dowex 1 x 2 (fabricada bor DPow Chemical Co.|,
Midland, Michigan) en el ciclo de cloruro: Otros miembros
re;presentativos de esta clase de resinas cambiadoras Ffuerte-
mente bésicas son los siguientes: Duolite A-AQ; A~42, A-101,
A-102 y A-114 (manufacturados bor Chemical Process Co., Red-
wood City, California), Amberlite IRA—406; IRA-401 e IRA-410|
Alternativamente, puede utilizarse una resina cambiadora de
anidn débilmgnte basica como el Amberlite IRA-68. (Lgs resi-

nas Amberlite son fabricadas por Rohm and Haas, Washington

Square, Filadelfia 5, Pensilvania).
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El antibidtico adsorbido es f&cilmente elufdo de la
resina cambiadora de anidn con soluéiones salinas en meta-
nol acuoso al 80 % (v/v). El eluato asi obtenido puede ser
purificado de nuevo por otros: procedimientos de purifica-
cién. Asf, el eluato puede ser puriﬁicado concentréndolo
y haciéndolo pasar por ﬁna.cplumna rellena con un polfmero

de poliestireno-divinilbenceno no polar, hidrdfeobo y reticu-

XAD-7 y 8. Se prefiere el XAD-2. (XAD-1, 2, 4, 7 y 8 son
fabricados por Rohm and Haas, Washington Square, Fllaqelxla
5, Pen51lvan1a) '

Un método de obtencidn del antibidtico 890A10 méds pu-
rificado consiste en utilizar la filtracidn por gel a ,través
de un gel de poliacrilamida con un tamafio de poro gue cxclu-
yve las moléculas de peso molecular superior a 1800, tal co-
mo Bio-Gel, P-2 (fabricado por Bio~Rad, Richmond, Califor-
nia). También pueden emplearse para desalificar otros geles
como el Sephadex G~10.

El procedimientO'prefe;ido de obtencién del antibié-
tico 890A10 de -gran pureza a éartir de un caldo consiste en
centrifugar o filtrar el caldo para separar el sblido; adsoy
ber y eluir elvfiltrado de una resina qambiadora de anidn cg
ms Dowex;l X 2 eﬁ el ciclo de cloruro con NaCl al 3 % en
metanol acuoso al 80 % (v/v) que a la vez concentra y puri-
fica parcialmente el antibidtico; pasar por una coiumna de
XAD-2 adecuadamente preparada que retrasa el antibidtico Yy
con ello purifica y desalifica el eluato de Dowex—l x 2. 8Se
reunen las fracciones enriquecmdas en 890Alo y se purifican
de nuevo. Mediante cromatografia en una resina Dowéx—l x 2

de -400 mallas, eluyendo con NaCl y/o NH4C1 en metanol acuo-
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so al 80 %, se obtiene un producto exento de la mayoria de

_general se combinan para purificarlas de nuevo solamente

‘expensas de la pureza o inversamente una mayor pureza a ex-
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las impurezas absorbentes en ultravioleta (el NH,Cl se uti-
liza para comunicar’ cierta caﬁacidéd de taméonamiento al
eluyente) y se separa;el QQOAlo de otros antibiéticos; por
desalificacién sobre Bio-gel P-2 y Sephadex G-10 en metanol
al 50 %, se elimipa la mayor parte de la sal introducida
en la cromatograffa en Dowex-~l x 2

Las iwpurezas residuales pueden reducirse mediente un
ciclo adicional de cromatografia sobre Dowex 1 x'2,_-400 ma
llas, eluyendo con una solucién que contiene cloruro sddico
y metanol al 30 %, seguido de désalificacién;

En la purificacién por cromatograffa en columna, en

aquellas fracciones del volumen elufdo que contienen un

antibiético del 30 % de ﬁureza como minimo como fraccidn
mis pura..Los criterios de'pureza son las relaciones de bioy
actlvidad/Azzo o A300/A250 y HAEA300/A220 y, en los proce-

sos de desalificacidn, la conductividad. Asi en cada etapa
cromatogréflca, se miden la AZZO; 250, A300 y la biocactivi+
dad de las fracc1ones apropladas. Slempre que es p051b1e,
se mide también la HAEA300 Y, en la desalificacién, se miden
las conductividades. Los criterios bara decidir qué fraccio
gés se combinan éara las oéeracidnes subsiguientes pueden

ser ajustados algo para conseguir un mayor rendimiento, a

pensas del rendimiento.

En las operaciones a escala de laboratorio (menos de
20 litros de volumen de la muestra);.todas las cromatografigs
a excepcidn de la cromatografia eh XaD-2 se realizan en un

recinto enfriado a 2-5°C. La cromatograffa en XAD-2 se rea-
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. Esquema del procedifitento 38 Plrificicion del Antibittico BIUA,
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liza a la temperatura ambiente. El pH de las soluciones de
antibiético que han de ser almacenadas se ajusta a 7-8 me~

diante adicidn cuidadosa de soluciones dilufidas de NaOH o

o preferiblemente en agua de hielo y las soluciones en me-
tanol al 50-80 % se conservan entre -20 y -60°C.

En las étapas de purificacién antes de la cromatogra-
fia con XAD-2, las soluciones se llevan generalmente a 25«M
en EDTA por adicién de 1/4000 volfimenes de una solucién de
Na,EDTA 0,1M que ha sido neutrallzada a pH 7.0 por ad;clon
de hidr6xido s6dico ("EDTA neutro" 0 1M) - ?

En la Figura 1 se encuentra un diagrama devflujé del
prpéedimiento de purificacidn bara obtenér el anfibiético

8908, - !

" FIGURA 1°

» | Caldo centri-
fugado
tado contenien | 1. enfriar ;
2, centrifugar 1. adsorber en Dowex-1 x
‘3. afiadir EDTA 2(C17) (50~100 mallas)

‘2. lavar con NaCl 0,15M +
. . Tris-HCY 0,01M + EDTA
- 25 M en MeOH al 50

3. lavar con agua

4. eluir con NaCl al 3 %
Tris~HC1 0,01M, pH 7 +
EDTA neutro 25 M en me}-
tanol al 80 %

¥

Dowex-1x2
(50-100 mallas)
eluato en MaCH
al 80 %

1. concentrar .
2. adsorber ep XaD-2
3. ehﬁx‘conl%p
4
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Eluato de
XAD-2

R 2

1. concentrar las fraccio-

2. diluir con MeOH
3. adsorber en Dowex~-lxd

4, eiuir con NaCl 0,26M +

890A

10
eluido de
Dowex-1x 4

~

- nes que contienen 890Alc

(c1”) (~400 mallas)
NH4C1 0,005M + NHB'
0,00005M en metanol al
80 %

diluir con H,O
adosrber en Bowex—le
(C17) (400 mallas)
eluir con NaCl 0,26M +
NH4C1 0,005M + NH.,, 0,0005
en metanol al 30 %

BEluato de
Dowex=-1x2
(-400 mallas)

- 1.
2.
3‘

Eluato de
Bio=Gel P~2

890A10

PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS DEL!/ANTIBIOTICO 89OA10

concentrar

adsorber en Bio-Gel P-2
eluir con NH3 0,02mM

concentrar
liofilizar

I. gioaﬁélisig

Se emplea un método de difusibén en disco-placa de agar
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yo. Se utiliza como patrdn una muestra purificada del anti-
hidtico 890A1. El antibidtico 890Alse;mepara por el proce-~

dimiento indicado en el EjeméfO‘ﬁ.

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

Se suspende un cultivo liofilizado de Vibrio percolans

ATCC 8461 en 15 ml de un medio esterilizado que contiené
8 g/litro de caldo nutritivo Difco y 2Tg/litro de extracto
de levadura en agua destilada; “céldo nutritivo - ex%fﬁcto
de levadura" tdenominado_eq lo que.s;gue NBYE) . El_é;i;ivo
se ;ncuba duranfe 1a noche en un sacudidorirotatorio 3‘28°C.
Este cultivo se utiliza bara inﬁcular la superficie-da tubos
inclinados éue contienen agar al 1,5 % en NBYE y los enbos
inclinados inoculados se incﬁban durante la noche a 28°C y
después se mantienen en un frigorifico. |

Los tubos inclinados refrigerados, preparados a partir
de un solo cultivo liofilizado, se utilizan durante hasta
4 semanas a partir del momenté de su preparaqién, como siguef
se dispersan 4 ml de inoculum en 50 ml de NBYE introducidos
en un Erlenmeyéf de 250 ml. El cultivo se incuba durante la
ngche en un sacudidor rotatorio a 28°C y despuéé se diluye
h;éta una densidad que produce una transmitancia dél 50 % a-
660 nm. Se agregan 33,2 ml de este cultivo dilufdo a 1 litro
de NBYE conteniendo 15 g de a%ar y 'se mantiene a 46°C. El mef
dio que contiene el agar inoculado se vierte en placas'Petri
de plistico de 100 x 15 mm, a razdn de 5 ml por placa, se
enfria y se mantiene a 2-4°C durante hasta 5 dias antes de
utilizarlo.

¢

ﬁnos discos de papel de filtro de 0,5" (12,7 mm) de
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" de absorbancia extinguible por hidroxilamina a 300 nm, cuan-
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didmetro se sumergen en la solucidn que ha de ser analizada
y se colocan sobre el agar. Alternativamente, los discos pug
den ser cargados ﬁibeteando'O?l ml dé golucidén sobre un dis
€0 seco y désbuéS'colbcando el disco sobre el agar. .Se mide
el didmetro de la zona de inhibicibén después de la incuba-
cién adecuada (12-24 horas a 25°C): Si es necesario, se pre-
paran diluciones ‘de las soluciones que han de ser analizadas
y un tampdn de fosfato botésico O;OSM, pR 7,4, “tampén de
fosfato potdsico” (denominado en lo que sigue KPB) o en
agua desionizgda; . !
Los cdlculos de las botencias se realizan comQ‘sigué:
se determina una pendienfe midiendo los didmetros de zona de
una.solucién de antibidtico 890A,, v de una dilucién de

cuatro veces (en KPB) de esta solucién. Se analizan cdos dis-

na el tamafio medio de zona para cada concentracidén. fa pen-
diente es igual a la mitad de la diferencia de los tamafios

medios de zona. Entonces se calculan las potencias mediante

» [D-bs] log 2\

;endienbe//

la siguiente formula:

v

Potencia (uni
dades/ml) = (Potencia del Patrén) x Dilucifn x 10

donde D es el di&metro medio de las zonas formadas. por la

inéégnita, D, es el didmetro medio de las zonas patrdn, "Di-
lucién" es el grado al cual se diluye la incdgnita antes del
andlisis. Si no se utiliza ningln patrén, se supone que Dg

es 25 mm y la (Potencia del Patrdn) se toma como 1 unidad/ml

cuando se mide sobre Vibrio peréolans ATCC 8461. E1 890A,

puro se define por una potencia de 250 unidades por unidad

st g et e L8 8 8 au SRS 4 % 1 e o et A a4 b s By 2o e 8 e
. . - N
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‘8461 de la forma siguiente. Se incuba un cultivo de Vibrio

: 1
durante la noche, en un sacudidor rotatorio a 28°C y despﬁés

"2~4°C hasta 5 dfas antes de su uso.
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" de anélisié'ééod

Se emplea un método con¥encional de difusién en disco-

placa de agar utilizando VibriO‘bercolans ATCC 8461 como

organismo de ensayo. Como patrdén se utiliza la cefaloridina.

Se preparan laS'élacas que contienen Vibrio ﬁercolans ATCC
percolans ATCC 8461 én caldo nutriente-extracto de levadura

se diluye hasta una densidad de 60 % dé transmitancia & 660
nm. Se agregan 33,2 ml de este cultivo diluido a 1 litro de
un medio constituido bor agar nutritivo +‘0,2 % de extracto
de levadura, mantenido a 4640. El medio que coﬁtieﬁé ‘agar

inoculado se vierte en placas Petri de'plastico de 1C0 x 15

mm, a razén de 10 ml por placa, se enfria .y se mantiene a

Por anflisis sobre placas preparadas como en el caso
anterior, pero conteniendo 5 hl de medio inoculado por placa
se determina de’ la forma siguiente la concentracidn de cefa~-
loridina que eg equivalente a 1 unidad/ml de 890A1. Cuatro
concentraciones de cefaloridina constituyen el bétrén: 3,12,
6;25, 12,5 y 25 mcg/ml, siendo la solucidn de refereﬁcia la

12,5 mcg/ml. Los didmetros de zona sobre una placa de 5 ml

para el patrxén son los siguientes:

Concentracidn " Di&metro de zona
(mcg/ml) =~ ’ (mm)
3,12 16,8
6,25 ' ot 22,3
125 L . 25,0

st ittt

25 _ , 29,6
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Una unidad se define como la cantidad de antibidtico
por mililitro éue produce una zona de inhibicibén de 25 mm
sobre una placa de 5 ml como se ha descrito en la seccidn I
ahteriof. Péf lo ﬁanto, en este ensayo, una concentracin
de 12,5 mcg/ml de cefaloridina se considera equivalente a
uné unidad de 890Al por mililitro. Como la pendiente de la
linea para la cefaloridina es 4,0, los célculos de la poten
cia de una muestra se realizan utilizando una pendiente de
4,0,

III. Reaccidén con hidroxilamina

El antibiético 890A,, reacciona con la hidroxilamina
y produce una sustancia con una absorbancia a 300 nm consi-
deréblemente disminuida. Esto proporciona la base de un ané-
lisis cuantitativo del antibidtico 890A10.
. La solucién a analizar se lleva a 0,05M en fosfato
potésico, pH 7,4, por adicibén de 1/20 vollimenes de una so-
lucién que contiene KZHP°4 0,8M y KH,PO, 0,2M. Después se
agregan 0[01~vqlﬁmenes de hidrocloruro de hidroxilamina 1M

y se mide la absorbancia a 300 nm a intervalos de 0,5 a 2

minutos. La reaccidn se lleva a cabo'a la temperatura ambien
te. Se supone una cinética de primer orden y el periodo de
semiduracién se estima a partir de la.reduccidn de absorban-
éi; durante los 10 primeros ﬁinutos. Para este periodo de
semiduracién, se calcula el tiempo transcurrido el cual de-
ja de observarse disminﬁciénlde la absorbancia y se prosi-~

14 de este tiempo. Si ya no

se observa ninguna nueva reduccién una vez pasado este tiem-

po, la disminucién total de absorbancia (corrigiendo el efed
to de dilucién y la absorbancia de la hidroxilamina) se to-

ma como la "Absorbancia extinguible por hidroxzilamina a
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| gido como la HAEAgq4.

‘los cuales pueden obtenerse los productos de esta invencién.,

. ra inocular un Erlenmeyer de 250 ml, provisto de tébiques,

300 nm kHAEA300)“. Si se observa una disminucidn de la absoy
bancia transcurrido el tiemﬁo mencionado, se calcula la ve-
locidad de disminucidn de fondo de la absorbancia y la dis-
minucidn observada en ese momento se corrige teniendo -en

cuenta la disminucién de fondo, suponiendo que esta Gltima

es lineal con el tiempo. Después se registra el valor corre-

El ntmero de unidades HAEA,,, es igual a 1§ HAEA 4,

multiplicado por el volumen en mililitros. ‘

Los ejemplos que siguen.ilustran los métodos médian#e
|

Sin\emba;go, los ejemplos son solamente ilustrativos y debe
resultar evidente para el gque éosea la experiencia normal
en este campo que esta invehcién incluye los produdtdg fun«
cionalmente equivalentes y los métodos para su preparacién.
Por lo tanto, cualquier modificacidn de los procedimientoé
aquf descritos que dé lugar a la formacién de los productoé
de esta invencidn debe considerétsé>como constitutiva de
un método andlogo. Los proceéimientos descritos son suscep-
tibles de amplias variaciones y modificaéioneé y cualquier
desviacién mfnima o ampliacidn se considera al alcance del
experto y dentro de los limites de esta invencién.

‘ La preparacidn del antibidtico 8902, descrita en la
solicitud de éatente es;adoﬁnidénsé pendiente de Cassidy y
colaboradores, nmero de serie 634.300, presentada el 21
de Noviembre de 1975, se incorpora aqui por referencia.

EJEMPLO 1

Se utiliza un cultivo inclinado que contiene MA-4638 pa-

gque contiene 50 ml de Medio A.




10

15

20

25

30

-29 -

Medio A

Dextrosa . : 10,0 g
Autolizado de’ levadura
. (Ardamine¥) ' ' 10,0 g
© MgSO,. TH,0 0,05 g
,Taﬁpén de fosfato** . 2,0 ml
Agua destilada o 1000 ml
. PpH 6,5

* Ardamine: Yeast Products, Inc.
** golucibén tampbn de foéfato:
KH,PO, 91,0 g
Na,HPO, . 95,0 g
" agua destilada 1000 ml
Este matraz se sacude a 28°C en un sacudidor a 220 rpm
con una Srbita circular de 2" (5 cm) de difmetro, durante
2 dias al cabo de log cuales el crecimiento es satiéfacto—
rio. Al cabo de 2 dias, esta siembra se utiliza para ihocu»
lar 3 Erlenmeyers de 250 ml que contienen 40 ml de Medio B,

uyilizando 2 ml por matraz (5 %).

tedio B

Pasta de:tomate 20,0 g
Avena completa (molida) 7 20,0 g
., Agua destilada 1000 ml

pH: ajustado a 7,0 con NaOH.

Estos matraces de produccién se sacuden tambiéﬁ a
28°C en un sacudidor de 220 rpm durante 4 dfas, realizdndose
andlisis durante la fermentacién. AL cabo de 3 dias, una pay
te alfcuota del sobrenadante del cald; centrifugado se so-
mete a estudios de clasificacidén e identificacidn. Utiiizan—
do discos de andlisis de 1/4" (6,3 mm) sobre placas de ensa-

yo normales, este caldo da una zona de inhibicién de 22 mm
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frente a. Proteus vulgaris y una zona de 15 mm frente a

_grama del caldo centrifugado muestra dos componentes. La

" de MA-4638 se descongelan lentamente y el contenido se

Salmonella gallinarum. La bioéutpgrafia'de un electroforeto-

mancha mds pequefia gue se mueve mis ripida contiene 890A10.
" EJEMPLO 2 .

Dos viales congelados conteniendo 2 ml de inoculum

transfiere asépticamente a 2 matraces de siembra que contie-
nen 500 ml cada uno de Medio C. El matraz de siembra, que
es un matraz sacudido de tabique triple, de 2 litros, pro-

visto de vn brazo lateral, se tapa con algodén.

" Medio C
Autolizado de levadura (Ardamine#*) 10,0 g
Glucosa o 10,0 g
MgSO,. THLO - ' , 0,05 g
Tampén de fosfato** 2,0 ml
Agua destilada o 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH antes
de esterilizar

i

* Ardamine: Yeast Products, In.

** Solucidén tampdn de fosfato:

KH,PO, .. 9,04
Na,HPO, 95,0 g
Agua destilada 1000 ml

Los matraces de siembéa inoculados se sacuden durante
24-30 horas a 28+1°C en un sacudidor giratorio a 210 rpm,
didmetro de la Srbita circul&r 2" (5 cm),

El cultivo de los matraces ae siembra se utiliza para
inocular dos fermentadores de vidrio de 14 litros, que con-
tienen_iollitros de medio de produccidn (Medio D mis 0,15 %

de aceite de soja, v/v).
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Medio D
Dextrina (almidén modificado CPC) 40,0 g
Solubles de destileria 7,0 g
Extraqto de levadufa ; - 5,0¢g
COC12}6H20 50;0 mg
Agua’ destilada a 1000 ml

pH ajustado a 7,3 con NaOH antes
de esterilizar.

Les fermentadores operan a 24°C, con una velociéad
de Qgitacién de 640 rpm (Kd alrededor de 5,5) y un caudal}
de aire de 0,5 VVM, durante 72 horas. Se utiliza el.antiengF
mante Hodag-MF (Hodag Chemical Corp.) en la cantidad necesa-
ria pero sin pasar del 0,1 %, |

Después de 1la qperacgén de fermentacién se reﬁne el
contenido de los dos fermen£adores, que asciende a ﬁnos 20
litros. . 7
.Se centrifugan partes alicuotas de 200 ml del lote en
una centrifuga Servall RC-2B a 9000 rpm, durante 20 minutos.
El 1lfquido que sobrenada se filtra a través de un lecho de
1 em de Hyflo Suﬁer—Gel en un embudo Lapp de 13" (33 cm),
con un filtro de tela. El filtrado tiene una bioactividad
de 20 unidades/ml. '

‘ Se aplican 18 litros del caldo filtrado a una columna
(8,2 % 29 cm) de Dowex-1x2(C1l™), 50-100 mallas, a 150 ml/mi-
nuto. Después la columna se lava con 1 litro de agua desioni
zada seguido de 15 litros de NaCl 0,15M + tampén Tris-HCl
0,01M, pH 7,0 + EDTA neutro 25 uM en meténol al 50 %, a ra-~
z6n de 159 ml/minuto.

Después se eluye el antibidtico 890A,, con NaCl al
3,2 % + tampén Tris-HCL 0,02M, pH 7,0 + EDTA neutro 25 uM en

metanol al 80 %, a razdén de 100 ml/minuto. Se recogen las
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fracciones como sigue: una fraccién de 1 litro, 4 fracciones
de 500 ml cada una y lé fraccionés de 1 litro cada una. Se
mide la bioactividad y la absorbancia a 220 nm en cada frac-]
cidn y se combinan para purificadrlas mds las fracciones que
presentan unas relaciones de Sioactividad/Azzo superiores

a 0,6 unidades/unidad A220 y que tgmbién con?ienen.més del
10 % de la actividad recuperéda-total por fraccibn. Asi, se
Eombinan las fracciones 4 a 8, que contienen un total del
22 % de la bioactividad aplicada.

La§.fracciones reunidas se concentran a presién redu-
cida hasta 190 ml, la sal precipitada se lava con agﬁa des-
ionizada y las aguas de lavado se agregan al liquido éue so-
brenada, llevando el volumen final a 220 ml., El concentrado
se ajusta a pH 6,5 cén HCl y se aplica a una columna (6,0 x
59 cm) de Amberlite XAD-2 que ha sido previamente lavada con
8 litros de acetona acuosa al 60 %, seguido de 16 litros
de agua desionizada. Una vez completada la aplicacidn, la
columna se enjuaga cinco veces con 10 ml cada vez de agua
desionizada y el antibidtico se eluye con agua desionizada
a 35 ml/minuto; Serrecpgen fra&ciones como sigue: una frac-
cién de 500 ml seguida de 7 fracciones de 250 ml cada una y
después 4 fracciones de 500 ml.

" se miden los valores de la bioactividad y del HAEA,,,
en las fracciones 3 a 12: Las.fracéiones 4 a9 piesentan

unas relaciones HAEA;q,/A,5, Superiores a 0,01 y se’ combinan

para purificarlas de nuevo. La fraccidn 3, que contiene alret

dedor de un gquinto de la sal aplicada, también se agrega
a esta mezcla. La mezcla combinada contiene 469 unidades

HAEA304.

Las fracciones reunidas se diluyen a 4,1 litros y se

.
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aplican a una columna (2,15 x 42 cm) de Dowex-1x4(Cl™), =400
mallas, a 2 m1/minuto: La columna se lava con 100 ml de me-
tanol al 50 % y el ahtibiético se eluye con NaCl 0,25M +
NH,CY 0,01M + NHy 0,0001M en metanol al 80 %,.a razbn de
2 ml/minuto aproximadamente. Se recogen fracciones desde 8
hasta 12 ml. .

- Se miden en cada gquinta fraccidén la biocactividad y
la absorbancia a 220 nm, 260 nm y 300 nm y en las féécciones
de biocactividad mixima se mide la HAEA300. La biocactividad:
del 890A10 abarece en las fracciones 85 a 150, con uﬁ méximo
en la fraccidén 120. Las fracciones con unos valores de la |
relacidn HAEA300/A3OO superioreé a 0,05 se combinan para puri
ficarlas de nuevo. Asi, se coﬁbinan las fracciones 105 a

| v
133 que contienen un total de 130 unidades HAEA,,,. Las frac-

ciones combinadas 105 a 133 se diluyen hasta 1900 ml con

agua desionizada y el pH se ajusta a 7,6. La muestra se apli-

ca a una columna (2,15 x 42 cm) de Dowex-1x2(Cl™), -400 ma-
llas, que ha sido previamente lavada con 3 litros de NaCl
al 3 % en metanol al 50 &, sggﬁido de 50 ml de metanol al
50 é. Después de haber aplicado toda la muestrd, la columna
se lava con 100 ml de m etanol al 30 % y se eluye a razén de
2 ml/minqto con NaCl 0,26M + NH4Cl 0,005M + NH3 0,0002M en
me£5n01 al 30 %. Se recogen fracciones de 10 a 12 ml.

7 El picb principal del antibidtico 890A10 aparece en
las fracciones 230 a 290, con un méximo en la fraccién 260.
Se combinan para purificarlas de nuevo las fracciones con una
relacidn A300/A250 superior a l,;O y una relacién A300/A220
superior a'0,83. Asi, se combinan las fracciones 240 a 275

que contienen 91,6 unidades HAEA300. .

Las fracciones combinadas 240 a 275 se concentran a

1
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 la sal precipitada mediante una pipeta. La sal s€ lava con

las fracciones 29 a 50, con un méximo en 1a'fracci6n 3s.

presidn reducida hasta 10 ml y el concentrado se separa de

2 ml de agua desionizada y las agdaé-dé lavado se agregan
al concentrado.-LSs 12.ml combinados del concentrado y de
las aguas de lavado sé aplican a una columna {2,15 x 76 cm)
de Bio-Gel P-2 (200-400 mallas), que ha sido previamente la-
vada con 30 ml de NaCl'saturado ép égua desionizada, soqui-
do de 1500 mi de agua desionizada y 50 ml de NH4 0,05 WM

en agua desion;zadé. Una vez completada la aplicacibn, la’
columna se lava tres veces éon 1 ml cada vez de NH,4 G}OSVWM
en agua desionizada y el antibidtico se eluye con Nﬁ;.d;osmm
en agua desionizada a 0,73 ml/minuto.. Se recogen ffacéiones

de'3,65 ml cada una.

El pico principal de antibidtico 890A10~aparéqélen

Las fracciohes con una relacidn A300/A250 superior a 1,9 vy
también con una relacién A300/A220 superior a 1,45 se combi-
nan para someterlas a liofilizacién y anélisi# de RMN. Asft,
se combinan las fracciones 362a 45 que contienen 50,8 unida-
des A3007 de las cuales 45,1 son extinguibles por hidroxil-
amina. - |

‘Las fracciones 36 a 45 combinadés se concéntran a prey
sién reducida has@a 1 ml y se afiaden 5 ml de D,0. ﬁa muestra
se concentra de nuevo hasta q,835.ﬁ1 y 0,825 ml de éstos se
pasan a hn_ﬁial de vidrio y éé secan por congelacién y lio-
filizacién. La muestra liofilizada contiene 48,2 unidades
Ajpp ¥ 4/6 mg de sélidos. Se denomina muestra 9441-154.

Se combinan .las fracciones secundarias 31-34 y 46~-49

para dar una "mezcla secundaria" que después se concentra a

1 ml, se congela rédpidamente y se liofiliza. Estas fracciones
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contienen 24 unidades Asgp de las cuales 17 son extinguibles
por.hidroxilamina. Esta muestra se denomina 9441-155,
EJEMPLO 3

Serdescopgela ientamente un vial congelado que con-
tiene 2 ml de inoculum de MA-4638 y su contenido se trans-
fiere asépticaﬁente a un matraz de siembra que contiene 500
ml de Medio C. El matraz de siembra, que.es un matraz sacu-
dido de tabique trible, de 2 litros de capacidad, provisto

de un brazo lateral, se tapa con algodén. ‘
1
!

Medio C
_ Levadura autolizadé (Ardamine*) -10,0 g
:Glucosa ' | 10,0 ¢
MgS0, . TH,0 . 0,05 g
Tampdn de fosfato** | ’ 2,0 ml
Agua destilada ‘ ) 1000 ml

wawﬂﬁoa&Sﬁhmmam$
de esterilizar.

* Ardamine: Yeast Products, Inc.
*% golucidn tampdn de fosfato:
| KH,PO, 91,0 g
NayBPO, 95,0 g
Agua destilada 1000 ml
El matraz de siembra inoculado sé sacude durante 36
horas a 28+1°C en.un.sacudidor:giratorio a 210 rpm, de 2"
(5 cm) de di&metro de la Srbita circular.:
El cultivo de este matraz de siembra se -utiliza para
inocular un fermentador de vidrio de 14 litros que oontiene
10 litros de medio de produccidén (Medio D més 0,15 % de acei-

te de soja, v/v).
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de fermentaciéﬁ.

36

o o
Dextrina (Almidén modificado CPC) 10,0 g
Soiubles de destilerfa 7,0 g
Extracto-de'ievadura ? 5,0 g
CoCl, .6H,0 ' 50,0 mg
Agua’ destilada ‘ 1000 © ml

pH ajusta a 7,3 con NaOH antes de
esterilizar. . .

.

Bl fermentador funciona a 24°C utilizando una veleci-

aire de 0,5 VVM. Se utiliza la cantidad necesaria de anti~

dad de agitacién de 550 rpm (kd 3,0-3,5) y un caudal de

espumante Hodag-MF (Hodag Chemical Corp.) pero sin pasar de
0,1's.

El caldo de cultivo se cosecha al cabo de 72 horas

Se centrifugan partes alfcuotas de 200 ml del caldo
en una centrifuga Servall RC-2 a 9000 rpm, El lfquido gque
sobrenada contiene 7 litros con'39 ﬁnidades de bioandlisis
por mililitro. ' A

EL liguido que'sobrenada se filtra por un embudo
Lapp que contiene una caba de 1 cm de Hyflo Super-Czl sobre
un filtro de tela. A los 6,5 litros del filtrado se agregan
3725 ml de EDTA neutro 0,1M y el filtrado se aplica después
a una columna_(8;2 x 21,5 cm) de Dowex-1x2(Cl ), 50-100 ma-
llas, a 60.ml/ﬁinuto. Después de la aplicacién,_la columna
se lava con 1 litro de agua desionizada y a continuacién se
lava con 12 litros de NaCl 0,15M + tampén de Tris-HCL 0,02M,
pH 7,08 + EDTA 25 ﬁM en metanol ;l 50 %, a 50 ml/minuto.

Después se eluye el antibibtico 890A10 con 12,3 li-

tros de NAC1 al 3 ¢ + tampén Tris-HCI 0,02M, pH 7,1 + EDTA
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‘nes de 500 ml cada una.y cineo fracciones de 1 litro.cada

recuperada total por fraccibn, se reunen para purificarlas

~37

25 uMen metanol al 80 %, a 60 ml/minuto.
Se recogen fracciones como sigue: una fraccidn de

500 ml, cuatro fracciones de 200 ml cada una, doce fraccio-

una. La bioactividad aparece en las fracciones 3 a 17, con
un méximo en las fracciones 6, 7 y 8. Las fracciones con
valores de‘bioéctividad/A220 superiores a 0,9 unidades/uni~

dad,Azzo, que contienen también mis del 8 % de la acktividad

de nuevo. Asf, se.combinan las fracéiones 6 a 12 quaﬁcén—
tienen 106.000 unidades de bican&lisis o 41 % de laigiqacti—
vidad aplicada. Estas fracciones reunidas se mantienen 2
-60°C hasta que se combinan con las fraccioﬁes 6 a 13 proce~'
dentes de una segunda columna de Dowex, como se describe en
el Ejemplo 4.
EJEMPLO 4

Dos viales congelados que contienen cada uno de ellos
2 ml de inoculum de MA-4638 se descongelan lentamente y su
coﬁténido se transfiere aséptlcamente a dos matraces de siem
bra que contienen cada uno 500:m1 de Medio C. El matraz de
siembra, un matraz sacudido de triple tabique, de 2 iitros.

de- capacidad, provisto de un brazo lateral, se tapa con

;;godén.
: Medio C
Levadura autolizada (Ardamine*) . 10,0 ¢g
Glucoga 10,0 g
MgS0, . TH,0 ‘ ' 0,05 g
Tampdn de fosfato** K 2,0 ml
Agua destilada ) 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH antes
de esterilizar.
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‘te 36 horas a 28°+1°C en un sacudidor giratorio a 210 rpm,

~38 .

_* Ardamine: Yeast Products, Inc.
** Solucidn tampén de fosfato:
KH,PO, 91,0 g
-Na,HPO, " «. 95,0 4¢g
Agua destilada 1000 ml

Los matraces de siembra inoculados se sacuden duran-

2" (5 cm) de diametro de la 6rbita circular.
El cultivo de los matraces de siembra se utiliza parg
inocular dos fermentadores de vidrio.de 14 litros, centenien

do.cada uno de ellos 10 litros del medio de produccién D.

Medio D
Dextrina (almidén modificado CPC) 40,0 g
Solubles de destileria - ‘7.0 g.l
Extracto de levadura . ) o 5,0 g
CoCl, . 6H,0 ' 50,0 mg
Agua destilada . 1006 ml

pH ajustado a 7,3 con NaOH antes
de esterilizar. :

Se cargan dos fermenta@oreé y se hacen funcionar a
24°C utilizando una velocidad de agitacién de 550 rpm(Kd
3,0-3,5) y un caudal de aire de 0,5 VVM. Se utiliza la canta
dad necesaria del antiespumante Polyglycol 2000, pero sin
pasar del 0,1 %.

Los caldos de cultivo!de losidos fermentadores se co-
sechan al cabo de 72 horas.

Se centrifugan unas partes alicuotas de 200 ml de los
lotes de 10'litros en una centrifuga Servall a 9000 rpm,

obteniéndose 9 litros de 1iquido sobrenadante de cada lote.

Los bioanilisis indican que el lote & contiene 23,4 unida-
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des/ml y el lote II contiene 31,8 unidades/ml.

Se cqpbinan y enfrian los lotes v se filtran a tra-
vés de un lecho de 1 cm de Hyflo Super-Cel en un embudo
Buchner ‘de porcelana LabTek de 13" (33 cm). A los 15 litros
de filtraao se agregan 7,5 ml de EDTA neutro 0,1M.

El filtrado se aplica.a una columna (13,4 x 16 cm)
de Dowex-lxz(Cl_); 50-100 mallas, a 100.m1/minuto.‘Una vesz
completada la aplicacién, la columna se lava con 2 litros de
agué desionizada y después con 20 litros de NaCl 0,15M + tam
pbén Tris-HCL 0,01M, pH 7,01 + EDTA.25 UM en metanol’al 50 %,
a razén de 40-80 ml/minuto. |

Después se eluye el antibidtico 890A,, con’ 24,4 litro
de una solucidén que contiene NaCl al 3 % + Tris-HCl 0,02M,
pH 7,0 + EDTA 25 UM en metanol al 80 %, a 100 ml/minuto. Se
recogen fracciones como sigue: una fraccibén de 800 mi, cua-
tro fracciones de 400 ml, doce fracciones de 1000 ml y cin;
co fracciones de 2000 ml;

Lé gctividad antibiétiga aparece en las fracciones 5
a 16, con un méximo en las fr;pciones 7 y 8. La actividad to
tal en estas fraccioﬁes es de 212.000 unidades, igual al
51 % de la actividad aplicada. Las fracciones 6 a 13 se com-
b;nan éara purificarlas de nuevo.

| Las fraccidnes 6 a 13 combinadas de la columna Dowex
se aéregan a las fracciones 6 a 12 combinadas de la columna
Dowex del Ejemplo3 y se concentran hasta 2,6_litro§ a pre-
siéﬁ reducida en un evaéorador de tubo largo, con camisa de
vapor. Este concentrado se reduce de nuevo a 300 ml por eva-
poracién a presidén reducida en un evaporador rotatoria y se
filtran los cristales de sal precipitados.

El concentrado se ajusta a pH 6,48 por adicién de 1,7

[

r

ol
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"Asi, se combinan las fracciones 5 a 9 que. contienen 164.000

" la columna de Dowex 1x4, se agrega la muestra liofilizada

-40 =

ml de &dcido clorhidrico concentrado y despuds se aplica a
una columna (8;1 x 59 ctm) de Amberlite XAD-2 y la columna.
se lava tres veces con 20'm1~éada vez de agua desionizada.
El antibiético seﬂeluye'coh agua desionizdada a un caudal de
60 ml/minuto. Se ;ecpgén fracciones como siéue:_una fracecidn
de 1 litro, siete fracciones de 560 ml ‘cada uné y ocho frac-
ciones de 1000 ml cada una y se enfrian en hielo inmediata-
mente después de recogidas.

Se determinan‘bara cada fraccidn los valores del bio-
andlisis y de la HAEA300, asy como lgs valores de Azzé, E
Byeo ¥ Rggp- Las fracciones con Phos valores de HAEA300/A300

superiores a 0,075 se combinan para sequir su tratamiento.

unidades de bioactividad. !

Las fracciones reunidas se concentran a presibn redu-
cida hasta 106 ml y sé agregan 200 ml de metanol. Después
la muestra se aplica a una columna (2,15 x 38 cm) de Dowex~
1x4(Cl7), -400 mallas, a 2 ml/minuto. Después de aplicada la
muestra, la columna se lava c;n 100 ml de metancl al 80 % y
el antibidtico se eluye con NaCl 0,26M + NH4C1'0,005M + NH3
0,00005M en metanol al 80 %, a 2 ml/minuto. Se recogen frac-
c;ones de 10 ml cada una. .

‘ Cada quinta fraccidn ge miden las bioactividades y los
yalofes de A300” AZSO; Azéo y HAEA3,,. Se combinan para pu-
rificarlas de nuevo las fracciones con unas relacionesﬂmﬂgoo
Aézosuperiores a 0,07. As;, se cdmbinan las fracciones 125

a 150.

A las fracciones 125 a 150 combinadas, procedentes de

9441-155 del Ejemplo 2, redisuelta en 1,0 ml de agua desionis
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de D,0 mis 4 ml de agua desionizada y que contiene 30,5 uni-~

- 41—

zada. Esta muestra combinada se diluye hasta 1900 ml con agup
desionizada y. se aplica a una columna de Dowex-1x2(CL")
(2,15 x 40 cm, -400 mallas), a 2 ml/minuto. La columna se
lava con 150 ml de metanol al 30 % y después se eluye el
antibibtico con 6 litros de NaCl 0,25M + NH,CL 0,005M + Ni,
0,00005M en metanol al 30 %, a 2 ml/minuto. Se recogeh f?ac—
ciones de 11,1 ﬁl cada uné.

Se mide la absorbancia a 300 nm, 250 nm y 220 nm para
cada quinta fraccidn., El pico principal de antibiéticoSBOAJLO
aparece en las fracciones 360 a 430, con un miximo éﬁ ias
fracciones 394-400. Se combinan todas las fraccioneé*con.una
relaciéﬁ A300/A220 superior a 1,30 para purificarl;s;de
nuevo. Asi, ée combinan las fracciones 380 a 420. BEstas frac
ciones combinadas contienen 202 unidgdes A300,'de las cuales
197 son extinguibles por hidroxilamina.

A las fracciones 380 a 420 combinadas se aﬁéde la

muestra 9441-154 del Ejemplo 2, que se ha disuelto en 1 ml

dades HAEA300. La muestra combinada se diluye a 2,0 litros
con agua desionizada y se aplica a una columna (2,15 %41 ecm

de Dowex-1x2(Cl”), 200-400 mallas, a 0,6-2 ml/minuto. La

cglumna se lava con 360 ml de metanol al 30 % yrel antibibti
cé"sgoAlo se eluye con NaCl 0,25M + NH,CL 0,005M + NH,
0,00605M en metanol al 30 %,!a 1,9 ml/minuta. Se recogen
fracciones de 9,7 ml.

Se mide la absorbancia a 300 nm, 250 nm y 220 nm para
cada quinta fraccién. El pico principal de antibibtico 8901310
determinado por la absorbancia a 300 nm, aparece en las frac
ciones 270 a 358, con un m&ximo en la fraccién 315. Las frac

ciones con relaciones AﬁOO/AZZO superiores a 1,75 se combi-
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~gela y liofiliza para el an&lisis.de RMN, dando 2,84 mg de

~gelan individualmente y liofilizan para el andlisis espec-
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nan para burificarlas de nuevo. Asi, se combinan las fraccio
nes 295 a 335 que contienen 145 unidades A300; de las cuales
137 son extinguibles por hidroxilamina. |

Las fracciones 295 a 335 combinadaé se concentran a
presidn reducida hasta 10 ml y el concentrado se ajusta a
pH 7,0 con NaOH IM. El concentrado se aplica a una colﬁmna
(2,15 x 75 cm) de Bio-Gel P-2, 200-400 mallas y la columna
se enjuaga tres veces con 1 ml cada vez de agua desionizada.
El antibidtico se eluye con agua desionizada a 0,6 ml/minu-
to. Se recogen fracciones de 6,4 ml cada una. B %

Los valores de la absorbancia a 300 nm, 250 ﬁm'§'2£0
nm,‘asi como las conductividades, se miden en cada ségunda
fraccién. El pico principal de absorbancia a 300 nm-aparecen
las fracciones 9 a 27, con dn méximo en la fraccidén i4. Las
fracciones 1l‘a 16 tieneq unas conductividades proporciona-
les al valor de la A300 Yy se combinan para el andlisis espec
trométrico de masas y de RMN. Esta mezcla contiene 75,4 uni-
dades Aggq €N 38,7 ml. De &stos, se concentran.34,7 ml a

1,22 ml. Una fraccién de 1,20 ml de este concentrado se.con-

s6lido. Los 4 ml restantes se convierten en la forma NH4+
hgciéndolos pasar por una columna (0,7 x 15 cm) de Dowex-50
Wé?,(NH4+), 206-400 mallas.'La sal amdnica resultante se con
centfa a 0,11 ml, se seﬁaran 10 ﬁl; se afaden 100 ﬁl de agua

desionizada y se separan cuatro muestras de 40 ml gue se confy

tro métrico.de masas (9441-209-2),
También se concentran hasta 1 ml las fracciones de
Bio-Gel 17 a 23, que contienen 29,4 ghidades A300, ée conge-

lan y se liofilizan, dando 1,80 mg de sélidos.
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--contenido se transfiere. -asépticamente a dos Erlenmeyers de

—-43 ~

................

Se descongelan lentamente dos viales copgelédos que

contienen 1 ml cada uno de caldo de cultivo de MA-4638 y su

tabique triple, de 250 ml, conteniendo cada uno de ellos

50 ml de medio de siembra C. Los Erlenmeyers se tapan con

algoddn.
" Medio C
Levadura autolizada (Ardamine*) i0,0.g
Glucosa | ._ 10,0 ¢
MgS0,. TH,0 - 0,05 9. .
Tampén de qufato** 2,0 mk
Agua destilada ' 1000  ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH antes
de tratar en autoclave.

* Ardamine: Yeast Products, Inc.
*% Solucién tampén de fosfato:
.KH2P94 ' . 91,0 g

NazHPO4

H

95,0 g
Agua destilada 1000' ml
Dos matraces de siembra se sacuden aurante.20-24 horag
a 28+1°C en un sacudidpr giratofio a 210 rpm, de 2" (5 cm) de
diémetro de la Orbita IinnﬂhrﬂADespdés se reune el conteni-
dorde los mgtraées‘y se utiliza para inocular los matraces
de produccién. - ‘ 7
Se inoculan 10 matrac%s sacudidos con tabiques, de
2 litros, conteniehdo cada uno de ellos 300 ml de Medio D
de produccién, con 10 ml por matraz del caldo del matraz de
siembra. Los matraces de produccidén anteriores se cubren con

tapas deigasa.
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Dowex-lx2(Cl-),'50-lOQ mallas, dimensiones del lecho: 3,9 x

' 25 cm, a un caudal de 5+10 ml/minuto. La columna se lava

'Medid'ﬁ

Dextrina (almidén modificado CPC) 40,0 g
Solubles de destilerfa 7,0 g
Extracto de levadura = . . - . - 5,0 g
CoCl,.6H,0 . : 50,0 mg
Agua destilada - 1000 ml

pH ajustado a 7,3 con NaOH antes
de tratar en autoclave.

Después de inocular, los matraces de produccidn se

incuban a 24+1°C con sacudidas en un sacudidor giratorio a
i

210 rpm, 2" (5 cm) de di&metro de la O6rbita circulex. Guran~

te 3 dias. Se cosechan los matraces, se reune el contenido

y sé determina la actividad del caldo.'

Edad de 1a cosecha (horas) 72
PH 6,5
Andlisis 890 (unidades/ml), 30,45

Se'ceﬁtrifpgah 2 litros de caldo completo de los
matraces de produccibn D anteriores en porciones de 200 ml
a 9000 rpm, para dar 1,7 litros de liguido sobrenadante a
pH 6,8. | '

.

El liquido sobrenadante se aplica a una columna de

con 50 ml de agua desionizada, seguid6 de 2 litros de MaCl
0,15M + tampén Tris-HCl 0,02M, pH 7,0 + EDTA neutro 25 uM
en metanol acuoso al 50 % (Q/v).

Después el producto se eluye con 30.g/litro de NaCl +
tampdn Tris-HC1 0,02M, pH 7,0 +-EbTA 25 uM en metanol acuoso
al 80 ¢ (v/v), a un caudal de 5 ml/minuto. Se .recogen fraccis

nes de 10 ml.
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La bioactividad aparede ‘en las fracciones 5 a 180,
con un maximo en las fracciones 25 a 70l Se combinan las
fracciones 12 a 105 f se concentraﬁ hasta 15 ml bajo presién
reducidda. El pH se ajusta a 6;5*con HC1 1M y el concentrado
se aplica a una columna (3,4 x 55 cm) de XAD-2 que ha sido
lavada con 2,5 litros de acetona acuosa al 70 % (v/v} 2,5
litros de agua desionizada y 2,5 litros de NaCl al 5 % en
agua desionizada. La columna se lava tres veces con 5 ml ca-
da vez de agua desionizada y se eluye con dqua desionizada
a 10 ml/minuto. Se recogen fracclones de 10 ml.

A La bicactividad apareée en las fracciones 32 a 270,
con un méximo en las fracciones 42 a 62. La biocactividad to-
tal que eluye es el 25 % de la acti§idad del caldo original.
Se combinan las fracciones 40 a 240~y se agrggén las fraccio-~
nes 12 a 34 de la columna XAD-2 combinadas y reservadas. Lasg|
fracciones combinadas toFales se concentran a presiép ?edu—
cida a 50 ml, y contienen 120 unidades ﬁAEA304.

El concentrado se dilhye con 200 ml de metanol y se
aplica a razbdn de 2 ml/minutg a una columna (2,15 x 40 cm)
de Dowex-1x4, ~400 ﬁallas, que ﬁa sido'previamente lavada con
2 litros de 30 g/l de NaCl en metanol acuoso al 80 8 y 1 li-
tro de metanol acucso al 80 %. Despuds de aplicada la mqestra,
létcolumna se lava con 100 ml de metanol acuoso al 80 % (v/v
y seAeluye con 2,5 litros de NaCl 0,22M + NH4C1 0,01M «+ NH3
0,0002M en metanol acuoso al 80 (V/vz seguido de 3 litros
de NaCl 0,31M + NH,C1 0,01M + NHg 0,0002M en metanol acuoso
al 80 % (v/v). El caudal es de 2 ml/minuto y se recogen frac
ciones de 10 ml cada una. ‘

* El antibidtico 890A10 se separa en la columna Dowex-

1x4, elufdo en las fracciones 155 a 195, como se determina
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por andlisis sobre ATCC 8461.

 Bntibidtico BQOAi

Se abre asépticamente un tubo de cultivo liofilizado

de Streptomyces flavogriseus MA~4600 NRRL §140 y el conteni-
do se suspende en un tubo que contiene 1,5 ml de Medio E es~-

téril con la siguiente composicién.

" Medio E
Extracto de levadura 10,0 g
Glucosa ‘ : 10,0 g
MgS0, . TH,0 o 0,05 g
Tampdn de fosfato** 2 ml o

Agua destilada 1000 ml

*%* Solucidn tampdn de'foéfato: /
KH,PO, 91,0 g
NaZHPO4 95,0 g
Agua destilada 1000 ‘ml

Esta suspesién se utiliza pafé inocular 1 Erlenmeyer

de siembra de tabique triple,-de 250 ml, que contiene 54 ml

de Medio C de siembra con la siguiente composicidén.

" Medio C
Levadura autolizada (Ardamine¥*) 10,0 g
Glucosa : L 10,0 g
MgSO,. TH,0 5 \ 0,05 g
Tampdn de fosfato**. ’ 2 ml
Agua destilada ' : _ 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH
* Ardamine:. Yeast Product Corporation
** golucidn tampdn de fosfato:

KH,PO, 91,0 g
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 durante 30 horas a 28°+1°C en. un sacudidor giratorio a. 220

‘Los matraces de produccién se tapan con algodén.

-d47 —

Na,HPO, 95,0 g
Agua destilada 1000 ml

El matraz de ‘siembra se tapa con algoddn y se sacude

rpn,- didmetro 2" (5 cm),
Se inoculan 50 Erlenmeyers de produccidn, sin tabique
conteniendo cada uno de ellos 40 ml del Medio T de produc-

cidén, con 1 ml por matraz del caldo del matraz de siembra.

" Medio F
Pasta de tomate 20,0 g
\ Levadura primaria 10,0 ¢
Dextrina (Amidex) 20,0 g
CoCl,. 6H,0 f 5,0mg
) Agua destilada 1000 ml

pH ajustado a 7,2~7,4 con NaOH.

Después de inocular, los matraces de produccidbn se
incubaﬁ a 28+1°C sacudiendo en un sacudidor giratorio a
220 xpm, difmetro 2" (5 cm); aurante 3 dias. Se determina la
actividad de los matraces frente a placas de ensayo patrdén

de Vibrio percolans ATCC 8461, empleando discos de ensayo

de 0,5" (12,7 mm) sumergidos en las muestras de caldo de fer
méhtacién centrifugado. Las muestras se diluyen con tampén
de fosfato 0,05M, pH 7,4. Los resultados estén tabulados
a continuacidn.
' ﬁdad de la cosecha, horas . 72
12 : (I ’ 6,4

An&lisis con Vibrio percolans .
(dilucidn 1/100) 23  mm

Andlisis 890, unidades/ml 103

23
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‘na acuosa al 60 %, 2 litros de agué desionizada y 2 litros

-48 -

El caldo combleﬁo se éentrifpga_en porciones de 200
ml en frascos de policarbonato a 9060 rbm, durante 15 minu-~
tos, para dar 1600 ml de lfquidcssobrenadantes combinados
con una potencia de 104-unidades/ml. A eata mezcla se afa-
den 0,5 ml de EDTA neutroiOilM:

‘ Bl caldo,centrifpgadq(se adsorbe en una columnha de
Dowex-1x2(Cl™), 50-100 mallas, dimensiones del lecho: 3,8 x
22 cm, a una caudal de 6 a 20 ml/minuto. .La columa se lava
con 100 ml de agua desionizada y se eluye con 1 1itr9 de aéua
desionizada que contiene 50 g de cloruro sédico, taﬁéén
Tris-HCl 0,02M, pH 7,0 y EDTA neutro 25 WM; a un caudal de
6 ml/minuto. Se recogen fracciones de 10 ml.

EL antibiééico 890A; aparece en las ffacciones i3 a
81, con‘un méximo en las fracciones 25 a 33, contandv & par-
tir de la primera aplicacidn del cluato salino. Se combinan
las fracciones 24 a 41; gue presentan las miximas relaciones)
de biopotencia/Azzo, ﬁara éosterior tratamiento. Las fraccig
nes combirnadas contienen un total de 29.000 unidades o el
17 %'de la biocactividad apliéada.,

El eluato de Dowex se gbncentra a 10 ml, se ajusta el
pH a 6,5 con &cido clorhidrico diluido y el concentrado se _
aplica a una columna de XAD-2, dimensiones del lecho: 3,3 x

36 cm, que ha sido previamente lavado con 2 litros de aceto-

de cloruro sbédico al 5 % (éeso/volumen) con agua desioniza-
da. La muestra se eiﬁye con agua desionizada a un caudal de
6 ml/minuto. Se recogen fracciones de 40 a 260 ml.

La actividad antibidtica aparece én las fracciones 6
a 14, que se extienden desde 220 has?a 2560 ml del Volumen

eluido. El pico se encuentra en las fracciones 9 y 10, que
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se extienden desde 370 hasta 590‘ml‘de volumen elufdo. Las
fracciones 9 a 12; que se extlenden desde 370 a 1060 ml de
volumen eluido, éresénfan las méximas relaciones de HAEA300/
hzzd y se combinan bara tratarlas de nuevo. Estas fracciones
contienen 36.600 unidades; igual al 126 % de la actividad

aplicada aparente,

.

Las fracciones 9 a 12 combinadas se concentran a 100
ml y el concentrado se'aﬁlica a una columna de Dowei41x4(Cl*
~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 aguévaesioni
zada y se eluye con 3 litros de NaCl 0,07M + NH,C1 0,095M +
NH3 0,0001M en agua desionizada, a una cavdal de 2 ml/minutol
Se recogen fracciones de 10,8 ml, a partir de la primera aplf
cacidn del eluyente;' S

El pico princibal del antibibtico 890A; aparece en
las fracciones 181 a 217, con un maximo en la fraccisﬁ 198.
Se reunen las fracciones 186 a 210, gue contienen un total
de 114 unidades de absorcién a 300 nm.

Las fracciones combina&as se concentran a 4,0 ml y el
pH se ajusta a 7,3 por adicidn de 16 ul de NaOH 1M. El con-
centrado se aplica a una columna de Bio-Gel P-2, 200-400 ma-
lgas, dimensiones del lecho: 2,15 x 70 cm, y se lava tres vet
céé con 1 ml cada vez de agﬁa desionizada y se eluye con
agua desionizada a 0,96 ml/minuto. Se recogen fracciones de
3,85 ml, _

El pico érincibal de antibidtico 890A1 aparece en las
fracciones 24 a 44, con un midximo en las fracciones 33 y 34.
Se combinan las fracciones 27 a 38, con las relaciones méxi-
mas de A300/A245' para liofilizarlas, Estas fracciones combi+

nadas contienen un total de 72 unidades A300.
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Para efectuar la lloflllzaclon, 1as fracclones combi,
nadas.se- concentran a 3 0 ml y el pH. del concentrado se aau
ta a 7,5 por adicién de 10 pl de NaOH 0 1M‘ ‘La muestra se

d1v1de en dos porclones de l »00. ml caaa una y las porciones

- se congelan rapldamente 1ndepend1entemente y se lloflllzan

en v1ales de vidrio de 14 ml, tapados a Tosca. Cada muestra

contlene 1 73 ng de 890Al, correspondlentes a 35 8 unidades

A300- ..
En resumen, la Patente de Invenclon que se- sollclta

;debera recaer sobre las 51gu1entes

REIVINDICACIONES o

1.~ Un procedlmlento para la preparaclon dei anti-

blotlco 89OA 0 de formula :

030 _H .
CHB—CH
T S~tp=Clly-NHO~CHy

¥ sus sa]es farmaceutlcamente aceptables, cuyo procedl—
mlento consiste en cultivar una repa productora de 89OA10

de Streptomvces flavogrlseuu en un medio nutrltlvo acuoso

que contlene fuentes a81m11ables de carbono, nltrogeno y

sales 1norganicas, en condlclones aerobias sumerg;das ¥y

recuperar dlcho antlblotlco. f""

' f2.;’ Un procedlmlento segun 1a Relv1ndlcaclon 1,

donde el mlcroorganlsmo cultlvado es Streptom?ces flavo~-

' grlseus NRRTL, 11 020

: 5. Se re1v1nd1ca por ultlmo como obaeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Invenclén que se SOllClba

e

.

(.a)




o

fod
R <)

20

25

-80

| - 5l

_ " UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARAGION DEL ANPIBIOTICO
- 890A, 4" L ‘

- Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de cincuenta.y una
péginas mecanografiadas.

- Madrid, 8 de Novieubre de 1977
BERNARDO- UNGRT A ‘

v
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