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‘clorotetraciclina, oxitetraciclina y similares. En gensral,

" rias patégenas'gram—positivas 0 gram-negativas, Incluso en

-2 - REF.: Case 16022

RESUMEN DE LA INVENCION

El antibibtico N-acebil-denidro-tienamicing es activo
contra las bacterias gram-positivas y gram-negativas, El an
tibi6tico se produce por cultivo de una especie de Strevnto-

i e
gzgég en un medio de fermentacién adecuado.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

_E1l descubrimiento de las notables propiedades antibif-
ticas de 1a penicil&na estimulé un gran interés en este cam—
po que ha dado lugar al hallazgo de otras muchas valiosas

sustancias antibidticas como estreptomicina, bacitracina,
1a sctividad de estos antibiéticos estd limitada a las bacter

los casos donde sé‘obtiene un espectro mds amplio de activi-~
dad antibacteriana, ciertas especies patégenas contindan
siendo intrinsecamente insensibles o han adquirido resisten-
cia en el transcurso del extenso uso de los antibiébticos
existentes-en el tratagientoide las diversas enfermedades,

Por consiguiente, las deficiencias de los antibidti-
cos conocidos han eétimdlado nuevas investigaciones para
hallar otros antibiéticos que sean activos contra una gam
més amplia de patégenos asi como contra las cépas resisten~
teé dé microorganismos particulares.

COMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencién se refiere a un nuevo agente antibidti-

co, Mds especialmente, se refiere a una nueva sustancie an-

tibidtica denominada aqui antibidtico N-acetil-dehidro-tieng
micina. Ia invencién comprende el antibidtico en formas di-

lufdas,como concentrados crudos y en formas puras,
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\ Un objeto de esta invencibn es proporcionar un nusvo
y Gtil an%ibiéjiéb que es muy eficaz para inhibir el creci-
miento de diversos nicroorganismos gram=-negativos y gram~—
pos;tivos. Otro objeto es proporcionar un procedimiento paral
la ﬁreparacidn de esta nueva sustancia antibidtica por fer-
mentacién de medios nutritivos con el microorganismo’ aguf
descrito. Otros objetos resultardn evidentes en la descrip-
cin detallada de esta invencién dada en lo que sigﬁéi '

Ia nueva sustancia antibibtica de esta invencién es
producida cultivando en .condiciones controladas el micro-
organismo Streptomyces cattleya. '

Basdndose en extensos estudios taxonémicos,el Strep-

" tomyces cattleja, aislado de una muestra de tierra, ha sido

denominado MA-4297 en la coleccidn de cultivos de MERCK & Co
Inc., Rahway, New Jersey. Un sultivo del mismo ha sido colo-
cado en depfsito permanente en la coleccidn de cultivos de
los Northern Regional Research Laboratories, Northern Utiliz
tion Research and Development Division, Agricultural Research
Service, U.8, Department of Agriculture, Peoria, Illinois,
¥y se le ha asignado el ndmero de accesién NRRL 8057.

Se sabe que 2l Streptomydes éatthzg (NRRL 8057) produ

ce el antibibtico tiemamicina. Ia produccifn, aislamiento y

 cafaqteristicas del antibidtico tienamicina asi{ como las ca-

racter{sticas morfolégicas y de cultivo del Streptomyces

cattleya estén descritos en la patente estadounidensé
3.950.357 que se incorpora aqui por referencia.

El nuevo antibibtico de la inveneién, N-acetil-dehidro
tienamicina, es producido durante la fermentacién aerobia de
medios nutritivos acuosos adecuados, en condiciones contro-

ladas, por inoculacidén con el organismo Streptomyces

&

i
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cattleya. Son adecuados para la produccién del antibiético
N-acetil-dehidro=tienamicina los medios acuosos como los em
pleados para lé produccién de otros antibibticos. Estos me~
dios contienen fuentes de carbono, nitrégeno y gales inorgé-~
nicas asimilables por el microorganismo.

En general, pueden utilizarse hidratos de carboﬁo golio
azﬁcares; por ejemplo glucosa, fructosa, maltosa, sacarosa,
xilosa, manitol y similares y almidones como granos,’p§r
ejemplo avena, genteno, almidén de mafz, harina de mafz y
similares, s8los o en combinacidén, como fuentes de carhono
asimilable én el medio nutritivo. Ia cantidad exacta de la

fuente o fuentes de hidratos de carbono utilizada en el me—

- dio depende en parte de los otros ingredientes del medro pe-

ro, en general, la cantidad de hidratos de carﬁono varia ha-
bitualmente entre alrededor del 1 yelLé %.del peso del me-’.
dio. Estas fuentes de carbono pueden utilizarse individual-
mente 0 pueden combinarse en el medio varias de estas fuen- |
tes de caﬁbono. En general, pueden utilizarse muchos mate-
riales proteicos como fuentes de nitrégeno en el proceso de
fermenfacidn. Las fuentes de nitrégeno adecuadas son, por
ejemplo, los hidrolizados de levadura, levadura primaria,
harina de soja, harina de semilla de algoddn, hidrolizados
de”cgseina, licor de infusién de-maiz, solubles de destile~-
rfa o pasta de tomate y similares. Las fuentes de nitrégeno,
solas o en combinacifn, se utilizan en cantidades que osci-
lan aproximadamente entre 0,2 y 6 % del peso del medio acuo-
S0,

Entre las sales inorgdnicas nutrientes que pueden in-
corporarse a los medios de culitivo se encuentran las sales

habituales capaces de formar iones sodio, potasio, amonio,
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" dueir el antibiético N-acetil-dehidro-tienamicina puede oseci

{
\

\

calcio, fosfato, sulfato, cloruro, carbonato y similares,
Taébién estén inéluidos los metales itraza como cobalto, man-
gangso, hierro y magnesio.

j Debe observarse que los medios descrif{os en los ejem=
plos son simplemente ilustrativos de la amplia varie@ad de
medios que pueden emplearse y no se pretende que sean: limi~
tativos.

H .
La fermentacién se realiza a temperaturas comprendidas

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

| 6]

sultados fptimos, es preferible efectuar la fermentacién a
temperaturas de unos 22 g 30°G.,E1 pH de los medios aubriti-

vos\adécuados para cultivar el Streptomyces cattleya y pro-

lar entre 6,0 y 8,0 aproximadamente.

Aunque el antibiético N-acetil-dehidro-tienamicina es
producido en cultivos superficialeé y sumergidos, se prefie-
re efectuar la fermentacién en estado sumergido.

Una fermentacibn a pequefia escala del antibiético se
realiza convenientemente inoculando un medio nutritivo adecup
do con el cultivo productor del antibidtico y, después de
transferir a un medio de produceién, permitiendo que trans-
¢urra la fermentacién a una tempgratura constante de unos
25°G_en un sacudidor, durante varios dias.

La fermentacién se realiza en un matraz esterilizado
a través de una, dos, tres o cuatro fases de siembré. El me-
dio nutritivo para la fase de siembra puece ser cualquier
combinacibn adecuada de fuentes de carbono y nitrégeno, El
matraz de siembra se sacude en una cémara a temperatura cons-
tante de unos 28°¢ durante 2 dfas o hesta que el crecimiento

es sabisfactorio y parte del crecimiento resultante se uti-
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liza para inocular una segunda fase de siembra o el medio de
producecibn, io; éétiaces de siembra de fases intermedias,
cuando se utiligan, se desarrollan de forma esencialmente,
idéntica; es decift parte del contenido del dltimo matraz de
siembra se utiliza para -inocular el medio de producciéh. Los
matraces inoculados se sacuden a temperétura constante du~
rante varios dfas y al final del periodo de incubacidn el
coptenido'de los matraces se centrifuga o se filtra.

Para el trabajo a gran esca}a, es preferible efectuar
1la ﬁermentacién en fanques adecuados provistos de un ;gita-
dor' y un medio de aireacibn del medio de fermentacidén. Segin

ests método, el medio nutritivo se prepara en el tangque y se

" esteriliza calentando a temperaturas de hasta 320°c aproxi-

madamente. Después de enfriar, el medio esterilizado se ino-
cula con un medio de siembra preﬁiamente cultivado del cul-
tivo productor y se permite que se produzca la fermentacién
durante un periodo de tiempo, éor ejemplo de 3 a 5 dias,

mientras se agita y/o airea el medio nutritivo y se mantie-
ne la temperatura a 25°C aproximadamente, Este método de pro
duccidn del antibibtico N-acetil-dehidro-tienamicina es espe
cialmente adecuado para la preparacibn de grandes ca&tidades

del antibidtico.

PROPTEDADES FISICAS Y QUIMICAS DEL ANTIBIOTICO N~ACETIL-DEHI
' DRO-TIENAXICINA

La N-acetil-dehidro-tienamicina responde a la férmu-~
la empiriéa 013H16Néobs. La composicién elemental calculada
correspondiente a esta férmula empirica es: 49,99 % de car-
bono, 5;16 % de hidrdgeno, 8,97 % de nitrégeno, 25,61 % de
oxfgeno y 10,26 % de azufre.

El espectro de resonancia magnética nuclear (RMN) de
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la N-acetil—dehidro-tienamicina a 300 MHz en D,0 revela las
siguientes sefia_,léé éaracteristicas, donde los desplagamiento
quimicos se dan en partes por millén (ppm) con respecto al
patrén interno 2,2-dimetil-2-silapentano-5-gsulfonato sédico
(DSS) y las constantes de acoplamiento en Hz:

1,29 (4, J = 6, CH,), 2,08 (s, 0113c=b), 3,10 (&, 4,
J = 12,5, 8,7, 1H de CH20), 3,21 (4,8, J = 12,5, 9,5, 1H
de CH,C), 3,39 (4,4,J = 6,0, 2,5, Hg)s 4,22 (m, Hs ¥ ),
6,07 (d, J = 13,5, HC=), 7,19 (4, J = 13,5, HC=).

Cuando se mide el espectro de absorcidén wltravioleta
de la N-acetil-dehidro-tienemicina a pH 7 en soluciénés acug
sds) revela un pico a 307,5 nm y un hueco a 262 nm, -

La N;acefil—dehidro—tienamicina tiene la siguientfie es-

tructura molecular:

QH3"CH(°H) J)— S-CH = CH-NHC-CH3

0
COOH \

Bl antibibtico N-acetil-dehidro~tienamicina se carac—
teriza ademds por el siguiente espectro antibibtico. ElL en-
sayo emplea el métod§ de difusién en disco Bauer-Kirby modi-
ficado solamente reépecto' a la profundidad del agar de 2 mm
empie'ada aquf., Lc;s resul’cadqs, expresadqs éomo didmetro en
milimetros de la zona de‘ inhibicién, se encuentran en la Ta-

bla I.
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ZABLA T ..
Organismo : 0,0025 UAER®/aisco
Staghy}oooccus auréus 2985 15,5
Staphylococcus aureus 2314 13,0
gsohéridhia coli 2884 : 13,0
Escherichia coli - .2891 . 10,5
Enterobacter'cloacae: 2646 8,5
Enterobacter cloaca; 2647 ’ 11,0

% UAEH descrito en la seccién titulada "Unidades de Absorban
cis Extinguibles Por Hidroxilamina®.

Lé,N;acetil-éiehidro—tienamicina es un valioso anti-
\ .

_ bidtico activo contra diversas bacterias gram-positivas y

" gram-negativas y, por consiguiente, encuentra utilidad en

medicina humana y veterinaria. EL compuesto de esta inven~
cibn puede utilizarse como droga antibacteriana para el tra-
tamiento de las infecciones causadas por las bacterias gram-
positivas o gram-negativas, por ejemplo contra Staphyloco-

ccus aureus, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiellg

pheumoniae y Enterobacter cloacae, El material antibacteria-

no de esta invencidn puede ser utilizado ademis como aditivo
para piensos de animales, en la preservacién de alimentos y
cqmé“qesinfectante. Por eﬁemplo,'puede emplearse en composi-
ciones acuosas a concentraciones que osecilan entre 0,1 ¥
100 partes.de antiﬁidtico por milldén de partes de solucién
para destruir e inhibir el crecimiento de las bacterias da-~
fiinas sobre el equipo dental y médico y como bactericida

en aplicaciones industriales, per ejemplo en las pinturas al
agua y en el agva blanca de las fibricas de papel para inhi-

bir el crecimiento de las hacterias perjudiciszles.

T
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. fofma de cualquiera de los diversos preparados farmacéuticos|

- xires, Puede administrarse por via oral, tépica, intraveno-

sa 0 intramuscular,

- en este campo. Los preparados 1{quidos orales pueden adoptar

i
R

\ El antibiftico de esta invencidn puede ubilizarse en

como Unico ingrediente activo o en combinacidn con uno o mds
ant%bidticos diferentes o con una o mis sustancias farmaco-
1égicamente activas diferentes. Como ejemplo de los prime-
ros, puede coadministrarse un antibibtico de aminocib}itol
como la gentamicina para reducir al mfnimo cualquier riesgo
de emergencis de organismos resistentes. COmo.ejemplosfée laﬂ
fltimas, pueden combinarse el difenoxilato y la atropina en
dosis destinadas a la terapia de la gastroenteritis, Fl an-
tibidtico puede emplearse en forma de cédpsulas o come t abl e~

tas, polvos o soluciones liquidas o como suspensiones o eli-

=

Las tabletas y cdpsulas para administracién orel puede
presentarse en forma de dosis unitaria y pueden contener
excipientes convencionales como agentes ligantes, por ejem-
plo jarabe, goma arébiga, gelatina, sorbitol, tragacanto o
polivinilpirrolidona; cargas, por ejemplo lactosa, aszdcar,
almidén de mafz, fosfato cdleico, sorbitol o glicina; lubri-
cantes, por -ejemplo estearato magnésico, talco, polietilen-
glicol o sflice; desintegrantes, por ejemplo almidén de pa=
tata o agentes humectantes aceptébles como laurilsulfato sb-

dico, Las tabletas pueden recubrirse por métodos conocidos

la forma de suspensiones, soluciones o emulsiones acuosas u |
oleosas, jarabes, elixires, etc. O pueden presentarse en for|
ma de producto seco para su reconstitucibn con agua o con
otros vehiculos adecuados antes de su uso. Estos preparados

1fquidos pueden contener los aditivos convencionales como
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por ejemplo lecitina, monooleato de sorbitano o goma ardbi-

seg convenclo

agentes suspensores, por ejemplo jarabe de sorbitol, metil-
celulosa, jarapéﬁde giucosé/ézﬁcar, gelatina, hidroxietil-
celulosa, carboximetilcelulosa, gel de estearato de alumi-

nio o grasas comestibles hidrogenadas; agentes emulgentes,

ga; vehfculos no acuosos gue pueden incluir aceites comesti-
bles, por ejemplo aceite de almendras, aceite de coco frac-

cionado, ésteres oieosos, propilenglicol o alecohol etifico;

preservativos, |por ejemplo p-hidroxibenzoatos de metilo o
propilo o 4cidp sbérbico. Los supositorios contendrén:las ba- -
les para supositorios, v.g. manteca 35, oacao
u otro glicérido. ‘
Las combbsiciones para inyeccidn pueden preseitarse
en forma de dosis unitarias en ampollas o en envases de do-
sis miltiples con un preservativd afiadido. ILas composiciones
pueden adoptar formas como suspensiones, solqciones, emul-
siones en vehfculos acuosos u oleosos y pueden contener agenj
tes de formulacién como suspensores, esiabilizantes y/o dis-
persantes, Alternativamente, el ingrediente activo puede en-
contrarse en forms de polvo para su reconstitucién con un
vehfculo adecuado, v.g. agua estéril exenta de pirégenos,
antes de su uso. | ]
z~'Las composiciones tambiér pueden prepararse en formas
adecuadas pafa 1la absorcibn a través de las membranas muco-
sas de la nariz y de la garganta o de los tejidos bronquia-
les y pueéen adoptar convenientemente la forma de nebuliga-
ciones o inhalaciones en volvo o 1lfquidas, pfldoras, ungiien-
$0s para la garganta, etc. Para la medicacién de los ojos u

oidos, los preparados pueden presentarse como cdpsulas in-

dividuales, en forma liquida o serisblida o pueden utilizar-
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se como gotas, etc. Las aplicaciones tépicas pueden formular)
se en bases hiQr8foﬁas o hidréfilas como ungtientos, cremas,
lociones, pinturas, polvos, etc.

Asimismo, ademds de un vehfculo, estas composicioneg
pueden contener otros ingredientes como estabilizantes, li-
gantes, antioxidantes, preservativos, lubricantes, agentes
suspensores, agentes modificadores de la viscosidad o agen-
tes saborizantes j similares. '

En veter! ia, por ejemplo en el tratamiento de po-
llos, vacas, oyejas, cerdos y gimilares, la comp0sici§n pue-| -
de ser formul a, por ejemplo, como preparado intraméﬁério
en bases de adeidn prolongada o de liberacién répida, .

Ia dosis a ‘administrar depende en alto grado del esta-
do del sujeto en tratamiento, del peso del.huésped y del +ti~
po de infeccibn, de la via y frecuencia de administracidn,
siendo preferida 1la via pareateral para las infecciones ge-
neralizadas y la via oral para las infecciones intestinales,

Dentro de esta invencién estén inclufdas las sales no
téxicas y farmacéuticamente aceptables de la N-acetil-dehi-
dro-tienamicina, por ejemplo las sales farmacolégicamente
aceptables formadas con bases orgénicas e inorginicas que
incluyen, por ejemplo, las sales metdlicas derivadas de hi-
dr&xidos, carbonatos o bicarbonatos de metales alcalinos o
alcalino-térreos tales como las derivadas de sodio, potasio,
amonio y caleio y sales derivadas de aminas primarias, se-
cundarias o terciarias como monoalquilaminas, dialquilaminas),
trialquilaminas, alcanoleminas inferiores, dialcanolaminas
inferiores, alquilendiaminas inferiores, N,N-diaralquil-—
alquilendiaminas inferiores, aralquilaminas, aminoalcanoles

inferiores sustitufdos, N,N-dialquil(inferior)amino-glcano—
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"se en dosis

" pientes adecusados fisiolbgicamente abeptables.,Las aoéis uni

cualquier caso dado dependerd del tipo y gravedad de la in-

-2 -

les inferiores sustitufdos, dcidos amino,noliamino- y gua-
nidino—alcanoicoé'ihferiorés sustitufdos y aminas heteroci-
clicas nitrogenadas. '

Bn el tratamiento de las infecciones bacterianas en el
hombre, el compuesto de esta-invencién se administra por via
oral o parenteral, siguiendo los procedimientos conﬁénciona»
les para la administracién de antibibticos, en una propor-

cidn de alrededor de 2 a 600 mg/kz/dfa y preferiblemente gl

rededor de 2 a[50 mg/kg/dfa, preferiblemente en dosis frac—
cionadas, por gjemplo 3 6 4 veces al dfa. Pueden administrar
itarias que contienen, por ejemplo, 25, é50,

500 6 1000 mg [de ingrediente activo, con vehiculos o ‘ekci-

tarias se encuentran en forma de preparados liquidos como so
luciones o suspensiones o como s6lidos en tabletas o cdpsu-~

las. Naturalmente, se .sobreentiende que la dosis Sptima en

feccién en tratamiento y que,se empleardn dosis méds pequefias
para uso en pediatria, estando todog estos ajustes al alcan-
ce del experto en este campo.

Los caldos de fermentacidn que contienen el antibié-
fico, producidos de acuerdo con los procedimientos aguf des-
critqs, presentan unas actividades estimadas que oscilan
aproximadamente entre 0,1 y 2 Pg/hl. Pueden purificarse las
preparaciones de antibibtico y recuperarse el antibidtico
por diveréos procedimientos.

Uno de estos procedimientos consiste en extraer los
caldos de fermentacidn acidulados (v.g. HCL, HéSO4, acético)
con acetato de etilo, isobutilecetona, acetato de gmilo o

disolventes gimilares y retroexiraer la fase disolvente ais-

l-
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el eluato antdrior en metanol al 50 % a fravés de una ‘colume

" na que contiene una resina cambiadora de anidén fuertemente

" (fabricada por Dow Chemical Co., Midland, Michigan), en el

- 13-

lada en una-solucibn acuosa mantenida a pH comprendido en-
tre 5,5 y T,5.

Puede purificarse todavia mds pasando este extracto
por una columna de partfculas de gel de s{lice con una su-
perficie hidrocarbonada enlazada, preferiblemente C,g. Si
se desea purificar todavia mis, el eluato puede pasafSe'por
una colunna rellena con un polimero de divinilbenceno reti-
culado con poliestireno hidréfobo no polar, como XaD-1, 2 ¥
4, preferiblemgnte XAD-2 (fabricado por Rohm & Haas,
Washington Square, Philadelphie 5, Pensilvania).

Un métodb de purificar todavia mds consiste en pasar

bésica. Son ilustrativas dé estas resinas lag que contienen
una matriz de estireno-divinilbeﬁceno, por ejemplo la resi-

na de amonio cuaternario nuclear de poliestireno Dowex. 1x4

ciclo de cloruro, Otros miembros representativos de esta cla

i

se delresinas cambiadoras fuertemente bdsicas son los si-
guientes: Duolite A-40, A-42, A-101, 4-102 y A-114 (fabri-
cadas por Chemical Process Co., Redwood City, California);
imberlite TRA-400, TRA-401 e IRA-410 (fabricadas por Rohm
& Haas, Washington Square, Philadelphia, 5, Pensilvania).

1

El entibibtico contenido en el eluato puede purificar
se de nuevo por filtracibn de gel a través de un gel de po—
liacrilamida con un tamafio de poro que excluye las moléculas
con un peso molecular superior a 1800. Un gel preférido es
el Bio-Gel P-2 (fabricado por Bio.Rad, Richmond, Califor-

nia) .
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An#lisis

1" acuerdo con el—31gulente método de difusién en disco, utili-

- 14

Un método preferido de recuperacidén de la N-acetil-
dehidro-tienam;ciha.pura consiste en extraerla del caldo aci
dulado empleando acetato de etilo, retroextraer la fase di-
solvente separada con una solucidn acuosa neutra y pasar el’
retroextracto acuoso por una columna de particulas de gel de
sflice con una superficie enlazada C,g+ ELl eluato rebbéido

puede purificarse de nuevo por cromatograffa en metanol al

50 % sobre resinas cambiadoras de anidn del tipo de poiiestiL

reno-trimetilagonio (v.g. Dowex 1x4 CL ~ 400 mallas) y re~

sinas de perm

Los andlisis de la actividad bloldglca se realizan de

zando Staphylocogcus aureus ATCC 6538P o Vibrio percolans

ATCC 8461 como organismos de enséyo.

Un cultivo de una noche a 37°C de Staphylococcus

aureus ATCC 6538P en caldo nutriente mds 0,2 % de extracto
de levadura (NBYE) se diluye.con NBYE hasta formar una sus—
pensibn que presenta una transmitancia del 40 % a una loagl
tud de onda de 660 nm. Se afiaden 33,2 ml de esta suspensién
dilufda & 1 litro de NBYE conteniendo 15 g de agar y manteni
do a 47-48%C, Se vierten partes alfcuotas de 10 ml de esta
sdépepsi6n en placas Petri de 85 om de didmetro y estas pla~
cas se enfrian ¥ se mantienen a 4°C hasta que se utilizan
(5 df{as como mAximo).

Un cultivo de una noche a 28°C de Vibrio percolans

ATCC 8461 en caldo nutriente més 0,2 % de extracto de levadu~
ra (NBYE) se diluye con NBYE hasta formar una suspensidn que
presenta una transpmitancia del 50 % & 660 nm. Se afiaden

33,2 ml de este cultivo dilufdo a 1 litro de NBYE contenien-

ién de gel (v.g. Bio-Gel P-2, 200-400_malla§¢'

i
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dok15 g de agar, mantenido a 46°C. Se vierten partes alfcuo-
téé de 5 ml deAes{a suspenéiGn sobre placas Petri de 85 mm

de fiémetro y estas placas se enfrfan y se mantienen a 4?9

hasta que se utilizan (5 dfas como méximo).

Las muegtras de antibibtico a analizar se diluyen has-
ta una concentracién apropiada ¥ se aplican a unos diséos de
1/4" (6,25 mm) o 1/2" (12,5 mm) de didmetro, aplicdndose
25 pl al disco de 1/4" (6,25 mm) y 100 pl &l disco de 1/2"
(12,5 mm). Los discos se colocan sobre la superficie de la

placa de ensayo. Lag placas de Staphylococcus aureus se incu

ban a 37°C durante la noche; las placas de Vibrio gércéians

se incuban & 28°C durante 1a noche, La zona de inhibicidn

tenido en antibidtico.

Unidades de absorbancia extinguibles por hidroxilemina (UAEH)

La proporcidn de absorbancia medida cerca del méximo
de-absorcibn de ultravioleta o en el propio miximo que puede}
ser atribufda al contenido en antibidtico de las muestras se
determina por la extincién selectiva de esta absorbancia
(con la consiguiente inactivacién de la actividad antibib-
tiea) por reaccién con hidroxilamina dilufda,

Se agrega hidroxilamina neutralizada, recién preparadal
(NHéOH.HCl més N4OH hasta un pH £final de 7) a muestras sin
‘tamponar del antibibtico ensayado; en el caso de soluciones
a pH neutro, bien tamponadas, se utiliza NH,OH,HCL sin neu-
tralizar, La hidroxilamina se agrega hasta una concéntfacién.
final de 10 mM y se deja que la reaccién transcurra a la tem| .
peratura ambiente durante 30 minutos como minimo. Substra-
yendo la absorcién resultante de la muestra que ha reaccio-

nado de la absorcién de la muestra sin reaccionar (después

1 S ettt

l-
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de corregir la dilucién por el reactivo afiadide) se obtiene
la absorbancia_e;tiﬁguible‘por hidroxilamina. Unea UAEH de
antibiltico en 1 ml presenta una absorbancia extinguible poy
hidroxilamina de 1,0.

Los siguientes ejemplos ilustran los métodos de obtend
¢idn de los productos de esta invencién. Los ejemplos- son
solamente con fines ilustrativos y no deben considerarse li-
mitativoghdel alcance de esta invencidén en modo algﬁno;
EJEHPLO 1

Se abre : sépticamente un tubo de ecultivo liofilizado

en n Erlenmejer de 250 ml, con tabiques, que contiene 50 ml

Medio 4
Autolizado de levadura 10,0 g
Glucosa 10,0 g
Tempén de fosfato® 2,0 ml
c.'aco'3“ 2,0 g
Agua destilada 1000 ml
pH ajustado a 6,5 con NaOH
. BSolucién tampén de fosfato
KH,P0, 91,0 g
Na,HPO, 95,0 g
Agua destilada 1000 ml

By vocado. despuds de ajustar el pH
El matrAZ'inoculado ge sacude a 28°C a 220 rpm (didme-
tro de la Srbita circular 2 pulgadas, 5 cm) durante 30 horas

Se separan asépticamente 40 ml del caldo de 30 horas ante-
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rior y se mezeclan con 40 ml de glicerol estéril al 20 % -
(en volumen), Se'pibetean partes alfcuotas de 2 ml de la mez
cla glicerdlica en viales de un dracma estériles que despuds
se congelan y almacenan en la fase de vapor de un congelador
de nitrbgeno -1iquido. _

El contenido de un vial congelado se utiliza péra ino-
cular un Erlenmeyer de 250 ml, con tabiques, que contiene

50 ml de Medio B de la siguiente composicidn:

Medio B
' Autolizado de levadura 10,0 g
Glucosa - . 10,0 g
‘ Tampn de fosfato® 2,0 m
MgS0, » TH,0 0,05 g
Agua destilada : _ 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH. -

37‘SolAu.cit5n tampén de fosfato
KH,P0, ' 91,0 g
Na, HPO, ' 95,0 g
Agua destilada . 1000 mi

Este matraz de siembra se sacude a 28°C g 220 rpm
(didmetro 2 pulgadas, 5 cm) durante 48 horas. Se utilizan
ﬁé:tes alfcuotas de 0,8 ml de este matraz de siembra para
inocular 6 Erlenmeyers de 250 ml, con tabiques, que contie-
nen 40 ml de Medio B con 1a misma composicidn que el Medio B
anterior. Estos 6 Erlenmeyers de 250 ml, con tabiques, se
sacuden a 28°C a 220 rpm (didmetro 2 pulgadas, 5 cm) durantel
24 horas. Se agregan a cada matraz 40 ml de glicerol estéril
al 20 % (en volumen). Se pipetean'partes alfcuotas de 2,5 nl
de las mezclas resultantes en viales estériles de wn dracma,

se etiquetan para identificarlos y se almacenan a -87°C.
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Uno de los viales etiquetados congelados anteriores se

descongela a 37°C y se ubiliza 1 ml de su

cular un Erlenmeyer de 250 ml, con tabiques, que contiene

40 ml de Medio C de 1la siguiente composicidn:

Medio C o -

Sacarosa .30;0 g
. Solubles de destileria 15,0 g
Extracto de levadura 5,0 g
Agua destilada 1000 ml

PH ajustado a2 7,3 con NaOH.

. Este matraz de siembra se sacude a 28°C a 220 fpm
(d1énmetro: 2 pulgadas, 5 em) durante 48 horas. Se utilizan
" porciones de 1 ml de este matraz de siembra para inocular
cuatro. Erlenmeyers de 250 ml, con tabiques, que contienen
40 ml. del Medio C anterior. Estos,cuatro matraces de siem-

vra de la segunda fase se sacuden a 28°C a 220 rpm (didme-

tro 2 pulgadas, 5 em) durante 24 horas,

Se utilizan porciones de 8 ml de estos matraces de
siembra de Ia segunda fase para inocular 12 Erlenmeyers de

2 litros que contienen 160 ml de Medio D de la siguiente cqg

posicidn:

Medio D .

-Gliceroi

Licor de infusién de mafz
Harina para ganado aviar
Solubles de destilerdia
CoCl, . 68,0

CaCO3

Poliglicol 2000

Agua destilada

contenido para ing

15,0 g
15,0 g
10,0 g
15,0 g
0,01 g
3,0 &
0,25% en volumen
1000 ml
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250 ml y cada usa de ellas se ajusta a pH 2,5 con HCL 2,5 N

- 19-

PH ajustado a 7,5 con NaOH.
| Estos matraées de produccién se sacuden a 25°C a
i
150: rpm (didmetro 2 pulgadas, 5 om) durante 5 dias.
|

l Se utilizan porciones de 1 wl del Medio C de los ma~

traees de siembra de la segunda fase para inocular dos Zrlen
meyers de 250 ml, con tabiques, que contienen 40 ml del Me-
dio O antes descrito. Estos matraces de siembra de la terce-
ra fase se sacuden ‘a 28°C a 220 rpm (didmetro 2 pulgadas,
5 cm) durante 24 horas.

Se utilizan porciones de 8 ml de estos matraces de
siembra de la tercera fase para inocular 7 Erlenmeyers de

2 litros que contienen 160 ml del Medio D descrito anterior-

150 rpm (didmetro 2 pulgadas, 5 om) durante 4 dfas.

Se combinan los caldos de ios 8 matraces fermentados
durante 5 dfas, obteniéndose un pﬁ de 6,75. Los caldos com~
binados se enfrian a 5-10°C y se centrifugan durante 15 mi-
nutos & 6000 rpm. Se filtra el 1fquido que sobrenada con
ayuda de Super-Cel y el filtrado se conserva a 0°C.

_Se combinan los caldos de 1os 6 matraces fermentados
durante 4 dfas, cuyo pH es 6,35. Esfos caldos combinados se

enfrian a 5-10°C y se centrifugan durante 15 minutos a

6000 rpm. El 1{qguido que sobrenada se filtra mediante Supex]
Cel. Se combinan 780 ml del caldo de fermentacibén de 4 dfas
filtrado con 966 ml del caldo de fermentacidn de 5 dfas fil-

trado. El filtrado combinado se divide en siete porciones del

¥ se extrae a 5°C con 250 ml de acetato de etilo. Se senara
la fase de acetato de etilo y se retroextrae con 6,65 ml de

MES 0,1 M (4cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico), pH 7, su—
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 ¢o de 1{quidos preparado como sigue:
" (15 cm) de longitud y 0,03 pulgadas (0,76 cm) de didmetro,

1" x 36" (2,5 % 90 cm), relleres de Bondapak 018/Porasil B,

~c’i§n'rotatoria Altex Scientific, Inc. Hodelo 202-00, provis-

.con wa longitud de la trayectoria de 1 cm, Se recogen frac-

= 20~

plémentado con una cantidad de NaOH 2,5 N suficiente para
llevar el pH del “retroextracto acuoso a 6,8-7,2, Se separa

-'el. retroextracto acuoso y las trazas residuales del aceta

t0 de etilo se eliminan haciendo pasar una corriente de ni-
'I:régeno sobre. la superficie, - N
Tos retroextractos reunidos tienen un volumen %o ual de
42,5 ml, un pH de 7,03 y contienen 12,75 UAEH medidq a 307 no
Los retroex’cjicactos reunidos se concentran por :c;o:bo-
evaporacién hasta 7,65 ml. Se toma una muestra de. 0,1 ml pa-
ra anflisis y.el resto se agplica a un sistema cromatcgréifi-

L)

Mediante un tubo de acero inoxidable de 6 pulgadas
se conectan entre ‘s dos ¢olumnas de acero inoxidable de

@ con un intervalo de tamafios de partfculas de 37-75 micras}
Las columnas -ée su}aergen en una camisa de agua y a través de
esta camis'a se hace circular ;continuamen'be agua calentada a
40°¢, Ta columna se equilibra antes de utilizarla con tampdn
de fosfato potdsico 0,01 i, pH 5,6/acetonitrilo 95:5 en vo-

lumen, La muestra se aplica utilizando una vélvula de inyec-

ta 'de'un lazo de 10 ml de tubo de Teflon,

| Tia columna se desarrolla con el tampén anterior a un
caudal de 8 ml cada 3 minutos y se explora a 30’7 nm empl.ean—
do el monitor de absorbanc:.a ultravioleta Laboratory Data

Control Constametric II ®provisto de una célula de flujo

ciones de 8 ml y a cada fraccidn se agregan 20 jd de K2P04

0,1 M. Las fracciones se enfrfan a 0°C y se determina la ac-|
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la muestra, séguida de ﬂ.qlde agua destilada antes de‘desa-_

contienen 5,56 ml; las fracciones restantes son de 1 ml y se

- con el Ejempio 1, se descongela a 37°C y se utiliza 1 ml de

tividad biollgica sobre placas de andlisis de Staphylococcus

surens,

La actividad de N-acetil-dehidro~tienamioina aparece
entre los 624 y los 688 ml de eluato, Estas fracciones se
combinan, se ajustan a pH 6,85 con NaOH 2,5 N y se halla que
contienen 9,2 UAEH medido a 307 nm, Las fracciones réunldas
se concentran hasta 1 ml por rotoevaporaeién y este ml se
aplica a una columna de 1,3 x 8 cm de XAD-2 prelavado. El
XAD-2 se lava previamente en columna, sucesivamente con cua-
tro voldumenes de columnas 1) EDTA 0,001 M, 2) NaOH 1 W,

3) agua desionizada, 4) HCl 1 N, 5) agua desionizada, €) me-

tenol, 7) acetona y 8) égua desionizada. Después se éplica
rrollar la columna con agua destilada. Las fracciones 1-5

recogen a 1 ml/minuto aproximadamente. En estas fracciones

se analiza la actividad bioldgica gobre placas de anilisis

de Vibrio percolans., La mayor parte'dg 1a N-acetil=dehidro-
tienamicina se encuentra en las fracciones 9-30. Estas frac-
ciones contienen 2;57 UAEH medido a 307 nn.
EJEMPLO 2 '
Un vial de MA;4297 congelado, etiquetadoApara identifi:

car que contiene Streptomyces cattleya preparado de acusrdo

su contenido para inocular un Erlenmeyer de 250 ml, con tabi-
ques, que contiene 40 ml de Medioc C de la siguiente composi-

oién:

—

L
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Medio C .
“Sacarosa ' 30,0 ¢
" Solubles de destilerfa 15,0 g
Extfacto de levadura ) 5,0 g
Agua destilada 1000 ml

"pH ajustado a 7,3 con NaOH.

Este matraz de siembra se sacude a 28°C a 220 rpm
(didmetro: 2 pulgadas, 5 cm) durante 48 horas. Se utilizan
porciones de 1 ml de este matraz de siembra para inocular
5 Erlenmeyers de 250 ml, con tabiques, que contienen 4C ml
del Medio C anteriormente descrito., Estos matraces dé‘siem-

bre’se sacuden a 28°C & 220 rpm (didmetro 2 pulgadag; 5. cm)

¢

* durante 24 horas, Se utilizan porciones de 8 ml de estos ma~

.traces_de siembra ‘de 24 horas para inocular {6 Erlenmeyers

de 2 litros que contienen 160 ml de Medio D de la siguiente

composieidn:
 Medio D
@licerol ) 15,0 g
Licor de infusién de maisz 15,0 g
Harina para ganado aviar 10,0 g
Solubles de destileria 15,0 g
CoCl, . 6H,0 0,01 g
- CaC0y ' 3,0 g
Poliglicol 2000 0,25% en vo-
lumen
Agua destilade 1000 ml

pH ajustado a 7,5 con NaOH,
Estos matraces de produccibn se incuban a 25°C a 150
rpm (recorrido 2 pulgadas, 5 cm) durante 5 dfas.

Se combinan los caldos de los 16 matraces de produccid

i
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se enfrian a 5-10°C_y se centrifugan durante 15 minutos a
6000 rpm. Se sepéfa.el 1fquido que sobrenada y se filtra con
ayuda de Super—Cél. El caldo filtrado ge divide en porciones
de 250 nml, cada una de las cuales se ajusta a pH 2,5 con
HO1l 2,5 N y se extrae a 5°¢ con dos porciones sucesivas de
250 ml de acetato de etilo. Cada una de las fases de acatato
de etilo se refroextrae con 6,65 ml de MES O,1 M, pH 7, més
NaOH 2,5 N suficiente (aproximadamente 0,3 ml) para llevar el
pH del retroextracto acuoso a 6,8~7,2, Los retroextractos
acuosos obtenidos de la primera extraccidn de cada poreidn
de caldo con acetato de etilo se etiquetan "primeros exirac-

tos"; los obtenidos de la segunda extraccién, con disolvente

"ge etiquetan “éegundos extractos". El acetato de ebilo re-

gidual'en los extractos se elimina haciendo pasar una co-
rriente de nitrégeno sobre la supﬁfficie 1{quida., Se combi-
nan los "primefos extractos", con un volumen resultante de
67 ml; PH 7,05 y un total de 45,6 UAEH medidas a 307 nm. Se
combinan los "segundos extractos”, con un volumen resultante
de 62 ml, pH 7,05 y un total de 23,6 UAEH medidas a 30% nn.

Los "primeros extractos™ combinados se concentran a
7 ml por rotoevaporacidén. Se toma una muestra de 50 pl para
andlisis y los 6,95fml residuales se apiican al sistema cro-
matbg;éfico de lfquidos Bendapak C, 8/?orasil B®descri1;o en
el Ejemplo 1., La columnd se equilibra antes de ubilizarla
con tampén de fosfato potésico 0,01 M, pH 5,6/acetonitrilo
95:5 en volumen y la colﬁmna_se desarrolla con el mismo tam-|
pén.

Se recogen fraccionés de 10,5 ml cada 3 minutos aasia
que se han recogido 640 ml de eluato, a partir de cuyo mo-

mento se recogen fracciones de 5,25 ml cada 1,5 minutos, Se
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agrega a cada fraccibn 20 Pl de K2HP04 0,1 M y las fraccio-
nes se enfrian .a-boc ¥y se analigza su actividad biolégica so-

bre placas de andlisis de Staphylococcus aureus. La mayor

parte de la N-acetil-dehidro-tienamicina estd contenida en-
tre los. 5-97- y 1os-655 ml-de volumen elufdo. Estas fracciones|
se reunen, se ajustan a pH 7,2 con NaOH 2,5 N y se mectienen
a 0°C.

" Los '“‘segtmdos extractos™ combinados se concentrzn a
6,3 ml por rotoevaporacibén, Se toma una muestra de 50 )11 pa~
ra éné.lisis y los 6,25 ml restantes se aplican al sistema

cxfoma'l:ogréfico de 1{quidos Bondapa:k ¢, 8/Porasi1 B®, dascri

' .-l;o2 en el Ejemplo 1. La .c‘olumna se equilibra antes de utilizaf

10 95:5 en volumen y 1a columna se desarrolla con el mismo
tampbn, B

Se recogen fracciones de unos 9 ml cada ‘3 minutos, A
cada fraccidn se agregan 20 pl de K,HPO, 0,1 My las fraccio;
nes se enfrian a 0°C y se analiza su actividad biolégica so-

bre placas de andlisis de Staphylococcus aureus, lLas fracecio

nes activas que presentan actividad de N-acetil-denridro-tie-
namicina se combinan'y se ajustan a pH 7 con NaOH, Estas
fracciones combinadas contienen 3,74 UAEH medidas a 30;7‘ nm,
_Las fracciones combinadas se concentran a 0,5 ml por
rotoevaporaqiﬁn. Se afiaden 0,5 ml de metanol. La mezcla se
centrifuga durante 2 minutos a 3000 rom para separar el pre-
cipitado ciue se forma. El precipitado forma una fase infe-
rior de 0,05-0,1 ml. Se jsepara la fase superior y se aplica
a una columna Altex de 25 x 100 mm, rellena de Bio-Gel P-2,
-400 mallas, en metanol al 50 % hasta un volumen relleno fi-

nal de 25 mm x 75 mm, La muestra se aplica utilizando una

e

&
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65 y 100 ml de eluato. Se combinan las fracciones entrs 65 y

"a 11,5 ml por rotoevaporacién. Estas fracciones contienen

- 25—

vélvula de inyeccidn rotatoria Altex Modelo 202-00 provista
de un lazo de 3 ml do tubo de Teflon. Ia columna se desarTo-
lla con metanol al 50 % a un caudal de 3,3 ml/minuto y se

recogen fracciones de 0,55 ml aproxXimademente. Ias fraccio-

nes se enfrfan a 0°C y se determina su actividad bioldgica

sobre placas de andlisis de Staphylococcus aureus. La scti-

vidad de N-acetil-dehidro-tienamicina se encuentra entre

67 ml de eluato/con lag fracgiones entre 90 y 100 ml de eluad
to y se concentran a 3,4 ml por rotoevaporacibn,. EStuS rrac~| *
ciones contiengn 0,4 UAEH a 307 nm. Das fracciones de Bio-

Gel ‘entre 67 y|90 ml de eluato se -combinan y se concentian

144 UAEH medidag a 307 nm,
Se combinan las dos fracciones reunidas de la columna
de Bio=-Gel P=2 y se agregan a las fracciones reunidas de

N%acetll-ﬁlenamlcina de la cromatograffa en Bondapak C 8/'Po-

£1%

ragil B®de los "primeros extractos”, ' Esta solucién contien
7,89 UAEH medidas & 307 nm y tiene un volumen de 68 ml, Se
afiaden 68 ml de metanol ¥y la mezcla resultante se aplica a
una columna preparada con Dowex 1x4 017, —-400 mallas, de
1,55 x 21 cm, ILa columna se prepara antes de utilizarla como
sigﬁe: la resina .ge define por dscantacién de agua, se in-
troduce en la columna en metanol al 50 % y después se lava
con 7~8 vollmenes de columna de N4ClL 0,5 M en metanol al

50 % seguido de T=-8 volimenes de columna de metanol al 50 A
Ia solucibn de N-acetil-dehidro-tienamicine en metanol &l
50 % de la cromatografié anterior se aplica a la columna a
razén de 1 ml/minuto seguida de 2~3 ml de metanol al 50 %.

La columaa se desarrolla a un caudal de 1 ml/minuto con
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NaCl 0,09 M.+ WH,CL 0,005 M + NH,OH 0,0003 M en metanol al
50 %, pH 7,5. Sg?fecogen fracciones de 5 ml aproximadamente
y se analiza su actividad biolégica sobre placas de anflisis

de Staphylococcus'aureus. La N-acetil-dehidro~tienamicineg se

encuentra, entre los 505 ¥ los 607 ml de volumen elufdo, Se
combina el volumen elufdo desde 519 hasta 579 ml, qué'ééntie
ne 4,4 UAEH medidas a 307 nm. Estas fracciones se concentran
a 0,6 ml por rotoevaporacién. Se agrega un volumen de 0;6 ml
de métanol y lg.mezcla se centrifuga durante 2 minutos a
3000 rpm, .

El 1{quifio que sobrenada se separa de la perlaAﬁe'sal.

Estd (ltima sef lava con 0,2 ml de metanol al 50 % ¥ la mez-

" cla se centrifﬁga durante 2 minutos a 3000 rpm, Este l1{quido

sobrensdante se agrega al primer lfquido spbrenadante, Esta
solucidn, que.contiené 342 UAEH medidas a 307 nm, se aplica
a una columna de 1,65 x 37 cm de Bio=Gel P~2, 200-400 mallas
lavada antes de utilizarla con 5 ml de NaCl saturado en mete
nol al 50 %, seguido de 2-3 volimenes de columna de metanol
al 50 %. Después de la muestra se aplican 2-3 ml de metanol
al 50 %, La columna se’desarrolla con metanol al 50 % y se
recogen fracciones de 1,2 ml cada minuto. Las fracciones se
eéxploran por absorcién ultraviolgta a 300 nm y se observa un
pibb entre las fracciones 26 y 41. Se combinan las fraccione
28-37, con uha.relacidn'3of nm/262 nm superior a {1 y se afia-
den 10 pl, de tampbn de fosfato votésico 1 M, pH 7. Estas
fracciones combinadas se concentran por rotogvaporacién a

1 ml aproximadamente antes de licfilizar y contienen una ac-

tividad estimada de 2,28 UAEH medidas 2 307 nnm,

[

1723
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\ ' EJEMPLO 3

H
3

| ge abre asépticamente un tubo de cultivo Liofilizado
| ‘ -
de i aislado de Streptomyces cattleya MA~4297 y el conteni-

\

1
90 e suspende en un Erlenmeyer de 250 ml, con tabiques,

Qe contiene 50 ml de Medio B de la siguiente composicidn:

Medio B

Aubolizado de levadure 10,0 g
Glucoéé ’ 10,0 g~
Tanpén de fosfato® 2,0 ml
MgS0, . TH,0 0,05 §
Agua destilada 1000 ml

pH ajustado a 6,5 con NaOH

nSolucién tampbn de fosfato

KHéPO4 ) : 91,0 g
Agua destilada ~ 1000 ml

Este matraz inoculado se sacude a 28°C a 150 rpm (&i4-
metro 2 pulgadas, 5 om) durante 48 horas, Se utilizan poreio
nes de 10 ml de este matraz de siembra para inocular tres
Erlenemeyers de 2 litros, con tabiques, que contienen 500 ml
de Medio B de la misma composiéi6n que el Medio B anterior.
Eétos matraces se sacuden a 28°¢ a 150 rpm (diZmetro 2 pul-
gadas, 5.cm) durante 24 horas, El cultivo de estos matraces
de siembfa de 2 litros ée utiliza para inocular un fermenta~
dor de acero inoxidable de 756 litros gue contiene 467 li=-

tros de Medio E de la siguiente composicidn:

Medio E
Glicerol ' 10,0
Pharnamedia o 5,0 g
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.-.28_
Solubles de destileria 10,0 g
" GoCL, 6H,0 0,01 g
Cac0, 3,0 g
Poliglicol 2000 " 0,25 % en vo-
. _ ) lumen
Agua corriente 1000 mi

pH ajustado a 7,3 con NaOH.
Bste fermentador de acero inoxidable se opera a 28°¢
con una velocidad de agitacién de 130 rpm y.un caudal de
aire de 10 pies3 (28 litfos)/hinuto. Al cabo de 48 horas, se .

uwbilizan 454 litros de este medio para inocular un ferxenta-

B}

do?ide acero iﬁbxidable de 5670 litros que contiene 4082 1li-

. tros de Medio F con la siguiente composicién:

Ve

- Medio F |
Licor de infusidn de maiz 15,0 g
Glicerol 10,0 g
Pharmemedia - 5,0 g
Solubles de destilerfa , 10,0 g
CoCLy 46,0 0,01 g
CaC0y 3,0 g
- Poliglicol 2000 0,25 % en
' ~ volumen
Aga corriente : 1000 ml

" pH ajustado a 7,3 con NaOH.
~ Bste ténque se opera a 25°C con una velocidad de agi-
tacién de 70 rom y un caudal de aire de 54,3 pies}/minuto
(152 litrgs). Al cabo de 100 horas, se retiran porciones de

100 ml, se enfrifan a'5;10°C y se centrifugan a 6000 rpm du-—

Tante 15 minutos. El 1fquido que sobrenada se filtra con ayu
da de Super—Cel. Una porcidn de 25 ml del filirado-se a jushal
2 pH 2,2-2,4 con HCL 5 N y se extrae a 5°C con 25 ml de ace-

et rnr
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tato de etilo. Se separa la fase de acetato de etilo j se
retroextrae con 2,5 ml de tampdn de fosfato potésico 0,075
M, pH 7,0, Se separa la fase acuosa que contiene 925 A5 y
las trazas residuales de acetato de etilo se eliminan haciq#
do pasar una corriente dé nitr6gen6 sobre la superficie 1li~
quida. Un disco de media pulgada (12,7 mm) conteniendo 100
yl de retroextracto da una zona de 24,3 mm en una placa de

anélisis de Staphylococcus aureus.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberi recaer sobre las siguientes: | '
REIVINDICACIONES
1.~ TUn procedimiento para la pro@uccién del é;tibié~
tico N~acetil-debhidro-tienamicina que consiste en cultivar

Streptomyces cattleya en un medio nutritivo acuoso que con-

tiene fuentes asimilables de carbono, nitrdgeno y sales inop

génicas, en condiciones aerobias sumergidas y recuperar el

antibibtico.,
2,- Un procedimiento segin la Reivindicacién 12, don-

de el organismo cultivado es Streptomyces cattleya NRRL «~

8057.
B Se reivindica por filtimo como objeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA IA PRODUCCION DEL ANTIBIOTICO N-ACE-
TIL-DEHIDRO-TIENAMICINA, '
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de treinta pigi-
nas mecanografiadas,

Madrid 12 de abril de 1978
BERNARDO UNGRIA

b.p.
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