
O ES OO
MMtHEMO DE ¡MDUSIMA Y EMERGÍA

Registro dé la Propiedad industrial
-------  Concedido e! de pn;=--;.u

con )tn d-.lOí- -tt í- r - ' ' t*' <̂*
s e n ie d j . . - r ! , - f 'j 'i y '3 v ^ ' '3^oon*
tenido de ¡a Memoria adjuntS{

ESPAÑA

T 2  5

PATENTE DE !NVENC!0N

FwoetDAOES!(̂NUMERO FECHA
76557/77 2 9 .6 .1 9 7 7 JAPON

FECHA DE PUeuOOAD ?̂)cLAStFtCACtOM tNTEHNACt&MAU PATENTE DE LA ODE ES CHVtatONANtA
C p ?  b

O
"PROCESO PARA LA PRODUCCION DE SUSTANCIA KC 696 ** SY 3-A^

(g) eouoTANTe te< L& FandaclÓn o p ^ n iza d a  de acuerdo con 
l a s  le y e s  de *

ZAIDAN HOJIN BISEIBUTSU KASAED KENK3CD KAI
OOM!C!UO DEL SOUCtTANTE No. 14*^23, 3-cbcate, N am iosaki, SMna^awa-Jcn 

TOKYO (Japdn)__________________________________eMtVZMTOH (ES! Bamao Baezawa, de nacionalidad japonesa* 2^Nasajl Sezaki, " " " "3*** Simntaro Tasada, * " " *
O TÍTULA* (KEt

O AEFMEEEMTAMTE .s/REPt 74911
F M N .IS.0 .A R = n

CTíDCESB COMO PR!MERA PAGtNA DE LA MEMOR!A



Bata invención se refiere a un procese para la pro­
ducción de las sustancias MC 696 — SI 2-A y MC 696 ** SY 2—B 
inhibidoras de la /Liactamasa que es un enzima que ocasiona 
la disociación del anillo /"-lactama presente en los antibió 

5^ ticos de ^-laotama incluyendo las penicilinas y cefaloapori 
ñas. M s  particularmente, esta invección se refiere a un pro 
ceso para recuperar y purificar s el activamente la sustanoia 
MC 696 - SY 2-A que actúa como un fuerte inhibidor de lay^- 
laotamasa a partir del caldo de cultivo obtenido mediante el 

10. cultivo de una cepa del género Streptomyoes que es capaz de 
producir la sustanoia MC 696 - SY 2 y que es descrito en ** 
nuestras publicaciones de patentes japonesas pendientes nóme 
ros 24.597/76 y 33.635/76, asi como en la patente estadourd^ 
dense nS 3.928,569.

15. La sustancia MC 696 - SY 2 que hemos descubierto —
puede inhibir la actividad de la ̂ laotamasa por lo que 3U 
administración junto con las penicilinas y/o cefaloaporinas 
será átil para la quimioterapia de las enfermedades causadas 
por bacterias resistentes a las penicilinas y oefálosporinas* 

20. El término "sustanoia MC 696 — SY 2" aquí usado incluye, gené 
ricamente la sustancia MC 696-SY 2-A., la sustancia MC ̂ 96 —̂ 
SY 2-B y sus mezclas, a menos que se indique lo contrario^

Se describen ejemplos de las cepas productora^;ds — 
la sustancia MC 696 — SY 2 y de las técnicas para el cultivo 

25. de las cepas en las publicaciones de patentes japonesas an­
tes mencionadas y en la patente estadounidense antes citada. 
A titulo de ejemplo, se esteriliza un medio consistente en — 
2 % de gLicerol, t,5 % de polvo de soja, 0,26 % de KHgPO^, — 
0,02 % de KgHPO^, 0,0005 % de CoC¡l¿i¡;6B̂ O y 0j005 ^ de aceite 

30. de silicona en agua corriente (pH 6,2 aproximadamente)^ Ei —

1 .
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medio de cultibo es inoculado con "Etreptomyces fulvoviri—  
dis" cepa MO 696 — SY 2 (depositada en el "Fermentatlon Re­
search Instituto" bago la denominación FERM-F 1504 y también 
en la "American 3¡ype Culture Collection" bajo la denomina—  

5# oión ATCC 21954) y que es posteriormente incubada bajo condi 
cienes apropiadas, Al final de la incubación durante 2-5 - 
días se acumuló la sustancia MC 696 — SY 2 en el caldo de - 
cultivo,

la sustancia NO 696 - SY 2 puede ser ensayada para 
10, determinar su inhibición de la penicilinasa (/^Llaotamasa) 

por loa métodos de valoraoión yodométrioa y el ensayo de - 
placa de agar como se expone más abajo,

1) Método de valoración yodométrioa: se colocaron 
0,1 mi del Inhibidor de penicil inasa disuelto en un agente 

15# taapón de fosfato 0,1 M (pH 7,0), 0,25 mi de penicilinasa - 
en 01 mismo agente tampón (8,000 unidades/ml) preparado a - 
partir de penicilinasa (300 unidades/mg; Butritional Bicehe 
micál Corp^, Ohio, EE^UU,) o a partir de .A-lactamasa^^ pro 
ducida por E. eoli K-12 W3630 R^5 (B, Ogawara, Y. Maeda y H, 

20# Cmezaoat Biochom, Biopys. Acta 289, 203-211, 1972), y 9,4 mí 
do agente tampón en un tubo de ensayo, y se agitaron suave­
mente a 3?a C durante cinco minutos, A la mezcla se añadie­
ron 0,25 mi de penicilina 0 sódica (8000 unidades/ml) en el 
mismo agente tampón y se continuó la litación durante 35 - 
minutos más. La mezcla fué calentada entonces justamente du 
yante un minuto en un baño de agua hirviendo a lOOa c para 
terminar la reacción.

Se preparó un control sin el inhibidor, un testigo 
sin penicilinasa y otro testigo sin-el inhibidor o penicil i. 

30 '̂ nasa para dar un volómen de 1 al con el agente tampón del -
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mismo modo que en la solución de la muestra. A todos los tu­
bos de ensayo que contenían el control y los testigos, se — 
aüadieron 5 mi de solución de yodo 0,01 N. Al cabo de 15 3^ 
nutOB, se valoró el yodo en exceso con tioaulfato sódico —

5, 0,01 N usando solución de almidón al 1 % como indicador. H  
valor As fuá calculado a partir de la valoración del testi­
go (sin peniciiinasa o inhibidor) menos la del control (sin 
el inhibidor) y el valor At fuá calculado a partir de la va 
loración de otro testigo (sin peniciiinasa) menos la de la 

10. muestra que contenía penicilina, peniciiinasa y el inhibidora 
Se calculó el porcentaje de inhibición de acuerdo con la si 
guíente ecuación:

* * At * '% Inhibición = 100 - — -— - x Í00
As-Mediante la valoración de acuerdo con el procedí—  

15. miento antes indicado, una muestra de sal sódioa de la*sus­
tancia MC 696 — SY 2-A de máxima pureza producida por la pre 
sente invención indicó una inhibición dal 50 % (33)g§) en una 
cantidad de 0,1 - .0,3 mg..

2) Método de placa de agar. , . , ° *
20. ¡ Se usó peniciiinasa (500.000 unidades/ml) adquirida

de Tolkyo Kasei Co. Se suspendió "Staphylococcus aureuB? .Í*DA 
209P sobre un declive de agar en 10 mi de soluoión salida üy 
se usó como organismo de ensayo. Se utilizó el medio deiagor 
para el ensayo de la penicilina. Se depósitÓ 'sobre la placa 

25. 10 mi de medio de agar fundido, conteniendo 500 unidades de 
peniciiinasa, 100 unidades de penicilina G potásica y la sus 
pensión del organismo de ensayo (1 %). Al cabo de un período 
de 15 minutos a 2 horas después de la preparación de las pda 
cas, se colocó un disco que contenía una cantidad apropiada . 

30. del inhibidor sobre el agar. Después de la incubación duran-
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te la noche a 37" C, apareció una zona de clara inhibición. 
Se halló la relaoióh mostrada por la fórmula, d * log C 
4- ^ constantes) entre el diámetro de la zona de in
hibición (d) y la concentración del inhibidor (C) del orden 

5* de 0,03 — 5,0 nnidades/ml de sustancia MC 696 — SY - 2-A. - 
De acuerdo con el procedimiento de determinación antes cita 
do, se observó que una muestra de sal sódica de la sustan­
cia MC 696 - SY 2-A de máxima pureza tenia una actividad de 
aproximadamente 10.000 unidades/mg cuando se usó como norma 

104 ana muestra de sustancia MC 696 - SY 2-A que presentaba una 
actividad de 1,000 unidades/mg.

En general, la sustancia MC 696 - SY 2 es fáoilmen 
te soluble en el agua, existe sustanoialmente en la parte - 
liquida del caldo fermentado de "Streptomyces fulvoviridis" 

15. cepa MC 696 - SY 2. No es prácticamente extraída con buta—  
nol, acetato etílico, éter etílico, cloroformo, benceno, - 
etc# ¡Puede emplearse la extracción con estos disolventes pa 
ra retirar las impurezas durante la recuperación de la sus­
tancia MC 696 - SY 2 si es necesario. Para la recuperación 

29* de la sustancia MC 696 — SY 2, puede obtenerse el filtrado 
del caldo por filtración o centrifugación del caldo de cul­
tive para retirar las materias sólidas con los micelios y - 
la sustancia MC 696 - SY 2 en el filtrado del caldo o en - 
otra solución acuosa para su recuperación con ayuda de un - 

25* adsorbente. Se prefiere como adsorbente el carbón aotivo, y 
la sustancia MC 696 - SY 2 adsorbida sobre carbón activo - 
puede ser eluída con acetona acuosa, butano! acuoso, propa­
nol acuoso, etc., especialmente teniendo buen rendimiento - 
con 30 % de propanol en agua a un pH de casi 7,0. Sobre la 

30* base del carácter ácido de la sustancia MC 696 - SY 2, se -



dispone también de las sustancias de intercambio aniónico y 
de las Celulosas de intercambio aniónico para efectuar la — 
recuperación de la sustancia MC 696 — SY 2. Con tal objeto* 
son útiles las resinas de intercambio aniónico fuertemente 

5 , básicas tal cómo la "Amberlite" IRA—401 (Rohm & Haas CO** 
EE.UU*), las resinas de intercambio aniónico débilmente bá­
sicas tal como la "Amberlite" IR-4B (Robe & Haas C&4*EBJBP)t, 
DEA&-celulosa (Brow CO.* Ltd.) etc*

Hemos descubierto ahora que cuando la sustancia — 
10, HO 696 — SY 2 tiene que ser recuperada a partir dOL caldo — 

de cultivo que contiene la sustancia MC 696 — SY 2—A, esta 
sustancia puedo ser estabilizada durante las etapas de requ 
peración y purificación mediante su conversión en una sal* 
particularmente una sal con un catión de metal alcalino O — 

15* metal alcalino—térreo, por ejemplo* catión sodio y bario*
De acuerdo con un aspecto-más amplio de esta inven 

ción, se proporciona por consiguiente un procaso para la —  
producción de la sustancia MC 696 — SY 2—A* qué consisto -en 
cultivar la cepa MC 696 — SY 2 de "Streptomyces fulvoviri—  

20* dis" (identificada por FEHB-P 1504 o ATOO 21954) para-prádu 
cir y acumular la sustancia MC 696 —  SY 2—A en el medio do 
cultivo * y recuperando después esta sustancia a partir del 
oaldo de cultivo que contiene la sustancia MC 696 —  SY1&-A 
mientras qué esta sustancia es mantenida bajo la forma de — 

25. sal de.sustancia MC 696 — SY 2—A después de convertir — 
esta sustancia en la sal en una fase anterior apropiada del 
proceso de recuperación y purificación*

Hemos descubierto también que la sustancia MC 696 
— SY 2-A del caldo de cultivo o del filtrado del- caldo pae- 

30, da ser adsorbida pref erenoialmente sobre una resina de in—

5 .
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tercamblo aniónico fuertemente básica, por ejemplo, Amber- 
lite IRA-401 (forma de sulfato), que es posteriormente elui 
da con una solución acuosa de cloruro amónico, cloruro sÓdi 
co o sulfato amónioo y preferiblemente cloruro amónico 

5+ acuoso 2M para recuperar la sustancia MC 696 - SY 2-A sola 
con buen rendimiento.

Con el fin de separar la sustancia MC 696 - SY 2-A 
a partir de las sales inorgánicas, se dispone del carbón ao 
tivo como se ha mencionado anteriormente, aunque también se 

10* dispone para tal fin de un tamiz molecular tal como "Sepha- 
dex* 5 2$ (Pharmacia Chemicals) y un adsorbente sintético - 
tal como "Amherlite" XAD-2 (Rohm & Haas Co.). Se ha descu—  
bierto que la resina "Diaion" HP-20, que es una resina de - 
poliostireno no iónica fabricada por Mitsubishi Kasei Co. 

1$*. Ltd., permite la recuperación de la sustancia MC 696 SY 
2-A de pureza incrementada con un rendimiento muy bueno.. %  
moa descubierto también que por el tratamiento de etapas - 
móltiples usando Horidil (silicato de magnesio activado), 
ECTEOLA-oelulosa (Brau Co.) y Sephadex G-25 en combinación 

20* cuando se conduce el tratamiento en cada etapa con una resi 
na de intercambio catiÓnioo fuertemente áoida en formando - 
sal de bario, por ejemplo Ambérllte IR-120 B o Dowex 5CWJx 
A (forma de sal de Ba) para dar la sustancia MC 696 - 
2-A bajo la forma de sal de bario, la actividad de la sus- 

25*- tancia MC 696 — SY 2-A se mantiene de forma más constante - 
que en el oaso desprovisto del tratamiento.

Los experimentos han demostrado que la sal de ba—  
rio cruda de la sustancia MC 696 — SY 2-A (aproximadamente 
400 vnídades/mg) es tratada con Dowex 50W x 4 (forma de sal 

30. de Na) para convertir la sal de bario en su sal de sodio, -
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qu.e es sometida a la cromatografía de columna coa Sephadex 
LB 20 usando 85-95 %* preferiblemente 91 % de metano! acuo­
so como disolvente de revelado o a la cromatografía de co­
lumna con Sephadex LH 20 y con gal de sílice usando 85-95 %* 

5. preferiblemente 92 % de acetonitrilo acuoso como disolvente 
de revelado, por medio de lo cual se recupera con buen ren­
dimiento la sustancia MC 696 — SY 2-A de alta pureza que pte 
de alcanzar una actividad de hasta aproximadamente 70000 - 
unidades/mg. El procedimiento que utiliza el acetonitrilo - 

10, acuoso es Atil para obtener la sustancia EC 696 - SY 2-A in 
colora.

En una primera forma de realización preferida de — 
la invención, se ajusta el filtrado del caldo de cultivo de 
"Streptomyces fulvoviridis" cepa EC 696 — SY 2 (depositada 

15. bajo la denominación FERM—F 1504 ó ATCC 21954) con ácido di 
luido tal como ácido sulfúrico a un valor de pH ligeramente 
ácido y se trata oon una resina de intercambio anióhico fuer 
tementé básica, por ejemplo? Amberlite IRA-400 o IRA—401 — 
(forma de sulfato) para adsorber sobre la misma la sustánóia 

20. MO 696 - SY 2-A. La resina es eluida oon una solución acuo­
sa de cloruro amónico, cloruro sódico o sulfato amónico-y"- 
las fracciones activas recogidas del eluado son tratadas* *- 
oon carbón activo para adsorber sobre el mismo la sustancia 
deseada, que es posteriormente extraída en acetona acuosa*.** 

25* El extracto es tratado con una resina de intercambio catiÓ- 
nico fuertemente áoida, por ejemplo Amberlite IR-120 B o - 
Dowex 50W x 4 bajo la forma de sal de bario para convertir 
la sustancia MC 696 — SY 2-A en su sal de bario y el extrae 
to de acetona asi tratado es ooncentrado hasta la sequedad 

30. para dar un polvó orudo que oomprende la sal de bario de la
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sustancia MC 696 - SY 2-A.
El polvo crudo es disuelto en agua y la solución - 

es pasada a través de una columna de una resina adsorbente 
porosa no iónica para adsorber sobre la misma la sal de ba- 

5. rio* La resina es posteriormente eluida oon agua desioniza­
da y las fracciones activas recogidas del elaado son trata­
das con una resina de intercambio eatiónico fuertemente áoi 
da, por ejemplo Dowex 50W x 2 (forma de sal de bario) y con 
centradas basta la sequedad para dar un polvo crudo secunda 

10. rio*
EL polvo crudo secundario es sometido al revelado 

con acetona acuosa en una columna de silicato de magnesio - 
activado, por ejemplo Floridil y las fraociones activas re­
cogidas del elaado son tratadas con resina de intercambio - 

15* eatiónico fuertemente áoida, por ejemplo Dowex $0W x 2 (for 
ma de sal de bario) y deshidratadas para dar un pdyo crudo 
terciario*

Se mezcla una solución acuosa del polvo crudo ter­
ciario con un agente tampón de fosfato (pH 7,0) y la sola—  

20. ción mezclada es revelada con el mismo agente tampón de- ¿os 
fato en una columna de un tamiz molecular celulósico, por - 
ejemplo ECTEOLA-Celulosa. Las fracciones activas recogidas 
del efluente son concentradas y el concentrado es revolado 
con agua desionizada en una columna de resina adsorbente po 

25. rosa no iónica, tai como resina Diaion HP-20, Las fraccio—  
ne^activas del efluente son tratadas con una resina de in­
tercambio oatiónioo fuertemente áoida (forma de sal de Ba), 
posteriormente concentradas y cromatografiadas en una colum 
na de un tamiz molecular fabricado con un derivado de dex—  

3Ó1 tramo, por ejemplo Sephadex Q-25,, seguido del tratamiento -
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posterior con resina, de intercambio catiónioo fuertemente — 
ácida (forma de sal de Ba)„ La solución resultante de la- sai 
de bario de la sustancia MC 696 — SY 2—A asi parificada es — 
deshidratada para dar un pdvo blanco y puro de sustancia MC 

5, 696 - SY 2-A bajo la forma de sal de bario (véase los ejem­
plos 1-5 facilitados más adelante) +

En una modificación de la primera realización des­
crita anteriormente, la etapa del tratamiento déí polvo cru­
do secundario para dar el terciario puede ir precedida por — 

10. un tratamiento preliminar intermedio en el que el polvo cru­
do secundario se disuelve en metanol acuoso en una columna — 
de un tamiz molecular dextfanico tal como Sephadex LH-20, y 
las fracciones activas del efluente son tratadas con una re­
sina de intercambio catiónicc fuertemente ácida (por ejemplo 

15. Dowex 50W x 4) en forma de sal de Ba y luego deshidratáEáá — - 
para dejar un polvo crudo. '

En una segunda realización.de la invención, el.pol­
vo crudo terciario obtenido de acuerdo con la primera reali­
zación es sometido al revelado con acetona acuosa en una oo— 

20,. lumna de silicato de magnesio activado (por e jampio Elori^il) 
y las fracciones activas recogidas del efluente son tratabas 
con una resina de intercambio catiónioo fuertemente ácida^ 
tal como Bowex CG 50 en forma de sal de Ba y posteriormente 
concentradas. El concentrado es revelado con agua desioniza- 

25, da en una columna de un tamiz molecular dextráhico tal como 
Sephadex G-25 y las fracciones activas del efluente son tra­
tadas de nuevo con una resina de intercambio catiónioo fuer­
temente áoida (forma de sal de Ba) y posteriormente deshidra 
tadas para dar un polvo blanco de sustancia MC 696 — SY 2-A 
en forma de sal de Ba (véase el ejemplo 7),30.



10.
La sustancia MO 696 - SY 2-A, que es de naturaleza 

fuertemente ácida, forma fácilmente sales con cationes metá 
líeos alcalinos, por ejemplo, catión sodio, potasio o litio, 
catión amonio y similares como cationes monovalentes y con 

5*. cationes de metales alcalino-támeos, por ejemplo, catión - 
bario o calcio y similares;. En consecuencia, se estabiliza 
baje la forma de su sal. En particular, el tratamiento de - 
la sustancia MC 696 - SY 2-A para formar su sal de bario co 
mo ya se ha indicado sirve para la estabilización, 

id. La sal de Na y la sal de Ba de la sustancia MO 696
SY 2-A tienen las propiedades fia ico-químicas expuestas - 

en la tabla 1 que sigue. Cuando estas sales fueron tratadas 
con olorhidruro de bidroxilamina, tanto la absorción a 280 
nm en sus espectros infrarrojos como la actividad de inhibí 

15* ciÓn desaparecieron perfectamente. En el espectro de absor­
ción infrarroja de la sal de Ba, la absorción a 1770 cm* de 
bida a la presencia del anillo de ^-lactama permaneció co­
mo tal induso cuando se midió el disco de EBr de la sal de 
Ba después de permanecer en reposo a temperatura ambiente - 

2ó. durante 22 días (véase las figuras 1 y 2 del dibujo anexo).
' TABLA 1

Propiedades fÍSioo-.auimioas de la sustancia MC 696 - SY 2-A

Propiedades
25.

Apariencia 
Punto de fusión

30.

Sal de Ba

Polvo blanco 
Sin punto de fu­
sión definido 
Descomposición gra 
dual por encima de

Sal de Na

Polvo blanco 
Sin punto de fu­
sión definido 
Descomposición gra 
dual a casi 148a 0
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Propiedades Sal de Ba Sal de Na

1505 C
5. Actividad espeoifi -.109s(csR., -110a(m^),25,

ca H,0)
Análisis elemental 0̂  ̂n̂ ÎTgÔ Sg.lBa.SgO O^^R^^NgO^S¿^!b^.33gO

Cale. (%) Hallad.,(^ Calo,(%) Rallad¡¡;(̂
C 27,79 27,73 0 30,83 3i,0 0

10. 3 2,87 3,33 3 3,98 3,98
N 4,99 4,82 3 5,53 5,26
Ba 24,45 23,80 S 72,66 12,08

Solubilidad Soluble <en agua Fácilmente soluble

15.

Reacciones de oo, 
lor

20.
Espectro de absor 
ciÓn ultravioleta 
(solución aouosa) 
Espeotro de absor 

25. ción infrarroja 
(disco EBr)

en agua
Insoluble en metan^l, etánol, butano!? 
acetato etílico, éter, cloroformo, ben­
ceno, et* ^
Positiva a las reaccionas As 
don-Smitb, nitrato de plata-üuoreseá&ta 
ypermanganatopot^aico^
240 nm (E^^- 270) 243 aat ( E ^  ̂ 3^5)

280 nm 214) 280 nm ¿J^20)
3500,3000,1770,1695 3400^2950,W5^$9C 
1625,1590,1520,1405 1620^7510,1390gÍ260 
1385,1265,1230,1070 7220,1060,1035,7020 
1040,1025, 980, 940 970, 930, 900, 780
900, 790.

La figura 7 muestra, el espectro da absorción ínfra- 
30, moja (disco ERr) de la sal sódica de la sustancia MC 696 —



12,
SY 2-A preparada per la presente Invención y la figura 2 - 
muestra el de la misma sal sódica una vez que el disce KBr 
de la misma fuÓ dejado en reposo en un desecador a tempera­
tura ambiente durante 22 dias.

5% Los espectros ^B-NMR y ̂ -̂ 0-NMR de las sales de Ba
y Na de la sustancia MC 696 ̂  SY 2-A producida por la inven 
ción son relacionados seguidamente en las tablas 2 y 3 res­
pectivamente,

TABLA 2
lp# Eapeatro ^B-NKR de la sustancia MC 696 - SY 2-A

20,

25,

30.

Protón Sal de Ba , ppm) . Sal de Na (  ̂, ppm)

^3 I.98 d, J 6 1,99 d, J . 6
COCB̂ 2.60 s 2.59 a
OBg (3.53 dd, J * 10, 18 (3.54 dd, J ̂  10, 18

(3.98 dd, 2 - 9, % (3.98 dd, J ̂  9, 18
CK 444 dd, J ̂  6, 9 4̂ 42 dd, J w 6, 9
CS 4.96 m, J * 6 4.94 ü, J e 6
CS 5.38 m, J # 6, 8 5Í39 m, ̂  - 6, 9
CB̂ 6,8? d, J - 14 6,85 d, J * 14
' CB* 8.07 d, J - 14 8.05 d, J - 14

Medido ai DgO con referencia a TMS ( ̂  - 0).
TABLAR

Espectro '̂ C-NMR de la sustancia MO 696 - SY 2-A.

Carbono Sal de Ba(¿) Sal de Nâ ) Carbono Sal de Ba(̂ SaldeNa

1 177,7 177,4 8 73,7 73,7



Carbono
e e .

Sal de Ba(S) Sal deNa(S) Carbono Sal de Ba(^Sal de Na^

2 173,5 173,5 9 59,0 59,0
3 166,1 165,9 10 54,6 54,?
4 141,1 139,0 11 29,6 29,6
5 139,1 135,6 12 23*0 23,4
6 135,0 135,0 13 19,1 19,3
7 112,1 112,3

Hedido en DgO con referencia al dioxano ( ?  t  67,4)^
A la vísta de las propiedades descritas anteriormente 

y las de unos pocos productos de descomposición de la sustan­
cia MO 696 — SY 2—A, se confirma que la sustancia MC 696 — SY 

15. 2-A tiene la siguiente fórmula estructural^

20.
OKi-OK.3 i CH-NHCO CĤ

000H

Con respecto a la sal de Ba (que tiene una, actividad; 
de 12.400 u/mg) y a la sal de Na ( que tiene una actividad de 
10.000 u/mg) y muestra una IB^Q de 0,39 nonagramo dé la sñstsn 
oía MC 696 SY 2-A, se determinaron las concentraciones inM 
bidoras para el crecimiento de varíes microorganismos 
por el método de dilución de agar usando medio de agar comón. 
Los resultados están expuestos en la tabla 4. Además.,: las con
centraoiones inhibidoras mínimas de la sal de Na ! 0,36

30. ng) determinadas por el método de dilución de agar usando me—



14.

S*

día da agar de Infusión Heart están relacionadas en la tabla 
5.

TABLA 4
Espectros antimiorobianos de las sales de Ba y Na de la sus­
tancia HC 696 - SY 2-A.
Oí^aniamos del ensayo Conoentraciones inhibidoras

minimas g / mi)
Sal de Ba Sal de Na

fo-;-

15.

20.

29.

Mioxoooccua flavus FDA/6 25 50 (25 - 63)
Miorocooous lyscdeHetloas 25 50 (25)

IF03333
Sarcina lútea PCI 1001 25 25
Bacinas anthraois $0 (100 - 25)
Bacinas cexeas ATCC 10702 100 (100 - 25)
Bacinas sabtllis PCI 219 25 (100 - 25)
Klebsiella pneumoniae PCI 602 100 (100)
Proteos mirabills No S-2201 100 (100)
Proteos vulgaris 0 x 19 100(50) (100 - 50)
Proteos rettgerii CN 466 100(50) ^  100
Salmonella typhlmuritcn T-63 100(50) (100 - 50)
Bscherlchla coli NIHJ 100 í^100
Bscherichla coli W3630 100 100
Pseudomonas aeroglnosa 4-cspe /-100 ^100
g^rcobacteriun smegmatis 607 ^100 ^.100

30.

Les calores dados entre paréntesis muestran las con 
centraciones inhibidoras ¡parciales.

TABLA 5
Espectros antimicrobianos de la sal de Na de la sustancia MC 
696 * SY' 2¡-4i

. . . / . . .



Organismos del ensayo

15 .

Concentraciones inhibidoras míni 
mas / mi)

24 horas después 48 horas
de la incubación

5. Staphylococcus aureus SMITH 50 ^ 1 0 0

StaphylococcuB aureus AICC 65381 25 ^ 1 0 0

Staphylococcus aureus S-642 50 >ioo
Staphylococcus epidennidis 50 >Í 00

AICC 12228
to.. E4 coli NIHJ- 12^5 100

E. c o l i M 2 M L  1629 25 ^ 1 0 0

Elebsiella pneumóniae ATOO 10031 ^ > 100

Proteus vulgaris. OX - 19 1^6 50
Salmon^ila typhimuriun 1406 1245 ^100

15. Shigella üexneri 1674 1245 -^100
Bacillus subtilis AICC 6633 12.5 50

Bacillus cereta AICC 10?02 > 1 0 0 >100
Sarcina lútea AICC 9341 1245 $0
Micrococcus flavus AICC 10240 12̂ 5- 100-

20. Bseadomonas aeruginosa >100 > 100
Se evaluó el efecto de la sustancia MC 696 — SY 2-A

sobre la actividad inhibidora de las penicilinas contra di­
versos microorganismos# Con tal fin# se determinaron las con 
oentraciones de inhibición mínimas (MIC} a loB mioroorganls- 

25; mos del ensayo para la ampioilina, bencilpenicilina y oarbe- 
nicilina a cada una de las cuales se añadió la sustancia MC 
696 - SY en unidades de %  e#01# 0#! y t^gy.Bes resulta^ 
dos aparecen en la tabla 6, que indica la considerable mego-, 
ra de la actividad inhibidora por la adición de la sustancia 

30. MC 6$6 ̂  SY 3 ^
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Se condujeron ensayos adicionales en los que se in 
fsotaron xa tonos con Staphylococcus 1930 y en los que, 90 - 
minutos después de la infección, se* administró benoilpCnici 
lina por vía intraperitoneal a los ratones sola o en combi- 

5 . nación con la sus tañoia MC 696 — SY 2-A a una dosis de 75 - 
unidades/ratón o se administró esta última (vía intraperito 
neal) sola a los ratones. 48 horas después de la administra 
ciÓn se contó el número de supervivencia de lOs ratones. Los 
resultados del ensayo son expuestos en la tabla 7, que mués 

10. tra la mejora en la actividad antibacteriana de la bencilpe 
nicilina por combinación con la sustancia MC 696 - SY 2-A.

TABLA 7
Efecto de la sustancia MC 696 - SY 2-A sobre ia actividad - 
protectora de la bencilpenicilina para los ratones infectá­

is# dos con Staphylococcus 1930.

Rannl 1 p<m^ al 1 jna
(Unidades/ratón)

Número de supervivencia/Número del ensayo
Sustancia MC 696 - SY 2-A

0 7.5 unidades/ratón
0 0/8 C/4
20 0/4 1/4
7$ 0/4 1/4
313 0/4, 1/4^
1250 1/4^ 4/4
5000 4/4*"* 4/4

En la tabla anterior, el símbolo # indica que el ra 
tón está muriendo, * indica que el ratón está debilitado y a 
indica que el ratón tiene el pelo levantado y ha quedado cié 

30; go pero no está considerablemente debilitado.



Esta invención es ilustrada adicionalmente por los 
siguientes ejemplos.

EJEMEEO 1
Se disolvió en agua desionizada una mezcla de 1*0% 

5. de glicerol, 3,0% de licor de embrión de maiz, 0,05% de - 
0,0005% de CoOlg.eH^O y aceite de siliconá B3M-72 - 

(Shinetsu Kagaku K.K.) y la solución fuá vertida en fraccie
nes de 80 mi en matraces Sákaguchi de 500 mi y esterilizada

' ' 4 - * -a 1202 c durante 15 minutos ípH 6,2 ** 0,2)^ El medie de ct^ 
10, tivo líquido resultante fuá inoculado con ana porción de qg 

ganismo tomada de un cultivo en declive de Streptomyoes 
voviridis" cepa HC 969 — SY 2 (depositada bago la denomina­
ción FEBM-P 1504- y bajo la denominación ATOO 21954) y luego 
fuá cultivado con agitación a 282 C durante 26 horas con —  

15. 135 oscilaciones por minuto para dar un cultivo de siembra
primario. , _

Se esterilizó otro medio de cultive liquido (50 l) 
que tenia la misma composición que antes, a 1202 o durarte 
30 minutos en un tanque de fermentación de ácere inoxidable 

20. de 130 litros de capacidad y luego se ajustó a un pE del qr
i -' * * *den de 6,2 ** 0,2. Se inocularen 70 mi (0,14% en volómen) —  

del cultivo de siembra primario en dicho medie de cultivo^- 
liquido, seguido de la incubación a 282 O bajo una presión 
interna de 1,5 tg/cm^ con aireación (100%) y agitación a " — 

25. una cadencia de 200 revoluciones/minuto y usando como anti­
espumante Adecanol LO 109 (Aeahi Denka K^K,) en medios ant¿ 
espumantes automáticos para dar un cultivo de siembra secan 
darlo*

Se dispuso otro medio de cultivo liquido (300 1.) 
30. consistente en 2,0% de glicerol, 1,5% de harina de soja, —

19.
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0,26% de EHgPO^, 0,02% de KgEPO^, 0,0005% de 00^ 2.6 ^ 0  y -
0. 005% de aoeite desilioona EM-72 disuelto en agua cerrión 
te, en un tanque de fermentación de acero inoxidable de 570

1, de capacidad y se esterilizó a 1203 o durante 30 minutos 
5* (pH 6,2 ** 0,2} . Se inocularon 6 litros (2% en volómen) de -

dicho cultivo de siembra secundario en el medio de cultivo 
líquido, que ia§ posteriormente incubado durante 48 horas - 
a 283 o bajo una presión interna de 0 ,5 kg/cm^ con aireación 
(300 l/mimuto) y agitación a una cadencia de 220 revolucio­

no# nes/minuto y usando el mismo antiespumante indicado más arri 
ba* Después de 20 horas y 33 horas en el curso de la incuba
ción, se ajustó el medio de cultivo a un pH comprendido den

*  4 -  *tro de la gama de 6,1 ** 0,1 por adición de solución de áci­
do cítrico acuoso al 10%. Al caldo de cultivo resultante - 

15* (pH 5,75# 300 zl, 140 a/ml) se añadieron 21 kg de Hifro-s(t- 
percel como producto filtrante y la mezcla fue filtrada a - 
través de ana prensa filtradora para retirar las materias - 
sólidas que contenían micelios. Se obtuvieron asi 240 1. - 
del filtrado del caldo (pE 5,45, 90 u/ml) correspondientes 

20* a un rendimiento de filtración d d  51,4 %*
EJEMPLO 2

Se ajustaron 480 1* del filtrado del caldo (pE 5,45 
90 u/ml) obtenido por el procedimiento del ejemplo f a un - 
pH de 5,2 con ácido sulfárioo diluido, a lo que se anadie—  

25*' ron 5 1* de resina de intercambio iónico Ambedite 3BA-401 
(forma de sulfato, Rohm & Haas Oo*). La mezcla fué agitada 
durante 30 minutos y filtrada para retirar la resina, que - 
fuá posteriormente lavada con 50 1* de agua désionlzada y - 
empaquetada en una columna (9,0 x 80 cm). La columna fuá - 

30*. eluída con cloruro amónico 2M a 53 C, el eluado fué recogí-



do en fracciones de 500 mi y las fracciones activas 8-112 
fueron combinadas para dar 52 1+ de una solución aotiya — 
(pE 5,4, 796 u/mL). La solución activa fuá mezclada con 1 
kg de carbón activo (Waco Junyaku K.K.) y agitada durante 

5+ 30 minutos para adsorber la sustancia activa sobre el, car­
bón. EL carbón activo fuá separado por filtración, lavado 
con 50 1+ de agua y suspendido en 18 1+ de acetona acuosa 
al 50%. Sé ajustó la suspensión a un pE de 8,0 con amonia­
co acuoso diluido y luego se agitó a 40& C durante 30 minu 

10. tos para permitir la extracción de la sustancia activa, se 
guido de la filtración para retirar él carbón activo que —  
fuá lavado con una pequaBa cantidad de aoetona, El extrac­
to y el produoto de lavado fueron combinados entre si y la 
solución combinada (17 1. pH 7,6, 1260 u/̂ al) fue^mezclada 

15+ con un litro de resina de intercambio iónico Amberlite IB— 
120 B (forma de sal de Ba, Rohm & Esas Ce* ) y agitada^ du-̂ - 
rante 30 minutos. Posteriormente., la resina fue separada —  
por filtración y el filtrado (17 1, pH 6,86, 1877 —
fuá concentrado a 300 mi a 40a C bajo presión reducida,*̂  El 

20. concentrado (pE 4,5, 4000 u/cal) fue secado por congelación 
para dar un polvo de color marrón (rendimiento 43,9%) com­
prendí onde la sal de bario de la sustancia MC 696 -**. SY

EJEMPLO 3 *'
El polvo de color marrón (6,8 gr, 680 u/mg) óbt&- 

25+ nido en- el ejemplo 2 fuá disuelto en 10 mi de agua y la 
lución (pH 5,4) fuá ajustada a un valor pE de 3,0 con áci­
do clorhídrico acuoso 1 N y luego pasada a través de una — 
columna (1,7 x 40 cm) cargada con 90 mi de partículas fi­
nas de resina de poliestireno no iónica (resina Diaion E&" 

30+ 20 - Mitsubishi Kasei K.E.). La columna fuá lavada con agua

21 +
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desionizada a 53 C y  el efluente fue recogido en fracciones - 
de 8 mi. Las fracciones activas predominantes 17-25 fueron - 
combinadas entre si y tratadas con agitación durante 30 minu­
tos con 20 mi de resina Dowex 50 W x 4 (forma de sal de Ba, - 

5 * Dow Chemical Co*). La resina fué separada entonces por filtia 
oión y el filtrado fué concentrado por evaporación a 403 0 y 
secado por congelación para dar 766 mg (rendimiento 70,2%) de 
un polvo de color marrón amarillento (4240 u/mg).

EJEMPLO 4
10* Se combinaron 766 mg del polvo (4240 u/mg) obtenido

en el ejemplo 3 con 887 mg de otro (2480 u/mg) preparado del 
mismo modo. EL polvo combinado (1,55 gr) fué mazolado comple­
tamente con 10 mi de ELoridil (marca registrada de ELoridin - 
Co.) y la mezcla fué colocada en la parte superior de una 00-

15* lumna de 100 mi de volómen (1,7 x 45 om) llenada con acetona 
acuosa al 80% para someterla al revelado con la acetona acuo­
sa a 53 C* El eluado fué recogido en fracciones de 10 mi y - 
las fracciones activas predominantes 8-27 fueren combinadas - 
entre si, aEadiándosoles después 50 mi de Dowex 50 W x 4 (for

20* ma de Ba), seguido por la concentración a una temperatura in­
ferior a 403 c. EL concentrado fué filtrado para retirar la - 
resina y secado por congelación para dar 181 mg (rendimiento 
22,3%) de un polvo amarillo (6700 u/mg)*

EJEMPLO 5
25* Se disolvieron 181 mg del polvo (6700 u/mg) prepara­

do en el ejemplo 4 en 5 mi de agua y la solución fué tratada 
completamente con agente tampón de fosfato 0,01 M (pH 7,0) y 
luego pasada a través de una columna (1,7 x 45 cm) de 100 mi 
de E0TE0L& — Celulosa (Brown Co.) previamente lavada con agua.

30, La columna fué lavada con 300 mL de agua y revelada con el -



mismo agente tampón a 5& C. E3. eluado fuá recogido en Adac­
ciones de 10 mi y las fracciones activas predominantes 21—
42 fueron combinadas entre si y concentradas a $ mi en yoló 
men a menos de 40S 0 bago presión reducida^ EL concentrado 
fné pasado a través de una columna (1,3 x 38 cm) de 50 mi - 
de resina Diaion HB-20, seguido del revelado oón agua desj^ 
nizada a 5S C. EL eluado fué recogido en fracciones de 5 mi 
y las fracciones activas predominantes 11—14 fueron coafbina 
das, mezcladas y agitadas durante 30 minutos con 5 mi de - 
Dowex 50 W x 4 (forma de Ba). Posteriormente, la resina fue 
separada por filtración y el filtrado fué concentrado a 5 mi 
a 40S C bago presión reducida. El concentrado fué pasado a. 
través de una columna (1,7 x 66 cm) de 150 mi de Sepbadex — 
G-25 (Super fino) y la columna fué aclarada oon agua des io­
nizada a 5a C. El efluente fué recogido en fracciones de - 
5 mi y las fracciones activas predominantes 24—30 fueron; — 
combinadas, a lo que se añadieron 9 mi de Dowex $0 W x 4  ( 
forma de Ba). La mezcla resultante fué agitada durante 30 — 
minutos, después de lo cual fué filtrada para retirar la re 
sina y concentrada en 2 mi a 400 C bajo presión reducida, — 
El seoado por congelación ¿el oonoentrado dió 34,7 mg, (lu­
dimiento 38,3%) de un polvo blanco (13*360 a/ímg) que mostró
 ̂ (E^% ) - 242 nm (270) y 280 na (214) en el espectro^  max 1 cm - . *

ultravioleta y una HJgo - 0,3 ug determinado por el método 
de valoración yodométrica.

EJBIPLO 6
Se disolvieron 385 mg de polvo (7480 u/mg) prepara 

do como en el ejemplo 3 en 5 ni de metanol al 90% y las ma­
terias insolubles fueron separaos por filtración. La solu­
ción obtenida fué pasada a través de una columna (25 mi, -
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1+0 x 32 cm) de Sepbadex LH-20, seguido del revelado con me 
tancl al 90% a 5a O. El eluado loé recogido en fracciones - 
de 15 mi y las fracciones activas 4-19 fueron combinadas, - 
tratadas con Dowex 50 W x 4 (forma de Ba), concentradas a -

5., 403 C y secadas por congelación para dar 107 mg (41,6%) de 
un polvo de color marrón amarillento (11.200 u/mg), Otras - 
fracciones activas 20-49 fueron tratadas igualmente para - 
dar 66+8 mg (19+1%) de otro polvo de color marrón amanillen 
to (6225 u/mg)* EL polvo (107 mg) obtenido a partir de las 

10+ fracciones 4—19 fuá mezclado con 3 mi de Horidil, después 
de lo cual fué colocado en la parte superior de una columna 
(1+0 x 38 cm) de 30 mi de Floridil y revelado con acetona - 
acuosa al 80% a 53 0. El aluado fuá recogido en fracciones 
de 5 mi y las fracciones activas 4—8 fueron combinadas, tr^ 

15, tadas con la resina en forma de bario, después de lo cual - 
fueron concentradas por evaporación de la acetona y secadas 
por congelación para dar 48+8 mg (48,9%) de un polvo de co­
lor amarillo pálido (1200 u/mg).

El polvo (66,8 mg) obtenido a partir de las frac—  
20* oiones 20-49 fué tratado del mismo modo que antes oon la ex 

capción de que se usó acetona acuosa al 90% como disolvente 
de revelado* dando 21+6 mg (29+1%) de otro polvo de color - 
amarillo pálido (7400 u/mg) *

Estos polvos de color amarillo pálido fueron.ccmbi 
25* nados (65 mg) y disueltos en 2 mi de agua. La solución fué 

pasada a través de una oolumna (50 mi, 1,0 x 64 cm) do Se—  
phadex G-25 (Super fino) y la columna fué aclarada con agua 
des ionizada* El efluente fué recogido en fracciones de 3 mi 
(53 0) y las fraooiones activas predominantes 17—18 fueron 

30* combinadas y secadas por oongálaciÓn para dar 23,7 mg de



un polvo blanco (12500 u/ntg). Rendimiento 39,7% (rendimiento 
total 10,2%); (E^) . 240 nm (292) , 280 nm (200)1 -
ID^p ̂  0,5 ng, La absorción característica a 1770 cm**̂  debí- 
da al anillo de -lactama en el espectro infrarrojo (disco

5. KBr) del polvo blanco no desapareció incluso después de per­
manecer en reposo a temperatura ambiente durante 3 semanas — 
aproximadamente (véase las figuras 1 y 2).

EJ3MEL0 7
Se colooaron 387 mg de un polvo amarillo (4320 u/ng)

10., preparado por un procedimiento similar descrito en el ejem­
plo 4 en la parte superior de una columna (50 mi, 1,3 X 38 
cm) cargada oon 5 mi de ELoridil y revelada oon acetona aouo 
sa al 80% a 53 C. El eluado fué recogido en fracciones de #  
mi y las fracciones activas 3-8 fueron combinadas y tratadas

15. con una resina en forma de Ba, después de lo cual fuerenfil 
tradas y concentradas a 5 mi por debajo de 403 C. El concen­
trado fué pasado a través de una columna (50 mi, 1,0 x69 cm) 
de sepbadex G-25 (Super fino) y la columna fué lavada <son,- 
agua desionizada. BL efluente de la columna fué recogido en

20.. fracciones de 3 mi (53 C) y las fracciones activas predomi­
nantes 18—19 fueron combinadas y mezcladas con 1,5 mi de — 
Dowex 50 W x 4 (forma de Ba) + Después de la agitación duran­
te 30 minutos, la resina fué. separada por filtración y el — 
filtrado fué concentrado a 2 mi por debajo de 403 0, El seca

25. do por congelación del oonoentrado dió 51# mg (42,0%) de un
polvo blanco (13600) u/mg) de sustancia HC 696 — SY 2-A en for
ma de sal de bario. /¡_ (iñ^ ) ^ 342 nm (254)f 280 nm -max lom
(194)1 IDgQ ¡- 0,5 ng,

EJEMPLO 8
30. Se disolvieron 2 ,49 gr de un polvo crudo de la sal

25.
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de bario (400 u/mg, IDgp - 81 ng) preparado como en el ejem 
pío 2, en aproximadamente 20ml de agua y la solución fue —  
ajustada a un valor pH de 6,2 y posteriormente pasada a —  
través de una columna (2x30 cm.) de Dowex 50 W x 4 (forma - 

5. de Ha, 50-400 mallas) a una cadencia de 1,4 ml/minuto. Se - 
recogieron del efluente fracciones activas que fueron secadas 
por congelación para dar 2,2362 gr (95,2%) de la sal sódica 
de la sustancia MO 696 - SY 2-A (424 u/mg, = 65 ng). - 
Siguiendo el procedimiento anterior, se obtuvieron 2,366 gr 

10. (94,6%) de la sal sódica (400 u/mg) a partir de 2,501 gr de
la sal de bario cruda. A partir de las dos cosechas de las 
sales de bario, se obtuvieron en total 2,60 gr de la sal só 
dlca de sustancia MC 696-SY 2-A (actividad media 412 u/mg).

EJEMPLO 9
15. Se sometieron 262 mg del polvo de sal sódica (412

u/ag) obtenido en el ojeadlo 8 al revelado con metano! al - 
94% a 5"C en una columna (2 x 22 cm) de Sephadex LH-20 - - 
(Pharmacia Co., 25-100/- ). El eluado fue recogido en frac—  
cienes de 300 gotas y les fracciones que presentaban tanto 

20. la actividad deseada como la absorción ultravioleta ¡a 280 

nm fueron combinadas entre si y secadas por congelación. - 
Rendimiento de la sal sódica: 92,4 mg en las fracciones 17- 
49 (130 u/mg), 46,9 mg en las fracciones 20-21 (952 u/mg), 
27,3 mg en las fracciones 22-23 (1136 u/mg), 9,1 mg en las 

25. fracciones 24-26 (285u/mg); rendimiento total 86,7%.
Se repitió el procedimiento anterior 18 veces usen 

do 4$ 60 gr del polvo crudo de la sal sódica (412 u/mg) obte 
nida en el ejemplo 8. Los polvos que tenían una actividad - 
no inferior a 400 u/ag fueron combinados para dar 1,412 gr 

30. (73% de la sal sódica (actividad media 980 u/mg).
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EJEMPLO 10

Se recogieron 251,9 mg del polvo de sal sádica ^80 
obtenido en el ejemplo 9 en ana pequeña cantidad (apio 

Amadamente 0,5 mi) de agua y la solucián fue sometida al re 
5, velado con acetonitrilo al 92% a 5*3 en una columna (í,5xl4 

cm) de Sephadex LH-20. El eluado fue recogido en fracciones 
de 300 gotas con la consecuencia de que se extrajo el 85,1% 
de la sustancia activa en las fracciones 16*38 (244 mi) que 
fueron concentradas a 0,5 mi aproximadamente bago presida re 

10. ducida. El concentrado fue pasado a trayás de una .columna —  
(1x36 em) de Sephadex .5 10 y revelado con agua a 5SC. El eHa 
do fue recogido en fracciones de 50 gotas y las fracciones — 
activas fueron concentradas bajo presida reducida y secadas 
por oongelacián. Asi pues, la fracción 5 diá 2,5 mg de la Sal 

15. sádica purificada (3120 u/mg) y la fracción 6 diá % 0 5  mg de 
la sal (5800 n/mg), ID^Q-0,82 ng). Rendimiento 56, 5%.

El procedimiento anterior fue repetido 6 veces — 
usando 1,412 gr del polvo de sal sádica (980 u/mg). Los pol­
vos que tenían una actividad de 4000 u/̂ cg o superior fueron 

20. combinados para de¡r 118 mg(46,4%) de la sal sádica purifica­
da (actividad media 5463 u/ng).

EJEMPLO 11
118 mg del polvo (5463n/mg) obtenido en el ejemplo 

10 fueron cromatografiados nuevamente en una columna (1,2 x 
25. 11 cm) de Sephadex LH-20 usando acetonitrilo al 92% como di­

solvente de revelado. El eluado fue recogido en fracciones - 
de 300 gotas con el resultado de que se extrajo el 74*9% 3e 
la sustancia activa en las fracciones 9-33 (262,5 mi). Las 
fracciones fueron concentradas a 0,3 mi aproximadamente baje 

30. presión reducida y posteriormente cromatografiadaa en una co
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lumaa (1 x 20 cm) de gal de sílice (forma A, Merck Co.) - 
asando acetonitrilo al 92% como revelador. El eloado fué re 
cogido en fracciones de 300 gotas, resultando en la extrac­
ción del 76,5% de la sustancia activa en las fracciones 

5. 9-29 (220 mi), que fueron posteriormente ajustadas a un va­
lor pH. de 6,25 y concentradas en 0,5 mi bajo presión redad 
da. El concentrado fa$ revelado con agua en una columna 
(1 x 36 cm) de Sephadex G-10. El eluado fuá recogido en frac 
dones de 25 gotas y cada una de las fracciones fuá ajusta— 

10, da a un valor pH de 6,5, concentrada bajo presión reducida 
y secada por congelación. Los resultados obtenidos aparecen 
en la tabla 8,

TABLA 8

15* fracción Peso(mg) Actividad

10 ' 7,4 7Í^6
12¿4 9.600

4.680

0.7 240(335). 280(183)
o;5 240(283) , 280(193)
0.4 240(304), 280(218)

N & T A
La patente de Invención que se solicita por veinte

aHos, para España, de acuerdo con la vigente Legislación," de
. b e #  recaer sobre* "PROCESO PARA LA PRODUCCION DE SUSTANCIA 

25'./ &C 696 -* sy 2-A", con Prioridad a la Demanda de Patente en - 
Japón na 76557/77 de fecha 29 de Junio de 1977, según las ca
racterístioas esenoiales de las siguientes.
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R E I V I N D I C A C I O N E S  

t.- Proceso para la producción de sustancia. MC 696 — 
SY 2-A, que consiste en cultivar una cepa da "Streptomyces — 
fulvoviridis" MC 696 — SY 2 (identificada por FEBM-P 1504 o 

5. ATCC 21954) para producir y acumular la sustancia MC 696 ** SY 
2-A en el medio de cultivo, y recuperar después esta sustan­
cia del caldo de cultivo g,ue contiene la sustancia MC 696 —
SY 2-A mientras es mantenida esta sustancia, tajo la forma de 
una sai de sustancia MC 696 - SY 2-A después de convertir di- 

10# cha sustancia en la sal en una fase apropiada anterior del - 
proceso de recuperación.y purificación#

2.—  Proceso para la producción de sustancia NO 696 -* 
SY 2-A, de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la sus­
tancia MC 696 - SY 2-A del caldo de cultivo de la cepa es ad- 

15# sorbida sobre una resina de intercambio aniónico fuertemente 
básica bajo la forma de su sulfato que es posteriormente elui 
do con una solución acuosa de cloruro amónico¿ cloruro sódico 
o sulfato amónico, y se recupera un producto crudo de la sus­
tancia no 696 - SY 2-A a partir del eluado así obtenido#

20# 3.- Proceso para la producción de sustancia MC 696 —
SY 2-A, de acuerdo con la reivindicación 1, que consiste en — 
cultivar una cepa de "Streptomyces fulvoviridis" MC 696 —  SY 
2, ajustar el filtrado del caldo de cultivo resultante a ún —

'  y.

valor pH ligeramente ácido por adición da ácido diluido,l-tra— 
25. tar el filtrado del caldo de cultivo acidificado con una resi 

na de intercambio aniónico fuertemente básica bajo la forma — 
de su sulfato para adsorber la sustancia MC 696 — SY 2-A so­
bre dicha resina, eluir esta resina oon ana solución acuosa —  
de cloruro amónico, cloruro sódico o sulfato amónico, recoger 

30# las fracciones activas que contienen la sustancia MC 696 — SY
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2-A a partir del eluado, tratar las fracciones activas con - 
carbón activo para adsorberla sustancia deseada sobre el mis 
mo, extraer esta resina activa con acetona acuosa, tratar el 
extracto de acetona acuosa obtenido con una resina de inter- 

5'. cambio catiónico fuertemente áeida bajo la forma de su sal - 
de bario para convertir la sustancia MO 696 - SY 2-A en su - 
sal de bario, oonoentrar el extracto de acetona que contiene 
dicha sal de bario de sustancia MC 696 - SY 2-A hasta la se­
quedad para dar un polvo crudo de la sal de bario de la sus- 

jO. tanoia MC 696 - SY 2-A, disolver dicho polvo crudo en agua, 
pasar la solución acuosa resultante a través de una columna 
de una resina adsorbente porosa no iónica para adsorber la - 
sal de bario sobre la misma, eluir la resina adsorbente oon 
agua desionizada para recoger las fracciones aotivas del elua 

15* do, tratar las fracciones activas con una resina de intercam 
bio catiónico inertemente ácida bajo la forma de su sal de - 
bario, seguido de la concentración hasta la sequedad para - 
dar un polvo crudo secundario de sal de bario de la sustan­
cia MO 696 — SY 2-A, pasar una solución de este polvo crudo 

20* secundario en acetona acuosa a través de una columna de silJL 
cato de magnesio activado, seguido de la elución con acetona 
acuosa para recoger las fracciones activas del eluado, a&a—  
diéndo a las fracciones activas una resina de intercambio ca 
tiónieo fuertemente ácida bajo la forma de la sal de bario, 

23* seguido de la filtración y concentración del filtrado hasta 
la sequedad para dar un polvo crudo terciario de sal de ba­
rio de la sustancia MC 696 — SY 2-A, mezclar una solución de 
este polvo crudo terciarlo en agua con un agente tampón de - 
fosfato (pH ? , 0 ) , revelar la mezcla resultante en una colum- 

30. na de un tamiz molecular celulósico, recoger el efluente en



fracciones, concentrar las fracciones activas, revelar la — 
solución concentrada resaltante en ana columna de una resina 
adsorbente porosa no iónica con agua deaionizada, recoger — 
las fracciones activas del efluente, seguido del tratamiento 

5, con una resina de intercambio oatiónico fuertemente ácida ba 
jo la forma de la sal de bario y la concentración de las — 
fracciones activas, cromatograflando la solución concentrada 
resultante en una columna de un tamiz molecular fabricado 
con un derivado deí dextrano, recoger las fracciones activas 

10, del efluente a partir de la columna de tamiz molecular, se­
guido dat tratamisto con una resina de intercambio catiÓni- 
co fuertemente ácida bajo la forma de la sal de bario para — 
obtener una solución de una sal de bario purificada de la —- 
sustancia NO 696 —  SY 2-A, deshidratando esta solución para 

15. dar un polvo blanco y puro de la sal de bario de la sustan­
cia NC 696 - SY 2-A, { ...

4,— Brócese para la producción de sustancia N0 '696—  
SY 2-A, de acuerdo con la reivindicación 1, que consiste en 
cultivar una cepa de "Streptomyees fulvoviridís" NO 696 —  SY 

20, 2, ajustar el filtrado del caldo de cultivo resultante a un
valor pH ligeramente ácido por adición de ácido diluido^ tía 
tar el filtrado del caldo de cultivo acidificado con uña 're­
sina de intercambio aniónico fuertemente básica bajo la for­
ma de su sulfato para adsorber la sustancia NC 696 - SY'2-A 

25, sobre dioba resina,, eluir esta resina con una solución acuo­
sa de cloruro amónico, eloruro sódico o sulfato amónico, re­
coger las fracciones activas que contienen la sustancia NO 
696 - SY 2-A a partir del eluado, tratar las fracciones aeti 
vas con carbón activo para adsorber la sustancia deseada so- 

30. bre el mismo, extraer esta resina aotiva con acetona acuosa,



tratar el erecto de acetona acuosa obtenido con una resi 
na de intercambio catiónico fuertemente áoida bajo la for­
ma de su sal de bario para convertir la sustancia NC 696 - 
SY 2-i en su sal de bario, concentrar el extracto de aceto 

5+ na que contiene dicha sal de bario de sustancia MC 696 -SY 
2-¿ hasta la sequedad para dar un polvo crudo de la sal de 
bario de la sustancia MO 696 — SY -2-A, disolver dicho pol 
vo orudo en agua, pasar la soluoión acuosa resultante a - 
través de una columna de resina adsorbente porosa no ióni- 

10. oa para adsorber la sal de bario sobre la misma, eluir la 
resina adsorbente con agua desionizada pera recoger las - 
fracciones activas del eluado, tratar las fracciones acti­
vas con una resina de intercambio catiónico fuertemente á- 
oida bajo la forma de su sal de bario, seguido de la conoao. 
traoión hasta la sequedad paya dar un polvo crudo secunda­
rio de sal de bario de la sustancia MC 696 —- SY 2-A, disol 
ver esta polvo crudo secundario en metanol acuoso, revelar 
la solución metanÓlica resultante en ana columna de un ta­
miz molecular fabricado con un derivado dextráaico emplean 

20. do metanol acuoso como disolvente de revelado, recoger las 
fracciones activas dél efluente, tratar dichas fracciones 
activas con una resina de intercambio aniónico fuertemente 
ácida bajo la forma de su sal de bario, deshidratar las - 
fracciones activas asi tratadas para dar un polvo crudo de 

25* la sal de bario de sustancia MC 696 — SY 2-i, disolviendo 
después este polvo crudo en acetona acuosa, pasar la solu­
ción de este polvo crudo en acetona acuosa a través de una 
columna de silicato de magnesio activado, seguido de la - 
elución con acetona acuosa para recoger las fraocienes ac- 

30. tivas del eluado, aEadir a las fracciones activas una resi

32.



na de intercambio catiónico fuertemente ácida bajé la forma 
de sal de bario., seguido de la filtración, y concentración — 
del filtrado basta la sequedad para dar un polvo crudo, de — - 
la sal de bario de la sustancia I!C 696 —  SY 2-A, mezclar —' 

5. una solución de este polvo crudo en agua con un agente tam- 
pón de fosfato (pH 7,0), revelar la mezcla resultante en - 
una columna de un tamiz molecular celulósico, recoger el — 
efluente en fracciones, concentrar las fracciones activas# 
revelar la solución concentrada resultante en una columna *- 

10. de una resina adsorbente porosa no iónica con agua desioni— 
zada, recoger las fracciones activas del.efluente# seguido 
del tratamiento con una resina de intercambio oatiÓnico - 
fuertemente ácida bajo la forma de la sal de bario y la con 
oentración de las fracciones activas, cromatograflando la — 

15, solución concentrada resultante en una columna de un tamiz 
molecular fabricado con un derivado del dextrano, recoger — 
las fracciones activas del efluente a partir de la columna

<1 ^  f

de tamiz molecular, seguido del tratamiento oon una resina 
de intercambio catióníco fuertemente ácida bajo la forma de 

20, la sal de bario para obtener una solución de ama sal de ba­
rio purificada de la sustancia MC 696 — SY 2-A, desbidrátán 
do esta solución para dar un polvo blanco y puro de la sal 
de bario de la sustancia HC 696 — 2-A*í '

5,— Proceso para la producción de sustancia I&C696 
25. — SY 2-A, de acuerdo con la reivindicación 1, que consiste 

en cultivar una cepa de "Streptomyces fulvoviridis^ MC 696 
— SY 2, ajustar el filtrado del caldo de cultivo resaltante 
a un valor pK ligeramente Aoido por adioión de áoido dilui­
do, tratar el filtrado del caldo de cultivo acidificado con 

30, una resina de intercambio aniónico fuertemente básica bajo

33+



34.

la forma de su. sulfato para adsorber la sustancia MC 696 - 
SY 2-A sobre dicha resina, eluir esta resina con una solu—  
clón acuosa de cloruro amónico, cloruro sódico o sulfato - 
amónicoy recoger las fracciones activas que contienen la - 

5.' sustancia MC 696 — SY 2-A a partir del eluado, tratar las - 
fracciones activas con oarbón activo para adsorber la sus­
tancia deseada sobre el mismo, extraer esta resina activa 
con acetona acuosa, tratar el extracto de acetona acuosa oh. 
tenido con una resina de intercambio catiónico fuertemente 

j0+' ácida bajo la forma de su sal de bario para convertir la sus 
tañóla MC 696 - SY 2-A en su sal de bario, conoentrar el ex 
tracto de acetona que contiene dioha sal de bario de sustan 
d a  MC 696 - SY 2-A hasta la sequedad para dar un polvo cru 
do de la sal de bario de sustancia MC 696 - SY 2-A, disolver 

1$, dicho polvo crudo en agua, pasar la solución acuosa resultan 
te a través de una columna de una resina adsorbente porosa 
no iónica para adsorber la sal de bario sobre la misma, eluir 
la resina adsorbente con agua desionizada para recoger las 
fracciones activas del eluado, tratar las fracciones activas 

20. pon una resina de intercambio catiónico fuertemente ácida — 
bajo la forma de su sal de bario, seguido de la concentra­
ción hasta la sequedad para dar un polvo orudo secundario - 
de sal de bario de la sustancia MC 696 — SY 2—A, pasar una 
solución de este polvo crudo secundarlo en acetona acuosa - 

25* a través de una columna de silicato de magnesio activado, — 
seguido de la elución con acetona acuosa para recoger las - 
fracciones activas a partir del eluado, añadir a las frac­
ciones activas p"a resina de intercambio catiónico fuerte­
mente ¡ácida bajo la forma de su sal de bario, seguido de la 

30* filtración y concentración del filtrado hasta la sequedad —



para dar un polvo crudo terciario de la sal de bario de sus 
tancia HC 696 SY 2-A, revelar una solución de dicho polvo 
crudo terciario en acetona acuosa en una columna de sillos— 
to magnesio activado asando acetona acuosa como disolvente 

5. de revelado, recoger las fracciones activas del efluente y 
tratar después dichas fracciones activas con una resina de 
intercambio catiÓníco fuertemente ácida bajo la fonsa de su 
sal de bario, concentrar las fracciones activas asi trata­
das, revelar la solución concentrada asi obtenida en una co 

id* lumna de un tamiz molecular fabricado con un derivado dex—  
tránico agua, desionizada como disolvente de revelado,
recoger las fracciones activas del efluente a partir de la 
columna de tamiz molecular, seguido del tratamiento con una 
resina de intercambio catiónioo fuertemente ácida bajo la - 

15. forma de su sal de bario para obtener una solución de una — 
sal de bario purificada de la sustancia MC 696 —- SY 2—A,. *- 
deshidratando esta solución para dar un polvo blanco y-puro 
de la sal de bario de la sustancia HC 696 —  SY 2*A*. ^ _

6.- "PROCESO PARA LA PRODUCCION DE SUSTANCIA DO' 
20. 696 - SY 2-A"

Segán queda sustancialmente descrito en la p M

35* .
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sanie memoria que consta de treinta y seis hojas escritas a 
máquina, por una sola cara y acompasada de dibujos.

2 j JM. i3?9
ZAIDAN HOJIN BISEIBUTSU

5. KÁ&AKC

P.P.
fRANa^-
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