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Este invencidén se refiere a un proceso para la ,p:;fo‘
duccibn de las sustancies MC 696 - SY 2-A y MC 696 =~ ST 2-B
inhividores de la *-lactamasa que es wn enzima que oéaa:.o;:a |
la disociacién del anillo #-lactama presente en los antibi

ticos de ff-laotama. incluyendo las penicilinas y cefalospori e
nas, Mis perticularmente, esta invencifn se refiere 2 un pro PR

ceso para recuperar y purificar selectivamente 1a. sustanoia |
MC 696 =~ SY 2-4 que actfa como un fuerte inhibidor de la-#w

lactemasa & partir del ecaldo de cultivo obtenido medlante €X .

cultivo de una cepa del género Streptomyces que es ca,paz de
producir la sustancia MC 696 = SY 2 ¥ que es descrito en 7._,, '
nuestras publicacionses de patentes japonesas pendientes -n&m_gr
ros 24;597/76 b 33§;‘535/76;. asi como en la patents es*badouni--
dense ne 3,928,569, ‘ o - _
Ia sustancia MC 696 - SY 2 que hemos descnbieﬁ&i -
puede inhibir la actividad de la Z.lactamasa por 1o que 3u
administracién junto con las penicilinas y/o cefalospofﬁas
serd G(til pars la quimicterapla de las enfermedades causagas
por bacterlas resistentes a las penicilines y cefalospoéiﬁ‘
E. término “sustencie MC 696 - SY 2" aqui usado incluye.gené
ricamente 1a sustancia MC 696-5Y 2-A, la sustancia MC 59&-
SY 2.B y sus mezclas,; & menos que se indique lo contrexio,
Se deseriben ejemplos de las cepas pradue-homs*:-d; -
lae sustancia MC 696 -~ SY 2 y de las téenicas para el e;;:l:‘;:iyq
de las cepas en las publicaciones de patentes jeponesas anww
tes mencionadas y en la petente estadounidense antes citaday
A titdlo de ejemplo, se esteriliza un mgdig. consistente en -
24 de glicerolr_‘t‘;? % de polvo de s0Jas. 0426 % de ma;ia#, -
0,02 % de KSHPO,, 0,0005 # de CoCLy}éE;0 y 0,005 % de acetts
de silicopa en sgua corriente (pH 632 aproximadements)s. H -
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medio de cultibo es inooculado con “@treptomyces fulvoviri-

dis* cepa MO 696 ~ SY 2 (depositada en el "Fermentation Re-
gearch Institute® bajo la denominacién FERM-P 1504 y tambin

~ en 18 “Americsn Type Culture Collection” bajo 1a denominge

Se

aibn ATCC 21954} 4 que es posteriormente incubeda bajo condi

ciones apropiades. Al final de la incubacién durante 2.5 -

- dfas se acumuld le sustancia MC 696 -~ SY 2 en el caldo de =

104

15e

eultivo, '

La pustencia MC 696 - SY 2 puede ser ensayada para
determinar su inhivicién de la penicilinasa (“lactemasa)
por los métodos de valoraoibén yodométriocs y el ensayo de =
placa de agar como se expone mds abajo. '

1) Wétodo -de valoracién yodométrie#: se oolocaron
0,1 Y del- inhibidor de penieilinasa disuelto en un agente
tampén de fosfato 0,1 ¥ (pH 7,0), 0,25 nl de penicilinass -
en ¢l miemo agente tampén (8,000 unidades/ml) preperedv & -

‘partir de penicilinmsa (300 unidades/mg; Nutritional Bicche

mical Corys, Ohio, EE’.UU.) ¢ & partir de ,r”)’.lgcfemaa?;g, pre
ducida por Ey coli E~12 W3630 Rys (H, Ogaware, K. Maeds j Ho.
Umezawst Biochem, Biopys, Acta 289, 203211, 1972}, ¥ Ou4.my

~ de-agente tampbn en un tubo de ensayo, y se agltaron suave-

mente & 372 C durante cinco mimatos. A& la mezcla se giedlis-

_ ron 0,25 xl de penfeiline G sSdice (8000 unidedes/ml) ex el

25:

308

mismo agante tampdn y se continué la agitacién durante 35 -~

‘mimatos mds, Ia mezcla fué valentada entonces justemente an

ran‘!:e un minutoc en un bafio de agus hirviendo & 1002 ¢ para -
terminar la reaccifén, ‘

Se prepard un control sin el inhibidor, un testigo
gin penicilingsa y otro testigo sin.el inhibidor o peniciii
naga pers dar un volfmen de 1 mt ocon el agente tampén del -
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mismo modoque en la solucifén de l2 muestra. A todes los tu_--
bos de ensayo que contenian el control y los testigos, se -
afiedieron 5 ml de solucifn de yodo 0,0L N. Al cabo de 15 mi

nutos, se valord el yodo en exceso con tiosulfato sbdico

0,01 N usando solucidn de almidén al 1 % como indicador, E1

-valor As fué ca:l.culado a partir de la valoracién del testie
-go (sin penicilinasa o 1nh1bidor) menus la del control (sin'

el inhibidor) y el valor At fud ealeulado a partir de 1a va
loracibn de otro testigo (sin penicilinaaa) menos la de la
muestra.que contenia peniciline, penioilinasa y-el imhibidor

Se caleoulé el porcentaje de ‘inhibvieidn de mcuerdo con la si

guiente ecuscibns ' A’t
% Inhibicibn = 100 =° . x me '

Vediante la valoraei&n de acuerda con el proaedi-—

miento antes mdicadp, uns muestra de sal sédica de la sus-
tancia MC 696 -~ SY 2~.A de mé.xima pureza i)roduoida por i‘ag, pz_é '
sente 1n{renci§n ;f.ndiéﬁ una inhibicidn del 50 % (11356): én una
cantidad de 0,1 - 0;3 nge. - S '

2) Método de plaea de agar. . , , o7

. Se usé penicilinasa (500,000 u.nidadea/ml) adquirida
de Tokyo Kasei Co. Se suspendil "Staphylococcus aursus’ Fph
209P sobre un declive de agar en 10 ml de solucién salima ;y
se usb como organismo de ensayo. Se util;izﬁ'_ el medlo de:ggar
pare el ensayo de 1a penicilina, Se deﬁﬁ’siw ‘mobre la plaaa
10 ml de nfedio de agar fundido, conteniendo 500 ﬁnidades de.
penicilinase, 100 unidades de penioilina G potfsica y la sus
pensiSn del organismo de ensayo (1 %). Al cabo. de un periodo
de 15 minutos & 2 Horas después de la prepéracibr'nv' de las ple
cas, se colocd un disco gue conteniz una 'canti&aé apropiadg;‘,

del inhibidor sobre el agar. Despuds de le incubacidn duran-
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te la noche a ky(! c; aparecid une zona de clara inhibicidn,
Se bhalld la relacidn mostrada por la fdrmula; d= A log C
-&/Z (A, %= constontes) entre el didmetro de la zonz de in
hibici'énA (d) ¥ 1la concentracién del inhibidor (C) del orden
de 0,03 - 5,0 unidades/wl de sustencia MC 696 — SY - 2-A, -

Dq_ acherdo con el procedimiento de determinscién antes cita

-do, se observé gue una muestra de sal sédica de la sustane-

~ ela MC 696 = SY 2.4 de mAxima pureza tenfa una sctividad de

15.

- aproximademente 10,000 unidades/mg cusndo se usé como norma
103
 sctividad de 1,000 unidadee/mg.

xma muestra de susfaneia MC 696 - SY 2.A que presentaba una

In genersl, la sustencia Me 696 - SY 2 es fécilmen
te soluble en el agua, existe sustancialmente en la rarte -
1fiquide del caldo fermentado de "Streptomyces fulvoviridis"
ceiﬁa M 696 - SY 2, Fo es précticamente extrafda con buta--
nol; acetato éfilioq~;- &ter etilicb;- cloro.fomo; benoena; .

otc. Puede emplearse la extraceidn con estos disolventes pe

 ya petirar laa_,impﬁrezas‘durante le recuperacién de la sus-

~ tancia MC 636 ~ ST 2 51 es necesario. Para la recuperaslén
20,
del caldo por filtrecidn o centrifugacidn del celdo de cul-

de la sustancia MO 696 - SY 2, puede obtenerse el filtzado

tivo para re-tirar las materias sdlidas con los micelivs y -
ia- sustancia MC 596 -8Y 2 enel ﬁltrado del caldo o en’

" otrs solucisn acuosa para su recuperaciln con aguda de un -

25,
" ' 1e sustancie MC 696 - SY 2 adsorbida sobre carbén activo -

adsorbente, Se prefiers como adsorbente ol carbbn activo, ¥y

. puede ser elu&da con acetona acuoss, butanol acuoso, pPropé-

: _3@5 §

'nol acuoeo, et0., especialments teniendo buen rendimiento -

con 30 % de propancl en sgua a un pH de casi 7,0. Sobre la
be,.s.a;del carfoter dcido de la sustancia MO 696 - 5Y 2, se -
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dispone también de las sustancias de intercambio anibnico -y
de las celulosas de intercambio aniﬁpiho para efectuarjla}-
recuperacién de la sustanciz MC 696 -~ SY 2, Con tal objeto ,
son Gtiles las resinas de intercambic anifnico’ faertemente
bésieas tal.como la "Amberlite” IRA-401 (Rohm & Hass COu. ,
IEUU, ), las resinas de interca.mbio anifnico débﬂmente ‘ba-
sicas tal como la "ﬁmberlite" IR-4B (Roim 8: Hoan 00, ,EE.W),
DEAB~celulosa (Brow CO., Ltd.) etoa _
_ Hemos descublerto ahora gqus- éuan&o la sustanoia -
MC 696 -~ SY 2 tiene que ser recuperada.a partir del ealde ol
de cultivo que contiene la sustancia MC 636 « ST 24, as.'bar |
sustancie puede ser.estabilizada durante las etapas de recu
peracibn y purificscidn mediante su conversifn en uns sal;r’-
particularmente una sal con un catifn de metal alcalino O =
metal alcalino-térrec, por e:jemplo;. catibn sodio y ’barim
De acuerdo con un &speeto. nds amplio de asrkaf“iiﬁeg
cibn, se proporciona por consiguiente un proceso pEYR :ba -
produceidn de la sustancia MC 696 — SY 2-4, gue eoneié%bigx_x
cultivar la cepa MO 696 « SY 2 de “Sireptomyces fulvovﬁi—-
dis® (4dentificads por FERM-P 1504 o ATOC 21954) pere pradu
cir y acumular 18 sustancis MC 696 — SY 2-A en el medic de.
eultivo, y recuperendo despubs esta sustancie a partim.del
caldo de cultivo que contiene la sustancia MO 696!4-» SY ‘2:-&
mientras que este sustancia es mantenlda bajo la forma de -
una sal de. sustancia MC 696 - SY 2«4 despubs de convertir -

esta sustancia en le sal en una fase anterior apropimda del

. proceso de ré’é:uperaci&n y purificacibne.

_ ~ Hemos descublerto tambisn que la sustancia MO 696
- SY 2-A del caldo de cultivo o del filtrado del.csldo pue-

de ser adsorbtids preferencislmente sobre une resina de in-—
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tercambip anidnico fuertemente bdsica, por ejemplo, Ambér—

lite IRA-J;OT, (fornia de sulfato), que es posteriormente elul

da con una solucibn acuosa de cloruro aménico, cloruro sbdi

‘¢0 ¢ sulfato amdnico y preferiblemente clbrurq aménico -
» 8cupsc¢ 2M para recuperar la sustancie MC 696 - SY 2-A sola

aon buen rendimiento.

Con el fin de seperer 1a sustancis MC 696 - SY 2-A
a partir de las sales inbrgén‘icas , e diépone del carbén ac
tivo como se ha mencionado anteriormente, aunque también se
dispone para tal fin de un tamiz molecular tal como "Sepha-
dex* G 25 (Pharmacia chexgicals’) y un adsorbente sintético -
tal como “Amberlite® XAD-2 (Rohm & Hass Co.). Se ha descu—
blerto que 1a resina "Diaion® HP.-ZO.; que 68 una resina de -
poliestireno no iSnica fabricada por Mitsubishi Kasei Co.
Itd.y permite la recuperacién de 1a sustancia MC 696 - 5Y

2-A de pureze incrementada con un rendimiento muy buenc. He

mog' descublerto también que por el tratamiento de etapds -
mﬁltiplgé usando Floridil (silicato de magnesio activado),

' ECTEOLA-oeluwloss (Brew Co,) y Sephadex G-25 en combinsoin

204

cuando se conduce ‘el tratamiento'»‘en cada etapa con wns rés_;.

na de intercambio catidnico fuertemente &eide en forme, 46 -

sal de bario, por ejemplo Amberlite IR120 B o Dowex 50V x
4 (forna de sal de Ba) peve dar la sustencia MO 696 ~.S¥'

f, 2-»& bajo la forms de sal de bario, la actividaed de la sus-

25‘

‘tancia MC 696 .~ 5Y- 2.4 se mantiene de forma més constante -

que en el caso desprovisto del tratamlento.

Los éxperimehtua han dempatfé.di_: que la s_a:L de bam~
rio crude de la sustancia MO 696 - SY 2-A (aproximadamente

| 400 unidades/mg) es tratade con Dowex 50W x 4 (forma de sal

30,

de Nav)' yYars éonvartir la sal de bario en su gal de sodio, -
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que ¢s sometida a la cromatogreffa de columns con S_e;nhadex.'
LH 20 usando 85-95 %, preferiblemente 9% % de metancl acuo~

so como disolvente de revelado o & la cromatografia de CO=w

‘lumna con Sephadex IH 20 y con gel de silice nsa’;ndo'85aa§5$;; A

preferiblenente 92 % de acetonitrilo acuoso como &isolirenfkgv
de revelado, por medioc de lo cusl se recupera con buen ren-
dimiento la sustancia MC 696 -~ SY 2.4 de al*{:a. p’u?eza qv.el e
de aloanzar una actividad de hasta aproximééamente 10000 - _
unidades/mg. El procedimiento que wtiliza el acetonitriio -
acuoso es Gtil para gbtener la sustancia MC 696 - SY 2-A in
colora. | T
En una primera forma de realizacién preferide de -
la invencién, se ajuste el filtrade del caldo de cultivo de-
"Streptomyces fulvoviridis" cepa MC 696 — SY 2 (deposifhﬁ@a_-
bajo la denominacisn FERM-F 1504 § ATCC 21954) con dcido 4i
luido tal como &cido sulfirico a un valor de pH 1igera€éé%a'
dcido y se tratd con una resina de intercambio ani&n:;go;fu;a»_g'
temente bésica;, por ejemplo, Amberlite IBA—J[-OO o IRL-:}O.‘}?“-;-
(forma de sulfato) para adsorber sobre la misma la ausééxi&;a
MC 696 = SY 2~A, Lae resina es elufda con una solucién a“c“uo-
sa de cloruro ambnice, cloruro sddico o sulfato am&nich’&zy"f -
las fracciones activas recogidas del elusdo son ‘!;ra‘kadn'aﬂs"»”:;

el - I

con carbdn activo para adsorber sobre el mismo lu sustadcia

deseada, que es posteriormente extrafda en acetona acuo:aa(_.y, ) L

El extracto es tratado con una resina de 1n'i_sez§éax§1bio- ca‘a'iﬁf o
nico fuertemente dcids, por ejemplo Amberlite IE-120 B o - :
Dowex 50W x 4 ba;)_'oi 1&} forme de sal de bario para ccnverti:.
la sustancia MC 696 -~ 8Y 2-A en su szl de baﬁo ¥ el exitrac
to de acetona asi ti-atado es concentrado hasta la seguedad

pare dar un polvd orudo que comprende la sal de ba:jio.do la
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sustancia MC 696 - SY 2.4,
El polvo crudo es disuselto en agua y la solucibn -~
es pasada & través de una column2 de una resina adsorbente

porasa no ibnica pera adsorber sobre la misma la sal de ba-
rio. 1a resina es posteriormente elufda con agua desioniza-

' da y las fracciones activas recogidas del eluado son trate-

des con una resina de intercambio catiénico fuertemente doi

~ da, por ajemplo Dowex 50W x 2 (forma de sal de bario) y oog
‘centradss hasta la sequedad pars dar un polve crudo secunda

rio,

El polvo crudo secundario es sometido al revelado
con acetona acuosa en una columna de silicato de magnesioc -
agtlvado, por ejemplo Floridil y las fracciones actlves re-
cogidas del eluado son tratadas con resina de intercambio -
catibnico fuertemente écida; por ejemplo Dowex 50W x 2 (for
me da sal de bario) y deshidratadas para dar un pdve crudo
terciario. .

Se mezcle una solucidn acuoza del polvo crudo fer-
elario con un agente tampdn de fosfato (pH 7,0) y 18 sola~
¢ién mezclada es revelada con el mismo agente tampén' de fog

fato en una columna de un tamiz molecular celuldsico, ‘por -

ie;;,aunplq, ECTEOLA~Celulosa. Ias fraccipnes actlivas recog‘id_e{s

del efluente son concentradas y el concentrado es revelddo
con agua desionizada en una ¢olumna de resina adsorbente po

‘rosa no i8nica, tal como resina Diafon HP-20, Las £racciom—

nea‘activas del efiuente son tratadss con una resina de in--
tercanbio oatﬂ.én:!.eo fuertemente éaida {forma de sal de Ba),
posteriormente concentradas y oromatografiadas en una colum
na de un tamiz moleculer fabricado con un derivado de dox~
'l:rano, por ejemplo Sephadex 6-25, seguido del tratamiento -
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posterior con resina de interecambio cati&jziqo _fggrter_nente, -

écida (forma de sal de Ba), La solucifén resuliante de lar; sal
de bario de la sustaz;oia MC 696 - SY 2.A asi purificada es -
deshidratade pare dar un pdvo blanco y purc de sustancia M&‘

696 ~ SY 2-A bajo la forme de sal de bario (véase los e;iem-

plos 1.5 facilitados més mdelante).

En una modificacién de la primera realizacién aes~
crite anteriormente, l2 etaps del tratamiento del polvo XU~
do secundario para dar el terciario puede ir precedida por -
un tratamiento preliminar intermedio en el que el palvg:::r CTUw
do secundario se disuelve en metanol acnoso en ung columns =
de un temiz molecular dextfanico tal como Sephadex IH20y ¥y
las fracciones activas del efluente son tratadas con uns re-
sina de intercambio catiénico fuertemente dolda (por ejemplo
Dowex 507 x 4) en forma de sal de Be y 1£9go, deshidrateass -
para dejar un polvo crudo. | e

En una segunda realizaciln de ls invenci&n, : ,pul-. '
vo crudo terciario obtenldo de acuerdo con la pr:l.merg real:b-

zaoibn es sometido 8l revelsdo con acetonz 8CUOBE en UM -COm

. lumna de siliceto de magnesio activado {por ejempl&_ﬂgﬁﬁﬂ)"

y les fracciones activas recogiﬁaa del efluente son tratadas
con una resine de intercambio catibnico fuertemente éc:&da -
tal como Dowex CG 50 en forms de sel de Ba y yusteriomegz:;:a—_
coneentradas. Fl concentrado es revelado con 2gus aesic;;z;z&.
da en una columna de un tamiz melecular dextrénioco tal ﬁﬁmo
Sephadex G=25 y las fracciones activas del eflumente son tra—
tadas de nuevo con una resina de interoambio cati&nioo' fua:?
temente doida (forma de sal de Ba) y posteriormente deshidra
tadas para dar un polvo blanco de sustancia MG 696 = SY 2-4

en forma de sel de Ba (véase el ejemplo 77)1.
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La sustanc:l.a Mo 696 - SY 2-A, que es de naturalezs

:fuertemen‘ba écida, forma fheilmente sales con cationes meté

: - dicos alcalinosy por ejemplo, catifn sodio, potasio o litio,

 cutién amonio y similares como cationes monovalentes y con

éa:bianes da métales alcalino~térreos, por ejémplo, catidn -

 ‘bario o oalcio y similares, En consecuencie, se estabiliza
 bejo la forma de su sal, En particular, el tratamiento de -
' la sustencia MC 696 - SY 2-A para former su sel de bario cgp

' ",ma;r ya se ha indicado sirve pera la estabilizacidn.

16;, |

15,

~ la sal de Na y la sal de Ba de la sustancia MC 696
- SY 2=~A tienen las propiedades fisico-quimicas expuestas -
en la tabla T que sigue. Cuando estas sales fueron tratadss
con clorhidruro de hidroxilamina; tante la abeoreiéﬁ a 280
nm en sus espectros infrarrojos como la aciividad de inhibl
¢idn desaparecieron perfeciamente. En el espectro de abspr-
cidn infrarroja de la sal de Ba, la gbaoroidn a 1770 cm" de
bide & 1la presencia del anillo de # Jactama pemaneci& CO-
mo tal incluso cuando se midid el disco de KBr de la sal -de

' fBa; despubs de permanecer en reposc & temperatura amblente -

20,

.

durante 22 dles (véase las figuras 1 y 2 del dibujo arexv).

R

- Prop iedades r‘is:_lcogguimicas de la susiancls MC 696 e ST 2.4

-

. Propledades sel de Ba Sal de Na
. Apariencia Polvo blemeo  Folvo blanco
‘Punto de fusidn Sin punto de fu-  Sin punto de fu~
gibn definido sidn definido

304

Descomposicién gra Descomposiciln gre
dusl por encima de dual a casi 148¢ ¢
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Propiedades Sal de Ba Sal de Na
1502 €
ok an o . 27
Activided especffi [o/3's -1099(c=1, yr2 _727= -1‘{051(@*0,25,
ca H,0) Hg0)

Anflisis elemental Oq3Hy 4N20952.33.H20 G-ﬁﬁ-”ﬂz@gSzﬁﬁg‘SKzﬁ |
Cale.(#) Hallad. (9%) celc.(%) Hauaa.(ﬁ
¢ 27.79 27 173 ¢ 39’83 ’ 3’1’;90
T 287 3,33 H 3,98 3,98
N 4,99 482 F 5,53 5,26
Ba 24,45 23,80 S 12,66 12,08
Solubilided Soluble en agua Mcﬂmente’soluble
en agun’
Insoluble en metanaol, etenol., butanaig '
acetato stilico, étar, clorofomo, ‘nen-
ceno, eta : '
Reacciones de op  Positiva a'las reaeciones ﬁaﬁzﬂfﬁﬁ: Rz
Lor ' don~Smith, nitrato de plata-ﬂuoreeeeina
| ¥y permanganato potﬁsiaa‘ o ST
Espectro de absor 240 mm (E"% - 279) 240 (E:;% o 305)
ci8n ultravioleta -
(solucibn acuosa) 280 mm ( % 214} 280 rm (E.}" ”320)
Espeotro de sbsor 3500,3006,17?0,1695 3400,2950,,1765@1590 |
oifn infrervoja  1625,1500,7520,1405 1620,1510,1300,1260

(disco XEr) 1385,1265,1230,1070 122@,1960,%35,%2@7 |
' - 1040,1025, 980, 940 9‘7&; 93% 900, 780
900, 790,

Ia figure 1 muestra el espectro de absorciln 1nfra~
rroje (disco KBr) de la sal sbdiocs de la sustencia MO 696 -
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SY 2.A preparada por le presente invencién Y la figura 2 -
muestre el de 1a misma sal sbédice una vez que el disco EBr
de la misma fué dejado en reposc en un desecador & temperew
ture embiente durante 22 dfas. ‘

De Los espectrop 'mum y 139-% de las sales de Ba

¥ Ne de la sustancia MC 696 - SY 2-A producida por la inven
cidn gon relacionados seguidamente en las tablas 2 y 3 res-
peotivamamhe;
10% Eepectre TH-RMR de 1a sustancia MO 696 = SY 2-A

L4

Protdn  Sal de Ba {5 , ppm) . Sal de Fa (5 , ppm)

GHy 198 & d= 6 1,99 3, 7= 6
155 COCH3  2.60 = 2,59 8

CHp g_s*.'ss. aa, T =10, 18 (354 ad, I = 10, 13
(398 a3, 3= 9,18 (39843 I = 9,18

GE 44443, Im 6, 9 44288, T= 6 9
. GE 496 mI= 6 494 my I 6
20, CH 5.3 md=m 6 8 539 mI= 6 9

OBx 687 4, I =4 6,85 4 I = 14

OB 80T 4, 4 = % Bi05 ay Tm 4 -

cest

m.{d& e BZQ con referencia a TS {S = 0).

Espectro 2GR de la gustancis U 696 = SY 2-A.,

- - - - » - .

Cerbono Sal de Ba($)sal de Fals)| Carbono Sal de Ba(y)saldeNaf)
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Carbono Sal de Ba(s) Sal de Na(s)| Carbono Sel de Ba(sisal de Nak)
2 mWw5 M5 | 8 590 590
301661 15,9 | 10 5hE ShT
4 14,1 139,0 11 29,6 29,6
5. 1381 135,6 | 12 23,0 7 231
6  135,0 135,0 13 19,1 19,3
;I 11—2;1 11(2',.3 ’ |

Medido en ]fé@ con referencia al dioxano (S'.u 67,4}.

A la vista de las prOpieﬁaaes deseritas 'aﬁ'keriom'eﬁ‘t&
¥ las de unos pocos productoa de descomposicibn de la sustan—
cia. MC 696 = S! Z-A, se confirma gue la- sustancia MC 696 . SY
2-4 tiene la sigaiente férmule estructuraly '

o
, ' ' T
083-65 ~(H= CH=-NHOC ca3,
- ‘ . . - B b

O 7 I-I‘ N ‘ 5 : o
Bty N “

s 57
L ©
T

con respecto a la zal de Ba (que tiene uns, ac'hix;:lidad - o

de 12,400 u/mg) vy ala eal de Na ( que tiene una aetiv:&&ae}. ae
10,000 u/mg} y muestra ung IDse de 0,39 nenagramc de 1a ’eustm
cia MC 696 ~ SY 2~A, se determinaron 1as cencentraciones inbi, '
bidoras minim&s para el erecimiento de varios miomcrganismos,
por ¢l método de dilucibn de agar usando medio da agar comfinty
Los resultados estén ‘expuesios en la tabla 4. Adaméa, las con'
centraciones inhibidoras minimes de la sal de Ne (ID;@ T 0,367

ng) determinadas por el método de dilucibn de ager usa.nglo TCem
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dio de agar de Infusidén Heart estdn relacionadas en la tabla
5 -
TAELA 4 '
- . Egpeciros antimiorobiencs de las seles de Ba'y Ne de la sugw
5. tanois MC 696 — SY 2-4,

'Orga__.g 1gmos del ensayo Concentraclones inhibidoras
| ninimes (4g/m)
Se1 deBa  Sel defa
 Miorvooocus flavus FDA/6 25 50 (25 = 63)
1072‘.‘ ¥iorocooocus lysodeikticus 25 50 {25)
Iro33s3 | o
Sercina lutea POI 1001 25 5
Beoillua enthresis 50 (100 2 25)
~ Bacillus cereus AT0C 10702 100 (100 = 25)
:ffsi;, Bacilius subtilis POI 219 25 - {}oo -2
o Klebeielle pneumoniae POI 602 100 | '(100)
Proteus mirebilis No §-2201 100 {100)
Proteus vulgaris O x 19 100(50) {100 = 50) -
Proteus. rettgerii GN 466 100(50) > 100 :
20 Salmonells typhimurium T-63 100(50) (100 = 50).
Esoherichia coldi FIRJ 100 >100
Egoherichiz coli W3E30 100 100 .
Pseudomonas aeruginosa Mepa 7100 -~ 100 e
- Mycobacteriun smegmatis 607  >100 —100
25y Los valores dados emtre paréntesis muesiren las con

centracionea inhividoras parciales.
'BABI:A 2
Espaetroa anﬁ.micmbianos de la gal de Fa de 1a sustancia MO
696 = SY 2-A%
30. R A



Organismos_del ensayo Concentraciones inhibidoras mini

mas ml)
24 horas despubs 18 _horas
de la incubacidn
5. Staphyloceccus aureus SMITH 50 : > 00
Sta;ehylooeccus aureus 'Ai_!.'cq 65382 25 : 7?0&
Staphylococous aurens S-642 50 : =100
Stephylococous epidermidis 50 : ’ 7#_:’;06
ATcc 12028 - |
10,. Ee coxi NIHJ 1285 ~ 100
E, coli K12 ME 1629 % > 100
Kiebsiellae pneumordes ATOC 1003t 25 100
Proteus vulgaris OX — 19 W6 . 50
Selmonella typhimuriun 1406 12,5 7#00.
150 Shigella flexneri 1674 1205 100
Bacillus subtilis AZOC 6633 1235 50
Beoflius cereus ATCC 10702 100 >100
Saycina lutea ATCC 9341 12:5 . 8o
Micrococous flavus ATCC 10240 1235 100.
20. Fseudomonss aerugincsa =100 >100

Se evaiud el efecto de la sustancia MC 690 - SY. 2-&
sobre la actividad inhibidora de 1as penicilinas contre di-» .
versos mlcroorganismoss Con tal f£in, se determinaren las oon
‘centraciones de inhibicién minimas (MIC) & loa miereorganis-
25, mos del ensayv pere ls ampicilina, benoilpenicilm ¥ oarbhe~
riciline a cada une de las cumles se aﬁadié la sustancia me
696 - SY 2-& en unidades de Q. G,@%, 6,1 ¥ ?,0. Ios resulise
dog aparecen en la tabla 6, que indioca le consideréble n;e,:}o-
ra de la actividad inhibidora por la adicisn de la sustancia
30. MG 696 = SY 247
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Se condujeron ensayos adicionaleq_ en los que se in

fectaron ratones con Staphyloceoccus 1930 Yy en los gque, '90 -

minutos despubs de la 1nfécc16n, se administré bencilpenici

lina por via intraperitoneal a los ratones sola o en combi-
nacién con la sustancia MC 696 - SY 2-4 & una dosis de 75 -

nesl) mclas a los ratones. 48 horas despuds de 12 administra
eién pe contd el nfmero de supervivencias de los ratones, Los
resultados del ensayo son expuestos en la tabla 7, que mueg
tra la mejora en la actividad antibacteriana de la bencilpe
nicilina por combinacién con la sustancia MC 696 - SY 2-A,

| omEAT o
Efecto de 12 sustancia MO 696 — SY 2-A sobre 1z actividad -

;pra-bectora de la bencilpenicilina para los ratones in_fecta-
15».!

dos con Staphylococcus 193C,

Wt

Bencilpenioilina Nimero de superviyencia[nﬁmero ‘del onoayo

(Unidades/ratén) Sustancis MO 696 — SY 2-A

0 7,5 unidades/ratén _
o 0/8 0/4
2 o o
. o/4 4
313 o/4: 1/
1250 1 /‘.Q - 4/4_
5000 4/4908% 4/4

En 191‘ tanle anterior; el simbolo @ indice gue el re
46n osté muriandu , R jndtoa que el ratén eatd debilitado y &
indica que el yatbn tiene el pelo levantado y ba quedado clie
g0 pero no esté considerablemente debilitado.
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Esta invencibn es ilustrada adiczonalmente por los

s:.guientes ejemplos.
EJMELO 1

Se disolvid en agua desionizade una .mezcla de 1,@%
de glieerol, 3,04 de licor de embribn de maiz,. 0,05% de -
K23P04, 0,0005% de 00012.61{20 ¥y ace:tte de silicona m.'m -
(Shinetsu Ksgeku K.Ki) y 1a solucifn fub vertida en i:raaeig_ '
nes de 80 ml en matraces Sekeguchi de 500 ml y esterilizads
a 1202 ¢ durante 15 minutos (pH 6,2 "E 0;3)".. EL medio de oul
tivo liquido resultante fué incouladoe con una paﬁcﬁn de or
ganiemo tomada de un cultivo en declive de Streptomyces Pyl
voviridis" eepa...!m 969 - SY 2 (depositada baje la .ﬂdenoﬁna.-
cién FERM.P 1504 y bajo la denominmcién ATCC 21954) y lixegq
fué cultiv'adé. con agitacién a 282 ¢ durants 26 :horés 00N -
135 oscilaciones por mimato _mra'aaz} un cultive de slembra
primario. | |

2 ”

Se esterilizé otro medio de cultive 1iquido (5@ L}
que tenia la misma composicibn que antes, a 1209 G dura.m;e
30 minutos en un tangue de fermentacidn de soero i.nﬁxiéabl&
de 130 1litros de capacidad y luego se ajus't_sé 2 un pH deiag_
den de 6;2 "" 6,2. Se inocularon 70 ml (-0;1#% en volﬁméﬁf -
del cultivo de siembra primario en dicho medio de cul‘hivo -
1lfquido, seguido de 12 incubascibén a 282 ¢ bajo una presi:‘m
interna de 17,5 kg/em? con aireacién (1002) y sgitacisn: &~ -
una. cadencia de 200 revoluciones/minuto y usando como anti-
espumante Adecanol LG 109 (Asahi Denka K.K,) en medios anti
espumentes automdticos pars dar un oultivo de siembra secun
dario. : . S

Se dispuso otro medio de cultivo 1fquide .(.399 l’i)_
consistente en 2,0% de glicerol; 1; % de harina de so;ja;l -
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20.
0,26% de KHaP-O*, 0,024 de KEHPO4, 0,00054 de 00512.6320 Yy -
0,005% de aceite de'silicona KM72 disuelto en agua corrien
te, en un tangue de fermentncidn de acero inoxidable de 570

1, de cazacidad y 86 esterilizé a 1202 O durante 30 minutos
{pH 642 ™ 0,2)« Se inocularon 6 1itros (24 en volfmen) de -

' dioho cultivo de siembra ‘secundario en &1 medio de cultivo

1fquido, que fué posteriormente incubado durante 48 hores -
2 282 C bajo una presién interna de 0;15 kg/cma con airescifn
(300 1/minuto) y agitacién a una oadencia de 220 revolucio-
nes/minuto y usando el mismo antiespumente indicado més arri

yha. Daspuéja de 20 horas y 33 horas en el curso de la incuba

15,

20

258

305,

c:l.dn, pe ajustd el medio de cultivo & un pH comprendide den
tro de la gams de 6,1 ": 0,1 por adioi6n de solucidn de fci-
do ci‘mtoo acuoso al 10%. Al caldo de cultivo resultante -
(pE 5,75, 300 mly 140 u/ml) se afiadieron 21 kg de Hifrowsn-

: pgmg]_., como producto filtrante y la mezcla fue filtrada a -

través de una prensa filtradorae psra retirar las materiss -
sélidaa éxxe contenian miceliésﬁ Se obtuvieron ast 240 Te =
del filirado del caldo (pH 5,45, 90 u/ml) correspondiantea
a un rendimien‘ko de filtracidn del 51,4 %,
' EJRMPLO_2 ‘

Se ajusteron 480 1. del filtrada del caldo (pH 5,45
90 u/ml) obtenido por el procedimiento del ejemplo taun -
pH de 5;2 con Acido sulférico diluido, a lo gue se aﬁagli’e’-—-—
ron 5 1. de resina de intercambio iénico Amberlite IRA-401
(forme de sulfeto, Rolm & Haas C0;). e mezcla fué agitada
durente 30 minutos y filtrads para retirer la resina, que -
fué postericrmente lavada con 50 1. de agua desionizada y -
enpaquetada en una columna .(9;@0 x 80~‘cm).. Ia columna fud’ -
eluida con cloruro aménico 2M o 50 ¢, €l eluado fué recogi-
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do en fracciones de 500 ml y las fracciones activas 8112
fueron combinades pare dar 52 l. de una solucidn activa -
{pH 5;4; 796 u/ml). La solucifin active fuf mezclada con ¥
kg de carbén activo (Waco Junyaku KiK.} y agitada aurante

30 mimrhos rare adsorber 1a sugtanoia activa sobre el ca.r- ~

bbn. EL oarbbn sotivo fub separado por filiracibn, lavado
con 50 1. de agua y suspendido en 18 1. de acetona aouoes
al 50%. Sé& ajusié la suspensidn & un pH de 8-,;@ con amania—r
co. 2cuoso 'diiuido- ¥ luego se agit& a-402 C durante 30 minu
tog para permitir la extraccibn de la sustancis ac‘tiva;f 58
guido de la filiraciln para retirar el cerbdn active gue w
fué lavado con una pequefie cantidad de acetonss EL ex‘&mc-n
te y ol producto de lavado fueron combinados enire af y'la
solucién combinada (47 1. pH 7;5; 1260 u/ml) fue’mezclads
con un lifre de resina de intercambio 1énico Amberlﬁgw:{nﬁ-.
120 B (forme de sel de Ba, Rolm & Haas Coi} y sgitada g
rante 30 minutos. Posteriormente, 1& resine. fue separada -
por filtrscién y el filtrado (17 1, pH 5,_.86, 181% u/m:i,,}_)-‘ -
fué concentrado a 300 ml 2 402 C bajo presidn re&uciﬂa: ﬁ
concentrado (pH 4-,5, 4000 w/ml) fue secado por congelacién,
pare dar un polvo de color merrén (rendimiento 43,9%) oom-_'
prendiendo la sel de bario de la sustsncia MG 696 w ST 2-}”.’"
K polve de color merrén 1(6;8 gry 680 u/mg) c’a’ba-
nido en-el ejemplo 2 fué disuelto en 10 ml de agzia y ia 80
lucién (pH 5;4; fué ajustada a un.-velor pH de 3,0 con fcd-
do clorhidrico acuosc t Ny luego pesada 8 tmvé& de ung -
columna (1,7 x 40 om) cargada con 90 ml de partioulas fi--
nag de resine de poliestirenc no iénj;ca,“(ream Dision HPw
20 - Mitsubishi Xasel K.K.)., L2 columna fuf levada con agua
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desionizada a 52 C y el efluente fue recogido en fracciones -
de 8 ml, Ias fracciones activas predominantes 17;.25 fueron -~
combinadas entre si y tratadas con agitacidh durante 30 minu-
tos con 20 ml de resina Dowex 50 W x 4 (forma de sel de Ba; -

‘Dow Chemicel Co,)» Ia resina fud separada entonces por filtra

0ién y el Piltrado fué concentrado por evaporscién a 402 C y

' ‘secado por congelacidn pare dar 766 mg (rendimiento 70,2%) de

10,

un polve de color marrén amerillento (4240 u/ng).
EJEMPLO
Se combinaron 766 mg del polvo (4240 w/mg) obtenido
en el ejemplo 3 con 887 mg de otro (2480 w/mg) preparedo del
mismo modo,. EL polvo combinado (1,55 gr) fué mezclado comple-
tamente con 10 ml de Floridil (marca registrads de Floridin -

~ Go,) y la mezcla fud colocada en la parte superior de une co-

15

‘Iumna de 100 ml de volfmen (1,7 x 45 om) llenada con acetona

acuosa 8l 80#% para someterla al revelado con la acetona aouo-

. sasa 52 G, El eluado fué recogido en fracciones de 10 ml 7 -

205

las fracciones activas predominantes 8-.27 fueron combinadas -
entre sf, afiadifindoseles despuds 50 ml de Dowex 50 W x 4 (for

‘ma de Ba), seguido por la concentraciln 2 uns temperatura in-

~ ferior a 402 C, EL concentrado fué filtredo para retirer la -

- resina y secado por congelacifn para dar 181 mg (rendimiento

255

22,3) de un polve amarillo (6700 u/mg).

' EJRMPLO 5 .

~ Se disolvieron 181 mg del polvo (6700 u/mg) prepare-
o en el ejemplo 4 en 5 ml de agua y la sdlugwn fué trateda
completamente con agenie tampén de fosfato 0,01 M (pH 7,0) y
luego pesada a través de una columna (1 ;7 x 45 cm) de 100 nl
de EOTEOLA ~ Celuloga (Brown Co,) préviamante lavade con agus.

30’_.,3]3a columna fué lavada con 300 ml de agua y révelada con el -
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mismo agente tampbn & 5¢ G, EL eluado fufl recogide en frac—
ciones de 10 ml y las fracciones activas predominantes 2%
42 fueron combinsdas entre sf y coéncentrddas a& 5 ml en volf
men & menos de 402 C bajo presién reducida. El concentrado :

fué pasedo a travégde una columna (1,3 x 38 cm) de 50 ml ~

de resina Diaion HF=20, seguido del revelado con agua desio

nizads a 52 C, EL eluado fud recogido en fracciones de 5 mi 7 |
y las fraccionss activas predominantes 'ﬁ-‘i—‘d-é fueron combin_% |
'da's, mezcladas y agitadas durante -30'm1mtos‘con 5 ml de -
Dowex 50 W x 4 (forma de Ba). Poateﬁémeﬁte, la vesina fue
separada por filtracibén y el filtrado fub congentrado & 5 mlL’
a 409 C bajo presién reducida. EL concentrado fub pasado &.
tz_:avés de una columna ("f!,"? x 66 cm) de 150 ml de Sephmdex -
Gw25 (Super fino) y la columna fué aclarade con agus desits
nizads & 52 G, El efluente fud recogido en fragaioneaaa‘a".\ -
5 nl y las frecciones sctivas predominantes 24-3& fueéb—:;} -
combinadas, & lo que Se afiadieron 9 ml de Dowex 50 W x4 {.
forna de Ba). Ia mezcla resultante fué agitada durante-30 -
minutos, después de lo cual fué filtrada para retirar la ﬂrg
sina y ooncentrade en 2 ml a 402 C bajo presidn raduoid‘a. .
El secado por congelacién del concentrado aié 34,7 ng, (ren-
dimiento 38,3%) de un polvo blanco (13.360 w/mg) que mes%ré
A2l ) = 242 m (270) ¥ 280 mm.{214) en o1 esp?q.;t;:'o
ultrevioleta y una IDsg = 0,3 ng determinado por ol método
de valoracidn yo&ométricai |
EJRIPLO 6 |

Se disolvieron 385 mg de polve (;,7480. u/mg)- preparg
do como en el ejemplo .3 en 5 ml de metanol al 90%-; ¥ las moe
terias insolubleé fueron separadas por fﬂmciﬁn; I;& BOLU=~
cién obtenida fub pasada a través de una eolumxfav {25 mI, ..
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1,0 x 32 om) de Sephadex LE-20, seguido del revelado con me
tancl al 90% & 5% C. El eluado fué recogido en fraceiones -

de 15 ml y las fracciones activas 4~19 fueron combinadaes, -
tratedas con Dowex 50 W x 4 (forme de Ba), concentradas & -

402 C y gecadas por congelacién para dar 107 mg (41,6%) de
“un polve de color merrén amarillento (11.200 u/mg). Otras -
,fxfacciqnes agtivas 20-49 fueron tratadas igualmente para -

day 66,8 mg (19,1%) de otro polvo de color marrén amerillen
to (8225 uw/mg)s EL polve (107 mg) obtenido a partir de las
fracciones 4-19 fué mezelado con 3 ml de Floridil . despuds
de lo oual fub colocado en la parte superior de una columna

(1,0 x 38 om) de 30 ml de Floxidil y revelado con acetona -
acuoss al 80% a 52 0. EL eluado fub recogido en fracciones

| de 5 ml y las fracciones activas 4—8 fueron combinadas; tre
tadas con 18 resina on forma de baria; degpuds de lo cual -

fueron concentradas por svaporecidn de la acetonz y secadas
por congelacibn para dar 48,8 mg (48,9%) de un polvo dg co-

lor amarilloe pélido (1200 w/ng)e

Il polve (66,8 mg) obtienido a partir de les froc-
clones 20«49 fubé tratado del mismo modo que sntes oon la ex
cepeibn de que se usS acedona acuosa al 90% como disolvente
de ravelado; dando 21;6 ng (29;1%). da otro polvo de cal-o:g -~
smerdllo pélido (7400 w/me). -

Estos polvos de color amarillo pélido fueron.combi
rados (65 mg) y dleueltos.en 2 ml de agua, Ia aoluéién. fué
pasada a._través de una colwumna (50 ml; 1,0 x 64 cm) de S6--

phadex G-25 (Super fino) y la columna fub aclarada con agua

desionizada, EL efluente fub recogido en fracciones de 3 ml
{52 ¢) y las fracoiones aptivas predominantes 17-18 fueron

combinadas y secadas por congslacidn pare dar 23,7 mg ® de
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un polve blanco (12500 u/mg). Rendimiento 39,7% (rendimiento,
total 10,2%), ,320 (E"?‘ ) = 240 mm (292), 280 m (200)3 -
Ingo = 0,5 ng. La absoreién caracteriatioa a 17?0 cm'f debi~
de al anillo de [ ~lacteme en el espectro infrerrojo (diseo

_ KBr) del polvo blanco no desaparecid incluso después de pan--

menecer en Ireposo & 'bempera'bura ambiente durante 3 semanag -
aproximademente (véase las figuras 1y 2).
EJEMPLO Z

Se colocaron 38‘? mg de un polvo smarillo (4320 u/mg)
preparado por un procedimiento similar descrito en. el e;]em-
plo 4 en la parte superior de una columna (50 mly 153 % 38
om) cargeda oon 5 ml de Floridil y revelade con avetons aonp
sa al 80% a 52 C. EL eluado fué recogido en fracciones de 1‘0
rl y lae fracciones actives 3-8 fueron combinadas y tratadas
con un2 resina en forma de Ba, despube de lo cual fuex'on L4
tradas y concentradas & 5 ml por debajo de 402 O El Qpncen-
trado fud pasedo & trevés de une columna (50 ml, 140 x 69 em)
de sephadex G=25 (Super fino) y la columna fué lavada con,
ague desionizada. El efluente de la columna fué reeogido an
fracciones de 3 ml (52 C) y las fracclones aciivas praddmi—_f
nantes 18-19 fueron combinadss y mezcladas con 1';5 ml de ~
Dowex 50 W x 4 (forma de Ba), Después de la agitacién duz'an-
te 30 minutos, 12 resina fué separada por filtraci6n y el -
f£iltrado fub concentrado a 2 ml por deba:jo de 402 G. m eeca
do por congelacién del concentrado d1é 51,§ mg (42.,9%} de
polvo blanco {13600)u/mg) de sustancie M 6.96'-:. SI ;Mipn fo_:g
me de sel de bario. | :g: (E}ﬁﬁ) = 242 mi (254), 280 m -
(194)3 IDgo = 045 ng.

' EJEMPLO 8
Se disol*.r:l’.eronra';‘tg gr de un polve crudo de le sel
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de bario (400 u/mge IQSO = 81 ng) preparado como en el ejem
plo 2, en aproximgdamente 20ml de sgua ¥ la solucién fue —
ajustade a un valor pH de 6,2 y posteriormente pasada g =
través de una columna (2x30 cm.) de Dowex 50 W x 4 (forma -
5 de Ne, 50-100 mallas) e una cadencia de 1 ;4 ml/minuto. Se -
recogieron del eflusnie fragciones activas que fueron secadas
por congéiacié‘n para dar 2,2362 gr (95,24) de la sal sddica
de la sustancia MC 696 - SY 24 (424 u/me, ID5_° = 6‘5»!:@). -
Sigx':iendo el procedimliento anterior, se obtuvieron 2, 366 gr
10. (94,6£) de la sel sSdica (400 u/mg) a pertir de 2,501 gr de
1la @al de bario cruda. A partir de las dos cosechas de las
saleg de bario, se obtuvieron en total 2,60 gr de la sal sé
dica de susmtencia MC 696~5Y 2«4 (,#otividad media 412 u/mg).
EJBMPLO
15- Se sometieron 262 mg del polvo de eal eGdicé. (412
w/ng) obtenido en el ejemple 8 al revelado con metanol al ~
91% a 59C en una columna (2 x 22 om) de Sephadex IH-20 - —
(Pharmacia Co., 25-100 ). EL eluado fue recogido en frac—
ciones de 300 gotas y las fracciones que presentaban tanto
20, 1la aotivided deseada como la absoreidn ultraviolets .& 280
nm fusron combinadas entre si y mecadas por congelacién, -
Rendimiento de la sl sédicas 92,4 mg en las fracciones 17-
19 (130 u/mg), 45;9 mg en las fracciones 20-21 (952 w/mg),
2;?;;8' mg en las fracciones 2223 (1136 v/mg), 9y1 mg en las
25. fracciones 24-26 (285u/mg); rendimiento total 86;‘7%..

' Se repitid el procedimiento anterior 18 veces wan
do 4,60 gr del polve crudo de la sal sddica (412 u/mg) obte
nide en el sjemplo 8. Los polvos que tenfen una actividad -
no inferior a 400 w/mg fueron combinados para dar 1,;.412 er

30. (’ﬁ% de la sal sédica {actividad media 980 w/mg).
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BIEPIO 10 U

Se racogiefon 251,9 ne del polw de sal aé‘dica (980
u/mg) o’btenidg- en el ejemplo 9 en una pequefin cantided (epro
ximademente 0,5 ml) de agua y la solucidn fue rsome'hida_ 2l re
velado con acetonitrilo 21 92% = 500 en wna columma (1-,‘5'::14
cm) de Sephadex IH-20. ElL eluado fue recOgido en fraccicnes
de 300 gotas con la consecueneis de que ame extraso el 85;1%
de la sustancis active en las Pracciones 16-38 {244 mi) que
fueron conceniradas a 0;5 ml aproximademente iaa;ja presién re

dueidn. EL concentrado fue pasado a través de m'za_,col:uma —

(1x36 ém) de Sephadex G 10 y revelado con agua a 58C. El eing

do fue recogido en fracciones de 50 gotae y lag fradeiones =
activas fueron concentradas bajo presién recl’;icida v secadas
por congelacién. Asf pues; la fraccién § dié 2,5 mg fl@’la gal
gédica purificada (3120 u/mg) y la fraccifn & dié 17.0511!3 de
la sel (5800 u/mg), ID5°-0.82 ng). Rendimiento 56y Behe

El procedimiento anterior fue repetido 6 veces -
usando 1;412- gr del polvo de sel sédica (980 w/mg). Ios pol=
vos que tenian una actividad de 4000 u/mg o superdor fueron
combinados para dar 1 18 rg(46,4%) de la sal sédiea purifica~
da (actividad medis 5463 u/mg).

EJEMPLO 1]’7

118 mg del polve (5463u/mg) obtenido en el ejemplo
10 fueron cromatografiados nuevemente en wna columna (1";'2 x
11 cm) de Sephadex ILH-20 usando acetonitrilo sl 92% como di-
solvente de revelado., El eluado fue recogido en fra,ocioneg -
de 300 gotas con el resultado de que se ézﬁajorel 74;9% de
la sustancia active en las fraceiones 9*33 (262,5 ml)e las
fracciones fueron concentradas a 0;3 ml apréximé.daﬁente bajo

presidn reducida y posteriormente croma‘hbgrafia.&aa én wna cg
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~lor pl'i‘ do 6,25 y concentradas en 0,5 ml bajo presibn reduci
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lumna (1 x 20 cm) de gel de sflice (forma A; Merck Co,) -
usando acetbnitrilo al 92% como revelador. El eluado fué re
cogido en f:;aociones de 300 gotas; resultando en la extrac—
¢ibn del 7T6,5% de la sustancia activa en las fracciones -
229 (220 m‘._'.), que fueron posteriormente ajustadas a un va~

da. El concentrado fué revelado con agua en una columns -

(1 x 36 cm) de Sephadex G~10, El eluado fué recogido en frag
_ oiones de 25 gotes y cada una de las fracclones fué ajuste-

da a wn valor pH de 6,5, concentrade bajo preaién reducide

¥ sscada por congelacifn. Los resultados obtenidos aparecen

an la tabla 8.
TABLA 8

Jl‘raccién. Peso(ng) Actividad To50(ne) 1320 Cnm) (E”‘ 3

0 B 73056 0,7  240( 335). 280{183)
124 %600 0i5  240(283), 280{153)
12 T23 105 OA 2A0(304) 280(2n8)
13 68 468 z s

¥ O 2 A ,
Ia Eatante de Invencidn que se solicits por vein;be
aﬂoa, Pare Eapaﬁn, ds acuerdo con la vigente Legielac:lén, de

- beré recaer ao’ore; "PROCESQ PARA LA PRODUCCION DE SUSTANCIA

39'696. SI 2A%y con Priorided & la Demanda de Patente en -
Jepbn ne 76557/'27 de feoha 29 de Junio de 1977, segfn las ca
mtaﬂéﬁqas esenciales de 18s sigulentess
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REIVINDICACIONES

1.- Proceso para la produceidn de sugtancia MG 696 -
SY 2-A, que consiste en cultivar una cepa de “S'hreptamycaa -

. fulvoviridis® MG 696 - SY 2 (identificads por FERM-P 1504 o
5.

ATCC 21954) para producir y scumular la sustancis MC 696 - SY.'
2-4 en el medio de 'cultivo.; ¥ recuperar después esta susfan
eia.gel caldo de cultivo que contiene la sustancia ME 696 -
SY 2-A mientras es mentenida esta sustancia, ;bajo la forma de
una sal de sustancia MC 696 -«7 SY 2-4& 6_.eépg',éfs de convertir di-
cha sustancia en la sal en une fage aprc)piada; anterior del -~
proceso de recuperacién ¥ purificacibén.

2.~ Proceso para la producecibn de sustaneia MO 696 -

SY 2-A, de acuerdo con la reivindicacidn 1,. on el que la sus-'-

- fancia MC 696 - SY 2.A del caldo de cultivo de 1a ceps es Bd-

sorbide. sobre una resina de intercambio anibnico fuer‘l:eni'en'!;'a
bésica bajo la forme de su sulfato que es posteriomen;c elué_
do con una solucién acuosa de cloruro amGnicc‘,';. clorurs s§§dico
¢ sulfato amdn.{oo., y se recupera un producto crudo de lé: aus-v
tancie MC 696 - SY 2-A a partir del eluado asi ob-tanido.

3.~ Proceso para la produceidén de sustancle mc 696 -
SY 2-A, de acuerdo con la reivindicacifn 1, que eonsis’be en -
cultivar una cepa de "Streptomyces fulvoviridis" MC 596 - SY
2, ajustar el filtrado del celdo de cultive resultante U -
valor pH ligeramente 4cido por adicibn de deido diluidt;,ewa-
tar el Piltrado del cmldo de cultivo acidificado com una resi
na de intercambio aniénico fuertemente bésica bajo la forma -
de su sulfato para adsorber la sustaencia MC‘. 696 - SY 2-A se-}
bre dicha resing, elulr esta resina con mna aolﬁei&_x#;aéﬁééal -

de clorurc aménico, cloruro sédico o sulfato aménico, recoger

30;;» lag fracciones activas gue contienen la sustancia NC 696 = SY
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2.4 a partir del elua.do; tratar las fracciones activas con -
carbén activo para adsorberla sustancie deseade sobre el mis
mo, extraer esta resina activa con acetona acuosa; tratar el
extracto de acetona acuosa obtenido con una resina de inter-
cambio oatibnico fuertemente deide bajo la forma de su sal -
de bario para convertir la sustancia MC 696 -~ SY 2-A en su -
pal de bario;. concentrar el extracto de acetona que contlene
dicha gal de bario de sustancia MC 696 - SY 2-A haste la se-
queded pars da:p un pglvc crudo de 1a sael de bario de 1a sus-
fancis MC 696 - SY 2.4, disolver dicho polvo crude en agua;
pasar la solucidn acuosa resultante a través de una columna
de una reains adsorbente poross no 18nica pera adsorber la -
gal. de barle sobre la miama., eluir la resina adsarbente con
agua deslionizade para recoger las fracciones activas del elua
4o, tratar las fracciones actives con una resins de intercam
blo catidnico fuertemente dcida bajo la forma de su sal de -
vario, seguido de la concentracifn hasta la sequedad pere -
dar un polvql erud? geeundario de sal de bario de la s-us,tan-«
cia MO 696 - SY 2.4, pasar una solucildn de este polvo cj"-,-xido‘
pecundaric en acetona acuosa 8 través de una columna de sili
cato de magnesio activado, seguldo de la elucidn con acetona
aouosa pere recoger las fraceiones activas del eluado, 8fE-—
difndo a las frecciones activas una resina de mtercaﬁbig- ca

“$iénico fuertemente Acida bajo la forma de la sal de bario,

seguldo de la filtracibn y concentracibn del filtrado hasta
la sequedad para dar un polvo crudo tercierio de sel de ba-

- rlo de la sustencia MO 696 — st 2~A, mezclar una golucidn dg

epte polve orudo terciario en agua con un agente %ampén de -

i‘gafato (pH "{,O‘) s Tevelar la mezcla resultante en una colume

" na de un_tamiz moleocular c.elul6aico‘::,;r recoger el efluente en
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fracciones, concentrar lag fracclones acti:yas,, rév_éia‘-r la -
solucién concentrade resultente en une columna de une resina
adsorbente porosa no ifnica con egus desionizada, recoger -
lag fracciones activas del efluente, seguldo del tratamiento

‘con una resima de intercambio catibnico fuertemente doida ’b_g

jo la forma de 12 sal de bario y la concentraeiln de las “ |
fracciones aetivaa;; cromatografiandc la solucidn :eonﬁen‘bzﬁdéf_
resultante en una columnz de un tamiz molecuiaxf,fa"bﬁeaaa -
con un derivado del dextrano;, recoger laa fracciones aqtivgg'
del efluente a partir de la columna de temiz moleculer, sé—
guido del tratemiento con una resins de inif;'ercam‘ni& ca.’c:ténii-;-:
co fuertemente dcide bajo la forma de le sal de barle para —
obtener una solucifn de una sel de bario purificada de la -
sustancis MC 696 — SY 2.4, deshidratendo esta gsolucifn yars
dar un polvo hlanco ¥y purt de la sal de bario de la sust@lie
eia MC 696 - SY Z-A. ' '
4-.- Proceso para la proaucciGn de sustancia MCS x696-
SY 2-&, de acuerdo con la reivindicacién 1, que consiste en
cultivar une cepa de “"Streptomyces fulvoviridis" MC 696 = SI
2, ajustar el filtrado del ealdo de ecultivo resultante a un
valor pH ligoramente #cido por adicibn de Scidd anniaa* '{:ra;
tar el filtrado del caldo de cultivo acidifieado con vma x-e- .
gina de intercambio anidnice fueriemente basica bajo la for«,
ma de su sulfato para adsorber le sustancis NC 696 « SY”?-A
sobre dicha resina, eluir esta resina con una solucifn BOUO-
sa de clorurs ambnico, cloruro sddico o sulfato am&nicoy 18~
coger las fracciones activas gue contienen la sustaneis ¢
696 - SY 2.A a partir del eluado; tratar las fracciones actl
vas con carbdn activo para adsorber le sustancis deseads 8O-

bre el mismo, extraer esta resina activa con acetona acuost,
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tratar el exitracto de acetons acuosa obienido con una resi
ns de intercambio catilnico fuertemente dcida bajo la for-
e dg su s8l de bario pera convertir la sustancia MC 696 -

5Y 2-A en su sal de bario, concentrar el extracto de aceto

na que contiene dicha sal de bario de sustancia MC 696 -SY
2.4 hagte la sequedad pera dar un polvo crudo de 12 sal de

-baric de la sustancie MO 696 — SY -2-4, disolver dicho pol

vo orudo en agua, pasar la solucién acuosa resultante a -
través de une columna de resina adsorbente porosa no iéni.
ca para adsorber la sal de bario sobre la misma, elulr la
resing adsorbente con ggus de_sicnizada pera recoger las -
fracciones adtivas del eluado, trater las fracciones acti-
vas con una resina de intercambio cat:!.énico fuertemente &=
cida bajo 1la forma de su sel de barlo, seguldo de la concen
trecifn haste la sequeded pars dar un polvo crudo secunda-
rio de sal de bario de la sustancia MC 696 - SY 2-4, disol
ver este polvo crudo secundario en metanol acuoso, revelar
1a goluocién metandlica resultante en una columna de un.‘_ta-
miz molecular fabricado con un derivado dextrdnmico empleég
do metanol acuoso como disolvente de revelado, recoger las

freceiones activas del efluente, tratar dichas fracciones

sctivas con una resina de intercambio anidnico fuerteﬁxéﬁ-bg

&clda bajo la forma de su sel de bario, déshidrater lasg -
fracciones actives esi tratadas pere Gar un polve crudo de
1a sal de bario de sustancia MC 696 w SY 2-4, disclviendo

despubs este polvo crude en &cetona acuosa, pesar 'la solu-

eién de este polvo crudo en acetona ascucsa a travis de una

columne de silicato de magnesio.activado, seguido de la -

.eluoibn con acetons acuosa para recoger las fracciones ac-

+ivas del eluado, afiadir 2 las fracciones activas una resi
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ne. de intercambio catibnico fuertemente éeida baje la farma
del filtrado haste la sequedad poichyc dazj--un pe:f.v.o- -ggr;qq__r;i;a -
la sal de bario de la sustancia MC 696 — SY 2-A, mezclar - -
una golucién de este polvo crudo en égua con un agente jt_am-_-—_

pbn de fosfato (pH 7,0), revelar la mezcla resultante en -.;

una columna de un tamiz moleculaxr eeluldsico, ‘recoger el -

efluente en fraceiones, concentrar las :Emecicnes e.c:tivas, S

revelar la soluelén concentrada resultante en ung columna ‘_i
de una resina adsorbente porosa no iénica con agna &asioni«-
zade, recoger las fracclones activas deld. eflu.en'be, seguido

del tratamiento con uns resina de intercambio cetifnice -
fuertemente 4cida bajo la forma de la sal de ’bario ¥ 12 cop
centracidn de las fracciones activas , cromtogfrafiandoz ".La.-,-c'
solueldn concentréda resultante en wna columna2 de wn tamigz:
nolecular fahrica&o con un derivado del dexirano, reat';_é_;;e
las fracciones activas del efluente a partir de la collmna

de tamiz moleocular, seguldo del tratamiento con una rggi;z;g

de intercambio catiénico fuertemente deids baje la fomét 'ée-

~1a sal de bario para obtener una solucibn de una sel de ba~

rio purificade de la sustanciz MC 696 — SY 2«4, deshi&r&‘{an
do esta solucién para dar un polvo blanco y puroe de la. sal
de berio de la sustancie MG 696 - ST 2-A% e
. e Proceso pars la produceidn de snstancia 7ed 696
~ SY 2~A, de acuerde con la reivindicacién 1, que consiste
en cultivar una ce‘pa. de "Streptomyces fulvoviridis® MO 696
- SY 2, ajustar el filtrado del caldo de cultivo resultante
a un valor pH ligeramente doido por adioién de foide diluf
do, tratar el filtrado del caldo de cultivo scidificads von

une resina de intercambio snidnico fuertemente bésica bajo
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la fgrma de su sulfato para adsorber la sustencia MC 696 -

- SY 2-4 gobre dicha resins, elulr esta résina con ung S0Llum—

cidn aet.zosa. de cloruro aménico, cloruro sédico o sulfato -
aménico, recoger las fracciones actives que contienen la -
sustancia MC 696 «~ SY 2-A & partir del eluado; tratar las -~
fracclones activas con carbbn activo para adsorber la BUBw=-
tencie deseada sobre el mismo, extraer ésta resina aotive -
con scetona a.euosa; tratar el extracto de acetona acuoss oL
$enido con una res'ina de intercambio catidnice fuertemente
dcida bajo la forma de su sal de barilo para convertir la sug
tancia MC 696 - SY 2-A en su egal de bario; concentrar el ex

tracto de acetone que contieno dicha sal de bario de susten

- eda HC 696 - SY 2.A hasta la seqguedaed para dar un polve crg
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do de 1z zael de bario de sustancia MC 696 - SY 2.4, disolver

.+ dicho polve crudo en &gua, pasar la soluclén acuosa resulispn

te & travées de una columna de ung resina adsorbente porosa
no ilnica pars adsorber la sal de baric sobre le misma, eludr
la :ésina'adsorhenfba con agus. desionizada pare recoger las
fracciones activas del eluade, tratar ‘:Las fracciones ectivas
con una resina de intercamblo catidnico fuertemente deida -
bajo la forma de su sal de 'bario", seguldo de la ooncen;tra;-_-
oifn hasta la sequedad para dar un polvo orudo geoundari‘o -
de sal de baric de la sustancia MO 696 - SY 2-A, pasar una
solucibn dé' este polvo crudo seeundariov en acetons gcuoég -
a trevés de una columne de silicato de magnesio motivado, -
soguido de la eluciln con acetona acuosa para recoger las -
fracciones activas @ partir gel elusdo, afiedir a las frac—
oiones activas una resina de intercambio éat;!.én:!ico fuerte——

‘mente doida bajo 1a forma de su sal de bario, seguido de la

filtracifn y concentracién del filtrado haste la sequedad -
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para dar un polve crudo terciario de la sal de bario de sus-
toncia MC 696 - SY 2-4, reveler una solueiln de diche polva
crudo terciario en scetons acucsa en una columne de .e:;liqa-
0 magnesio activado usando acetons acuose como disolvente

de revelado, recoger las fracciones activas del eﬂuen%e ¥

tratar después dichas fracciones activas con una resina de

" intercambio catifnico fuertemente doida baje la forma de su

sal de bario, concentrar las fracciones activas asl tratie—
das, revelar la solucién concentrada asl’ obtenida en e cg
lumna de un temiz molecular fabricado con un derivado. G.ex.-..
trénico usando @gua desionizada como disolvente de revelado,.
recoger las fracciones sctivas del efluente a partir de la
columna de tamiz moleoular; seguido del tratamiento con mmaa
resine de intercambio catifnico fuertemente foida bujo la =
forma de su sal de bario para obtener una soluciln de ung -
sal de bario purificada de la sustancia MC 696 - SY 2.&, -
deshidratando esta solucidn para dar un polvo blanco wpum
de la sel de bario de 12 sustancia HC 696 - ST 2e&e 7;_

6 -~ HPROCESO PARA LA PRODUCCION DE SUSTANCIA mﬁ
696 - SY 2...93'

Segfin queda sustancialmente descrito en iﬁ,:;;z_g

ooc/'cc
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sente memorie que consta de treinta y sels hojas escritas &

7 méquina, por una sola cara y acompefiada de ‘dlbujos.

Medrlds 2 3 jid. 1978
ZATDAN HOJIN BISEIBUTSU
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