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MEMORIA DESCRIPTIVA

que ce acompelis & le solicitud de registro de una Patente de
Invencibn, por veinte afios, en Egpafia, por "Procedimiento de
fermentacibén de nuevos antibidticos", a favbr de la eniidad
nOOMPANTA ESPANOLA DB LA PENICILINA Y ANTIBIOTICOS, S.A."
(CEPA, de nacionalidad espafiola, con domicilio en Madrid, ca~
lle de Méndez Alvaro, 12 57.

Esta invencién se refiere & nuevos agentes antibiéti
cos y al procedimiento para su preparascibn. Mas particulermen—
te, se relaciona con una rueva substancia antibibtica conocida
como Antibiético 2354 (o, alternativamente, como Antibibtico
MSD 235) y con el procedimiento para la produccibén de dicha
nueve substancisa.

El descubrimiento de las notgbles propiedades btera-
péutices de la penlcilina avivé el interés en este campo, inte
rés cuyo resultado fué el descubrimiento de otros muchos anti-
biéticos valiosges tales como la tetraciclina, egtreptomicina,
lg bacltracine, el cloramfenicol, la eritromicina, la novobio-
cina y otros més. Generalmente, tales antibibticos son particu
larmente activos contra cieftas becterias Grem-pogitivas. O-
trog son activos conbra bacterias Gram-negatives. Sin embargo,
la ectivided de estos antibidétices individuales normalmente
estd limitada a wnes cuantas especles ¢ razas Ge microorganis—
mos patdgenos, continudndose, por consiguiente, los trabajos
en ese campo, en un esfuerzo por encontrar otros antibibticos

que fuesen eficaces cenira otrom microorganismos patbgenos.
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Aungue algunos de egtos antibibticos hayan deﬁostrg
do su eficacia en el tratamiento de diversas enfermedades, se
he averiguado que ciertecs especies ¢ razss de microorganismos
ratbgenos se resisten a un determinado anbibibético y que, por
congiguiente, el antibiétice no resulta muy activo conires es~
tas especies o razes.

Por ello, las deficiencias de los antibibéticos cono
cidos han estimulado las investigaciones para hallar otrog an
tibib6ticos que fueran activos contra un mayor ndmero de gérmg
neg y, en perticular, para hellar antibibticos que fueren ac-~
tivos combre rares resistentes de gbrmenes patibgenos.

Uno Ge log c¢bjetos de la presente invencién 1o cong
tituye wn ruevo y Util antibidtico, altemenie eficaz en la in
hiticién cCel crecimiento de hacteriss patdgenas, particwlar-
mente las bacterias Gram-negativas.

Otro Ge sus objetos es el procedimiento de prepara-
cibn de esta nueva substarcia erntibiética por fermentzeidn de
redios nutritivos con razas asfecuadas de especies de microor—

-

ganismce scleccionados del gérero Streptomyces.

Ofros objetos se pondrén de manifiesto a treves de
la detallada descripeibn que a continuscibn se efectia.

T2 nueve substencia antibidtica de la presente in-
vencién se obtiene por cultivo, bajo condiciones controladas,
de rezas de microorganismos seleccionmdas de ciertes especies
de Btreptomyces. Dos de tales especies han sido designadas co

mo Streptomyces lavenlulae y Streptomyces avidinii. Estos dos

cultivos han sido depositsdos en el "Northern Utilization Res
search Branch" de U.S.D.A, bajo los mimeros NRRL 3076 y 3077,
resuectivazente (Nuestros nimerocs MA669 y 833, respectivamen~
te)e

Leag carascteristicac morfolbdgicas y de culiivo de las

rezas Ge Streptomyces productoras del Antibibético 2354 son ex
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puestas en el siguiente cuadro.
~ DESCRIFCLON DE LAS CARAGTFRISTICAS
DE CULTIVC DE LOS ORGANISMOS QUE
FPRODUCEN EL ANTIBIOTICO 2354.
(Incubacibn: 20 dias a 282 C.)

Places de agar, pasta de tomste-avens.

Los cultivos MA-669, MA-78Y, MA-831 y MA-872 mues-
tran penachos abundsntes, planos, aterciopeladcs y blancos; mi
celio aéreo rojo (5dc); y reverso pardo.

E1l cultivo MA-T75). exhibe penachos abundantes, lige-
ramente elevades, aterpiopelados y blancog; micelio aérec ro-
jo (bdc) y reverso de marrdn a negro.

Los cultivos MA~TT71l y MA-861 exhiben penachos sbun-
danter:, planos, aterciopelados y negros; micelio aérec rojo
(58c)3 ¥ reverso de marrdp & negro.

Los cultivos MA-819, MA-842 y MA-962 nuestran pens—
chog abundantes, ligersmente elevados, everciopelados y blan—
cosj micelio aéreo rojo (50c)s reverso merrién,

El cultivo MA~833 exhibe penachos gbundantes, pla~
nos:, avercicpelados y biancos, micelio aéreo gris (5fe); y reo
verso marron.

El cultivo MA~936 exhibe penschos sburndentes, lige-
renente elevados, aterciopelados y blancos; micelio sérec ro-
Jjo (5ed), ¥ reverso mzrrén oscuro.

Plecas de Agar Czapek.

Los cultives MA~669, MA-751, NA~TT1l, MA~T88, MA-819,
MA-831l, MA-833, MA-842, MA-861, MA-8T2, MA-026 y MA-936 exhi~
ben vn crecimiento ligero gue se difvnde y va del incoloro al
gcolor crema; micelio aéreo blanco (a) -» rojo (5e¢b), ningin

pigmento soluble y reversc hlancc.

El Streptomyces lavendulase exhibe un crecimiento 1i

gero ¢ue sme c¢ifunde y va del incoloro al color crema; micelio
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eérec blanco algodoncso —-plaverndar vinose; y ningin pigmento
galuble.

Pleczs de Agor Glicerol-Esperraguing.

Los cultivos Mi~66G, MA~T51, MA-7TL, MA-T88, NA-H19,
MA-821, WA-833, MA-842, MiL~861., NA-872, MA~926 y MA-936 no ex-
kiben pigmento goluble slguno.

Places de Agor sintético (Agar glucoss-esperreeuine).

El. cultivo MA-66¢ muestrs vn crecimiento bueno, ple~
no y atercicpelado; micelio aéreo rojo (5dc); ningln pigmento
scluble y reversc anarille (lde).

El cultivo MA~T51 exhibe un crecimiento abundente,
plano y aterciopelado; micelio aéreo rojo (5de); ningln pigmen
to scluble y reverso smarillo (2d8b).

El cultivo MA~TT7L exhibe un crecimiento abundente,
pleno y aterciopelsdo; miceiio adreo rojo (5dc); ningin pigmen
to soluble y reverso amarillo (2£fb).

El cultivo Mi~T788 exhibe un erecimiento limpic, ple—
no y averciopelado; micelio adreo blanco (a); ningim pigmento
scluble y reverso blance (z).

El cultivo WA-81l9 exkibe un crecimiento buero, eleva
do y aterciorelado; wicelio aéreo rojo (5gc); ningin rzipmento
soluble y reversc amzrillo (248b).

X1 cultivo MA-831 exhibe un crecimiento bueno, planc
¥ aterciopelado; micelio aérec rojo (6ee)} ningin pigmento so-
luble y revergo smarilic (2db).

EL cultivo MA~833 exhibe penschos shundsmies, plencs
aterciopelados y blances; micelio adreo gris (5fc); ningln pig
nertc scluble y reverso gris (2ih).

El cultivo 842 exhibe un crecimientc bueno, planc ¥
aterciopelado; micelio mérec blanco (&) ninaglin pigmento sclu-
tle » reverso amarillio (2fb).

EL eultivo 861 exhibe un crecimiento bueno, plano y

aterciorelado; micelio aéreo rojo (5cb—5de); ninglin pigmento
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pcluble, y reverso amgrillo (2db-2£b).

Bl cultivo MA-872 exhibe penachos gbundantes, planos,
aterciopelados y blancos; micelio efreo rojo (5dc); ningin plg
mento soluble y reverso amarlllo (Z£b),

El cuvltivo MA~Q26 exhibe un crecimiento bueno, plano
vy sterciopelado; micelio aérec blenco (a); ningun pigmento so~
luble y reverso amarillo (2fDb).

El cultivo NMi~23€ exhibe un crecimlento abundante,
plano y aterciopelade; micelio aérec rojo (4gc); ningtn pigmen
0 soluble y reverso pardo dorado.

El Streptomyces lavendulae exhibe un crecimiento a~
marillento; micello aérec blanco de color lavéndula.

Culia, de patates

ELl cultivo MA-669 exhibe un crecimiento limpio, rice
lio aéreo gris (d) y pigmento soluble negro tirando a marrén.

El cultivo MA~T51 exhibe un crecimiento abundente,
micelio adreo gris (d) —3 rojo (Hdc) y pilgmento scluble.negro
tirundo a marrén.

El cultivo MA~T7T71l exhibe un crecimiento gburdante,
de color crema; micelio aéreo gris —» rojo (5dec) y pigmento so
luble marrén.

El cultivo MA-T88 exhibe un crecimiento regular mar-
rén; micelio séreo rojo (%de) y pigmento scluble negro tirando
a merrén. '

Los cultivos MA-81G y MA~831 exhiben un crecimiento
regular marrén; micelio aéreo gris (c¢) ¥ pigmento soluble ne-
gro tirando & marrdén.

El cultivo MA-833 exhibe un crecimiento abundante y
mexryén; micelio sérec gris (2de) y pigmento soluble negro ti-
rendo & marron.

Bl cultivo Md-842 exhibe un crecimiento bueno y mar—
rén, micelio aéreo gris y pigmento soluble negro tirsndo & mar

ron.
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El cultivo ¥A-861 exhibe un crecimiento sbundante y
marréng wicelio adrec gris (2 deo—g) ¥ pigmenio soluble negro
tirande & marrdn.

El cultivo M4i~8T72 exhibe un erecimiexto abundente,
de color crema; micelio zéreo gris (4) y pigmento soluble mar—
rén.

El cultivo MA-926 exhibe un crecimiento hueno, de co
lor cremaj; micelio zérec gris (2dc) y plgmento soluble marrén.

El cultivo MA~Q36 exhibe un crecimientc abundante;
micelio séreo rojo (Sca~Tca) y pigmerto soluble rcjo.

El Streptcmyces lavendulse exhibe un crecimiento 1i

gero, arrugado, de color creme tirande a amerillento; ningin
micelio sérec y pigmento scluble negro.

Tube de_gelatina (Licuefaccibn).

Los cultivog MA-669, MA-8GI. y MA-936 exhiben un cre
cimiento de color crema; ningin micelio aéreo; pigmento solu-
ble marrén y lemta licuacidn del medlo gelatinosc.

Log cultivos MA-T751, MA-T7TLl y MA-819 exhiben un cre
cimientc de color crems a marrén oscuro; ningin micelio adreo;
pigmento geluble rarrén y lenta licuacidn del medio gelatino—
£0.

Los cultives MA-T88, MA-831, MA-833, MA~842, NA-BT2
y MA-926 exhibenr un crecimiento color cremaj micelio aéreo
gris; pigmertc soluble marrbédn y lenta licuacidn del medioc ge-

latineso.

E1l Streptomyces levendulae exhibe un crecimiento de

guperficie color crema tirando a merrfn; ningin micelio aéreo
c micelio aéreo blenco; Bigmernto soluble marrén y lente licua-
cién del medlc gelatinoso.

Cada uno de los microorgenismos, incluido el Strep-—

tomyces lavendulse, produce sulfuro de hidrégenoc.

Cusndo el cultivo se efectia en placas agar de almi
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dén, 8ste es hidrolizado por el Stréﬁtémygeé'lév@gﬁulaevjrcad

‘uno de los doce cultivos.
Fn ager nitrilo, los siguientes cultivog reducen los

nitretos a nitritos: MA~751, MA-T771, MA~831, WMA-842. Los res-

tantes culbtivos, MA-669, MA-T8Y, MA-819, MA--833, MA~-861,MA-CT2,
NA-G26, MA-936 y el Streptomyces lavendulse no producen ninguns
reduccibn apreciable de los nitratos a nitritos.
UTILIZAGION UE GARBOKO.

; A

ﬁ ﬂ @ ] 4 g 0

» i 4 & g 2 3
MA~-669 + - - - - i -
MA-TEL + 4 - - - -
MA-771 4 + g - - - -
MA-T788 + - + - - - -
MA-819 + - + - + - 4
MA-831 + - - - - - -
MA-833 + - - - - - - -
MA-833 + - - - - - -
MA9842' + - - - - - -
MA-86L + + 4 - - - -
14--872 + 3 + - - - -
MA-926 + - - - - - +
MA-936 + - - - - - -

Streptomyces Varie Varis :
Lavendulae ¥ ble — ble e - + -
ﬁa anterior descripeidn de los microorge-

nismos productores del Antibibtico 2354 es suficiente para cla
‘sificer & las once razas, Mi-669, MATS1, Mi-771, MA-788, MA-819,

MA-831, MA-842, MA-861, MA-872, MA-926 y MA-936.come miembros

de la especie Sirertomyces lavendulae y pare clasificar al

cultivo MA-833 ocomo una nueva especie de Streptomyces &

la que se asigna ¢l nombre de Streptomyces svidinii en con-
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gideracifn & la excepcional naturaleze del cultivo ¥ &l descun
brimicuto de gue produes ura substanciza gue fijs ls biotina,
la lgtreptosvidina. Ha de entenderse que la presente invern-
cibén no se limita & los organismos que resyonden & esta parti-
culer Gescripeidn. Ia presente invencibn se refiere también el

caso (e otras clases de Sireptomyces lavendulse v Streptornyces:

avidinil que sean mutentes de los orgamismos descritos, tales
conc lag mubantes obtenidus por seleceidn naturel, las produci
das par agentes mutdgenocs, por ejemplo, irradigeidn de Rayce X,
irredizeidn ultravioleta, mostazag nitrogensdas, y sug simile-~
res.

Los microorganismos antericrmernte Gesgeritos han sido
obtenidos de tierras de localldades dlspersas por todo el mun~
do. Bl cultivo Ma-833 fué aislado de uns tierra ercontrada en
Espafia. Log otros cultivos descritos tueron aislados de tierras
er:ontradas en KNebregca, Masssclusetts, Virginia Oieste, Ohio
y Utak, en log Estedcs Unidos, asi como en Europa y América del
SUT.

Un examen superfiecial de los doce cultivos, desarro-
llados en medios complejos, indica la grun variacibn existente
entre ellos. Las diferentes tierras, por corsiguiente, rrodu—
cen digtintss clases de cultivos, todos ellos pertenecientes
al gérero Streptomyces.

Lgaes claves empleadas pars Ya reduccidn de estas ce-

=1

ras & g

3 clagificacién como es]ecies son las descritas en el

"Bersey's Manual of Determinative Bacteriology", 72 edicitnj ¥

¢* 3 erticulo apsrecide en "Applied Microbiology 5", 52-T8

(1958) "A guide for the Classification of Utreptomycetes Accor

ding to Selected Groups", por Iridhon Hesseltine y Benedict.
Se efectuaron Getalladas comparaciones enbre los cul

tivog productores del entibidtico 235~-A ¥ las caructeristicas

yublicades en el Manuel de Bergey o en "The Actinomycetes",
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vol.2. Genera snd Specieg, S.A. Wekeman (1961) para los cultdl

C;D

vos referidos, como seleccionados de las claves.

Los doce cultivos, MA-669, Ma-751, MA-TT71l, MA-T788,
MA-819, MA-831, MA~833, MA-842, MA-861, MA-872, MA-926 ¥y
MA-936, producen todos abﬁndante pigmento soluble oscuro cusn
do se desarrollan er medios orgénicog tzles como pasta de to-
mate, agar o patata, y, ademas, producen sulfuro de hidrégenc.
Todos los cultivos, con excepcibén del MA-833, producen esporas
de color lavéndula en medios de culbtivo complejes. Cuando fue-

ron examinados por la clave del Streptomycetes publicada en

"Bergey's Menual of Determinative Bacteriology", 72 edicidnm,

los cultivos cumplian los reguisitos correspondientes al Strep-

tomyces lavendulae. Adende, al comperarlos con la descripceidn

detallada del Streptomyces lavendulse tales diferencias sungue

existentes son de cerdcter secundsrio y, por esta razbn, los
once sislsmientos son considerados como miembros de la especie

Streptomyces lavendulae.

Todos los cultivos producen espordforas terminedes
en cadenas de esporas que, al prineipiar el desarrollo del cul
tivo, son ondulantes ¥ que, a través de une plterior incuba-
cidn, progresen haciae un estado de enrollamiento para berminar
en un enrollamientoc apretado que, a menudo, les da la aparien—
cla de una pelota. Por tante, todos los cultivos, siguiersto
la clasificacidén de Pridhem, Hesseltine y Benedict, entran en
la Seceibén "Spira". De acuerdo con Pridham, Hesseltine y Bene-
dict, una clasificacién,secundaria, la"Series", se baga en el
color del micelio esporulado. Todos los cultivos, con excep-
cién del MA~833, son miembros de la Serie Roja; por el contre-
rio, el MA-833 se diferenciaz claramerte de los ofros y estd a-
grupado en la Serie Gris.

En los trabajos de Pridhem, Herseltine y Benedict,
hay cuatro especies validas formadoias de pigmentos agrupadas

en la Seccilr Srira-Series Rojas que son descritas con deta~



10

15

20C

30

-10~

20AC51  TEE

W W ==
lle en "The hctinomycetes", vol. 2. de S.A.Weksman. Los produc
tores del Antibidtico 2354 enteriorme:ie indicados (con excep—
cibn del NA~833) pueden ser Gifererciados de dos de estas esre
cies prevismente descrites sobre las bases sigulentes: el Sirep-
tomyeesn purpurascens produce micelio aéreo en agar Ozapek; pro

duce un Gesgsrrollo color nsrenje en patata, hidroliza escasemen

te el almidén y uc produce HoSy el Streptomyces roseoeifreus
produce un dessrrollo color rose~vicleta en ager,nitr=to, pro-
duce vn rigmento soluble amarillo en agar-esparrsgulna, carece
de pigmertc gcoluble en gelatina o patata y muestre une bidréli-
gig débil del almicdod.,

Log once cultivosg en consideracidén no se diferencian

de un modo significetivo de ler especies Streptomyces levendu-

lae o $treptomyces grisecvirifie, segin se describen en "The
Fa3io) £ L8y g

fetinorycetes”, vol.2. A cause de que la descripeidn original
del Streptomycez lavendulae se presentd en 1.916, mientras gue

la Qescripeibn del Streptomyces griseoviridis no fué publicadas

kozta 1956, se¢ considera que los unce cultivos que producen el
H L %

Antibiotico 2254 deberisn carscterizarse como Streptomyces. le—

ventulae. Esta conclusion, bassda en la clasificacibn de Pri-
dhar, Hesseltine y Beredict y en la descripeidn conternida en

"The Actinomycetee;" veol.2, concuerda con la alcanzads por la

clave contenida en el Bergey's Manual of Determinative Bscte-

riology, 7% eliciédn.
Los once aislamientos productores de Antibidticog

235A son distintas clases de la especie Streptomyces lavendu-

Lee. Liog carecteresn definitoriocs de la clase son presentados
en el Cuadre 1, y consisten en diferencias en tonalidedes de
color del micelko aéreo, diferencias en la consistencia del
creciniento, diferencias en color y extensidn del producto en
nediog quinicamente definidos, diferencias de color del produc

to en petata, y dife:zencias en capacidad para reCucir nltrato.
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El organismo final que gueda para su identificacién
es el Streptomyces MA-833. El cultivo MA-833 se distingue por
Ja formacibn de cadenas de esporas en espiral, por la produc-—
cién de un pigmento soluble merrdén y por la produccién de sul
furo de hidrégeno.

En un medioc complejo, por ejemplo, agar de pesta de
tomste, el cultivo crece lenlemente pero se diferencia viva-
mente de los otros productores del Antibidtico 235A producien
do esporas de un color definidamente gris, sin matices de ro-
Jjo o lavéndula. Las esporag Ge cclor grie gon producidas tem~
bién en medios quimicamente definidos.

Se efectud una tentativa para caracterizar el culti
vo por medio de la clawe de Egspecies del género Streptomyces
publicada en Bergey's Manuzl of Determinative Bacteriology, T#
edicién, tomando en consideracibn la formacidén de esporas de
color gris en medio complejo. No se kalld ninguﬁa especie co-
nocida a la que se pudiera asignar MA-833.

Ulteriores consideracicnes fueron dedicadas a las
nueve especies formedorss de plgmentos solubles de la Seccifn
Spire—Serie Gris, resefiades en la publicacién de Pridham, Heg
seltine y Benedict, que son descritas con detalle en "The Ac~
tinomycetes", vol.2. Fué posible diferenciar el MA-833 de log
nueve cultivos sobre la base de las giguientes caracteristicas:

el Streptomvces sureug se caracteriza por la carercie de mice-

llo aéreo en agar orgénico y por el crecimiento color naranja

clero en agar de dextrose esperraginai el Streptomyceg colli-

nug no produce pigmento soluble en patata y produce un pigmen
t0 goluble rojo carmes{ en agar de dextrosa-esparregulna; el

Streptomyces cianeus produce un crecimiento de color azul, en

una veriedad de medios y muestra una débil hidr6lisis de almi-

d6n; el Streptomyces filipiensis produce un pigmento soluble

de color smerillo tanto en ggar Czapek como en agar glicerol-—

esparraguina; el Streptomyces fimbrietug muestra un abundante
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desarrollo en sgar Czapek, un pigmentbhéoiuﬁie‘fojizo en gela~

ting y es patbgenc para lag planftas; el Strepbtomyces griseo-

chromogenes cerece de cadenas (e esporas en eegplrel §j produce
un crecimiento de color naranja en agar Czpek; el Streptomy-—

ces grisecruber, produce un Cesarrollo narenja rojizo en agar

zepek, vn crecimiento naremja rojizo y un pigmento soluble e~

rarillo en ager de almidbdn; el Streptomyces hawailensis nues~

tra sclamente una ligera licuefzcibn de gelatina y uns ligera

Lidr6lisis de almidbén; y el Streptomyces direchromogenes se ca

racterizs por un pigrento scluble en agar de dextrosa esparre-
guina y une lenta licuefacién de gelatina.

To se cconoce pinguns especie de microorganismo cuyos
CRY UL IES pripcipales concrerden slecuadamenie con Mi~833. En
vista e la caracteristice coloracidn de la espora en sgar de
pasta de tcemate, que claramente le diferencia de otros strepto
micetes productores del 235A, se ka decidido reconocer a ésta
nuevo tipo Aistintivo, sdjudicdndole la designacién de una nue
ve esgecie. Se le esigné el ncmbre de Strertomyces avidinii en
recurceimiento a lea naturaleza desconccida del cultivo y a ha~
terse reccrcocido por veg primera que un mlercorganismo puede
produeir una substencia fijadcra de la bilotina, esto es, lg
Estreptoavidine.

EL nvevo antibibético 2354 de la preserte invencibn
comyrende, por lo menos, dos subsitencias, de las cuales, una,
designada como substancia 2358, e¢ una svbstaneia de pese mo-
lecular relativamente pequefio. Ls oftra substancia es designede
como 2355 y tiene un resc molecular relativamente grende. EL
nevo antibiotico 2354 sge comporta en forms insblits en su ac—
tivided en el sentido de gue sus componentes individuales no
tilenen actlvidad entiblotica contra los microorganismos patdge
nog de que ge trata, excepto cuando se han ensayado en medios

egpecialmente preparsdcs, perc son activos contra microorganis
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mos patbdgenog cuando las mezclas deAlos flos componentes ge
rrueban contra microorgenismos patdgenos. Asi, el nuevo anti-
bidtico 2354 estd formado por un par sinérgioo de substancias
desgignadas como 2358 y 235L, o Esgtreptoavidina.

El Antibidtico 2355 actia como un material de peso
molecular relativemente bajc, que puede ser separado en, por
lo menos, tres componentes, designados cdmo 23581, 2358, ¥
23553, por métodos de pepel cromatografico.

Asi, usando los siguientes sistemas disolventes pa—
ra el deserrollo de los cromatogramas, los Rf de los tres com
pomentes individuales sor determinadcs mediante el empleo de
un. preparado de Antibidtico 2358 aislado del caldo de fermen—
tacibén por un procedimiento de cambio de iones. El sistema
digolvente I es elcohol n—butilico saturado con solucibn buf-
fer (pH 9,3) de fosfato de hidrbégenc disbdico 0.25M aoucsce
El sistems disolvente II es alcohol n-butilico saturade con u
ng solucidn de hidréxzido de amonio O.IN. En cada caso el pa-
pel es primeramente saturado con el buffer acuoso o la solu-
cibén de smoniaco acuoso antes de aplicar la muestra al papel.
EL tiempo de Cdessrrollo eg de 6 a 17 horas. Los resultados son

los sigulentes:
Slstema IT

Sigtema I 6 _hores.
2358, Rf = 0.14 RE = 0,15
2358, HF = D.28 Rf = 0,33
23584 Rf = 0.47 Rf = 0,51

Cade vno de los compomentes de bajo peso molecular
del Antibidtico 2358 se csracteriza por la propiedad de inhi-
bir la sintesis intracelular de biotina de los microorganis—
mos Gram~negativos.

El Antibiltico 2358, se ha obtenido en forma crista

lina mediante los métodos que més adelante se describiran.

Bl Antibidtico 23533 produce rescciones csrscteristicas de =z
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wings primarias y es soluble en agua, alcanoles inferiores,
tales como metanol, etanol, iscpropancl, n-butanol y en solu
ciones de acetona ascuocsae. EBEL Antibidtico 23583 puede ser
crigtalizade de soluciones zcuosas alcalinas por adicitn de
acetona. FL antibiOtico 2355, cristalino, asi preperado, tie
ne ur punto de fusién de sproximadsmente 2172 C.

Fl Antibiético 2358, es un comPuesto opbicamente
activo con una rotacibn de /a/D = 4+ 8,52 (C.2 en scido clor-
hidrico 0.1N) y [é]%B =+ 9.5 (C.2 en &ciéo clorhidrico 3.5N)

Las soluciones del antibiético 23583 no tienen mé~
ximos & reciagbles en el campo de lag sbsoreidn ultravioleta.

Ls abgercidn infrarroja de unas mtvesire de Antibib-
tico 2358, cristalinc, suspendido en aceite minexsl (NUJCL),
fué efectuada en un espectrofotbmetro infrarrojo Baird Asso-
ciates Modelo 12B, usando un prisma de¢ cloruro de sodio, apa
reciendo une serie de picos ceracteristicos., Los més signifi
cativos de log cuales estén en las siguientes longitudes de
onfa, expresedas en micrones: 3.04, 3-.7-4.8 y 6~6.6. F1L e~
pectro infrarrojo se reprocduce en la Figurs 1 de lcg adjun-
tog dibujos. Ha de khacerse notar que el espectro de absor-—
cidn infrerroja es una medida de la absorcidén de Antibidtico
2358, en forme cristaline, preparada por adicidén lenta de ace
tona & une scluclién amoniacel acuoga de Antibidtico 23533.
Auncuve solemenie ge ha obvenido una forme cristalina, hay mu
chag substancias que se presentan con modificaciones polimdy
ficas, en cuyo cago el espectro de gbsorcidn infrerroja pue-
de tencr diferencias pequelias entre las diversas formes crig
talinas. ,

ELl Antibiético 23583 contiere los elementog carhc=

ne, hidrégeno, nitrégenc y oxigeno. EL siguiente es un erdli

{2

is Ge lo composicidn elemental obternids en una muesira de

23581 crigtalino:

-~
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Carbono——- 63.1

Hidrbgeno 8,9
Nitrégeno 13.04
Ox{geno (por diferencis) =————————m 14.96
. E]l Antibiético 23553 es tna smina primaria que forma

seles @l reaccionsr con &cidos. Aei, al resccionar con &cidos
inorgénicos fuertes tales como 4cido clorhidrico, dcido sulfi-
rico, &cido bromhidrico y &cidc fosférico, forma las correspon
diertes saleg de amina. Igualmente, al reaccionar con écidos
orgénicos se forman las seles de antibioético 23583 y el &cido
orgénico correspondiente.

Lie naturaleza bésica del Antibidtico 23583 es tem—
bién una caracteristica distintiva de este nueve compuesto. A-
sL cuando uns muestra de Antibidtico 23583 se titula potencio-
métricamente con Aecido clorhidrico O.1N, se observan dos gru—
pos bésicos de fijacibn. La primers £3jzcibn se produce a un
PE de aproximadsmente 5.5. La segunde neutralizacibén ocurre &
un pH de sproximedamente &.5. Esta titulacién indica vn pE %
de sproximasdemente 7.5 y un pesc molecular de 373,

EL Antibibtico 23553 produce uns reaccibén negativa
bajo las condiciones de la pruebs del Bimret. En hidrélieis
a reflujo con acido clorhidrico 6N, el productc de la hidréli~
gis es un & ~aminodcide que tiene un Rf de 0.52 por cromatogra
fia en papel, usando un sietema de solventes consistente en
100 partes de bubanol, 12 partes de &cldo acétlico glaciel y
100 partes de sgua y el reactivo ninhidrina pare locallzar lg
penche del aminodeido en el cromatograma. Este eminodeido tie-
ne un punto de fusibn de 240-2412 ¢,

ELl Antibibtico 2358 or otre parte, da una prueba

o3 I
Ge Biwret positiva, indicando la prescncia de enleces amfdi-
cose. En hidrolisis a reflujo con écido clorhidrico 6N se ob-

tiene una mezcla de aminodcidos, unc de los cuales da un Rf de
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C.52 efectuande el ensayo de ;epel cromatbogr&fico eupleado pa
ra el producto de hidrolisis del Antibibtico 2358.

ﬁha determinacidén ocsmoméii-ica del peso molecular
del Antibiético 23583 sefiala un valor de 322 que, considerado
conjuntamente con log datos microaneliticos, indice una férmu
la molecular de acuerdo con la siguilente 017*28N303. En viste
de gue el peso molecular, determinado por el osmémetro, es u-
ne medids de una propiedad coligativa de la molécula, se le
congidera un medio de estimzeibén del peso melecular més segu—
ro que el del andlisis volumétrico, susceptible de error en
presencis de pegueflag cantidades de &eidos fuertes o impure—
z5S bésiceg.

Ie substancia antibiotica 235L, segunds del rar si-
nérgico de sentibilticos inclufdo en el Antibibtico 2354, ha
sido también preperada en forma cristalins por los métodos
gue & contimuecidén se describen. Las soluciones del antibilti
co 235L tienen un Unico méximo en la regidn de sbsorcidn ul-
traviolets a 282 milimicrones (Eﬁ% = 47). Bl orden de fusiln
del antibiotico es de 220~2308 C con descomposicién.

El Aptibidtico 2354 contiene los elementos carbono,
hidrégeno, nitrbégeno, azufre y cxigeno. Pl siguiente s un &~
nélisie de la composicién elemental obtenida en uns nuestra

de Antibidtico 2356 cristalino:

Carbono 51.1
Hidrogeno Ted
Nitrbgeno 10.4
Azufre 0.2
Ox{geno (por difere¢ncia) —————w- 24.9

El contenido en carbohidrstos de la molécula 235 I,
determinado por e¢l método del orcincl de H.E.Weiner y J.R.Mog

him (Arch, By6cher & Biophys. 92) 97 (1952), es nulo. Cuando

se emple6 la prueba modificede de Molisch (Pische Z., Mikroche-
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mie 7, 33 (19292?, se encontrd qﬁé Ta molécula 235L contenia
menos del 1.0% de hexosa. '

El peso molecular relativamente grande del Antibid-
tlco 235L queda indicado por el hecho de que no es dializeble
& trevés de una membrene de celofén. Une determiracién del pe
g0 molecular por.ultracentrifugacién indica un pesc molecular
de aproximadamente 60.C00.

E1l Antibiético 235L, al someterlo al procedimiento
de electroforesis de disco en un gel de poliscrdilemida 7.5%,
segin el procedimientc descrito por Reilgfeld et al. er. Ratu~
re 195, 281 (1962), se separa en bandas segin una forma carag
teristica. EL gel de poliacrilemida gl T7.5% es suspendido en
une columns con buffer de fosfatcs pH 8.7, aplicéndose en el
extremo de la columna 0.0l ml. de uns sclucidn de Estreptoavi
dirg. Se efectis lg electroforesis durante 1 hora a 5 millam-
perios y 100 voltios. E1l procedimiento es también llevado a
cabo con Avidina, uns proteines previamente conocids, de apro—
ximadamente el mismo peso molecular. Lise bandss descublertas
por el procedimiento de electroforesis son tefiidas con azul
de bromofenol, Las bandas resultentec de la electroforesis
del Antibidtico 235L (Estreptoavidina) muestren la presencis
de cantidades mayores de dos proteinas y cantidades menores .

de dog proteinas diferentes que ge mueven Intimamente unidas

hacia el &nodo. El resultsdo obtenido con la electroforesis

de Avidina muestrs seis bandas smpliamente separadas, de las
cuales solamente dog componentes menores estén en la regibdn
del Antibibtico 235L.

1l Antibibético 2351 parece ser un compuesto de . ti-
po -polipéptide o parecido a proteins, ya que de la hidrélisig
dcida a elevadas temperaturass resultan unos productos gue den
reaccién positive con la ninhidrina indicendo rupturas de en-

laces amldicos. El Antibidtico 23vL tiene s61lo una solubili-~
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dad limitade en agua, de menos de 1 miligramo por mililitro,
aproximadencrite, Sin embergo, la sclubilidad en sgue puede ser
incrermentada hasta 10 miligramcs por mililitro mediante la e~
dicibén de csntidsdes variables de cloruroc de sodio a la solu-
cibn.

El Antibibtico 2354 es activoe en Ja inhibicibn del
crecimiento de los gérmenes Gram—hegativos. Arrque los coempo-
nentes aigladogs del Antibibtico 2354, por ejemplo, los Anti-
bibéticos 2358 y 235%, cuendo son puestos & prueba 20los en sig
temes de emsayo corriente, resultan ineficaces pars la inhibi
clén del crecimiento de microorganismos patbgenos, la combing
cién de lcs dos, como Antibideice: 2354, actla sinérgicemente.
Asdl, el Antibidtico 2354, como una mezcla de partes iguales
de 2358 y 235L, es eficaz er la inkibicibn del crecimiento de
Selmonells typhose 2866, Salmonelle Schobtmuelleri MI, Esche-

richia coli W y Shigella scnnei 1832,

E1l Antibidtico 2354 es vna substancia relativamente
atéxica. Usardo ratones como animaleg de rrueba, dosis eleva-
das, de 500 mg/Kg del componente 2258 y 400 mg/Kg del compo~
nente 235L fueror toleradas cuando se inyectaron intreperito-

nealmente al ratén, sin gue se observasen manifestacicnes t6-

El nuevo erntibidtico 2354, resulta Util como agente
para irhibir el crecimientc de los orgeanismos patdgencs Gram—
negativog. Es también 6til para la obtencidén de cultivos pu—
ros de microorganismos en que un organismo suscertible ruede
ser separszdo de ctro resistente. Cuando el Antibibdtico 2354
es seperade en sug componentes individuwales, 2258 y 235L, los
componertes individuales pueden ser utilizados como auxiliares
en la hisquede de otrag substencias similares. Asf, el 2353
actiua ccmo un inhibidor del crecimierto de ricrocrganismos en

mediog gue no contienen biotina exldgena, pero es completamente
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inactivo, en sistemas que contengsn substancias biotino-acti-
vas, para la inhibicién del crecimiento de microorganismos.

De esta manera, el Antibibtico 23»5., puede ser utilizsdo en

3
gistemas de ensayo microbioldégico pera comprobar la presencia
de biotina o substancias biotino-sctivas.

Bl Antibibtico 235L, por el contrario, actds como
un sgente complejente de la biotina y, asi, permite al Anti-
bibtico 2355 actuar como un inhibidor del crecimientc de mi-
croorgenismmog patdgenos. EL Antibidtico 23bL, es por tanio
ung eficaz herremienta (e laboratoric que puefe ser utilizada
en la blsqueda de muestras descenccidas de microorgenismos en
cuanto & su capacidad para producir antibidticos gue actfan
primarismente por inkibicidn de sintesis de biotins en diver—
sos wmlcreorganismos patdgenos.

La actividad antibidtica del Antibibtico 2354 es de

termirada por el método de difusién en agar o el método de en

seyo de dilueién en tubo, usando un cultivo Escherichia coli

en creciriento en un medic natural. El~ensayo del 23YA es com
plicado por el hecho de esgtar compuesto por uns substuncia de
alto peso moleculer y lenta difusidén y por substancias de he-
jo pego molecular y ripide difusién. Como.resultado, los ensz
yos cordinarios de difusibn en egar miden solamente la canti-
dad del componente de difusién lenta, ya que la subsgtancla de
difugibn répida no es activa por si gcla en los ensayos ordi-
ne1dios. Una vez que log Gos tipos de substancies han sido gse-
parados, es posible preparar placas de ensayo con adiciodn a
las mismas de la suficiente centidad, 40 ¥/ml., del compuesto
de alto peso molecular, de maners que su difusifin no limite
la sctividad de los componentes pequefos. KL método de ditu~
sibn de agar se realiza de la giguiente menerat

Un matraz conteniendo 150 ml. de un medio de ensayo

compuesto por extracto de carne de vaca, 0,3%; peptona 0,5%;
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extracto de levadurs 0,2%; agar, l,é%ﬂytégua a volﬁmen; es eg
terilizada en sutoolave durante 20 minutos & 1202 C. y 1v 1li-
pree /vuigede cusdreda. Bl ager- 1iquido mentenido a 45-502 C
se inocula con % ml. de un cultivo en caldo nutritivo, incube

de Gurente la nocke = 37¢ U, de Egcherichis coli W que hs si-

do ajustado a una densidad celular de 60 en un colorimetro Iu
metren, usenGe un fiitre de 600 mp. 4 continuacién 5 ml. del
agar serbrado son depositados, por medic de una pipeta, en u-
na placa de plético estéril, de 90 mm., permitiéndose su soli
dificacibén. Desgugs ¢- la golidificacibn, la placa se conser—
ve refrigersde hesta su usc dentro de las siguientes 24 horas.
En la reszlizzcibn del ensayo, un disco de papel, de
12,7 mm., =2 mojado con le sclucidr antibidtica y, a contimug
cién, escurrido en papel secante y colocado en la superficie

de una placa de agar serpredo con Kecherichia coli w. Les pla

cag son incubades, a 252, durante 18-24 horas. La potencia
del artibibtico se determine embonces por medicién de la zona
de inhibieibn alrededor del disco en milimetros.

El engayo de dilueidn en tubo se resliza de la si-
guiente memera: Se hace une soluciln mediante la edicién de
32 gramos de un Caldo Base Rojo Fenol Difco y 30 gramos de
dexirosa o 1000 ml. de ague destilada. Se efiaden dog milili-
tros de la solucidn @ un Hubo de enseyo. Se preraran también
ctrog nueve tubcs de erseyo conteniendo, cade uno, dos milili
trog de la anterior sclucidn diluide con 2ml.de sgua. Se afia-
den dos mililitros de la solucién antibidtice el primer tubo
y se mezclan. Les mililitros de la solucibdn resultante son a
conbinusciln tramsferidce al segunde tubo y mezelados. Deog mi
lilitros ce este zegundéo tubo son transferidos al tercer tubo
y mezclados. Esta operacidn se repite con log diez tubos y del
Altimo sge extraen Cos mililitres de la solucidn resultante,

gue se desechan. A cade uno de los diex tubos se zfiade uns go-
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ta del Inoculum Lumetron 60, preparaco, segin quede descrlto,
con una pipeta seroldgica cde 5 ml. Los tubos son después inem
bados el bafio de Maris, a 37¢, durante 2 horss aproximadamen-
te hasta que el tubo de control {con mutrientes & mitad de
concentrecion y sin antibidético) ha cembiado su color xo0jo o=
riginal a un amarillo netoc. La gerie de diex tubos es entvon~
ces examinada y el tubo con la mas alta diluclén, que es boda
via de cclor rojo, se considera que contiene la concentracidn
inbibivoria minima (CIM) del antibidético.

La precencia de Antibidtico 235L puede ser Getermi-
nada por los métodos habltueles de difugibén agar usaendo Esche-
richia coll, siempre gque e incorpore al agar la suficiente
cantidad de Antibilético 23H¥. A causa del alto peso moleculer
¥y en consecuenclia, cambios pequefios de pendiente en la dilu~
cibn, este método carece de precisibn. Con sgar nutritivo or-
dinario, se ha averiguado que la presencia de 0,6 mg/ml. de
Antibiético 2355 produce resultados satisfactorios.

Le cantidad de antibibébtico 235L, puede ser detbermi-
nadsa con un poco méds de precisidén mediante el emplec Gel enss

yo usnal de dilucidn e tubo con Bgcherichia coli, afiadiendo

un exceso de Antibidtico 2355 (100Y) al medio de ensayo. E1 re
sultado es expresado como Y/ml. regueridas péra la concentra~
cibn inhibitoria minima'(CIM)-

Bl Antibibtico 2358 puede cer determinadc cuantitati

vemerte en plecas de difusién de agar usando Escherichia coli.

-

Si =6 emplea ggar nutriiivo, resulta suficiente con 90Y de An
tibidtico 235L por ml. de aéarﬂ Si se emplea un medio de ensa—~
yo sintético, no se necesita Antibiético 235L.

En egte Ultimo caso, es irhibide la actividad si se
incorpora biotina al agar. Hste método se use para confirmar
la produccién de sntibidticos del tipo 235 por cultivos obte—

nidos en el progrems de investigacién de antibiéticos.



10

15

20

e 2 D

Bl Antibidtico 2358 puede ger también determinado
por métodog de¢ @iluelibn er tubo en vresencia de un exceso de
Antinidtico 235L.

Fn el euseyo de dilucién en tubo la concentrecidn
inkibitoria mfnima de lcs componentes antibidticos eg U.5Y/ml.
rera el antibidtico 235L, 2b Y/ml. pera el Antibidtico 23562

yﬂY/m.mmelMﬁhﬁon'.

La producceidn del nvevo Antibidtico 2354 es llevada

g cabo por la fermeniscidn zerobis sumergida de diversas cla~

seg Ge Streptomyces lavendulae ¢ Streptomyces avidinii en me-

dics seuosos convenientes, Nedios geucses tales como los gue
resultan Gtiles pare la produccidn de otros antibidticcs cono
cidos son, en gereral, adecuados pars la produccidén del Anti-
piotico 225A. Tales medios coniienen fuenies de carbono y ni-
trogenc agimilebles por el micrcorgamisme y clertes sales in-
orgénicas egenciales pare el répido dessrrcllo de loe micycor
ganisnes. Ademds, el medio de fermentacibn contiene indicios
de metales, necegarios para el crecimiernto del microorganismo,
que egtdn hobitualmernte presentes en miltiples fuentes de car
bone y nitrdgeno del medio.

Generalmente, carbchidretos tales como amicares,
por ejers:lc, dextrosa, saceross, dexitrine y sus similares,
constituyen fuentes adecunadas de cerbono asimilable. La canti
ded exacta de la fuente de corbono dependeréd, en parte, de
les otros ingredientes del medio, pero frecuentemente se ha g
veriguaedo que uvna cantided de cavbohidrato de entre 1 y 6% por
pesgo, del medic es satisfactoris. Estas fuentes de carbéngpue~
den ser utilizedese individuglmente o combinando variss de ellas
en el medio.

Varias fuentes de nitroégeno, tales como hidrolizados
de caseina, aminodcldce, por ejemplo egperreguina, glicina, ap

ginina, digeridcs de herina de soja, harina de sgoja, solubleg
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de degtileris y sus similares son fécilmente aainilados por
log microorganismos productores del Antibiotico 235A y pueden
ser usados en medios de fermentecién para la produccién de eg
te entibiético. En genersel, estimamos Que fuentes organices
de nitrbégeno, particularmerte la harine de goja, son muy se~
tisfoctoriss pare ls produccibén del nuevo antibidtico. Las di
versas fuentes organicag e inorgiinicas de nitrdgeno pueden
ser usgadasg, bien solas, blen en combiracibn, en cantidades
que oscilan de 0,2 a 6% aproximadamente, por peso del medio a
CUOE0.

Los siguierntes sor ejemplos de medios adecuades per-

re el crecimiento de los cultivos de Streptomyces evidinii

MA~833 y Streptomyces lavenéulae que producen el Antibidtico
235A.

Medio n® 1

Extracto de levadura 1%
Dextrossa 1l %
Ager 2 %

disueltos en sgua.

Medio n® 2.

Peptonsa Bacto 0.5 %
Extracto de carne 0.3 %
Dextrosa 1%
Extracto de levatura 0.1 %

disueltos ex zgua. 81 pH de la solucidn es sjustado a 'f.0

Medio n® 3.

Dextrosa 1%
Esparraguine 0.1 %
K HPO, 0.01%
MgSO4.7H20 0005%
Extracto de levadura 0. 05%

Zn80, + TH 0 300 Y/L
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Ee504.7H20 250  Y/L
lingG, . 5,0 45  Y/L
CuCl, .20 27 Y/L
(NH, )60, .25 0 19 Y/L
Acido Bérico 55 Y/L
CaClz 1 mg/L
0B S0 .TH C

150, T - 250 Y/L

g
Gisuellos en agua. &l pH de la solucibén eg ajustado a T.0

Kedio n¢ 4

Dextresa 10.0C g.
Dl.~Esparraguing 1.0
K2HPO4 0.1
MgﬁO4-7H20 0.5
Eesu4.7ﬂ20 0.01
Exiractc de levadura 0.5
Agua destilada 1000 ml.

El pH de la sclucién es sjustado a ‘(.2

Medio n® 5
Harins de s0ja 30.0 g.
Solubles de degtileria 7.5
Cerelosa 20.0
NaCl 2.5
CaCo 10.1
Agua3destilada 1000 ml.

ELl pH de la sclucibn es ajustado a 7.0

Una vez terminade la fermenizcibn, se recupera el an
tibi6tico del caldo de fermentacioén poniendo er contacto el
calde Filtrado con une resine Ge cambio de cationes fuertemen—
te &cida. Un tiplco ejemplo de la regina de cambio de cationes
ugads ex la recuperacidn de Autilkidtico 235A es la DOWEX w0 X 2
que contiene un copolimerc de benzeno diivinil estirenc con gru

pos sulfonicos sustituidos en toda la matriz de la resina. En
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contacto el caldo de fermentaciém con la resins de cambio de
cationes, la poreidn meyor de Antibidtico 2355 (el componente
de menor peso molecular) es absorbida por la resina junto con
una cantidad menor de Antibidtico 235L. La porcidn mayor del
Antibibtico 2351 pese & través de la resina y es recuperada
del efluente por procedimientos gue a contvirunacién se degeri-
ben.

El efluente de la resina contiene Antibiético 235L
que eg recobradc en forma cruda por precipitacidén con sulfato
andnlco. El Antibi6tico crude 2351 es posteriormente purifica
do por nueva precipitacibébn de una solucidn acuosa, usando ace
tons o etanol como precipitante. El precipitado crudo puede ser
también elternstivemente purificado por didlisis de una solu-
cidn acuoss del material ecrudo, seguida de precipitacion del
Antibiodtico 235L, parciglmente purificado, del residuo de la
dlalisis, usendo acetona como agente precipitante. ElL Antiblo-
tico 2350 es tambiér aislado del residuwo de la didlisis por
cromatografia a través de una columna Sephadex G,25, a fin de
eliminar la sal residval, sometiéndolo mas tarde a nueva cro-
matogrefia y usando dietilamino-etil-celuloss como adscrbente.
El Antibibtico 2351 es recuperado del efiuente de la columna
de dietilaminc-etil~celulosa por evaporacidn parcisl y refri-
geracidén para cristalizar el materisl antibiodtico.

El Antibidético 2355 es recuperade del adsorbato de
resine de cambio de iones por elucién de la resina con amonig
co dilufdo. El eluzto de amonisco de la resina, que contiene
Antibibtico 2358 crudo, mezclado con une pequefls cantidad del
Antibiotico 235L, es purificede pogterdiormente de acuerdo con
un procedimiento de readsorcidn en resina de cembio de iones
DOWEX W »0 X. Bn la elucitn del Antibibtico 2358, readeorbido
de la recira con amoniaco diluido, se obtiene Antibidtico 2358

cristalino por concentracién de fracciones seleccionadas y
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crigtalizacibn de mezclas de agua/acetona’a ¥E alcalino. B

Alszerrativemente, el eluato DOWEX w 50 X, que contie
ne Antibidtico 2358, puede ser aun purificade por extraccién
con aleohol butilico y readsorcibn del extracto en resina DOWEX
w 5C X. Bl material cristalino se obtiene entonces de las frec~-
ciones seleccionades del eluato en concertracidn.

Ejemplo T
Se prepars un medio de fermentacién con la siguiente

composicibn, ajustande el pH a T.0:

Dexirosa 1%
Esperraguinag Q.15
KQEPO 4 0.01%

e o o,
Méu04.7H20 0 05/‘7
Extracto de levadura (C.05%

ZnS0 40 THL0 300 Y/L
Fes0 4.'7H20 250 Y/L
Mns0 4°B,0 45 Y/L
CuCI:En2H20 27 Y/L

s I’ R O

(NB4)6L0024 2H2 19 Y/L
Aeido bérico 55 Y/L
Ca012 1 mg/ T
10,80, + TH,0 250 Y/L

disuveltos en agua.

Aproximsdamente 1.000 galones de un medio acuocgo de
la citeda composicibn gon esterilizmsdos e ilnoculados con un i-
néculo vegetativo de cultive de Streptomyces avidinii MA 833.
El in6culo vegetativo es prepsrado de la slguilente manera: Un
nedio acunogo egtéril -cuya composicioén estd formade por 1% de
extructo de levadura y 1% de dextrosa en agua~ es lnoculado

con el contenide de un tubo lifilizado de ¥trertomyces zvidi-

nii MA €33 viable. Se preparan tubos de agar inelinzdo de egta

guspensidn de microorgenismos y, después ée un desarrollo du-
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rente 4~% dfas a 282 C., las esporas desarrolladas son recogl
das en una suspensiGn de medio acuoso egtéril congistente en
C.1% de extracto de levadurw, 1% de dextrosz, 0.5% de peptona
Bacto y 0.3% de exiracto de carne. La suspensidn de esporas a
si preparsds se afiade entonces a un matraz Erlemmeyer con rcm
plentes de dos litros, que contiene 500 ml. del medio acuoso
estéril n? 2. El medio inoculado es entborces incubado a 282

en un agitedor rotatorio durante 24 horas sproximadsmente en
el curso ds las cuales ga forma un denso crecimiento vegetbati-
vo del cultivo.

EL cultive vegetativo, preperado en la forma indica-
day esg entonces afedido a un fermentador que contiene aproxima
damente de 30 a AC galones de un medic estéril con la composi~
cién descrita como Medio n2 2. El medio inoculadc es a conti-
nugcidn incubado a 252 C durente 48 horas aproximadamente, en
el curso de las cuales el medio es vigorosamenie sgitado y al~
reado para formar un denso crecimiento vegetativo del culitivo.

Aproximedamente un 3.4% del cultivo vegetativo prepa
rado en la formz indicads es afiadido a 120 gglones de un medio
egtéril con la compogicibn degcrita en el Medio n® 2 y el medio
inoculado incubado a 282 C, durante unas 26 horas, en el curso
de lag cuales el medio es agitade y vigorossmente alreado.

E1l contenido antibidtico del calde de fermenbtacibn,
es seguido por el método de emsayo de difusidén en agar ¢ de en
sayo de éilucién en tubo, emplesndo el organismo Bgcherichia
coli, segin se Le depcrito. Cuando la-setivided antibidtics al
canza un méximo de 24, a las 60 horas aproximedamerte, la fer—
mertacibn ha terminado y el cglde de fermentacifn es recogido
del fermentudors

Aproximadamente 120 galones del caldo de fermentaciém
prepersdo segln se Ly descrilo es filtrade y las células descar

tadas. E1l filtrado conteniendo la actividad entibibtica es sjug



o

10

20

—26—

tedo a yE 5 y filtrado a través de una coiumna gue contenga &
litros de DOWEX W 50 Xuns resina de cambio de cationes fuerte~
mente 4cida con unae matriz de benzeno divinil estiremo cuya cga
pacidad de caxbio se deriva de la precencia de grupos de 4cido
sulfénice conteridos en la matriz de la resina) en ciclo sédi-
co 2 una velocided de flujo de gproximadamente 800 mle.por mi-
nuto. A continuscidn de la adsoreibn de la sctividad antibidétl
ca en la resine, ésta es laveda con agus y elulda ugando hidrd
xido ambénico O.5N, a uns velocidad de selucién de 250 mls. por
minvto. Ie principeal cantidad de la mctividad entibibtics es
recogide en aproximademente cuetro fraccioree de doe litros de
elusto que contiene una centidad mayor de Antibidbtico 2355 y u
ra centidad menor de Antibidtico 235L.

Las segurnda y tercera fracciornes son combinadas y el
pH ajustado a 7.5, a continuacién de lo cual scn evaporades e
un volunmen de aproximadsmente 44C.nwlg. Aproximadamente 90 mls.
de este eluato concertrado de DOWEX W 50 X es dializedo en u~
ne bolse de celofén, usardo tres volumenes de un Litro de agua
como liquido de didlisis. Los dializados son entonces reunidos
y evazorados & eproxirademente $0 mls. Ni el dializado concen—
trado ni el residuc de didlisis tienen mectividad antibidticae
elgune cuandce fueror eiperimentados contra el mgcherichia coli
en =L enssyo de dilucidn en tubo, pero en une nueva combina~
cién del residuc y del dializadc, la combiracidén resultaente tie
ne una actividad entibidtica en el mismo ensayo de dilucibén en
tubo oel Egcherichia coli.

Ejemplo 2

Sesents mls.de un eluato concentrado de DOWEX W 50 X,
preparado segin sge decscribe en el Ejemplo 1, es orameslograiiado
en vne columns ée 1 litrc de Sephadex 25, empleando agua degti-
lada como disolvente de dessrrollo pars el crometogrema. Losg

360 nis. iniciales de volumen del afluente son descartados, &
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continuacibn de lo cual se recogen 27 fracciones de 25 mls.cada
una. No existe actividad antibiética en ninguna de las fraccio-
nes recogidas cuando se experimentaron por el ensayo de placasg

de agar con Escherichia coli.

Se preparan dog concentrados de sluato por combinea—
clén de lag fracciones 1-9, inclusglve, y fracciones 17-20, in=
clugive. Las frecciones 1-9, irclugive, son concentradas a 20
mls. y contienen solucibn concentrada de Antibidéticos 235L que
es recuperada per liofilizacién. Las fraccilones 17-20, inclugi~
ve, son evaporadss a 10 mls. y el Antibibtico 2355,parcialmente
purificedo, es recuperado en forma s6lide por liofilizacidn del
concentrado.

El mencionado experimento de cromatografia es repeti-

o usendo 60 mis. del mismo eluzto concentrado de DOWEX W 50 X

_como material de partida. Las fracciones 8 y 9 del eluato de

la columnes cromatogrédfice son reunidas y concentradas. Después
de permanecer en reposo, el Antibibético 235L cristaliza de la
solucién y es recobrado por filtracildn.

Ejemplo 3.

Mil veinte galones de caldo de fermentacibn L£iltrado
preparado de scuerdo con la descripeidn del Ejemplo 1, es ad-
sorbido por paso a través de resina DOWEX W 5C X 2 y el adsorha
t0 de reginz eluido con una solucidén de hidrdéxido de amonio O.5N
Una froeeibn de 2,6 litros del eluato (1/16 del volumen total)
es gjustada & pH Y usando una solucidn de hidréxide sédico a-
cucso y extraida con tres porciones de 6 litros de alcohol n~bu
$4lico. EL extracto de alcoholn~butilico es diluido con agua y
evaporado 1ln vacuo 2 un volumen de 2.800 mls. Un Jitro del con~
centrado de alcohol n-butilico es después evaporsdo a2 un volu~—
men de 40 mls. y cromatografiado por une columnae de cromatogre—
fla Sphadex 25 (dextronoc) de dog litros. Los efluentes de la co

lumna, con un contenido elevadc en sbélidos totales, son ajuste~
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dog a pE 3.8 7 adsorbidos en 50 mlé. de resina LDOWEX w 0 X 2
& la velccidad de 1 ml. por minuto. El adscrbgto de resina re—
suitante es elufdo con uvna solucién de¢ hidrdxido de smonio
0.2F reccgiéndose frecciones de eluato amoniscel con un volu-
rez cefa vha de 25 ml. Las fracciones nims.ll y 12, que coﬁr
prerxder 50 mls. son evaporzdas & aprozimadamente la mitad del
volunen y dilufdas con 96 mls. de acetons parse induclr & la
eristalizecidn. Log cristales ssi obtenidos som Antibibtico
23533 ern Torma précticamente pura.

Lzg fraccionee nime.6~1C, inclusive, de eluzto de re
sine, son reunilas y concentradas & sproximademente 20 mlg., g
fiadiéndoge 120 nls.de acetona pare indueir & la cristelizacion.
Tiog 1.2 grenos de cristales resultantes se ha visto que consig
ten er une rezcla de Antibidtico 235Sj y Artibiodtico 23582 en
une proporeidn aproximads Ge 9:1.

Fjemplo 4.

Aproximadamente 1.000 galones Ge caldo de fernenta-
ci6n filtrado, prepsrado de acuerdo con el procedimiento des-
crite en el Ejemplo 1, son pasadog a través de unosg €0 litres
de resine DOWEX W 50 X 2. Bl efluente de la adsorcibén de la cQ
lumne 8e resina es iruiado con sulfato de asmonio en la propor-
¢ibn de 50C g. de sgulfato de amonio por litro de efluente y el
precipitado resultante separudo por filtracién. El precipitado
ec disvelto en aproximadsmente ¢ galones de agua y dializado
con bolsas de celcfén Gurante unas 24 horas. FL residuo de la
diélisies es diluido con 1,5 vollmenes de acetona para precipi-—
tar wn material crudo gue comprende Antibidtico 235L. Bl preci
pitedo ciudo eg disuelto en ague, precipitudo nuevemente con
aleohol etilico y secado. Aproximademente 50 gramos del sélido
asi prepsrado son suspendidos en agua y centrifugados y la spo-
lucidén surernadente es crometografiade a través de 5.5 litros

de Sephadex 25, usurdo agud destilada como disolvente pars sl
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tibidtico 235L précticamente puro es recogida y desecads por

congelacibén. Un gremc de los s6lidos asi preparados es disuel-
to en 25 mls. de dietilaminocetil-celulosz. Bl efiuente combing
do eg concentrado a aproximademente 5 mls. y enfriado, obte-
niéndose zsf cristeles substancizlmente puros de Antibidticos
2350, con un punto de fusitn de 225-2292 C.

NOT4A '

-

Degcerito suficilentemente el objeto de la presente pa—

tente de invencidén, que se acoge a los beneficios de la priori-
dad de la Patente de Invencidbdn norteamericans n? 313.477, depo-
gitada en la Oficine nortesmericans de patentes el dis 3 de co-
tubre de 1.963, se declara que lo que congtituye su esenciu eg
lo gue se concreta en las giguientes reivindicsciones:

g ,~Procedimiento de fermentacidn de ruevos entibidti
cos, que comprende el cultivo de un microorganismo productor de
Antibibtico 2354, del género Streptomyces, en un medio nutrien—
te mcuoso, hasta que se produce una activided antibidtice subs~
taneciel que pase & dicho medio nutriente.

28,~Procedimierto de fermeriscién de nmevos antibidti
cos, que comprende el cultivo de un microorganismo productor de

Antibiétice 2354, seleccionado entre los del grupo consistente

de Streptomyces levendulae y Streptomyces evidinii, en un medio

nutriente acuoso, hagta que se produce une sctividad antibidti-

ca substencilel que pass & Gicho medio nutriente.
38.~Procedimiento de fermentaseidén de nueves antibidti

cos, segin la reivindlcacién 28, en el que el microorganismo u—

sado es Streptomyces svidinii MA-833.

48,~pProcedimiento de fermentacién de nuevog antibidti
cog, segin le reivindicacibén 22. em el que el microorganismo u-

sado eg Streptomyces lavendulae Mi~569.

58.,~Procedimiento de fermentacién de nuevos antibidéti
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cos, que comprende el cultivo de un microorganismo productor de
Antibibtico 2354, seleccionado entre los del grupo corgistente

de Streptomyces lavendulae y Streptomyces avidinii, er un medio

nutriente zowoso, hasta que se produce uvne activided antibidsi
ca substancialque pase a dicho medio nutriente y la recupera—
cibn de Antibibdbice 235A de dicho medio nutriente acuoso.

68.~Procedimiento de fermentacién de nuevos antibib-
ticos, que comprende sl ccntacto de una solucidn acuosa de An-
tibibtico 2354 con las particulas de una resina de canmbio de
cationes frertemente dcida pars formsr un adsorxbato de'resina
¢e Antibiotico 2354, la elucibén de dichoe alisorbato de resina
antibiética con aemonisco y la recuperscibn de Antibidtice 235A
del eluato reswdtante.

T4.-Prccedimiento de fermentacidén e nuevos sntibid-
ticos, que comprende el contacto de una sclucién acuocsa de An~
tibiético 2354 con particulas de une resina de cambic de cetio
nes fuertemente dcide rersa Iormar un adscrbato de resina de An
tikibtico 2354, la elucibén de dicho gbscrbato de resina enti-
bidtics con hidrdxido de amonic, someterel eluato resultante g
crometografia con dextranc, la elucibn del cromatograme Ce dex
treno con ggua y la recuperacidn de Antibidtico 2358 y Antibid
tico 23554 de lag fracclones del eluveto seleccionadag por sepa~
rado.

88,~Procedirmiento de fermentecitn de nuevos entibid-
ticos, que comprende el contactic Ce una solucidn acuosa que
cortenga unry mezelu de Antibibticos 2355 y Antibibtico 235L
con rarticules de una resins de cambio de cationes fuertemente
goide pars formar un sdgorbzto de resins de Antibibtico 2358,
Jo elucidn de dicho adsorbatc de resina entibidética con hidrd-
xide de amonio, la didlisis del eluato resultante y la recupe-~
racién de Antibiéticos 2358 del dializado resultante.

g2, ,~Procedimiento de fermentacibn de rnuevos sntibid-
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ticos, que eomprende el COn%actczae ung soiﬁoién acuggéﬁaé‘gg
tibibético 2354 c¢on particulas de una resina de cambio de ca~
tiones fuertemente 4dcida para farmar uvn adsorbato de resins
de Antibiético 2354, la elucibn de dicho adsorbato de resina
antibibtica cdn hidrfxide de amonio, el contacto del elunato g
moniacal resultante con pariiculas de una regina de cambio Ge
cationes fuertemente 4dcide para formar un adsorbato de resina
antibibdtice, la elucibn del absgorbato de resina snitibibtica
con hidréxido de smonio dilufdo y la recuperacibn de antibib-
tico 2358 de fracciones selecclonadas del eluato de la resina.

102.-Procedimientc de fermentacién de nuevos antibil
ticos, que comprende el contacto de una golucibn acuoss de An—
tibidtico 2358 con particulas de une resina de cambio de catio
nes fuertemente &cide pare formar un adsorbato de resina de An
tibibético 2358, la elucibén de dicho adsorbato de resins anti~
bibtice con hidréxide de amonio, la extraccidén del eluato re—
sultante con alcoho n-butilico y la recuperscibn de Antibidti
co 2358 del extracto de slcoho n-butilico resultante.

118.-Procedimiento de fermentacién de nuevos antibid
ticos, gue comprende el convacto de una solucibn acuosa que
conbenga una mezcla de Antibidtico 235L y Antibidtice 2358 con
particulas de una resina de cambio de cationes fuertemerte &ci
da para formar un adsorbato de resina antibibética, la elucién
de dicho adsorbuto de.resind con amoniaco, la Gidlisis del elu
ato resultante, con la cual se eliminan, de la solucidn de did

lisig, les impureres de bajo peso molecular, permaneciendo el

“Antibiético 235L en el resfduo de didlisis y la recuperscidn

del Antibidtico 235L del resfduc de didlisis.
128.~Procedimiento de fermentacilén de nueves entibid

ticos, gque comprende el contacto de una solucidn acwoss gue

contiene uns mezcle de Antibibtico 235L y Antibidtico 2358 con

particulas de una resina de cambio de cationes fuertemente dci
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da, la separscidn de la resing de canbio de cationes de la go-
lucibn acuosa efluente y la recuperacitén del Antibidtico 235L
de la sclucién efluente.

L38.-Procedimiento de fermentacitn de rnuevos antibig
ticos, segin la reivindicacibn 1228, en el que la solucibén e~
fluerte es puesta en contacto con sulfato de amonio pare preci
pitar el Antibibtico 235 en forme s6lide crude, recuperando
el Antibibtico 235L sélido crudo de la solucibn.

148.-Procedimiento de fermentacibdn de nuevos antibid
ticos, que comprende el centacto de ura solucidn acuosa que
cortenge una mezcla de Antibidtico 2358 y Antibidtico 235L con
particulas de uns resira de cembio de cstiones fuertemente doi
de pars formar un adecrbato de resins antibidtica, la separa—
cibn de dicho adsorbato de resina de la sclucidn efluente, el
contacto de dGicha sclucioén efluente acuoss con sulfato de amo~
nio para rrecipitar el Antibibético 235L crudo, la disolucibén
en ggua de dicho Antibibético 235L precipitado, la didlisisg de
la soclucién acuose resulbante para eliminar las impurezas de
bajo pesc mwolecular, el contacto del residuo de diflisis resul
tante por zdicién de acetona, precipitandc asi el Antibibtico
2355 s6lidc, la formacibén de una solucién acuosa de dicko anti
bidtico sb6lido, scometer dicha solucibén acuosa a cromatografia
en columna de éexXxbraro y la recuperacidén de Antibidtico 235L
cristaline de ffacciones seleccionadas del eluato.

15&.~Procedimierto de fermentacién de nuevos antibid
ticos.

Todo segliin se describe y reivindica en la presente
Memoria descriptiva que consta de treinta y cinco hojas, debl
darente foliadas y escritas a miquina por una scla de sus ce-
ras.

Madrid, e tres de octubre de mil novecien
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