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PATENTE DE INVENCION
por VEINTE afios

en Espafia, a favor de la firma ZAIDAN HOJIN BLSEIBUT
SU KAGAKU KENKYUKAI, de nacionalidad japonesa, resi-—
dente en 403 Kasiosaki-Nakamaru, Shinagawa-Ku TOKYC,
(Japdn), cuya Patente tiene por objeto:
"PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE UNA SUSTANCIA AN
TIBIOTICA PARA LAS PLANTASY,
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MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se refiere a una nueva sus——
tancia dtil llamada kasugamycin, y a su produccidn.
Més concretamente, se refiere a los procedimientos -
de su produccidén por fermentacidn y a los métodos -
para su recuperacidén y purificacién, Este invento «~

comprende éste agente antimicrobiano y sus sales de
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adicidén 4cidas en soluciones diluidas, como concen-
trados crudos, como sélidos crudos, como sélidos pu~
rificados y en formas cristalinas puras. Esta subs-—-
tancia es eficaz para inhibir el crecimiento de las
Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Brucella, y algu-
nas Klebsiella., Esta subsancia no es téxica y exhi-
be un efecto terapéutico sobre las infecciones de -

Pseudomonas y otros organismos sensibles en ratones.
Egta substancia es Util para curar las infecciones -
de Pseudomonas y otros organismos sensibles en los -
seres humanos y en los animsles. Ademds, esta subg--

tancia es eficaz para inhibir el crecimiento de la —

Piricularia oryzae gue produce una: enfermedad mor--

tal en la planta del arroz. Esta subsbancia no es ﬁé
xica para las plantas y exhibe un efecto preventivo

de las infecciones de Piricularia oryzae en las -

plantas de arroz. Esta substancia és dtil para la -

prevencién de la enfermedad de la planta de arroz:
Se aporta ahora, segin el presente invento

una substancia antibiftica eficaz para inhibir Pseu-

domonaceae, Salmonella, Shigella, Brucella y algunas

Klebsiella, y Blastmyces, siendo soluble: en agua, -

substancialmente insoluble en metanol, etanol, ace--

tona, etil acetato, éter, cloroformo y benceno, no -

exhibiendo absorcidén de luz wltravioleta desde 200 -
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mp a 400 mp, dando reaceidn positiva al reactivo -

nihidrina en piridina, dando reaccidén negativa a

las reacciones Sakaguchi, Molisch, BElson-Morgan,

Fehling, Tollens, y cloruro férrico, dando hidro

cloruro cristalino que exhibe bandas de absorcién
caracteristicas en la regién infrarroja del espectro
cuando.se granula con bromuro de potasio en los sim-

guientes nimeros de onda om"lz 3520, 3350, 3200, ~--

3070, 2950, 2050, 1695, 1670, 1625, 1522, 1462, 1379
1323, 1286, 1224, 1180, 1135, 1120, 1090, 1080, 1060

1042, 1025, 975,,945, 908, 890, 870, 846, 825, 783, -
709, que exhibe dextrorotacidn de &) 29D + 1208 —mm
(¢ 1,6 HZO)’ que tiene la férmula empfrica:
015H27010N5. HC1. H20, gue funde a 202~ 2042 C. bajo
descomposicidn, la volumetrizacién de la cual muestra
PK'a 7,1 y el valor equivalente de unos 453%; siendo -
otras propiedades de dicha kasugamycina que forms -
sal cristalina con el 4cido hidrobrdémico, 4ecido sul-
furico, ete., que la hidrolisis 4cida de kasugamici-
nada (+)-inositol, la metanolisis de la parte regi-
dual en la forma metilada, y la hidrolisis con bari-
ta de Cq,Hy0,NoeHy0 que se hidroliza después a --
012H2607N2 y 4cido oxdlico.

Gon referencia a los dibujos:
La figura 12,- Es una curva del espectro -

de absorcidn infrarrojo del hidrocloruro de kasuga--—



micinghomado con bromuro de potasio,.
La figura 22.- Es la curva del espectro -

de resonancia magnética nuclear tomado en D0, uti-

2
lizando la sal sdédica del deido 3 (trimetilsilil)--
propanosulfénico como standard.

Se aportamemds conforme al presente inveg
t0 un procedimiento para la produccidn del antibid—-—

tico kasugamicina en una solucién de carbohidrato -

acuosa conteniendo un material nitrogenoso bajo con-

0.~ gicién aerobia hasta que se acumula una cantidad im-

portante de kasugamicina en dicha solucidn.

La kasugamicina es un antibiético nuevo -
descubierto por los presentes inventores. Bl organis-
mo productor del antibidético del presente invento -

15.- fué hallado primero por los inventores presentes y -
fué aislado de una nuestra de sueio recogida en el

santuario de Kasuga, Nara, Japén, ¥y es una nueva -

especie, denominada Streptomyces kasugaensis, del -

género Streptomyces. En la American Type Culture --

20.=  Gollectién, Washington, D.C. se ha depositado un —-
cultivo del organismo vivo aislado del suelo con la
designacidn de laboratorio M338-il, afiadiéndose a ~
la coleccidn permanente de microorganismos como ~-
A.T.C.C. Nims. 15714 y 15715,

25 .~ El Streptomyces kasugaensis tiene las si

gulentes caracteristicas:
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1) Observacidn microscépica: Substrata la
rame de micelio finamente y producé -un micelio aé--
reo largo cuyas puntas aparecen parcialmente como -
lazo o espiral con formacidn de cadenas de esporas.

No se observd verticilo. En el microscopio electré-
nico, la superficie de las esporas es lisa sih eg~-
tructura espinosa o capilar.

2) En p-laca de 4dgar Czapek de glicerol -

(4gar glicerol nitrato) incubada a 272 C: Crecimien-
to coloreado de crema a gris olivo o marrén amari-—-
llento. Escaso micelio aéreo hlanco. Pigmento oliva
pélido o marrén amarillenfo pdlido en el medio.

3) Bn placa de 4gar de asparagina glucosa
Krainsky, incubada a 272 C: Crecimiento con color -
crema a marrén claro o con tinte marrén rojizo. Mi-
celio aéreo blanco a oliva claro u oliva gris. Pig--
mento amarillento obscuro o marrdén amarillento obs--
curo en el medio.

4) En placa de dgar de malato de calcio, -
incubada a 272 ¢: Crecimiento con color amarillo --

marf{l, Micelio aéreo coloreado de blanco a arenoso, .
Sin pigmento soluble. E1 malato de calcio alrededor
del crecimiento es disuelto generalmente y se hace -

transparente, pero en caso de crecimiento pobre, no

se observa esta caracteristica.
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5) En placa de 4gar de almidén, incubada

a 272 C: Crecimiento coloreado de amarillo marfil,
Micelio aéreo blanco. Sin pigmento soluble. La ac-
tividad hidrolitica es d€bil o ninguna.

6) En solucidn de peptona conteniendo el

0,2

-0

5 de NaNO3, incubada a 372 ¢: Crecinmiento sin -
color en la superficie. Sin micelio aéreo. Sin pig-

mento soluble. El nitrato es reducido.

7) En sesgo de 4ger nutriente, incubada a
378 C: Crecimiento con color crema a marrén amari--
1lo pédlido o con color marrén rojizo. Bl micelio -

aéreo se produce escasamente. Sin pigmento soluble.

8) En leche desnatada, ‘372 C: Crecimiento
incoloro sin micelio aéreo. Generalmente no se ob=-—
serva coagulacidén y peptonizacién, pero ocasional--
mente se observé coagulacibén débil y peptonizacién.
Sin pigmento soluble. '

9) Cultivo de gelatina traspasada, incu--
bada a 18 - 202 C: Crecimiento incoloro, ocasional-
mente coloreado en marrdén rojizo. Pigmento marrén -
pédlido soluble. Ocasionalmente se observd licuefac~
cibén de la gelatina.

10) Utilizacidén de fuentes de carbono -

para crecimiento en medio basal de Pridham-Gott—-
lieb, incubada a 272 C: se utilizaron glucosa, ==

fructosa, galactosa, manosa, inositol, maltosa y
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rafinosa, dando abundante crecimiento. Ramnosa, sor-
bitol salicina, dulcitol, sucrosa e inulina se uti-
lizan pobremente. Arabinosa, lactosa, dextrina y -
almidén se utilizan escasamente,

11) Produccidn del antibidtico kasugamici-
na. Lag caracteristicas de la cepa N® M3%38-l1 pue--
den ser resumidas como sigue: Pertenece al género -

Streptomyces teniendo un micelio aéreo largo, los -

extremos del cual son en forma de lazo o espiral. La
superficie de las esporas es lisa. La actividad pro-
teolf{tica es débil. BL micelio adreo es de blanco ~
a gris oliva y el crecimiento es de color crema a -

narrén amarillento pdlido o marrén rojizo. No es de
tipo cromogénico. Produce la kasugamicina.
En comparacién con las especies de strep-

tomyces, el Streptomyces galbus y el Streptomyces -

fulvissimus se encuentran relacionados con la cepa
Ne M338~Ml. Sin embargo, el §. galbus es velloso de
estructura en la superficie de las esporas y el --
S. fulviggimus produce un pigmento soluble amarillo
dorado y exhibe fuerte accidbn proteolitica. La cepa
M338-M1l al ser aislada del suelo produjo también -
otros antibidéticos aureotricina y tiolucion. Por lo
tanto, la cepa N338-M1 debe compararse con el Strep-

tomyces thioluteus, Streptomyces celluloflavus y -~

Streptomyces cyanoflavug. E1 Streptomyces thiolu—-

teus forma verticilo., E1l §. celluloflavus produce -
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un pigmento verde amarillento y exhibe una fuerte -
accidén proteolitica. E1 §. cyanoflavus no forma ~-
espiral, produce pigmento azul verdoso y exhibe --
fuerte accidn proteolitica. En estos puntos, la ce-
pa M338-M1 puede ser distinguida de aquellas egpe——
cies. Adenmds, la cepa M338-ll es diferente de aque~-
llas especies con respecto a sus actividades contre
varios antibidticos.

Las antedichas caracteristicas son sufi--
cientes para distinguir el microorganismo de las —-—
especies de streptomyces descritas hasta ahora ¥ pa-
ra demostrar que la cepa M338-Ml pertenece a una es—

pecie nueva. La variacién y la mutacién del organig~
mo arriba descrito es naturalmente‘esperada ya que -
se trata de una propiedad comin del actinomjceg. BL

Streptomyces kasugaensis incluye la cepa tipica an—-

tes descrita, y ftodas las variantes ¥ mutantes na--
turales y artificiales de la misma. Bs decir, puede

definirse que el Streptomyces kasugaensis en el ac—-

tual invento comprende todas las cepas pro@uetoras -
de kasugamicina excepto las que producen kasuganici-
na y que pueden ser absolutamente diferenciadas de -
las misma. Por ejemplo, un streptomycetes preductor -
de aureotricina, tiolutina y kasugamicina debe estar

comprendida en el Streptomyces kasugaensis de este —

invento, a menos que se distinga absolutamente de 1a

cepa N® M338~M1 y de sus variantes ¥ mutantes espera-
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bles.

Los mutantes de la cepa N2 M338-l1l con =-
intensidad incrementads de color amarillento han -
gido obtenidos después de la sdeccidén de monospora
de la cepa M33%38-M1 y los mutantes con color plurpura
rojizo o color rojizo han sido obtenidos cuando es-
taba separada cada colonia individual después de la
irradiacién ultravioleta. Los mutantes gque no pro-
ducen aureotricina y tiolutina, pero producen kasu-

gamieing se han obtenido de la cepa M338-M1 que ori-
ginalmente produjo aureotricina y tiolutina.
En un ejemplo utilizando un medio basal -

consistente en harina de soja al 1,5%, K2HP04 al -
0,1%, Mgs0, . TH,O al 0,0% y NaCl al 0,3%, se obser-
v6 la siguiente produccién de kasugamicina con los
siguientes cultivos obtenidos desde M338-Al: el mu~-
tante N2 M1 semejando al original: 504 /ec.c. en un
medio con glucosa al 1,0% en el sexto dfa (pH 8,0);
390Y/c.c. con glucosa al 1,06 y CaC0s al 0,35% en el
sexto dfa (pH 8,0); 468Y/c.c. con maltosa al 1,5% ~
en el quinto dfa (pH 7,2); 666Y/ c.c. con maltosa -
al 1,5% y a0z al 0,35% en el quinto dfa (pH 7,4).
E1l mutante N¢ M2 semejante a la cepa ori-
ginal: 126Y /c.c. de kanamicina producida en un me-
dio con glucosa al 1,0% en el quinto dfa (pH T7,4); -
504Y /c.c. con glucosa al 1,5% y CaC 05 al 0,35% en

el sexto dfa (pH 8,0); 702Y/ c.c. con maltosa al
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1,5% en el cuarto dfa (pH 6,6); 576Y/c.c. con mal——
tosa al 1,5% y CaC0z al 0,35% en el quinto dfa -—-
(pH 7,4).

Un nutante amarillento N2 5 obtenido des-
puds de una seleccidn de espora unica: 414¥/c.c. en
un medio afiadido con glucosa al 1,5% en el sexto —-
dfa (pH 8,2); 396Y/c.c. con glucosa al 1L,5% 5 ==
CaCO3 al 0,35% en el cuarto dfa (pH 6,6); 900 /ec.c.

con maltosa al 1,5% en el cuarto dfa (pH 654); ~—m
702}70;00 con maltosa al 1,54 y CaC05 al 0,35% en -
el sexto dfa (pH 7,6).

Un nutante plrpura rojizo N Ul obtenido -

después de la radiecién ultravioleta: 414Y/c.c. en -
un medio afiadido con glucosa al 1,55 en el sexto —-
dfa (pH 8,2); 504Y/c.c. con glucosa al 1,5% y ==
Cal0z en el quinto dfa (pH 8,0); 6307/c.c. con mal-
tosa al 1,56 en el sexto dfa (pH 830); 468Y/ c.c. ~
con maltosaal 1,5% y CaCOBVen el sexto dfa - - -
(r® 7,8).

Un mutante rojizo N2 U2 obtenido después -
de la irradiacifn ultravioleta: 324 Y /c.c. en un me-
dio afiadido con glucosa al 1,5% en el sexto dfa =- -
(pH 8,0); 558 Y/c.c. con glucdsa al 1,5% y Caco3 al
0,35 % en el quinto dfa (pH 6,4); 684 Y/c.c. com mal-
tosa al 1,54 en el cuarto dfa (pH 6,4); 540Y /c.c. -

con maltosa al 1,54 y Cal0z al 0,35% en el quinto —-
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dfa (pH T,4).

fon la kasugamicina se produce a menudo -
gimultdneamente aureotricina y tiolutina. Sin embar-
go, las cantidades de la produccién variaron depen-

diendo de las cepas y medios empleados. Por ejemplo,
el mutante N¢ K5 y algunas de las cepas obtenidas -
después de la irradiacidn ultravioleta produjeron -
kasugamicina pero no tiolutina y aureotricina.

Bl 8. kasugaensig cuando se cultiva bajo -
condiciones adecuadas produce kasugamicina. Se pre-
para un caldo de fermentacidén conteniendo kasugami-
cina inoculando esporas o micelio del organismo pro-
ductor de la kasugamicina en un medio adecuado y -
cultivdndolo después bajo condiciones aerdbicas. Pa-
ra la produccidn de kasugamicina es posible el cul--
tivo en medio s6lido pero para la produccién en gran

des cantidades es preferible el cultivo en médio 1i- .
quido. Puede emplearse cualquler temperatura de fer-
mentacidén dentro de los limites en los que puede -

crecer el organismo productor de kasugamicina, produ
ciendo ésta; aunque es preferible de 25 a 352 ¢, Los
medios consistentes en fuentes conocidas de nutrien-
tes son Gtiles para la produccidn de kasugamicina.
Por ejemplo, son dtiles como fuentes de nitrégeno -
los productos comerciales tales como peptona, extrac

to de carne, corn steep, liquor, harina de gemilla =~
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de algoddn, harina de cacahuet, harina de soja, ex-
tracto de jiste, N-Z amina, caseina, nitrato de so--
dio, nitrato de amonio, sulfato de amonio y otros -

materiales nitrogenosos tales coma trigo, a8rroz, -
etc. Son Gtiles como fuente de carbono los produc-—-
tos comerciales tales como lactosa, glicerol su-—-
crosa, almidén, glucosa, maltosa, melazas y otros -
carbohidratos o grasas en estado puro o crudo. Lé -
maltosa pura o cruda, o el almiddn hidrolizado a mal-
tosa son las fuentes de carboﬁo preferible para la -
produccién de la kasugamicina., También puede gfiadip-
se cloruro de sodio o fosfato potdsico o sédico, -
carbonato de calcio o sulfato de @agnesio. Pueden -
afladirse, si es necesario, indicios de sales met4li-
cas. Es Utll cualquier clase de coustituyente que -

pueda utilizarse por los organismos productores de
la kasugamicina en la producecién de €sta. Son Gti--
les todos los materiales utilizados en el cultivo de

Actinomycetes, tales como los deseritos en la paten-—

te de los Estados Unidos N2 2.931. 798.

La fermentacidn continda ﬁasta que se acu- |
nula substancialmente la kasugemicina. Por ejemplo,
las esporas y micelios sobre cultivo en sesgo de —-

Streptomyces kasugaensis fueron inoculadas en un me-

dio consistente en glucosa al 2%, harina de soja al

1,5%, K,HPO, al 0,1%, Mgs0, TH,O al 0,05% y NaCl al
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0,%% pH ajustado al 7,0 y se hizo el cultivo en agi-
tacibn aerdbicamente a 272 ¢. Después, se observé -
la acunulacién de kasugamycina en 3 a 5 dfas. En es~
te caso se produjeron simultdneamente aureotricina,
tiolutina y substancia polieno antiftngica. La kasu
gamycina del calda es escgsamente transferids de ~—-
dste a los disolventes orgdnicos tales-como butanol

butilacetato, etilacetato, etec., mientras que la au

reotricina, tiolutina y polieno son transferidos a
los disolventes orgdnicos, especialmente el butanol.
Sobre la base de esta propiedad, la kasugamycina en

caldo puede separarse de los dends antibidticos ——

existenten en el misnmo:

METODOS EXPERIMENTALES.

(1) Ensayo de kasugamycina:

(a) se cortan en pequeflos trozos cien gra
mos de hojas verdes o bdlagos de planta de arroz -
y se les afiade 1 1. de agua. Después de hervir du-
rante 30 minutos se filtra a través de 4 capas de -
gasa y se aflade al filtrado 1 1. de agua. A esta so-
lucién se afaden sucrosa y 4gar para dar la concen-
tracidn final del 5% y 2,2 % respectivamente. Se —-
somete a la auboclave durante 20 minutos a 1202 G.

Se esteriliza la solucién tampdén de pH 3,5 consisten
te en /15 Na,HPO, ¥ /15 #Hel (o M/10 4cido citrico
y 14/5 fosfato sbdico, mezclados a razdn de 24,3: -

25,7 para dar pH 5,0). Se mezclan el medio antedicho
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¥y la solucidn tampdén a la razén de 1: 1, y se soli-
difica la mezcla de 10 c.c. en la plwa de Petri ——
(10 cms. de didmetro). Se suspenden en egte medio -

las esporas de Piricularia oryzae, ¥ se sobmonen -

sus 4 ml. Como se hace usualmente en el ensayo an-
tibidtico, se colocan cilindros sobre este medio —-
sembrado de 4gar, llendndose con una nuestra o So--
lucidén standard. Se fija el pH de la solucidn de -
muestra en el del medio. La placa se incuba durante
48 horas a 272 C. Se mide el didmetro de la zona de

inhibicidn alrededor de cada ¢ilindro. Bl hidroclo--
ruro de kasugamicina de 30 Y/c.c. exhibe la zona de
inhibicidén de unos 30 mm. de didmetro. Si la solu--
cibén de muestra contiene aureotricina, tiolutina o -

la substancia polieno, la determinacién se hace des-
pués de la extraceidn de estos antibidticos con bu~
tanol a pH 2,0. !

(b) Se inocula Pgeudomonas tabaci a un ses-

go compuesto de glutamato sédico al 0,24, K,HPO, al
0,2%, MeClye TH,0 al 0,1%, FeSO4.7H20, gucrosa al -
2,0%, extracto de jiste (Daigo Eiyo Co.) al 0,2 %,
peptona (polipeptona) al 0,5 %, y dgar al 1,25 ==m
(pH 6,8), incubdndose a 272 ¢. durante 24 horas. De
este sesgo se inocula una onda de indculo en un csl-
do conteniendo un 1% de glucosa Yy se incuba a 272 C

durante 24 horas. Se colocan en un disco de Petri -
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de 9 cms. de didmetro 5 cc. de un medio consistente
en glucosa al 5%, peptona (polipeptona) al 0,5% y -
dgar al 2,04 (pH 7,0) y se cubren con el estrato -
hecho con 5 cms. del mismo medio que fué inoculado -
con el caldo cultivado antedicho en concentracién -
del 0,5% al 1,04 Se colocan discos (8 mm., de did--
metro) conteniendo una muestra de ensayo en la placa
incubdndose a 272 ¢ durante 17 a 18 horas. La mues-
tra y el standard se diluyen con tampén de fésforo

de pH 7,0. Generalmente, la kasugamycing muestra una
inhibicidn de 18 mm. de didmetro con 400 / c.c.
(2) La agitacidén del cultive se hizo en -

redomes de 500 cc. de volumen conteniendo 125 c.c.
de un medio a 27 a 292 ¢, y en una mdguina de agita-
c¢ibén reciproca (amplitud de 8 cms. a 200 recorridos/
minuto).

(%) Se hizo el cultivo en un tanque de -
acero inoxidable de 30 1ts. conteniendo 15 1lts. de
medio bajo aireacidén de 20 lts. de aire por minuto,
con agitacidén de 600 revols. por minuto. Cuando se -
utilizd el tanque de 400 lts. se empled el medio de
180 a 200 1ltg. La aireacidén fué de 200 lts/min. y -
la agitacibén de 200 r.p.m.

(4) La semilla para el cultivo de agita-

cibn y el cultivo de tanque fueron preparados como

sigue. Se inoculd una onda de indculo de un sesgo -
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de cultivo de la cepa N2 M338-Ml o su subcultivo en
el medio (pH 7,0) consistente enrglucosa al 1,5 % -
harina de soja al 1,5 % K HPO, al 0,1 % MgS0,.TH0

al 0,05 por ciento, NaCl al 0,3 %, y CaC0, al 0,5 %

3
cultivdndose por agitacidn a 27 - 29°¢ ¢ durante 3 -
dfas. BL caldo cultivado as{ obtenido se utilizé -~
para semilla de cultivo.

PRODUCCION DE LA KASUGAMYCINA POR FERMENTAGION.

Por ejemplo, cuando se afiadieron a un nme-
dio basal consiste en harina de soja al L5 %y ——m—
KZEPO4 al 0,1 %, HgSO4o THy0 al 0,05 %, ¥y NaCl al -
0,3 % diversas fuentes de carbono, ajustdndose g —-

PH 7,0 se obtuvo la siguiente produccién por medio

del cultivo de agitacién:



Dias de fermentacidn 1 2 3 4 5 6

Maltosa 1,5 %

PH 6,6 6,8 7,0 6,6 7,0 7,0
kasugamycina pg/c.co 0 216 763 1037 1224 1224
Aztecar reductora mg/c.c 20,0 18,5 12,0 10,2 8,6 8,4
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Maltosa 1,5 % ¥ CaC05 0,05 %

pH 6,4 6,8 7,0 6,6 7,0 7,2
kasugamycina pg/c.c. 0 180 799 907 1044 900
Azlcar reductora mg/c.c 21,2 17,0 11,9 5,8 8,4 8,3
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Glucosa 1,5 % ¥y CaC05 0,5 %

pH 6,0 6,2 6,4 6,2 7,0 T4
kasugamycina pg/c.c. 0 117 547 576 410 396
Azdcar reductora mg/c.c. 15,7 15,4 6,7 2,6 6,0 4,4
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Almidén soluble 1,0 % y glucosa 0,5 %

pH 6,0 6,8 8,0 8,0 8,4 8,8
kasugamycina pg/c.c. 0 95 86 187 122 90
Azlicap reductora mg/c.c. 15,1 12,6 11,3 6,0 12,1 12,2
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Glicerol 1,0 % y glucosa 0,5 %

pH 5,6 5,2 6,8 6,8 7,6 8,4
kasugamycina pg/c.c. 0 54 112 241 130 85
Azfcar reductora mg/c.c. 1ll,4 10,0 442 2,5 5,1 4,6
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Almidén hidrolizado 3,0 %
pH 6,0 6,4 7,0 7,0 7,2 T,4

kasugamycina pg/c.c. 0 36 299 563 439 504
Azfcar reductora mg/c.c., 27,1 23,7 12,5 5,0 18,0 11,8
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EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA KASUGAMYCINA.

Se aportan de acuerdo con el presente in-
vento procedimientos para la extraccibén y purifica-
cibén de la kasugamycina y sus sales de adicién 4cida.
La kasugamycina, su hidroéloruro 0 su sulfato, son -
libremente solubles en agua y en el l1fquido fermen -
tado la kasugamycina existe principalmente en la par-
te 1fquida. La kasugamycina es substancialmente in-
soluble en butanol, etil acetato, éter, cloroformo -
¥ benceno, y el tratamiento con estos disolventes -
puede utilizarse para eliminar alguﬁas impurezas si
es necesario. Por ejemplo, si existe aureotricina y
tiolutina, estas substancias se eliminan por la ex-

traceién con estos disolventes. Si existe un anti —-
bidtico polieno, que muy & menudo es producido, por
muchas clases de Streptomyces, puede ser eliminados

por extraccién con butanol y dcido. Los antibidti--
cos del grupo aureotricina y los polieno tambidn -~
pueden ser eliminados por el procedimiento de adsor-
cibn utilizando un carbén activo o una resina de in-
tercambio de iones.

Cuando se calentd una solucién acuosa de -
kasugamycina con diversos pH y a 602 ¢ durante una -
hora, el 82,54 de la actividad permanecid con ———
PH 2,0 el 99,0% con pH 5,0, el 100 % con pH 7,0 y -

9,0. No ocurrid degradacidén por el almacenamiento —
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en 0,1N HCLl a teuperatura ambiente durante 6 horas
permaneciendo el 85 % de la actividad después de -
almacenamiento en 0,1N NaOH durante 6 horas. Asf -
la kasugamycina es suficientemente estable para --
destilacidn en vacio, secado por rociamiento u otros
nétodos disponibles para la concentracidn o secado -
del caldo fermentado o soluclones acuosas contenien-

do kasugamycina. E1l polvo asl obtendio por concentra-
cidn y secado del caldo fermentado puede ser emplea-—
do para la prevencién del tizén del arroz. 8i eg —-

necesario, este polvo se lava con metanol, etanol -
acetona o butanol para eliminar las impurezas. Con ~
los adsorbentes puede obtenerse kasugamycina del cal-
do fermentado o de su solucidn acuosa. El carbén ~-
activo es uno de los adsorbentes preferidos. La ka~-
sugamycing adsorbida sobre carbdn activo puede ser -
levigada eficazmente con mebanol acuoso, etanol acio
s0, acetona acuosa o aguz saturadé con butanol, es-
pecialmente en el lado acidico hecho por 4dcido hidro
clérico.

Sobre la base de la naturaleza 4dcida dé -
bil de la kasugamycina, pueden ser adsorbidas en -

resinas de intercambio de iomes. La IR~-120 (Hoffman—
La Rosch) al tener radicales 4cido sulfénicos adsor-
be la kasugamycina mejdr gue la resina de intercam-

bio de cationes IRC-50 (Hoffman-La Rosch) de radica~
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les 4cido carboxflicos. La solucibén se hace por me-
dio de solucién acuosa 4cida, o mds eficazmente por
amoniaco acuoso. Cuando se utiliza resina de deido
sulfirico, la concentracidén incrementada de 4cido -
hidroelérico o 4cido sulfidrico, por ejemplo, mis =—-
alta de 0,5N alcanza una buena levigacidn.

La estabilidad de la kasugamicina en amonig

¢o acuoso a 372 C es como sigue: Em 0,5N amoniaco, -
no fué destruida a tiempo O, después de 4 horas per=—
manecid el 45 % de la actividad, y el 15% después -
de 18 horas; en 1,0N amoniaco permsnecid el 95% a -

tiempo 0, el 25 % después de 4 horas y el 5,0 % des-
pués de 18 horas; en 2,0N amoniaco permanecid el —-
76 % a tiempo O y-el 12,5 % después de 4 horad; en ~
4,0F amoniaco permanecid el 55% a tiempo 0 y el ~—-
5,0 % degpués de 4 horas. Por lo tanto, es conve-~
niente hacer la levigacién con amoniaco a btemperatu-
ra tan baja como se ©posible y con una bajé concen-
tracién de amoniaco. También es conveniente ajustar
el pH de levigacidn a la reaccidbdn neutra tan rdpi-
damente como sea posible, y después concentrar en -
vacio degpués del ajuste del pH. La kasugamicina es
una clase de azlcar con respecto a su estructura y

puede ger adsorbida en resinas de intercambio de -~
iones con écidq bbrico, y puede ser levigada con -

decido hidrocléricoc, acuoso. Las resinag de intercam-
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bio de aniones del tipo OH son agentes dtiles para -
neutralizar las solucién dcida de kasugamicina., El

PX de la kasugamicina eg de 6,6 a 7,1 y es una ba-
se débil . La adsorciébén de la kasugamicina en regi-
na de intercambio de cationes eg disminuida o inhi~
bida por las impurezas bédsicas fuertes. Por lo tan-
to, la resina de intercambio de cationes es también
utilizable para la eliminacidn de las impurezas béd-
sicas fuertes, si es necesario. Se pasa un material
conteniendo kasugamicina e impurezas bédsicas fuer--

tes a través de una columna conteniendo una canti-—-
Gad adecuada de IRC-50 en tipo Na o H para eliminar
las impurezas bdsicas fuertes, ¥y después se adsorbe
la kasugamicina en resina IRC-lZO‘de la que es le--

vigada.

Pueden aplicarse centrifugacidn, filtra—-
¢ibén y otros métodos ordinarios para eliminar la -
masa de micelio del caldo fermentado. La separacién
del micelio se hace mds fdcil si se ajusta al caldo
fermentado al 4cido y se afiade carbén activo. E1 -
caldo fermentado se aplica a una columns de resgina -
de intercambio de iones despues de eliminar la masa
s6lida incluyendo el miceiib o se filtra primerp --
a través de un tenfz suficientemente fino, para --
apoyar a la resina a este filtrado conteniendo mice

lio fino puede aplicarse a la torre de resina de in
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tercambio de iones.

El caldo dé fermentacién se ajusta a =--
pH 2,0 y se aflade el carbdn activo para dar una con
centracidén final del 0,5 %. Después de suficiente -
agitado y filtraciébn, el filtrado se ajusta a ~- =~

pH 5,5 a 6,5. Bste filtradoc se aplica a una columna
que estd cargada con una cantidad de IRC~50 de tipo
H insuficiente para adsorbver la kasugamycina. E1 pH

de la solucibn pasada se ajusta a 4,0 y la solucién
se somete a una columna conteniendo IR-120 (tipo H-
o tipo amoniaco preferibles a las de tipo Na) para -
adsorber la kasugamycina. Bntonces se hace la levie-
gacidn con amoniaco acuoso, y- se neutraliza el le--
vigado. En ;ste caso es conveniente hacer el leviga-
do a temperatura mds baja de 15° ¢ y neutralizar el
levigado dentro de las 5 horas de lg levigacidén. E1
levigado es concentrado hasta el secado o liofiliza~-
do para obtener un polvo crudo de kasugamycina., En -
otro procedimiento se afiade un carbén acti&o al cal~
do filtrado. La kasugamycina adsorbida con metanol -

acuosa conteniendo dcido hidrocldrido y el levigado
se concentra y se seca. Bl polvo crudo as{ obtenido
puede ger purificado ademds por el procedimiento -~

IR-120 antes descrito. En otros métodos, se disuelve

polvo crudo en agua y se pasa a través de una co--

lumna de carbdn activo. Después de lavar se hsce el
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levigado con 4cido hidroelérico (0,05N, por ejemplo)
y las fracciones activas se neutralizan por medio -
de la resina de intercambio de aniones. Después de

la concentracidn en vacio, se afiaden de 10 a 25 vo-

ldmenes de etanol. Se mantiene a temperatura baja y
después aparecen los cristales de hidrocloruro de -
kasugamycina. Como comunmente se experimenta en las
produciones de diversos antibidticos, pueden obte-
nerse los cristales sin la fase de cromabograffa por
carbén si se incrementa suficientemente la concentra
¢ién de kasugamycina en caldo., Por ejemplo, la eva-
poracidn en vacio del levigado activo de resina --
IR-120 da hidrocloruro de kasugamycina cristalina -
cuando el caldo de fermentacién contiene mis de -~
500 pg/c.c. de kasugamycina. Con deido sulflrico en
lugar de 4cido hidroclérico es posible obtener sul-

fato de kasugamycina. Seglin se describe despuds en
los ejemplos, uno de los procedimientos preferibles
para obtener kasugamycina es que esta es adsorbida -

en una resina de intercambio de cationes directamen-
te del filtrado de caldo fermentado y se leviga.
Debido a la naturaleza bdsica débil de la
kasugamycina pueden obtenerse como precipitados de
soluciones acuosas con subtancias acidicas e insolu~
bles en agua tales como pentaclorofenol, 4cido lau~

ril sulfénico, tergitol, etec.
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A continuacién se describen las propieda-
des de la kasugamicina. La kasugamicina es incolora
y su hidroclorurose obtiene como cristales blancos.
Bl hidrocloruro descompesa a 202 a 2042 C. E1 hi--
drocloruro es fécilmente soluble en agua, casi in--

soluble en metanol e ingoluble en etanol, acetona,

~ etil acetato, cloroformo y benceno. La solubilidad

nédxima en agua del hidrocloruroc es de 1 g/8 c.c..No

hay mdximo de absorcidén de luz ultravioleta dentro -

" de unos limites de 220 a 400 mp. Su espectro infra-

rrojo se muestra en la figura 1. La rotacién Gptica

especifica (K ) D25 es + 1202 (1,6 % en agua). Es
débilmente bdsica y el pK', es T,1. E1 peso molecu-
lar se estimd en 449 por el método de presién os--
nética de vapor y 453 por el método de volumetriza-
cidn. Bl andlisis elemental y la determinacidn del
agus cristalina indica la fdrmula para el hidroclo-
ruro: Cqp H27010N3.H01.H20, caled. C 38,84,H6,52,%
¥9,06,037,94, G1 7,64 hallado C 38,58, 38,34, H 6,94
6,62, N 9,66, 9,04, 0 37,05, 37,54, C1 8,16, 8,39.~
Bl andlisis elemental del hidrobromuro fué el siguia

te: Cy5H50010 N, ¢HBr.Hy0, calod. G 35,44, H 5,95, =

N 8,27, 0 34, 62, Br 15,72, hallado G 35,27, ===
H 6,00, I 8,48, 0 33,31, ¥ 16,94, E1 espectro de -

resonancia magnética nuclear del hidrocloruro toma-

do en soluciébn de D,0, utilizando sal sédica de 3
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(trimetil-silil)-~4cido propanosulfénico como stan-
dard y tomado por instrumento Varian 60, se indica
en la Fig. 2, indicando bandas en el siguiente ppm:
1,22, 1,32, 2,25, 2,33, 2,42, 2,50, 3,55, 3,79, 4,05

4,38, 4,50, 4,70, 5,32, 5,35, Las reacciones de ni—-—
hidrina, utilizando piridina ¥ permanganato de perio-
dato son positivas, y las reacciones de Seliwanoff, -
Sakaguchi, de cloruro férrico ¥y de Fehling son nega-
tivas. Da antrona negativa y reacciones de Elson -
Morgan en las condiciones usuales. La reacecidn de -
antrona da un color marrdn rojizo después del trata~
miento con dcido nitroso. Bajo electroforesis de al-
to voltaje con HCCOOH—CH3CO OH-HZO‘(QS : 75: 900) a
pH 1,8, 3000 V/40 cm. 15-20 m4/ 10 cm. y 102 ¢ y du-
rante 15 min., se mueve 3,7 cms. al dnodo. EL valor
Rf de un percromatograma utilizando papel filtro ~--

Toyo N¢ 519 y butanol- 4cido acético- agua (2: 1: 1:)
es 0,28, el Rf utilizando butanol- etanol- agua—~ amo-
niaco ( 4: 1: 4,9 : 0,1) es 0,07, el Rf utilizando -
butanol- 4cido acético~ agua (6,3: 1: 2,7) es 0,06,

In un medio de 4gar de peptona y extracto

de carne, la kasugamicina inhibid al Corynebacterium

xerosis con 50 pg/c.c., Sarcina lutea(cepa X) con --

100 hg/c.c., una cepa de Klebsiella pneumoniae con ~

50 pg/c.c., Proteus vulgaris (OX 19) con 100 pg/c.c.
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Pgeudomonas seriginos con 100 pg/c.c. varias cepas -
de disenterfa con 100 pg/c.c., y Brucella meliten—-

sis con 6,25 pg/c.c., mientras gque 100 pg/c.c. no
bastaron para inhibir otras clasesde bacterias pro-
5~ vadas. BEn el medio sintético de Stephenson-Whetham,
exhibid una actividad antibacteriana mds fuerte que
en el medio de peptona y extracto de carne., En so-
lucién de peptona, 6,25 a 25,0 pg/c.c. de kasuga-—-
micina inhibieron 20 aislados_clinicos de Pgeudomo-
10.- nas, 25,0 a 50,0 pg/c.c. 12 ais~lados. La adicién -
de suer-o no disminuyé su actividad antibacteriana,

mientras que su actividad contra §. typhi, S. para-

typhi, K. pneumoniae, Sigella fué mejorada por el =

suero. En un caldo de suero del 10%, inhibid S. --
15. flexneri y Kl. pneumoniae con la concentracibn de

6,25 ypg/c.c. Sobre dgar de sangre, fueron inhibido
Pneumococos con una concentracidén de 50 a 100 ng/

C.Co

La toxicidad eé muy baja, Inyecciones de
20~ 1000 mg/Kg. intravenosas, subcuténeas o intraperi--
tormles fueron toleradas por ratones sin ningin -~
efeoto secundario. Los monos toleraron 800 mg/Xg.
por inyeccidn intravenosa. La administracidén dia--
ria de 2 g. por inyeccidn no produjo efectos se—
250~ cundarios en los seres humanos. Es adsorbida oral--

wente y 3 g. diarios no produjeron sighos téxicos
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en los seres humanos. No produce irritacidén. La --
toxicidad para los peces es también baja.

En agua conteniendo 100 pg/c.c. de kasuga-
mycina gobrevivieron peces del género Fundulus. La -
kasuganycina es prometedora como agente quimiotera-
péutico contra las infecciones de bacterias inclui-
das las pseudomonas. Y tiene una fuerte actividad —-
protectora contra el tizén del arroz sin fitotoxi--

cldad. Aungue no inhive la Piricularia oryszae en —=-

100 pg/c.c. en medio Sabouraud, la inhibe en 0,1 -
1 pg/c.c. en el medio de jugo de arroz de pH 4cido,-
También es eficaz en los ensayos en tiestos. El pro-

cedimiento de ensayo en tiesto fué como sigue. Se -
infectaron hojas con tizén del arroz, afiadiéndose a
agua estéril pare preparar una suspensidn de espo-

ras de Piricularia oryzae. Después de agitaciébn su-

ficiente se rocié esta suspensién‘én las hojasg, en el
momento de haber salido 2 a 3 hojas de cada planta -
Joven de arroz cultivada por siembrs directa de arroz
puddy de la "cepa Moko" en tiesto. Después del To--
ciamiento se manbtuvo en el invernadero de ambiente -
himedo durante 20 a 24'horas y después se rociaron -
la~s nuestras de ensayo. Se mantuvo de nuevo en un -
invernadero durante 7 dfas y se contaron las manchas

de enfermedad en 10 hojas en 3 tiestos diferentes.
En un experimento, el rociamiento de kasugamycina, ~

de 5 pg/c.c. disminuyé el nimero de manchas de en -
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fermedad por 10 hojas a 8,20 pg/c.c. a 0,3, 40 ——

pg/c.c° a 0, mientras que el control sin rociamien=-
to de kasugamycina didé 176 de manchas de enfermedad
progesivas. Bste efecto curativo fué superior al ~-
de la blasticidina §. Cien pg/c.c. de kasugamyecina -
no mostrgron ninguvna fitotoxicidad para‘la planta ——
de arroz. Para los fines de proteccién contra el -~
tizén del arroz, no es necesario purificar la kasu-
gamycina en alto grado. Pueden usarse, incluso, el
lfquido de cultivo de un organismo productor de -—-
kasugamyciqa mismo o el polvo seco de este lfquido -
de cultivo,

Auvnque la blasticidina § se conoce como —-

antibidbtico eficaz contra el tizén del arroz, pPro~-
ducida por un organismo perteneciente a los Actino-
mycetes, se distingue fécilmente de la kasugamycina

por sus propiedades fisico-quimicas, acciones anti-
microbianas, y toxicidad. La blasticidina 8 tiene -
una fuerte toxocodad para los animales y los seres -
humanos y fitotoxicidad en concentracién mds alta ~
de 20 pg/c.c. Aunque la kasugamycina.parece un --
anino-azdcar por sus propiedades fisicas quimicas -
se distingue de la trehalosamina por la férmula mo-
lecular, actividad antimicrobiana, y cromatografia
de papel, y también es fdcilmente distinguible de -

la higromicina B y B, por la rotacidn Sptica, la ~—



5=

lo-“

150"

20.-

25.=

actividad antimicrobiana y otras caracteristicas.
La kasugamicina presenta un espectro antimicrobia-

no especial bajo especiales condiciones y no hay -
compuesto similar entre los antibibéticos conocidos.
La hidrolisis dcida de la kasugamjycina da (+) ~ ino

sitol. Este es el primer aislamiento de (+)- inosgi-
tol de productos microbianos.

Los siguientes ejemplos pretenden ilus—-
trat este invento. Sin embargo, nuestro invento -
no -se limita a dichos ejemplos. Como las caracte-
risticas de la kasugamycina estdn ahora claramente -
definidas, es fécilmente posible hacer varias modi-
ficaciones de este invento. A la luz de los desou~--
brimientos anteriores, este invento cubre la produc
cién de kasugamycina, su concentracibn, su extrac--
cidn, su purificacién por cualquier procedimiento -
conocido. :

Ejemplo 1.

Se colocé en un fermentador de 400 lts,
de acero inoxidable, un medio (180 1lts) conteniendo
glucosa al 1,5 %, harine de soja al 1,2 %, K2HP04 -
al 0,1 %, Hgs0,-THO0 al 0,05 %, NaCl al 0,3 %, CaC0y

al 0,5%y resina de silicio (KM~66, de Shinetsu --
Chemical Co.) (40 c.c.). Se ajusté el pH a 6,6 des~
pués de la esterilizacién. Con fines antiespumantes

se instald el contenido de un recipiente de 900 ml.
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de aceite de soja dentro del fermentador, y después
de 30 horas de incubacidn se afiadieron 500 ml de -~
aceite de soja mds. Las condiciones de cultivo em--
pleadas fueron las siguientes: agitaciébn, 200 r.p.m;

aire 180 1lts./min.; temperatura de incubacidn 272 C;
pH después de 24 horas dé incubacidn y cada 6 horas
despues de 90 horas, 6,2 5,4, 5,1, 5,2, 5,%, 5,8,5,9
6,0, 5,7, 6,6 y 6,6, respectivamente. Después de 92

horas de fermentacién, se tomé el cultivo lfguido,-

Ta kasugamicina producida en este 1fquido de cultivo
exhibfa un didmetro de inhibicién de 30 mm, por el
método de ensayo de (a), y la solucidén diluida 128 ~
veces fué eficaz contra el tizdén del arroz en la -
prueba de tiesto. Este caldo cultivado se sometid -
a ~ centrifugacidén no pronunciada para separgr el -
micelio y se obtuvieron 310 lts. de filtrado. Bl pH
del filtrado se ajustéd a 7,0 y se éﬁadieron 12,5 Kgs.
de carbén activo. Después de agitar, se filtrd el -
carbén por medio de filtro de pafio y papel filtro.

Bl filtrado tenfa sélamente 5 al 10 % de actividad

|

del filtrado de cultivo. Se afiadieron 37,5 lts. de

disolvente consistente en butanol y agua (1 : 2) a

la torta de carbén y se hizo la levigacidn a 452 C

vy a pH 2,0 con 4cido hidroclérico. Se repitid tres

veces y se combinaron los levigados. Se dejé repo--—



sar este levigado (112,5 1lts.) y se concentrdel —-
substrato de agua de 90 1lts. en vacié hasta 3,58 -

lts. La solucidn concentrada se liofilizd dando —--
1.235 g. de polvo marrén con un 1,8 % de pureza de

e kasugamicina,

Ejemplo 2.

Al medio de 180 1lts. conteniendo los mis-
mos constituyentes que se muestran en el ejemplo -
1, se afladieron 18 c.c. de resina de silicona (Xl-~66
10.- de Shinetsu Chemical Co.) colocdndose en un fermen--
tador de 400 lts. Despues de ajustar el pH a 7,0 -
con IN NaOH se esbterilizé a 1202 ¢ durante 20 minu-
tos. En este medio se inocularon asépticamente 1.500
csC. del caldo cultivado por agitacidén de 3 dfas de
15.,—~ - la cepa N2 N338-M1., El recipiehte llenc con 900 c.c.
de aceite se colocd dentro del fermentador con fi--
nes antiespumantes. Después de 21 horas de fermenta-
cién se afiadieron 200 c.c. de aceite de soja més,

¥ 300 c,c. después de 22 horas. Durante el periodo
20.= de fermentacidén se realizd agitacién de 200 r.p.m. ¥y
una aireacidén de 150 1lts. de aire por min., mante--

niéndose la temperatura a 27 - 282 ¢. Despuds de -
12 horas, 24 hrs. y cada 6 horas siguientes hasta -
92, se midid el pH el azucar total y la cantidad de

25~ kasugamycina. Los resultados fueron los siguientes.



En esta fermentacién, se produjeron simultdneamente

aureotricina (o tiolutina).

Permentacidn Azfecar total Kasugamicine  Aureotricina
horas pH mg./c.c. Y/c.c. Y /c.c.
0 6,2-6,4 23,0 0 0

12 6,4 22,7 0 0
24 6,4 19,1 0 0
30 6,4 17,8 0 0
36 644 15,7 57,6 8
42 ' 5,8 12,4 Y 18
48 5,4 8,94 198 26
54 5,6=5,8 7,04 252 36
60 6,2 6,56 432 15
66 T 6,2-6,4 5,39 - _ -
72 6,4 5,28 396 14
18 6,2-6,4 5,23 504 11
90 6,4 5,61 450 18
92 6,8 5,61 518 24

Bl caldo fermentado as{ obtenido (conteniendo 518
pe/c.c. de kasugamicina, total de 82,944 g.) se --
ajusté a pH 2,0 con 1N HCL y se afiadid al mismo un
0,5% de carbén activo. La mezcla se aplicl a centri-
fugacién no pronunciada de 15.000 r.p.m. y i --
160 1ts. de filtrado (460 pg/c.c., total de 73.728

g. de kasugamycina). E1l filtrado se ajusté a -
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PH 7,0 con 1N NaOH afiadiéndosele 3,2 Kgs. de carbén
activo (2,0%) para adsorber la kasugamycina. Entonces
se aplico de nuevo a centrifuga no pronunciads para
recoger la torta de carbdn. La parte liquida conte-
nfa 17,12 pg/e.c. de kasugamycina y retenfa el -- -
29,15 de la actividad del caldo original. La torta

de carbén se afiadié con 22,5 1lts. de metanol al —-

90% y se ajustdé a pH 2,0 con 1N HCl. Bl levigado se
hizo a 4092C¢ y se afiadié otro 80% de metanol para ~-
hacer una segunda levigacidbn, y dié 45,21 lts. de -
levigado. Este levigado contenfa 851,8 pg/c.c. de -

kasugamycina (total 38,501 g.)ry el producto del ~--
caldo original fué del 46,41 %. Este levigado se -
ajusto a pH 4,0 - 5,0 y se extrajo el metanol en -
vacio. Se liofilizé la solucidn acuosa asi obtenida
y se obtuvo un poivo pdlido amarillento con una po-
tencia de 54 mg/mg. (total calculada de kasugamycina
36,540 g.). BL rendimiento del polvo calculado del -
cgldo original fué del 44,0% y la pureza del polvo
ge calcul en 5,4 %.
Bjemplo 3. 7

Los 150 g. de polvo crudo (1,8 % de puresza)
obtenidos en el ejemplo 1 se disolvieron en 2 lis.

de agua destilada y se aplicaron a la columna de ~-
100 cms. de longitud y 5 cms. de didmetro llena de —

carbén para uso cromatogréfico (producto de Wako -

Chemicals Co.). El grado de flujo fué de 3 cc./min.
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y se mantuvo a temperatura ambiente. Bl 1fquido -
pasado no mostré la existencia de kasugamicina. La
columna de carbdn se lavd con 4 lts. de agua degti-
lada y se pasé el 0,05N HOl. La primera fracecibn —-
de 1.600 c.c. tenfa un pH de 5,6 y no contenfa ka--
sugamicina. La siguiente fraceién de 3.000 c.c. —-
tenfa un pH 1,0 y la siguiente de 200 c.c, un pH -
de 1,0. Ambas contenfan kasugamicina. Estas fraccio-
nes activas fueron neutralizadas con resina de in--
tercambio de iones Dowex-3 y se concentraron bajo -
vacio a un wvoliumen de 10 c.c. A éste, se afiadieron
200 c.c. de etanol y se mantuvo durante la noche --—

a 42 ¢, para producir precipitados blancos ligera-
mente amarillentos. Después de la filtracién y seca-
do de los precipitados, se obtuvieron 10,84 gs. de -

polvo blanco. La pureza de este polvo era del 24,4
%. Bl rendimiento se calculd en un 97,8%.
EJEMPLO 4.

Un polvo que se obtuvo por el mismo proce-
dimiento del ejemplo 3 tenfa la pureza del 36 %. Se
digolvieron 1,15 gs. de este polvo en 150 c.c. de -
agua destilada y se ajusté el pH a 7,0. La disolu—-
cidn se aplicd a la columna de carbén de 29 cm. de -
largo y 3 cms. de didmetro. Se mantuvo a temperatura
ambiente y el flujo fué de 1 c.c./min. La columna se
lavd con 350 c.c. de agua destilada. Entonces se pa-

sé 0,028 HCL a través de la misma y el efluente se -
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fraccioné en fracciones de 10 c.c., La fraccién ini-
cial de 520 c.c. tenfa pH 5,6 y no contenfa kasuga-
mycina. Las dos fracciones siguientes de 20 cec. te-
nian pH 4;0 v no contenfan kasugamycina. La siguien
te de 10 c.c. tenfa pH 2,0 y contenfa kasugamycina,
pero reveld contener otras substancias positivas a -~
nihidrina por cromatografia de papel. Los siguien--

tes 1%0 c.c. tenfan pH inferior a 1,0 y contenifan -
kasuganycina, pero también contenfan otras substan-
cias positivas a la nihidrina. Los siguientes 430 -
c.c. tenfan pH inferior.a 1,0 y contenfan kasugamy-

cina sin ninguna otra substancia positiva a nihidri-

na. sta dltima fraccidn sereutraliza con Dowex 3 -

-y se concentr$ en vacié a un volumen de 5 c.c. Se =

afiadieron 100 c¢.c. de etanol a este concentrado y -
dieron 301 mg. de polvo blanco con un 92 % de pure-—
za. (Bl rendimiento fué del 66,8 %). Este polvo - -
fué recristalizado del agua y diéd 120 ng. de hidro—
cloruro de kasugamycina en estado de cristales.
Ejemplo 5.

Se inoculd con la cepa N2 M338-~Ml y se -
cultivd por agitacidn el medio consistente en malto-
sa 1,5 % harina de soja 1,5 ¢, szPO4 0,1 %, lg S0,
TH,0 0,05 % NaGl 0,3 % (pH 7,0). Los 30450 cuCe ==

conteniendo kasugamycina se ajustaron a pH 2,0 con
1N HC1 y se afiadieron con célula Hyflosuper (1) y

carbén activo (0,5%) y se filtraron. Bn este proce-

dimiento, se reveld que la kasugamycina no ers - -

‘précticamente adsorbida. Bl filtrado se ajustd a ——
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pH 7,0 - 7,4 y seafiadié con carbén activo al 2 % ~
para adsorber kasugamycina. Se recogié la torta de
carbén que adsorbid la kasugamycina. En este caso, -
el filtrado contenfa todavia de un 10 a un 23,5 % -
de kasugamycina. Bn la fase siguiente, se afladieron -
690 c.c. de metanol al 80 % a la torta de carbdn,--
ajustdndose el pH a 2,0 con 1N HCl, y se hizo el —-
levigado a 452 C. Se afiadieron 350 c.c. més de meta-
nol al 80 % y se repitié la levigacién. 8e combinaron
dos levigados, y el rendimiento de kasugamycina de -
este levigado se calculd en el 624, Este levigado -
metanélico se ajusté a pH 4,0 con 1N NaOH y se con-

centré en vacio paras dar jJarabe. ElL concentrado se -
afiadié con etanol hasta que no ocurrid ya més pre--
cipitacién. Este precipitado contenfa kasugamycina -

y el flotante contenfa sélamente del 5 al 10 %. Se -
recogib el precipitado y se obtuvo un polvo blanco -
amarillento de kasugamycina con una pureza del 5,3%.
Bl rendimiento del caldo original se calculd en el -
45 %n
BEjemplo 6.

Tos 5 g. de polvo con wn 1,8 % de pureza ~
obtenidos en el ejemplo 1 se disolvieron en 500 c.C.
de agua y se ajustb el pH a 4,0. Esta solucibn se -
aplicé a una columna llena con 100 c.c. de resina --
TR-120 (tipo H) y el grado de flujo fué de 1 c.c./

min. Después de lavar la columna con 1 1t. de agua -
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destilada se pasaron 0,5N NH4OH a través de ella al
flujo de lec./min. Lasolucidn pasada de 100 c.c. se
neutralizb con 1N HC1l y se liofilizé,para dar un --
polvo ligeramente amarillento en cantidad de 1,6 g,
con un 9 % de pureza. El producto se calculd en un
88,9 %.

Bn el medio mostrado en el ejemplo 1 se -
cultivé por agitacibn una cepa obtenida de la N¢ -
M338~M1 por cultivo de monospora, durante 72 horas,
y se inoculd 1 1%t. del caldo cultivado a 100 lts., -
de medio conteniendo harina de soja 1,5% maltosa -
1,5 %, Nacl 0,3 %, MgSO4.7H20 0,1 % , CuSO4'5H20 -

0,0007 %, InCly.4H,0 0,0008 %, FeS0,.TH,0 0,0001%,
ZnSO4.7H20 0,0002 %, pH 7,4, en un fermentador de
200 1%s. y se realizd la fermentacidn bajo airea—-—

cién de 100 lts, por minuto y agitgcidn de 200 », -
p.m. & 282 ¢. Después de 48 horas; se inoculd a ==
1.400 1ts. del mismo medio colocado en un fermenta-
dor de 2,000 1lts. y se continué la fermentacibn. -
Bntonces, después de 48 horas, a2l pH era 6,9 y se =
produjeron 160 pg/c.c. de kasugamicina., Este caldo

contenfa 8,4 pg/c.c. de aureotricina. Se interrum--
pié la fermentacidn y se f£iltré el caldo con la -

ayuda de tlerra diatomea. Incluyendo el agua usada
para el lavado del filtro, se obtuvieron totalmente

1.570 1ts. del filtrado. Trescientos lits. de resina



IR-120 se hicieron del tipo H, y se afiadierén a ésta,
que fué lavada posteriormente con agua, el amoniaco
necesario para hacer una cuarta parte &e la regina =
del tipo améniaco. El filtrado del caldo se pasé --

5.— & través de la columna conteniendo la regina des-—-
crita arriba. Entonces, el primer efluente de 610 -
1ts. no contenfa kasugamycina, y el siguiente de --

950 1ts. contenia 65,2 gs. de kasugamycina. Bgte ——
~ gfluente fué pasado a través de otra torre de resina.
10.- 14 levigacidn de la primera resina se hizo utilizan-

do 0,5 NH OH. EL primer levigado de 53 lts. conte-

4
‘nfa 28,%de kasugamycina. El segundo levigado de --

200 1ts. contenfa 738 gs. de kasugamycina. El tercer
levigado de 200 lts. contenfa 44,2 gs. de kasugamy-
13— cing. B1 levigado fué neutralizado con HCl a pH 6,6

el segundo levigado fué concentrado en vacfo a --

6,32 1lts. y se afiadierdén 60 lts. de etanol. Enton—-

ces se obtuvier-on 850 gs. (90 % de pureza) de cris-fa

les crudos de hidrocloruro de kasugamycina.

204~ NOTA .~
Se declaran como de novedad y propiedad -
para todo el territorio espaflol el contenido de las
siguientes:

REIVINDICACTIONSESS

25,~ 12,- Una substancia antibidtica, kasuga —-

mycina, eficaz para inhibir Brucella, Pseudomonas,

Salmonella, Shigella, algunas Klebsiellas y Blast-
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. mices, para la proteccidn de la planta del arroz ~

de la infeccidn progresiva de la Piricularia oryzae,

gsiendo una substancia que es soluble en agua, lige-
ramente soluble en metanol, substancialmente insolu-~
ble en etanol, butanol, ésteres, cloroformo y bence-

no, que no exhibe mgximo de absorcidén de luz ultra-
violeta de 200 mp a 350 mp que da una reaccidén posi-
tiva a la nihidrina y negativa de Tollens, Sakaguchi,
de antrona y de Elson-}Morgsn, que conbiene los ele-
mentos carbono, hidrdgeno, oxigeno y nitrdégeno, que
contiene un grupo primario amino, que es débidamente
bésica exhibiendo pk'a 7,1 y que forma sales de adi-
cién decida; siendo ademds las propiedades del hidro-
cloruro de kasugamycina cristalina gue tiene la £ém-
mula empirica 015H27010N3-HCI.H20, gue exhibe &) -
D%+ 1202 (1,6 % H,0), funde & 202 - 2042 C. bajo -
descomposicidn, exhibe bamdas de apsorcidn en la --

regién infrarroja del espectro cuando se prepara en
pildofas en bromuro de potasio en log siguientes —-
nfmeros de onda en cm. T : 3520, 3350, 3200, 3070 -
2950, 2050, 1695, 1670,1625, 1522, 1462, 1379, - -

1323, 1286, 1224, 1180, 1135, 1120, 1090, 1080, =-
1060,,1042, 1025, 975, 945, 908, 890, 870, 846, 825
138, v 709, exhibe bandas en el egpectro de reso- -
nancia magnética nuclear en D20 al siguliente ppm: -
1,22, 1,32, 2,25, 2,33, 2,42, 2,50, 3,55, 3,79, --
4,05, 4,38, 4,50, 4,70, 5,32, y 5,35, y nuestrg una
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trizacibn equivalente a unos 453, da (+)- inositol -
por su hidrolisis 4cida, y da 014H20010N2.H20 por
su hidrolisis con barita que ademis se hidrolizd -
a 012H26O7N2 y 4cido oxdlico; siendo propiedades del
nidrobromuro de kasugemycina que muestra la férmula
empirica de 015H27010N3.H3r.H20; siendo propiedades
del sulfato de kasugamycina que es soluble en agua
y se descompone a 210- 218¢ C.

22,~ Una sal de adicidn 4cida de kasugamy-
cina segin se define en la reivindicacidn 12,

%8 ,- Hidrocloruro de kasugamycina, seglin -
se define en la reivindicacidn 12,

42 ,~ Un procedimiento para la produccién -
de un caldo de fermentacién conteniendo el antibid-
tico descrito en la reivindicacidn 12 que comprende

el cultivo de una cepa de Streptomyces kasugaensis

en solucidn acuosa de carbohidrato conteniendo un -
nubriente nitrogenoso bajo condiciones de inmersién
hasta impartir una substancial actividad antibacte-
rians a dicha solucibén y recuperando entonces dicho
antibidtico de dicha soluciédn.

52,- Un procedimiento segin la reivindi--
cacién 42, en el que se produce el antibidtico - -

descrito en la reivindicacidén 12 en un medio que -
contenga maltosa cruda o pura como fuente de carbono.

62.~ Un procedimiento mediante el cual se
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separa el antibidtico descrito en la reivindica--
cidén 12 en solucidn acuosa de dichs solucién por -
adsorcibn sobre carb-on y la consiguiente leviga—-

cidn.
72,~ Un procedimiento mediante el que el
antibidtico en solucidn acuosa descrito en la rei-

vindicacidén 18, es separada por adsorcidén sobre una
regina de intercamblo de cationes y la subsiguiente
levigacidn. '

82.,~ Un procedimiento segin la reivindi-
cacibn T2, en el que se usa para la adsorcidén de -
la kasugamycina una resina de cationes con 4cido -
sulfénico como grupo activo.

92,~ Un procedimiento segin ls reivindi-
cacidn 72, en el que se usa amoniaco pars la levi-
gacién del antibidtico adsorbido.

102.- Un procedimiento segin la reivindi-
cacidn 42, en el que el caldo fermentado es concen—
trado y secado,

112,- Un procedimiento segin la reivindi-
cacidn 108 en el que se eliminm algunas impurezas
por sdsorcidn de carbén en extraccidén de 4decido o

disolvente.

128,~ "KASUGANYCIN Y PROCEDIMIENTO PARA IA
PREPARACION DEL MISMO.



Todo ello, conforme se describe y reivin-
dica en la presente memoria que consta de CUARENTA
Y TRES hojas escritas a mdguina por uns sola de sus

caras y dibujos que la ilustran.
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