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PATENTE DE INVENCION
poxr VEINTE aiios

en Egpafia, a favor de ZAIDAN HOJIN BISEIBUTSU KAGAKU KENKYUKAI
(Microbial Chemistry Research Foundation), de nacionalidad ja-
ponesa,residente en 403 Kamiosaki-Nakamaru,Shinagawa-ku, Tokyo,
Japén, fundacidn juridicamente organizada bajo las leyes del Ja
poén, cuya Patente se refiere a:

"PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION IE UN ANTIBIOTICO LLAMADO KA
SUGAMICINAY,

—0—0—0=0~0~0-0~

MENMORIA DESCRIPTIVA

Este invento se reflere a nuevos procedimientos para
la produccidn de un antibidtico Gtil llamado kasugamicina, por
fermentacidn. Mds concretamente, se refiere a procedimientos e
ra obtener este antibidtico con un alto rendimiento cultivando
organismos productores de kasugamicina en medios conteniendo
aceites vegetativos, grasas vegetativas, aceites animales, gra
sas animales, dcido graso o ésteres de dcidos grasos como fuen
te principal de oarbono bajo condiciones aerdbicas.

La kasugamicina es un antibidtico descubierto por Ume
zewa, Okami, Hashimoto, Suhars, Hamada y Takeuchi (Journal of
Antibiotics, Serie A4, 18, 101-103, 1965) y cristaliza como sal
de dcido hidrocldérico, Cq4Hp50gN3.HCL.H,0, soluble en agua,
esencialmente soluble en metanol, etanol, acetonz, etil aceta-

to, éter, cloroformo y benceno, no exhibe absorcién mixima .=
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de luz ultravioleta de 220 my & 400 my, da una reaccién positi
va a reactivo de nihidrina en piridina, da reaccidén negativa
en las reacciones de Sagakuchi, Molisch, Elson-Morgan, Fehling,
Tollens y de cloruro férrico, exhibe dextro-rotacién de -
(]2 = + 1200 (c 1,6, Hy0), funde a 236 a 2392 C. con descom-
posicion, y tiene valores pK!' (inferiores a 2, 7.1, 10.6). La
kasungamicina se cristaliza como la forme 1libre de 4&cido,-
014H2509N3.H20 que es soluble en agua, funde a 207 a 216¢ C,
con descomposicidn y daﬁaa %54+ 1152 (¢ 1, H20). Ia estructura
de la kasugamicina ha sido probada por Suhara, Maeda, Umezawa,

Ohno (Tetrahedron Letters, No. 12, 1239-1244, 1966) como sigue:

(llH3 |0H C')H
CH—0 CHy__CH
N 65 N

HOOC~C-NTI-CGH HG~0~CH,4 4cH-on
NH CH5~CH o2 3¢

NHp i) cI)H ’

Ia diaminoazicar es 2, 3, 4, 6-tetradeoxi-2,4-diami
no-D-mannosa. E1 eslabonamiento glicosidico es & . la parte de
recha es D-inositol. Los hidrdgenos en Cy, Cp, C3, Cg en D-ino
sitol son axiales y los hidrdgenos en 04 v 05 son ecuatoriales.

La kasugemicina inhibe la Piricularia oryzae que pro

duce el tizdén del arroz y a diversas bacterias, especialmente
las Pseudomonas y tiene una baja toxicidad para seres humanos,
animales, peces y plantas. Este antibidtico se comercializa ra
ra la prevencidn del +izdn del arroz y se utiliza como agente
quimioterdpico contra la infeccion de Pseudomonas en los seres
humanos.

Se aportan ahora,por medio del presente invento, pro
cedimientos para la produccidn de kasugemicine con un alto ren

dimiento cultivando organismos productores de kasugamicina en
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medios conteniendo aceites vegetativos, grasas vegetativas,acei
tes animales, grasas animales, dcidos grasos o ésteres de dci-
dos grasos como fuente principal de carbono. Al medio puede afig
dirse como fuente de nitrdgeno cualquier material nutriente que
contenga nitrdgeno que no inhiba la cepa productora de kasuga-
nmicina ni la produccidn de kasugamicina; Los medlos contienen
sales inorgdnicas que son necesarias para el crecimiento de la
cepa productora de kasugamicina y estimulan la produccidn de ka
sugamicina. También pueden usarse en el presente invento mate-
riales tales como semilla de soja molida, semilla de cacahuete
molida, ete., que contenga tanto la fuente de nitrdgeno como =
la de aceites o grasas. Los inventores han repetido el cultivo

de monospora de Sterptomyces kasugaensis ATCC niUmeros 15714 y

15715 con o sin tratamiento con rayos ultravioleta, rayos X, o
agentes mutagénicos para obtener cultivos que ofrezcan un alto
rendimiento de kasugamicina en el medio de fermentacidén. En al
gunos organismos, los aceites vegetativos, grasas vegetativas,
grases animales o aceltes animales se encontraron ser fuentes
de carbono adecuadas para el crecimiento de los orgenismos yla
produccidn de kasugamicina,

Métodos experimentales

1. Ensayo de la kasugamicina: Se inoculan Pseudomonas -
fluorescens en un sesgo compuesto de glutamato de sodio 0,2 por
ciento, X HPO, 0,2%, MgCly,.6H,0 0,15, Feso4.7H20 0,01%, su-
crosa 2,0%, extracto de jiste 0,2%, pepetona 0,5% y dgar 1,2%
(pH 6,8) y se incuba a 272 C, durante 24 horas. De este sesgo,
ge inocula un indeulo rizoso en un caldo conteniendo un 1% de
glucosa y se incuba a 272 C, durante 24 horas. En una placa de
Petri se extienden 10 cc. de wn medio consistente en glucoss -

0,5%, peptona 0,5%, y dgar 2,0% (didmetro de la placa de Petri



9 cm.), y se cubre con una capa de semilla hecha de 5 cc. del
mismo medio inoculado con el caldo cultivado mencionado, a una
concentracién del 0,5%. Se colocan discos (8 cm. de didmetio)
conteniendo una muestra de prueba,‘y se incuban a 272 C, durante
5.~ 17 & 18 horas. Ia muestre y el standard (hidrocloruro puro de
kasugamicina) se diluyen con tampén de fosfato de pH 7,0. Ta
kasugamicina muestra generalmente un didmetro de inhibicidn de
22 mm. & 400 meg/ml.
2, Agitacidn del cultivo. Se realiza en redomas de -
10,~ 500 cc., de volumen en una méquina de agitacidn reciproca (amo-
litud de 8 em. a 150 golpes por minuto) o en redomas de Erlen~
meyer de 500 cc,‘de volumen en una maguina de agitacidén rotato
ria (200 r.p.m.).
3. Identificacidn de la kasugamicina: Ia kasugamici-
15.~ na del filtrado de cultivo se absorbe sobre una resina de in-
tercambio de cationes conteniendo deido sulfénico como grupo -

activo gue se usa como H+

"6 ¥HyT, ¥ la kasugamicina absorbida
se leviga con amoniaco dilufdo acuoso y después de la neutrali
zacidén con HCl y concentracidn, se precipita con etanol y se

20.~ seca. El polvo se aplica a electroforesis de alto voltaje, con
comparacidén de kasugamicins pura bajo 3,000 V/40 cm. Si es ne-
cesario se recristaliza como su hidrocloruro desde agua por adl
cidn de etanol. .

Se afiaden varias fuentes de carbono & un medio COoNm~

25.~ sistente en 2,5% de harina de soja, 0,3% de cloruroc de sodio,
0,1% de KZHPO4, 0,05% de Mgso4.7H20 y se examina el rendimien-

t0 de kasugamicina en varios medios. Se colocan 70 cc. de cada
medio en cada redoms y se cultivan con agitacidén en una mdqui=

na de agitacidn reciproca. El medio se esteriliza a 1202C, du-

30.= rante 15 minutos, Se inocula una suspensién de espors de un cul
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tivo de Streptomyces kasugaensis. Después, los mas altos rendi

mientos se obtienen a los 6 6 7 dias,consiguiéndose los siguien
tes resultados: 1.360 mcg/ml con maltosa al 3,0%, 1.400 meg/ml
con aceite de soja al 1,0%, 2,240 meg/ml con aceite de soja al
2,0%,2.120 meg/ml con aceite de soja al 3,0%. Asi,el aceite de
gsoja no es inferior a la maltosa como fuente de carbono para la
produccién de kasugemicina, sino més bien superior. La impureza
de la maltosa a veces reduce el rendimiento de kasugamicina y
por lo ‘tanto el aceite de soja es prdcticamente mucho mds superior
que la maltosa para la produccidén. La maltosa y el glicerol se han
conocido como lamejor fuente de carbono parala produccién:Util_J‘;
zando el mismo medio bdsico antes deserito, se afiaden varios acei

tes o grasasdl 2,0%, yse cultiva con agitacidn el mismo cultivo

de Streptomyces kasugaensis. Después se obtiene ¢l siguiente ren

dimiento mds alto: 2.400 meg/cc con aceite de coco, 2.750 mcg/ee
con aceite de cacahuete, 1.800 mcg/cc con aceite de oliva, 2.500
reg/cd con aceite de soja, 2,300 neg/ce con aceite de linaza,
2.400 meg/ce con aceite de colza, 2.350 meg/cc con aceite de
semilla de algoddn, 2.050 mcg/cc con aceite de ballena, 2,400
meg/ce con manteca de cerdo, 2.300 meg/cc con mantequilla. En
los experimentos descritos se usa harina de soja como polvo del

que se exiraen los aceites y grasas. §Si un materiel utilizado
como fuente de hidrdégeno contiene aceite o grasas, los aceites
o grasas del material pueden ser utilizados para la produccidn
gin o con la adicidn de aceites. Los aceites o grasas de mate-
riales tales como semilla de soja, semilla de cacahuete, semi-
lla de algoddn, etc., pueden utilizarse como fuente de carbono
para las cepas productoras de kasugemicina y la produccidén de
kasugamicina. En un experimento hecho por un método similar al
descrito antes, cuando se inocula una cepa productora de kasuw

gamicina a un medio conteniendo un 6,0% de semilla de soja mo=
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lida, 0,05% de K HPO,, 0,1% de NaCl, 0,05% de MgS0,.THp0, se
producen 2,720 mcg/cc de kasugamicina al séptimo dfa de culti-
vo bajo agitacidn. Se obtienen 2,460 meg/cc de kasugamicine al
Septimo dia de cultivo en un medio conteniendo un 8,04 de semi
1la de cacahugte molida, en lugar de la semilla de soja molida.

Los aceites o grasas son fuentes de carbono Gtiles =
para la produccidn de kasugemicina también en medios contenien
do otras fuentes de nitrdgeno distintas de la harina de soja.-
Do un alto rendimiento de kasugamicina en medio conteniendo ex
tracto de jiste, extracto de carne, peptona, avena o nitrdgeno
inorgdnico como fuentes de nitrdgenoc. No solamente los aceites
vegetativos, las gresas vegetativas, los aceites animaleso las
grasas animales, sino también los doidos grasos o sus ésieres
son también fuentes de carbono adecuadas para la produccidn de
kasugamicina. En experimentos realizados por el mismo método -
que se describe arriba, con la excepcion de usar un subcultivo

diferente de Streptomyces kasugaensis, se obtiene la sigulente

produccidn de kasugamicina en medio conteniendo un 2,0% de dei
do graso o sus ésteres: 1.050 meg/ce con dcido palmitico,1.200
meg/ce con dcido estedrico, 320 meg/cc con triestearato de gli
cerol, 3.100 meg/cc con trioleato de glicerol, 910 meg/ce con
palmitato de metilo, 1.800 mcg/cc con oleato de metilo, 1.840
meg/ce con oleato de etilo, 1.800 meg/cc con oleato de butilo,
320 meg/cc con un 2% de glicerol y 880 meg/cc con un 3% de mal
tosa., Asi, no solamente el glicerol sino también los deidos gra
808, que son productos hidrolizados de aceites o grasas,se uti
lizan para la produccidén de kasugamicina. Ia cepa més producti
va que se ha obtenido dié 10.000 meg/ml de kasugamicinz, en un
medio consistente en un 6,0% de aceite de soja, y un 5,0% de -

harina de soja (pH inicial ajustado a 6,5) en el cultivo de -



agitacidn.

El presente invento se refiere al procedimiento de
produccién de kasugamicina, cultivendo una cepa productora de
kasugamicina en un medio conteniendo glicéridos, dcido graso o

5.~ ésteres de dcidos grasos como fuente principal de carbono bajo

condiciones aerdbicas. Pueden afiadirse desde el principio de

la fermentacidn, o puede dividirse la adicidn durante la fer-

mentacidn. La cantidad de aceites o grasas usadas generalmente

no es menor del 2,0% del medio. La cantidad dptima depende de

10.~ 1la cepa y de las condiciones de la fermentacidn, tales como al

reacidn, otros nutrientes y temperatura. Como se halldé por el

presente invento que los aceites vegetativos, grasas vegetati-

vas, aceites animales, grasas animales, 4cidos grasos y éste—

res de 4cidos grasos gon fuentes de carbono adecuwadas para la

15.- produccidén de kasugamicina como fuente principal de carbono,es
te invento no queda limitado por los ejemplos que siguen:

Ejemplo I

Se colocaron 70 ml de medio conteniendo un 0,3% de
extracto de jiste, un 0,4% de peptona, un 0,1% de KpHPO,, un -

20,- 0,1% de NaCl, un 0,05% de MgSO4.7H20, un 0,02% de FeSO4.7H20 y
un 0,5% de harina de soja, en una redoma de 500 ce, de volumen,
esterilizdndose a 1202 C, durante 20 minutos. Se inoculd una =

cantidad rizada de mezcla de micelio y esporas de Streptomyces

kasugaensis de un cultivo de sesgo, a cinco redomas contenienw
25.~ do el medio esterilizado y cultivado controladamente en una mg
quina de agitacidn reciproca a 28 a 302 C. Durante el cultivo
de agitacidn, se afiadié aceite de soja al 0,5% cada 24 horas,
cuatro veces, Después, la media de kasugamicina en cinco redo-
mas era de 2,880 meg/cc. Los caldos de c¢inco redomas se combi-

30.~ naron y filtraron y se obtuvieron 280 cc del filtrado, conte-
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niendo 2.900 meg/cc de kasugamicina. Se pasaron a través de uns
columna de 1 cm. de didmetro conteniendo 50 cc de resina de dci
do sulfirico en forma HH4+. Después de pasar 500 cc de agua,se
pasaron 0,5 N NH4OH, y se obtuvo el levigado de 32 cc¢ mostran-—
do actividad. Se neutralizd con 1 N HCl, y después de su con=-
centracidén en vaclo y secado se obtuvieron 2,1 g. de polvo ma-
rrén claro. Contenia 540 mg. de kasugamicina y la electrofore-
sis de alto volteje indlcé que contenia kasugamicine solamente
como sustancis antimicrobiana.

Ejemplo 2.

Por el mismo procedimiento descrito en el Ejemplo 1,
se cultivd con agitacidn la misma cepa 48 horas en un medio -
conteniendo un 2,5% de harinas de soja (con la grasa eliminada),
un 0,1% de KoHPO,, un 0,3% de NaCl, un 0,045 de ZnSO4.5HzO0, un
0,3% de glucosa, y un 1,5% de aceite de soja. Se inocularon 75
co. del caldo asi obtenido a 10 litros de un medio consistente
en un 2,5% de harina de soja (con la grasa extraida) un 0,1% =
de K2HP04, un 0,05% de MgSO4.7H20, un 2,2% de aceite de balle-
na purificado, un 0,02% de resina de silicona como agente an-—
tiespumante (el pH inicial se ajustd a 6,8), y se esterilizd a
1202 C. durante 25 minutos en un fermentador de +tina de 20 li-
tros de volumen. La fermentacidn se hizo bajo un agitador a =
300 rap;m., 10 litros de aire por minuto y a 282 C. Después, a
las 96 horas, se produjeron 2.350 mcg/cc de kasugamicina. Se to
maron 300 cc. del medio y se extrajo la kasugamicina por el -
mismo procedimiento antes descrito, y =se obtuveo 2,1 g, de um
polvo que contenia 415 mg. de kasugamicina. Este polvo se di-
solvid en 100 ml. de agua destilada y se pasé a través de una
columne de 1 cm., de didmetro conteniendo 50 ml. de resina de -

deido sulfirico (Amberlita XB-100) de tipo HY, y después de pa



50"

10 -

15-"‘

200"‘

Bou"

gar 500 cc. de agua, la kasugamicina absorbida fue levigada con
1 R HCl. Veintitres cc. del levigado mostrando la actividad an—
timicrobiana se ajustaron a pH 5,0 con una resina de intercambio
de aniones (Amberlita IRA-411l) y se concentraron bajo vacio é 5
cc. ¥y se afiadieron 50 cc. de etanol. Despuds cristalizaron 210
mg. de hidrocloruro de kasugamicina (014H2509N3H01.H20).

L jemplo 3.

Segun el mismo procedimiento descrito en el Ejemplo 2,
se cultivd una cepa productora de kasugamicina en un fermenta-
dor de tina., El medio del fermentador de tina contenia un 3,0%
de extracto de jiste, un 0,1% de NaCl, un 0,1% de KZHPO4,un(%05$
de MgS0,.TH0, un 2,0% de aceite de manteca de cerdo. A las 92
horas, se produjeron 2.860 mcg/cc. de kasugamicina.

E jenplo 4. _

Se colocé un litro de un medio conteniendo un 5,0% de
harina de soja, un 4% de aceite de soja, un 1,0% de glucosa, un
0,1% de KoHPOy en una redome de Erlenmeyer de 5 litros de voluT
men y se esterilizd a 1202 ¢, durante 20 minutos. Se inocularon

esporas de un cultivo de Streptomyces kasuggsensis y se cultiva—

ron bajo agitacién a 27 a 282 C. durante 48 horas en una maqui-
ne de agitacidn rotatoria. Bl pH inicial del medio se ajusté a
6,5. E1 caldo asi obtenido fue inoculado a 1,200 litros de un
medio colocado en un fermentador de acero inoxidable de 2,000 ~
litros de volumen. El medio contenia un 4,04 de aceite de soja,
un 5,0% de harina de soja, y un 0,1% de KoHPO,. EL pH inicial -
ge ajusté a 6,3. Ta fermentacidén se hizo a 282 C, bajo agite~
cién a 200 r.p.m. y bajo aireacidén de 400 litros de aire por mi
nuto, durente 24 horas. El caldo as{ obtenido se inoculé a 15.000
litros en un medio en un fermentador de acero al carbono de -

25.000 litros de volumen., El medio contenia un 5,0% de aceite -
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de soja, un 7,0% de harina de soja, un 0,1% de KolPO,.El pH ini
cial era de 6,3 a 6,4. Ia fermentacidn se hizo a 282 G., bajo
agitacidn a 150 r.p.m., y bajo aireacién de 5000 litros.de ai-
re por minuto. Después de 20 horas, el pH aumentd a 5,83rse 1lle
5= v6 a 6,5 por medio de la adicidén de deido fosférico. Este ajus-
te de pH se hizo también a las 25 y 29 horas. 4 las 96 horas se
produjeron 2.300 meg/cc de kasugamicina y el pH era de T2, A
las 160 horas, se produjeron 5.900 meg/cc de kasugamicina y el
pH era 5,0. A las 220 horas se produjeron 7.900 meg/cc de kasu-
10.~ gamicina y el pH era 5,3. Se interrumpidé la fermentacidn y el =
pH se puso en 5,0 con dcido sulfirico y se hizo filtracidn con
la adicidén de 100 Kgs. de tierra de diatomeas. Ia torta se lavéd
con agua y ésta se afiadid al filtrado, obteniéndose as{ 30.000
litros de licor conteniendo 111 Xgs. de kasugamicina. Se pasa=-
15.~ ron por una columna de 2,5 mis. de didmetro conteniendo 5000 1i
tros de resina de 4cido sulfirico (Amberlita XE-100) de +tipo Hét
Después se pasaron 0,5 N NaOH. Le primera levigacién (4.000 li-
tros) conteniendo kasugamicina era neutra, y la segunda era al-
caline que se neutralizé con resina de carboxilo en HY (IRC-50).
20.~ El levigado combinado se puso a pH 5,0 con dcido sulfirico. Se
concentré a 500 litros por medio de un evaporador de pelicula y
la solucién concentrada se secd por medio de secador de pulveri
zacién. Asi, se obtuvieron 198 Kgs. de kasugamicina. Este polvo
era Util para aplicacidn agricola. Quinientos gramos de este pol
25.~ vo se disolvieron en agua destilada de 3.500 c¢. ¥y la solucidn
se pasd a través de una columna de 1.500 cc. de una resina in-
tercambiadora de aniones (Amberlita IRA-401) de tipo OH™, Se pa
86 el agua y la solucidn mostrendo la actividad se puso en pH -
5,0 con dcido hidrocldrico. Cuando se concentrd a menos de 2 1i

30.~ tros, aparecieron los cristales. Ia concentracién se continub -
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hasta 400 nl. y despuds se separaron los cristales frios por -~
filtracidén. Asi, se obtuvieron 155 gs. de hidrocloruro de kasu-
gamicina cristalina.
Descrita convenientemente la naturaleza de la actual

Patente de Invencidn, como asimismo la forma de poderla, llevar
a la prictica para convertirla en una realidad industrislizable
se hace constar que en la misma, seran susceptible de introducir
todas aquellas modificaciones de detalle que las circunstancias
¥y la prictica pudieran aconsejar, siempre y cuando que con las
variantes que se introduzcan no se cambie, altere o modifique -
la esencialidad del objeto descrito.

N O T A

Se declara como de novedad y propiedad para todo el -
territorio espafiol el contenido de las siguientes

REIVINDICACTIONES:

12,~- "Procedimiento para la produccidn de un antibid-
tico llamado kasugamicina", que comprende el cultivo de la cepa
productora de kasugamicina en un medio conteniendo aceites vege
tativos, grasas vegetativas, aceites animales, grasas animales,
dcido graso o ésteres de deidos grasos, como fuentes principales
de carbono, bajo condiciones aerdbicas sumergidas hasta que se
imparte al medio una cantidad substancial de kasugamicina,

2#,- "PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION IE UN ANTIBIO-
TICO LLAMADO KASUGAMICINA",



Todo ello, conforme se describe y reivindica en la pre
sente memoria que consta de DOCE hojas, escritas a mdguina por -

una sola de sus caras.

Madrid, 4 de octubre de 1.966

. GONZALEZ VA
PP,
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