
MEMORIA DESCRIPTIVA
correspondiente a la solicitud de concesión de una 

PATENTE DE INVENCION___________

SOLICITANTE! E L I LILLY AND COMPANY.

RESIDENCIA: 7 4 0  S o u t h  A la b a m a  S t r e e t ,  ..............  ...

.......................... INDIANAPOLIS I n d i a n a .  U . S . A .  .......

ENUNCIADO: "UN. METODO PARA LA PRODUCCION DE UN 

A N T IB IO T IC O ". ' ...............................  ................

.Prioridad: Patente e s t a d o u n i d e n s e  n .° .7 0 7 - 8 4 1  del. 2 3 - 2 - 1 9 6 8
( s e  i n d i c a r á )  6 - 1 2 - 1 9 6 8

-1-



Este invento se re f ie re  a un procedimiento para la  
producción de nuevos agentes an tib ió tico s que comprenden los 
compuestos designados aquí con los nombres A204, A204II y 
sus sa le s .

Se proporciona un método de producción de un antibió 
tic o  caracterizado por c u ltiv a r una variedad productora de 
an tib ió tico  A204 de Streptomyces albus. en un medio de cul­
tivo  conteniendo fuentes asim ilables de carbono, nitrógeno 
y sa les inorgánicas, en condiciones aerobias sumergidas has­
ta  que dicho organismo produce una cantidad importante de 
A204 en dicho medio de cu ltivo .

También se proporciona un método de preparación de 
agentes an tib ió tico s caracterizado por preparar en su forma 
p estic id a  y farmacéuticamente aceptable e l compuesto A204,
A20411; sus sales de metales a lca lino s, metales a lca lino - 
té rreo s  y de nitrógeno básico o la s  mezclas de los mismos.

E3L compuesto A204 es descrito  más específicamente co 
mo un sólido c r is ta lin o  blanco que funde a 96-98°C cuando 
se c r is ta l iz a  en é te r e t í l ic o ;  que es soluble en áste res, 
benceno, hidrocarburos halogenados, dimetilformamida, dime- 
tilsu lfó x id o , é te r  y cetonas, ligeramente soluble en alcoho­
le s  y muy ligeramente soluble en agua; que es ácido, con un 
grupo valorable de pK  ̂ igual a 6,1; que tiene un peso mole­
cu la r aparente de 900 aproximadamente, determinado a p a r t i r  
de lo s  resu ltados de la  valoración; que tiene  una composi­
ción aproximada de 61,74 % de carbono, 9,37 % de hidrógeno 
y 28,38 % de oxígeno; que tiene  una ro tación óptica especí­
f ic a ,  (<x)j^°, de +68,12° (c = 1 % en peso/vdumen, en meta- 
n o l); que cuando se mide en solución en cloroformo presen­
ta  la s  sigu ien tes bandas d istingu ib les en su espectro de ab-
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sorción in fra rro jo , en e l  in tervalo  de 2,0 a 15,0 mieras: 
2,95; 3,43; 5,95; 6,87; 7,26; 7,80; 8,52; 8,95; 9,17; 9,34; 
9,59; 9,82; 10,07; 10,24; 10,51; 10,77; 11,40; y 11,80 mi­
eras y que no tiene  un espectro ca rac te rís tico  de absorción 
en u ltra v io le ta .

El compuesto A204II es descrito  más específicamente 
en forma de su sa l mixta de sodio y potasio que es un só li­
do c r is ta lin o  blanco soluble en áste res, benceno, hidrocar­
buros halogenados, dimetilformamida, dim etilsulfóxido, á te r 
y cetonas, es ligeramente soluble en alcoholes y es muy l i ­
geramente soluble en agua; que tiene  un grupo valorable de 
pK igual a 6,3 en una solución a l  66 % de dimetilformamidapeOen agua; que tiene una rotación especifica , (% )^ , de
+42,3° (c = 1 % en peso/volumen, en metanol); y que cuando 
se mide en una solución en cloroformo presenta la s  siguien­
te s  bandas d istingu ib les en su espectro de absorción in fra ­
rro jo  sobre e l  in tervalo  de 2,0 a 15,0 mieras: 3,20; 3,45; 
6,26; 6,90; 7,30; 7,68; 7,80; 8,20; 8,50; 8,80; 9,22; 9,39;
9,59; 9,70; 9,82; 10,08; 10,26; 10,48; 10,83; 10,96; 11,30; 
11,55; y 11,78 mieras.

La rotación óptica específica fuá determinada en e l 
compuesto ácido l ib re  c r is ta lin o , secado a la  temperatura an(- 
b ien te  en vacio sobre cloruro cálcico anhidro durante unas 
15 horas; la  valoración fuá una valoración electrom átrica en 
una solución a l  66% de dimetilformamida en agua; y se d e te r­
minó e l a n á lis is  elemental en los compuestos secados a va­
cío a unos 80°C sobre pentóxido do fósforo.

Los an tib ió tico s A20<i y A204II se producen cultivan­
do una variedad de Streptomyces albus en condiciones aeró- 
b ia s , en un medio de cultivo conteniendo una-fuente asim ila
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b le  de carbono, nitrógeno y sa les  inorgánicas.
Los organismos se a is la ro n  primero de unas muestras 

de suelos obtenidas en Ferry, F lorida , en Estados Unidos, 
suspendiendo unas porciones de la s  muestras de suelos en 
agua destilada  e s té r i l  y extendiendo la s  suspensiones so­
bre placas de-ágar n u tr i tiv o . Las placas de ágar n u tritiv o  
sembradas fueron incubadas a unos 30°C durante varios d ias . 
Al f in a l  de l periodo de incubación, se tra n s fir ie ro n  la s  co 
lon ias  de organismos productores de A204 a unos tubos in o li-  

10 nados de ágar, mediante un aro de p latino  e s t é r i l .  Los cul­
tiv o s  inclinados de ágar inoculados se incubaron después pa­
r a  formar cantidades mayores de inoculum para l a  producción 
d e l an tib ió tico  A204.

Este organismo capaz de producir an tib ió tico  A204 ha 
sido colocado en depósito permanente, s in  re s tr ic c ió n , con 
l a  colección de cu ltivos de l a  Northern U tiliz a tio n  Research 
and Development Division, A gricultural Research Service, De 
partamento do A gricultura.de Estados Unidos (anteriormente 
Northern Regional Research L aboratories), Peoria* I l l in o is  
y es asequible a l  páblioo bajo l a  denominación de cultivo 
número NRRL 3384.

Debido a l a  inoertidumbre de lo s  estudios taxonómicos 
con e l grupo Streptomyces de organismos, ex iste  siempre un 
elemento de duda asociado con l a  c las ificac ió n  de un organis 
mo recién  descubierto. No obstante, e l organismo que produce 
e l  an tib ió tico  A204 es aparentemente e l más parecido, en sus 
c a ra c te r ís tic a s  más im portantes, a la  descripción publicada 
de lo s organismos Streptomyces albus. Streptomyces albido- 
flavus y Streptomyces flaveo lus. Sin embargo, consideramos 

80 que e l  cu ltivo  es una variedad de S.albus fRossia Doria)



Waksman y Henrici, basados en la  descripción de l a  variedad 
neotipo de S .albas ATCC 3004 realizada por Iyons y Pridham, 
][j. B acterio l. 83: 370-330 (1962)] y de l a  variedad S. albus 
de IMRU 3005 d esc rita  por Waksman, f The Actinopiycetes, Vol. 
I I  "C lassifica tion , Id en tif ic a tio n  and Description of Genera 
and Species", W illians and Wilkins Co., Baltimore (1961 )j .

" A pesar de la s  sim ilitudes, s in  embargo, existen di­
fe rencias su fic ien tes para d is tin g u ir  e l nuevo organismo em­
pleado en este invento de todas la s  variedades previamente 
d esc ritas  de S .albus. Por lo  tan to , hemos clasificado e l 
organismo NRRL 3384 como una nueva variedad de Streptomyces 
albus.

Las descripciones detalladas contenidas aquí se hacen 
con especial referencia  a l  organismo recién  encontrado NRRL 
3384. No obstante, debe entenderse que l a  producción de an­
t ib ió tic o  A204 por lo s  mutantes en desarro llo  de estos orga­
nismos productores de A204 se encuentra dentro de lo s  lim i­
te s  de este invento. Estos ótros mutantes pueden ser produ­
cidos por procedimientos conocidos, por ejemplo sometiendo 
l a  variedad an te rio r a la  acción de lo s  rayos X, de l a  radia 
ción u ltra v io le ta  o de lo s  agentes químicos como la s  mosta­
zas nitrogenadas.

Los métodos empleados en los estudias taxonómicos de 
l a  variedad de S .albus productora de an tib ió tico  A204 fueron 
lo s  recomendados por e l In ternational Streptomyces Project 
descritos por S hirling  y G ottlieb, "Methods fo r  Characteri­
zation of Streptomyces Species", In te rn . Bull. Systematic 
B ao terio l. 16, 313-340 (1966), junto con otros ensayos su- 
plem etarios. Los ensayos de u tilizac ió n  de carbono se r e a l i ­
zaron de acuerdo con e l método descrito  por Pridham y Gott-
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l ie b ,  J .  Bac. J56, 107 (194-8). Los datos obtenidos en los 
estudios taxonómicos están indicados más adelante en fo r­
ma tab u la r. Los nombres de los colores fueron atribuidos 
de acuerdo con e l  método ISCC-NBS (Kelly y Judd, "The ISCC- 
NBS Method of Designating Colors and a Dictionany of Color 
Names") Departamento de Comercio de Estados Unidos, Circu­
l a r  553, Washington, D.C). Las c ifra s  entre paréntesis se 
re f ie re n  á l a  s e r ie  de colores Tresner y Backus [Tresner y 
Backus, "System of Color Wheels fo r  Streptomyces Taxonomy", 
Appld. M icrobiol. 11.:335-33S (1966)]. Los bloques de color 
Maerz y Paul están encerrados entre corohetes. (Maerz y 
Paul, 1950, D ictionary of Color. McGraw-Hill, New York).

TABLA I  .
Descripción del cu ltivo  NRRL 3384-

Propiedad observada 
Morfologia

C arac te rís ticas
Esporoforos esp ira les producidos conteniendo de 3 a 50 esporas por cadena, generalmente de 10 a.50;-- esporas ovoidales a alargadas,1,9 x 1,3 mieras; superfic ies de espora l i s a s  observadas en la s  mi- crografias electrón icas

CARACTERISTICAS DE CULTIVO SOBRE:
Maleato càlcico

de avena

Crecimiento abundante, verde ama­r i l le n to  pálido invertido  [10B1.J; esporulaciÓn y micelio aéreo abun dantes, (7 J am arillo pálido, 2Ba* [11C.1J; ningún pigmento soluble; medio ligeramente aclarado
P asta  de tomate -  harina Crecimiento abundante, am arillogrisáceo invertido  J1B2]; esporu­laciÓn y  m icelio aéreo abundantes. (Y/) blanco a; ningún pigmento so­lub le  ***

Crecimiento abundante, amarillo grisáceo invertido  [11B2]; esporu­laciÓn y  micelio aéreo abundante, (Y) am arillo pálido, 2ba [1101 ]; ningún pignento soluble.

ICP na 2
(Agar de levadura -  malta)
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ICP ns 3

(Agar de harina de avena)
ICP ns 4

(Agar de sales ino r gánicas-almidón?
ICP nS 5

(Agar de g lic e ro l-  asparraguina)
Agar de Czapek

Agar de tiro s in a
Glüoosa-asparraguina

Agar de Emerson

Agar de Bennett
Agar n u tritiv o

Acción sobre l a  leche

Reducción de n itra to s
Producción de melanina

Agar de peptona -  ' h ierro
30

TABLA I  (continuación)
C aracterísticas________

Crecimiento regu lar, blanco inver­tid o ; esporulación y micelio aéreo regu lar (Y/) blanco a; ningún pig­mento soluble "
Crecimiento abundante, amarillo gr3 sóeo invertido [11B2]; esporulación y micelio aéreo abundantes (Y) ama r i l l o  pálido 2ba [11 C.1J ; ningún p3^' mentó soluble
Crecimiento abundante, verde amari lie n to  pálido invertido 10B1 ; es porulación y micelio aéreo abundan te s  (V/) blanco a; ningún pigmento* soluble ***
Crecimiento bueno, blanco inv ertid^  esporulación y micelio aéreo bue-  nos (Vi) blanco a; ningún pigmento soluble ' "*
Crecimiento muy pobre; ningún color atribuido
Crecimiento regu lar ¿ am arillo inver tido  [11C1J; esporulación y micelic aéreo regulares (Y) amarillo p á li­do 2ba [11C1]; ningún pigmento so­luble**
Crecimiento abundante, am arillo gri sáceo invertido L12B3) ; esporulación y micelio aéreo abundantes (GY) gris am arillento, 2dc [lOA2j; ningún pi¿ mentó soluble
Crecimiento muy pobre; ningún color atribuido
Crecimiento regu lar, amarillo g ri­sáceo invertido Í11B21; esporula­ción y micelio aéreo regulares (17) blanco a; ningún pigmento soluble
Ninguna variación a l  cabo de 14 días
Positiva 
Positiva
Negativa
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TABLA I  (continuación)
Propiedad observada C arac te rís ticas

Triptona -  extrae to de levadura** Negativa
Licuefacción de gola t in a  *"* Nula a lo s  14 días
R equisitos de tempe­ra tu ra Crecimiento y esporulación: regula­res a 26°; buenos-a 30°; crecimien­to vegetativo a 37°; trazas de cre­cimiento, vegetativo solamente,a 43- 49°* Crecimiento nulo a 55°.
Respuesta del micelio del su stra to  a lo s  cambios de pH

Todos lo s  medios excepto e l ICP ns 4 quedan s in  a fe c ta r . Cambio del ICP n2 4 de marrón a blanco o incoloro cuando se t r a ta  con HC1 0,05 N o NaOH 0,05 N
Respuesta del pigmen­to  soluble a lo s  cam bios de pH "

Ningún pigmento soluble

U tilizac ión  de carbono
L-arabinosa - +
Sacarona (- )
D-xilosa (+)
D-fructosa (+)
Glucosa 4-
Ramnosa ' i +
Rafinosa
1 - in o s i to l +
D-manitol +
Menos carbono (contro l) -

Clave de u tiliz a c ió n :
+ *= positivo  

(+) = u tiliz a c ió n  probable 
( - )  = u tiliz a c ió n  dudosa
-  = u tiliz a c ió n  nula

EL medio de cultivo que se puede emplear en la  produc-
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ción del an tib ió tico  A204 por cultivo del organismo antes 
descrito  puede se r uno cualquiera de diversos medios puesto 
que, como re su lta  evidente de los ensayos de u tilizac ió n  an­
te s  d escrito s , e l organismo es capaz de u t i l iz a r  d iferen tes 
fuentes de energía. Sin embargo, por economía de producción 
rendimiento máximo de an tib ió tico  y fac ilid ad  de aislamiento 
del an tib ió tico , son p re fe rib le s  c ie r ta s  fuentes n u tritiv a s  
relativam ente se n c illa s . Por ejemplo, lo s  medios que son d ti  
le s  en la  producción del an tib ió tico  comprenden una fuente 
asim ilable de carbono como glucosa, fruc to sa , almidón, g l i -  
ceriná , melazas, dextrina, azúcar moreno y sim ilares. La fue 
te  preferida de carbono es l a  glucosa. Además, pueden emplear 
se otros medios como una fuente de nitrógeno asim ilable, por 
ejemplo harina de so ja , sólidos de infusión de maíz, leva­
dura, harina de sem illa de algodón, extracto de buey, pecto- 
nas (de carne o de so ja ) , caseína, mezclas de aminoácidos y 
s im ilares. Las fuentes preferidas de nitrógeno son la s  peo- 
tonas, l a  harina de so ja , la s  mezclas de aminoácidos y simi­
la re s .  Entre la s  sa les inorgánicas n u tr itiv a s  que pueden ser 
incorporadas a lo s  medios de cu ltivo  se encuentran la s  sales 
habituales capaces de formar iones sodio, potasio, amonio, 
ca lc io , fo sfa to , su lfa to , cloruro, carbonato y análogos.

También deben ser incluidos en e l medio de cultivo 
los elementos menores necesarios para el crecimiento y  desa­
r ro l lo  óptimos de lo s  organismos utíRzados para l a  produc­
ción del an tib ió tico  A204. Estos elementos traza  normalmen­
te  aparecen como impurezas en lo s  otros constituyentes del 
medio en cantidades su fic ien tes  para cumplir los requ isito s 
del crecimiento del actinomyoetes empleado en este invento.

Puede variarse  el pH in ic ia l  del medio de cultivo*.



No obstante, se ha encontrado que es aconsejable que e l pH 
in ic ia l  del medio está comprendido entre 6,5 y 7*5* Como 
se  ha observado con otros aotinomyoetes e l pH del medio 
aumenta gradualmente durante e l  periodo de crecimiento del 
organismo m ientras se es tá  produciendo e l an tib iá tico  y pue­
da alcanzar un n ivel comprendido entre 7,0 y 7*6 o más, de­
pendiendo e l pH f in a l ,  por lo  menos en p arte , del pH in ic ia ] 
del medio, de lo s  reguladores presentes en e l  mismo y del 
periodo de tiempo durante e l que se permite e l  crecimiento 
d e l organismo.

Las condiciones de cu ltivo  aerábias sumergidas son 
la s  condiciones de eleccián para l a  produccián del an tib iá­
tic o  A204- Para l a  preparacián de cantidades relativam ente 
pequeñas pueden emplearse matraces sacudidos y cu ltivos su­
p e rf ic ia le s  en frascos; pero para l a  preparacián de grandes 
cantidades se p re fie re  e l cu ltivo  aerobio sumergido en tan­
ques e s té r i le s .  EL. medio contenido en e l  tanque e s té r i l  pue­
de se r inoculado con una suspensión esporulada; pero debido 
a l  re traso  del crecimiento experimentado cuando se u t i l iz a  
como inoculum una suspensión esporulada, se p refie re  l a  fo r  
ma vegeta tiva del cu ltiv o . Evitando a s i  e l re traso  del cre­
cimiento, se consigue un uso más e fic ien te  del equipo de fe r 
mentación. En consecuencia es aconsejable producir primero 
un inoculum vegetativo del organismo por inoculación de una 
cantidad relativam ente pequeña de medio de cu ltivo  con l a  
forma espora del organismo y cuando se ha obtenido un inocu­
lum vegetativo joven y ac tivo , t r a n s fe r i r  asépticamente e l 
inoculum vegetativo a l  tanque grande. EL medio en e l  que se 
produce e l  inoculum vegetativo puede se r  igual o d is tin to  
de l medio u tilizad o  para la  producción en gran escala del
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antibiótico A204.
El organismo que produce e l an tib ió tico  A204 crece 

dentro de un amplio in tervalo  de temperaturas, comprendido 
en tre  25° y 37°C. La producción óptima de A204 parece tener 
lugar a temperaturas de 26-30°C. En general, l a  producción 
máxima del an tib ió tico  se produoe a l  cabo de unas 48-72 ho­
ra s  después de l a  inoculación del medio de cu ltivo .

Como es constumbre en los procesos de cu ltivo  aerobio 
sumergido, se hace pasar a ire  este rilizad o  a través del me­
dio de cu ltivo . Para un crecimiento del organismo y una pro 
ducción de an tib ió tico  A204 e fic ien tes , e l volumen de a ire  
empleado en l a  producción en tanque de A204 es de 0,2 a 0,4 
volúmenes de a ire  por minuto y por volumen de cu ltiv o . EL 
volumen preferido es de 0,35 volúmenes de a ire  por minuto 
y por volumen de medio de cu ltivo .

La concentración de l a  actividad de an tib ió tico  en el 
medio de cultivo puede se r seguida fácilm ente durante e l pe­
riodo de fermentación determinando en unas muestras del me­
dio de cultivo su actividad in h ib ito r ia  contra e l  crecimien­
to de organismos conocidos por se r inhibidos por la  presen­
c ia  del an tib ió tico  A204. Se ha enoontrado que son ú ti le s  ga 
ra  es te  f in  lo s  organismos Staphylococcus aureus, Sarcína lú ­
te a , B acillus s u b ti l is  y Mycob a c terium avíum. La determina­
ción de la s  muestras puede re a liz a rse  por los conocidos mé­
todos turbidomátrico o de placar copa.

En general, l a  producción máxima de A204 ocurre a l 
cabo de 2 a 3 días despuós de la  inoculación del medio de ctf. 
tivo  en los procedimientos de cultivo aeróbio sumergido o de 
cu ltivo  en matraz sacudido.

La actividad an tib ió tio a  producida durante l a  formen-



tac ión  de A204 puede encontrarse en e l caldo an tib ió tico  o 
en e l m icelio o en ambos s i t io s .  Por consiguiente, la s  tro ­
n icas de aislamiento empleadas en l a  producción de A204 es-!
tán  proyectadas para perm itir l a  máxima recuperación del 
an tib ió tico  do una cualquiera o de ambas fuen tes. Asi, por 
ejemplo, e l caldo de fermentación ta l  como se obtiene pue­
de se r f i l t ra d o  y el f i l t ra d o  extraído con un disolvente 
adecuado para recuperar l a  actividad a n tib ió tica  no re te n i­
da por l a  to r ta  de m icelio . Además se recupera e l a n tib ió ti"  
co presente en l a  to r ta  de m icelio mediante extracción a 
fondo con un disolvente adeouado. En cualquier caso, e l an­
t ib ió tic o  puede se r recuperado del disolvente de extracción 
por lo s  métodos co rrien tes normalmente empleados en l a  téc­
n ica .

Los a n á lis is  químicos y f ís ic o s  del A204 c r is ta lin o  
indican l a  presencia de 4-5. grupos metoxi.

La cromatografía de papel del an tib ió tico  A204 sobre 
papel Whatman nB 1 dió lo s  siguien tes valores de R^: Rp = 
0,14 en un disolvente de agua, metanol, acetona y benceno 
en una re lac ión  de volumen de 72 :24,5 :3 :0 ,5 ; = 0,87 en ui
disolvente formado por solución acuosa a l  10 % de n-propa- 
n o l; Rj¡, a* 0,33 en un disolvente que contiene agua, metanol 
y ácido acético en una proporción de 12:3:1 ( la  solución 
fué ajustada a pH 10,5 con NĤ OH y después a pH 7*3 con 
HgPÔ ). En l a  determinación de lo s  valores an te rio res, e l an 
t ib ió t ic o  fué aplicado a l  papel en solución m etanólica. Se 
obtuvieron b ioautografías colocando e l  cromatograma de pa­
pel sobre iracas  de ágar sembradas con B acillus s u b ti l is  
como organismo de ensayo.

Cuando e l A204 es sometido a cromatografía en capa
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delgada sobre placas de gel de s í l i c e  en acetato de e tilo  
como disolvente, u tilizando como detector una pulverización 
de v a in ill in a  o ácido su lfú rico , presenta un valor de Rp de 
0,8 aproximadamente.

La sa l sódica del an tib ió tico  A204 es un sólido blan­
co c r is ta lin o  que funde a 144-145°C y tiene  un peso moleoulajr 
de 960 aproximadamente, determinado por a n á lis is  con rayos 
X. La sa l sódica es soluble en áste res, benceno, hidrocar­
buros halogenados, dimetilformamida, dim etil-sulfóxido, étex

10 y cotonas y es ligeramente soluble en alcohol. La rotación
25^óp tica  específica , (%)D , de la  sa l sódica c r is ta l in a  del 

an tib ió tico  A204, secada a l a  temperatura ambiente en vacío 
sobre cloruro cálcico anhidro durante unas 15 horas, vale 
+54,95° (c = 2 % en peso/volumen en metanol).

18 El espectro de absorción in fra rro jo  de l a  sa l sódica
del an tib ió tico  A204 en cloroformo está  mostrado en l a  Fi­
gura 2 que acompaña a es ta  memoria. Las bandas d istinguib les 
en e l espectro in fra rro jo  en e l in tervalo  de 2,0 a 15,0 mi­
eras son la s  sigu ien tes: 3 ,1-3 ,2  (ancha); 3,44; 6,26; 6,87;

20 7 ,29 ; 7,67; 7,79; 8,45; 8,96; 9,11; 9,18; 9,36; 9,56; 9,82;
10,05; 10,26; 10,54; 10,95 y 11,77 mieras.

El peso molecular de la  sa l de p la ta  c r is ta lin a  hidrs 
tada del an tib ió tico  A204, determinado a p a r t i r  de lo s  va­
lo res  obtenidos con rayos X, es alrededor de 1099. Los- crin 

25 ta le s  de l a  sa l de p la ta  son incoloros pero son sensibles 
a l a  luz y a lo s  rayos X, volviéndose de color pardo oscu­
ro  a l  cabo de dos días de irrad iac ió n  en a ire . La densidad 
observada de la  sa l de p la ta , medida por flo tac ión  en solu­
ción acuosa de ZnOlg es de 1,293 g/cm^. La única reg la  de 

30 extinción es hkl: h + k = Zn, que ind ica e l grupo espacial
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monoclinico Cg no centrado. Existen cuatro unidades monocli 
n icas asim étricas y una molécula por unidad asim étrica en 
una c e ld il la  unidad que tiene  la s  sigu ien tes dimensiones: 
a = 25,977 R, b = 14,517 R, 0 = 14,418 &, B = 91,94 R*

Como ocurre con muchos an tib ió tico s , e l an tib ió tico  
A204 contiene ocasionalmente varios componentes estrechamen 
t e  relacionados. EL segundo componente no se encuentra en 
todas la s  fermentaciones y, cuando se encuentra, generalmente 
e s tá  presente en cantidades de hasta  5 % del rendimiento to­
t a l .  Este segundo componente menor, observado ocasionalmen­
t e ,  ha sido denominado arbitrariam ente A 20411* Hasta ahora 
solamente ha sido obtenido en forma de sa l mixta de sodio y 
po tasio . Se ha encontrado que l a  s a l  mixta de sodio y pota­
s io  de A204II tien e  una actividad comparable a l a  del an ti­
b ió tico  A204*

La media de varios a n á lis is  elementales de l a  s a l  
mixta c r is ta l in a  de sodio y potasio de.A204, secada en vacio 
a unos 80° 0 sobre pentóxido de fósforo , dió lo s  siguientes 
va lo res: 60,66 % de carbono, 8,76 % de hidrógeno y 27,09 % 
de oxigeno.'

Varios a n á lis is  de absorción atómica indicaron que e l 
compuesto era una sa l mixta de sodio y potasio de diversas 
proporciones, conteniendo 1 mol de l a  mezcla de cationes por 
mol de A204.

La s a l  mixta de sodio y potasio de A204II no presen­
t a  un espectro c a ra c te rís tic o  de absorción en u ltra v io le ta .

La cromatografía en capa delgada de l a  s a l  mixta de 
sodio y potasio del fa c to r I I  sobre placas de gel de s í l ic e  

. dió un va lo r de Rp de 0,75 en un sistema a base de acetato 
de e t i lo ,  u tilizando una pulverización de ácido sulfúrico
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como detecto r.
Los oompuestos an tib ió tico s del presente invento t ie  

nen aplicación in d u s tr ia l)  farmacéutica) humana y veterina­
r ia )  empleándose e l término in d u s tr ia l para d is ting u irlo  
de la s  aplicaciones en e l hombre y lo s  animales. Normalmen­
te  lo s  compuestos se combinan por métodos conocidos con veM 
culos adecuados para proporcionar e l  pestic ida  deseado.

EL an tib ió tico  A204 y sus sa les presentan una a c ti­
vidad excelente contra la s  infecciones coccidiósicas cuando 
son incorporados a l a  d ie ta  de lo s  po llo s. Una proporción 
de 9 a 45 g del an tib ió tico  A204 o de sus sales por tonela­
da de pienso es eficaz en e l  control de la s  infecciones sim 
p ies  de E. ten e l l a , E. acervulina, y E. maxima. Los mismos 
n iveles son eficaces en e l control de una infección mixta 
de E.b ru ñ e tti y E. te n e lla , as í como de una infeeción mixta 
de ocho especies de coccidios (Coccivac tipo D).

Los compuestos de este  invento también presentan ac­
tiv id ad  in sec tic id a  y acaric ida . También presentan una ac­
ción in h ib ito r ia  contra e l crecimiento de lo s  organismos mi­
crobianos inclu idas la s  bacterias  Gram-positivas y los hongos 
que son patógenos para l a  vida animal y vege ta l. También aqu:! 
lo s  an tib ió tico s  son ú ti le s  para l a  e s te riliz ac ió n  d.e su p e r­
f ic ie s  alrededor de la s  pisanas, construcciones en granjas, 
alojamientos de ganado y sim ilares y para e l mantenimiento 
Ide ta le s  superfic ies exentas de contaminantes bacterianos y 
fángicos, cuando son incorporados a soluoiones desinfectan­
te s .

Los compuestos de este  invento también presentan a c ti­
vidad contra e l m ildiu pulverulento de l a  judia y contra e l 
v irus enano del maíz a concentraciones comprendidas entre
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16 y 400 ppm y por lo  tanto también son tit i le s  en e l control 
de estos v irus y hongos de la s  p lan tas.

Para i lu s t r a r  con más d e ta lle  e l invento, se dan lo s  
s igu ien tes ejemplos.

EJEMPLO 1
Producción en matraces sacudidos de an tib ió tico  A204 
La producción de an tib ió tico  A204 en cu ltivos en ma­

trac es  sacudidos es ilu s trad a  por e l siguien te ejemplo:
Se inocularon unas esporas de Streptomyces albus - 

10 NRRL 3384 en un ágar inclinado n u tr itiv o  constituido por 
10 g de dextrina, 2 g de una caseína digerida con enzima,
1 g de extracto de buey,;1 g de extracto de levadura, 20 g 
de ágar y agua su fic ien te  para l le g a r  a un volumen to ta l  de 
1 l i t r o .  Los cultivos inclinados se inocularon con esporas 

1S de Streptomycés albus NRRL 3384 y se incubaron durante 4 a 
5 d ias a 30°C. Los tubos inclinados se cubrieron con agua 
d estilad a  e s té r i l  y se rascaron suavemente para separar lo s 
organismos y formar una suspensión acuosa de lo s  mismos. Se 
u ti l iz ó  1 mi de l a  suspensión de esporas re su ltan te  para 

20 inocular cada porción de 10Ó mi del medio vegetativo .
El medio de cu ltivo  vegetativo se preparó combinando 

15 g de glucosa, 15 g de harina de soja, 5 g de sólidos de 
in fusión  de maíz, 5 g de cloruro sódico, 2 g de carbonato 
cálcico y agua co rrien te  su fic ien te  para hacer un volumen 

25 - t o ta l  de 1 l i t r o .  El inoculum vegetativo fué sacudido duran
te  48 horas a 30°C en un sacudidor reciproco con un re c o rr í 
do de 2 pulgadas (5 cm) a 108 rpm. EL inoculum a s i prepara­
do fué u tilizad o  después en l a  producción de an tib ió tico  
Á204 en l a  forma d e sc rita  a continuación.

30 Se preparó un medio de producción de l a  siguien te
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composición:
Barina de soja
Caseína
NaNOi
Jarabe de glucosa 
CaCO.

15 g / l i t r o  
1 "
3 "

20 ' '

'3 2 '5  ^
Agua corrien te
Se introdujeron unas porciones de 100 mi del medio 

de producción en unos matraces Erlenmeyer de 500 mi, que 
10 después se e s te riliz a ro n  a 120°C durante 30 minutos. Una 

vez f r ío s ,  cada uno de los matraces fuÓ inoculado con un 
inoculum vegetativo a l 5 % preparado en la  forma antes des­
c r i ta .

Los matraces de producción fueron agitados durante 
1S 48 horas a 30°0 en un sacudidor ro ta to rio  operando a 250

rpm. El pH del medio s in  inocular varió entre 6,5 y 7)5 . EL 
pH de recogida a l  f in a l  del c ic lo  de fermentación estaba com 
prendido entre 7,0 y 7*6. Se encontró actividad an tib ió tica  
en e l  caldo y en e l m icelio. Esta activ idad fuó determinada 

20 ensayando e l caldo y e l micelio fren te  a B acillus s u b t i l i s , 
empleando métodos conocidos en disco o en placa-copa.

La to ta lid ad  del caldo obtenido por e l procedimien­
to  an te rio r (25 l i t r o s )  se f i l t r ó  a vacio empleando t ie r r a  
de diatomáceas. La to r ta  de micelio se extrajo 3 veces' con 

25 medio volumen de metanol acuoso a l 50 %.-Se combinaron los 
3 extractos m iceliales y se concentraron a vacio para sepa­
r a r  e l metanol. El caldo f i l t ra d o  y e l concentrado acuoso 
de la s  soluciones de extracto m icelia l se combinaron, se 
ajustó  e l pH de la  mezcla a 3 con ácido clorhídrico  y la  so* 

30 lución se extrajo 2 veces con medio volumen de aoetato de



10

15

20

25

30

-1 8  .

e tilo «  Se combinaron lo s  extractos en acetato de e t i lo  y se 
concentraron a sequedad, se volvieron a d iso lver en clorofor­
mo (10 mi por cada gramo de só lidos) y l a  solución en cloro­
formo se pasó a través de una columna de 12 x 40 pulgadas 
(30 x 100 cm) de carbón P ittsburgh conteniendo 2 g de carbón 
por cada gramo de só lidos. A continuación se eluyó l a  colum­
na con 5 a 10 veces del volumen o rig ina l de cloroformo.

Las fracciones de oluato en cloroformo so combinaron, 
se concentraron a sequedad en vacio, se disolvieron en una 
pequeña cantidad de metanol templado y se enfriaron y lo s  
c r is ta le s  re su ltan tes  se f i l t r a r o n .  Por ro c ris ta liz ac ió n  so 
obtuvieron 8,9 g de c r is ta le s  de an tib ió tico  A204 con una po­
ten c ia  de 1200 a 1400 unidades microbiológicas por miligramo. 
Los c r is ta le s  se id en tificaro n  como an tib ió tico  A204 por BMN, 
IR, cromatografía en capa delgada y cromatografía en papel, 
como se ha descrito  más a rrib a  y por tener un punto de fusióx
de 93-98 C,

BJLMPLO 2
Producción de an tib ió tico  A204 

EL an tib ió tico  A204 se produjo por e l  procedimiento 
d e l Ejemplo 1, pero u tilizando un medio de producción de l a  
s ig u ien te  composición:

Glucosa 15 g
Harina de so ja  15* g
Sólidos de infusión de maíz 5 g
NaCl 5 g
CaCO. 2 g

y agua co rrien te  su fic ien te  para l le v a r  e l volumen to ta l  a 
1 l i t r o .  EL an tib ió tico  producido fué iden tificado  como 
A204 y te n ia  un punto de fusión de 96-98^0. ** -

!?:-ss2s:Kas
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EJEMPLO 3
El an tib ió tico  A204 fuó producido por e l procedimien­

to del Ejemplo 1, pero utilizando un medio de producción 
de l a  sigu ien te  composición:

Glucosa 20 g
(NH )̂gSO^ 5 g
CaCÔ 8 g
KC1 4 g
KH2PO4 0,4 g
Harina de soja 5 g

y agua co rrien te  su fic ien te  para l le v a r  e l volumen to ta l  a 
1 l i t r o .  EL an tib ió tico  producido fuá iden tificado  como 
A204 y ten ía  un punto de fusión de 96-98°C.

EJEMPLO 4
EL an tib ió tico  A204 fuó producido por e l procedimien 

to del Ejemplo 1, pero utilizando un medio de producción coi 
l a  sigu ien te  composición:

Glucosa 10 g
Melazas comestibles 20 g
Peptona 5 g
CaCÔ 2 g

y agua co rrien te  su fic ien te  para l le v a r  e l volumen to ta l  a 
1 l i t r o .  El an tib ió tico  producido fuó iden tificado  como 
A204 y ten ía  un punto de fusión de 96-98°C.

28 EJEMPLO 5

30

Producción de an tib ió tico  A204 en nlanta p ilo to
La producción de an tib ió tico  A204 por fermentación 

sumergida en escala de plan ta p ilo to  es ilu s trad a  por e l  s i­
guiente procedimiento:

Un matraz de 250 mi conteniendo 50 mi de un medio
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vegetativo constituido por 10 g / l i t r o  de dextrosa, 25 g / l i -  
t ro  de almidón so lub le , 15 g / l i t r o  de sémola de n ú triso ja ,
10 g / l i t r o  de l ic o r  de infusión de maíz y 2 g / l i t r o  de CaCO: 
en agua co rrien te , con un pH ajustado de 6,5 (NaOH), fué 
inoculado con una suspensión a l  5 % obtenida por e l método 
descrito  en e l  Ejemplo 1 a p a r t i r  de un cu ltivo  inclinado 
de ágar n u tritiv o  constituido por 10 g de glucosa, 10 g 
de extraoto de levadura, 5 g de NaCl, 0,01 g de FeSO .̂THgO, 
0,25 g de MgS0 .̂7Hg0 y 20 g de ágar Moer (lavado tre s  veces] 
en 1 l i t r o  de agua desionizada* EL medio vegetativo inocula­
do fué incubado a unos 30°C durante 48 horas en un sacudido! 
ro ta to r io  con un arco de 2 pulgadas (5 cm) de diámetro, ope­
rando a 250 rpm. Una porción de 16 mi del cu ltivo  vege ta ti­
vo a s i  obtenido fué empleada para inocular un matraz de 1 l i  
tro  conteniendo 200 mi de l medio vegetativo* El medio vege­
ta tiv o  inoculado fué incubado a unos 30°C durante 30 horas 
en un sacudidor ro ta to rio  con un arco de 2 pulgadas (5 cm) 
de diámetro, operando a 250 rpm* Una porción de 200 mi del 
cu ltivo  vegetativo a s i obtenido fué empleada para inocular t)n 
fom entador de 40 l i t r o s  conteniendo 25 l i t r o s  de un medio 
acuoso de fermentación e s te riliz ad o , constituido por 0,2 g / 
l i t r o  de Dow Corning Antifoam, 25 g / l i t r o  de dextrosa, 15 g/ 
l i t r o  de sémola de n ú triso ja , 3 g / l i t r o  de melazas de banda 
negra, 1 g / l i t r o  de caseína y 2,5 g / l i t r o  de CaCÔ  en-agua 
co rrien te . La fermentación se mantuvo a una temperatura de 
30°C durante 30 horas después de l a  inoculación. Durante 
toda l a  fermentación se estuvo agitando a una velocidad de 
420 rpm* La aireación durante l a  fermentación se rea lizó  
a razón de 0,4 volúmenes de a ire  por unidad de volumen de 
medio y por minuto* El aislam iento del an tib ió tico  se llevó
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en l a  forma d esc rita  en e l Ejemplo 1* EL an tib ió tico  produ­
cido fué iden tificado  como A204 y ten ia  un punto de fusión 
de 96-98%.

- EJEMPLO 6
Preparación de sa les de an tib ió tico  A204 a p a r t i r  de caldo

y micelio
Las sa les  de metal a lca lino , amonio y amina del an­

tib ió t ic o  A204 se preparan a p a r t i r  del caldo y del micelio 
por e l método del Ejemplo 7 y ajustando e l  pH del caldo f i l ­
trado y del concentrado acuoso del extracto m icelia l combi­
nados a 8,5 oomo mínimo, con e l Mróxido de metal a lca lin o , 
amonio o amina apropiado, extrayendo dos veces con medio vo­
lumen de acetato  de e t i lo  y después procediendo en la  forma 
antes d e sc rita .

EL ácido y sus sales también pueden se r  c r is ta l iz a ­
dos en diversas oetonas, áste res, alcoholes y mezclas de 
benceno e hidrocarburos o pueden se r purificados por otros 
métodos conocidos en l a  técn ica, como cromatografía en ooluc 
na y sim ilares.

EJEMPLO 7
Preparación de l a  sa l sódica del an tib ió tico  A204

A 100 mg de an tib ió tico  A204, obtnnido en el Ejemplo 
1 y d isuelto  en 1 mi de acetona, se añade una gota de NaOH 
5 N y 1 mi de agua. La mezcla se c la r if ic a  calentando lig e ­
ramente y se deja en reposo a -15°C hasta  que se ha produ­
cido l a  c r is ta liz a c ió n . Los c r is ta le s  se f i l t r a n  y re c r is ­
ta liz a n  en alcohol acuoso para dar 72 mg de la  s a l sódica 
de an tib ió tico  A204 con un punto de fusión de 144-145^0.

30
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1 EJEMPLO 8

Preparación de l a  sa l potásica del an tib ió tico  A204
La sa l potásica se obtiene sustituyendo l a  sosa 5 N

del método an te rio r por una gota de KOH 5 N.
8 EJEMPLO 9

. Preparación de l a  sa l de p la ta  del an tib ió tico  A204
. Se disuelven 670 mg de l a  sa l sódica del an tib ió tico

A204 en 40 mi de metanol, se mezcla con una solución de 270
mg de n itra to  de p la ta  en 2 mi de agua y se deja en reposo

10 a l a  temperatura ambiente durante 3 horasy en l a  oscuridad.
La solución se evapora a sequedad y se lava con agua para
separar e l  exceso de n itra to  de p la ta . El residuo se disuel-
ve en 10 mi de metanol con aplicación de ca lo r, se f i l t r a
a través de un embudo de v id rio  sin terizado mientras está

15 todavía ca lien te  y se deja en reposo durante 16 horas a
50°C. Se obtienen grandes c r is ta le s  blancos rectangulares
de l a  s a l  de p la ta  del an tib ió tico  A204 que se r e c r i s t a l i -
zan en acetona acuosa para dar 450 mg de l a  s a l  de p la ta  de
an tib ió tico  A204* La densidad de la  s a l  se determina median-

20 te  rayos. X y es alrededor de 1099.
- EJEMPLO 10

Aislamiento del an tib ió tico  A204II
Se disuelven 100 g de l a  s a l  mixta de sodio y potar

s io  del an tib ió tico  A204, obtenida en l a  forma d esc rita  en
28 e l  Ejemplo 6, en 500 mi de una mezcla de benceno/acetato

de e t i lo  (7:3)* La solución se cromatografía sobre una co-
lumna conteniendo 2000 g de gel de s í l ic e  (Grace-Davison
Chemical Co., Grado 62). La elución se lle v a  a cabo con
una mezcla de benceno/acetato de e t i lo  (7:3) y después de

30 e lu ir  la s  fracciones se re a liz a  una cromatografía en capa

't
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delgada sobre gel de s í l ic e  empleando acetato de e t i lo  co­
mo solución de desarro llo  y una pulverización de Ĥ ,SÔ  como 
detección. En primer lugar eluye A204. Despyés de haber 
recogido aproximadamente 32 l i t r o s  de disolvente, se cambia 
a una solución de benceno/acetato de e t i lo  (1 :1 ). La elución 
se prosigue hasta que no se detectan más manchas sobre la s  
placas de gel de s í l ic e  para cromatografía en capa delgada.

Se combinaron la s  fracciones que contenían grandes 
concentraciones de A204II, se concentraron a sequedad y se 
c ris ta liz a ro n  en una solución de acetona/agua. Los c r is ta ­
le s  re su ltan tes  (3 g) se volvieron a cromatografiar en una 
columna que contenía 71 g de gel de s í l ic e  en una mezcla de 
benceno/acetato de e ti lo  (7:3) y de nuevo l a  elución fuá se­
guida de cromatografía en capa delgada. Las fracciones que 
contenían solamente A204II se combinaron, se concentraron a 
sequedad y se c ris ta liz a ro n  en una solución de acetona/agua 
dando 785 mg de A204II c r is ta lin o  (p .f . 177-179°C, con una 
activ idad igual a 1550 unidades de A204/ml).

EJEMPLO 11
La aotividad in sec tic id a  y acaric ida  del an tib ió tico  

A204 está  resumida en l a  Tabla I I .
En dicha tab la  se u tiliz ó  l a  sigu ien te  escala de c la­

s if ic ac ió n :
Porcentaje de muertes C lasificación

0-10 O

11-20 1

21-30 2

31-40 3
41-50 4
51-60 5

-  23-
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2 j
Poroentaje de muertes C lasificación

61-70 6
71-80 7
81-90 - 8
91-100 9

TABLA. I I
E ficacia del an tib ió tico  A204 como in sec tic id a

- _____ C lasificac ión  (ppm)
Insecto Via 1000 500 250 100 50 25
Escarabajo mejicano de l a  judia* Estómago 8 4 0 — — —

Gusano del Ej é rc i to del Sur "l Estómago 8 9 8 8,5 3,5 3
Af ido de l melón Contacto 3.5 2 1 - - -

Sistèmico 7 0 0 - - -
Arañuela ro ja  Contacto 9 7 7 8 7 6
Chinche de l aasclep ia  Contacto 9 9 4 3 1 . 2

EJIMPLO 12
Los n iveles de inh ib ic ión  se determinaron por e l en­

sayo de dilución en ágar. En este ensayo, e l organismo en 
estudio se extiende formando rayas sobre una se rie  de placad 
de ágar conteniendo diversas concentraciones de an tib ió tico  
A204 para determ inar.la  concentración mínima de a n tib ió ti­
co A204 en mog/^nl (microgramos por minuto) en e l substrato 
de ágar que inhibe e l  crecimiento del organismo durante un 
periodo de 24 horas.
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TAB IA H I
Concentración mini-

Staphyloooccus aureus (3055) 6,25
B acillus s u b ti l is  (X12-1) 6,25 .
Mycobaoterium avium (X-85) 1,56
Streptococcus faeca lis 1,56
Lactobacillus casei 1,56
Leuconostoc citrovorum 0,39
Trichophyton mentagrophytes 25,00
Xanthomonas phaseoli 100,00
B otry tis  cinerea 100,00
Colletotrichum p is i 100,00
H n.yi s ip o jn. s*3̂*L̂-iL*vn m 100,00
P u llu la ria  sp. 100,00
M. gruberi (HB-1) en cultivo de te jid o  MKg 100,00

La s a l  sddica del an tib id tico  A204- en forma de ácido
l ib re  presenta una actividad in  v i tro  comparable.

EJEMPLO 13
Como i lu s t r a  l a  Tabla IV l a  s a l  mixta de sodio y pota­

s io  de A204II presenta acción in h ib ito r ia  contra e l creci­
miento de diversos organismos microbiológicos. Los niveles 
de Inhibición fueron determinados en l a  forma antes descrita
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TABLA IV

Organismo de ensavo 
Staphylococcus aureus 
B acillus s u b ti l is  
Mycobacterium avium 
Streptococcus fa eca lis  
Lactobacillus caseis 
Leuconostoc citrovorum 
A lte rn aria  solani 
B otyry tis cinerea 
Colletotrichum p is i  
Helminthosporium sativium

Concentración min:.ma de inh ib ición _____ mcg/ml
12.50
3,12

12.50 
3^12
6.25
6.25

100,00

50,00
50,00
50,00

En resumen, l a  Patente de Invención que se s o l ic i ta  
recaerá  sobre la s  sigu ien tes:



REIVINDICACIONES
1. Un método para l a  producción de un an tib ió tico  y 

caracterizado por cu ltiv a r una variedad de Streptomyces 
albus productora de an tib ió tico  A204 en un medio de cultivo 
que contiene fuentes asim ilables de carbono, nitrógeno y sa- 
le s  inorgánicas, en condiciones aerobias sumergidas, hasta 
que dicho organismo haya producido una cantidad importante 
de A204 en dicho medio de c u ltio .

2. Un método segón l a  Reivindicación 1, caracteriza­
do porque e l organismo es Streptomyces albus NRRL 3384*

3 . Un método segón l a  Reivindicación 1 o 2, carac­
terizado porque e l medio de cultivo se mantiene a una tempe­
ra tu ra  de unos 25° a 37°C y e l crecimiento del organismo se 
lle v a  a cabo durante un periodo de 24 a 72 horas aproxima­
damente.'

4. Un método segón la s  Reivindicaciones 1, 2 o 3# 
caracterizado por recuperar e l A204 de dicho medio de c u lt i­
vo.

5. Un método segón la s  Reivindicaciones 1, 2 o 3# 
caracterizado por recuperar de dicho medio de cultivo la s  
sa les  de metales a lca lino s, metales a lca lino -té rreos  y n i­
trógeno básico del an tib ió tico  A204*

6. Un método segón la s  Reivindicaciones 1, 2, 3 o  
4, caracterizado por recuperar e l  an tib ió tico  A204 y e l 
an tib ió tico  A204II como sustancias d is tin ta s , convertir e l 
an tib ió tico  A204 en una s a l  de an tib ió tico  A204, adsorber 
e l an tib ió tico  A204 de una solución de dicha sa l sobre una 
re sin a  adecuada y e lu ir  selectivamente an tib ió tico  A204II 
y A204 exento de A204II de dicha resina*'

7* Un método para la  preparación do agentes an tib ió -



* -  n
1 -ticos caracterizado por preparar en su forma pestic id a  y 

farmacéuticamente aceptable e l compuesto A204, A204TI y 
sus sa les  de metales a lca lin o s, metales a lca lin o -té rreo s  o

s
nitrógeno básico o mezclas de los mismos.

8. Oh método segán l a  Reivindicación 7, ca rac te riza  
do porque e l  an tib ió tico  preparado es un sólido c ris ta lin o  
blanco que funde a 96-98°C cuando se c r is ta l iz a  en é te r  e t i  
l ic o ;  que es soluble en áste res, benceno, hidrocarburos ha- 
logenados, dimetilformamida, dim etilsulfóxido, é te r y ce-

10 tonas, es ligeramente soluble en alcoholes y es muy lig e ra ­
mente soluble en agua; que es ácido, conteniendo un grupo 
valorab le  de pK  ̂ igu al a 6,1; que tien e  un peso molecular 
aparente de 900 aproximadamente, determinado a p a r t i r  de 
los datos de l a  valoración; que tien e  l a  siguiente composi-

15 ción aproximada: 61,74 % de carbono, 9,37 % de hidrógeno y 
28,38 % de oxigeno; que tien e  una ro tación óp tica e sp ec ifi-

' 25° 6Tca (%)p , de + 68,12° (c = 1 % en peso/volumen, en metanü^ 
que cuando se mide en una solución en cloroformo presenta 
la s  sigu ien tes bandas d is tin g u ib les  en su espectro de absor

20 ción in fra rro jo  sobre e l in tervalo  de 2,0 a 15,0 mieras: 
2,95; 3,43; 5,95; 6, 87; 7,26; 7,80; 8, 52; 8,95; 9,17; 9,34; 
9,59; 9,82; 10,07; 10,24; 10,51; 10,77; 11,40y11,80 mieras 
y que no posee espectro ca rac te rís tico  de absorción u ltra ­
v io le ta .

25 9. Un método segán l a  Reivindicación 7, ca rac te ri­
zado porque l a  s a l  mixta de sodio y potasio del an tib ió tico  
es un sólido c r is ta lin o  blanco que es soluble en ás te res , 
benceno, hidrocarburos halogenados, dimetilformamida, dime-

30
tilsu lfó x id o , é te r  y cotonas, es ligeramente soluble en a l  
coholes y es muy ligeramente soluble en agua; que tien e  un
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grupo valorable de pE  ̂ = 6,3 en una solución a l  66 % de d i-
metilformaida en agua; que tiene una ro tación especifica, o o(o í)^  de + 42,3 (c = 1 % en peso/volumen en metanol) y 
que cuando se mide en una solución en cloroformo tiene  la s  
s igu ien tes bandas d istingu ib les en su espectro de absorión 
in fra rro jo  sobre e l in tervalo  de 2,0 a 15,0 mieras: 3,20; 
3,45; 6,26; 6,90; 7,30; 7,68; 7,80; 8,20; 8,50; 8,80; 9,22; 
9,39; 9,59; 9,70; 9,82; 10,08; 10,26; 10,48; 10,83; 10,96; 
1 1 , 30; 11,55 y 11,78 mieras.

10. Se re iv indica por último como objeto sobre e l 
que ha de recaer la  Patente de Invención que se so lic ita :  
"UN METODO PARA LA PRODUCCION DE UN ANTIBIOTICO".

Todo conforme queda descrito  y reivindicado en la  
presente Memoria descrip tiva que consta de veintinueve pá­
ginas mecanografiadas y dibujos que se acompañan.

Madrid, 21 de febrero de 1969
BERNARDO UNGRIA 

p .p .
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