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Este invento se refiere a un procedimiento para la
produccidén de nuevos agentes antibiéticos que comprenden lod
compuestos designados aqul con los nombres A204, AZ04II y
sus salese

Se proporciona un método de produccidn de un antibid
tico caracterizado por cultivar una variedad productora de

antibidtico A204 de Streptomyces glbus, en un medio de cul-

tivo conteniendo fuentes asimilables de carbono, nitrdgeno
¥ sales inorgdnicas, en condiciones aerobias sumergidas has-
ta que dicho organismo produce una cantidad importante de
A204 en dicho medio de cultivoe

También se proporciona un método de preparzcidén de
agentes antibidticos caracterizado por preparar en su forma
pesticida y farmacéuticamente aceptzable el compuesto A204,
A204I1, sus salés de metales alcalinos, metales alcalino-
térreos y de nitrdgeno bdsico o lag mezclas de los mismos.

Fl compuesto A2d4 es descrito més»especificamente co
mo un sélido cristalino blanco que funde & 96-98°C cuando
ge cristaliza en éter etllico; que es soluble en ésteres,
benceno, hidrocarburos halogenados, dimetilformamida, dime-
tilsulféxido, éter y cetonas, ligéramente soluble en alcoho-
les y muy ligeramente soluble en aguaj; que es dcido, con un
grupo valorgble de pE, igual a 6,15 que tiene un peso mole-
cular aparente de 900 aproximademente, determinado a pertir
de los resultados de la valoracidn; que tiene una composi-
¢ién aproximada de 61,74 % de carbono, 9,37 % de hidrégeno
vy 28,38 % de oxigeno; que tiene una rotacién éptica especi-
fica, (&)350, de +68,12° (¢ = 1 % en peso/volumen, en mete-
nol); que cuando se mide en solucién en cloroformo presen-

ta las siguientes bandas distinguibles en su especiro de ab-
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‘biente en vacfo sobre cloruro cdlcico anhidro durante unas

sorcién infrarrojo, en el intervalo de 2,0 a 15,0 micras:
2,955 35433 55955 64873 7,265 7,805 8,525 8,95; 9,175 94343
9,59; 9,82; 10,07; 10,24; 10,515 10,77; 11,405 y 11,80 mi~
cras J que no tiene un espectro caracteristiqo de asbsorcidén
en ultravioleta.

‘ El compuesto A204II es desorito méds especificamente
en forma de su sal mixta de sodio ¥ potasio que es un gdéli-
do cristalino blanco soluble en ésteres, benceno, hidrocar-
buros halogenados, dimetilformemida, dimetilsulféxido, &ter
y cetonas, es ligeramente soluble en alcoholes y es muy li=
geremente goluble en sgua; que tiene un grupo valorable de
PK, igual a 653 en una solucién al 66 % de dimetilformamida
' y25°

D

en agua; que tiene una rotacién especifica, (« s de

+42,3°% (¢ = 1 % en peso/volumen, en metanol);.y que cuando
se mide en una solucién en cloroformo presents las siguien-
tes bandes distinguibles en su espectro de absorcién infra-
rrojo sobre el intervalo de 2,0 a 15,0 micras: 3,205 3,45;
6,265 6,905 T,30; 7,685 7,805 8,20; 8,503 8,805 9,225 9,39;
9,59; 9,705 9,82; 10,08; 10,265 10,48; 10,83; 10,96; 11,30;
11,55; y 11,78 micras. . ' :
La rotacidn dptica especifica fué determinada en el

compuesto dcido libre cristaliﬁo, gecado a la temperatura an

15 hores; la valoracidén fué una valoracidén electrométrica en
una solucidn al 66% de dimetilformamida en agua; y se deter-
nind el andlisis elemental en los compuestos secados a va-
efo o wios 80°C sobre pentéxido de £ésforo.

Los antibidticos A204 y ARO4IT se producen cultivan-

do una variedad de Streptomyces albus en condiciones serd-

bias, en un medio de cultivo conteniendo una fuente asimila-
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ble de carbono, nitrégeno y sales inorgédnicas.

Los orgenismos se aialardn primero de unas muestras
de suelos obtenidas en Perry, Florida, en Estados Unidos,
.suspeﬁdiendo unas porciones de las muestras de suslos en
egua destilada estéril y extendiendo las suspensiones g0~
bre placas de-dgar nutritivo. Ias placas ‘de dgar nutritivo
pembrades fueron incubadas a unos 30°C durante varios dlas.
Al fingl del perioao de incubacién, se transfirieron las co-
1oﬂias dé organismos productores de A204 g unos tubos inclid
nados de 4gar, mediante un aro de platino estérile Ios cul-
tivos inclinados de 4gar inoculados se incubaron después pas
ra formar cantidades mayores de inoculum para la produccidén
del antibidtico A204. ' o

Este organismo capaz de producir antibiético A204 ha
gido colocado en'deﬁdsito permanénte, sin restriccién, con
la coleccién de cultivos de la Northern Utilization Research
and ﬁevelopment Divigion, Agriculturél Research Service, De~
partemento de Agriculturs de Dstsdos Unidos (anberiormente
Northern Regional Research Laboratories), Peoria, Illinols
¥ es asequible al pblico bajo la denominacién de cultivo
nimero NRRL 3384

Debido g la incertidumbre de los estudios taxonémicod

¢on el grupo Streptomyces de organismos, existe siempre un
glemento de duda asociado con la.clasificacidn de un organig
mo recién descubierfo. No obgtante, el organismo que producd
el antibiético A204 es aparentemente el mds parecido, en sus
caracteristicas més importantes, o la descripeién publicada
de los organismos Streptomyces albus, Strepiomyces slbido-

flavng y Strepiomyces flaveolus. Sin embargo, consideramos
que el cultivo es una varledad de S.plbus (Rossia Doria)
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Waksman y Henrici, basados en la descripe;i.én de la variedad
neotipo de S.z2lbus ATCC 3004 reaiizada por Iyons y Pridhem,
[T+ Bacteriol. 83: 3;0-380 (1962)] ¥y de la variedad S.albus
de IMRU 3005 descrita por Welksman, [ The Actinomycetes, Vole

II "Classification, Identification and Description of Genera
end Species", Willians and Wilkins Co., Baltimore (1961)] »
< A pesar de las similitudes, sin embargo, existen di-
ferencias suficientes para distinguir el nuevo organismo em-
pleado en este invento de todas las variedades previamente
descritas de S.glbuse Por lo tanto, hemos clasificado el

organismo NRRL 3384 como ung nueva variedad de Streptomyces

albus.

Las descripcioneg detalladas Eontenidas aqul se hacen
con especial referencia al orgaﬁismo recién encontrado NRRL
3384, No obgtante, debe entendersé que la produooidp de an—
tibidtico A204 por los mutantes en desarrollo de estos orga-
nismos productores de A204 se encuentra dentro de los 1imi-
tes de este invento. Estos étros mutantes pueden ser produ-
cidos por procedimientos conocidos, por ejemplo sometiendo
la variedad anterior a la accidén de los rayos X, de la radig
cibn uliravioleta o de log agentes quimicos como las mosta—
zas nitrogenadase

Los métodos empleados en los estudiss taxonénmicos de
la variedad de Se.albus productora de antibidtico A204 fueron
los recomendados por el Interhational Streptomycés Pro ject
descritos por Shirling y Gottlieb, “Motho‘da for Characteri-~
zation of Streptomyces Specieg", Intern. Bulle Systematic

Bacteriol. 16, 313-340 (1966), junto con otros ensayos su-
plemetarios. Los ensayos de utilizacién de carbono se reali-

zaron de gcuerdo con el método descrito por Pridhsm y Gott=
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'Maerz ¥ Paul estdn encerrados entre corchetess (Maerz y -~

lieb, J. Bac. 56, 107 (1948)s Los datos obtenidos en los
estudios taxonémiocos estén indicados més adelunte en for—
ma tabulare Ios nombres de los colores fueron atribuldos

de acuerdo con el método ISCC-NBS (Kelly y Judd, "The ISCC-
NBS Method of Designating Colors and a Dicticnany of Color
Names", Departamento de Com-ercio de Egtados Unidos, Circu-
lar 553, Washingbon, DeC)e Ias cifras entre paréntesis se
refieren a la serie de- colores Tresner ¥ Backus [Tresmer y
Backiis, "System of Color Wheels for Streptomyces Taxonomy",
Appld. Microbiols 11:335-338 (1966)]. Ios bloques de color

Paul, 1950, Dictionary of Colore McGraw-Hill, New York).
TABLA I )
Degoripcidn del cultive NRRL 3384

Propiedad observeda Caracteristicas

Morfologla Esporoforos espirales producidas
= conteniendo de 3 a 50 esporas por
cadena, generslmerte de 10 a.50;.
esporas ovoidales a alargadas,
139 x.1,3 micras; superficies de
espora lisas observadas en las mi-
crografias electrdnicas

CARACTERISTICAS DE CULTIVO SOBRE:
: 1
Maleato cdlecico . Crecimiento abundante, verde amp=-
. rillento pdlido invertido [10E1];
- esporulacién y micelio aéreo abun
dantes, (7) amarillo pilido, 2Ba
[11C1]; ningln pigmento soluble;
‘medio ligersmente aclarado

Pegta de tomate = harina Crecimiento abundanie, amarillo
de avena grisiceo invertido 11B2l; esporud
lacién y micelio aéreo abundantes,
J(.wl))lblanco a3 ninglin pigmento so-

uble

ICP n2 2 Crecimiento sbundante, smarillo
_ grigiceo invertido [11B2]; esporus
(Agar de levadura -  lacién y micelio aéreo abundante,

malta) (Y) amarillo pflido, 2ba [1101];
ningin pignenio solublee
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Propiedad observads
ICP n¢ 3

(Agar de harina
de avens)

ICP n? 4

. (Agar de sales inor

génicag~almidén)

ICP n2 5
(Agar de glicerol-
asparraguina)

Agar de Czapek

Agar de tirosina

Gliacoga~agparraguing

Agar de Emerson

Agar de Bennetd

Agar nutritivo

Acelédn sobre la leche

Reduccidn de nliratos
Produceidn de melaninsg

Agar de peptona =
" hierro

- Negativa

TABLA T (continuacién)

Caracteristicas

Crecimiento regulsr, blanco inver—
tidos esporulacién y micelio aéreo
regular (W) blanco g; ningln pig-
mento soluble

Crecimiento sbundante, amarillo gri
séeo invertido [11B2]; esporulacidn
¥y micelio aéreo sbundantes (Y) ama
rillo pdlido 2ba [11Ci);
mento soluble

Crecimiento abundante, verde amari
llento pdlido invertido 10B1 § es
porulecién y micelio aéreo abunden
tes (W) blanco a; ningén pigmento
goluble

Crecimiento bueno, blanco invertidg

esporulacién y micelio aéreo bue -
nos (W) blanco a; ningln pigmento
soluble

Crecimiento muy pobre; ningdn coloy
atribuldo

Crecimiento regular, amarillo invexn

tido [11C1]; esporulacién y miceliq
aéreo regulares (Y) amarillo pili-
do 2bg [11C1]; ningin pigmento so-
lubvle

Crecimiento abundente, amarillo gri
gsdceo invertido (12B3); esporulacid
y micelio séreo abundantes (GY) gri
amarillento, 28c {10A2]; ningén pig
mento soluble

Crecimiento muy pobre; ningin colox
atribuido

Crecimiento regular, gmarillo gri-
sdceo invertido [11B2}; esporule—
cibén y micelio aéreo regulares (VW)
blanco a; ninglin pigmento soluble

Ninguna variacidén al cabo de 14
dlas

Pogltiva

Pogitiva

ningfn pig

b

i)

Ur




10

15

20

28

30

Propiedad observada

Triptons - extrac
to de levadura

Licuefaccidén de gela
tina

Requigitos de ‘tempe—
. ratura

Respuesta del micelio
del. sustrato a los
cambios de pH

Regpuesta del pigmen=—
to soluble a los cam
bios de pH

Utilizacidn de carbono

~to vegetatxvo a 377

I-grabinosa ’ +

Sacarona (=)

D~xilosa (+)
D-fructoss (+)

Glucosa +

Ramnosa ;

Refinosa '%

I-inositol +

D-manitol + '
Menos carbono (control) -

Clave de utilizacidns:
+ = poaitivo - .

(+) = wtilizacidén probeble

(=)

= = utilizacidén nula
Il medio de cultivo que se puede emplear en la produg

utilizacidn dudosa

TABLA T ﬁcontinuaoién)
Caracterfsticas

Negativa

Nule a los 14 dfas

Crecimiento v esporulagi6n: regula-
res a 26°; buenos~3 307 crecimien=

trazas de cre-
cmmlento, vegetatlvo solamgnte,a 4.3~
49°, Crecimiento nulo & 55°.

Todos los medios excepto el ICP n? 4
quedan gin afectare. Cambio del ICP
n 4 de marrén a blanco o incoloro
cuando se trata con HCL 0,05 N o
NaOH 0,05 N

Ningln pigmento soluble

1
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1 nas (de carne o de soja), caselna, mezclas de aminodcidos y

del crecimiento del actinomycetes empleado en este invento.

- 9.

cién del antibidtico A204 por cultivo del organismo antes

descrito puede ser uno cualquieré de diversos medios puesto
que, como resulta evidente de los ensayos de.utilizacidn el
tes descritos, el organismo es‘capaz de utilizar diferentes
fuentes de energla. Sin embargos por economfa de produccidén,
rendimiento méximo de antibidtico y faciiidad de aisglamiento
dél antibidtico, son preferibles ciertas fuentes nutritivas
relativemente sencillase Por ejemplo, los medios que son dti
les en la produccidn del antibidtico comprenden una fuente
apimilable de carbono como glucosa, fructosa, almidén, gli-
ceiina, melazas, dextrina, azdcar moreno y similares. La fue
te preferida de carbono es la glucosa. Ademds, pueden emplee.
se otros medios como una fuente de nitrdgeno msimilable, pon
ejemplo herina de soja, sélidos de infusién de maiz, leva-

dura, harina de semilla de algoddn, extracto de buey, pecto-

gimilares. Las fuentes preferidas de nitrégeno son las pec=
tonas, la haring de sdja, las meéclas de aminodcidos y simi~
lares. Entre las sales inorgénicas nutritivas que pueden ger
incorporadas a los medios de cﬁltivo se encuentran las salesd
habituales capaces de formar iones sodio, potasio, amonio,
calcio, fosfato, sulfato, cloruro, carbonato y anélicgos.
Pambién deben ser incluldos en el medio de cultivo
log elementos menores necesarios para el crecimiento y desa-
rroll&-dptimos de los organismos utilizados para la produc—
cién del antibiético A204. Estos elementos traza normalmen—
te_aparecsncoﬁo impurezas en los ofros constituyentes del

medio en cantidadas suflcientes para cﬁmplir los requlsitos

Puede Va?iarse el pH inlcial del medio de cultivow

1
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No obstante, Se ha encontrado que es acongejable que el pH
inicial del medio esté comprendido entre 6,5y &,5. Como
se ha obgervado con otros actinomycetes el pH del medio
aumenta gradualmente durante el periodo de orecimiento del
organismo mientras se estd moduciendo el antibidtico ¥ Due=~
de alcanzar un nivel comprendido entre 7,0 ¥ 7,6 o mig, de-
pendiendo el pH final, por lo menos en parte, del pH inicial
del medio, de los reguladores presentes en el mismo y del
periodo de tiempo durante el que se permite el crecimiento
del organismos.

Ias condiciones de cultivo aerdbias sumergidas son
las condiciones de eleccidn para la produccidén del antibid-
tico A204. Para la prepaéacidn de cantidades relativamente
pequefiag pueden emplearse matraces sacudidos y cultivos su-
perficlales en frascos; pero para la preparacién de grandes
cantidades s; prefiere el cultivo aerobio sumergido en tan—
ques estériles. EL medio contenido en el tanque eatéril pue-
de ser inoculado con una suspensién esborulada; pero debido
al retraso del crecimienﬁo experimentado cuando se utiliza
como inoculum wna suspensién esporwleda, se prefiere la for
ma vegetativa del cultivo. Evitando asi el retraso del cre—
cimiento, se consigue un uso mis eficiente del equipo de fex
mentaciéne. En cohsecuencia es aconsejable producir pr;mero
un inoculum vegetativo del organismo por inoculaciln de una
cantlidad relativamente pequelia de medio de cultivo con la
forma espora del organismo y cuando se ha obteniﬁo un inocu-
lun vegetativo joven y activo, transferir asépticemente el
inoculum vegetativo al tanque grandes El medio en el que se

produce el inoculum vegebtativo puede ser igual o distinto

del medio utilizado para la produccién en gran escala del

W PEP s va Sa Bew SOM, otk @
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antibidtico A204,

El organismo que produce el antibidtico A204 crece
dentro de un amplio intervalo de temperaturas, comprendido
entre 25° y 3;°G.‘La produceidn Sptima Qe A204 parece tener
lugar a temperaturas de 26—30°G.‘Ep.genera1, 1a produccidn
ndxima del antibiético_se produce al cabo de unas 48—32 ho~
ras después de la inoculacién del medio de cultivoe

Como es constumbre en los procegos de cultivo aeroblo
sumergido, se hace pasar aire esterilizado & través del me-
dio de cultiveoe Para un crecimientd del organismo y una pro
duccidn de antibibtico A204 eficientes, el volumen de aire
empleado en la produccidn en tanque de A204 es de 0,2 g 0,4
volimenes de aire por minuto y por volumen de cultivoe. El
volumen preferido es de 0,35 volémenes de aire por minuto
¥y por volumen de medio de cultivos.

Ia concentrgcién-de la actividad de antibidtico en el
medio de cultivo puede ser seguida fdcilmente durante el pe-
riodo de fermentacidn determinando en unas muestras del me=
dio de cultivo su actividad inhibiforia contra el crecimlen-
t0 de organismos conocidés por ser inhibidos por la presen=—

cia del antibibtico A204. Se ha encontrado que son dtiles pa

rg este £in los oréanismos Staphylococcus aureus, Sarcina lud

‘teg, Bacillus subtilis y Mycoba ¢ terium aviume La determina-

cién de las muestras puede realizarse por los conocidos mé-
todos turbidémétrico o de place~ copa. )

En general, la produccién méxima de A204 ocurre al
cabo de 2 o 3 dlas despubs de la inooﬁlacidn del medio de cul
tivo en 1os procedimientos de cultivo aerdbio sumergido o de
cultivo en matraz sacudido.

Ta actividad antibidtica producida durante la fermen—
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~indican la pregencia de 4-~5_ grupos metoxie

,ﬁ3P04L In la determinacién de los valores anteriores, el an

_obtuvieron biocautografias colocando el oromatograma de pa=—

12 -

tacién de A204 . puede encontrarse en el caldo antibidtico o
en el micelio 0 en ambes sitlos. Por consigulente, las téc-
nicas de aislamiento ampleadés en 19 produccién de A204 eg~
tén proyectadas para pérmitir la méxims recuperacidn del
antibidtico de una cualquiera o de ambas fuentes. Asi, por
ejemplo, el caldo de fermentacidén tal como se obtiene pue=
de ger filtrado y el filtrado extralido con un disolvente
adecuado pars recuperar la actividad antibidtica no reteni~
da por la torta de micelios Ademds se recupera el antibidtis
co presents en ié torta de micelio mediante extraccidn a
fondo con un disolvente adeocumdo. En cualguier caso, el an=-
tibidtico puede ser recuperado del disolvente de extraccidn
por los métodos corrienfes nor?almente ;mpleados en la téc-
nicae

Los andlisis quinicos y £isicos del A204 cristalino

Ta cromatografia de papel del antibidtico A204 sobre
papel Whatman n? 1 dié los siguientes valores de Rp: Rp =
0,14 en un disolvente de agua, metanol, acetona y benceno
en una relacién de volumen dé ;2:24,5:3:0,5;‘Rf = 0,8; en un
disolvente formado portsolucién acuosa al 10 % de népropa~
nol; Ry = 0,33 en un‘disolvente que contiene agua, metanol
y doido acético en una proporcidn de12:3:1 (la solucién

fué ajustada a pH 10,5 con NH@OH y despuds a DH 7,3 con

tibidtico fué aplicado al papel en solucidn metanblicas Se

pel sobre placas de Agar sembradas con Bacillus subtilis
como organismo de ensayo. '

Cuando el A204 es sometido a cromatografia en capa

bt awmarmwe,

- hgpman ot o tmby g

T T L



10

15

20

25

30 -

~13 -

delgada sobre placas de gel de sflice en acetato de etilo
como disolvente, utilizando como detector una pulverizacién
de vainillina o 4c¢ido sulfirico, presenta un valor de Rp de
0,8 aproximadamentes

La sal sbdice del antibidtico A204 es un sélido blan-
co cristalino que funde a 144-145°C y *iene un peso moleculalr
de 960 aproximadamente, determinado por andlisis con rayos
X. La sal sédica es soluble en ésteres, benceno, hidrocare
buros halogenados, dimetilformamida, dimetil-sulfdxido, éten
Yy cetonas y es ligeramenge soluble en aleohol. La rotacién
éptica especifica, (&)55, de la sal sédica cristalina del
antibidtico Az04, secada a la temperatura ambiente en vacfo
sobre cloruro cdlecico anhidro durante unas 15 horas, vale
+54,95° (¢ = 2 % en peso/volumen en metanol)s

EL espectro de absorecidn infrarrojo de la sal sédica
del antibidtico A204 en cloroformo est4 mostrado en la Fi-
gura 2 que acompafia a esta memorige Las bandas distinguibles
en el espectro infrarrojo en el intervalo de 2,0 a iS,O ni-
cras son las siguientes: 3,1-3,2 (ancha); 3,44; 6,263 6,8'_7;
7,293 7,675 7,795 8,45; 8,963 9,115 9,185 9,365 9,565 9,82;
10,05; 10,265 10,545 10,95 ¥ 11,7f micrass

El peso molecular de la sal de plata cristalina hidrg
tada del antibidtico A204, determinado a paftir de los va-
lores obienidos con rayos X, es alrededor de 1099« Los- crisg
tales de la sal de plata son incoloros pero son sensibles
a la luz y a los rayos X, volviéndose de color"pardo oscw--
ro al cabo de dos dfas de irradiacién en aire. la densidad
obgervada de la sal de plata, medida por flotacién en solu-
cibn acuosa de ZnCl, es de 1,293 g/cms. Ia Gnica regla de
extineidn es hkl: h + k = 7Zn, que indica el grupo espacial
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| solamente ha sido obtenido en forma de sal mixta de sodio y

" did un valor de Ry de 0,75 en un sistema o base de acetato

-14 -

monoclinico C, no centrado. Existen cuatro unidades monocli
nicag agimétricas y una moléeula por unidad agimétrica en
una celdilla unidad que tiene las sigulentes dimensiones:
a = 2597 %, b= 14,517 %, C = 14,418 &, B = 91,94 R

Como ocurre con muchos antibiéticos, el antibidtico
A204 contiene ocasionalmente varios componentes estrechamen
te relacionados. El segundo componente no se encuentre en
todas las férmentaciones ¥y cuando se encuentra, generalmenti
estd presente en cantidades de hasta 5 % del rendimiento o
tale Egte segundo componenie menor, observado ocasionalmen—

te, ba sido denominado arbitrarismente A204II. Hasta ahora

potasios Se ha encontrado que la sal mixta de sodio y pota-
sio de A20411 tiene una acti&idad comparable a la del anti-
bibtico A204s ' '

La media de varios anflisis elementales de la sal
nixta cristalina de sddio ¥y protasio de. A204, secada en vacio
a unos 80°C sobre pentdxido de fésforo, did los siguientes
valoress: 60,66 % de carbono, 8,76 % de hidrégeno y 2%,09 %
de oxlgenos ‘ ' ,

' Varios anédlisis ‘de absorcién atémica indiéaron que el
compuesto era una sal mixta de sodio y potasio de diversas
proporciones, conteniendo 1 mol de la mezcla de qationes por
mol de A204.

Ia sal miiia de sodio y potasio de A204II no presen-
ta un espectro caracteristico de abgoreidn en ultravioleta.

Ia cromatografia en capa delgada de la sal mixta de

sodio y potasio del factor II sobre placas de gel de silice

de etilo, utilizendo una pulverizacién de 4ecido sulfirico

[}

Do ot
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1 de Eebrunetti y E. tenella, asf como de una infeecién mixta

que son patdgenos para la vida animal y vegetale También aquf

‘ttese

_Ividad contra el mildiu pulverulento de la judia y conira el

- 15~

como detectors

Los compuestos antibifticos del presente invento tie
nen aplicacién industrial, farmacéutica, humana y veterina-
riay empledndose el término industrial para distinguirlo
de las aplicaciones en el hombre y los animaless Normalmen-
te los compuestos se combinen por mé&todos conocidos con vehi
culos adecuados pars proporclonar el pesticida deseédo.

El antibiético A204 y sus sales pregentan una acti-
vidad excelente contra las infecciones coccididsicas cuando
son incorporados a la dieta de los pollose Una proporcién
de 9 a 45 g del antibiético A204 o de sus sales por tonela-
da de pienso es eficaz en el control de las infecciones sim
ples de E. 'ber.;ella, Ee acervulina, y E. maxima. Los mismos

niveles son eficaces en el cohtrol de una infeccién mixba

de ocho especies de coccidios (Coccivac tiﬁo D).

Los compuestos de este invento también presentan ac—
tividad insecticida y acaricidae También pregentan una go-
cién inhibitoria contra el crecimiento de los organismos mi-

crobianos inclufdas las bacterias Gram-positivas y los hongos

los antibiéticos son - dtiles para la esterilizacién de super+
ficies alrededor de las pisdnas, construcciones en granjas,
alojomientos de ganado y similares y para el mantenimiento

de tales superficies exentas de contaminantes bacterianos y

féngicos, cuando son incorporsdos a soluciones desinfectan~
Los compuestos de este invento también presentan acti-

virus enano del maiz a concentraciones comprendidas entre

-
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16 y 400 ppm y por lo tanto también son Utiles en el control
de estos virus y hongos de las plantase
Para ilustrar con mis detalle el invento, se dan los
giguientes ejemplose
‘ EJ BMPLO 5
Produceidn en matraces sacudidos de antibidtico A204
Ia produccidén de antibibtico A204 en cultivos en ma=

traces sacudidos es ilustrada por el siguliente ejemplos

Se inocularon unas esporas de Streptomyces albus

NRRL 3384 en wn dgar inclinpdo nutritivo constituldo poxr

10 g de dextrina, 2 g de una caseina digerida con enzima,

1 g do extracto de buey,,1 g de extracto de levadurs, 20 g

de dgar y agu; sufilciente para llegar a un volumen total de
1 lifrOo Los cultivos inclinados se inocularon con esporas

de Streptomyees albugs NRRL 3384 y se incubaron durante 4 a

5 dfas a 30°C. Los tubos inclinados se cubrieron con agua.
destilada estéril y ae rasearon suavemente para separar los
organismos y formar una suspensidén acuosa de los mismos. Se
utilizé 1 ml de 15 suspensién de esporas resultante pars
inocular cada porcidn de 100 ml del medio vegetativoe

EL medio de culbtivo vegetativo se preparé combinando
15 g de glucosa, 15 g de haring de soja, 5 g de sblidos de
infugidn de maiz, 5 g de cloruro sédico, 2 g de carbonato
edlecico y agua corriente suficiente paras hacer un volumen
Yotal de 1 litro. El inoculum vegetativo fué sacudido duran
te 48 ﬁoras a 30°C en un sacudidor reeiproéo con un recorri
do de 2 pulgadas (5 cm) a 108 rpme El inoculum asi prepara-
do fué utilizado después en la produccién de antibidtico
4204 en la forma descrita a continuacidéne

Se prepard un medio de produccién de la siguiente

[RRFUSRE
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48 horas a 3000 en un sacudidor rotatorio operando g 250
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composiciéne
Harins de soja 15 g/litro
Caseina 1
NeNo, - o 3 0
Jarabe de glucosa 2
CaCo, 2,5

Agus corriente .

Se introdujeron unas porciones de 100 ml del medio
de produccibén en unos matraces Erlenmeyer de 500 ml, que
después se esterilizaron a 120°C durante 30 minutos. Una
vez frios, cada uno de los matraces fué inoculado con un
inoculum vegetativo al 5 % preparado en la forma antes des~
critae

Los matraces de producéién fueron agitados durante

rpme EL pH del medio sin inocular varid entre 6,5 y 745+ EL
PH de recogida al inal del ciclo de fermentacién esteba cox
prendido entre ;,O v %,6. Se encontré actividad antibidtica
en el caldo y en el micelio. Esta actividad fué determinadae

ensayando el caldo y el micelio frente = Bacillus subtilis{

empleando métodos conocidos en disco o en'placa-copa.

Ia totalidad del caldo obtenido por el procedimien—
to anterior (25 litros) se f£iltré a vaclo empleando tierra
de diatordceass Ia torta de micelio se éxtrajo 3 veces con
medio volumen de metancl acuoso al 50 % -Se combinaron los
3 extractos miceliales y se concentraron a vacfo para sepa~
rar el metanole El cazldo filtrado y el concentrado acuoso
de les solucignes de extracto micelisl se combinaron, se
ajusté el pH de la mezclz a 3 con 4eido clorhfdrico y la so+

lueidn se extrajo 2 veces con medio volumen de acetato de
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del Ejemplo 1, pero utilizando un medio de produccién de la

-18 _

etilo. Se combinaron los extractos en acetato de etilo y se
concentraron a sequedad, se volvieron a disolver en clorofor-
mo (10 ml por cada gramo'de sélidos) y la solucién en cloro-
formo ¢ pasé a través de una columna de 12 x 40 pulgadas
(30 x 100 em) de carbdn Piﬁtsburgh conteniendo 2 g de carbén
por cada gramo de sblidose. A continuacidn se eluydé la colume~
ne con 5 a 10 veces del volumen original de cloroformos

Las fracciones de oluato en cloroformo se combinaron,
ge concentraron a sequedad en vaclo, se disolvieron en ung
pequefia cantidad de metanol templado y se enfriaron y los
cristales resultantes se filtrarone Por recristalizacién se
obtuvieron 8,9 g de cristales de antibidtico A204 con una po-
Yencia de 1200 a 1400 unidades microﬁiolégicas por miligramo.
Los cristales se ldentificaron como antibidtico A204 por RN,
IR, oromatografia en capa délgada vy cromatografia en papel,
como se ha desorito més arribe y por tener un punto de fusiéy
de 93-98°C.

EJHIPIO 2
Produccidén de antibidtico A204

El antibiético A204 se produjo pof el procedimiento

siguiente composiciéng

Glucosa 15 &
Harina de soja . 15° 8
Sélidos de infusién de melz’ 5¢
NaCl 58
CaCo, 2 g

Y egua corriente suficiente para llevar el volumen total a
1 litro. EL antibidtico producido fué identificado como

A204 y tenia un punto de fusién de 96-98%C.~ -

e A T L L R A Yo 5 M i S DA A B SN S 0 S s
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EJHIPIO
El antibiftico A204 fué producido por el procedimien-

to del Ejemplo 1, pero utilizando un medio de produccidn

de la siguiente composiciéns

Glucossg - 20 g
(NH, ),50, | 58
CaCO3 . 8 g
XCl1 o B 4 8
KH,P0, 3 0,4 g
Harina de soja 5&

¥ agua corriente suficiente para llever el volumen ftotal a
1 litros El antibidtico producide fué identificado como
A204 y tenfa un punto de fusién de 96-98°¢C.
EJEMPIO 4
El antibiético A204 fué Iroducido por el procedimien
to del Ejemplo 1, pero utllizando un medio de produccibn con

la siguiente composicibn:

Glucosa _ 10 ¢
Melazas comestibles 20 g
Peptona | A 58
CaCo, t 2 g

¥y agua corriente suficiente para llevar el volumen total a
1 litroe. El antibiético producido fué identificado como
A204 y tenfa un punto de fusién de 96~98°C,
| EJRIFIO 5
Produccién de antibiético A204 en mlenta piloto

Ia produccidén de antibiético A204 por fermentacién

guiente procedimiento:

Un matraz de 250 ml conteniendo 50 ml de un medio
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tro conteniendo 200 ml del medio vegetativoe El medio vege-

.negra, 1 g/litro de caselna y 2,5 g/litro de Ca003 en .agua

corriente. Ia fermentacién se mantuvo a una temperatura de

' 420 rpm. Ia aireacidén durante la fermentacién se realizé

' a razén de 0,4 volimenes de aire por unidad de volumen de

-20 -

vegetativo constitufldo por 10 g/litro de dextrosa, 25 g/li-
tro de almidén soluble, 15 g/litro de sémola de nutrisoja,
10 g/litro de licor de infusién de malz y 2 g/li_'bro de Ca003.
en agua corriente, con un pH ajustado de 645 (NaOH), :t‘p.é
inoculado con una suspensién a2l 5 % obtenida por el método
descrito en el Ejemplo 1 a partir de wn cultivo inclinado |
de dgar nutritivo constitufdo por 10 g de glucosa, 10 g

de extracto de 1Evadura, 5 g de NaCl, 0,01 g de FeSO 4o:iH20,
0,25 g de Mg80,+TH,0 y 20 g de ggar Neer (lavado tres veces)
en 1 litro de agua desionizada. El medio vegetativo inocula-
do fué incubado a wnos 30°C durante 48 horas en un sacudidoy]
rotatorio con un arco de 2 pulgadas (5 cm)- de didmetro, ope-
rando a 250 rpme Una P«;rcidn de 16 m1 del cultivo vegetati-

vo agl obtenido fué empleada para inocular un matraz de 1 1i

tativo inoculado fué inecubado a unos 30°C durante 30 hores
en un sacudidor ro’ca‘aofio con un ;a.rco de 2 pulgadas (5 om)
de didmetro, operando a 250 rpme Uné poreidn de 200 ml del
cultivo vegetativo asi obtenido fﬁé empleada para inocular un
fermentedor de 40 litros conteniendo 25 litros de un medio

acuoso de fermeh'baoidn esterilizado,. constitufdo por 0,2 g/
litro de Dow‘Corning Antifoam, 25 g/litro de dextrosa, 15 &/

litro de sémola de nutrisoja, 3 g/litro de melazas de banda

30°C dqurante 30 horas después de la inoculacién. Durante

toda la fermentacidn se esbuvo agitando a una velocidad de

medio y por minutos El aislamiento del antibiético se llevé

S8 e Sl i G T I B ] oA s dov YA AL $1T Ea RV IS R IR O R
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en la forma descrita en el Ejemplo 1+ El antibidtico produ-
cido fué identificado como A204 y tenfa un punto de fusién
de 96—9800.
- BIEMPLO 6
Preparacidn de sales de antibidtico A204 a partir de caldo
y micelio _
Las sales de metal alcalino, amonio y amina del an-

tibidtico A204 se preparan a partir del caldo y del micelio
por el método del Ejemplo %, ajustando el pH del caldo fil-
trado y del concentrado atuoso del extracto micelial combi-
nados a 8,5 oomo minimo, con el hdréxido de metal alecalino,
amonio ¢ amina apropiado, exireyendo dos veces con medio Vo
lumen de acetato de etilo y después procediendo en la formg
antes descritae

El 4cido y sus sales también pueden ser cristaliza-
dos en éivepsas cetonas, ésteres, alcoholes y mezclas de
benceno e hidrocarburos o pueden ser purificados por otros
métodos conocidos en la téenica, como crometografia en colum
neg y similares.

Preparacidn de la sal sédica del antibidtico A204
A 100 mg de antibidtico A204, obtmnido en el Ejemplo

1 y disuelto en 1 nl de acetona, se afiade una gota de NaOH
5Ny 1nl de aguas Ia mezcla se clarifica calentando lige-
ramente y se deja en reposo & -15%C hasta que se ha produ-
c¢ido la cristalizecién. Los cristales se filtran y recris-
talizan en alcohol acuoso para dar 72 mg de la sal sédica

de antibibdtico A204 con un punto de fusién de 144-145°C.
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EJRMPLO 8
Preparacidn ‘de la szl pobdsica del antibidtico A204

~8e la sal de plata del antibidtico 4204 que se recristalim

te rayos X y es alrededor de 1099

‘de etilo (7:3)e Ia solucién se cromatografia sobre una co-

La sal potdsica se obtiene sugtituyendo la sosa 5 N
del método anterior por wna gota de KOH 5 N.
EJEMPLO 9
. Preparacidn de la sal de plata del antibidtico A204

Se disuelven 6%0 ng de la sal sbédica del antibibtico
A204 en 40 ml de metanol, se mezcla con una solucidn de 2}0
ng de nitrato de plate en 2 ml de agua y se deja en reposo
a la temperaturs ambiente durante 3 horas, en la oscuridad.
La solucidn se evaporas a sequedad y se lava con agua para
separar el exceso de nitrato de plata. EL residuo se disuel-s
ve en 10 ml de metanol con aplicacibén de calor, se filtra
a través de un embudo de vidrio sinterizado mientras esté
todavia caliente y se deja en repogo durante 16 horas a

50°C. Se obtlenen grandes cristales blancos rectangulares

zan en acetona éouoga para der 450 mg de la sal de plata de
antibidtico A204+ La densidad de la sgl se determing median-

ETRMPIO 10
Alslamiento del antibidtico A204I1

Se disuelven 100 g de la sal mixta de sodio y pota=
gio del antibidtico A204, obtenida en la forma descrita en

el Ejemplo 6, en 500 ml de uns mezcla de benceno/acetato

lumna conteniendo 2000 g de gel de silice (Grace~Davison
Chemiogl Cos, Grado 62)« La elucién se lleva a cabo con
uns mezcla de benceno/acetato de etilo (7:3) ¥y después de

eluir les fracc;ones ge realiza una cromatografis en capa

H o A, - -y | St ot e cag A - 9 '.¢.~~.-- o X PRl A IR T neae g m caas ® o
T B S G T R T T L R R AR Wb WG TS Ak o & 2 i s s w b S LN <
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- mo solucién de desarrollo y una pulverizacién de H‘2804 como

 deteccién. En primer lugar eluye A204. Despyés de haber

. contenfan solsmente A204II se combinaron, se concentraron a

- 23

delgada sobre gel de silice empleando acetato de etilo co-

recogido aproximedamente 32 litros de disdlvente, se cambia
a una solucién de benceno/acetato de etilo (1:1). Ia eluciég
gpe prosigune hasta que no se detectan mds manchas sobre las
placag de gel de silice para cromatografia en capa delgada.
Se combingron lag fracciones que contenian grandes
concentraciones de A204II, se concentraron g sequedad y se
crisfalizaron en una slucién de acetona/agua. Los crista-
les resultantes (3 g) se volvieron a cromatografiar en una
columna que contenia %1 g de'gel de s{lice en una mezcla de
benceno/acetato de etilo (7:3) y de nuévo la elucidn fué se-

guida de cromatografia en capa delgada. Las fracciones que

sequedad y se cristalizaron en una solucién de acetona/sgua
dando 78Y mg de A204II cristalino (pefe 177-179°C, con una
aotividad iguel a 1550 unidades de A204/ml)e
EJRIPLO 11 .
La actividad insecticida y acaricida del antibiético
A204 estd resumida en la Tabla II.
En dicha tabla se utilizé la siguiente escala de cla-
sificaciéni -
Porcentaje de muertes Clasificacién
0-10 . 0
11=20 1
21-30 2
31=40 3
4
5

41-50
51-60
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9 8 895 3,5 3
Afido del melén Confacto 3¢5 2 1 - - -
) Sistémico 7 0 O = - =
'Araﬁuela roja Contacto 9 ; 7 8 T 6
Chinche de la
agclepia Contacto 9 g 4 3 1 .2
EJBIPIO 12

- 24 -

Porcentaje de muertes Clésifioacién
61~70 6
7180 7
81~90 8
91-100 9
TABTA II

Eficacip del entibiético A204 como insecticida

' . Clasificacidén (ppm)
Insecto Yia 1000 500 250 100 50 25

Escarabajo mejica
no de la judia Estdmago 8 4 0 - - -

Gusano del Ejérei '
‘o del Sur - Estémago 8

Los niveles de inhibicidén se determinaron por el en=-
sayo de dilucidn en 4gar. En este ensayo, el organismo en .
estudio se extiende forméndo rayas sobre una serie de placas
de 4gar conteniendo diversas concentraciones de antibidtico
A204 para determinar la concentracidn nfnina de antibiti-~
co A204 en mog/ml (microgramos por minuto) en el substrato
de dgar que inhibe el crecimiento del organismo durante un

Periodo de 24 horase .

wnate R R R
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TABIA III.
Concentracién mini-
Organismo de engayo (variedad) mé;?hif inh%ziﬁiﬁgs
Staphylococcus aureus (3055) 6425
Bacillus subtilis (X12-1) 6425 .
Mycobacterium avium (X-85) 1,56
: Streptococoué faecalis 1456
Tactobacillus casel 1,56
Leuconostoc citrovorum ' 0,39
Trichophyton mentagrophytes 25,00
Xanthomonas phaseoll - 100,00
Botrytis cinereg 100,00
Colletotrichum pisi | " 100,00
Helminthosporum sativunm ' 100,00
' Pullularia spe ' 100,00

OSSN S

i Ms gruberi (HB-1) en cultivo de tejido MK, 100,00

libre presenta una actividad in vitro comparable.

- 25~

Ta sal sédica del antibidtico A204 en forma de dcido

Como ilustra lg Tabla IV la sal mixta de sodio y pota-
s8io de A204II presenta accién inhibitoria contra el creci-~
nlento de diversos organismos microbiolégicos. Los niveles

de inhibiecidn fueron determinados en la forma antes descrita
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TABLA IV

Concentracidén mini
Organismo de ensayo e dzicgiz/lglibmiﬁ
Staphylococcus aursus 12,50
Bacillus subtilis : 3512
Mycobacterium avium 12,50
Streptococcus faecalis | 3,12
Lactobacillus camels 6425
Leuconostoc citrovorum | | 6425
Alternaria éolani ' 100,00
Botyrytis cineres | 50,00
Colletotrichum pisi 50,00
Helminthosporium sativium o 50,00

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita

recaerd sobre las siguientes:

b L AT AN
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REIVINDICACIONES

1o Un método para la produccién de un antibidtico,

caracterizado por cultivar unes variedad de Streptomyces

albus productora de entibiético A204 en un medio de cultxvo

que contiene Puentes asimilables de carbono, nitrégeno y sw-

les inorgénicas, en condiciones aerobiass sumergidas, hasta
que dicho organismo haya producido una cantidad importante
de A204 en dicho medio de cultive "

2. Un método segin la Reivindicacidn 1, caracterizat

do porque el organismo es Streptomyces albus NRRL 3384,
3+ Un método gegliin la Reivindicacidén 1 o 2, carac-

terizado porque el medio de cultivo se mantiene a una tempes+

ratura de wnos 25° a 37°C y el crecimiento del organismo se

lleva a cabo durante un periodo de 24 a 72 horas aproxima-

damente.’
4 Un método segln lag Reivindicaciones 1, 2 0 3,

caracterizado por recuperar el A204 de dicho medio de cultist

VO

5 Un m&todo segin las Reivindicaciones 1, 2 o 3,
caracterizado por recuperar de dicho medio de cultivo las
sales de metales aloalinos, metales alcalino~térreos y ni-
trégeno bdsico del antibidticd A204.

6« Un método segin las Reivindicecliones 1, 2, 3 o
4, caracterizado por recuperar el antibidtico A204 y el
antibiético A204II como sustancias distintas, convertir el
antibidtico A204 en una sal de antibidtico A204, adsorber
el antibidtico A204 de una solucidén de dicha sal sobre unﬁ
regina adecuada y eluir selectivamente antibidtico A204II

¥y A204 exento de A204II de dicha resinae

Te Un método para la preparacidn de -agentes antibié
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ticos caracterizado por preparar en su forms pesticlda y
farmacéuticamente aceptable el compuesto A204, A204IT y
sug sales de metales alcalinos, metales alcalino-térreos o
nitrégeno bdsico o mezclas de 1los mismose

8. Un método segin la Reivindicacidn 7, caracteriza
do porque el antibidtico preparado es un sblido cristalino
blanco que funde a 96-98°C cuando se cristaliza en &ter eil
lico; que es soluble en ésteres, benceno, hidrocarburos ha-
logenados, dimetilformamida, dimetilpulféxido, éter y ce=
tonas, es ligeramente soluble en alcoholes y es muy ligera-
mente soluble en agua; que es Acido, conteniendo un grupo
valorable de YK, igﬁal 8 6413 que tiene un peso molecular
aparente de 900 aproximadamente, determinado a partir de
los datos de la Valoracldn, que tlene la siguiente conpogi-
cidn aproximada: 61,74 % de carbono, 9,37 % de hidrdgenoc ¥y

28,38 p de oxigeno; que tiene una rotacién éptica especifi-

ca (oc)D , de + 68ﬂ2° (¢c = 1 % en peso/volumen, en mebaml)

que cuando se mlde,en ma solucién en cloroformo presenta
las siguientes bandas distinguibles en su especiro de absor
cién infrarro;o sobre el 1nterValo de 2,0 a 15,0 micras.
2,955 3,435 5,95 6, 87, 7,25,_7,80, 8 1523 8 1953 9,17, 9,343
9,59; 9,82; 10,07; 10,245 10,513 10,77, 11,40y 11,80 micras
¥y que no posee espectro caracteristico de absorcién ultra-
violetae

9« Un método segin la Reivindicacién 7, caracteri-
zado porque la sal mixta de sodio y potasio del antibidtico
es un sélido oristalino blanco que es soluble en égteres,
benceno, hidrocarburos halogenados, dimetilformamida, dime-
tilsulféxido, éter y cetonas, es ligeramente soluble en al

coholes y es muy ligeramente soluble en agua; que tiene un

‘b-on.-' rOwRASE




10

18

20

25

-29 -

grupo valorable de K, = 6,3 en una solucién al 66 % de di-
mgtilgormaida'en agua; que tiene una rotacidn especlfica,
(d)§5 de + 42,3° (ec=1%en peso/%blumen‘en netanol) ¥
que cuando se mide en una solucién en cloroformo tiene las
sigulentes bandas distinguibles en su espectro de sbsorién
ipfrarrcjo sobre el‘interyalo dg 2,0 a 15,0 micragﬁ 3,20;
3455 6,265 64903 5?30; 74683 7,80; 8,205 8,505 8,805 9,22;
99395 92595 9,705 9,82; 10,08; 10,265 10,485 10,835 10,963
11,30 11,55 y 11,78 micras.

10, Se reivindica por Gltimo como-objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
"UN METODO PARA LA PRODUCCION DE UN ANTIBIOTICO".

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva que consta de veintinueve pé-
ginas mecanografiadas y dibujos que se acompaiian.

' Maﬁrid, 21 de febrero de 1969

BERNARDO UNGRIA
P.De-

Porag hasmbi s mme 210 - Ao VPO A T i A BN
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