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vo antibidtico A16884 y de sus saled.

tilsulféxido, ligeromerte soluble en alcanoles inferiores

e insoluble en acetonitrilo; que es anfléters, con cuatro

Este invento se refiere a la preparaciln dol mo-

El antibidtico A16884 es un nuevo antibidtico pro

ducido por fermentacidn de una varledad de Streptomyces

lipmenii no descrite hasta abhore, productora de entibldids
co A16884. Tes salen de A16884 so obtienen Fécilnente por
reaccién Ge A16884 con un dcido o base adecusdos. EL anti
bidtico A16834 y sus sales presenton aclividad antibacte-
riana y entihelmintica. Ia actividad antibacteriana es
presentade contra les organismos Grem~negativos y Gfamwgg
sitivos, asl como contra los organismos patdgenos para
las plantas. .

Wés especialuwente, este invento proporciona un pro
cedimiento para la produceién del antibibtico A16884 o una
sal del mimno, cuya sal monosmdnica estd carecterizada co-
mo una sustancia blanca y amorfe, que s descompone 011G

defor de 180°C j es muy soluble en agua, moluble en Aime-

grupos velorables ds pK'a1 = 3;,9; phlay = 5,3; pK'a3 = 9,2
¥ pi'e, = 10,5 cuendo se velora en dimetilformamide al

66 % = un pH inicial de 5,8; que tiene un peso molecular
aparente de 435 aproximadamente, determinado a partir de
los datos de la walorscelén; que tiene la compoaloién aprow
zimade de 44,01 % de carbono; 5,73 % de hidrdgeno; 10,65 4
de nitrégeno; 31,27.% ds oxigeno y 6,86 % de amufre; que
tiene una rotacidn dpbica Qspecificu,[«]%5 de +140,9°

(ec=1%en pesq/volumeﬁ en ggua); une suspensidén en acei-
te mineral de la mimms presenté lag siguienties bandes perw

ceptibles en an especiro de absorcibn infrearrojo a las gi-
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~tancizs son relativamente inestables o se encuentrsn pre-

gulentes lorgitudes de onda, expres&@as en micras: 3418
(vanda ancha), 5,66, 6,26, 6,57, 6,89, ;,15, 7:28, 7,40,
7,73, 8,00, 8,14, 8,79, 9,24, 9,65, 9,79 ¥ 10,40; ¥ que
da ensayos positives con ninhldrins,rescilvos de Pan
Dutecher, Benedict, Molisch, yodo y cloruro de danszilo ¥y
ensayos negativos con log reactives de Fehling, cloruro
férrico, bluret y Sakaguchil; cuyo procedimlento conslate
en'cultivaf un organlesmo que es una variedad de Streptomy-

ces lipmanii NRRU 3584 productoras del entibibtico 416884,

on wn ﬁedio de cultivo que cowbliene fuentes asimilableg
de carbono, nitrdgenc y sales inorgénicas, en condiciones
aerobiag swnergldas; hasta éue egs producida una cantidad
sustancial de A16884 por dicho organismo en el citado me-
dio de culbivos 7 |

T1 antibibtico A16884 es un anbibibtico pepiidico
que contiene azufre, con una moléoula anfdtera.

Como ocurre con muchos cultives productores de
entibidticos, la fermentecidén de una variedad de Strepbo-

myces lipmanil productora de antibiético A16884 da luger

& la produccién de diversas sustanoiaé antibibticas. El

entibibético A16884 es una de estes sustencias. Otras sus-

gentes soleamente en cantidedes muy pequeilas.
El antibibético A16884 puede ser utilizado como tal
o en forme de sal, por ejemplo una sal de adicidn con 4dei-
do o una sal con wa .catibne BEn el cago de una sal con un
catibn, la sal puede,sa? moncsal o disele Con frecuencis
ge prefiere preperar les sales dlrectamente en o1 proces
de purificaqién de formwa que elyantibiétioo 86 separs en

forma de sal. EL antibibético A16884 ha sido separado do
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esta Torma v por egshe razmdn se caractorlza ndy adelante
como sal monoambnl.ca.

Lo esl monoaﬁénica del antibidtico A16384 es un
361ido blanco y amcrfo, que se descompons & unos 18000,
nuy sol&bie en agua, soluble en dimetileulféxido (IR1S0),
ligeremente soluble on alcanoles inferioreés y esenclalmon-
te insoluble en acetonltrilo y otros disolventes orgéni~
cogs El valor anterior de la rotacibén Sptica especifica
de le sal monoembnica del antibibtico A16884 egté basado
en la sel, secada a le temperaturs anbiente & vacloe Bo--
bre cloruro cdleico anhidro, durente unas 15 horas.

La valoracién electroméirica de la sal monoaméni
ca del antibidtico A16884 en wna solucién 8l 66 % de dime-
tilformaiida-ague o wn pH inleisl de 6,6 revela la presen
cia de custro grupos valorables: pK'ey = 3,5; pk'a, = 5,2;
X'ey = 9,2 7 pk'e = 10,3, Por valoracién siniler de we
nuesira nosteriof, con la excepelbn de que el pH inicilel

es de 5,8, los valoreas reﬂbect*VOﬂ son: pK'ay = 3,9;
ym'az = ),3, pEfag = 9,2 y K'a, = 10,5. Cuendo la sal mo-
noaménica del antihibtico A16884 se convierte en la foma
deide, desap erece el pk'a a 9,2. Bl peso molecular de la

sal monoanénicae calculado & partir de los datos de la vo~

 loracifn es de 435 aproximedamente.

El snfligis elemontel de la sal monocamdénica de
A16884, secads a vacio & unos 80°C sobre pentéxido de F£bo-

foro, 416 los siguientes valores:

Elemento . N Porcentaje
* Cerbono ' 44,01
Hidrdégeno _ w 5,73
Kitrégone ' 10,65
Oxigeno ' 31,27

Azulre - 6,86
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El andlisis indica un contenido en metoxile de

6,64 % y un contenido en acetilo de 9,23 % y un onsayo de
Van Slyke pars ol nitrdégeno aminico indlca un 5,09 %.

El espectro de ebasorcidn infrarrojo de la sal mo-
noaménica del antibidbico A16884 en une suspensildn en acel-
te mineral ge encuentra en la Figura 1 de los dibujos que
acompaiian a esta memoria. Las bandag perceptibles en ol
espectro infrarrejo schre el lntervalo de 2,0 a 15,0 micras
son las indicadass anterdiormente.

El espectro de sbsorcidn uwliravioleta de la mal

monosménica del entibidtico 416884 en solucidn acuoss pre-
. o
senta mdximos. de shgorcibn a 242 (E: gm = 126). vy a 625 &a

(B } ém = 158); tambidn se mide el dicroismo clreular on
ung solucién acuose y presente un efecto Cotton positivo
& 263 mp y un efecto Cotton wegativo a 236 mu.

La cromatografia en papel de la sal monocamduice
del antibiétiéo A16884 sobre papel Whatman n? 1 da un ve=
lor Rp de 0,79 en un sistema disolvente de propanol, ace—
fonitrilo ¥y aguay en una relacién en volumen de 1:1:1. Se
obtienen bioautogremasg colocando la cfométografia de papel

sobre places de dgor sembredas con organismos sensibles,

como Salmonells gallinarum, como organismos de ensayoe

El espectro RMN del A16884 en Dy0 presenta les
giguientes ceracteristicas: 5,16 ppm (1H, simplete); 4,86,

4,68 ppm (2H, cuarteto AB, J = 12,5 Hz); 3,9-3,7 ppm (1H,

multiplete); 3,67, 3,29 ppa (2H, cusrteto AB, J = 18 Hz);

3,53 ppa (35, simpleto); 2,6+2,3 (2H, multiplote); 2,10 ppr
(3H, simplete); 2,1-1,6 ppm (4H, maltiplete).
Se realizb:tarbién une cromatografis en papel de

le sal nmonocambnice en otros sistemns disolventes, con los
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_ glgulentes r ulmaaos.

‘3824}89

Sigtema disolvoente . Valor Rf

dico W 0,58
- Mefanol/properol/ague (6:2:1),-pepel regu=

~lado con rosfato potésico 0,75 M, pH 2,0 0, 21
Propanol/@:r101ra/701ao ncdtico/acetonitri~

lo/agua (45:30:9:40:36) 0,40
Alcohol. tercmsmilico/scetona/agua (2:1:2) - 0,40
Acetato de etilo/dcldo acétlco/agua

(3s131) : 0y 36.

Met¢L~et11-oeton¢/agua (92:8), papel regule )

" do con acetato sbdico C,1 N, pH 4,6 inmovil
Propanocl/ague (70:30) ‘ 0,30
Butenol seturado con agua ' inmdvil

. aproximadeamente; sohre placag de celulosa en acetonitrilo

Etanol/egue (80:20) con 145 % de cloruro
sbdico. pepal impregnado con sulleto g

Butanol seiurado con sgua méds 2 % de écldo :
p-boluensulidénico _ 0,60

_ Cuando la sal monoaménica de A16884 se momete a
cromatografia en capa delgeda sobre places de gel de sili-
oo en acetonitrilo acuoso 8l TO %, utilizando como detec—

tor una rociada de ninhidrins, tiene un valor Ry de 0,47

scuoso al T0 %, -ubllizendo el mismo procedimiento pars la
deteceibn,. tiene un valer Rp de 0,45, ‘

El andlisip ds emincdcidos de un hidrolizado deid
do de antibidtico A16884, realizado por la técnice de
Spa.ciman~Moore~Stein, presenta dos tipos de reaccidn con
ninhidrine, tno de los cuales es elufdo idénticemente con
glicine (0,;58 micromoles/me), y el otro es elufdo lumedig
tamente antes do la glicina y es identificado como dcido
&maminoadipico;(2,39:micromoles/mg). Por sndlisis similer

de una muegtra posierior, Jos velores observados fueron
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Litativos con el entibidtico A16884. EL antibibtico A16884

“biuret y Sakaguchi.

.table & pH 3-9 a 259C durante 4 dfas; o inestable & valo~

¥V Gras-negativas. Loz niveles a los cuales la sl monoomém

~ 1lustrativos se encuentran en la Tabla I. Los niveles inhi

de ensayo se deposita formendo wna raya sobre uns gerile de

-7 -

382489

0,49 mlcromoles/mg ¥ 1,2 mlcromole s/mg, respectlvenents.

Se han realizado diversos engayos qulnicos cugw

da un enseyo positivo com los reactivos niphidrine, Pen
Dutscher, Benedict, Moligch, yodo y cloruro de dansilo,

pero no con log reactivos de Fehling, cloruro férrico,

Ia sal monoaménica del antibibdtico A16884 es

egteble a pH 3-9 & 5°C durante 8 dafas 3 reletivenente es-

res variables de pH a 100°C, dentro de un periodo de 5 mi
nutoss La actividaed bioldgice se pierde lentements a pH
3~9 & una temperaturs de 3700; perdiéndose la mitad al co-
bo de 4 diag, 7 | |
EL antibibtico A16884 +tiene wna acéién inlubito-

rig contra el crecimiento de las bacherias Grem=pogitivas

nica percisluente purificada del antibidtico A16884 Pre-

genta irhibicidn contra el crecimiento de losg organi smos

bitorios fuercen determinados por el ensayo de dilueidn en
fger o por el ensayo de dilucidn en caldo (identificados
en la tabla por leg letras "dea'y "Goco", respectivamentie)

En el enssyo de dilucifn en dgar, el organismo..

placas do Aﬂar que contienen diversss concentbracicnoes de

la sal monoeménica del aptibibtico A16884 pare determinsr
leg concentraciones minimas en meg/ml (microgranos PO mim
1ilitro) en el wsubstrato de 4gar, que inhiben el crecimiend

to del organismo durente un periodo de 48 horas (72 hores
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en ¢l cago de los organismos patbgenos pare las plantag)e
En el ensayo Ge dilucidn en caldo, wna serde deo tubor
conteniendo caldo nuisrdltivo con cencentraciones veriahles
de la sel embulca del entibidtico A16684 se inoculen .con el
organismo de enseyo pare determinar la concentreacidén minime
de la s2l monoemdbnica de A16884 en meg/ml 6n el substrato
de caldo que inhibe . 6l crecimiento de organismos durante

un perdodo de 20 horas eproximadomente.

CTABTA T
' c : Concentracidn 11
Organicmo do ensoyo i hibitoriae meg/mi
Bacherichia coli EC 012; o 6,25 dette
Protous FR6 | 1,56 dege
Proteus PR4 - 3,12 dee
Selmopelle fyphimwedium 54 ° a © 3,12 detie
Salmoriclla tychose T63 ' " 1,56 GeBe
Staphylococeus aurens 3055 - 50,00 d.av
Stephvloccccus aufeug 3150 :>50;00 CoBe
Psendomonasg aerugzinoss X239 | >50,00 d.a.
Salmonclle flexneri SH3 . : 6,25 Qo Ble
Klebsiella'aerdbactqg X1 | 6,25 d.a;
Klebaiclla aerchacter KAlL 1,56 deg.
| Mycobecterivm avium XB5 50,00 dee
Streptococens pyogenes €203 3,12 deze
Bacillus pubtilig X12.1 3,12 d.2.
Neurospors sp. M45-846 . >50,00 d.a.
E;;;E;gﬁiatem X186 6,25 diae
Bacherichia coli EC0127 7,80 dece
Klebgielle gserobascher KA14 15460 d.ce
Selmonella typhosa SA12 - 31,20 dece

Fn ninguno de lom ensayos anteriores se observéd agln
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" de una sal monosmémice mds purificada del antibidtico

-cgldo antes descrita. Tos resultados, expresadcs como el

- Lectura Lectura

Organismo o 12 horeas 24 roras
Streptococeus pyosenes (203 64 128
Stephylocoecus swreus 3055 - 128 >128
Egcherichia cold EC14 8 8
Elebsiells asrobachter sp KAl4 - 8 16
Protous sp. PR6 - NE* 8
Proteusy spe PR1§ 2 8
Selmonells typhose 8412 ' HR* 4
Selmonelle fyphimurium S4 HR* 4
- Pasteurella multocide P3 HR* 2
Shigella sonnie I SH10 NR® 16

tinacién por el suero de caballo.

Como puede chbeervarse en luo teble anterdlor, el i
tibibtico A16884 en forme de sal moncaménice presente aofi-
vided contra los orgenismos becterilenos Gremepositivos r
Gramgnegativos.

También se ha eveluzdo la aclivided entibectericna
A16884, on un ensayo empleando la técnica de dilucidn en

ndﬁéro minimo de microgramos'por mililitro regueridoé parsa
obtener la irhibicién, son lom indicados en 1a .sigulente
Table II. 7 -

ZABLA IT

L ¥R ~ No realizada.

El antibiético 416884 y sus ssles también presenten
ecetividad in vivo contr&'algunos de los orgendsmos anterio-
reg y por lo tanto son Utiles en el control de las infeccio
nes causadag por dichos organismos en los huégpedes aniinse

les., El antibidtico A16884 on forma de el monosménlcs pax
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ng/ke en retcnes infectados con Dgche%:ohla coli EC14, une

sa Sh2'y und DEsq de 93,4 mg/kg en ratones infectados con

cialmente purificada presente uns DE5O de 23 mg/kg en rabe-
nes infectedos con Proteus FR6 y wna IB;g de 33,8 mg/kg en
ratones infectedos. cou Shigells SH3; el 416884 en forma de

sal monocambnlen més purificeds presenta una DE;q de 3,64

DE5O de 23 ng/kg en ramopea infectados con Salmenellsa typhg

roideg dubivs, Agpyiculuris tetraptera, Syphacia obvelats
por via orel, por ejemplo incluyendo el antibvético A16884

- nistracidén de tabletasm, purgas, ete. gue contengan A16884

o une gal del mismo o por otros medios. En general, unas

Klehsiella pnommoniaee Kl. La edninistracidn se realiza por
via svbeutdnes. 7 - |

Como e ha olbiservedo anteriormente, el entibidtlco
416864 y sus seles presentan actividad antihelmintica ade-
mds de su actividad antibacteriana.‘Por ello, el antibidtils
co A16884 o una sel del mismo puede ser administredo a los
aninelesy de aangre caliente pars conﬁfolér"diveraos pérééi—
tos inbernos, especialmente los gusanos estoracales € ine

testinales camo Asceris  limbricoides var. suum, Nematospds

y gimilereg. Lo administracidn se realiza preferlblemenﬁe

o wne sal del mismo on la allmenta016n animal o por admi-

dosls camprendidas enre 1y 500 miligremos por kilogramo o
nds de pemo corporal del enimal son efectives en una odmi-
nlstracibn en dosis dnice. Cuando el antibibtico A16E84 o
e sal del mismo se suministrs como constituyente de un
alinento regular, se obtionen buenos resultados con unes
concenbrac;one comprendides entre 0O,CCO1 y 0,05 % o mén.
Un Lntervalo prefevaéo de concentraciones del antlbnétlco

A16884 o de ura sal del mismo en los allmentos es el oo~




10

15

20

25

30

11 -

&35 ES EZ l%

prendido entre 0,01 y 0,05 Goo

’;; RoLE 4o

R "2ey

La actividad antlhe1m¢n tica del ant1b¢6tico A16884
es ilustrada mediamte  las gigulentes evalueciones.

En une primera evaluscldn, se administre sal mono-
anbnice de anbibidbico A16884 en una sols dosis, por ce=

badura, a dos retones infectedos con Aspiculuris tebrepherd

¥y Syphacia obvelato (lombrices). La dosis es de 500 mili~

granos de sal monoaménipa de antibilético A16884 por kilo-
gramo de peso corporal de cads animal individual, adminic-
trade en una suspengidn saline Tislolégica conteniendo
0,125 % de metilcelulosa como agente de suspenq16n. En la
evaluacién se emplea un grupe de control.de ratones infeg

tados con Aspiculuris tetrapters y Syphacia obvelata., Ap-

bos grupos son mantenidos en condiciones normales de 181 0w
ratorio dursnte 48 horas, despuds de la administraciin de
ls dosils al grupo tratado. A continuaclén todos los rato-
nes son sacrificados y exasninados pars determinar la preé-

sencia y el nfmero de lombrices, con log resultados con-

tenidos en la gigulente tablas

TABLA IIT
Tmero de lowbricea por animal
A%effg%%giur | %bég?gég
Control 26 52

Sal monoaménica de an-
tibibtico A16884 a
500 mg/kg 0 2,5
En otra evaluacién, la sal monoambnice de antibibti
co A16884 se mezcla con el alimento normel de los ratones
pars obltener una pluralided de alimentos tratados, conbe-
niendo sal monoaménice del antibiético A16384 a las concer

traciones de 0,005, 0,01 y 0,05 % on peso. Los alimention
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© Sal monoamdnica de antibidtico A16884

L4
son utilizados'como'diétas para distintos grupos 38 1ato~-
neg, 2 razbn de 5 ratones por grupo. Alrededor. de 24 how
res después de la iniciaclidén de la elimentacibén, los rabo-

nes son infectados con huevos de Agcaris lumbricoidés vare

suume Ofro grupo de 5 ratbones recibe el alimento no mediw
camentado para actuer como conbrol pero es infectado endlo

gemente al mismo tiempo con Ascawis lumbricoides ver. zuumd

Todos los grupos reciben sus respectivos alimentos y se

mantlenen en las condiciones normales de leboratorio duran
te un pericdo de%Odia% en cuyo momento'se retira el élimenr
to a todos los ratonese AL uniéeimo dia, todos,los-ratones’
son sacrificados, examindndoss sus pulmones para determinay
le presencia ¥y, en su caso, ol nfmero de lesiones de Asca-

rig lunmbeicoldes var., suun.

El nivel de sal monoamdénica de entibidtico A16884
en la dieta y el nimero medio de lesiones.de.pulmén por

animal en cada grupo &6 encuentran en la ciguiente tablas

TEBTA TV
Nimero medio de le
o glonea de pulmébn
Gruno RO ZXUPO
Control ' ’ 2,2

3al monoamdnica de antibidtico A16884 :
al 0,005 % 0.5
al 0,01 % 0,4

Sal monoawdnica de antibidtico A16884
al 0,05 % 0,4

EL antiblético A16684 puede ser producido cultbivane
do una vardedad de un organiémo recién encontrado y no des-
crito hasta shore, sislade de udas muestras de suelo obte-

nidas en Américe del Sur.
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A16884 ha sido colocado en depdsito permanente sin restric

- ment Division, Agricultural Research Service, U.S. Depart-

- gearch Iaboratories), Peoris, Tllinois 61604 v es asequi~

- myces Project (Shirling et al., "Methods for Characteriza~-

13 -

El organismo fud ailslado de las nuestras de suclo
citadas suspendlendo wnas porciones de dichan muesbras én
ggua destilede egtéwil y depositando las suspensiones en
bendas sobre dgar nubritivo. Lag placas de 4ger autritivo
gembradas fueron inecubadas & unos 25-35°C durante verios
dfas. AL final del periode de incubaclén, lag coloniag del

organismo productor de entihibdtico 416884 fueron transfo-

(%)

rides con wn aro de pla?ino egbéril a wnos tubos inclinado
de dger. Los fubos inclinados de éger fueron incubados des
pués para proporcionar cgntidades sdecuadss de inoculum
para la produccibén de antibidtico A16884.

El actinomicetes utilizado de acusrdo con este in-—
vento para la produccibn de antibidtico A16684 ha sido de~

signado cono wie variedsd de Strepiomyces lipmenid Wolks-

man 3 Curtisge

El nuevo orgenismo capaz de producir antibiético

cibn en cuanto & la disponibilidad con la coleccidn de

bultivos de la Northern Utilization Researqh and Develop-
ment of Agriculture (anteriormente Northern Regional Re-

ble al piblico bajo la denominacibén cultivo n® NRRL 3584,

Iags caracterigsticas del Streptomvees lipmanil FRRL

3584 se encuentran en les sigulentes tebles. Se han utilisz

T

do los nétodos recomendados pare el International Strepto-

tion of Streptomyces Specieg", Intern. Bull. Syatematic

Bacteriol. 16 313~340 (1966)) para la caracterizacibn de

g egpecolies Streptomyces, jun on A cng S SlUr
lag especies St edg, junto con clertos ensayos s
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plementariosg. Log nombres de loz colores fusron abtribul-
dos de acnerdo con el método ISCO-IBS descrito por Kelly

et ale on The ISCC-NBS Method of Desisnating Colorsg and

o _Dictionary of GColor Nemeg (U.S8. Dopartment of Commexce

Circ. 553, Washington, D.Ce 1955). Log cifras entre parén
tosis se refleren a la serle ds colores de Tresner y Bac-
kus (Tresner et ale, "System of Color Wheels for Streptho

myces Taxonomy", Apple MicrobioLe 11: 335338 (1963)) ¥

los Indices de coler estdn-subreyados en la tabla. Entre
corchetes se encuentren los blogues de color de Naers

y Paul (Meerz et 8l., Dictiocnary of Color (McGrew-Hill

Book Coe, Ince, How York, 1950)s Log cultivos fueron ob-
tenidos a 30°C durante 14 dfas, salvo indicacién en con-

brarlo.
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Propiedad obgervads

Morfologie

Caracheristicas del A16884

Los egporoforos son habitualmen

te entre reclos y sinunosos con
ganchos ocaslionaleg; lag empo-
res son cortas, cilindricas,
Oy5=1,% micrag x 1,0-2,5 micra:
y aparecen hebitualmente en cg
denas de 3-10 y ocagionalmente
de 10-50. EL porfil de lag cg-
porag, observado en el microg
cédpio elecirdnico, es liso.

Caracteristicas de cultivo ens

ISP n? 2 (dgar levedura/ex~

tracto de malta)

ISP n® 3 (4gar harina de ce

beda)

ISP n® 4 (dgar sales inorgé-
nices y almidén soluble)

Crecimiento moderedo, invertis

do, castaio grisdceo oscuro
[8H9] ; micelip aéreo amari-
1lo pélido (Y) 2db

Crecimiento .moderado, inverti
do, amarillo grissécoo oscuro
[13E4] ; micelio aéreo modera
do, blanco EW 13ba & ameri~
1lo pdlide (Y¥) Zdb.

Crecimiento moderadoy invenrti
do, gris parduzco [7C7]; ni-
celio aéreo moderado, amori-
1lo pdlido (¥) 2db.

ISP n? 5 (4ger glicerol-aspa Crecimiento obundente, inver-

ragine

Agor pasts de tomate~harina

de avens
Agar de Emerson

Agar de Benne'tt

" Ager de Cgzapek

i

tido, cagtefio amarillento
claro [1317]; micelic aéroo
gbundante. rosa smardllento
griséeeo (R) Sdc

Crecimiento abundante, inverw
tido, castalo 2merillento
grisdeeo [15E8]; micelic ab~
reo abundante, gris smerillc:
to (GY) 2dc

Crecimiento moderado, inverti
do, castafio apariliento gri-
gsdceo oscuro { 8EY|; ausencia
de micelio aédreo y de esporad

Crecimlento abundante, inver-
tido, cagtedo amerillento ne
dio {14E7]; micelio aéreo
sbundante, amerillo grisdceo
(R) 3ec

Creciniento limitado, blanco;

~micelic adreo limitado (W)
13ba

[
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, TABLA V_(continuecidn)
Propieded observada Caracteristicag del A16384
hgar glucope~aspars~  Crecimlento sbundente, ¢wvcrt¢do,
gina anarillo grisdceo [12D4 s micelio
adreo abundante, gris amerillento
(&y) 2dc
Agar tirosina Crecimiento moderadoy invertldo,

- Requisibos de tenpera— Cweclmlento abundanbe y esporula»

- cagtadio amarillento clero [12C5];
micoelic aéreo sbundante, ameri1l.o
grisdceo (R) 3ec

Lgar nutritivo -~ Crecimiento moderado, invertido,
emarillo pélido [11C1]; sin mice-
lio aéreo.

Agar maloto cédleico ‘Crecimiento moderado, invertido,
negro [56C1]; micelio aéreo muy
escas0.

Fisrologla .

Acciédn sobre la lechs Coagulacidn, peptonizacidn

Reduccién de nitrato  Pogitiva '

Produccién de melanina .

Ager peptona~hierro Negativo
‘Caldo de triptona= .
extracto de levadura Kegetivo

tura sobre dgar pasba cién a 26°C o 30°0; ligero crecie
de tomete~harina do mlento a 37°C; crechlento nulo
avena - a 43°C.

Respueste del color ve
gebativo a los cambios

de pH

HCL 0,05 W Pigmento gris parduzco cambia & 10}
RaCH 0,05 N Mingén cambio
Licuefaccién de la g

latina - 100 %

En la Tabla VI se encuentran los resultados de 1o$

ensayos de utilizacién de carbono realizados con el orga-
nismo NRRL 3584, En la tebla se emplean los sigulentes sin

bolos:
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de utiligacidn sntes descritos resulia evidente que el
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crecimiento y utilizacidn

+.
i

i
i}

crecimiento nulo, sin utilizacidn.

ZADTA VI

2

Disgramo de utilizacidn de carbono para el NRRL 3584

Compuasto Regpuegha de crecimiento
I-grabinosea o : -

Sacaroas - ) -

D-xiloass ' ) ‘ +

D-fructonsa . -

Glucosa | +

Remnos - '
Refinosa | ' | T -

#~inositol | -

D-manitol . ' -

Control (gin cerbono) -

Como yo se ha observado, el antibié%ico A16864
puede ser produdido mediente cultivo de KRRL 3584, E1 me-
.dio de cultivo empleado en la produccién del entibidtico
A16884 por'cultivo del organlsmo antes identificado pucde

gser cuslquiera de los diversos mediosm, yaque de los cnsayos

organismo es capaz de utilizar diferentes fuentesg de enerw
gla. Sin embargo; por ragones de econcmis de produccidn,
méximo rendimiento de antibibtico y facilidad de alslemien
to del antibiético, son preferibles ciertas fuentes nutri-
tivas reletivamente . sencillas. Por ejemplo, los medios gue
son Wtiles en la produccién del entibibdtico inciuyen vua
fuente asimilable de cafbono COono glucosa; alniddn, glice-
rine, nelazes, dextrina y simiiares* La fuente preferidsa

de carbeno oa la glucuss « Adiclonalmente, los medios ubi-
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les hebituales capaces de proporcionar losg iones sodio, Dpo-

lizables pue&ep ger una fuente de niﬁrégeno aaimilable oo=
mo harina de goja, sblidos de la infusién de maflz, levadu-
re, harine de semille de algodén, extracte de buey, pepto-
nas (osrne o soja); caseina, mezclas de aminodcidos -y simid
lares. Las fuentes preforides de nitrdgeno son las peplio-
nes, harina de s=ojas, mezclas de aminodcidos y simileres.

Entre las sales indrgénicas nutritivas que pueden ser in-

corporadas & los medles de cultivo se encuentran las ga-

tesio, amonio, celcio, fosfato, sulfsto, clorurc, carbont-

to y similares.

Los elementos menores necegarios pars 6l craciw
mlento y desarrollo Optimos del organisme utilizado pars
la producecidn del entibidtico A16884 también pueden ser
inclufdos en el medio de cullvo. Estos elementos traza
normalmente aperecsn cono impurezas en 168 restantesrconsu
tltuyentes del medlo en cantidades suficientes para respon
der & los requiéitos de orscimiento del actinomicetes em-
ﬁieaﬂo en este inventos

Bl pH iniciel del medio de cultivo puede ger va-
riado. Sin embargo, se ha encontrado conveniente que el pH
iniciel del medio esté comprendido entre 6,5 y ;,2. Como
se ha cbeervado con otros actinomicetes, el pH del medio
auments graduelmente & lo largo del periodo de crecimiento
del organismo mientres estd siendo producido el antih_iéti—
co ¥y pucde alcanzesr un nivel de 6,7 a 7,5 o més alto, de-
pendiendo el pH final, por lo mencs en parte, del pH ini=~
cial dsl medio, de los agentes reguladores presentes en
el miemo y del periode de tiempo durante el cusl se permi-

te crecer sl orgenismo.
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Lzg condiciones de cultive asroblo sumersido son

lag condiciones de eleccién pars la produccibn del entibid

tico A16884+ Para la preparacién de centidades relativasen
te pequeiias, puede-emplearse el culfivo en matreces sacy-
didos o el cultivo superficial en frascos; pero pars la
preparacibn de grandes cantidedes, se prefiere el cultivo
aerobio sumergldo en tangues egtériles. Bl medio contbenido
en ol tanque esbéril puede ser inoculado con una suUSpOn-
gidn esporulada; pero debido al retraso del crecimiento ex

perimnentado cuendo se utililze una suspeneidn esporulade co

mo inoculum, se prefiere la forma vegetativa del cultivo.

Evitando esl el retreso del crecimlento,.ss congigue an -
uso més eficiente del equipo de fermentacién. Por consi-
guiente, ea convenients producir en primer. lugsr un lnoou-
lum vegetativo del organismo por inoculacidén de une canti~
dad relativements pequefla del medio de cultivo con el or-
genlemo en forma de espore; y cuando se ha obtenido un jo-

ven inoculum vegetetivo activoe, transferir asépticamente

el inoculum vegetativo al tanque mayor. Ll medio en el

cual se produce 6l inocculun vegetativo puede ser igual o

digtinto del medio utilizedo pera la produccidn en gran
epcala del antibibtico A16884.

El organiemo gue produce antibidtico A16884 cre-
ce dentro de un aﬁplio intervalo de {emperaturas compren-
dido entre 25° y 3%600 A1 parecer la producclén Sptima de
A16884 ocurre a temperstures de 26-30°C. En general, la

produccién méxinma del entibiético se produce al cebo ae

unas 36-72 horas despuds de la inoculacidn del medio de

cultivos. :

0

Como o8 costumbre en los procesos de cultive su-

[}
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‘Volumen y por volumen de medio de culiivo.

tacién de 4£16884 sparcce en ol caldo antibibtico. Por consi-

mnergldo aerobio, se hace pasar aire esbdril a'través del
medio de cultivo. Para un crecimiento del organismo y una
produccibn del antibidtico A16884 eficientes, ol volumén de
aire empleado en la produécién en tangues de A16884 ez de
0,2 a 0,4 yolimenes de aire por minuto y por volumen de cul

tivoe El volumen preferido es de 0,40 voldmenes de sire por '

e concentracién de activided de antibidtico en el
medio de cultive puede ser seguide fécilmente durants el pe-
riofdo de fermentecidn mediante o1 anéliéis de muestras del
medilo de cultivo para determinar eun aﬁtividad inhibitoria
contirs ol crecimiento de organismos de los que se sobe que

gon inhibidos por la presencia del antibidtico A16884. Se

ha encontradc que log orgonismos Sarcine lutea y Salmondlig
gellinarum son Qiiles para est? £ine Bl andlisis de les mues
ﬁraé puede realizarse por los conocidos métodos turbidomé-
trico o de disco-placa. '

7 En general, la mdxime produccidn de A16884 ocurre al
cabo de 1 a 3 dfas despuds de'la inoculacidn del medio de
cultive en los procesges de cultivo aerébio gumergido o ds

cultbivo en matraz sacudido.

Ia activided sntibitica producida durente la fermen-

guiente, las técnicas de aislamiento empleadas en la produc
cidn de A16884 estén proyectedms pars permitir le méxima re-
cupefacién del antibibtico & partir del caldo. Asi, por ejem
plo, me separan el micelio y los s6lidos no disueltos del
caldo de fermentacidn pof.medios convencionales, como filw
tracién o centrifugacidn, y el égtibiético A16884 puede ser

recuperado del caldo filtrado o centrifugado empleando féo-,
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'por procedinientos convencionales., En el procedinmiento de

. recuperacién anterior, también se puede utilizer como odm

les amdénicas o metdlicas aleslinas, se preparan preferille-

- 21~

382489

nicas de extraccidn o adsorcidn. .

Para la rocuperacién de A16884 por +téonicms de adgoy
cibén, pueden utilizerse verios adsorbentes y rosinas cembig
dorag de idn, por ejemplo, carbono, gel de gflice, slimine
¥y resinag cambisdoras do lon. EL antibidétice 416884 tal co-
mo se obtlene de la fermentaclén puede encontrerse on forms
anfétera o salina, segin las condiciones ds fermentacidn,
Independientemente de su forma, puede ser adsorbide sobre
uno de los adsorbentes anteriores u otros similares, & psr-
tir de su solucién en un disolvente adecusdo. El antibidti-
co A16884 o su sel adsorbidos pueden ser elufdos despubs de]
adsorbente mediente tdenicas de elucidn edecuadag, por ejoemd

plo lasvando : con un disolvente .el adsorbente sobre el

cual se encuentra adsorbido el antibidtico A16884 o unaAsa;
delrmismo¢“0uando le elucidén se fealiza levendo con ung €o--
lucidén de formieto amdnico o acetato sbddico, por ejemplo;
el proceéo'da lugam & le elucién de antibidtico A16884 en
forma de sal aménice o sbédice, respectivamente. Esteg sales

se convierten ficilmente de nuevo en el antibidtico 416854

sorbente la celulosa microcristaling.

Ias sales de antibidtico A16884 distintas de las se-

mente por reaccién convencionel del antibibtico A16884 en
fbrma anfétera no modificada con ol dcido o base respecti-
vo. Asi, en la preparacibén de lag sales de edicidén con dci-

dos, el entibidtico A£16884 se hace reaccionar con uu dcido

orginico o inorgénicos Los decidos adecuados representaiivos

gon dcido clorhidrico, dcido bromhidrico, dcido yodhidrice,

L)
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en la produceién, separacién y purificacién del antibiético

dcido sulfirico, dcido fosférico, deido acébico, acido ben-
zolco, deido eulfdmico, deido tartdrico, deldo eftrico, dei
do maleico, dcido sucelnico, dcido ascérbico y deido gli-
cblicoe . 7

El sntibibtlco A16884 tambidn forma sales con los
cationes por rescclidn del A16884 en forme anfdétera sin mo=
dificar con hWases y sales orgénicas o inorgénicas. Son ejen
plos de estas sales les gales de amonio & de amonio susti~
tufde; sales de metales elcalinos, como sodilo, potasic, li-
tios ceslo y rubidlo; seales de metales élcalino—térrebs Cco~
mo calelo, estronclo y berio; y sales con otros metales co-

no alurminlo, cobre, cine, magnesic ¥y plata. Con respecto a

lag bages orgdnices, le identidad de la base no es critica

aunque, en general, se prefiere_una base con un pH de 3,0

o mée en agua., Lag bases orgénicos adecuadas reproseniatie
vas son bencilamine, metilamina, dietilamina, trietilamina,
proéaina, di-igopropilamina, ebenolemine, ciclohexilemina,

diciclchexllaming, difenilemina, di~-n-butilamina, quinolef-

Las sales del antibidtico A16884 que son farmacéubi-
camente aceptables son las preferidas en general. Sin em-

bargo, todas lag sales son Utiles como productos intermedio

416884, Con fines texapéuticos, generalmente las sales cee
tidnicas o aqiénicas farmecéuticomente aceptables son equi-
valentes al antibidtico A168843 sin émbargo, ocagionalmente
se prefiereon algunag sales pérticulares debido a una pro-
pledad favorable, tal como solubilidad, comunicada ﬁor la

porcidn formadors, de sal.

Con objeto de ilustrar con mds deballe la puesta en

[or)
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cubre con agua destilada estéril y se rages suavements pam
re separar lag esporas y las célules en forma de suspensidn

‘acuosa de lap mismas. S6 wbilize 1 ml de la suspensidn re-

- vegetative de la sigulente composiciédns

practica del invento, so incluyen log siguientes ejewplos
8 titulo Llustrativo.
EJEMPLO 1

Produceldn en matros sacudido de anbibidtico A16834

e produce un cultivo esporulado de Streptomyces

lipmanil NRRL 3584 cultivendo 6l orgenismo en un tubo in-
clinado de dgar nutritivo de le sigulente composicidn:
Dextrina . ‘ 10,00 g
Extracto do levadﬁra- 1,00 g
Caseina hidroligada ("H-7Z Ami-
na~Tipo A", Sheffield Chemical
Company) - ‘ 2,00 g
rEx;racto de buey - 1,008
Ager de Meer (lavado tres veces) 20,00 g>
Agua desionizada 1 1itro
El pH del medio se ajusta a ;,O mediente la adacién
de hidréxido sddico.
El tubo inclinado de égar se inocula con csporas

de Streptomyces lipmanii NRRL 3584 y se incuba dursnte 6

dfes a 30°C. A continuacién el tubo inclinado de égar'se

sultante para inocular cada porcidn de 100 ml de un medio

Glucosa . 15,00 g
Harina de soja 15,00 g
S6lidos de infugidn de meiz ' 5,00 g
Carbonato cédlelco 2,00 g
Cloruro sédico _ 5,00
Agua desionizeda 1 litro

ElL pH del medio vegetativo se ajusta e 6,7 mediante
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“facidn, el medio es aireado con aire estéril a un candal

la adicién de hidréxide s6dlco. :

El inoculunm vegetative se sacude durante 36 horas
&8 30°C en wn sacudidor reciproco con un recorrido de 2 pul
gadag (5 ca) & 108 rpm. El inoculum asi preparado ze ubi.
lize después en la produccibén de A15884; de la siguients
forna. '

Se- prepara un medio de produccidn de la sigulente

composicidnt .
Harina de soja . 15,00 g
Casefna | 1,00 g
Iitrato sdédico 3,008

Jarabe de glucosa (glucosa sl 50 %) 20,00 g

Agua corriente 7 1 1itro

Fn nmatraces Erlenmeyer de 500 ml e introducen unas
pofciones de 100 ml del medio de producciln, esterilizendo
& 120°C durante 30 minutos. Una vez enfriados, cada uno de
los matraces se inocula con wn 5 % de inoculum vegetativo.
La fermentacién se sacude durante T2 horaé a 30°C en un sa

cudidor rotatorio que opera a 250 rpn. Durante la fefmenp

de 0,4 voldmenea/volumen/minuto.,E; aislamiento.ge reali-
z8 esencialmente en la forma descrita en el Ejemplo 8.

Se produce antibidtico A16884 de acuerdo con el pro
cedimiento QG1 Ejemplo 1, poro utilizando un medio de pro-

duccidn de la siguiente composicidns

Solubles de destileria (Nadrisol) 5,00 g
‘Horina de soja (Wutrisoy 200D) 5,00 &
Harina de cacahuet C 5,00 g

lMelazag de azlcar moreno - 5,00 g
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la siguiente composgicidbn:

- 25

3102489

Harina de avensa 5,00 g
Glicerol 10,00 g
kgue corriente 1 litro

¥y wtillzando en lugar de un sacudidor rotatorio wn sacu-

didor reciproco operando a 108 recorridos por minuto.

EEJ EME;TJO 3

Se produce antibidtico A16884 por el procedimiento

del Ejemplo ﬁ, pero ubilizando un medio de produccién de

la sigulente composicidn:

Harina de avena 20,00 g
Glicerol - 10,00 g
Ague corriente - 1 litro

EJENMPLO 4

Se produce antibibético A16884 por el procedimiento

del Ejemplo 1, pero utilizando un medio de produccibn de

le siguiente composicidn:

Herina de semilla de algodén 20,00 g

Glicerol _ 10,00 g
Glucosa . 5,00 g
Agua corriente ' 1 1litro

EJEMPLO 5

Se produce antibibtico A16884 por el procedimicnto

del Ejemplo 1, pero utilizando un medio de produccidn de

Glucosa 7 20,00 g
Almidén soluble 10,00 g
Peptona (Wilson 159) : 30,00 g

" Cesefna hidrolizada ("N~2 amings

tipo A", Sheffield Chemical Co.) 4,00 g
Heptahidrato de sulfeto magnésico 5,00 g
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~ lipmenil NRRL 3504 culti%ando el orgenlsmo en un tubo in-

- nado tiens la siguients composiclén:

de Streptomyces lipmenii NRRL 3584 y se incuba durante

" de suero de buey estéril. A continuaciln se transfieven

Carbonato sddico
Ague corriente
EJEUPLO 6

Se produce otro cultivo Jsporulado de Streptomycos

clinado de dgar nutritivo. En este cago el cultivo incli-

Dextrina : - 10,00 g
Harine de semilla de algodén , 10,00 g
Extracﬁ§ de levadura - 1,00 &
hgar de Heer _ 25,00 g
Ague desilonizada 1000 ml

El pH del medio se ajusts & 7,0 mediante la adiclén

de hidréxido sbdicos ' .

El tubo inclinado de dgar se inocula con esporas

7-dfzs & 30°C, Los tubos inclinados de 4gar se rascan deg

pés para separar las esporas & las que se afiaden 2,0 ml

& un tubo 116filo esbéril 0,1 ml de la suspensibn resul-
tente de egporas en suero; Se seca por congelacién en Lony
ne Ge grénulog. ‘

Tos grénulos secados por congelacidn asi obtenidos
gse ubtillgzan para inocular un medio vegetativo de la gi-

guiente compozicidn:

Glucosa _ 5,00 ge
Dextrina o ‘ . 10,00 g
: Bactoutriptonarl | 5,00 g
Extgacto de levadura ’ - 5,00 g
Heptahidrato de sulfato magnéal.co ‘ 2,00 g

Agua desionizada 1 litro
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o do mislemiento indicado en el Ejemplo 8.

- 0%..

3@2@%”

El pH del medlo eg 6 7 y no we agugta.
EJEWMPLO 7

Produceibn en plante pilotoe de antibidtico 416884

En un fermentador de acero inoxidable de 40 litros
se introducen 24 litros de un medio de la sigulente compo-
gicibn:

Antiespumente A (agente antiespumen-

te vendido por Dow Corning) ' 0,20 &
Glucoss - 5:00 g
Dexbring 700 A ' 50,00 &
Sémole de smoja ’ 25,00 g
Melagas  de agticar moreno - 3,00 g
Bifosfato potdsico ' 0,25 g
Carbonato célcico , . 2,50 g
Agua corriente fris hagta 25 litros

El pH inicial eg 6,5 y no se gjuste. El medio o es-
terilize duwrante 30 minutos g 120°C, se enfrfa y después mo
inocula con un 5 % de inoculum vegetativo producido como en
el Ejemplo 6. Ia fermentecién se realiza & 30°C durante 6 hg
rag, se airea con aire estéril a razbn de 0,35 voldmenes/vo-
lumen/minuto y se agite medlante un agitador mecdnico que
funéiona & 420 revoluciones por mimuto. El pH final es 7,5.

Se recupera A16884 del caldo siguiendo ol srocedimiey

EJENPLO 8

Aislamiento de antibiético A16884 crudo en forme de sal mo-
7 ﬁopménica
Aprox1madaaente 60 litros del caldo obtenido on el
Ejemplo 7 se filtren utilizande Hyflo Super-cel (tlerra de

diatomess vendida por Johns-Marville Products Corporaiion).
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un minimo de agua y se aplica & una columna de T,2 x 60 cn

E1l caldo filtrado se pasa por una colﬁmna de 9,6 = 150
rellena con carbén (Pitteburgh Cal. 12 x 40; vendido por
Pittsburgh Activated Carbon, Coe)e Ie columna se lave con
ggua hesta que el efluente eg incoloro y la actividad ad-
gorbida sobre el carbbn se separa haciendo pasar acetbona
acuose 8l 50 % a trevés de la colums. La fraccidén que con-
tiene la actividad se cowbina, se concentra a vaclo pars
separar la acetona y 86 aplica a una columa de 5,9 x 104 az
rellens con regina IRA-GS (ciclo de formiato) (una resina
cambiadore de anidn vendida por Rohm and Heas Co. y laveda
posteriormente con dcido £érmico para converiir la resins
al ciclo de formieto)e La columne se lava con &gue hastha
que el eflvuente es iransparente e lncoloroy la acthlvidad se
separe lavendo con solucidn C,1 M de formiato ambnico. Se
combinan las fracciones activas ¥y Se pasan por una columng
de 4,3 x ;2 an de carbén (Pittsburgh 12 x 40). La columna
se leva con sels veces su volumen de 2gua y la activided se
eluye con acetonitrilo acuoso al 30 %. Se combinan las frag
éiones activag, so concentran & vacio para separer el ace-
tonitrilo y se secan por congelacién..ﬁa rendimiento es

de 25~30 g de sbélidos.

La preparacién secads par congeleciln se disuclve on

rellenad con un producto de celulosa microcristalina (Avicel
vendide por la FIC Corporation), suspendido en acetonitri-~
1o acuoso al ;0 % y se lava con acetonitrilo antes de la

adicién de la muestre activa. Después de aplicada la nues-
tra, la columne se lava con ung vez su volumen de acetoni-
trile y la actividad ‘se eluye con netanols Se combinan les

fracclones actives y se concentran haste 200 ml aproxinade~

3
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“disuelven en metenol y la eclividad se precipite con 1C vo-

“acuoso al 80 %. ILa columna se eluye con acetonitrilo/agua

mente y la asctividad se preclpita medianto la adicibn de
10 voldmenes de acetona. Se filtra el precipitado, se la~
va con scotona y se seca o vacio. EL rendimionto g de 0~
12 g

Se disuelven 20 g del meterial obtenide en la Lo
na entes descrite en wne centidad minima de agus y se epli
can & une colwme de gel de silice (;,2 x 60 cm)e. Bl gel
de silice (Grado 950, producido por Davison Chemical) ha
gido lavado previeamente con agua ¥ degpués con metanol y
suspendido,en ecetonitrilo al 70 % para rellenar la colum
ne. Degpués de la aplicacidén de la muestre, la columna ge
leva con wna vez su volumen de acetonltrilo y la activided
ge sluye con acetonitrilo al 70 %. Se combinen las fraccio

nes més achivas, se concentran a sequedad én vaclo y se

ltmenes de acetona. Se filtra el precipitado, se leva con
acetona y se seca a vaclo. El rendimiento es de 8 go las
fracciones menos aotivas den 6 g sdicionales.

| EIPLO 9

Purificecién de ls sel monoambnica de A16884

Se disuelve 1 g de le preparacidén secede por COnge-
lecién, obtenida en la forma descrita en ol Ejemplo 8, en
4 ml de sgua y se eplica & una columne de 2 X 60 cm, relle

na con 175 ml de gel de silice Grado 950, en acetonitrilo

(4:1). Ia elucién va seguide de andlisgis y crematografie
en papel. Como resultadc de la elucién, se obtiene una plun
ralided de fracciones. Se combinen las fracciones gue con-
tienen el antibidtico A16684 en forme de sal monoamdnica,

ge concentran & sequedad, ge disuelven en un pequeiio volu=
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en forma dcida, Presenta unos valores de pK'a Ge 3,5, 5,2

¥ 10,3 cuando se valors en dimetilformaide al 66 %, & un

‘se afiaden 4 ml de metanol y 1a sel disédice so precipita

=30 =
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nen de”dimetilsulféxido y después en'varios nililitros de
etanol y se precipite le activided por adicién de un exco-
so de éter. El precipitado se centrifuge y se sece a va-
clo. El rendimiento de sal monosmbnica.de antibibdtico
A16884 es de 91 mg.

EJEMPT.0 10

Preparecibn de antiblétice A16884 en Forme Scida

Se disuelven 200 mg de le sal monoaménica de
A16884 en 30 ml de agua y .ge afiaden 6 ml de resine Dowex
50 x 12 (8") (vendida por la Dow Chemical Cos)e I& mezcls
56 egita durante 30 minutos, se filtra, se lava la resina
con egue sobre el Liltro y se combinan los filtrados. EL
filtrado combinedo tiene un pﬁ de 2,;. El filtrado se con-
centra a vaclo hasta 1 ml aproximadamente,9se efiaden 4 ml
de matenol y el éeido se precipita mediante le adicidn de
49 nl de acetona. El precipitado se Ssepara por centrifu~

gacidn y oo secé a veclfo dendo 35 mg de auwtibibtico 416884

PH iniCial de 4‘, 5‘

_ EJENPLO 11
Prepsracidn de sal digddice de A[6884

Se disuelven 180 mg de sal monoaménics de A16884
en unos 2 ml de ague y el pH se ajusta a 10 con NaOH 1 N,

La solucidn se concentra a vacio hasta volumen reducido,

por edicién de 40 ml de acetons. Ie sel me separa por cen-
trifugaclén y se seca a veclo. Presenta unos valores de
XK'a de 3,9, 5,2 y 10,5 cuando se valora en dimetilformem

de &l 66 %, & un pH inicial de 10,4; y cuando se aneliza
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por andlisis de sbsorcién atémice, da 6 % de modid.

EJENMPLO 12

Preparacibn de hidrocloruro del antibidhico A16884

‘ Se disuslven 200 mg de sel monoamdnica de A16884
en 2 ul de agua y se ajuste & pH 2,0 con HCL 1 N. Despuls
la megcla de reaccidn se diluye con 5,0 ml de meténol v
se afladen 50 ml de acsetons pava precipiter el hidrocloruro
del antibidtico A16884 desemdos Se separs por cenbrifugecity,
se lave con acetcna y se sece & vaclo. EL endlisis indice
5,;4 % de cloro y la valoracibn elecctrométrics en dimetil-
formemida al 66 %, & un pH inicial de 5,0, indica la pre=
sencia de grupos valorasbles a 3,9, 5,2 y 10,4+ -

EJERPLO 13 '

Aislamiento de antibidtico A16884 crudo en forma de szl mo-

vacio pere separer la acetona y ee aplican & une columia

noasbdica
Se filtran eproximedemente 60 litros de ocaldo, obte

nidos en. la forma descrite en el Ejemplo ;, utilizando
Hyflo-Super—-cel. El caldo filtredo se pasa por una columme
de 9,6 x 150 cm, rellena con carbén (Pittsburgh Cale 12 x
40)s Ia columne se lave con agua hasta obtener un 1{quido
incoloro y la actividad absorbida se separa haciendo paser
acetona acuose 2l 50 % a través de la columnd. Se combinan

las frecciones que contienen le aectividad, se concentran &

de 5,9 x 104 cm, réllena con IRA-68 (ciclo de scetato)s Ia

—

columna se lave con egua haste que el efluente es trenspare)
te e incoloro y la actividad se separa lavando con acetato
sédico 0,1 M. Se combinan las fracciones activas y se pasen

por une columna de 4,3 x 72 w, rellena con carbdén Pitts~

burgh Cele. (12 = 40}, Ia columna. g€ 1eva con S6is veces su
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formulacibn acuosa para atomizacidén, a una concentracidn

y 302489

-30 -

volumen de egue y la actividad se eluye con acetona acucsa
gl 30 % Se combinan les fracciones sctivas, se concentran
e vaclo pera separer la acetona y se secen por congelacidn.
Rendimiento, 20-30 g« El andlisis indica 2,5 % de sodlc.
El antibibtico A16884, en forme de sal monoaménica,
ge anelizs pare evaluar el control de los organismos bec-
terienos petbgenos pare lag plentas. En esta evaluacidn,

la ‘sel monoeménice de antibidético A16884 se formula en una

de 400 paries pér vn milldn de paries on peso de composicit
finale En le evaluacién se utilizan unas plantes de tomate
de 30 dfss, @ razén'de dos plentas por maceta. Las planias
de une de las macetas s¢ traten con la soluciln antes des-
crita, se dejen secar al aire y degpuds se -inoculan con ﬁn

medio que mantiene un crecimiecnto activo de Pgeudomones

~ rante 7 dfas en buenas condiciones-agricolas. Transcurride

‘mientras que las plantas de control presenisn extensos sin

solanacearums. lLas plantas de la otre maceta se pulveriszan
con une soluoién.acﬁosa pera atomizacién idéntica a la so-
1ucién de tratamiento antes descrite pero exenta de anti-
bidtico, pars ser utilizads como control. Las plantas que
sirven comno controi ge inoculan posterlormente de Lorma
gimiler., Todes lag plantes se mantienen durante 24 hores

en une cémers himeds y después se secan y se mantienen du-

este periodo de 7 dfas, se ohservan todas lag plantas pe~
ra determinar la presencies y, en su caso, el grado de in-
feceibn. Ieg plentes tretadas con sal monoaménica de an-

tibidtico A16884 estén completemente exentes de sintomas

de la enfermedad causads por Pgeudomonss Scolanacearum,

tomas atribuibles al Pseudomonss Solanacearule

=
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En resumen, la Patente de Invenclén que go goli-

cita deberd recaer sobre las sigulentes:

0t et e e (o i Bt s P e O et Ot e Bt S
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1 ) - REIVINDICACIONER

1. Un procedimiento para la produccién de anti-
bidtico A16884 o una sal del mismo, cuye sel monocsménica
eatd caracterizada'como.una sustancia blance y amorfa,
5 que 86 degcompone & unos 180°C, nuy soluble en agua, solu
ble en dimetilsuliféxido, ligeremenle soluble en alcanoles
inferiores e ingoluble en acetonltrilo; que es anféteré,
conteniendo cuatro grupos velorables de pK'aeq = 3,9,
pKta, = 5,3, pK'a3 = 9,é ¥y pKtay = 10,5, cusndo se valora
10 en dimetilformemlda al 66 % a un pH inicial de 5,8; gue
+iene un psso molecklar aparente de 435 aproximademerto,
determinado a partir de log datos de la valoracién; guo
tlenp 1a SLbulente composicibn eproximada: 44,01 % de corw|
bonoy 5, 73 % de hidrégeno, 10,65 % de nltrégeno, 31,27 %
18 de oxigeno y 6,86 % de agmufre, que tiene une rotacién bp-
tics especifica, [?]%5, +140,9° (¢ = 1 % en peso/volumen
en’ agus); una suspeﬁsién en aceite mineral de la cual
tiene las sﬁguientea bandes perceptibles en su eapectro
.de gbsorcién infrorrojo & las sigulentes longltudes de
20 " onda, e: presadas en micras: 3, 18 (vande ancha), 5,66, 6,26}
6,57; 6,89, 7,15, 7,28, 7 40, 7,73, 8,00, 8,14, 8,79, 9,24
9, 65, 9,;9'y 10,43 ¥ quo da enseyos positivos con los reac

tivos ninhidrina, Pan Dutscher, Benedict, Molisch, yodo y
cloruro de dansilo y ensayos negativos con los reactivos
25 ,/; Fehling, clorure férrico, bluret y Sakeguchl; cuyo pro-
cedimiento con31sto en cultiver un organismo que €8 ung

vericdad ds Strepbomvees lipmenii HRRL 3584 productora de

entibidtico 416884, en wn medio de cultive que contiene
fuentes asimilables de carbono, nitrbgeno 'y sales inorgd-

nicas, en condiciones aerobias sumergidas, hesta que e
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producida una cantided sugtenclal de.A16884 por dlcho or-
ganismo en dicho medio de cultilvoe _

2. TUn procedimiento segiin la Reivindicacién 1,
en el que el medio de cultivo es mantenido a une tempera-
ture comprendids aproximadamente entre 250C y 370C y ol
crecimiento del organismoe se realigze durante un pericdo
de 36 & ;2 horag aproximademente.

3¢ Un ﬁrocedimiento seglin lesReivindicaciones 1

‘0 2, que comprende adicionalmente la recuperacibén del an~

tibiético A16884 & pertir de dicho medio de oultlvos
4, Se reivindica por Ultimo como objeto sobre
el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se so.ici-
ta: V"UN PROCEDIMIENTC PARA LA PRODUCCION DE AWTIBIOTICO
A16884 O UNA SAL DEL HISMO". '
Todo conformé queda descrito y reivindicado cn la
presente Memoria descriptiva, que consta de treinta y cin-
co phginas mecanografiadas y dibujos que se acompaiian.
Madrid, 5 de agosto de 1970
BERNARDO UNGRIA
p.p- B
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