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Esta invencidn se relaciona con un quevo y Gtil
procedimiénto de produccién de sustancia antibiltica desig-
nada sustancis SF-1293, y con la prodgocién fermentativa de
este sustancia antibiétice SF-1293, asi como con sus usos
como pestlcida y fungicida. _ -

Lo mayor parte de los pesticidas que se han utili-
zado en agrlcultura son compuestos 51ntétlcos que han sido
sistetizados por procedimientos quimicos y se han aplicado
grandes cantidades de compuestos que contienen cloro, com-
puestos 81ntet1cos que contienen mercurio y compuestos gin-

téticos: ique contienen arsénico, etc., como pestlcidas a va=-

‘rias plantas ¥ terrenos. Sin embargo, por regle general,

estos pesticidas sintéticos son entera y relativamente daifi-
ciles de degradar o descomponer después de su aplicagcidn a
las planfas 0o terreno y por congsiguiente continugn existien-
do en el cuerpo de las plantas y también en el terreno. La
continugdae existencia de estos pesticidas gplicados puede
conduclr al problema de 1a contaminacidn del ambiente natu-~
ral y a su destruccién. En consecuenciam en 1los giios recilen-
tes existe una creciente demands de explotaecidn de pestici~
das caﬁaceé de ser degradados y disipados pronto, una vez
que han ejercido sus gcciones pesticidas deseadas tres su
aplicaciéﬁ. Como los pesticidas de tipo antibidtico son ge-
neralmente mds degradables que los pesticidas sintéticos, es
més razonable y deseable usar sustancias antibidticas como
pesticida a fin de evitar el problema de la contaminacién del
ambiente natural.

' " Tn objeto de la presente invencidn es la provisidn
de una nueva sustancia antibibtica que sea Util como pestici-

da pargbtontrolar varies dages de microorganismos fitopatdge-
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nos y particularmente hongos fitopatdgenos.

Otro objeto de la invencidn es la provisién de wn
procedimiento para la produccidn de tal nueva sustancias anti-
bibtica.

Otros objetos de ls presenfe invencién se verdn cle~
ramente en lg siguiente descripeidn:

Hemos realizado muestras extensas inveastigasciones pa-
re. eXaminar productos metabblicos de muchas ramas del género
Strepbomyces, al objeto de buscar una nueva sustencia antibvid-
tica que sea activa como inhibidora del desarrol}o de microorga-
nismos patbgenos en varias enfermedaqés de plantas. Hemos des-
cubierto que una sustancia antibidtica que es desconocida, pe-
ro gque muestra una elevada gctividad inhibi@ora del desarrollo
de varios hongos patdgenos, incluyendo los hongoé petdgenos
del tizon de la vaina del arroz y del afiublo de éste fltimo,
es producida y acumuleda en ¢l cultivo de una raza del género
Streptomyces, y que estd sustancia activa puede aislarse del
cultivo., Hemos conseguido aislar egta sustancia activa en for-
ma pura y la hemos designado sustancia SF-1293.

De gcuerdo con un primer aspecto de la presente inven-
cidn, por consiguiente, se proporcions una nueve sustancig
antibidtics SP-1293 eficaz en la inhibicién del desarrollo
de hongos, que formg un polvo amorfo y blanco que funde a 159~
1612C, es soluble en ggua y metal pero esoasemente soluble en
etanol, butanol, acetona, acetato etilico, cloroforms, benceno,
hexano y &ter etiluco, que es anfotérico y positivo en las reac-
ciones con resctivo ninhidfino, regctivo de biuret y reactivo de
Lemieux, pero es negativo en las reacciones con cloruro féfrieo,
regetivo de Fehling, reactivo de Molisch y reactivo de Folin,que

muestre ung rotacidn dptica de (alfa)325= menos 342 en su solu~
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cibn acuoss al 1%, que da un gndlisis elemental de C = 40,284,
H=6,82%, N=11,89%; P = 8,904 y 0 = 32,11% (el resto), que
muestra un peso molecular de 355, determinado a partir de la
curva &e titulacidn, y por consiguiente tiene una férmuls
empirica 011H2206N3P, ¥ que exhibe béndas de gbsorcidn carac-
teristicas en la zona infrarroja del espectro cuando se pele-
tiza 0 granula enfbromuro potésico a los siguientes'nﬁmeros
de onda en cm?1;’1650 y 1540, atribuible o los enlaces amidos.
Egta sugtancia SF-1293 se identifica ahorg como un

compussto representado por la siguiente férmula:

Mmoo
Ho-?-cH2~0H2-?-00NH-?-00NH+?-GOOH
0 H H H

Seguidamente se degscriben otras propiedades de 1la
sustancia SF-1293.

En electroforesis con papel filtrante, la sustan-
cia SF-1293 migra en wuna distencia de 4 cm hacia el cdtodo
en 20 mmnufos a un pH de 1,9 ..y a un voltaje de 3,500 voltios,
mientras que migra en una distancia de 5,5 cm. hacia el dnodo
en 2 horas a un pH de 9,5 y a un voltaje de 250 voltios. Este
hecho indica que la sustancia SP-1293 es anfotérica.

En cromatrografia en papel, la sustancia SP-1293
muestra los siguientes valores Rf para distintos sistemas di-
solventes: 0,02 para n-butanol saturado de agua; 0,98 para
cloruro aménico acuoso al 3% ; 0,50 para fenol acuoso al 75%
0,92 para acetona acuosa al 50%; 0,11 para n-butanocl-metenol-
agua (4:1:2); 0,01 para benceno-metanol (3:1) y 0,93 para
agua destilada.

En cromatografia en capa delgada de celulosa y gel

de silice, la sustencia SF-1293 muestra diferentes valores Rf
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pars diferentes sistemas disolventes, como se muestra en la
siguiente tabla. Con distintos sistemas disolventes, la sus—
tancia SF-1293 da una sole manchs que tiene diferentes valo-
reg Rf y por consgiguiente se confirmﬁ que dichg sustancis
es pura y homogénea.
TABLA 1
Valores R

Cromatografis Cromatografia
en capa delga en capa delga
da de gel de™ da, de celulo-

Sigtemas disolventes revelado~ silice Sg

I‘BS

n-Butanol-aéido acétlco~agua :
(2:1:1) . 0,42 0,65
n~Butanol-metanol-agua

(441:2) 0,21 0,41
Etanol-gmonisco-agua (8:1:1) 0,65 0,43
Btanol-sgua (4:1) | 0,25 0,66

n-Propanol-piridina~dcido acé-
tlco—agua (15:10:3: 10) 0,45 0,40

Ia sustancia SF~1293 fue hidrolizada mediante trata-
miento eoﬁ deido olorhidrico 6N a 1109C dursnte 20 horas. Al
examinarse mediante cromatografis en ﬁapel la mezcla de reac-
cidén de esta reaccidn de hidrolisis, ge observd que se hablan
producido dos manchas que eran positivas en la reaccidn con
regctivo ninhidrino y que una de estas dos manchas mostraba
un valor Rt cprrespondiente gl de la alanina.

Ta sustancis SF-1293 muestra sélo la sbsorcidn ter-
minal en la Zona ultravicleta del espectro.

Con referencis a los adjuntos dibujos:

La figura 1 muestras unacurva del espect%o de absor-

cidn infrarrojo de la sustancia SP-1293 granulada en bromuro
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potdsico.

Io figura 2 muestra unma curva del espectro de reso-
nancia magﬁética'nuclear de la sustancia SF-1293 disuelta en
deutero-agua.

" Con referencia a la curve del espectro de absorcién
infrarrojo de la sustancia SP-1293, se ve que la banda de
sbsorcidn de la smida I existe a 1650 cm~1 y que la Banda
de absorcidén de la amida II existe a 1540 cm~1. Por esto es
evidente que la sustancia SF~1293 es uno de los antibibticos de
tipo péptido. ’

Ta sustancia SP-1293 exhibe principslmente una acti-
vidad inhibidora del desarrollo de mieroorganismos fingidos.
Las concentraciones inmhibidoras minimas de la sustancis SF-1293
contrs varios hongos fueron:;.determinadas usando el conocido
método de dilucidén de caldos y se muestran en la siguiente Ta-

bla 2.

TABLA 2 |
Concentraciones inhibidoras
Microorganismos de ensayo minimas (meg/ml)

Alternaria kikuchiana 3,1
Alternarig mali 351
Botrytis cinerae 3,1
Glomerelle cingulata 652
Pellicularia sasakii 0,09
Muccor angulisporus 100
Leptosphaeria salvinii 0,%5
Sclentinig scrolotiorum 0,37
Trichophyton asteroides 0,18

Piricularia oryzae : 25
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El medio de cultivo ugsado para la determinacidén de
lag concentraoiones inhibidoras minimas fue el agar de Czapek.

Como se verd por los resultados de la Tabla 2, la
sustancia SP-1293 exhibe una elevada actividad antimicrobia~
ng de inhibicidn del desarrollo de uns emplis gama de micro-
organismos patdgenos. Ademas, dicha sustancia fue confirmada
como sltamente efectiva en el control del tizén de la vains

de arroz (pellicularis sesakii), al efectuarse ung serie de

ensgyos en un invernadero y en un arrozal.

Tas polioxinas (véase "Agricultural Biological Che-
mistry". Vol. 29, phginas 848-854 (1965), y Vol. 31, piginas
190-199 (1967)) v las validamioinaé A y B (véase "Journal of
Antibiotics", vol. 24, paginas 119-123 (1971)) son conocidas
como antibibticos eficaces en la inhibicién del desarrollo de
varios microorganismos fitopatégenos ¥y particularmente de la
Pellicularia sasakii. La sustancia SF-1293 puede ser diferen-
ciéda de las polioxinas que muestran ung clars banda de absor-
cién en la zong ultravioleta del espectro, y también de .las
validamicings, que son antibidticos de tipo glicdsido.

Como. se indica anteriormente, la sustancia SF-1293
de le presente invencidn posee actividad antimicrobiang y par-
ticularﬁente fungieida contfa los hongos fotopatdgenos. La
sustencia SPF-1293 es Wtil pars la proteccidn de plantas con-
tra el étaque de hongos fitopafbgenos, asi como para el tra-
tamiento terapéutico de infecciohes de plantas, que han sido
causaedas por hongds fitopatdgenos.

De gcuerdo con un segundo aspecto de la presente
invenecidn, por consiguiente, se proporciona un método de con-
trol de infecciones de plantas por hongos, gue comprende la

aplicacidén de une centidad efective de la sustancis SP-1293
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a las plaentas. En particular, de acuerdo con una vgrsién del
segundo aspecto de la presente invencidn, se proporciona un
método de control de las enfermedades producidas por el tizdén
y aflublo en las plantas de arroz, que comprende la aplicacidn
de une cantided efectiva de la sustancia SF—1293 e dichas plan-
tas. |

Para su empleo en el control de infeccionés de plan-
tas producidas por hongos, ls sustancig SF-1293 de la presen-
te inveﬁcién puede aplicarse s plantas, directamente o en mez-
cla con un vehiculo o diluente inertes, que pueden ser sdélidos
o 1iguidos. la sustancia SF-1293 de la presente invencidn pue-
de formularse en forms de polvo fino, polvo basto humectable,
grénulos, solucidn, suspensidn o emulsidén, segln de desee,
Para la preparacidn del polvo fino, polvo basto humectable y
grinulos, puede emplearse un vehiculo s8lido tal como tierra
de diafomeas, talco, caolin, areilla, silice, carbonato cdlei-
co y similares. Para la preparacidén de una solucibn, suspen-
gién o emulsién, puede emplearse un vehiculo liquidd tal como
agua y disolventes orgénicos, por ejemplo xileno, tolueno,
benceno, metanol, etanol, gcetona, ciclohexanons, dimetilfor-
mamide y similares. En estas formulaciones prepasradas, puede
incorporarse una variedad de agentes de accién superficial, co-
mo agente esparcidor, agente dispersante, agente humectante y/o
sgente emulsionador. '

| La sustancia SF-1293 de la presente invencidén mues-
tre también wia elevada actividad inhibidors contra el Tricho-

phyton asteroides, que causa la tricofitosis. Por consigulente, I

la sustancia SF-1293 de la presente invencidn es Gtil para el
tratamiento terapéutico de la tricofitosis. Para su empleo em

el tratamiento terapéutico de la tricofitosis, ls sustancis
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S§P-1293 puede formularse en solucidn én wn adecuado disolven-
te orgéqico, tal como cetanol, o en un unglento, cuyas formu~
laciones pueden aplicarse exteriormente en‘el lugar dgl tegu-
mento donde se ha presentado la triqofitqsis; Ia sustancia
§F-1293 es de baja toxicidad. Se ensayd la toxicidad aguda
de Qsta sustancia mediante inyeccidn intravenosa de una solu~
cibn acuosa de la misme en grupos de ratones, cada uno de cu-
yos grupos constaba de 5 animales. No murid ninguno de ellos
en cada‘grupo tratado con dosis de 25 mg/kg y 50 mg/kg de la
sustancia SF-1293, pero murieron todos los ratones de un gru~
po tratado con una dosis de 100 mg/kg de dicha sustancia.

La sustancia SF—1293 ge iaypresente invencién puede

producirse mediante cultivo de una raza de Streptomyces hygros-

copicus bajo condiciones aerdbicas. Por consiguiente, de acuer—
do con otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona un
procedimiento de produccidn de la sustancia SP-1293, que com-

prende el cultivo de ung raza de Streptomyces hygrogcopicus

productora de dicha sustancis bajo condiciones aerbbicas en
un medio de culbivo que contenga fuentes asimilables de nitrd-
geno y carbono, pars producir y scumular la referida sustancia
en el cuelti#o, y la ulterior recuperacidén de esta sustancia
antibidtica del cultivo.

Como ejemplo de la raza de Streptomyces hygroscopi-

cus productora de la sustancia SP-1293, figura una que aisle-
mos primersmente de una muestra de tierra y que hemos designa~

do Streptomyces hygroscopicus SE-1293. Bsta raza de SP-1293

ha sido depositada en la American Type Culture Collection,
Washington D. C., con el nfm., ATCC 21705 (el 16 de Julio de
1971 se recibid de la ATCC un cultivo de esta raza), asi como

en ung depositaria piblica japonesa, el "Fermentation Research
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Institute", de Chiba (Japdén), bajo el ndmero de depdsito
FERM-P ne 996, ’

f El Streptomyces hygroscopicus SF-1293 presenta las

siguientes caracteristicas miocrobioliglcas:

(I) Observacifn fmorfoldgica. |

Se producen bien los micelios aéreos y se forman
abundantemente esporas en medios de almiddn-agar, hérina de
avena~agar, levadura-malta-agar y tirosina-agar. El micelio
adreo se ramifica simplemente, pero no en forma de verticilo.
En lg punta del micelio eéreo se forman espirsles cerradas y
compactas o espirales abiertas y cortas. No se observa ningu-
no, formacién de esclerocio. Ia observacidn por microscopia
electrénico muestra que la estructura superficiagl de la espo-
ra es lisa. Las esporas son de forma eliptica @ ovalada y se
encedenan normalmente entre si diez o mis. E1 tamafio de la
espora es de 0,6 a 0,8 por 0,8 a 1,1 micras.

(II) Las caracteristicas de diferentes medios de
cultivo se indican en la giguiente Tabla 3.

Sigue Tabla 3 en pégina 11 eecee
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TABLA 3 . _
Medio de ocultivo Desexrrollo Micelio aéreo Pigmento soluble
dgar de nitrato Incoloro a pardc Escaso, dé color blan Ninguno
de sacarosa claro, con lige~ c¢o g gris blanquecino

ro tinte verdoso

Agar de asparraguing Cremg a verde te- Blanco cambiando Ninguno

de glucoss - nue luego a pardo ver-
doso c¢laro
Agar de asparraguing Crema e amarillo Bscaso, de color blan Ninguno
de glicering ‘ claro co
Agar de almiddn. Buen desarrollo, Abundante, pardo gri- Ninguno

cremg con ligero s&ceo, tornandose are,
tinte verdoso, duglmente - hlgrosoépm—
cambiando gradual. co

mente g pardo

claro

Agar de tirosina Buen desarrollo, -Abundante, pardo gri~ Ninguno
- cremg amgrillento sdceo, tornandose ,&ra
a pardo amarillen dualmente higroscdpi=

to elagro co

Agar mutriente Desarrollo delga- Escaso, color blanco Ninguno
T © do, amarillo cla~ )

o ;
Agar de. Ievadura y Buen desarrollo Abundante, gris par- Ninguno
mglta .. - pardo amgrillen~ dusco, tornandose

Lo to gradvalmente higros-
cdpico

Agar de haring de avens Buen desgrrollo, Abundante, pardo gri- Ninguno
veorde grisaceo, séeceo, tornandose

claro gradualmente higros-
: cdpico’ '
Agar de levadura y Buen desarrollo, Abundante,' ris par-" Ninguno
almidén pardo amarillen- dusco, torndndose
o gradualmente higros-
: Ieoplco
Trozo de patate Desarrollo eleve~ No observado Ninguno

do, muy rugoso,
pardo claro
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NOTA: Ia temperatura de incubacidn fue de 282C en todos los

medios de cultivo.
(III) Propiedades fisioldgicas:

(1) Nivel de temperatura de desarrollo: Se obtiene un buen des-
arrollo a una tempera- .
turg del orden de 20 =
4092C en un medio ineli-
ngdo de levadurg-maltga-
agar.

(2) ILicuaeidn de gelatina: - No se observa ninguna
llcuac1on durgnte lg
incubacidn a 200C por
espacio de 30 dfas.

(3) Hidrdlisis del almidén Positiva (fuerte)
(4) Coagulacién de leche desnatada: ' ﬁeg%?iva (a28ya
372
(5) Peptonizacidn de leche desnatadae: Poéé?iva (a28ya
370 .
(6) Pormacidn de pigmento de tipo me- Negativa
laning: _

(IV) Utilizacidn de fuentes de carbono (calculado
en medio de agar de Pridham-Gottlieb). '

(1) Utilizan: D-glucosa, D-fructosa, D-mannitol, sacarosa ¥
rafinosa.

(2) Dudoso: D-xilosa y L-arabinosa
(3) No utilizan: I-inositol y rammosa.-
Las caracteristicas microbioldgicas antes menciona~

das del Streptomyces hygroscopicus SF-1293 (en adelante deno-

minado simplemente raze SP-1293) pueden resumirse como sigue:
el micelio adreo produce espirales y la estructura superfi-
cial de la esﬁora'es lisa. E1 calor del desarrollo es crems
e verde claro a pardo amarillento, El micelio aéreo es de co-
lor pardd griséceo y se torna gradualmente higroscdpico. La
formaciéﬂ'dé pigmento soluble no se observa en medios de cul-
tivo sintét;cos ni en medios de cultivo orgdnicos y por lo

tanto la reza SF-1293 es no cromdgena.
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Las propiedades anteriormente mencionadas de la

raza SF—iZQB coinciden bien con las de la conocida especie

Streptomyces hygroscopicus. Asi, la reza SF-1293 exhibe las

tres propiedades siguientes:
(2) Bl micelio aéreo produce espirales.
(b) El micelio adreo producido es de odor pardo
 grisdceo, ¥ -
(c) E1 micelio aéreo se torna higroscdpico.
Estas propiedades don caracteristicas de lg cono-

cida especie Streptomyces hygroscopicus.

Se efectia una comparacidn de la raza SF-1293 con

la conocids raza Streptomyces hygroscopicus de agcuerdo con

.la descripeidn de Weksman ("The Actinomycetes" de Waksman,

Vol. 2, paginas 230-231 (1961). Se reconoce qﬁe la raza SP-

1293 se diferencia de 1a'conocida egspecie Streptomyces hy~

groscopicus respecto a los colores del desarrollo sobre los
medios de sacaross—agar de nitrato y glucoss~agar de asparra-
guina,'asi como respecto a la £ormaci6n de pigﬁento soluble,
pero que la raza 8F-1293 coincide bien con la condcids espe-
cie Strepltomyces hygroscopicus respecto a sus otras condicio-
nes de desarrollo ¥y propiedades fisioldgicas.

En consecuencia, la razg SP-1293 coincide bien con

la conocida raza de Streptomyces hyzroscopicus mencionagds en
la descripeidn de Waksmaﬁ, respecto a las tres caracteristi-
cas bésicas antes mencionadas, aunque pueden diferenciarse
entre si respecto a ciertas propiedades menores de las mis-
nas. for consiguiente, es razonable considerar que la raze

SF-1293 pertenece g la especie Streptomyces hygroscopicus.

En consecuencia, hemos designado ia raza S9F-1293 como Strep-

tomyces hygroscopicus SF—1293 a fin de distinguir dicha raza
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SP-1293 de la conocida Streptomyces hygroscopicus.

Lg raza SPF-1293 posee propiedades que son suscepti-
bles de véfiar, como puede observarse ordinariamente con los

otros Streptomyces. Asi, por ejemplo, la raza SF-1293 puede

producir ung variante o mutante cuando se trata con varios
mutdgenos tales como radiaciones ultravioletas, rayos X, ra-
yos radioactivés, ondas electromagnéticas de alta frecuencia
y sustencias quimicas. Puede emplearse cualquier variante o
mutante ngtural o artificial de la raza SF-1293 para la pro-
duccidn de la sustancis SP-1293 de acuerdo con la presente
invencién, sieﬁpre que la variante ‘o mutante tenga capacidad
de produccidn de la citada sustancia SF-1293.

De acuerdo con ung versidén de la presente invencidn,
por congiguiente, se proporciona un procedimiento de produc-

cién de la sustancia SPF-1293, que comprende el cultivo de una

raza de Streptomyces hygroscopicus identificada como ATCC 21705,
bajo céndioiones aerdbicas, en un medio de cultivo que conten-
ga fuenfes de nitrdgeno y carbono asimilables, para producir
y acumular la sustancia SF-1293 en el cultivo, y la ulterior
recuperacién de esta sustancia antibidtica del cultivo.

En el procedimiento de acuerdo con la presente

invencidén, puede cultivarse una raza de Streptomyces hygroscopie:

cus productora de le sustancia SP-1293, ¥y particularmente la
raze SF-1293 (ATCC 21;05), de maners conocida, bajo condicio-
nes gerdbicas, en un medio de cultivo que contenga unos nu~-
trientes tales que puedan ser utilizados por microprganismos
ordingrios. Como fuentes nutrientes pueden emplearse cugles-
quierg de las conocidas sustancies nutgientes gque se han usa-~
do comunmente en el cultivo de las conocidas razas de Sirep-

tomyces. Por ejemplo, glucosa, almiddén, glicering, sacarosa,
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jerabe de almiddn, melazas y similares, todos ellos tiles
como fuente de carbono. Ademis, pueden emplearse como fuen~
tes de nitrégeno la haring de haba de soja, embriones de
trigo, extracto de carne, peptona, levadurs seca, licor de
maceraciéh de maiz, proteina vegetal soluble, sulfato améni-~
co, nitrato sédico y similares. Si se precisa, pueden afiadir-
ge al medio de cultivo materiales orgdnicos e inorginicos que

ayuden gl desarrollo de la raza SF-1293 y favorezcan la pro-

duceidn de la sustancig SP-1293.

Como método de cultivo de la raza SP-1293, son més

preferibles los nétodos de cultivo en 1liguidos y particular-

mente bajo condiciones serdvicas sumergidas, similares a los
procedimientos generales de produccidn de los antibidticos
conocidos. El cultivo puede efectuarse adecuasdamente bajo con-
diciones aerdbicas y la adecuada temperatura de incubacién es
del orden de 25 a 352C. Para la produccidn comercial o en la-
boratorio de la sustancia SF-1293, es preferible sin embargo
con frecuencia efectuar el cultivo a una temperatura préxima
a 289C, En estas circunstancias, la concentracidén de la sus-
tancia SP-1293 en el caldo de cultivo slcanza un néximo al
cabo de 3 a 5 dias de fermentacidn, tanto en un nétodo de
cultivo con agitécién como en wn ﬁétodo de cultivo en tan-~
que.

 Para el ensayo de la sustancia 8P-1293, puede
emplegrse el siguiente método: puede.usarse un medio de cul-
tivo de ensayo que comprende un 2,5% de glucosa, un 0,2% de
nitrato sédico, w 0,1% de fosfato monopotdsico, un 0,05%
de sulfato magndsico, wn 0,05% de cloruro potdsico, un 0,01%
de sulfato ferroso, un 1,5% de aéar y uwn pH de 6,0. Como mi-

croorganismo de ensayo pucde emplearse la Pellicularia sase~
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kii. En este método de ensayo, a una concentracidn de 1 meg/ml
a 32 mog/ml de la sustancia SF-1293, la relacidén entre el lo-
garitmo de la concentracidn y'el didmetro de la zona de inhi-
bicidn puede trazarse linealmente, dando a la zona de inhibi-
cidn wn didmetro de 24 a 50 mm (determinado por el método

de plaga y copa). |

Parg el control de enfermedades de plantaé produci-
das por hongos, puede aplicarse directamente a las plantas el
caldo de cultivo que contiene la sustancia SF-1293, que se ha
obtenido del cultivo de la raza SF-1293, sin aislamiento de di-
che sustencis SF-1293. Sin enmbargo, eéta sustancia puede recu-
perarge del cultivo mediante aislamiento y purificarse ulte-
riormente usando cualquiera de los métodos conocidos que se
han utilizado cominmente para la recuperacidén y purificacién
de antibidticos conocidos.

Iz susbtancia S§P-1293 producida mediante el cultivo
de la raza SPF-1293 se halla presente principalmente disuelta
en lg fase liquida del caldo de cultivo. Como la citada sus-
tancia es soluble en agua y anfotérica, segin se indicé amte-
riormente, puede recuperarse del cultivo mediante gbsorcidén
sobre una resing de cambio catidnico, tal como resina de po-
liestireno sulfonadae (por ejemplo, un producto comercialmen~
te obteni#ile con el nombre comercial "Amberlite IR 120") ¥
copolimero sulfonado de estireno y divinilbenceno (por ejem~
plo, un producto comercialmente obtenible con el nombre comer-
cial "Dowex 50W"), o sobre una resina de cambio anidnico, tal
como hi@réxido eménico cuaternario derivado de poliestireno
que contiene grupos -N—(CH3)30H como grupo funcional (por
ejemplo, un producto comercialmente obtenible con el nombre

comercial "Amberlite IRA-400"), poliestireno poliaminedo (por

ejemplo, un producto comercialmente obtenible con el nombre
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comercial "Amberlite IR-45") y copolimero de formaldehido-
fenol poli&minado (pof ejemplo, el producto comerciglmente
obtenible con el n&mbre comercial "Amberlite IR-4b"), y ulte-
rior elucién de la resina con una solucidn scuosa de un 4ei-
do, &lesli o sal adecuados. '

Parg la recuperacidn de la sustancia SP-1293 del
caldo de cultivo de la raza SP-1293, es eficaz filtrar el
caldo de cultivo, separar la pasta del filtro (ee decir, la
fase sbélida del caldo que contiene pasta de miéelio) del fil-
trado (es decir, la fase liquida del caldo de cultivo), pasar
el filtrado a través de una columns de une resina de cambio
catidnico fuertemente dcida, tal como un copolimero sulfona-
do de estireno y divinilbenceno (por ejemplo, un producto co-
mercialmente obtenible con el nombre "Dowex 56Wﬁ de c¢iclo H)
y pasar luego una corriente de amoniaco mcuoso a través de
la columns de resing para su elucidn. Bl materigl eluidc pue-
de evaporarse en vacio para dar wn polVo crudé de la sustan-
cia SF-1293.

' Para la purifigacién del polvo crudo de la citada
sustancia asi obtenida, aquél puede cromatografiarse sobre
celulosa, gel de silice, alimina o gel de dextran que ha si-
do enlazado en cruz c¢on epiclorihidrina. De esta manera, pue—
de obtensrse la sustancia SF-1293 en forma de polvo amorfo
blanco y puro, de un punto de fusidn de 159 a 1612C.

Ia presente invencién se ilustra seguidamente me-
diante los siguientes Ejemplos, pero sin ningin caracter li-
mitativo. _

Ejemplo 1

Se inoculd un cultivo en existencis de Streptomyces

hygroscopicus SF-1293 (identificado como ATCC ne 21705) en
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15 litros de un medio de cultivo liquido que comprendia wn

2,0% de almidén, un 1,0% de peptona, un 0,3% de extracto de
carne, un 0,05% de fosfato dipotdsico y un pH de ;,O y lue~
g0 se cultivd con agitacidn g 289C durante 24 horas bajo 1
aireacién para preparar wn cultivo de semilla. »

Este cultivo de semilla se inoculd en 200 litros
de un medio de cultivo liguido que comprendia un 3,6% de glu-
cosa, un 1,0% de jarabe de glmidén, un 2,5% de embridn de tri-
go, un 0,5% de proteins vegetal, un 0,1% de aceite de haba de
soja, un 0,1% de extracto de levadura, un 0,001% de sulfato
ferroso, un 0,0001% de cloruro de niquel, un 0,0001% de clo-
ruro de cobalto y wn pH de 7,0 y luego se cultivd con agita-
cién a 289C durante 96 horas béjo aireacidén. E1l resultante
caldo de cultivo se ajusté a un pH de 3 mediante adicién de
deido elorhidrico 6N y luego se filtrd para dar 150 litros
del filtfado del caldo (potencia, 110 meg/ml).

E1l filtrado del caldo se pasd a través de una colum-
ng de carbono activo (de un volumen de 7,5 litros) y seguida-
mente se pasaron 30 litros de agua a través de dicha columna
a efeftos de lavado. Ia solucidn que pasd al exterior de la
columna y las aguas de lavado se combinaron'conjuntamente
(e un volumen total de 180 litros) y la solucidn combinada
se pasd a través de una columna de 9 litros de una resing
de cambio catibnico que comprendis un copolimero polisulfo-
nado de estireno-divinilbenceno del ciclo H (comerciglmente
obtenible con el nombre de "Dowex 50W-X2") en forms de per-
las de 50 a 100 mallas, a fin de formar una sustancis acti-
ve absorbida vor la resing de cambio catidnico. Se lavd 1la
columng de resina con agua y luego se sometid a elucidn usan-

do amoniaco acuoso 0,05 N. Se combinaron conjuntamente las
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fracciones activas del material elufdo (e un volumen total
de 45 litros) y se concentrd la solucién mediante evapora-
cidn bajo presidén reducida, pera dar 50 g de un polvo cru~
do de color pardo amarillento claro (potencis, 200 meg/mg).
Se disolvieron 20 g del polvo crudo asi obtenido
en 2 litros de agua destilade y la resultante solucidn se
pasd a través de una columna de 1,7 litros de resina de
cambio catidnico que comprendis un copolimero sulfonado de
estireno-divinilbenceno del ciclo H (comercialmente obteni-
ble con el nombre de "Dowéx 50W~-X2") en forma de perlas de
200 a 400 mgllas, de ﬁanera que la sustanciag activa fuer a
absorbida por la resina de cambio catidnico. Se lavd la co-
lumng de resina con agua y luego se eluyé con smoniaco acuo-
g0 0,01N, mientras el material eluido se recogia en fraccio-
neg de 2,5 litros cada uné. Lag fracciones nims. 37 a 42,
gue mostraton actividad fungicida, ge combingron conjunta-
mente y luego se concentraron mediante evaporacién bajo pre-
gién reducida para dar 3,1 g de un polvo blanco que contenia
la sustancia SF-1293 (potencia, 680 meg/mg). Se disolvieron
500 ng de este polvo en 4 nl de agua deétilada y la resultan-
te solucidén se pasd a través de una columna de 800 ml de un
gel de dxtrano enlazado en cruz con epiclorohidring (produc-
40 comercialmente obtenible con el nombre de "Sephaﬂéx G-10")
a efectos cromatograficos. La sustancia active absorbida fue
cromatograficamente revelada mediante paso de agua destilada -
a través de la columna del gel de dextrano y el material elui-
do se recogid en fracciones de 6 ml de volumen cada una.Las
fracciones Néms, 55 a 58, qué mostraton una sola mancha . Ge
la sustancia SF-1293 en cromatografia en capa delgada de ce~

luloss (usando una mezels disolvente de n-butanol-icido acé-
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tico-agua (2:1:1) como disolvente revelador), se combinaron

conjuntameﬁie y luego se concentraton mediante evaporacidn
bajo presién reducida, para dar 210 mg de un polvo blanco
y puro de la sustancia SF-1293 (potencia, 1000 meg/ng) .
Ejemplo 2 A

Se disolvieron 5 g del polvo crudo de color pardo
amarillento claro obtenido en el Ejemplo 1, en 1 litro de
agua destildda, y la resultante solucidn se pasd a través de
una columna de 300 ml de una resing de cambio anidnico que
comprendia un derivado hidrdxido ambnico cuaternario de po-
liegstireno que contenia los grupos funciongles ~N—(CH3)30H
(comeroialmente obtenible con el nombre de "Amberlite IRA=~400M"),
de maners que la sustancia gctiva fue adsorbids por lag resina de
cambio anidnico. Se lavd le columna de resing con agua y lueso
se eluyd con dcido sulfirico 0,2N. Se»combinaron conjuntamen~
te fracciones activas del material eluido (a un volumen total
de 800 ml) y a la solucidn eluids se afiadid una cantidad de
carbongto bdrico. El sulfato barico que se formd fue filtra-
do y el filtrado que se separd fue inmediatamente sometido
a evaporacidn hasta su secamiento bajo presidén reducida, para
dar 2,1 g de un polvo de color gmarillo claro.

Este polvo se disolvid en 300 ml de agua destilada
vy se pasd la solucibén s través de uns columna de 100 ml de
un gel de dextrano de cambio aniénico que contenia diétile-
mincetilo como grupo funcional (comercislmente obtenible con
el nombre de "DEAR-Sephadex A-25") en forms de cloruro. Se
lavd la columna con agua y se reveld cromatogridficemente
usando vna solucidn acuosz 0,02 M de cloruro sddico. Se com-
binaron fracciones activas del material eluido en un volumen

total de 450 ml .y luego se concentraron hasta su secamien-
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to. E1 residuo fue extractado con metanocl y la solucidén meta~

nélica se separd medisnte filtracidn del cloruéo.sédico que
permanecid sin disolver., EL extracfo metandlico fue evapora-
do bajo presidn reducida para dar 520 mg de un polvo blanco
(potehcia, 650 meg/mg). |

Bste polvo fue disuelto en una pequefie cantidad
de agus v la solucidn acuosa obtenida se mezcld con una pe-
quens cantidad de polvo de celulosa. Se secd lg mezcla y se
colocd encima de una columng de celulosa (400 g) y se reve-
16 la columns usando una mezcla digolvente de n-butanol-dci-
do acético-agua (2:1:1). Se recogid el material eluido en
fracciones de 15 ml de volumen cada una. Las fracciones acti-
ves nims. 71 a 80 fueron combinadas conjuntamente y evapora-
das hasta su secamiento bajo presidén reducida. El residuo
obtenido fue disuelto en 10 ml de agua destilada y la éolur
cidn acuosa se secé por congelacidén para dar 240 mg de la .
sustancia SF-1293 en forma de pblvo puro blanco (potenéia,
1000 meg/ml).

Ejemplo 3
ASe inoculd un cultivo en existencia de Streptomyces

hygroscopicus SF-1293 (identificado como ATCC n2 21705) en

800 ml de un medio de cultivo liquido que compréndia un 2,0%
de glucosa, un 2,0% de caldo secado y un pH de 7 ¥y luego se
oultivé con agitecién & 2820 durante 30 hores bajo aireacién
para dar um cultivo de semilla.

Este cultivo de semilla fue inoculado en 35 litros
de un medio de cultivo 1liquido que comprendia un 2,5% de me-
laza, un 1,0% de glucosa, un 2,5% de haring de semills de algo-
dénA&esengrasadé, un 0,1% de extracto de levadura, un 0,5%

de embridén de trigo y un pH de 7 y luego se incubl a 28eC
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durante %2 horas bejo aireacidén y agitacifin. E1 caldo de cul-
tivo obtenido se ajustéd a un pH de 3 mediante adicidén de dei-
do clorhidrico 6N y luego se filtrd paras dar 30 litros del
filtrado del caldo (potencia, 180 meg/ml).

Este filtrado de caldo se trat luego de igusl ma-
nera que en el ejemplo 1 pars la recuperacidén y purificacién
de la sustancia SF-1293. Se obtuvieron 820 mg de esta sustan-
cia en forms de polvo puro blanco (potencia, 1000 meg/ml).

Ejemplo 4 '

Este ejemplo demuestra que la sustancia SP-1293
es altamente eficaz para controlar el tizdén de vaina de las
plantas de arroz.

Se efectud una inoculacidén del microorganismo cau-

gante del tizdén de vaing (Pellicularis sasakii) mediante pul-

verizacidn sobre plantes de arroz acudticas en un arrozal.
En una fase inicial de infeccidn, cuando todas las plantas

de arroz aparecian uniformemente infectadas, se puverizd so-
bre ellaé una solucidn de ensgyo que contenis una sustancig
activae a una concentracidn como la indicada en la Tabla 4.
Ginco dias después de esta primera eplicacidn de la solucidn
de ensayo, se efectiid una segundae aplicacidn de la misma, si
era necesario. El ensayo se llevd a cabo en dos repeticiones.
Ia solucién de ensayo se aplicd a razdén de 150 litros por ca-
da 10 acres. Catorce dias después de la primera aplicacidn
de la solucién de ensayo, se midid la longitud de la lesidn
que se derrolld en la mixima medida entre muchss lesiones
producidas en cads planta de arroz, en 40 de estas plantas
por cada parcela, tratada o sin tratar. El nivel del efecto

controlador se cgleuld de acuerdo con lg siguiente ecuacidn:
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Iongitud medis de la lesidn mis desarro-
1llada en la parcela de plantas de arroz

Nivel de tratada
efecto con-=(1 - P ) x 100
trolador (%). Longitud media de la lesion mas desarro-
' 1llgda en la parcela de plantas de arroz
sin tratar

Los resultados obtenidos del ensayo se muestran en

la siguiente Tabla 4:

Table 4
Sustencia activa Veces Longitud media Nivel del
ensayads (concen- de apli— de la lesidn mas efecto conw
tracidn) cacidn desarrollads trolador
Sustancia SF-1293 o ,
(40 ppm) 1 12,1 mm 70, 6%
Sugtancia SF-1293 - :
(20 ppm) 2 10,7 mmn T4,0%
Polioxinas (40 ppm)
(comparativo) 2 20,7 mn 49,4%
Sin tratar. - 41,1 mm 0

Por los resultados de la Tabla anterior,'es evidente
que la sustancia SP-1293 exhibe un efecto nqtablemente superior
en el control del tizdn de vaina en las plantas de arroz de un
arrozal respecto a las polioxinas conocidas y que se han uti-
lizado como uno de los antibidticos efectivos contra el tizdén
de vainag.

En otros ensayos, se pulverizd una solucidn acuosa
de 30 ppm de lg sustancia SF—1293.sobre plantas de arroz que
fueron plantadas en macetas. Después de secarse la solucidn

pulverizada, se pulverizd un inoculador de Pellicularias sasakii

gobre las plantas de arroz tratadas. Las plantas inoculadas se
incubaron luego a 30°C durgnte 5 dias.en un invernadero bajo

ung humedad elevada. Seguidamente, las plantas de arroz incu-
badas fueron visualmente examinadas y se observd que se habia

evitado en ellas perfectamente la infeccidn del tizdn de vaine.
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Ejemplo 5

Se pulverizd uniformemente, por medio de una pisto-
lg pulverizadora, ung solucidn de emsayo que contenia ung
sustancia sctiva 2 uns concentracidén como la indicada en la
Tabla 5, sobre plantas de arroz acudticas de una edad de 4
hojas verdaderas, que fueron plantadas en macetas de 9 cm.
de didmetro. La solucidn de ensayo se pulverizd a razén de
35 ml por cade dos macetas. Después de secarse en aire la
solucidn pulverizada, se eblocaron las plantas de arroz tra-
tadas en un invernadero a 258C bajo ung elevada humedad. En
este invernadero, se pulveriéé una suspensidn geuvosa de egpo-
ras del microorganismo causante del afiublo del arroz (Piricu-
laria oryzes sobre las plantas de arroz tratadas para su inocu-
lacién. Cinco dfas después de la inoculacidén, se contd el nu-
mero de lesiones por hoja de. las plantas de arroz infectadas.
Se calculé el nivel de efecto controlador de acuerdo con la
siguiente ecuacidn:

Nlmero medio de lesiones por hoja
en la parcela de plantas de arroz

Nivel de efec~ tratadas
to controlador =(1 - ) x 100
?) Nfmero medio de lesiones por hoja

en la parcela de plantas de arroz
gin tratar

Los resultados obtenidos del ensayo se muestran en

la siguiente Tabla 5.

Sigue Tabla 5 en pdgina 24.....
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Tabla 5

Sustancia active Concentracidn Nmero medio Nivel del
engayada. (ppm) de la sus~ de lesiones efecto con-
tancie activa en por hoja trolador

la solucidn de
ensayo pulveri-

zade,

Sustancia SI-1293 25 0,5 96
" i " 50 0 ’ 1 99
moowoo 100 _ 0 100

Kasugemicing

(comparativa) 25 1,9 84

" 50 1,1 91
" , 100 0,5 96

Agetato fenilmer~
clirico (comparati-
vo) 1,1 91

15
(como Hg)

Sin tratar - 11,8 0

Por los resultados de la tabla anterior, se ve gue
lg sustancia SF-1293 es mucho més efectiva para controlar el
afiublo del arroz que la kesugemicing y el acetato fenilmerci-
rico, que se han utilizado frecuentemente para tal fin,

Ejemplo 6

Se formuld la sustancia SP-1293 en un ungliento hi-
drofilico que contenia un 3% della sustancia SF—1293 bien
mezclads con ung mezclg de cetanol—glicol polietilénico (co-
merciglmente obtenible con el nqmbre de "Emulgen 408") ~vase-
lins blanca~agua (18:5:38:39)'como base del ungiiento. ’
Como gnihsles de ensayo ge-emplearon érupos de co-

beyes blancas machos (10 cobayas en cada grupo) de un peso
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corporal'mediq de 240 g.

Se separaron los pelos de cuatro secciones separadas,
cads, uns de ellas de un tamefio de 4 x 4 om aproximadamente, en
la poreidn dorsal de la cobays y se frotd ligeramente la piel
en estas secciones con piedra pémez. Imego se aplicd sobre la

piel en dichas secciones una suspensién de Trichophyton aste-

roides, que es uno de los microorggnismos causantes de la tri-

cofitosis, para su inoculacién. Dos gias después de la inocu-
lecidn, se aplicé el ungllento antes mencionado a la piel situa-
da en dichas seccionés, é razén de 0,2 g aproximedsmente por
secc%én. Le aplicacidn del ungliento se realizd durante 10 dias,
ung vez al dia. Una de las euafro secciones se empled como con-
trol (sin tratar) y se dejé libre de aplicacidn del ungiiento
despuds de le inoculacidn. Doce dlas después de ésta, sé sacri-
ficaron las cobayas y se cortaron tres piesas de la piel (cada
pieza ere de un tamafio de 3 x 3 mm) en cada seccidn. Cada una
de egtas piezas de piel se incubd a 2;90 durante f dias en me-
dio de agar de Sabourand para examinar la presencia del micro-
organismo inoculado. Bl nivel de inhibicidn e la infeccidn del

Trichophyton agteroides se expresd mediante la siguiente ecua-

eidn:
Némero de piezas de piel incu-
bades que muestran presencia
Nivel de inhibi- del hongo
cidn (%) =01 - ) x 100

Ndmero total de las piezas de
plel incubadas

Se observd que el nivel de inhibicidn de las seccio-
nes tratadas con la sustancia SF-1293 fue del 73,3% y del 0%
para 1e seccién de control (sin tratar). Esto indica que la

sustancis SF-1293 es eficaz para el tratemiento terepéutico

de la infeccidn del Trichophyton agteroides.
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La Patente de Invencidn, que se solicita por veinte

)

afios, para Espafia, de acuerdo con la vigente Legislacién, de-
beréd receer sobre: YPROCEDIMIENTO DE PRODUCCICN DE UNA SUSTAN-
CIA INHIBIDORA DEL bESARROLLO IE HONGOS", con Prioridad de la
golicitud de Patente en Jgpén ne 5603@/%1, de fecha 28 de Ju~
lio de 197ﬁ, segin las caracterfsticas esenciales de las si-
guientes;

REIVINDICACIONES.

18 ,~ Procedimiento de produccién de unas sustancia
inhividore del desarrollo de hongos, que comprende el culti-
vo de una raze de Streptomyces higroscopicus productora de la
citads sugtancia bajo condiciones gerdbicas en un medio de
cultivo que contiene fuentes asimilables de nitrégeno y car-
bono, para producir y acumular le sustancia en el cultivo, ¥
la ulterior recuperacidén de esta sustancia antibidtica del
cultivo.

28 ,~ Procedimiento de produccidén de una sustancia
inhibidors del desarrollo de hongos, segin la reivindicacidn
18, que comprende el cultivo de uﬁa razs de Streptomyces hi-
groscdpicus, identificada por ATCC nim. 21705, bajo condicio-
nes gerdbicas, en un medio de cultivo que contiene fuentes
asimilables de nitrbdgeno y carbono, para producir y acumular
la sugtancia en el cultivo, y la ulterior recuperacidn de
esta sustancia antiblética del culfivo.

38,~ Procedimiento de producciéh de une sustancia
inhibidors del desarrollo de hongos, segln reivindicaciones
anteriores, cuys sustancia es eficaz en la inhibicidén del des-
arrollo de hongos y forma un polvo ambrfo y blanco con punto

de fusidn entre 159 y 1612C, es doluble en ggua y metanol pe-



tanol pero escasamente soluble en etanol, butanol, ace-
tona, acetato etilico, cloroformo, benceno, hexano y
éter etilico; es anfotérice y positiva en las reacclo-
nes con reactivo de ninhidring, reactivo de biuret y

5 reactivo de Lemieux, pero negativa en las reacciones
con cloruro férico, reactivo de Pehling, regctivo-de
Molisch ¥y reactlvo de Polinj muestra una rotgcidn dpti-
ca de Z'lf;Zb = menos 342 en su solucibn acuosa al 1%, -
gue da un andlisis elemental de un 40,28% de C, 6,82%

10.  de H, 11,89% de N, 8,90% de P y 32,11% (resto) de O,
‘muestra wl peso molecular de 355, determinado por la
curva de titulacidn, y por consiguiente tiene una fér-
muls emirica 011H2206N3P, y exhibe caracteristicas
bandas de absorcidn en la zona infrarroja del espectro

15. cuando se peletiza en bromuro potdsico en los siguien-
tes nfmeros de onda en em™! : 1650 y 1540, atribuible
a los enlaces amidos, y se identifica como compuesto
de férmula:

CH3 HH,  CHy (R

HO«E—CH2~CH2—?—CONH—?~COHH-?-COOH

0 H H H

20. 48 .~ PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE UNA SUS-
TANCIA INHIBIDORA DEL DESARROLLO DE HONGOS.

Seglin queda sustancialmente descrito en la

eeefeve



presente memoria, que consta de veintinueve hojas, escri-
tes e miquina por una sola cara.y dibujos.
Madrid, 28 de Julio de 1972

MEI% I SEIKA KATSHA, LID.
Pl .
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