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Esta invencidn se refiere a wn procedimiento para
la produccidén de una nueva sustaacia antibidtica. En especial
esta invencidén se refiere al antibidtico nitrogenado neutro,
arbitrariamente denominado aqui antibidtice A-2315.

El antibidtico A-2315 se produce cultivando el

Actinonlanes philinpinensis NRRL 5462 recién caracterizado,

bajo condiciones de fermentacibén aerobia sumergida, hasta que
se ha producido unm cantidad sustancial de actividad antibid
tica. El antibidtico es aislado del caldo de fermentacidn
filtrado como sdlido amorfo, preferiblemente por extraccidn

con un disolvente orgdnico y purificacidén por cromatografia

de columna sobre alémina activada o gel de silice. El antibid)

tico A-2315 es un agente antibacteriano util, especialmentg
contra los estreptococos Gram-positivos. En un aspecto, el
antibidtico A-2315 es eficaz para inhibir los organismos res-
ponsables de la caries dental y de las enfermedades periodon
tales, El antibidtico A-2315 tanbién provoca el desarrollo
cuando se incorporiy a la dieta del ganado aviar; ademds, es
un agente fungicida de las plantas.

El antibidtico A-2315 es un sélido amorfo, blanco,
con un peso molecular de 503,2638, determinado por el espec=
tro de masas y el siguiente andlisis elemental: 61,51 % de
carbono, 7,51 % de hidrégeno, 8;69 4 de nitrégeno y 21,53 %
de ox{geno. Basdndose en su’anilisis elemental y en el peso
molecular, se atrivuye al A~2315 la férmula empirica
C26H37N30f' La valoracidén electrométrica del A-2315 en dime~
tilformamida al 656 % en agua no indica la presencia de gru-
pos valorables, Ia rotacién especifica del antibidtico A-2315

es -132° cuando se¢ determina a una temperatura de 27°C en

metanol, donde la concentracidn del antibidtico es de 0,375 %
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12 curva de absorcidn infrarreja del A-2315 en

en peso/volumen.

cloroformo se encuentra en el grdfico que acompafia a esta me-
moria. Se observan los siguientes mdximos de absorcidén dis-
tlngulbles (d débll, m = medlo, i= 1ntenso) 2,81 (d),
2,99 (d-m), 3,38 (n), 5,82 (m), 6,02 (1), 6,20 (a), 6,30 (m),
6 40 (d), 6,66 (m—l) 6,82 (d), 6,94 (d-m), 7 05 (d), 7 30
(d—-m), Ty 71 (d), 8,88 (d-m), 9,11 (d-m), 10,41 (m), 10,89
(d&-m), 11,14 (d-m) micras. ‘

El espectro de akbsorcién ultravioleta del antibid.
tico A-2315 en etanol al 95 % presenta un mdxime de absorcidn
a 214 mu (& 40.200) con un fndice de absortividad (2} %) ae
799.

El antibidtico A-2315 es soluble en metanol, etanok
alcoholes superiores y la mayoria de los disolventes organi-
cqs; pero solo es ligeramente soluble en agua. En los siste-
mos de cromatografia en papel indicados a continuacidn, em—

pleando Sarcina lutea como organismo detector, el antibidtico

A-2315 presenta los siguientes valores RIf:

Valor Rf Sistema disolvente

0,19 Metil-efil-cetona (MEC) : benceno : agua
(1:5:1) capa superior

0,91 Butanol saturado con agua

0,91 Butanol saturado con agua mds 2 % de dcido
p-toluensulfdénico (p-TSA)

0,56 Metil-isobutil-cetona (MIBC), saturada con
agua

0,60 MIBC saturada con agua mds 2 % de p=-TSA

0,83 Agua ¢ metanol : acetona (12:3:1), ajustada
a pH 10,5 con NH4OH y después bajada a pH
7,5 con H3 4

0,75 1 % .MIBC, 0,5 ¢ NH4OH en agua
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Valor Rf Sistema disolvente ~
0;72 17,4 g KéHPO4, 30 ml de etanol por litro de
agua
0,65 7 . HaCl mds 2,5 # MEC en agua
0;84 Propanol : agua (1:9)
0,90 Butznol : etanol : agua (13,5:15:150).

Cuando se somete al andlisis de aminodecidos, el
antibidtico A2315 libera una gran cantidad de alanina. El an-
tibidtico A-2315 contiene dos grupos hidroxilo y es capaz de
formar derivados ésteres de forme convencional, por ejemplo
por acetilacidn cen anﬂidrido acético en piridina. Estos és-
teres también son dtiles como antibidticos.

Basdndose en los datos fisicos observados y en los
estudios de elucidacidn de la esbructura, puede proyectarsé
m intento de estructura del A-2315. Sin ewmbargo, la estruc-
tura no ha sido deterninada con certeza y debe sobreentender
se que la estruétura aqui presentaeda representa simplemente
una hipdétesis de trabajo. Se postula la siguienie estructura

vara el antibidtico A-2315:

~N//A\\/”}y/ OH

OH
Cil 3\CH \\

CH3

Tl antibidtice A-2315 ejerce una accidn inhibito-
ria contra el crecimicnto de cicrtos microorganismos. Los nid-
veles a los cuales el aniibidtico A~2315 inhibe el crecimien-
to de los orgenisros fueron determinados utilizendo diversos

procedimientos de ensayo.
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Procedimiento de seleccidn de disco-placa

Se emplearon unas placas de égar; incculadas con
el organismo de ensayo; unos discos de 6 mm (0,02 ml de capa-]
cidad) se saturan mediante diluciones log 2 de la solucidn
de antibidtico. El contenido del disco es 1/50 de la concentr
cidn de 1la solucidn empleada, es decir, a parfir de una solu-
cidn a2 una concentracidn de 1500‘pg/m1 ge obtiene un conteni-
do en el disco de 30 pg.

‘Los resultados obltenidos para los ensayos de disco
placa del antibidtico A-2315 se encuentran en la Tabla I.

TATIA 1
Actividad en disco-placa del A-2315

Concentracidén mini
me de inhibicidn,

10

Organismo de ensayo . CMI (pg/disco)
Staphylococcus aureus 30552 ' 0,025
Staphylococecus aureus 313Oxxz 0;2
Staphylococcus aureus 307@”” 0;4
Mycobacterium avium 3,13
Streptococcus pyogenes : ' 0;012
Bacillus subtilis 50,0
Sarcina lutea 0,008
Proteus sp. 100,0
BEscherichia coli 12,5
Salmonella typhimurium 12,5
Salmonella typhosa 12,5
Shigella flexneri 1,56
Klebsgsiella pneumoniae 12,5
Klebsiella pneumoniae 50,0
Candida albicans 100,0

Saccharomyces pastorianus >100,0
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PABLA I (continuacidn)

Goncentracidn mi
nima de inhibi-

Orzanismo de ensayo cidn, CMI(ug/disco
Trichophyton mentagrophytes >100,0
Fusarium moniliforme >100,0
Neurospora Sp. >100,0

¥
Susceptible a la bercilpenicilina

liesistente 2 la bencilpenicilina

Resistente a lz bencilpenicilina y resistente a la meti-

cilina.

Los resultadcs de los ensayos de confirmacidn de
la susceptibilidal por ¢ilucidn del caldo del antibidtico.
4-2315 frente a organismos patdgenos Gram-positivos, antes
de su empleo en 1z terapia de infeccilones experimentales en
ratones, se encuentran-compendiados en la Table II.

TABIA IT
Susceptibilidad & la dilucidn del caldo del A-2315

Orcanismo de ensayo CET !Eg{ml)

Staphylococcus aursug 3055” 3,13
Streptococcus vyogencs ¢203* 0,4
Dinlococeus nneumonise Park I ' 25,0
¥

Susceptible a 1i bencilpenicilina.

Cuando el antibidtico A-2315 se administra por
inyeccién subcutdnea & unos ratones, presenta una accién anti
microbizna in vivo scbre las infecclones bacterianas experi-
mentales. Como se administrzn dos dosis de A~2315 a ratones
en infecciones representativas, los valores de la DE50 (do=

siz efectiva para proteger al 5C % de los animeles experimen
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tales; véase Warren Wick y colaboradores, J. Bacteriol. 81,

Staphylococcus aureus 3055 790 mg/kg

Streptococcus pyogenes 83 mg/kg

Diplococcus pneumoniae (Park I) >166 mg/keg

Is toxicidad aguda del antibiético A-2315, admi-
nistrado por via oral o subcutdnea a ratones, expresada como
DL, es superior a 500 mg/kg. la toxicidad aguda del A-2315,
administrada intraperitonealmente a ratones, expresada como
Dly,, es superior a 400 mg/ke.

| Otra propiedad Util del antibidtico A-2315 es su

actividad contra el Mycoplasma gallisepticum, un organismo

patégeno del ganado aviar. De especial interés es la activi-

resistentes a la tilosina. Ias concentraciones minimas de
inhibicién, determinadas por estudios de dilucién de caldo

in vitro, estdn compendiadas en la giguiente Tabla III.

TABIA III
Sensibilidad del micoplasma gallisepticum (MG) al A-2315
Aislado de NG CMI ml
34159 (resistente a la tilosina) 0,195
41313 (resistente a la tilosina) 0,78
42854 (resistente a la tilosina) 0,195
43480 (resistente a la tilosina) <0,097
38502:(éensible a la tilosina) <0,097

Otras evaluaciones del antibidtico A-2315 en po-

11itos infectados con Mycoplasma gallisepticum indican cier~

to aumento del peso y una menor incidencia de las lesgiones
en el saco de aire en los pollitos supervivientes, El antibid

tico se prepard en polietilenglicol 200 y se inyectd subcutd-
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neamente en el cuello. Ko se observd ninglin indicio de toxi-
cidad, excepto unma ligera hemorragia en la zona del cuello
en algunos de los pollitos tratados que murieron pronto.

Los resultados de este ensayo se encuentran en la Tébla Iv,
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TABIA IV

L £-23°15 en pollos embrionarios infectados con micoplasma gallisenticum

Pollitos muertos

Supervivientes a

Nimero de muertes

‘Lesiones en el
’
Numero en el gruno

saco de aire

13/20 11/13°
0/20 -
12/20 9/0°

{as
a la descomposicidn

. 1le. descomposicidn

AN

Peso Lesiones en el Anticuerpos

medio szaco de aire NG
100 g /7 /7
214 g 0/20 0720
133 g 0/8 8/8
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Por lo tanto, en uni realizacién esta invencidn

proporciona un agente 4til contra los Mycoplasma resistentes
en el ganado aviar, la proteccién contra el llycoplasma se
obtiene cuando el antibidtico A-2315 se administra por via
parenteral u oral a 1los animales a unas dosis comprendidas
aproximadamente entre 50 y 500 mg/kg de peso corporal del ani
mai. Cuando se utilizan para comunicar una proteccidén profi-
14ctica o terapéutica contra esta enfermedad del aparato res-
piratorio, se incorpora convenientemente una concentracidn
sdecunda del antibidtico A-2315 a la racidén de pienso normal
de los animales.

En otro aspecto de esta invencidn, el antibidtico
A=2315 es capaz de inhibir el crecimiento de los microorganis
mos -que contribuyen al desarrollo de la enfermedad periodon—
421, PEn ensayos de dilucidn del caldo, el A~2315 inhibe el

crecimiento del organismo cariogénico Streptococcus mutans

a concentraciones de 1-2 Pg/ml e inhibe el crecimiento de lag
varillas filamentosas cariogénicas a una concentracidn tan
baja como 0,1 Pg/ml.

Una solucién del antibidtico A-2315 presenta acti-
vidad inhibitoria contra los organismos cariogénicos como
ilustra el siguiente sistema de ensayo: Unos tubos de caldo
nutritivo que contienen 5 % de sacarosa son inoculados con
microorganismos cariogénicos. En los tubos se insertan unas
varillas de vidrio estrechas, que se brolongan por debajo de
la superficie del caldo nutritivo. Después de cultivar a 37°¢]
durante 1a noche, se forma unéd capa de placas aritificiales
(fundamentalmente células y dextrano) sobre la superficie de
las varillas. Después estas dltimas se transfieren a solucio-

nes que contienen concentraciones variables de A-2315 y se
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.general, los preparados que contienen zlrededor de 1 a 15 %

dejan permanecer sn contacto con las soluciones de antibid+ti-
co durante periodos de 5,10 y 15 minutos. Después de haber
transcurrido el tiempo apropiadc, las varillas se lavan su-
mergiéndolas en agua desionizada estéril; a continuacidn las
varillas se incuban durante la noche a 37°C en wn medio no
inoculado que contiene sacarosa y azul de bromotimol., El cre
cimiento se detecta observando el cambio de color del agzul
de bromotimol de verde a amarillo, debido a la produccidn de
dcido por los orzanismos cuendo se desarrollan en un medio
que contiene sacarosa. Un crecimiento nulo indica que el an-
tibidtico ha Gestruido al organismo.

Utilizando este ensayo, una solucidn de antibid-
tico A-2315 a una concentracidén de 0,1 % es eficaz contra un

Strentococcus sp. cariogénico cuando la solucidn se pone en

contacto con las placas incrusiadas en las varillas durante
5 minutos solamente. Debido a su actividad contra los orga-
nismos cariogénicos y contra los organismos implicados en

la enfermedad periodontal, el antibidtico A-2315 es adecua-
do para incorporarlo, a concentraciones inhibitorias, a los

preparados empleados en la higiene oral, como pastas denti-

fricas, polvos o geles, enjuagues bucales y similares. En

de A-2315 son dtiles para el control de los organismos cario-
génicos,

Todaviz otra propiedad Uil del antibidtico A=
2315 es su capacidad para aumentar el desarrollo de los ani-
males. Cuzndo el 4-2315 se agieéga a 18 dieta de unos pollos
de eria a un nivel de 4%,4 g/tonelada, el aumento medio de
peso después de 10 dfas es de 159 g, en comparacidn con un

aumento medio de seso de 148 g para el grupo de control. Ia
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eficacia de conversidn de alimento (alimento/aumento de pe-
so) para los pollitos que reciben el antibidtico A-2315 es

1,443 por el contrario, la eficacia de conversidn del ali-

mento para el grupo de control es de 1,53,

Ia capacidad del antibidtico A-2315 para estimu-
lar el aumento de peso lo hace especialmente Util para este
fin, Cuando se utiliza como agente promotor del crecimiento,
las concentraciones adecuadas del antibidtico se incorporan
convenientemente a la racidén de pienso normal de los anima-
les. El antibidtico A-2315 es tipicamente un eficaz agente
proﬁotor del crecimiento cuando se administra a los animales
a niveles de 20 a 50 g/tonelada de la racién alimenticia,

aproximadamente.,

Todavia en otro aspecto de la invencidn, el anti-
bidtico A-2315 es Util como agente fungicida de las plantas.
A_concentraciones de 400 ppm, el antibidtico A-2315 protege
a las plantas de judfa que han sido inoculadas con la rofia

de la judfa (Uromyces phaseoli var, fypica) y comunican una

proteccidén moderada a las plantas de pepino que han sido ino-

culadas con antracnosis (Colletotrichum lagenarium). En cual-

quier caso se observa solamente una ligera fitotoxicidad.
Para proteger las plantas, puede aplicarse una can
tidad fungicidamente eficaz del antibidtico 4-2315 por diver-
sos métodos, por ejemplo, en forma de pulverizaciones 1iqui-
das o espolvoreo de polvos, empleando disolventes, vehiculos,
emulgentes, agentes humectantes o agentes tensoactivos adecug)
dos, segin sean necesarios. Aunque deben considerarse las con
diciones individuales, el A~2315 es tipicamente Util en el
control de los hongos cuando se administra a las plantas en

proporciones que oscilan entre 200 y 500 ppm aproximadamente.

e~
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Como resulta evidente de las propiedades citadas,
el antibidtico A-2315 es dtil para suprimir el desarrollo
de los organismos patdégenos. Ademds de las aplicaciones ante
riores, las soluciones que contienen solamente 2 % del anti-
bidtico son dtiles para desinfectar el material de vidrio,
los instrumentos quirdrgicos y dentales y las superficies co-
mo paredes, suelos y mesas en las zonas donde es importante
el mantenimiento de condiciones estériles, por ejemplo en
hospitales, zonas de preparacién de alimentos y similares.

El nuevo antibidtico de esta invencidn es produci
do cultivando una variedad productora de A-2315 de un organig-

mo Actinoplanes, bajo condiciones aerobias sumergidas, en un

medio de cultivo adecuado hasta que el medio de cultivo con-~
tiene una actividad antibidtica sustancial. El antibidtico ed
recuperado empleando diversos'procedimientos de aislamiento
¥y purificacidn commmente utilizados y conocidos en la téc-
nica.

El microorganismo Util para la preparacidn del and
tibidtico A-2315 ha sido caracterizado taxondmicamente como

una nueva variedad de Actinoplanes philippinensis Couch. El

género Actinoplanes es un miembro de 1z familia Actinoplana-

ceae, una familia de microorganismos del orden Actinomyceta-—

les, Ta familia de Actinoplanaceae fué descrita por primera

vez por Couch (J,Elisha Mitchell Sci, Soc., 65, 315-318 (1949);

ibid, 66, 87-92 (1950); Irans. New York acad., Sci., 16, 315~

318 (1954); J.Elisha Mitchell Sci, Soc., 71, 148-155 y 269

(1955); “"Bergey's Manual of Determinztive Bacteriology" sép-
tima edicidn, 825-629 (1957); J. Elisha Mitchell Sci,Soc.,

79, 53-70 (1963) .

Los métodos empleados en los estudios taxondmicos
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de la variedad de sctinowlanes nroductora de A-2315 son si-

milares @ los recomendados por el International Streptomyces

Project junto con otros ensayou suplementarios cominnente
empleados en taxonomia {E.B. Snirling y D. Gottlieb: "Me-

thods for Characterization of treptomyces Species." Inter-

national Bull, Systemic Bacteriol., 16, 313-340 (1966)].

MORFOLOGIA

Micelio vegetativo

Lag hifas éoore medios sintéticos y semisintéticoy
de dgar son al principio cortas, ligeramente ramificadas,
septadas y con ur didnetro de 0,2 a 1,2 pe Al cabo de unas
2 semanas, las colonias pueden estar constituidas por masas
bien definidas de hirfas wverticales que surgen de extensas
hifas de substrato enterradas mds profundamente en el medio
de dgar; o, alteinativamente, pueden estar constituidas por
masas ligeramente mucoilales de hifas mds cortas que oscure-
cen las hifas verticales., En lis colonias con una masa bien
definida de hifszs verticales, los micelios formaen un creci-
miento coridceo compacto y ligeramente levantado.Enks colo-
nias con las hi:s mis cortas, loz micelios forman un cre-
cimiento predomirantemeate en forma de cdpula. n ningin me-
dio se producen nifas ajreas. Los esporangios son producidos
en grandes nimercs sobre la suverficie de las colonias en

forma de cidpula.

Esporangios

Los esporangios se forman en abundancia sobre
dgar semisintético Anio-Henssen. Aparecen al cabo de unas
2 a 4 semanas de incubaczidn a i7-19°C. Loa esporanglos se
encuentran por unidades sobre esporangioforos umuy cortos

(poreidn terminal de las hifas sobre la superficie del dgar)
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Tos esporangios puecden ser esféricos, subesféricos o ligera-

mente en forma de abanico y son relativamente pequefios, con
didmetros de 4 210 pun. Los esporangios contienen de 20 a 40
esporangiosporas subesféricas que estdn dispuestas en uma o
mds espirales indistintas en los esporangios. Ias esporangios|
poras tienen un didmetro de aproximadamente 1,0}nn cuando es-
+4n maduras. la dehiscencia esporangial parece ser por desin
tegracién completa o parcial del esporangilo., Diez o quince
minutos después de haber sido colocadosen agua, los esporan-—
gios comienzan a hincharse hasta una forma esférica tipica
y después a liberar esporas por desintegracidn de la pared.
Ias esporas habitvalmente no son movibles inmediatamente pe-
ro se vuelven muy movibles mediante unos flagelos polares
en unos 5 minutos.

ASZECTO SOBRE L03 DIVERSOS MEDIOS

Agzar solueidn de Czapek:

Buen crecimiento; un inoculum puntual produce una
colonia de unos 0,75 cm de didmetro en 4 semanas. No se ob=~
servan hifas adreas. Ia colonic es generalmente aplastada
con un lizero pico ceatral. El color de la colonia es un ns-—
ranja moderado. Jos esporanglos se observan solo raras Veces

Aoar sephona-~solucidn de Czapek:

Buen crecimiento; un inoculum puntual produce una
coloniz de 1,0 cm de difmetro aproximadamente, en 4 semanas.
o se observan hifas aéreas. ILa colonia estd ligeramente elg
veda ¥ algo convolutada o irregular. El color de la colonia
es un castaio rojizo a castafio anaranjado mate. No se produ-
cen esporangios,

Agar Anio-Henssexn:

Crecimiento medio; un inoculum puntual produce
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una colonia de unos 0,5 cm de didmetro en 4 semanas. No se
observan hifas aéreos. Ia colonia forma un montdén con una de-
presidn o hendedura central redonda, cruciforme o estrellada,.

El color de la colonia es de gris a blanco grisdceo mate. Los

esporangios se forman en grandes ndmeros en las colonias in-

cubadas a 17-19°C ¥y en pequefios numeros en las coloias incu~

badas a temperaturas

mds altas,

Tas caracteristicas de cultivo en los diversos me-

dios estdn descritas en la Tabla V, Ias designaciones ICP se

vefieren a medios delInternational Streptomyces Project (Shig

ling y Gottlieb).

~

TABIA V

Caracteristicas de cultivo del A-2315 sobre diversos medios

(Temperatura de incubacidng 30°¢)

Cantidad del

Color del reverso

micelio vege Clave M p* Pigmento
Medio tativo Nombre ICNB'® _soluble
Emerson 3+ 13K8; castafio castafio
amarillento
intenso
Glicerol~glicina 4+ 918; naranja  castafio, 1i-
intenso gero
Glucosa-asparagina 3+ 10F7; naranja ninguno
moderado
Sales inorgdnicas-— 3+ 12483 naranja castafio, 1i+
dgar almidén (ICP 4) moderado gero
Glicerol-asparagina- 4+ 12495 naranja ninguno
dear (ICP 5) parduzco
Malato cdlcico 2+ 44B1; gris ro, purpura.
jizo ligero
Bennett 3+ 12C7; castafio marrdn,li-
. claro gero
Agar harina de aven 2+ 44B1; gris ro ninguno

~(IcP 3) |

jizo
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TABLA V (continuvacidn)

Cantidad del

micelio vege Clave M P¥ Pigmento
Medio tativo Nombre ICNB™X soluble
Agar extracto de le 3+ 12D7; castafio ninguno
vadura—uxtracto des claro
malta (IC? 2)
NMutriente 12+ 12E6; castafio ninguno
amarillento
claro
Czapelk 3+ 11C9; naranja ninguno
rmoderado
Extracto de leva- 3+ 12H7; beige ninguno
dura amarillento
Tirosina ’ 1+ Ninguna asigng ninguno

cidn porque el
reverso es pole

TPO 2-3+ 12E7; castatfio castafio
palido
X
Remitimos a A. laerz y M.Real Paul, "A Dictionary of Co~
lor", licGraw-Hill, New York, N.Y.
bo’s
" The ISCC-NB3 Method of Designating Colors and a Dictiong
ry of Color iames," National Bureau of Standards Circulax
553, U.S. Govermment Printing Office.

QUIMICA DE 14 PARED CELUIAR

El Actinoplanes philinpinensis NRRL 5462 posee ungl

gquimica de la pared celular muy similar a la del Actinoplanes

vhilivpinensis (5uaniszlo and Gooder, 1967). Los andlisis au-

tomdticos de aminodcidos v-nminoazdcares de los residuos de
las paredes celulures que quedan después de 18 noras de hi-
drélisis con 1 ml de dcido clorhfdrico 6 N a 100°C revela la
presencia en las waredes de glucosamint, dcido nurdmico, gli
cina, alanina y deido 2,6-diamicopimélico (DAP) en grandes
concentraciones., 31 decido 2,6~diamino~3~hidroxioimélico

(H1D4P) estd notawulemerte ausente. Una comparacidn de los ami-
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nodcidos de la pared celular del Actinoplanes philippinensis

NRRL 5462 y A. philippinensis (Szaniszlo)se presenta en la

Tabla VI,
TABLA VI

Relaciones molares® de los aminodcidos prineipales de la pa-

red celular

Organismo Glutdmico Glicina Alanina HDAP DAP
A. philippinensis 1,00 1,14 0,59 -~ 1,10

NRRL 5462

4. philippinensis
(Szaniszlo y Gooder) 1,00 1,08 0,57 =~ 1,08

a
El deido glutdmico se considera como unidad..

Tos andlisis cromatogrdficos en papel de los resi-
duos que quedan despuéds de 2 horas de hidrdlisis con 2 ml de
deido sulfdrico 2 W a 100°C revelaron que los monosacdridos
glucosa, galactosa, manosa, arabinosa, xilosa y ramnosa se
encuentran en las paredes celulares en cantidades detecta-
bles. Estos azldcares tambidn se encontraron en las paredes

celulares de A. philivpinensis (Szaliszlo y Gooder).

Basdndose en la descripcidn taxondmica precedente,|.
el organismo productor de A-2315 ha sido clasificado como unal

nueva variedad de Actinoplanes philippinensis Couch, El culti

vo agui descrito difiere de la descripcidn publicada de esa

especie en que no produce esporangios sobre un medio de dgar
glucosa-asparagina; asimismo, se observan ligeras diferencias
de color en tres medios. Estas diferencias indican la diver=-

sidad de variedades, pero no conatituyen una diferencia de

especie,

El cultivo de Actinoplanes Util para la produccidn

del antibidtico A-~2315 ha sido depositado sin restriccidn en
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cuanto a su asequibiliﬂga-& forma parte de la coleccidn de

cultivos de reservi del Agricultural Research Service Northex
Marketing and Nutrition Research Division, Departamento de
Agricultura de Estados Unidos, feoria, I1linois 61604, en el
que se encuentra disnonible para el pilblico bajo el nimero
HRRL 5462.

Como se ha observado anteriormente, el Actinoplares

philinpinensis MRS 5462 puede ser cultivado en un medio de

cultivo para producir el antibidtico A-2315. El medio de cul
tive puede ser wnocualguiera de diversos medios; sin embargo,
por razones de economia de vrodvccidn, mdximo readimiento y
facilidad de aislaniento del antibidtico, se prefieren cier-
tos medios de cultivo. Asi, por ejemplo, la glucosa es una
de las fuentes preferidas de hidratos de carbono y la hariﬁa
de soja es wna de las fuentes preferidas de nitrdgeno.

Ias sal:

W

s inorgdnicas nutritivas que hen de incor-

porarse al medio d= culbivo pueden ser las sales habituales

cavaces de proporcionar codio, npotasio, amonio, calcio, fos~
fato, cloruro, sulfato, zcetato, carbonatc y iones similares,
Ademds, nueden incluirse con recultados beneficiosos fuentes
de factores de crecimiento como solubles de destileria y ex-
tractos de levadura,

Como e necescrio para el crecimiento y desarrollo

de otros microorgurismos, td.ubién deben incluir elementos tra

za esenciales en el medic de cultivo del Actinoplanes emplea
do en esta invencidn. Estos elementos traza soﬁ suministrados
comfnmente como imsurezac accidentales 2 la adicidn de los
otros constituyentes del medio,

El pH inicial del medlo de cultivo puede variar

entre amplios limises. Jin embargo, anfes de inocular el orga
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nismo, es conveniente a justar el pH del medio de cultivo a

un valor comprendidoe entre 6,5 y 7,3, segin el medio particu-
lar embleado. El pH final estd determinado, por lo menos en
parte, por el pH inicial del medio, por los reguladores pre-
sentes en el medio y por el periodo de tiempo durante el cual
se permite crecer al organismo.

Preferiblementé, se utiliza una fermentacidn aero-
bia sumergida en grandes tanques para la produccién de canti-
dades sustanciales del antibidtico A-2315., Ias cantidades pe-~
quefias del antibidtico se obtienen por cultivo en matraces
sacudidos. Debido al tiempo muerto en la produccidén de anti-
bidticos comvnmente asociado a la inoculacidn de grandes tan-
gues con la forma de esporas del organismo, es preferible em-
plear un inoculum vegetativo. Este inoculum vegetativo se'prg
para irnoculando un pequeflo volumen del medio de cultivo con
la forma de esporas o fragmentos de micelio del organismo pa-
ra obtener un cultivo fresco y de crecimiento activo del or-
ganismo. El inoculum vegetativo se transfiere después a un
tanque mayor. El medio empleado para el crecimiento del ino-
culum vegetativo puede ser el medio empleado para las fermen
taciones de mayor volumen, aunque también pueden utilizarse
otros medios.

El organismo productor de A-2315 puede ser culti-
vado a temperaturas comprendidas aproximadamente entre 20° y
40°C. Al parecer, la produccidén éptima de A-2315 tiene lugar
a una temperatura de unos 30°C.

Como es costumbre en los procesos de cultivo su-
mergido aerobio, se hace burbujear aire estéril a través del
medio de cultivo., Para un crecimiento del organismo y una

produceidn de A-2315 eficientes, el volumen de aire empleado
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en 1a produccidn en thadgue de .-2315 es preferiblemente su-

perior a 0,1 volilmenes de aire por minufo por volumen de me-
dio de cultivo. D1 crecimiento éptimo se produce cuando el
volunen de aire cmnleado estd comprendido entre 0,2 y 0,38 vo+t
lvmenes de aire por minuto y por volumen de medio de cultivo|

Ia produccidn de antibidtico puede ser seguida du
rante la fermentccidn determinindo en unas muestras del caldg
la actividad antibidtica contra organismos conocidos por su
sensibilidad al catibvidtico. Ua organismo de ensayo util en
la determinacidn del antibidético de esta invencidn es el

Sarcina lutea., El bioensayo se realiza convenientemente me-

diante un disco de pupel sobre placas de dgar. .

Generzlmente, la produccidn mdxima del antibidti-
co ocurre dentro de 2 a 6 dfas en la fermentacidn en tanques
grandes o en matiraces szcudidos. Cominmente, se observa una
produccidn mdxim: de actividad antibidtica dentro de las 20
a2 las 95 horas.

Fl antibidtico A-231Y puede ser recupsrado del me-
dio de cultivo ¥ separalo de otras sustancias que pueden en-
contrarse presentes nor técnicus extractivas y adsortivas.
Se sreiieren los procesos exbrictivos para la recuperacidn
inicial de A-2315., Bl cloroforio es un disolvente adecuado
para separar el tutibidtico del caldo de cultivo filtrado ¥y
alcalinizado, aungue son s:tisrfactorios otros disolventes co-
munmente ubilizudos, Para purificar mejor el A-2315, pueden
emplearse ventajosamente procesos de adsorcidn y elucidn em-
pleando materiales adsorbentes, como ¢arbdén, resina de poli-
amida, gel de silice, Saphadex IH-20, el adsorbente polimérl
co Amberlite XAD y similares.

Eota invencidn es ilustrada ademds nediante los
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siguientes ejemplos, pero no pretendemos que guede limitada

por los mismos.

A. Permentacidn en matraces sacudidos de A-2315

Se prepara un cultivo de Actinoplanes philippinen-

sis NRRL 5462 y se mantiene en un tubo inclinado de dgar con

la siguiente composicién:

Ingredientes Caatidad
Harina de avena geca precocida 60,0 g
Levadura de cerveza seca desamargada 2,5 g
KZHPO4 1,0 g
Material mineral de Czapekx 5,0 ml
Agar 25,0 g
Agua desionizada 1100,0 ml
b's

El moterial minereldeCzapek tiene la siguiente composicidn:
Ingredientes Cantidad
FeSO4.7H20( disuelto en 2 ml de HC1l concen- 2,0 g

trado)
KC1 100,0 &
1igS0, . TH,0 100,0 g
Agua desionizada c¢.,s. hasta 1 1itro

71 pH del medio se ajusta entre 6,2 y 7,3 aproxi-
madamente con solucidn de hidréxido sddico. Después de este-
rilizar en autoclave a 120°C durante unos 30 minutos y a una
presién de 15-20 libras (1,0-1,4 kg/cmg), el pH del medio

es 6,7,

Il tubo inelinado se inocula con Actinonlanes

philiopinensis NHRL 5462 y se incuba a 3000 durante 10 a 14

dfas. Il cultivo no esporula normalmente sobre este medios;

por lo tanto, es necesa..o macerar la manta micelial con una
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aguja de inoculzcidn aplestade y afilada para aumentar el
nlmero de centroc de crecimicnso potenciales, Il cultivo ma-
duro micerado sc cubre zon suerc de buey y se rasca cuidado-
samente con una surilla estéril para obtener una suspensidn
micelial, Zsta suspensisn se divide en seis tubos para su
liofilizacidn, liro de loz grdnulos liofilizados se emplea

21z inccular 50 ml de un medis vegetativo con la siguiente
[ (&}

composicidn:

Ingrediente antidad
Glucosa 10,0 g
A1middn de patatz 30,0 g
Harina de soja 20,0 g
Harina de semillzs de alzoddn dzsengrasada 20,0 g
CaC0y 2,0 g
Agua corriente‘ 1,1 Yitros

El mecio vegatativo inoculado, en un matraz de
250 ml, se incuba a 30°3 durante 72 horas en un sacudidor
rotatorio que opera a 250 rypm,

Se enwnlean 10 ml del medio vegetativo incubado
para inccular 2CC ml de un medio de cultivo wveietativo de
segunda fase de 1z mismi composicidn que el medio vegetativo
antes descrito. Zste madio de gegunda fase, en un matraz de
1 litro, se incuia a 30°C durante 24 horas en un sacudidor
rotatorio que funcions & 250 rom.

B. Fernentacidn en tanque de A-2315

1l mcéio vegetativo de segunda fase (200 ml) pre~
parado como se hi descrito antes se emplea para inocular 25

litros de un medio de produccidn estéril de la siguiente com

posicidn:
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Ingrediente : Porcentaje
Glucosa - : 1,0
Alm;dén de patata - 4,0
Melaza i‘ - 0,5
Peptona de carne.soluble 4,0
Caseina hidroiizada con enzima 0,4
Harina de soja ' 1,0
Mgso4 | ‘ 0,3
CaCo, | , 0,2
Antiespumante (Dow Corning) 0,02
Agua corriente c.s. hasta ' 25 litros

El pH-del medio es 6,4 después de esterilizar en

autoclave a 120°'durante 30 minutos y & una presidn de 15-20

litros se deja fermentar el medio de produccidn inoculado du
rante 4 dias, a una temperatura de 3000. El medio de fermen-~
tacidn es aireado con aire estéril a un caudal de medio vo-
lumen de aire por volumen de medio de cultivo por minuto. El
medio de fermentacidn se agita con agitadores convencionales
a 400 rpm,

C. Aislamiento de A-2315

Empleando un auxiliar de filtracidn, se filtra el
caldo de fermentacidn completo de un tanque de 25 litros cul-
tivado de acuerdo con el procedimiento descrito en la sec-
cién anterior. El filtrado se ajusta a pH 1,5 con hidrdxido
sédico 2 N y la solucidén resultante se extrae con 2/3 voline-
nes de cloroformo. El extracto cloroférmico se concentra a
vac{o hasta volumen reducido y se agrega lentamente y agitanA
do sobre 20 voltmenes de &ter de pstréleo (Skellysolve F).

Bl precipitado se separa por filtracidn y se seca a vacio pa-
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Bste & :bibidtico cruéo, disuelto en 100 ml de ace-
tato de etilo, se aplica a una columna de 2 x 100 cm de aldmit
na bdsica (M. Woeln, Lschwege, flemania). Después de lavar la
columna con 300 ml de acetato de etilo, por elucidn con acetat
to de etilo:etanol (19:1) se obtienen unas fracciones que con
tienen actividad »-2315. Bstas fracciones sSe combinan y evapof
ran & sequedad bajo vacio., Una solucidn de residuo en una pe-
quelia cantidad de cloroformo se agrega sobre 20 vollmenes de
éter de vetrdleo (3kellysolve F) para precivitar el material
activo, El precipitado se separa por filtracidn y se seca a
vacio para dar 1,63 g de antibidtico A-2315.

Ia elucidén de la actividad se controla mediante
una determinacidén de disco de papel en placa de dgar, emplean

do Sarcina lutea como organismo de ensayo y por cromatografia

en capa fina sobre gzel de silice, empleando acetato de etilos

etanol (9:1) como sistema desarrollador y Sarcina lutea como

organismo de la bioautografia; alternativamente, se emplean
vapores de yodo o rociada con decido sulfirico para detectar
la actividad.

EJEM?LO 2

Purificacidn del antibidtico 4=-2315 empleando gel de silice

Se sigue el procedimiento descrito en el Ejemplo 1
Parte C, para aislar el antibidtico A-2315 hasta la precipita+
cidn con éter de petrdleo para dar 5 g de producto crudo., Estd
producto se disuelve en acetato de etilo (aproximadamente 10
ml) y metanol suficiente para producir uma solucidn transpa-
rente, La solucidn resultante se agrega a una columna de 5 X
90 cm que contiene 300 g de gel de silice (Merck), rellena en

acetato de etilo, Después la columna se lava con 2,5 litros
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de acetato de etilo para separar las impureszas. Ia actividad
4-2315 se eluye de la columna con acetato de etilo:etanol
(95:5). fstas fracciones activas se combinan y se concentran
a sequedad bajo vacio para dar 2;0 g de 4-2315 en forma de
polvo blanco. Por elucidn con este sistema disolvente ze ob-

tienen 0,8 g adicionales de 4-2315 en forma de »OLlVO anari-

1lo pdlido.
In resumen, la Fatente de Invenci idn gue e soliciA

ta deberd recaer sobre las siguicntes
RETVINDICACICNES

1. Un procedimiento paré 1a produccidn del antibid-
tico A-2315, antibidtico que es un sélido amorfo blanco con
una, rotacidén especifica [a]%7 = -132 (c = 0,375 en metanol)
con una composicidn elemental aproximada de 61,51 j- de car-
vono, 7,51 % de hidrdgeno, 8,69 % de nitrdgeno y 21,23 % de
oxigeno; con un peso molecular aproximado de 503, determina-
do por espectrometria de masas; con la fémula empirica
C26H37N307; que presenta en cloroformo las sisuientes ban=-
das distinguibles en su espectro Ge absorcidn infrarrojo:
2,81, 2,99, 3,38, 5,82, 6,02, 6,20, 6,30, 6,40, 6,66, 6,82,
6,94, 7,05, 7,30, 7,71, 8,88, 9,11, 10,41, 10,89 v 11,14
micras; que en solucidn en etanol al 95 ; wpresexta un rAxi-
mo de absorcidn ultravioleta a 274 p con un valor de la ab-
sortividad (E1 cm) de 799 aproximadamente; que eS8 soluble en|
metanol y ebanol pero s6lo es ligeramente soluble en agua,
que libera alanina en el andlisis de arinodcidos; y contie=-

ne zrupos hidroxilo susceptibles de esterificacidn; cuyo

procedimiento se caracteriza por cultivar Actinoplanes

philippinensis NRRL 5462 en un medio de cultivo que contieng

fuentes asimilables de carbono, nitré:eno y sales inorgd—
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nicas, en condiciones merobias sumergidas, hasta que es pro-
ducids una cantidad sustancial de antibidtico A-2315 por el
citado organismo en dicho medio de cultivo.

2. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, ca-
racterizado por recuperar el antibidtico A-2315 del medio
de cultivo.

3. Se reivindica por Gltimo como objeto que ha de
recaer la Patente de Invencidn que se solicita UN PROCEDI-
MIENTO PARA LA PRODUCCION DEL ANTIBIOTICO A-2315.

Todo conforme queda.descrito ¥ reivindicado en }a
presente Memoria descriptiva que consta de Veintisiétg pa-

ginas mecanografiadas.

Madrid, 27 de Julio 1.973

P

L2

BERNARDO igGRIA
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