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4 JU
ANTECEDENTES DE IA INVENCION 

E sta invención se r e f ie r e  a  un nuevo a n t ib ió t ic o ,  
F o rtim ic in a  A, y a un procedim iento para  su producción. Más 
espec íficam en te , e s ta  invención se r e f i e r e  a  la  producción 
de .F o rtim ic ina .A  por c u lt iv o  de un microorganismo p e rte n e -  ' 
c íe n te  a l  género Micromonospora h a s ta  que se  observa a c t i v i ­
dad a n tib a c te r ia n a  en e l  liq u id o  de c u ltiv o  y después a i s l a ­
miento de l a  F o rtim ic ina  A d e l mismo.

Siempre e x is te  una demanda de a n t ib ió t ic o s  que 
p resen ten  a c t iv id a d  co n tra  un amplio espectro  de b a c te r ia s . 
Para e s te  f i n ,  se ha a is la d o  una nueva espec ie  de m icroorga­
nismo d e l suelo  de un a r ro z a l  s itu a d o  en lo s  suburbios de la  
ciudad de H iroshim a, en l a  p re fe c tu ra  de H iroshim a, Japón. 
Esta nueva e sp e c ie , cuando se c u l t iv a ,  produce e l  nueve a n t i ­
b ió tic o  F o rtim ic in a  A, que p re sen ta  a c tiv id a d  a n tib a c te r ia n a  
co n tra  d iv e rsa s  b a c te r ia s  G ram -positivas y Gram-negabivas.
Por c o n sig u ien te , e l  nuevo a n t ib ió t ic o  puede s e r  u til iz a d o  
para  v a rio s  f in e s  y es especialm ente ú t i l  como d e s in fe c ta n te  
de superfic ies para  e l  c o n tro l de la s  pob laciones de 
S taphy lococci. E scherich ia  y o tra s  b a c te r ia s .

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 
la  F igura 1 i l u s t r a  e l  e spectro  de absorc ión  u l t r a  

v io le ta  de la  F ortim ic in a  A y
La F igura 2 i l u s t r a  e l  espectro  de absorc ión  in fra  

r ro jo  de la  F ortim icina  A.
COMPENDIO DE LA INVENCION 

De acuerdo con e s ta  invención , se  produce un nue­
vo a n t ib ió t ic o ,  F ortim ic ina  A, por ferm entación de un m icro­
organismo p e rte n e c ie n te  a l  género Micromonospora. que es ca­
paz de p ro d u c ir  e l  a n t ib ió t ic o ,  en un medio n u tr ie n te  h a s ta
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que se d e te c ta  una a c tiv id a d  a n tib a c te r ia n a  s u s ta n c ia l  en e l 
líq u id o  de c u l t iv o . Una vez completado e l  c u l t iv o , e l a n t i ­
b ió tic o  se a í s l a  de l liq u id o  de c u ltiv o  por medios conocidos, 
por ejemplo por tra tam ien to  con una re s in a  cambiadora de ió n .

DESCRIPCION DE LA INVENCION 
El nuevo a n t ib ió t ic o  de e s te  invento  fuá i n i c i a l ­

mente id e n tif ic a d o  como XK-70-1 y ahora ha sido denominado 
Fortim icina A. Se cree  que p re sen ta  la  s ig u ie n te  e s tru c tu ra  
química:
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la  F ortim icina  A se produce por ferm entación  de un 
microorganismo p e rten ec ie n te  a l  gánero Micromonospora. Un mi­
croorganismo especialm ente adecuado perten ece  a  Micromonospoia 
o liv o a s te ro sp o ra  que se ha determ inado que es una nueva espe­
c ie  h a s ta  ahora no id e n t if ic a d a . Su variedad  t í p i c a  fuá o r i ­
ginalm ente id e n tif ic a d a  como variedad  MK-70. Esta variedad  ha 
sido depositada  en la  American Type C ulture  C o llec tio n , Rock- 
v i l l e ,  Maryland y ha rec ib id o  e l nómero de accesión  ATCC 
21819. la  varied ad  MK-70 p re sen ta  la s  s ig u ie n te s  propiedades:
I .  M orfologia:

La variedad  MK-70 es G ram -positiva. En un medio de 
ágar convencional, l a  va ried ad  MK-70 nunca forma un verdadero 
m icelio  aéreo  como e l que se observa con e l S trep to myces, e tc . 
Sobre la  s u p e r f ic ie  de un medio de ág a r, donde hay una buena
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form ación de espo ras, se  observa una capa de esporas verde ol.^ 
va, cérea  y lu s t r o s a .  Cuando la  varied ad  se  c u l t iv a  en un me­
dio liq u id o , e l  caldo de c u ltiv o  p re sen ta  un l ig e ro  co lo r de 
t r ig o  en la s  prim eras fa s e s  d e l c u lt iv o , pero en la s  ú ltim as 
f a s e s , e l  caldo de c u ltiv o  p re sen ta  un c o lo r  verde o liv a  oscu 
ro y se observa un gran número de esporas en e l  c u lt iv o . Por 
observación m icroscópica de la s  c é lu la s  de la  variedad  MK-70 
c u ltiv a d a  en un medio l iq u id o , se ha encontrado que e l  mice­
l i o  tie n e  a lred e d o r de 0,5 m ieras de diám etro y e s tá  bien de­
sa rro lla d o  y no -sep tado . Se foima una espora ún ica  en e l  ex­
tremo de cada esporoforo (con una lo n g itu d  de 0 ,3 -1 ,0  m ieras 
aproxim adam ente), ram ificada  d e l m icelio  su b s tra to  y la s  es­
poras se forman a lo  la rg o  de lo s  m icelio s su b s tra to  r e l a t i v a ­
mente la rg o s . Las esporas maduras son e s fé r ic a s  y t ie n e n  un 
diám etro de 1,0 m ieras aproximadamente. Al observar la s  super 
f i c i e s  de la s  esporas m ediante un m icroscopio e lec trón j.co , 
la s  esporas tien en  e l  aspecto de una e s t r e l l a  ya que hay un 
gran  número de proyecciones cuyas puntas extremas son algo r e ­
dondas .
I I .  C a ra c te r ís t ic a s  de c u l t iv o :

El grado de c rec im ien to , e l  estado de 3a su p e r f i­
c ie  de la  co lo n ia  y la  producción de pigmentos so lu b les  obsei 
vados cuando l a  variedad  MK-70 se c u l t iv a  en d iv erso s medios, 
e s tá n  ind icados en l a  Tabla I .  la s  in d icac io n es  de c o lo r se 
ñau de acuerdo con la s  c la s if ic a c io n e s  d e l Color Harmony 
Manual (C onta iner C orporation  of Am erica). En lo  que respec­
t a  a l  medio de t i r o s in a ,  se u t i l i z a  e l medio d e sc ri to  en 
Gordon and Smith: J .B a c t. 69, 147 (1955).
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Pigmento
Medio Crecimiento Color so lub le
Agar de Czapek Moderado, plano O liva polvo riento (1 IgT

Ninguno

Agar g luco sa-as 
paragina

Moderado, p lano , céreo
Oliva (1 p l) Ninguno

Agar n u tr ie n te Bueno, le v a n ta ­do, rebordeado Oliva (1 p l) Ninguno

Agar albúmina de huevo
Moderado, p lano , céreo

Oliva parduz co p á lid o  (1 l i )
Ninguno

Agar almidón Bueno, plano Teca o liv a  ne gro (1 po)
Ninguno

Agar ex trac to  de m alta-ex trae , to  de levadura
B ueno,levantado, acanalado

Oliva oscuro (1 pn)
Oliva oscuro (1 1/2 pn)

Agar h a rin a  de avena
Bueno, p legado, céreo

Manteca amba­r in a  (3 1c) Castaño oscu­ro (2 p n )

Oliva polvo^ r ie n to . (1 pg)

Agar dextrosa(l% ) Moderado, cúreo, -NZ amina (3 %) plano
Trigo pá lido  (2 ea)

Ninguno

Agar de Bennet Bueno, levan tado , acanalado
Oliva oscuro
(1 pn)

Ninguno

Agar Emerson Moderado, le v a n ta  do, acanalado , c?  
reo

Oliva (1 n i ) Ninguno

Agar g luco sa- ex trac to  de l e ­vadura
Bueno, elevado, acanalado , c éreo

Oliva oscuro (1 pn)
Ninguno

Agar peptona- h ie rro
Moderado, p lano , céreo

Oliva oscuro 
(1 n i )

Ninguno

Agar t i r o s in a ' Moderado, p lano , céreo
Oliva (1 n i) Ninguno

I I I .  Propiedades f i s io ló g ic a s :
la s  propiedades f is io ló g ic a s  de la  variedad  MK-70 

se encuentran en la  Tabla I I .  En lo s  ensayos, a excepción de 
aq u e llo s  sobre la  tem peratura  óptima y la s  acciones sobre la  
leche y la  c e lu lo sa , la  va ried ad  es c u ltiv a d a  a 27°C durante
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dos semanas. La tem peratura  óptima se determ ina a l  cabo de
5 d ia s  de c u lt iv o  y la s  acciones sobre la  leche y la  c e lu lo -
sa  se  observan después de un mes de c u l t iv o .

TABLA 11
(1) U ti l iz a c ió n  d e  fu en tes  de carbono:

Fuentes de carbono U tiliz a c ió n
D -arabinosa -
D -galactosa -
D-glucosa ++
G-licerol -
D -lac to sa -
D -fruc to sa -
L - in o s ito l -

D-m anitol -
D -raf inosa. -
L-ramnosa -
Sacarosa ++
Almidón ++
D -x ilosa -

(2) L icuefacción  de la  g e la tin a Ligeramente p o s it iv a
(3) Acción sobre la  leche Peptonizada
(4) Descomposición de la  c e lu lo sa Ligeramente p o s itiv a
(5) H id ró lis is  del.a lm idón P o s itiv a
(6) pH óptimo para  e l  crecim iento 6,8  -  7,5
(7) Temperatura óptima para  e l  ere- 30 -  38°C

cim iento
(8) Reducción de n i t r a to s P o s itiv a
(9) Formación de t i ro s in a s a N egativa
(10) Formación de pigmentos m ela- N egativa

noides
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La variedad  MK-70 es un m esó filo , que nunca forma 
un verdadero m icelio  aéreo cuando se c u l t iv a  en un medio de 
ág ar, pero forma esporas ún icas sobre e l  m ice lio  su b stra to  
y se ha encontrado por a n á l is i s  que l a  pared c e lu la r  de e s­
ta  variedad  contiene ácido m eso-diam inopim élico. Por co n si-, 
g u íen te , l a  variedad  MK-70 se considera  como una varied ad  del 
género Micromonospora.

No se han e s ta b le c id o  bases convincentes para  la  
c la s if ic a c ió n  s is te m á tic a  de la s  e sp ec ies  de l género K icro- 
monospora. Por lo  ta n to , la  c la s i f ic a c ió n  de lo s  m icroorga­
nismos de e s te  género se ha re a liz a d o  h a s ta  ahora mediante 
ima comparación g lo b a l de propiedades m orfo lógicas y  j.a.sioló- 
g ic a s , e tc .  Se han re g is tra d o  t r e s  varied ad es p e rten ec ie n te s  
a l  género Micromonospora, a  sab e r: Micromonospora echinospors 
subsp. echinospora NRRL-2985 (ATCC 15837), Micromonospora  
echinospora subsp. p a l l id a  NRRL-2996 (ATCC 15838) y  Micrpmo- 
nospora echinospora subsp. F erruginea NRRL-2995 (ATCC 15836) 
que p re sen ta  esp inas romas sobre la  s u p e rf ic ie  de la  espora. 
Sin embargo, e s ta s  t r e s  varied ad es de M. echinospora forman 
esporas de c o lo r  en tre  pardo oscuro y  negro cuando se c u l t i ­
van en un medio de ágan* convencional y nunca p resen tan  un co­
lo r  o liv a  como la  variedad  MK-70. la s  t r e s  variedades de 
M. echinospora pueden u t i l i z a r  L-ramnosa, pero la  variedad  
MK—70 no puede. Además, la s  t r e s  variedades pueden p ro d u cir 
dos su s ta n c ia s  a c t iv a s ,  una de la s  cuales t ie n e  a c tiv id a d  so­
lamente co n tra  la s  b a c te r ia s  G ram -positivas y  un v a lo r Rf de 
0 ,4  a 0 ,5 en crom atografía  de papel u tiliz a n d o  como d esarro ­
l la d o r  n -bu tan o l sa tu rado  de agua y  e l a n t ib ió t ic o  Gentamicina 
con un v a lo r  Rf de 0,C0. Por o tra  p a r te , l a  va ried ad  MK-70 
puede p ro d u cir cuatro  su s ta n c ia s  a c t iv a s  d i s t i n t a s ,  a saber:



uns. su s ta n c ia  con a c tiv id a d  solam ente co n tra  la s  b a c te r ia s  
G ram -positivas y con un v a lo r Rf de 0,05 a  0,1 en cromatogra­
f í a  de papel u tiliz a n d o  e l  d e sa rro lla d o r  a n te s  mencionado; 
una su s ta n c ia  con a c tiv id a d  solam ente co n tra  la s  b a c te r ia s  
Gram—p o s it iv a s  y con un v a lo r  Rf de 0 ,00 ; l a  F ortim ic in a  B ,„ 
con a c tiv id a d  co n tra  b a c te r ia s  G ram -positivas y Gram-negatives 
y con un v a lo r  Rf de 0,00 y la  F ortim ic ina  A que también es 
a c t iv a  co n tra  la s  b a c te r ia s  G ram -positivas y Gram -negaticas 
además de p re se n ta r  un v a lo r  Rf de 0 ,00 . Como re s u lta  evidente  
de lo .a n te r io r ,  l a  va ried ad  MK-70 es d ife re n te  de la s  t r e s  
varied ad es de M  ̂ echinospora.

la  v a ried ad  MK-70 p re sen ta  un c o lo r e n tre  o liv a  y 
o liv a  oscuro cuando se c u l t iv a  u tiliz a n d o  un medio adecuado 
para  la  form ación de esporas y produce un pigmento so luble  
de c o lo r  o liv a  en algunos m edios. Entre las varied ad es d e l gé­
nero Micromonospora, hay algunas capaces de form ar esporas 
de c o lo r  o l iv a , a  sab e r: Micromonospora c h a lee a , Mjcromonospe-  
ra  fu sc a , e tc ,  pero e s ta s  se d is tin g u e n  por e l  estado super­
f i c i a l  de la s  esporas, por e l  c o lo r de lo s  pigmentos so lu ­
b le s , e tc .

O tra especie de Micromonospora. es d e c ir  l a  M icro- 
mono sp ora  coeru lea  habitualm ente  p re sen ta  un co lo r azu l v e r­
doso y produce pigmentos so lu b le s  verde azu lad os. Los pigmen­
to s  funcionan como in d icad o r ác ido-base  y , por lo  ta n to , son 
d ife re n te s  d e l pigmento de l a  variedad  MK-70. Además, Has es­
poras de M. co eru lea  son capaces de d isp e rsa rse  en un estado 
de racimo y la s  s u p e r f ic ie s  de la s  esporas son l i s a s .  A sí, 
l a  M. coeru lea  se d is tin g u e  de l a  variedad  MK-70.

Como ya se  ha d icho , no hay ninguna variedad  que 
corresponda a  la  MK—70 e n tre  la s  variedades de l género
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Micromonospora h a s ta  ahora r e g is t ra d a s . Por lo  ta n to , la  MK-
70 .se considera  una nueva varied ad  p e rte n e c ie n te  a l  género 
Mi cromonospora y ha sido denominada Micromonospora o l iv o a s te -
ro spo ra . El nombre de e s ta  especie  procede de la  formación de
esporas e s fé r ic a s  de c o lo r  o liv a  con proyecciones. Como ya se 
ha dicho , la  variedad  MK-70 ha sido  depositada  en la  American 
Type C ulture C o llec tio n  como Micromonospora sp . MK-70. la  va­
riedad  MK-70 también ha sido depositada  en e l  Ferm entation 
Research I n s t i t u t e ,  Tokio, Japén, y ha rec ib id o  e l  número de 
re g is t ro  FERMP-nS 1560.

También se han a is la d o  dos v a r ia n te s  de la  Micromo­
nospora o liv o a s te ro sp o ra  que son capaces de p ro d u cir F o rtim i-
c ina  A. E stas v a r ia n te s  d i f ie r e n  de la  varied ad  tip o  y tien en  
l a  capacidad de u t i l i z a r  D -galactosa , D -fruc to sa  y D -x ilo sa . 
Una v a r ia n te  p re sen ta  además un lig e ro  c o lo r t r ig o  cuando se 
c u lt iv a  en d iv erso s  medios ya que carece de la  capacidad de 
form ar esporas sobre e l  m ic e lio . En o tro s  a sp e c to s , la s  varían  
te s  se parecen mucho a l a  varied ad  t ip o .  E stas dos v a ria n te s  
también han sido depositadas en la  American Type C ulture Co­
l l e c t io n  y han rec ib id o  lo s  números de acces ió n  ATCC 31009 y 
ATCC 31010. E stas v a r ia n te s , a s i  como la  varied ad  tip o  están  
lib rem ente  a d isp o s ic ió n  d e l púb lico .

Como en e l caso de o tra s  varied ad es de Actinomycetes
lo s  microorganismos ú t i l e s  para  poner en p rá c t ic a  e s ta  inven­
ción pueden experim entar una mutación por medios a r t i f i c i a l e s  
t a le s  como ir ra d ia c ió n  u l t r a v io le ta ,  i r r a d ia c ió n  con C o ^ , 
ir ra d ia c ió n  con rayos X y d iverso s productos químicos induc­
to re s  de m utaciones. Por c o n sig u ien te , c u a lq u ie r  v a ried ad , in ­
cluso  aunque haya sido mutada, es apropiada para  e s ta  invención 
siempre que tenga la  capacidad dé p rodu cir F o rtim ic in a  A.
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En. g e n e ra l, en e l  procedim iento de e s ta  invención 
pueden emplearse lo s  métodos convencionales de c u ltiv o  de 
microorganismos de l género A ctinom ycetes. A si, pueden emplear 
se v a r ia s  fu en te s  n u tr ie n te s  para  e l  medio de c u l t iv o . la s  
fu en te s  de carbono apropiadas son g lucosa , alm idón, mañosa, 
f ru c to sa , sacaro sa , m elazas, e tc ,  so lo s o en combinación. 
Además, pueden u t i l i z a r s e  h id ro ca rb u ro s , a lc o h o le s , ácidos 
o rgán icos, e tc ,  según la  capacidad de u t i l i z a c ió n  poseída por 
e l  microorganismo p a r t ic u la r .  Pueden u t i l i z a r s e  so la s  o. en 
combinación fu e n te s  de n itrógeno  orgánico e in o rg án ico , como 
c lo ru ro  amónico, su lfa to  amónico, u rea , n i t r a to  amónico, n i ­
t r a to  só d ico , e tc  y fu en te s  de n itrógeno  n a tu ra le s  come pep- 
to n a , e x tra c to  de carne , e x tra c to  de lev ad u ra , levadura se ­
ca, l i c o r  de in fu s ió n  de m aíz, h a r in a  de s o ja , casam inoácido, 
p ro te ín a s  v e g e ta le s  so lu b le s , e tc .  Además, pueden añ ad irse  a l  
medio, s i  es n e c e sa rio , s a le s  in o rg án icas como c lo ru ro  só d i­
co, c lo ru ro  p o tá s ic o , carbonato c á lc ic o , fo s fa to s  de p o ta s io , 
e tc .  También pueden añ ad irse  adecuadamente a l  medio m aterias 
o rgán icas o in o rg án icas capaces de promover e l  crecim iento 
d e l microorganismo y l a  producción de F ortim ic in a  A. En ge­
n e ra l ,  hemos encontrado que cuando la  producción de Fortim i­
cina A se aumenta m ediante la  a l te r a c ió n  de lo s  co n stitu y en ­
te s  d e l medio de c u lt iv o , disminuye la  producción sim ultánea 
de o tra s  su s ta n c ia s  a c t iv a s .

Para e s te  procedim iento e l  más adecuado es un méto­
do de c u lt iv o  l iq u id o , especialm ente un método de c u ltiv o  
ag itad o  y sumergido. Es conveniente e fe c tu a r  e l c u ltiv o  a una 
tem peratura  de 25 a 40°C y a  un pH aproximadamente n e u tro .
El a n t ib ió t ic o  de e s ta  invención se forma y acumula en e l  l í ­
quido de c u ltiv o  habitualm ente a l  cabo de 4 a  15 d ía s  de c u l-
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1 t iv o .  Cuando e l  rendim iento de F ortim icina  A en e l  líq u id o  de 
c u ltiv o  a lcanza  un máximo, se interrum pe e l c u ltiv o  y e l  a n t i ­
b ió tic o  se a í s l a  y p u r if ic a  d e l líqu id o  de c u lt iv o  obtenido 
después de haber separado la s  c é lu la s  m icrob ianas, por ejem—

s pío por f i l t r a c ió n .
El a is lam ien to  y la  p u r if ic a c ió n  de la  F ortim ic ina

A a p a r t i r  d e l f i l t r a d o  se r e a l iz a  por lo s  métodos h a b itu a l­
mente empleados en e l  a is lam ien to  y p u r if ic a c ió n  de produc­
to s  m etabólicos m icrobianos de lo s  líq u id o s  de c u lt iv o .

10 Como la  F ortim icina  A es básica  y es so lub le  en
agua pero escasamente so lub le  en lo s  d iso lv e n te s  orgánicos 
h a b itu a le s , e l  a n tib ió t ic o  puede s e r  p u rif ica d o  por lo s  méto­
dos normalmente empleados para  la  p u r if ic a c ió n  de lo s  llam a­
dos a n t ib ió t ic o s  básicos so lu b les  en agua. Más especiüiiuamen—

18 te ,  la  F ortim ic ina  A puede s e r  p u r if ic a d a  m ediante una. combi­
nación apropiada de adsorc ión  y desorción  en re s in a s  cambia­
doras de c a tió n ; crom atografía  en columna empleando c e lu lo ­
sa ; Sephadex LH-20 (nombre com ercial, producido por Pharmacia 
Fine Chemicals I n c . ,  U .S .A .) ; crom atografía  en g e l de s í l i c e

20 y métodos s im ila re s .
Por ejemplo, -el f i l t r a d o  d e l c u ltiv o  exento de cé-

lu la s  se a ju s ta  primero a un pH de 7,5 y después se somete a 
adsorc ión  en una re s in a  cambiadora de c a tió n  como Am berlite 
(nombre com ercial, producido por Rohm and Haas Co., U.S.A.)

25 IRC-50 (forma NH^*). Después de la v a r  con agua, se r e a l iz a

30

la  e lución  con amoniaco acuoso 1N. La f ra c c ió n  a c t iv a  se con­
c en tra  a p re s ió n  reducida y después se pasa por una columna 
de re s in a  cambiadora de an ión , como Dowex (nombre com ercial, 
producido por Dow Chemical Co.? U.S.A.) 1x2 (forma OH ) . la s  
su s ta n c ia s  adsorb idas se eluyen con agua y la s  fracc io n es  a c -
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t iv a s  eludidas se recogen y concentran a p re s ió n  red ucida , con 
lo  que se ob tiene  un polvo crudo que con tiene  F ortim ic ina  A 
y o tro s  componentes a c t iv o s . Después e l  polvo crudo se disuel4- 
ve en agua. E l pH de la  so luc ión  acuosa se a ju s ta  a  5 ,0  con 
ácido su lfú r ic o . 2N y después se pasa por una columna de car-?' 
bón a c t iv o . Las su s ta n c ia s  a c t iv a s  se adsorben a s i  sobre e l  
carbón. Después de la v a r  la  columna con agua para  sep a ra r la s  
im purezas, se r e a l i z a  la  e luc ión  con ácido su lfú r ic o  0,2N.
Las fra c c io n e s  a c t iv a s  e lu id a s  se recogen y pasan por una-co­
lumna ¿Le una re s in a  cambiadora de anión como Dowex 44 (forma 
OH") para  su  n e u tra l iz a c ió n . Después e l  e f lu e n te  se l i o f i l i z a  
para  ob ten er un polvo crudo que contiene F o rtim ic in a  A en fo r  
ma de base l i b r e .

Como método para  a i s l a r  l a  F ortim ic ina  A d e l polvo 
crudo se u t i l i z a ,  por ejem plo, la  c rom atografía  en g e l de s í ­
l i c e .  Como d e sa rro lla d o r , se emplea la  capa in f e r io r  de una 
mezcla de cloroform o, isop ropano l y amoniaco acuoso (2 :1 :1 ) . 
Nás específicam en te , e l  polvo crudo se d isu e lv e  en e l d is o l­
ven te  d e sa rro lla d o r , se in tro d u ce  en una columna de ge l de 
s í l i c e  y se d e s a rro l la  con e l  mismo d iso lv e n te . La prim era 
f ra c c ió n  a c t iv a  co n tien e-F o rtim ic in a  B. O tros componentes t r a  
za son e lu id o s en la s  fra c c io n e s  su cesiv as y después la  For­
tim ic in a  A se eluye en fra c c io n e s  que cubren un amplio i n t e r ­
v a lo . Las fra c c io n e s  que con tienen  F o rtim ic in a  A se recogen 
y concentran a  p re s ió n  red ucida . Después de l i o f i l i z a r  e l  con 
cen trado , sé  ob tiene  un polvo blanco que comprende la  base de 
a n t ib ió t ic o .  El preparado a s i  obtenido de F ortim ic ina  A tie n e  
una pureza re la tiv am en te  a l t a .  S in embargo, e l  preparado e s tá  
a lgunas veces contaminado con impurezas y , en t a l  caso, se so 
mete a crom atografía  en columna de c e lu lo sa  con una mezcla d i



so lven te  de n -b u tan o l, p i r id in a ,  ácido a c é tic o  y agua (6 :4 :2 :4 ) 
como d e sa rro lla d o r . la s  fra c c io n e s  a c tiv a s  ob ten idas a s i  se 
recogen y concentran a p re s ié n  reducida, con lo  que se o b t ie ­
ne un preparado puro de F o rtim ic ina  A. Cuando l a  impureza es 
u n a .su s ta n c ia  p o s it iv a  en e l  ensayo n in h id r in a , l a  separac ién  
de la  misma puede e fe c tu a rse  por c rom atografía  en columna de 
ca rb o x im etilce lu lo sa . Más específicam en te , se pasa una so lu ­
c ión de l polvo crudo de F ortim ic ina  A a tra v é s  de una columna 
re l le n a  con ca rb o x im etilce lu lo sa  (forma am ónica). la s  su s ta n ­
c ia s  a c t iv a s  son adsorb idas sobre la  c a rb o x im e tilc e lu lo sa . 
Después de la v a r  b ien  la  columna con agua para  se p a ra r  la  ma­
yo ría  de lo s  pigmentos y de la s  s a le s  in o rg án icas , se r e a l iz a  
la  e lu c ió n  con bicarbonato  amónico 0,2N. Las fra c c io n e s  a c t i ­
vas a s i  p u r if ic a d a s  de F o rtim ic in a  A se recogen y l i o f i l i z a n .

En lo s  procedim ientos de p u r if ic a c ió n  c ita d o s , la s  
fra c c io n e s  a c t iv a s  de F ortim ic ina  A se determ inan m ediante 
crom atografía  de papel ascendente u til iz a n d o  papel de f i l t r o  
Whatman nS 1. El d e sa rro llo  se r e a l iz a  a l a  tem peratura  ambier 
te  duran te  10 a 15 h o ras, u tiliz a n d o  la  capa in f e r io r  de una 
mezcla d iso lv en te  de cloroform o, m etanol y amoniaco acuoso a l  
17 % (2 :1 :1 ) . El v a lo r  R f d e  la  F o rtim ic in a  A en e l cromato-  
grama de papel es a lred e d o r de 0 ,37.

La F ortim ic ina  A es un polvo blanco básico . Los v a lo ­
re s  del a n á l i s i s  elem ental encontradosson: C, 50,2 %; H, 8,67 % 
N, 17,5 % y 0, 23,6 %. El peso m olecular es 405 (calculado ba­
sándose en lo s  re su lta d o s  obten idos por espectro m etría  de ma­
sas de a l t a  re so lu c ió n ) . Por co n sig u ien te , se  considera  que la  
fórmula m olecular es C^yH^N^Og. Los v a lo re s  de l a n á l i s i s  e le  
m ental calcu lados son: C, 50,4 %; H, 8,64 %? N, 17^3 % y 0,
23,7 %. El punto de fu s ió n  es su p e rio r  a 200°C (con descompo-

- 1 3 -
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s ic ió n ) .
La F igura 1 i l u s t r a  e l  espectro  de abso rc ión  u l t r a ­

v io le ta  de una so luc ión  acuosa de F o rtim ic ina  A. El espectro  
no re v e la  ningún máximo de abso rc ión  c a r a c te r ís t ic o  en tre  
220 y 36Q mp. y m uestra simplemente una ab so rc ió n  te rm in a l.

l a  ro ta c ió n  ó p tic a  de la  base l i b r e  de F ortim ic ina  
A es = +26° (c = 0 ,2 , H^O).

La F igura 2 i l u s t r a  e l  e spectro  de abso rc ión  in f r a ­
r ro jo  de l a  F ortim ic ina  A. Como r e s u l ta  ev iden te  en la  f ig u ­
r a ,  l a  fo r t im ic in a  A p re sen ta  p icos a la s  s ig u ie n te s  lo n g i-  
tudes de onda (cm ):

3400, 2900, 1625, 1570, 1480, 1390, 1340, 1100,
1030.

l a  base l i b r e  de F o rtim ic in a  A es muy so lub le  en 
agua, tam bién es so lub le  en m etanol y ligeram ente  so lu b le  en 
e ta n o l y acetona pero es in so lu b le  en d iso lv e n te s  orgánicos 
como cloroform o, benceno, a c e ta to  de e t i l o ,  a c e ta to  de b u t i­
lo ,  é te r  e t í l i c o ,  b u tan o l, é te r  de p e tró le o , n-hexano, e tc .

La F ortim ic ina  A da reaccio nes p o s it iv a s  en e l en­
sayo con n in h id rin a  y en e l  ensayo con permanganato po tásico  
y reacc io nes n eg a tiv as  en*'el ensayo de Elson-Morgan y en e l  
ensayo con b iu re t .

Basándose.en lo s  e s tu d io s  re a liz a d o s  sobre e l a n t i ­
b ió t ic o ,  actualm ente se c ree  que l a  F o rtim ic in a  A p re sen ta  
l a  s ig u ie n te  e s tru c tu ra  quím ica:

30
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CH3

CH2NH2

Sin embargo, debe en tenderse que la  e s tru c tu ra  qu í­
mica a n te r io r  no e s tá  confirmada y la  n a tu ra le z a  e i d e n t i f i -  
cación*.de la  F ortim ic ina  A debe r e a l iz a r s e  de acuerdo con lo s
procedim ientos a n te r io re s .

Los v a lo re s  Rf de la  F ortim ic in a  A obtenidos como 
resu ltad o  de la  crom atografía  de papel y de la  crom atografía  
en capa f in a  empleando d iv erso s d e sa rro lla d o re s  se encuentran 
en la s  s ig u ie n te s  Tablas I I I ,  IV y V. Estos v a lo re s  se compa­
ran  con lo s  v a lo re s  Rf de d iverso s a n t ib ió t ic o s  s im ila re s  de­
sa rro lla d o s  de la  misma manera.

TABLA I I I
Valores Rf de la  F ortim icina  A en crom atografía  de papel a s ­

cendente (a 28°C)

D esarro llado r V alor Rf
Periodo de de sarrdüo (horas}

Cloruro amónico a l  20 % 0,96 3
n -bu tan o l saturado de agua 0,00 15
n -b u tan o l-ác id o  acé tico -agua  (3 :1 :1 ) 0,06 15
Acetato de e t i l o  saturado  de agua 0,00 4
n -b u tan o l sa tu rado  de agua conten ien  do 2 % (peso/volumen) de ácido n - to lu en su lfó n ico  y 2 % (volumen/vo- lumen) de p ip e rid in a 0,04 15



TABLA IV
Valores Rf de la  F ortim icina  A. Gentamicina C compleja y. Gen-- 
tam icina C2 en crom atografía  en capa f in a  sobre g e l de s í l i ­
ce (d esa rro llad o  a la  tem peratu ra  ambiente duran te  3 ho ras)
D esa rro liad o r^  A n tib ió tic o Valor Rf '

I  F ortim ic ina  A 0,74
I
I

I I
1-1
I I

Gentamicina C compleja 0,71
Gentamicina C2 0,71
F o rtim ic in a  A 0,37
Gentamicina C compleja 0 ,06-0 ,16
Gentamicina C2 0 ,08-0 ,14

D esa rro llad o r I :  l a  capa su p e rio r  de l a  m ezcla de c lo ro fo r­mo, metaño1 y amoniaco acuoso a l  17 % (2:1:1 en volumen)
D e sa rró lla d o rH : A cetato amónico a l  10 % y m etanol (1:1 en volumen).

TABLA V
V alores Rf de a n t ib ió t ic o s  conocidos en crom atografía  de pa­
p e l ascendente u tiliz a n d o  como d e sa rro lla d o r  la  capa in f e r io r  
de una mezcla de cloroform o, m etanol y amoniaco acuoso a l  
17 % (2 :1 :1 ) (d e sa rro lla d a  a la  tem peratura  ambiente durante

12 ho ras)
A n tib ió tic o  Valor Rf
E strep tom icina  A- 0,02
E streptom icina B 0,00
BLuensomicina 0,01
R ibostam icina 0,00
Lividom icina A 0,00
Lividom icina B 0,03
Lividom icina D 0,02
Espectinom icina 0,45
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TABLA V (con tinuación)
A n tib ió tico  
Kasugamicina 
B u tiro sina  A 
B u tiro sipa  B 
Higromicina B 
Gentamicina A 
Gentamiciña B 
Gentamicina 
Gentamipina 
Gentamicina C2 

Sisom icina 
Neomicina A 
Neomicina B 
A n tib ió tico  n9 46O 
Neomicina C 
Kanamicina A 
Kanamicina B 
Kanamicina C 
Paramomicina 
Nebramicina compleja 
Tobramicina 
Apramicina 
Nebramicina f a c to r  4 
Nebramicina f a c to r  5 
Miomicina 
XK-62-2^
XK-70-A^ (F o rtim ic ina  3)
XK-70-1 (F o rtim ic ina  A)

Valor Rf 
0,01 
0,00  

Ó , 01 
0,02 

0 ,00  

0 ,0 0  

0,18 

0,59 

0,38 

0 ,18  
0 ,0 0  

0,03 

0,01 
0,00  

0 ,0 2  

0,01 
0,02  

0 ,00  

0,01 
0,02 

0,02 

0,01 
0,00  

0 ,0 0  

0,49 
0,65 
0,37
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& Un nuevo a n t ib ió t ic o  d e sc r i to  en la  s o l ic i tu d  de p a ten te  
estadounidense número de s e r ie  364.058? p resen tada  e l  25 
de Mayo de 1973.

a a Un nuevo a n t ib ió t ic o  d e sc ri to  en la  s o l ic i tu d  de p a te n te „  
estadounidense número de s e r ie  458.4-22? p resen tada  e l  5 de 
A b ril de 1974.

Los e sp ec tro s  a n tib a c te r ia n o s  de la  F ortim icina  A 
f re n te  a d iv erso s  microorganismos por e l método de d ilu c ió n  
en ág ar (pH 8 ,0 ) se encuentran en l a  s ig u ie n te  Tabla VI.

TABLA VI
C oncentración mínima de in h ib ic in  (Y/ml)Microorganismo ensayado

S trep tococcus f a e c a l i s  ATCC 10541
B ac illu s  s u b t i l i s  n^ 10707
B ac illu s  cereus ATCC 9634
B ac illu s  cereus v a r . mycoides ATCC 9463
Staphylococcus aureus ATCC 6538P
Staphylococcus aureus KY 8942 ( r e s i s te n te  a lo Ko.po.Tn i  ciña*] Paromomicina, S trep to m ic i- 

c in a , Gentamicina y Nebramicina
Stanhvlococcus aureus KY 8950 ( r e s i s te n te  a  l a  S trep tom ic ina , T e tra c ic l in a , P e n ic i l i ­

na y Sulfonamida
Staphylococcus aureus KY 8953 ( r e s i s te n te  a  la  Streptomicina*] Kanamicina? Paromomicina, Tê  t r a c i c l in a ,  Neo'micina, Kanamicina B y E r i-  

trom ic ina)
Staphylococcus aureus KY 8956 ( r e s i s te n te  a  la  S trep tom icina] Paromomicina, T e tr a c ic l in a ? E ritro m ic in a  y Oleandomicina)
Staphylococcus aureus KY 8957 ( r e s i s te n te  a l

C loranfen ico l?  S trep tom ic ina , Kanamicina B, 
T e tra c ic l in a  y Paromomicina)

K le b s ie lla  pneumoniae ATCC 10031

10
0,02

0,6

0 , 6

0,04

10

1.3

1.3 

0,32

0,32
0,08
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TABLA. VI (con tinuación)
C oncentración mínima de

Microorganismo ensayado in h ib ic ió n  (y/ml)
E scherich ia  c o l i  ATCC 26 0,16
E scherich ia  c o l i  KY 8302 ( r e s i s te n te  a l  C lo rap fen ico l, S trep tom icina , Kanami- c in a , Paromomicina, T e tra c ic lin a  y Es pectinom icina) 0,26
E scherich ia  c o l i  KY 8310 ( re s i s te n te  a l  C lo ran fen ico l, S trep tom ic ina , Kanami c iñ a , Gentamicina , Kanamicina B,Paromomicina, T e tra c ic lin a  y E sp ec ti-nom icina) 0,13
E scherich ia  c o l i  KY 8314 ( r e s i s te n te  ala  S trep tom icina) 0,26
E scherich ia  c o l i  KY 8315 ( r e s i s te n te  a  la  S trep tom ic ina , Kanamicina, Paromomici­na y Neomicina) 0,13
E scherich ia  c o l i  KY 8327 ( r e s i s te n te  a la  Kanamicina, Gentamicina, S isom icina y Tobramicina) 0,13
E scherich ia  c o l i  KY 8331 ( r e s i s te n te  a la  Kanamicina, R ibostam icina, Neomicina, Paromomicina y L ividom icina) 0 ,3
E scherich ia  c o l i  KY 8332 ( r e s i s te n te - a  laKanamicina y a la  Tobramicina) 0,3
Pseudomonas aerug inosa  BMH n^ 1 5
Pseudomonas aerug inosa  KY 8510 ( re s is te n te  a la  Kanamicina, Kanamicina B, Tobrami­c in a , Gentamicina C.¡- y R ibostam icina) 5
Proteus v u lg a ris  ATCC 6897 0,16
Proteus v u lg a ris  KY 4296 ( r e s i s te n te  a l  á c ido n a lid ix ic o )  0,41
Proteus v u lg a ris  Abbott J J ,  KY 4295 0 ,8
P ro teus m ira b i l is  Finland 9--------------------------- KY 4293 0 ,8
Proteus m ira b i l is  n^ 825 KY 4292 0,41
P ro teus m ira b i l is  n^ 39 KY 4290 0 ,8
Proteus m organii Jenkins KY 4293 1^6
P ro teus r e t t g e r i  Booth KY 4288 0 ,8
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TABLA VI (con tinuación)
C oncentración mínima deAlie r  o o r  gani smo ensayado in h ib ic ió n  (Y/ml)

Proteus r e t t g e r i  Hambrook KY 4289 0,41
S h ig e lla  sonnei ATCC 9290 0,3
Salm onella typhosa ATCC 9992 0,08

Es ev iden te  en lo  que antecede que l a  F ortim ic ina  A 
p re sen ta  una am plia gama de a c tiv id a d  co n tra  b a c te r ia s  Gram- 
p o s it iv a s  y Gram-negativas y tam bién e je rc e  una in te n sa  a c t i ­
vidad a n tib a c te r ia n a  co n tra  Staphylococcus aureus y E scheri- 
ch ia  c o l i  que son r e s is te n te s  a d iversos a n t ib ió t ic o s  cono­
c id o s . Especialm ente, l a  F o rtim ic in a  A se c a ra c te r iz a  por 
p re se n ta r  una in te n sa  a c tiv id a d  a n tib a c te r ia n a  co n tra  m icro­
organismos de E scherich ia  c o l i  y Staphylococcus aureus no r­
malmente r e s i s t e n te s  a  l a  Kanamicina, Gentamicina, Tobramici-- 
na y s im ila re s  y también una a c tiv id a d  a n tib a c te r ia n a  s a t i s ­
f a c to r ia  co n tra  la s  b a c te r ia s  d e l género P ro te u s . Se ha en­
contrado que cuando se u t i l i z a  en la  te ra p ia  de d iv ersa s  en­
fermedades in fe c c io sa s  causadas por la s  b a c te r ia s  an tes  men­
cionadas, l a  F ortim ic in a  A exhibe n o tab le s  e fec to s  te r a p é u t i­
cos. En e s te  a sp e c to , se han rea liza d o  ensayos in  vivo en ra ­
tones in fe c tad o s  in trap e rito n e a lm e n te  con E scherich ia  c o l i  
.Tullí KY 4286. Los ra to n es a s i  in fe c tad o s  se t r a ta ro n  con d i­
v e rsa s  concen traciones de F ortim ic ina  A por in fe cc ió n  subcu­
tá n e a . Como re s u lta d o , se  ha determinado que l a  DÊ Q de la  
F ortim ic ina  A es de 6 mg/kg. A l a  v i s t a  de su  excelen te  a c t i ­
v idad a n tib a c te r ia n a , e s ta  su s ta n c ia , F o rtim ic ina  A, se con­
s id e ra  ú t i l  en e l  tra tam ien to  médico como su s ta n c ia  a n tib ac ­
te r ia n a .  Además, dado su amplio espectro  a n tib a c te r ia n o , l a  
F ortim icina  A tam bién puede s e r  ú t i l  como agen te  a n tib a c te r ia
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no s u p e r f ic ia l .

la  comparación de la  F o rtim ic in a  A con o tro s  a n t ib ió ­
t ic o s  i l u s t r a  to dav ía  más su novedad. Como a n t ib ió t ic o s  b á s i­
cos so lu b les  en agua, producidos por microorganismos del gé­
nero Micromonospora, con un amplio espectro  a n tib a c te r ia n o , 
podemos c i t a r  a n t ib ió t ic o s  ta le s  como Gentamicina ^M.J. Weins- 
te in  y co laboradores: A n tim icrob ia l Agents and Chemotherapy 
1963, pág. 1; D .J. Cooper y co laboradores; J . I n f e c t .  D is .,
119, 342 (1969); y J.A . W aitz: A n tim icrob ia l Agents and Chemo- 
therapy  2, 464 (1972)], A n tib ió tico  n9 460 (p u b licac ió n  de pa­
te n te  japonesa nS 17153/71), Sisom icina [M .J. W einstein y co­
labo rado res: J .A n tib io t ic s ,  23, 551, 555, 559 (1970)1, XK-62-í 
( s o l ic i tu d  de p a ten te  estadounidense número de s e r ie  364.058, 
p resen tada  e l  25 de Mayo de 1973), F ortim ic ina  B ( s o l ic i tu d  
de p a ten te  estadounidense número de s e r ie  458.422, p resen tada  
e l  5 de A b ril de 1974), e tc .  Sin embargo, como r e s u l t a  eviden­
te  en la  Tabla V, lo s  v a lo re s  Rf de la  Gentamicina A, B, 
y Ĉ  son 0 ,00 , 0 ,00 , 0,18 y 0,59 y e l de la  F o rtim ic in a  A es 
0 ,37 . Por lo  ta n to , la  F ortim ic ina  A es d ife re n te  de e s ta s  
gentam icinas. Por o tra  p a r te ,  e l  v a lo r  Rf de la  Gentamicina 
Cg es 0,38 y e l  de la  F ortim ic in a  A es 0 ,3 7 . Estos v a lo res  
son muy próximos. Sin embargo, lo s v a lo re s  Rf de la  Gentamici- 
na C2 y de la  F ortim icina  A medidos en crom atografía  en capa 
f in a  de g e l de s í l i c e ,  u t i l iz a n d o  e l  d e sa rro lla d o r  I I ,  son 
respectivam ente 0 ,08-0 ,14  y 0 ,37 . Por co n sig u ien te , l a  F o r t i ­
m icina A es d ife re n te  de la  Gentamicina Cp. Además, cuando se 
compara con e l  A n tib ió tico  n^ 460, l a  S isom icina, e l XK-62-2 
y l a  F ortim ic in a  B, es ev iden te  que la  F ortim ic in a  A d i f i e r e  
de esto s a n t ib ió t ic o s  ya que lo s  v a lo re s  Rf d e l A n tib ió tico  
nS 460, de la  S isom icina, de l XK-62-2 y de l a  F ortim icina  B

- 2 1 -



1 m ostrados en l a  Tabla 111 son respec tivam ente : 0 ,01 , 0 ,18 , 
0,49 y 0 ,65 , m ien tras que e l  correspond ien te  v a lo r  Rf de la  
F ortim icina  A es 0,37*

Como a n tib ió t ic o s  b á s ic o s , so lu b le s  en agua, produ-
5 pm" mi em  organismos de Actinomycetes d i s t in to s  de lo s  

p-énero Micromonospora, que tien en  un amplio espectro  an ti-- 
b a c te ria n o , podemos c i t a r  a n t ib ió t ic o s  como l a  Estreptom icina, 
R ibostam icina, L ividom icina, E spectinom icina, Kasugamiciña, 
Neomicina, Kanamicina, Nebram icina, Paromomicina, e tc .' la

10 F ortim ic ina  A d i f i e r e  considerablem ente de e s to s  an tib ió tj.co s  
en propiedades f í s i c a s  y quím icas. De lo s  v a lo re s  Rf en croma­
to g ra f ía  de papel ind icados en la  Tabla 111 r e s u l t a  evidente  
que l a  F ortim ic in a  A es d ife re n te  de e s to s  a n t ib ió t ic o s  cono­
c id o s .

13 Como la  F o rtim ic in a  A con tiene  grupos b á s ic o s , puede 
e x i s t i r  en forma de s a le s  de a d ic ió n  de á c id o . Por c o n s ig u ie n ­
t e ,  e s ta .in v e n c ió n  considera  la s  s a le s  de a d ic ió n  no tó x ic a s  
y faim acéuticam ente ace p ta b le s  d e l a n t ib ió t ic o ,  in c lu id a s  la s  
s a le s  de a d ic ió n  de ác idos m inera les como h id ro c lo ru ro , h id r o -

20 bromuro, h idroyoduro , s u lf a to ,  sulfam ato y fo s fa to  y la s  sa ­
le s  de a d ic ió n  de ácidos orgánicos como m aleato , a c e ta to , c i -  
t r a t o ,  o x a la to , su cc in a to , benzoato, t a r t r a t o ,  fum arato, ma- 
l a to ,  m andelato, ascorbato  y s im ila re s .

l a  p rá c t ic a  de c ie r t a s  re a liz a c io n e s  e sp e c íf ic a s  de
25 l a  invención  es i lu s t r a d a  m ediante lo s  s ig u ie n te s  ejemplos 

re p re s e n ta t iv o s .
EJEMPLO 1

^  sñ emplea Micromonospora o ,livoaste- 
rospo ra  MK-70 (ATCC 21819) (FERM-P nS 1560) como varied ad  de

30 siem bra. Se inocu lan  4 mi de la  variedad  de siem bra en 10 mi
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de un medio de siem bra que con tiene  2 % de g lucosa , 0,5 % de 
peptona, 0,5 % de e x tra c to  de levadura  y 0,1 % de carbonato 
cá lc ico  (pH 7 ,5  a n te s  de la  e s te r i l i z a c ió n )  en un tubo de 
ensayo de 50 mi. El c u ltiv o  se r e a l i z a  a 30°C durante  5 d ía s . 
D espués.se inocu lan  10 mi de l caldo de c u lt iv o  de siem bra en 
30 mi de un segundo medio de siem bra contenido en un Erlenme- 
y e r de 250 m i. La composición de l segundo medio de siembra 
es la  misma, que la  d e l prim er medio. El segundo c u ltiv o  de 
siem bra se r e a l iz a  a 30^0 duran te  2 d ía s , con sacud idas.

^-D espués se inoculan 30 mi d e l segundo caldo de c u lt iv a  
de siem bra en 300 mi de un te r c e r  medio de siem bra contenidos 
en un Erlenmeyer de 2 l i t r o s  p ro v is to  de ta b iq u e s . La com posi­
c ión  d e l te r c e r  medio de siem bra es l a  misma que la  del prime 
medio de siem bra. El t e r c e r  c u ltiv o  de siem bra se r e a l iz a  a 
30°C duran te  2 d ía s , con sacudidas y se  in ocu lan  1,5 l r c ro s  
de l t e r c e r  caldo d e .c u ltiv o  de siem bra (co rrespon d ien tes a l  
contenido de 5 m atraces) en 15 l i t r o s  de un cuarto  medio de 
siem bra contenidos en un ferm entador v ib ra to r io  de v id r io  de 
30 l i t r o s .  la  composición de l cuarto  medio de siembra es la  
misma que la  de l prim er medio de siem bra. El cu ltiv o  en e l 
feim entador v ib ra to r io  se r e a l iz a  a 37°C duran te  2 d ía s , con 
a ire a c ió n  y a g ita c ió n  (rev o lu c io n es: 350 rpm; a ire a c ió n : 15 
l/m in u to ). Después se inoculan  15 l i t r o s  d e l cuarto  caldo de 
c u ltiv o  de siem bra en 150 l i t r o s  de un medio de fcim entación 
p r in c ip a l  en un ferm entador de 300 l i t r o s .  El medio de f e r ­
m entación p r in c ip a l comprende 4 % de almidón so lu b le , 2 % de 
h a rin a  de s o ja , 1 % de l i c o r  de in fu s ió n  de m aíz, 0,05 % de 
KgHPO ,̂ 0,05 % de M gS O ^^O , 0,03 % de KC1 y 0,1 % de CaCO  ̂
(pH 7,5 a n te s  de la  e s te r i l i z a c ió n ) .  El c u ltiv o  en e l  fermen­
ta d o r se l le v a  a cabo a  37°C durante 4 d ía s ,  con a ire a c ió n  y
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a g ita c ió n  (rev o lu c io n es: 150 rpm; a ire a c ió n : 80 l/m in u to ).
Una vez completado e l  c u lt iv o , e l  caldo de feim enta- 

c idn  re s u l ta n te  se a ju s ta  a  pH 2,5  con ácido su lfú r ic o  concen­
trado  y se a g i t a  durante  30 m inutos. Después se añaden unos 
7 kg de un a u x i l ia r  de f i l t r a c i d n ,  R a d io li te  n^ 600 (produc­
to  de Showa Kagaku Kogyo C o., L td ., Japdn) y la s  c é lu la s  mi­
crob ianas se  separan por f i l t r a c i d n .  El f i l t r a d o  se a ju s ta  
a un pH de 7 ,5  con h id róx ido  sddico 6N y se  pasa por una co­
lumna r e l le n a  con unos 20 l i t r o s  de una r e s in a  cambiadora de 
c a t ió ^ -A m b e rl ite  IRC-50 (foima amdnica) y se d esp rec ia  e l  
e f lu e n te . Las su s ta n c ia s  a c t iv a s  e s tán  ad so rb idas en l a  r e ­
s in a . Después de la v a r  l a  r e s in a  con agua, la s  su s ta n c ia s  ac­
t iv a s  adso rb idas se eluyen con amoniaco acuoso 1N. la  a c t i v i ­
dad d e l e lua to  se determ ina m ediante un método de disco de 
p ap e l, u t i l iz a n d o  una p laca  de ág ar de B a c illu s  s u b t i l i s  
nS 10707. Se recogen la s  fra c c io n e s  a c t iv a s  y l a  mezcla se 
concen tra  h a s ta  un l i t r o  aproximadamente bajo p re s id n  red u c i­
da. El concentrado se pasa por una columna r e l le n a  con 500 mi 
de "na. re s in a  cambiadora de a n ién , Dowex 1x2 (forma OH ) .  Deŝ  
pués se  pasan a tra v é s  de l a  columna a lred e d o r de 2 l i t r o s  de 
agua, con lo  que la s  impurezas son elim inadas y la s  su stan ­
c ia s  a c t iv a s  son e lu id a s . Las fra c c io n e s  a c t iv a s  a s i  o b ten i­
das se recogen y concentran h a s ta  unos 100 mi bajo p re sió n  
reducida  y e l  concentrado r e s u l ta n te  se pasa por una columna 
r e l le n a  con unos 50 mi de carbón a c tiv o  en polvo . la s  sus­
ta n c ia s  a c t iv a s  son adso rb idas en e l  carbón en polvo. Después 
la  columna se lav a  con agua y s.e desp rec ian  e l  e flu e n te  y e l  
agua de lavado . Después la s  su s ta n c ia s  a c t iv a s  adsorb idas se 
eluyen con ácido su lfú r ic o  0,2N. la  a c tiv id a d  d e l e lua to  se 
determ ina p o r e l  método d e l d isco  de papel u til iz a n d o  Bacilüu
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s u b t i l i s  y se recogen la s  fra c c io n e s  a c t iv a s .  Las fra c c io n e s

5

a s i  ob ten idas se  pasan por una columna de Dowex 44 (forma 
OH") y la s  su s ta n c ia s  a c t iv a s  se eluyen con agua. la s  f ra c ­
ciones a c t iv a s  se recogen de nuevo y se concentran h a s ta  
unos 50 mi. El concentrado a s i  obtenido se  l i o f i l i z a  con lo^
que se ob tienen  a lred ed o r de 32 g de un polvo crudo que con­
tie n e  F o rtim ic ina  A. El polvo crudo p re sen ta  una a c tiv id a d

10

de 575 unidades/mg ( la  a c tiv id a d  de 1 mg de un producto puro 
corresponde a 1000 un idades).

Después se colocan 10 g d e l polvo crudo en forma de

18

capa delgada y uniforme sobre 500 mi de g e l de s í l i c e  in t r o ­
ducidos en una columna de v id r io .  la  columna de v id r io  se 
p repara  suspendiendo e l ge l de s í l i c e  en un d iso lv en te  de la  
capa in f e r io r  de una mezcla formada por cloroform o, isopropa­
n o l y amoniaco acuoso a l  17 % (2:1 :1  en volumen) y después

20

empaquetando l a  suspensién  apretadam ente en la  columna en 
forma de capa uniforme y a con tinuación  lavando con e l  mis­
mo d iso lv e n te . Después de c o lo ca r e l  polvo crudo en l a  p a r­
te  su p e rio r  de la  columna, se r e a l iz a  la  e lu c ió n  con e l  d i­
so lv en te  a n te s  d e s c r i to , v e rtién d o lo  gradualm ente en la  co-
lumna desde su p a r te  su p e rio r  y a con tinuación  se l le v a  a 
cabo l a  e luc ión  a un caudal de unos 50 m l/ho ra . El e luato  
se obtiene como fracc io n es  de 20 mi cada una y la  a c tiv id a d
de cada fra c c ió n  se determ ina por un método de disco de pa-

25 p e í .  la  F ortim ic in a  B es e lu id a  en prim er lu g a r . Después se

30

obtienen  fra c c io n e s  que contienen  F o rtim ic in a  A. la s  f r a c ­
ciones a c t iv a s  se someten a crom atografía  de papel y la s  
fra c c io n e s  que contienen  F ortim ic ina  A se recogen y concen­
tra n  a p re s ió n  reducida para  se p a ra r  por completo e l  d is o l­
ven te . Después se d isu e lv e  e l  concentrado en una pequeña can--



t id a d  de agua. Después de l i o f i l i z a r  la  so lu c ió n , se obtienen  
a lred ed o r de 1 ,8 g de .un  preparado p u rif ica d o  de la  base l i ­
bre  de F o rtim ic in a  A. La a c tiv id a d  d e l preparado es a lred ed o r 
de 970 unidades/m g.

EJEMPLO 2
En e s te  ejemplo se u t i l i z a  la  misma variedad  de siem­

bra  y lo s  mismos c u ltiv o s  de siem bra desde e l  primero a l  cuar 
to .  Como medio p r in c ip a l  de fe im en tac ién , se emplea un medio
con la  s ig u ie n te  composición:
Almidón so lu b le  4 %
Ebios (levadura  en polvo desecada, producida por Tanabe Farm aceutical Co. ,  Japón) 3 %
KgHPO  ̂ ' 0,05 %
M gSO^I^O 0,05 %
KC1 0,03 %
CaCO  ̂ 0,1 %

El c u lt iv o  se r e a l i z a  de l a  misma manera que en e l 
Ejemplo 1. El a islam ien to  de un polvo crudo conteniendo For­
tim ic in a  A se l le v a  a cabo de l a  misma forma que en e l  Ejem­
plo  1, con lo  que se ob tienen  a lred ed o r de 63 g de un polvo 
crudo con una a c tiv id a d  *de unas 650 unidades/m g. Se p u r if ic a  
e l  polvo crudo por e l  método d e l Ejemplo 1, con lo  que se 
ob tien en  a lrededo r, de 18 g de F o rtim ic ina  A p u r if ic a d a  con 
una a c tiv id a d  de unas 850 unidades/m g. El preparado a s i  obte­
nido es p u rif ic a d o  además m ediante c rom atografía  en columna 
de c e lu lo sa . E specíficam ente, e l preparado se  coloca en fo r ­
ma de capa delgada y uniforme sobre unos 500 mi de ce lu lo sa  
en polvo (A vicel, Funakoshi Yakuhin Co., L td .)  in troduc ido s 
en una columna de v id r io .  La columna se p rep ara  suspendiendo 
l a  c e lu lo sa  en polvo en una mezcla d iso lv en te  de n -b u tan o l,
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ácido a c é tic o , p i r id in a  y agua (6 :2 :4 :4 ) .  Después l a  suspen­
sión  se r e l le n a  apretadam ente en la  columna de v id r io  como 
capa unifoime y a con tinuación  se lava  b ien  con e l  mismo d i­
so lv en te . Después de co lo ca r e l  preparado en l a  p a rte  supe­
r io r  de la  columna, se e fec túa  la  e luc ión  con e l mismo disol-r 
vente  v e rtié n d o lo  gradualm ente en l a  columna desde la  p a rte  
su p e rio r  y después continuando la  e lu c ió n  a un caudal de 
1 ml/minuto aproximadamente. El e lua to  se o b tien e  como f ra c ­
ciones de 10 mi cada una y la  a c tiv id a d  de cada fra c c ió n  se 
detemnipa m ediante un método de d isco  de p a p e l. la s  f ra c c io ­
nes a c t iv a s  se recogen y concentran  a p re s ió n  reducida para  
se p a ra r  completamente e l d iso lv e n te . El concentrado se d isu e l' 
ve en "na. pequeña can tidad  de agua. Después de l i o f i l i z a r  la  
so lu c ió n , se  ob tienen  a lred e d o r de 9 g de un preparado p u r i­
ficado  de la  base de F ortim ic in a  A. la  a c tiv id a d  de e s te  p re ­
parado es de 980 unidades/m g.

EJEMPLO 3
En e s te  ejem plo, se u t i l i z a  la  misma varied ad  de siem 

bra  y lo s  mismos c u lt iv o s  de siembra desde e l  primero a l  cuar 
to  d e l Ejemplo 1. Como medio de ferm entación p r in c ip a l ,  se 
emplea un medio con la  s ig u ie n te  composición:
Almidón so lub le
Casaminoácido (un h id ro liz a d o  ácido de c ase ín a , producido por Difeo Iab s. 

U.S.A)
KgHPO^

4 %

3 % 
0,05  % 
0,05  % 
0,03  %

MgS0̂ .7Hg0 
KC1
CaCO  ̂ 0,1 %

El c u l t iv o , e l  a is lam ien to  y la  p u r if ic a c ió n  de la  
F o rtim ic in a  A se re a liz a n  de l a  misma manera que en e l  Ejem—
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1 pío  1, obteniéndose a lred ed o r de 18,5 g de un preparado O r i ­
ficado  de F o rtim ic in a  A con una a c tiv id a d  de unas 965 un ida-
des/mg.

EJEMPLO 4
3  ̂ En e s te  ejemplo, un caldo de c u lt iv o  obtenido e fec túan

do la  ferm entacién  de la  misma manera que en e l  Ejemplo 1, se
somete a c rom atografía  de papel para  confirm ar la  p re sen c ia , 
en can tidades im portan tes , de F ortim ic ina  A. Después e l  c a l ­
do se t r a t a  de l a  misma manera que en e l  Ejemplo 1 para  o b te -

10 n e r  un, polvo crudo que con tien e  F o rtim ic in a  A. A continuación  
se  d isue lven  3 g déLpolvo crudo re s u l ta n te  en 5 mi de agua 
y la  so lu c ió n  se  v ie r te  en una columna r e l le n a  con unos 200 m!. 
de c a rb o x im e tilc e lu lo sa  (forma am ónica). A con tinuación , se
pasan a  tra v é s  de la  columna unos 1000 mi de agua con lo  que

15 la s  su s ta n c ia s  a c t iv a s  son adso rb idas sobre l a  carbox im etil­
c e lu lo sa  y l a  mayor p a r te  de lo s  pigmentos y s a le s  in o rg án i­
cas no adsorb idos son elim inados. Después se r e a l i z a  la  e lu ­
c ión  con una so lu c ió n  reg u lado ra  0,2H de ácido c i tr ic o -á c id o  
fo sfó ric o  (pH 3 ,0 ) a  un caudal de unos 50 m l/hora y e l  e lu a -

20 to  se recoge como fra c c io n e s  de 10 mi cada una. La a c tiv id a d  
de cada f ra c c ió n  se determ ina por un método de disco de pa­
p e l .  Las fra c c io n e s  a c t iv a s  se someten a crom atografía  de pa-

25

30

p e í y se recogen ia s  fra c c io n e s  que contienen  F ortim ic ina  A. 
Las fra c c io n e s  de F o rtim ic ina  A se pasan por una columna de
A m berlite CG-50 (forma H*) con lo  que la s  su s ta n c ia s  a c tiv a s  
son adso rb idas sobre l a  r e s in a .  Después de la v a r  la  columna 
con agua, se r e a l iz a  la  e luc ión  con ácido  c lo rh íd ric o  0,5N. 
Se recogen la s  fra c c io n e s  a c tiv a s  y después se pasan por una 
columna de Dowex 44 (forma OH") para  su  n e u tra l iz a c ió n . El 
e flu e n te  r e s u l ta n te  se l i o f i l i z a  con lo  que se obtienen unos
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1 560 mg de la  base l ib r e  de F ortim ic ina  A. La a c tiv id a d  <̂ 3l 
producto es a lred e d o r de 985 unidades/m g.

EJEMPLO 5

s

En e s te  ejemplo, se u t i l i z a  como varied ad  de siem­
bra Micromonospora o liv o a s te ro sp o ra  Mm 744 < KY 11067 (FERM-P 
nS 2193, ATCC 31009). Del primero a l  cuarto  c u ltiv o  de siem­
bra se  r e a l iz a n  de la  misma forma que en e l Ejemplo 1, em-

10

pleando un medio de siem bra que contiene 2 % de g lucosa,
0,5 % de peptona, 0 ,3 % de e x tra c to  de levadura , 0,1 % de 
carbonato c á lc ico  (pH: 7 ,2  a n te s  de la  e s te r i l i z a c ió n ) .  Des­
pués se inocu lan  15 l i t r o s  d e l cuarto  caldo de c u ltiv o  de 
siembra en 150 l i t r o s  de un medio de ferm entación p r in c ip a l  
contenido en un ferm entador de acero in o x id ab le  de 300 l i t r o s

15

El medio de ferm entación p r in c ip a l  e s tá  c o n s titu id o  por 2 % 
de almidón so lu b le , 0,5 % de h a rin a  de s o ja ,  2 % de g lucosa , 
1 % de l i c o r  de in fu s ió n  de m aíz, 1 % de e x tra c to  de levadu­
ra , 0,05 % de KpHPO ,̂ 0,05 % de MgS0^.7Hg0, 0,03 % de KC1 
y 0,1 % de CaCO  ̂ (pH: 7 ,0  a n te s  de la  e s te r i l i z a c ió n ) .  El 
c u ltiv o  se r e a l iz a  a 30°C duran te  4 d ia s , con a ire a c ió n  y

20 ag itac ió n (rev o lu c i.o n es: 150 rpm; a ire a c ió n : 80 l/m in u to ). Una 
vez completado e l c u lt iv o , se  obtienen d e l caldo de ferm enta­
c ión , de la  misma manera que en e l  Ejemplo 1, a lred ed o r de 
42 g de un polvo crudo que con tiene  F o rtim ic in a  A. la  a c t i v i ­
dad de l polvo crudo es a lred e d o r de 560 unidades/m g. El p o l-

25 vo crudo a s i  obtenido se somete después a p u r if ic a c ió n  como 
en e l  Ejemplo 1, con lo  que se ob tienen  unos 6 ,8  g de la  ba­
se l i b r e  de F ortim icina  A. La a c tiv id a d  d e l producto es a i r e  
dedor de 975 unidades/m g.

30
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EJEMPLO 6
En e s te  ejemplo se  u t i l i z a  como v a ried ad  de siembra 

e l  Micromonospora o liv o a s te ro sp o ra  MK 80, KY 11055 (FERM-P 
nS 2192, ATCC 31010). La varied ad  de siem bra se  c u lt iv a  para  
sembrar en cuatro  fa se s  como en e l  Ejemplo 1, empleando un „ 
medio de siem bra c o n s titu id o  po r: 1 % de g lucosa , 1 % de 
almidón so lu b le , 0,5 % de e x tra c to  de levadu ra , 0 ,5 % de pep- 
tona y 0,1 % de carbonato c á lc ic o . (pH: 7*0 a n te s  de la  e s­
t e r i l i z a c ió n ) .  El caldo de c u ltiv o  de siem bra procedente del 
cuartp  c u ltiv o  de siem bra se in ocu la  después en un medio de 
ferm entación p r in c ip a l  como en e l  Ejemplo 1. Sin embargo, en 
e s te  ejemplo se usa e l  medio de ferm entación d e l Ejemplo 5*
A p a r t i r  de l caldo de ferm entación p r in c ip a l  re s u l ta n te  se 
obtienen unos 52 g de un polvo crudo que contiene  F ortim ic ina  
A, siguiendo e l  mismo procedim iento d e l Ejemplo 1. la  a c t i v i ­
dad d e l polvo crudo es a lred e d o r de 530 unidades/m g. El po l­
vo crudo a s i  obtenido se somete después a  p u r if ic a c ió n  de la  
misma forma que en e l  Ejemplo 1, con lo  que se  ob tienen  a l r e ­
dedor de 9 g de la  base l i b r e  de F ortim ic in a  A. La a c tiv id a d  
d e l producto es a lred ed o r de 980 unidades/m g.

En resumen, l a  B atente de Invención que se  s o l i c i t a  
deberá re c a e r  sobre la s  s ig u ie n te s :

REIVINDICACIONES

1 . -  Un proced im ien to  p a ra  l a  p roducción  d e l antibic) 
t ic o -F o r tim ic in a  A c a ra c te r iz a d o  p o r

(a ) un peso m olecu lar de 405;
(b) la. fórm ula m olecu la r: C^yH^N^O^;
(c )  un e sp e c tro  de abso rc ión  u l t r a v i o l e t a  e s e n c ia l­

mente como e l  m ostrado en l a  F ig u ra  1;
(d) un e sp e c tro  de aboso rc ión  in f r a r r o jo  e s e n c ia l -



mente como e l  m ostrado en l a  F ig u ra  2; ^
y sus s a le s  de ácido farm acéuticam ente a c e p ta b le s ; cuyo pro  
cedim iento c o n s is te  en c u l t iv a r  un m icroorganism o p e r te n e ­
c ie n te  a l  género Micromonospora que t ie n e  l a  capacidad de 
p ro d u c ir .F o r tim ic in a  A en un medio n u t r ie n te  a una te m p era - ' 
tu r a  comprendida e n tre  25 y  40° C, a pH aproximadamente neu 
t r o ,  acumular F o rtim ic in a  A en d icho medio y re c u p e ra r  d icho 
a n t ib ió t ic o  d e l medio.

de dicho-m icroorganism o es un miembro de l a  e sp ec ie  Micromo­
nospora o liv o a s te ro s p o ra . -

de dicho m icrorganism o e s tá  se lecc io nado  e n tre  e l  grupo f o r  
mado p o r Hicromonospora o liv o a s te ro sp o ra  ATCC 21819, Micromo - 
nospora o liv o a s te ro sp o ra  ATCC 31009 y Micromonospora o l iv o a s - 
te ro sp o ra  ATCC 31010.

4 . -  Se r e iv in d ic a  p o r ú ltim o  como o b je to  sobre e l  
que ha de re c a e r  l a  P a te n te  de Invención  que se s o l i c i t a :  UN 
PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DEL ANTIBIOTICO FORTIMICINA 
A.

p re se n te  Memoria d e s c r ip t iv a  que co n sta  de t r e i n t a  y una pa­
g in as  m ecanografiadas y d ib u jo s  a d ju n to s .

2 . -  Un proced im ien to  según l a  R e iv in d icac ió n  1 , don

3 . -  Un proced im ien to  según l a  R e iv in d ic ac ió n  2, don

Todo conforme queda d e s c r i to  y re iv in d ic a d o  en l a
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