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violeta de la Fortimicina A y

ANTECEDENTES DE JA INVENCION

. Esta invencién se refiere a un nuevo antibiédtico,
Fortimicina A, y a un procedimiento para su produccidn. Mis
especificamente, esta invencidén se refierse a la producecidn
de .Fortimicina .A por cultivo de un microorganismo pertene- -~

ciente al género Micromonospora hasta que se observa activi-

dad antibacteriana en el liquido de cultivo y después aisla-
miento de la Fortimicina A del mismo. .
Siempre ekiste una demanda de antibidticos;que
presenien actividad contra un amplio espectro de bacterias.
Para este fin, se ha aislado una nueva especie de microorga-
nismo del suelo de un arrozal situado en los suburbios de la
ciudad de Hiroshima, en la prefectura de Hiroshima, Japén,
Esta nueva especie, cuando se cultiva, produce el nueve anti-
bidtico Fortimicina A, que presenta actividad antibacteriana
contra diversas bacterias Gram-positivas y Gram-negasivas.
Por consiguiente, el nuevo antibidtico éuede ser utilizado
para varios fines y es especialmente ﬁtil como desinfectante.

de superficies para el control de las podlaciones de

Staphylococei, Escherichia y otrag bacterias,

BREVE DESCRIPCION DE I0OS DIBUJOS

Ia Figura 1 ilustra el especiro de absorcidén ultrg)

Ia Figura 2 ilusira el espectro de absorcidn infra
rrojo de la Fortimicina A,

COMPENDIO DE IA INVENCION

De acuerdo con esta invencidén, se produce un nue-
vo antibidtice, Fortimicina A, por fermentacién de un micro-

organismo perfeneciente al género Micromonospora, que es ca-

paz de producir el antibidtico, en un medio nutriente hasta
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que se detecta una actividad antibacteriana sustancial en el
lfquido de cultivo. Una vez completado el cultivo, el anti-

bidtico se aisla del liquido de cultivo por medios conocidos,
por ejemplo por tratamiento con una resina cambiadora de ién.

DESCRIPCION DE IA INVENCION N

El nuevo antibidtico de este invento fué inicial-
mente identificado como XK=70-1 y ahora ha sido denominado

Fortimicina A. Se cree que presenta la siguiente estructura

quimica: CHy
- CH-NH, W, ox
0
0 OCH3
0) -CH
NH,, 3
co
CH2NH2

Ia Fortimicina A se produce por fermentacidén de un

microorganismo perteneciente al género Micromonospora. Un mi-

ecroorganismo especialmente adecuado pertenece a Micromonosporal

olivoasterospora que se ha determinado que es una nueva espe-

cie hasta ahora no identificada. Su variedad tipica fué ori-
ginalmente identificada como variedad MK-70. Esta variedad ha
gido depositada en la American Type Culture Collection, Rock-
ville, Maryland y ha recibido el numero de accesgién ATCC
21819, Ia variedad MK-70 presenta las siguientes propiedades:
I, Morfologia:

la variedad MK-70 es Gram-positiva. En un medio de

dgar convencional, la variedad MK-70 nunce forma un verdadero

micelio aéreo como el que se observa con el Streptonmyces, etc)

Sobre la superficie de un medio de dgar, donde hay una buena
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formacién de esporas, se observa una capa de esporas verde oli
va, cérea y lustrosa. Cuando la variedad se cultive en un me-
dio liquido, el caldo de cultivo presenta un ligero color de
trigo en las primeras fases del cultivo, pero en las dltimas
fases, el caldo de cultivo presenta un color verde oliva oscul
ro y se observa un gran ntmero de esporas en el cultivo. Por
observacién microscépica de las células de la variedad MK-T0
cultivada en un medio liquido, se ha encontrado que el mice-
1io tiene alrededor de 0,5 micras de didmetro y estd bien de-
sarrollado ¥ no-septado., Se forma una espora Ynica en el ex-
tremo de cada esporoforo (con una longitud de 043-1,0 micras

aproximadamente), ramificada del micelio substrato ¥ Jes es-

poras se forman a lo largo de los micelios substrato relativa
mente largos. las esporas maduras son esféricas y tienen un
diéﬁetro de 1,0 micras aproximadamente. Al observar las supeX
ficies de las esporas mediante un microscopio electréuico,

las esporas tienen el aspecto de una estrella ya que hay un

gran numero de proyecciones cuyas puntas extremas son algo r¢
dondas.

II. Caracteristicas de cultivo:

El grado de crecimiento, el estado de la superfi-
cie de la colonia y la produccidn de pigmentos solubles obse
vados cuando la variedad MK-70 se cultiva en diversos medios,
estdn indicados en la Tabla I. Ias indicaciones de color se
dan de acuerd$ con las clasificaciones del Color Harmony
Manual (Container Corporation of America). En lo que respec-—
ta al medio de tirosina; se utiliza el medio descrito en

Gordon and Smith: J.Bact. 69, 147 (1955).
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TABILA T
Medio Crecimiento

Agar de Czapek MNoderado, plano

Agar glucosa-as Moderado, plano,
paraging céreo

Agar nutriente Bueno, levanta-
do, rebordeado

Agar albimina  Moderado, plano,
de huevo céreo

Agar almidén Bueno, plano

Agar extracto  Bueno, levantado,
de malta-extragc acanalado
to de levadura

Agar harina de Bueno, plegado,
avena céreo

Agar dextrosa(1%) Moderado, céreo,
-NZ amina (3 %) plano

Agar de Bennet Bueno, levantado,
acanalado

Agar Emerson Moderado, levanta
do, acanalado, cg
reo

Agar glucosa-  Bueno, elevado,
extracto de le- acanalado, céreo
vadura

Agar peptona-  Moderado, plano,
hierro céreo

Agar tirosina’ Moderado, plano,
céreo

III., Propiedades fisioldgicas:

Ias propledades fisiolégicas de la variedad MK-70
se encuentran en la Tabla II. En los ensayos, a excepcién de
aquellos sobre la temperatura éptima y las acciones sobre la

leche y la celulosa, la variedad es cultivada a 27°C durante

“Color

0liva polvo
riento (1 1g)

Oliva (1 pl)
Oliva (1 pl)

Oliva parduz
co pdlido (7
1i)

Teca oliva ne Ninguno

gro (1 po)

0liva oscuro
(1 pn)

Manteca amba- Oliva polvos

rina (3 le)

Castalio osgcu-

ro (2 pn)

Trigo pdlido
(2 ea)

0liva oscuro
(1 pn)

Oliva (1 ni)

Oliva oscuro
(1 pn)

0liva oscuro
(1 n1)

0liva (1 ni)

Pigmento
soluble

Ninguno
Ninguno -~
Ninguno

Ninguno

Oliva oscuro

(1 1/2 pn)

riento (1 )

Ningunoe
Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno
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dos semanas. la temperatura Sptima se determina al cabo de
5 df{as de cultivo y las acciones sobre la leche y la celulo~

gsa se obgervan después de un mes de cultivo.

TABLA II
(1) Utilizacién de fuentes de carbono: .
Fuentes de carbono Utilizacidn
D-arabinosa -
D-galactosa -
D-glucosa ++
Glicerol -
D-lactosa -
D-fructosa -
I-inositol -
D-manitol -
D-rafinosa -
L-ramnosa -
Sacarosa ++
Almiddén ++
D-=xilosa -
(2) Licuefaccidén de la gelatina Ligeramente positiva
(3) Accidn sobre la leche Peptonizada

(4) Descomposicidén de la celulosa  Ligeramente positiva

(5) Hidrélisis del almiddn Positiva

(6) pH 6ptimo para el crecimiento 6,8 = 7,5

(7) Temperatura éptima para el cre- 30 - 38%
cimiento

(8) Reduccidén de nitratos ’ Pogitiva.

(9) Formacidn de tirosinasa Negativa

(10) Formacién de pigmentos mela- Negativa
noides
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Ia variedad MK-70 es ﬁn meséfilo, que nuaca forma
un verdaderc micelio adreo cuando se cultiva en un medio de
dgar, pero forma esporas ¥nicas sobre el micelio substrato
y se ha encontrado por andlisis que la pared celular de es-
ta variedad contiene dcido meso-diaminopimélico. Por comsi-

guiente, la variedad MK-70 se congidera como una variedad del

género Micromonospora.

No se han establecido bases convincentes para la
clasificacién sistemdtica de las especies del género Iicro-
monospora. Por lo tanto, la clasificacién de los microorga-
nismos de este género se ha realizado hasta ahora mediante
una comparacién global de propiedades morfoldégicas y fisiold-
gicas, etc. Se han registrado tres variedades pertenccicntes

al género Micromonospora, a saber: Micromonospora echinosporg

subsp. echinospora NRRL-2985 (ATCC 15837), Micromomospora
echinospora subsp. pallida NRRI-2996 (ATCC 15838) y Micromo-
nospora echinospora subsp. Ferruginea NRRI~2995 (ATCC 15836)

que presenta espinas romas sobre la superficie de la espora.
Sin embargo, estas tres variedades de M, echinospora forman

egporas de color entre pardo oscuro y negro cuando se culti-
van en un medio de dgar-convencional y nunca presentan un co-
lor oliva como la variedad NK-70, Ias tres variedades de

M. echinospora pueden utilizar I-ramnosa, pero la variedad

MK~70 no puede. Ademds, las tres variedades pueden producir
dos sustancias activas, una de las cuales tiene actividad so-
lamente contra las bacterias Gram-positivas y un valor Rf de
0,4 a 0,5 en cromatografia de papel utilizando como desarro-
1lador n-butanol saturado de agua y el antibidtico Gentamicin
con un valor Rf de 0,C0. Por otra parte, la variedad MK~70

puede producir cuatro sustancias activas distintas, a saber:

Y
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una sustencia con actividad solamente contra las bacterias
Gram-positivas y con un valor Rf de 0,05 a 0,1 en cromatogra-
fia de papel utilizando el desarrollador antes mencionado;
wna sustancia con actividad solameate contra las bacterias

Gram-positivas y con un valor Rf de 0,00; la Fortimicina B, .,

con actividad contra bacterias Gram-positivas ¥y Gram-negatives

y con un valor Rf de 0,00 y la Fortimicina A que también es
activa contra las bacterias Gram-positivas y Gram-negaticas
ademds de presentar un valor Rf de 0,00, Como resulta evident
de lo.anterior, la variedad MK-T0 es diferente de las tres
variedades de M, echinospora.

la variedad MK-70 presenta un color entre oliva y
olive oscuro cuzndo se cultiva utilizandoe un medio adecuado
vara la formacidn de esporas ¥y produce_ un pigmento scluble
de color oliva en algunos medios. Entre las variedades del gé-

nero Micromonospora, hay algunas capaces de formar esporas

de color oliva, a saber: Micromonospora chalcea, Micromonospg

ra fusca, etc, pero estas se distinguen por el estado super-
ficial de las esporas, por el color de los pigmentos solu=~
bles, etec.

Otra especie de Micromonospora, es decir la Micro-

monospora coerulea habitualmente presenta un color azul ver-

doso y produce pigmentos solubles verde azulados. Los pigmen-
tos funcionan como indicador 4cido-base y, por lo tanto, son
diferentes dei pigmento de la variedad MK-70., Ademds, las es=
poras de M. coerulea son capaces de dispersarse en un estado
de racimo y las superficies de lés esporas son lisas,. Asi,
la M. coerulea se distingue de la variedad MK~-70.

Como ya se ha dicho, no hay ninguna variedad que

corresponda a la MK-70 entre las variedades del género
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Micromonospora hasta ahora registradas. Por lo tanto, la NK-

70 se considera una nueva variedad perteneciente al género

Micromonospora ¥y ha sido denominada Micromonospora olivoaste-

rospora. El nombre de esta especie procede de la formacidn de
esporas esféricas de color oliva con proyecciones. Como ya se
ha dicho, la variedad MX-70 ha sido depositada en la American

Type Culture Collection como Micromonospora sp. MK-70. Ia va-

riedad MK~70 también ha sido depositada en el Fermentation
Research Institute, Tokio, Japén, y ha recibido el nimero de
registro FERMP-n¢ 1560,

También se han aislado dos variantes de la Micromo-

nospors, olivoasterospora que son capaces de producir Fortimi-

cina A. Estas variantes difieren de la variedad tipo y vienen
la capacidad de utilizar D-galactosa, D-fructosa y D-xilosa.
Una variante presenta ademds un ligero color trigo cuando se
cultiva en diversos medios ya que carece de la capacidad de
formar esporas sobre el micelio. En otros aspectos, las varian
tes se parecen mucho a la variedad tipo. Estas dos variantes
también han sido depositadas en la American Type Culture Co-
llection y han recibido los nimeros de accesidén ATCC 31009 y
ATCC 31010, Estas variantes, asi como la variedad tipo estdn
libremente a disposicién del piblico.

Como en el caso de otras variedades de Actinomycetes

]

los microorganismos Utiles para poner en prdctica esta inven-

cién pueden experimentar una mutacidén por medios artificiales
tales como irradiacién ultravioleta, irradiacidén con Coso,

irradiacién con rayos X y diversos productos quimicos induc-
tores de mutaciones. Por consiguiente, cualquier variedad, in-
cluso aunque haya sido mutada, es apropiada para esta inveneid

siempre que tenga la capacidad dé producir Fortimicina A.
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tes del medio de cultivo, disminuye la produccidn simultdnea

- 70 -

En general, en el procedimiento de esta invencidn
pueden emplearse los métodos convencionales de cultivo de

microorganismos del género Actinomycetes. Asi, pueden empleal]

se varias fuentes nutrientes para el medic de cultivo. Ias
fuentes de carbono apropiadas son glucosa, almidén, manosa, -
fructosa, sacarosa, melazas, etc, solos o en combinacidn.
Ademds, pueden utilizarse hidrocarburos, alcoholes, dcidos
orgdnicos, etc, segin la capacidad de utilizacidn poseida pox
el microorganismo particular., Pueden utilizarse solas 0.ea
combinacidn fuentes de nitrégeno orgdnico e inorgénico, como
cloruro amdnico, sulfato aménico, urea, nitrato aménico, ni-
trato sédico, ete y fuentes de nitrdgeno naturales comc pep-
tona, extracto de carne, extracto de levadura, levadurs se-
ca, licor de infusién de mafz, harina de soja, cagaminodcido,
protefnas vegetales solubles, etc. Ademds, pueden afiadirse al
medio, si es necesario, sales inorgdnicas como clorurd s6di-
¢o, cloruro potdsico, carbonato cdleico, fosfatos de potasio,
etc. También pueden afindirse adecuadamente al medio materias
orgdnicas o inorgdnicas capaces de promover el crecimiento
del microorganismo y la produccidén de Fortimicina A. En ge-
neral, hemos encontrado gue cuando la produccidn de Fortimi-

cina A se aumenta mediante la alteracidn de los constituyen-

de otras sustancias activas.
Para este procedimiento el mds adecuzado es un méto—

do de cultivo 1liquido, especialmente un método de cultivo

agitado y sumergido. Es conveniente efectuar el cultivo a una

temperatura de 25 a 40°¢ y a wn pH aproximadamente neutro.

El antibiético de esta invencidn se forma y acumula en el 1i-

quido de cultivo habitualmente al cabo de 4 a 15 dias de cul-
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tivo. Cuando el rendimiento de Fortimicina A en el liqui&édde
cultivo alcanza un méximo, se interrumpe el cultivo y el anti
bidtico se aisla y purifica del liguido de cultivo obtenido
después de haber separado las células microbianas, por ejem-
plo por filtracidn. .

El aislamiento y la purificacién de la Fortimicina
A a partir del filtrado se realiza por los métodos habitual-
mente empleados en el aislamiento ¥ purificacién de produc-—
tos metabdlicos microbianos de los liguidos de cultivo.

Como la Fortimicina A es bdsica y es soluble en
agua pero escasamente soluble en los disolventes orgdnicos
habituales, el antibidtico puede ser purificado por ilvs méto-
dos normalmente empleados para la purificacién de los llama-
dos antibidticos bisicos solubles en agua. Mds especiiivamen-—
te, la Fortimicina A puede ser purificada mediante una combi-—
nacién apropiada de adsorcidén y desorcidén en resinas rambia-
doras de catidn; cromatografia en columna empleando celulo-
ga; Sephadex IH-20 (nombre comercial, producido por Pharmacia
Fine Chemicals Inc., U.S.A.); cromatograffa en gel de silice

y métodos similares.

Por ejemplo, el filtrado del cultivo exento de cé-
lulas se ajusta primero a un pH de 7,5 ¥ después se somete a
adsorcidén en una resina cambiadora de catidén como Amberlite
(nombre comercial, producido por Rohm and Haas Co., U.S.4A.)
IRC~50 (formé NH4+). Después de lavar con agua, se realiza
la elucién con amoniaco acuoso 1N. Ia fraceién activa se con-
centra a presidén reducida y después se pasa por una columna
de resina cambiadora de anién, como Dowex (nombre comercial,
producido por Dow Chemical Co.y U.S.A.,) 1x2 (forma OH ). Ias

gustancias adsorbidas se eluyen con agua y las fracciones ac-

¥
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tivas eluidas se recogen y concentran a presién reducida, con
lo_que se obtiene un polvo crudo que contiene Fortimicina A

y otros componentes activos. Después el polvo crudo se disuels

ve en agua. El pH de la solucidn acuosa se ajusta a 5,0 con
deido sulfirico 2N y después se pasa por una columna de car-.
bén activo. Ias sustancias activas se adsorben asi sobre el
carbén. Después de lavar la columna con agua para separar las
impurezas, se realiza la elucidn con dcido sulfrico 0,2N,
las fracciones activas eluldas se recogen y pasan por'una-co—
lumna de una resina cambiadora de anién como Dowex 44 (forma
OH™) para su neutralizacidn. Despuds el efluente se lioriliza
para obtener un polvo crudo que contiene Fortimicina 4 en for+
ma de base libre.

Como método para aislar la Fortimicina A del polvo
crudo se utiliza, por ejemplo, la cromatografia en gel de si-
lice, Como desarrollador, se emplea la capa inferior de una
mezcla de cloroformo, isopropanol y amoniaco acuoso (2¢1:1).
Mds especificamente, el polvo crudc se disuelve en el disol~
vente desarrollador, se introduce en una columnz de gel de
s{lice y se desarrolla con el mismo disolvente., Ia primera
fraceidn activa contiene--Fortimicina B, Otros componentes tra-
za son elufdos en las fracciones sucesivas y después la For-
timicina A se eluyg en fracciones que cubren un amplic inter-
valo. las fracciones que contienen Fortimicina A se recogen
y concentran a presién reducida. Después de liofilizar el con-
centrado, se obtiene un polvo blanco que comprende la base del
antibidtico., El preparado asi obtenido de Fortimicina A tiene
una pureza relativamente alta. Sin embargo, el preparado estd
algunas veces contaminado con impurezas y, en tal caso, se s0-

mete a cromatografia en columna de celulosa con una mezela di
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solvente de n-butanol, piridina, dcido acético y agua (6:4:2:4
como desarrollador, Ias fracciones activas obtenidas asi se
recogen y concenfran a presién reducida, con lo que se obtie-
ne un preparado puro de Fortimicina A. Cuando la, impureza es
una .sustancia positiva en el ensayo ninhidrina, la separacidn
de la misma puede efectuarse por cromatografia en columna de
carboximetilcelulosa, Mds especificamente, se pasa una solu-~
cidén del polvo crudo de Fortimicina A a través de una columna
rellena con carboximetilcelulosa (forma aménica). Ias sustan-
cias activas son adsorbidas sobre la carboximetilcelulosa.
Después de lavar bien la columna con agua para separar ia ma—
yorfa de los pigmentos y de las sales inorgédnicas, se realiza
la elucién con bicarbonato aménico 0,2N, Ias fracciones &acti-
vas asi purificadas de Fortimicina A se recogen y liofilizan.
En los procedimientos de purificacién citados; las
fraceiones activas de Fortimicina A se determinan mediante

cromatografia de papel ascendente utilizando papel de filtro

Whatman n? 1. ELl desarrollo se realiza a la temperatura ambien

te durante 10 a 15 horas, utilizando la capa inferior de wna
mezecla disolvente de cloroformo, metanol y amoniaco acuoso al
17 % (2:1:1). El valor Rf-de la Fortimicina A en el cromato-
grama de papel es alrededor de 0,37,

Ia Fortimicina A es un polvo blanco bdsico. Los valg
res del anélis;s elemental encontradosson: C, 50,2 %; H, 8,67
N, 17,5 %y 0, 23,6 %. El peso molecular es 405 (calculado ba-
séndose en los resultados obtenidos por espectrometria de ma-
sas de alta resolucién). Por consiguiente, se considera que la
férmule molecular es C;;HgN;0g. los valores del andlisis elg
mental calculados son: G, 50,4 %; H, 8,64 %; N, 17,3 %y 0,

23,7 %. E1 punto de fusidn es superior a 200°¢ (con descompo-

S
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sicién).

Ia Figura 1 ilustra el espectro de absorcién ultra-
violeta de una solucidn acuosa de Fortimicina A. El espectro
no revela ningin mdximo de absorcidn caracteristico entre
220 y 36Q mp y muestra simplemente una absorcién terminal.

Ia rotacidn éptica de la base libre de Fortimicina
A es ba%5 = +26° (e = 0,2, H20).

Ia Figura 2 ilustra el espectro de absorcidén infra-
rrojo de 1a Forbimicina 4. Como resulta evidente en la Tigu-
ra, la fortimicina A presenta picos a las siguientes longi-
tudes de onda (em™'):

3400,- 2900, 1625, 1570, 1480, 1390, 1340, 1100,

1030,

Ia base libre de Fortimicina A es muy soluble on
agua, también es soluble en metanol y ligeramente soluble en
etanol y acetona pero es insoluble en disolventes orgéﬁicos
como cloroformo, benceno, acetato de etilo, acetato de buti-
lo, éter etflico, butanol, éter de petréleo, n-hexano, etc.

Ia Fortimicina A da reacciones positivas en el en-
sayo con ninhidrina y en el ensayo con penmanganato potdsico
¥ reacciones negativas en“ei ensayo de Elson-Morgan y en el
ensayo con biuret.

Basédndose en los estudios realizados sobre el anti-
bidtico, actualmente se cree que la Fortimiecina-A presenta -

la siguiente estructura quimica:
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CH
3
CH-NH, NH, OH
0
0 0CH,
OF N-CH .
2 | 3
<‘:o
CH,NH,

Sin embargo, debe entenderse que la estructura qui-
mica anterior no estd confirmada y la naturaleza e identifi-
cacidn-.de la Fortimicina A debe realizarse de acuerdo con los

procedimientos anteriores.

Los valores Rf de la Fortimicina A obtenidos_éomo
resultado de la cromatografia de papel y de la cromatografia
en capa fina empleando diversos desarrolladores se encueatran
en las siguientes Tablas III, IV y V. Estos valores se compa-
ran con los valores Rf de diversos antibidticos similares de-
sarrollados de la misma manera.

TABLA IIT

Valores Rf de la Fortimicina A en cromaiograffa de papel as-—

cendente (a 28°C)
- Periodo dede

Desarrollador Valor Rf sarrollo(horas)
Cloruro aménico al 20 % 0,96 3
n-butanol saturado de agua 0,00 15
n-butanol-dcido acético-agua (3:1:1) 0,06 15
Acetato de etilo saturado de agua 0,00 4

n-butanol saturado de agua contenien
do 2 % (peso/volumen) de dcido p-
toluensulfénico y 2 % (volumen/vo-
lumen) de piperidina 0,04 15

]
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Desarrolladorg Antibidtico Valor Rf °
I Fortimicina A 0,74
I Gentamicina C compleja 0,71
I Gentamicina C, 0,71
IT Fortimicina A 0,37
IT Gentamicina C compleja 0,06-0,16
II Gentamicina C, 0,08-0,14
&

TABLA IV

Valores Rf de la PFortimicina 4, Gentamicina C compleja y Gen-

tamicina 02 en cromatografia en capa fina sobre gel de sili-

ce (desarrollado a la temperatura ambiente durante 3 horas)

Desarrollador I: Ia capa superior de la mezcla de clorofore
mo, metanol y amoniaco acuoso al 17 %
(2:1:1 en volumen)

Desarrollador II: Acetato aménico al 10 % y metanol (1:1 en
volumen). '

TABIA V

Valores Rf de antibibéticos conocidos en cromatografié de pa-

pel ascendente utilizando como desarrollador la capa inferiox

de una mezela de cloroformo, metanol y amoniaco acuoso al

17 % (2:1:1) (desarrollada a la temperatura ambiente durante

" 12 horas)
Antibiético Valor Rf
Estreptomicina A - 0,02
Estreptomicina B 0,00
Bluensomicina 0,01
Ribostamicina 0,00
Lividomicina A 0,00
ILividomicina B 0,03
Lividomicina D 0,02

Espectinomicina 0,45
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TABIA V (continuacidn)
Antibidtico
Kasugamicina
Butirosina A
Butirosipa B
Higromicina B
Gentamicina A
Gentamicina B
Gentamicina C1a
Gentamigina 01
Gentamicina 02
Sisomicina
Neomicina A
Neomicina B
Antibidtico n? 460
Neomicina C
Kenamicina A
Kanamicina B
Kanamicina C
Paramomicina
Nebfamicina comple ja
Tobramicina
Apramicina
Nebramicina fgctor 4
Nebramicinag faz2tor 5
Miomicina
b4
X&-70-4%% (Portimicina 3)
XK=-70-1 (Portimicina A)
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X
Un nuevo antibiéticc descritc en la solicitud de patente

~ estadounidense némero de serie 364,058, presentada el 25
de Mayo de 1973.

bia'g
Un nuevo ar.fibidticc descrito en 1z solicitud de patente..

estadounidense ntmero de serie 458.422, presentada el 5 de
Abril de 1974.
Los espectros antibacterianos de la Fortimicina A
frente a diversos micrborganismos por el método de dilucidn

en 4gar (pH 8,0) se encuentran en la siguiente Tabla VL,

TABLA VI
Concentracidn minima

Microorganismo ensayado de irhibicid (Y/ml)
Streptococcus faecalis ATCC 10541 10
Bacillus subtilis n® 10707 0,02
Bacillus cereus ATCC 9634 0,6
Bacillus cereus var. mycoides ATICC 9463 0,6
Staphylococcus aureus ATCC 6538%P 0,04 ‘

Staphylococcus aureus KY 8942 (resistente a
1z Kanzmicina, Paromomicina, Streptomici-
cina, Gentemicina y Nebramicina 10

Staphylococecus aureus KY 8950 (resistenfe a
1z Streptomicina, Tetraciclina, Penicili-
na y Sulfonamida 143

Staphylococcus aureus KY 8953 (resistente a la
Streptomicina, Kanamicina, Paromomicina, Te
traciclina, Neomicina, Kanamicina B y Eri-
tromicina) 143

Staphylococcus aureus KY 8956 (resistente a la
Streptomicina, Paromomicina, Tetraciclina,
Eritromicina y Oleandomicina) 0,32

Staphylococcus aureus KY 8957 (resistente al

Cloranfenicol, Streptomicina, Kanamicina B,
Tetracicling y Paromomicina) 0,32

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 0,08
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TABIA VI (continuacidn)

Concentracidn minima de

Microorganismo ensayado inhibieidn (Y/ml)
Escherichia coli ATCC 26 0,16
Escherichia coli KY 8302 (resistente al

Cloranfenicol, Streptomicina, Kanami- N

cina, Paromomicina, Tetraciclina y Es

pectinomicina) 0,26

Escherichia coli KY 8310 (resistente al
Cloranfenicol, Streptomicina, Kanami
cina, Gentamicina , Kanamicina B,
Paromomicina, Tetraciclina y Especti-
nomicina ) 0,13

Escherichia coli KY 8314 (resistente a
Ta Streptomicina) 0,26

Escherichia coli KY 8315 (resistente a la
Streptomicina, Kanamicina, Paromomici-
na y Neomicina) 0,13

Escherichia coli KY 8327 (resistente a la
Kanamicina, Gentamicina, Sisomicina y
Tobramicina) 0,13

Escherichia coli KY 8331 (resistente a la
namicina, Ribostamicina, Neomicina,

Paromomicina y Iividomicina) 0,3
Escherichia coli KY 8332 (resistente.a la

Ranamicina y & la Tobramicina) 0,3
Pseudomonas aeruginosa BMH n? 1 5
Pseudomonas aeruginosa KY 8510 (resistente

a la Kanamicina, Kanamicina B, Tobrami-

cinz, Gentamicina C,r ¥ Ribostamicina) 5
Proteus vulgaris ATCC 6897 0,16
Proteus vulgaris KY 4296 (resistente al dei

do nalidixico) 0,41
Proteus vulgaris Abbott JJ, KY 4295 0,8
Proteus mirabilis Finland 9

KY 4293 0,8

Proteus mirabilis n2 825 KY 4292 0,41
Proteus mirabilis n? 39 KY 4290 0,8
Proteus morganii Jenkins KY 4298 146

Proteus rettgeri Booth KY 4288 0,8
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TABLA VI (continuacién)

Concentracidén minima de

Microorganismo ensayado inhibieidn (Y/ml)
Proteus rettgeri Hambrook KY 4289 0,41
Shigella sonnei ATCC 9290 0,3
Salmonella typhosa ATGC 9992 0,08 B

Es evidente en lo que antecede que la Fortimicina A
presenta una amplia gama de actividad contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas y también ejerce uma intensa actit

vidad antibacteriana contra Staphylococcus aureus y Escheri-

chia coli que son resistentes a diversos antibidticos cono-
cidos. Especialmente, la Fortimicina A se caracteriza por
presentar una intensa actividad antibacteriana contra micro-—

organismos de Escherichia coli y Staphylococcus aureus nor-

malmente resistentes a la Kanamicina, Gentamicina, Tobramici+
na y similares y también una actividad antibacteriana satis-—
factoria contra las bacterias del género Proteus. Se ha en-

contrado que cuando se utiliza en la térapia de diversas en-
fermedades infecciosas causadas por las bacterias antes men-
cionadas, la Fortimicina A exhibe notables efectos terapéuti-

cos., IEn este aspecto, se han realizado ensayos in Vivo en ra-

tones infectados intraééritonealmente con Pscherichia coli
Juhl KY 4286, Los ratones asi infectados sé trataron con di-
versas concentraciones de Fortimicina A por infeccién subcu-~
tdnea., Como resultado, se ha determinado que la DE50 de la
Fortimicina A es de 6 mg/kg. A la vista de su excelente acti-
vidad antibacteriana, esta sustancia, Fortimicina &, se con-
sidera Util en el tratamiento médico como sustancia antibac-
teriana. Ademds, dado su amplio espectro antibécteriano, la

Fortimicina A también puede se® Util como agente antibacterig
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Ia comparacién de la Fortimicina A con otros antibid-
ticos ilustra todavia mds su novedad. Como antibidéticos bdsi-

cos solubles en agua, producidos por microorganismos del gé-

~

nero Micromonospora, c¢on un amplio espectro antibacteriano,
podémos éitar aﬁtibidticos tales como Gentamicina [M.J. Weins+
tein y colaboradores: Antimicrobial Agents and Chemotherapy
1963, pdg. 1; D.J. Cooper y colaboradores; J,Infect., Dis.,
119, 342 (1969); y J.A. Waitz: Antimicrobial Agents and Chemo+
therapy 2, 464 (1972)], Antibiético n® 460 (publicacibn de pad
tente j;ponesa n? 17153/71), Sisomicina [M,J, Weinstein y co-
laboradores: J.Antibiotics, 23, 551, 555, 559 (1970}, XK-62-
(solicitud de patente estadounidense nimero de serie 3564.058,
presentada el 25 de Mayo de 1973), Fortimicina B (solicitud
de patente estadounidense ntmero de serie 458.422, presentada
el 5 de Abril de 1974), etc. Sin embargo, como resulta evidens
te en la Tabla V, los valores Rf de la Gentamicina A, B, C1a
y ¢, son 0,00, 0,00, 0,18 y 0,59 y el de la Fortimicina A es
0,37. Por lo tanto, la Fortimicina A es diferente de estas
gentamicinas. Por otra parte, el valor Rf de la Gentamicina
C, es 0,38 y el de la Fortimicina A es 0,37. Estos valores
son muy préximos. Sin embargo, los valores Rf de la Genftamiciy
na C, y de la Fortimicina A medidos en cromatografis en capa
fina de gel de silice, utilizando el desarrollador IIL, son
respectivamenfe 0,08-0,14 y 0,37. Por consiguiente, la Forti-
micina A es diferente de la Gentamicina 02. Ademds, cuando se
compara con el Antibiético n? 460, la Sisomicina, el XK-62-2
y la Fortimicina B, es evidente que la Fortimicina A difiere
de estos antibiéticos ya que los valores Rf del Antibidtico

n? 460, de la Sisomicina, del XK-62-2 y de la Fortimicina B
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mostrados en la Tabla III son respectivamente: 0,01, 0,18,
O,{9 y 0,65, mientras que el correspondiente valor Rf de la
Foi%imicina A es 0,37.

Como antibidticos bdsicos, solubles en agua, produ=-

cidos por microorganismos de Actinomycetes distintos de los

N

del género Micromonospora, que tienen un amplio espectro anti+

acteriano, podemos citar antibiéticos como la Estreptomicina,
Ribostemicina, Lividomicina, Espectinomicina, Kasugamicina,
Neomicina, Kanamicina, Nebramicina, Paromomicina, etecs Ia

Fortimicina A difiere considerablemente de estos antibidticos

en propiedades fisicas y quimicas. De los valores Rf en cromaq
tografia de papel indicados en la Tabla III resulta eviaente
que la Fortimicina A es diferente de estos antibidéticos cono-
cidos.

Como la Fortimicina A contiene grupos bdsicos, puede

existir en forma de sales de adicién de 4ecido. Por consigﬁien-
te, esta.invencién considera las sales de adicidén no tdxicas

y famacéuticamente aceptables del antibidtico, inclufdas las

sales de adicién de 4cidos minerales como hidrocloruro, hidro
bromuro, hidroyoduro, sulfato, sulfamato y fosfato y las sa-
les de adicién de deidos_orgdnicos como maleato, acetato, ci=

trato, oxalato, succinato, benzoato, tartrato, fumarato, ma-

Ia préctica de ciertas realizaciones especificas de
1la invencidn es ilustrada mediante los siguientes ejemplos

representativos.
EJEMPLO 1

En este ejemplo, se emplea Micromonospora olivoaste-

rospora MK-70 (ATCC 21819) (FERN-P n? 1560) como variedad de

giembra. Se inoculan 4 ml de la variedad de siembra en 10 ml
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de un medio de siembra que contiene 2 % de glucosa, 0,5 % de
peptona, 0,5 % de extracto de levadura y 0,1 % de carbonato
cdleico (pH 7,5 antes de la esterilizacién) en un tubo de
ensayo de 50 ml, El cultivo se realiza a 30°C durante 5 dias.
Degpués_ se inoculan 10 ml del caldo de cultivo de siembra en
30 ml de un segundo medio de siembra contenido en un Erlenme-
yer de 250 ml, Ia composicidén del segundo medio de siembra
es la misma que la del primer medio. El segundo cultivo de
51embra se realiza a 30°C durante 2 dfas, con sacudidas,

.. -Después se inoculan 30 ml del segundo caldo de cultiv
de siembra en 300 ml de un tercer medio de siembra contenidos

en un Erlenmeyer de 2 litros provisto de tabiques. Ia composi

eidn del tercer medio de siembra es la misma que la del primer

medio de siembra. El tercer cultivo de siembra se realiza a
30°C durante 2 dfas, con sacudidas y se inoculan 1,5 11308
del tercer caldo de. cultivo de siembra (correspondientes al
contenido de % matraces) en 15 litros de un cuarto medio de
giembra contenidos en un fermentador vibratorio de vidrio de
30 litros. Ia composicién del cuarto medio de siembra es la
misma que la del primer medio de siembra. El cultivo en el
fermentador vibratorio se realiza a 37°C durante 2 dfas, con

aireacién y agitacién (revoluciones: 350 rpm; aireacidn: 15

;l/hinuto). Después se inoculan 15 litros del cuarto caldo de

cultivo de siembra en 150 litros de un medio de fermentacién
principal en un fermentador de 300 litros, El medio de fer-
mentacién principal comprende 4 % de almidén soluble, 2 % de
harina de soja, 1 % de licor de infusién de maiz, 0,05 % de
K,HP0,, 0,05 % de Mgso4.7H20, 0,03 % de KC1 y 0,1 % de CaCO,
(pH 7,5 antes de la esterilizacién). El cultivo en el fermen-

tador se lleva a cabo & 37°C durante 4 dfas, con aireacién y
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“15

agitacién (revoluciones: 150 rpmj aireacidén: 80 l/minutoft

]
7

Una vez completado el cultivo, el caldo de femmenta-

cién resultante se ajusta a pH 2,5 con deido sulfirico concen:
trado y se agita durante 30 minutos. Después ge afiaden unos

7 kg de un auxiliar de filtracién, Radiolite n? 600 (produc~
to de Showa Kagaku Kogyo Co.; Itd,, Japén) y las células mi-
crobianas se separan por filtracién, EL filtrado se ajusta '
a un pH de 7,5 con hidréxido sédico 6N y se pasa por una co=
iumna rellena con unos 20 litros de una resina cambiadora de
catidn,. Amberlite IRC-50 (forma eménica) y se desprecia ei
efluente. Ias sustancias activas estdn adsorbidas en larre-
sina. Degpués de lavar la reéina con agua, las sustancias ac-
tivas adsorbidas se eluyen con amoniaco acwoso 1N. la activi-

dad del eluato se determina mediante un método de disco de

papel, utilizando una placa de dgar de Bacillus subbilis

n? 10707. Se recogen las fracciones activas y la mezcla se

da. El concentrado se pasa por uma columna rellena con 500 ml
de uma resina cambiadora de anidn, Dowex 1x2 (forma OH ). Deg
puds se pasen a través de la columna alrededor de 2 litros de
agua, con lo que las impurezas son eliminadas y 1&5 sustan-
ciss activas son elufdas., Ias fracciones activas asi obteni-
das se recogen y qoncentran hasta unos 100 ml bajo presidén
reducida y el concentrado resultante se pasa por wa columnsa,
rellena éon unos 50 ml de carbén activo en polvo. las sus-
tancias activas son adsorbidas en el carbdén en polvo. Después
la columns se lave con agua y se desprecian el efluente y el
agwe de lavado, Después las sustancias activas adsorbidas se

eluyen con 4eido sulfirico 0,2N. Ia actividad del eluato se

determina por el método del disco de papel utilizando Bacillug
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subtilis y se recogen las fracciones activas. Ias fracciones
agi obtenidas se pasan por una columna de Dowex 44 (forma
OH™) y las sustancias activas se eluyen con agua. Ias frac-
ciones activas se recogen de nuevo y se concentran hasta
unos 59 ml. El concentrado asi obtenido se liofiliza con lo
que se obtienen'alrededor de 32 g de un polvo crudo que con-
tiene Fortimicina A. EL polvo crudo presenta una actividad
de 575 unidades/mg (la actividad de 1 mg de un producto puro
corresponde a 1000 unidades).

e Despuds se colocan 10 g del polvo'crudo en forma de
cape delgads y uniforme sobre 500 ml de gel de silice intro-
ducidos en una columma de vidrio. Ia columna de vidrio se
prepara suspendiendo el gel de s{lice en un disolvente de la
cape inferior de una mezcla formada por cloroformo, isopropary
nol y amoniaco acuoso al 17 % (2:1:1 en volumen) y después
empaquetando la suspensién apretadamente en la columna en
forma de caps uniforme y a continuvacién lavando con el mis-
mo disolvente. Después de colocar el polvo crudo en la par-
te superior de la columna, se realiza la elucién con el di-
solvente antes descrito, vertiéndolo gradualmente en la co-
lumna desde su parte superior y a continuacién se lleva a
cabo la elucién a un caudal de unos 50 ml/hora. El eluato
se obtiene como fracciones de 20 ml cada una y la actividad
de cada fraccidn se determina por un método de disco de pa-
pel, la Fortimicina B es elufda en primer lugar. Después se
obtienen fracciones que contienen Fortimicina A. Ias frac=
ciones activas se someten a cromatografifa de papel y las
fracciones que contienen Fortimicina A se recogen y concen-
tran a presién reducida para separar por completo el disol-

vente, Despuds se disuelve el concentrado en una pequefla cany
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tidad de agua. Después de liofilizar la solucidn, se obtienen

alrededor de 1,8 g de. un preparado purificade de la base li-

bre de Fortimicina A. Ia actividad del preparado es alrededor
de 9%0 widades/mg.

EJEMPIO 2 -

En este ejemplo se utiliza la misma variedad de siem-

bra y los mismos cultivos de siembra desde el primero al cuap

to. Cbmo medio principal de fermentacién, se emplea un medio

con la siguiente composicién:

Ebios (levadura en polvo desecada,
producida por Tanabe Farmaceutical

Co., dapén 3%
K, HPO, 0,05 %
1gS0, . TH0 0,05 %
Kci 0,03 %
CaCo, 0,1 %

‘El cultivo se realiza de la misma manera que'eﬁ‘él
Ejemplo 1. El aislamiento de un polvo crudo conteniendo For-
timicina A se lleva a cabo de la misma forma que en el Ejem-
plo 1, con lo que se obtienen alrededor de 63 g de un polvo
crudo con una actividad 'de unas 650 unidades/mg. Se purifica

el polvo crude por el método del Ejemplo 1, con lo que se

una actividad de umas 850 unidades/mg. El preparado asi obte-]
nido es purificado ademds mediante cromatografia en columna
de celulosa; Especificamente, el preparado se coloca en for-
ma de capa delgada y uniforme sobre unos 500 ml de celulosa
en polvo (Avicel, Funakoshi Yakuhin Co,, Ltd.) introducidos
en una columna de vidrio. la columna se prepara suspendiendo

la celulosa en polvo en una mezcla disolvente de n-butanol,
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dcido acético, piridina y agua (6:2:4:4)., Después la suspen-—
gidn se rellena apretadamente en la columna de vidrio como
capa uniforme y a continuacidén se lava bien con el mismo di-
golvente. Después de colocar el preparado en la parte supe-
rior de la columna, se efectia la elucién con el mismo disole
vente vertiéndolo gradualmente en la columna desde la parte
superior y después continuando la elucién a un caudal de

1 ml/minuto aproximadamente. El eluato se obtiene como frac-
ciones de 10 ml cada una y la actividad de cada fraccidén se
determina mediante un método de disco de papel. Ias fraécio-

nes activas se recogen y concentran a presién reducida para

separar completamente el disolvente. El concentrado se disuelt

ve en una pequefia cantidad de agua. Después de liofilizar la

solucién, se obtieneh alrededor de 9 g de un preparado puri-

ficado de la base de Fortimicina A, Ia actividad de este pre-
parado es de 980 wnidades/mg.

EJENPIO 3

En este ejemplo, se utiliza la misma variedad de siem|-

bra y los mismos cultivos de siembra desde el primero al cuar
to del Ejemplo 1. Como medio de fermentacién principal, se
emplea un medio con la siguiente composicidn:

Almiddén soluble 4 %

Casaminodcido (un hidrolizado dcido de
" casefna, producido por Difco Iabs.

U.8.4) 3%
K2HPO4A 0,05 %
MgS0, . TH,0 0,05 %
KC1 0,03 %
CaC0, 0,1 %

El cultivo, el aislamiento y la purificacién de la

Fortimicina A se realizan de la misma manera que en el Ejem—

T
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u<'n;;g;¢ﬁ
plo 1, obteniéndose alrededor de 18,5 g de un prepar_ad’g 71;? 1=
ficado de Fortimicina A con una actividad de unas 9%5 unida-
des/mg.
EJEMPIO 4

. En este ejemplo, un caldo de cultivo obtenido efeciua;
do la fermentacidén de la misma manera qﬁe en el Ejemplo 1, se
somete a cromatografis de papel para confirmar la presencia,
en cantidades importantes, de Fortimicina A. Después el cal-
do se trata de la misma manera que en el Ejemplo 1 pérg obte-
ner un, polvo crudo que contiene Fortimicina A, A continuacién
se disuelven 3 g del polvo crudo resultante en 5 ml de agua
¥ la solucidén se vierte en una columna rellena con uﬁos 200 m]
de carboximetilcelulosa (forma amdénica). A continuacién, se
pasan a través de la columnz unos 1000 ml de agua con o que
las sustancias activas son adsorbidas sobre la carboximetil-
celulosa y la mayor parte de los pigmentos y sales inorgdni-
cas no adsorbidos son eliminados. Después se realiza{la'elue
cién con wna solucién reguladora 0,2M de dcido citrico-deido
fosférico (pH 3,0) a un caudal de unos 50 ml/hora y el elua-
to se recoge como fracciones de 10 ml cada una. Ila actividad
de cada fracecién se determina por un método de disco de pa=-
pel. Ias fracciones activas se someten a cromatografia de'pa—
pel y se recogen las fracciones que contienen Fortimicina 4.
Ias"fracciongs de Fortimicina A se pasan por una columna de
Amberlite CG-50 (forma H+) con lo que las sustancias activas
son adsorbidas sobre la resina. Después de lavar la columna
con agua, se realiza la elucidn con deido clorhidrico 0,5N,
Se recogen las fracciones activas y después se pasan por una
columna de Dowex 44 (forme OH ) para su neutralizacién, E1

efluente resultante se liofiliza con lo que se obtienen unos
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560 mg de 1a base libre de Fortimicina A. I actividad /A
producto es alrededor de 985 unidades/mg.

EJEMPLO 5

En este ejemplo, se utiliza como variedad de siem-

bra_Micrpmonoqura olivoasterospora Mm 744, KY 11067 (FERM—P\
n? 2193, ATCC 31009). Del primero al cuarto cultivo de siem-
bra se realizan de la misma forma que en el Ejemplo 1, em-
pleando un medio de siembra que contiene 2 % de glucosa,

0,5 % de peptoaa, 0,3 % de extracto de levadura, 0,1 % de
carbomato cdleico (pH: 7,2 antes de la esterilizacidén). Des-
pués se inoculan 15 litros del cuarto caldo de cultivo de
giembra en 150 litros de un medio de fermentacidén principal

contenido en un fermentador de acero inoxidable de 300 litrosg)

R

El medio de fermentacidén principal estéd constituldo por 2

o

de almiddén soluble, 0,5 % de harima de soja, 2 % de glucdsa,

)
1 % de licor de infusién de mafz, 1 % de extracto de levadu-
ra, 0,05 % de K HPO,, 0,05 % de MgS0, . TH,0, 0,03 % de KCi

y 0,1 % de CaC0, (pH: 7,0 antes de la esterilizacidén). El
cultivo se realiza a 30°C durante 4 dfas, con aireacién y
agitacién(revoluciones: 150 rpm; aireacidn: 80 1/minuto). Unal
vez completado el cultiva, se obtienen del caldo de fermenta-
cién, de la misma manera que en el Ejemplo 1, alrededor de
42 g de un polvo crudo que contiene Fortimicina A. la activie
aad del polvo crudo es alrededor de 560 unidades/mg. El pol-
vo crudo asi Sbtenido se somete después & purificacién como
en el Ejemplo 1, con lo que se obtienen unos 6,8 g de la ba-

ge libre de Fortimicina A, Ia actividad del producto es alre

dedor de 975 unidades/mg.
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EJEMPIO 6
En este ejemplo se utiliza como variedad de siembra

el Micromonospora olivoasterospora MK 80, KY 11055 (FERM~P

n? 2192, ATCC 31010), la variedad de siembra se cultiva para
sembrar en cuatro fases como en el Ejemplo 1, empleando un _
medio de siembra constitufdo por: 1 % de glucosa, 1 % de
almidén soluble, 0,5 % de extracto de levadura, 0,5 % de pep-
tona y 0,1 % de carbonato cdlcico. (pH: %,O antes de la es-
terilizacidn). E1 caldo de cultivo de siembra procedente del
cuartp cultivo de siembra se inocula después en un medio de
fermentacidén principal como en el Ejemplo 1. Sin embargo, en
este ejemplo se usa el medio de fermentacidn del Ejemplc 5.
A partir del caldo de fermentacién principal resultanve se
obtienen unos 52 g de un polvo crudo que contiene Fortimicina
A, siguiendo el mismo procedimiento del Ejemplo 1. Ia activi-
dad del polvo crudo es alrededor de 530 unidades/ma. El pol~
vo crudo asi obtenido se somete después a purificacidén de la
misma forma que en el Ejemplo 1, con lo que se obtienen alre-
dedor de 9 g de la base libre de Fortimicina A, Ia actividad
del producto es alrededor de 980 unidades/mg. )

En resumen, la Patente de Invencién que se solicita
deberd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1l.- Un procedimiento para la produécién del antibif
fico»Fortiﬁicina A caracterizado por
(a) un peso molecular de 405;
' (b) la férmula molecular: 017H35N506;
— (c¢) un espectro de absorcién ultravioleta esencial-
mente como el mostrado en ‘'la Figura 1;

(d) un espectro de abosorcidn infrarrojo esencial-
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mente como el mostrado en la Figura 2;
y sus sales de acido farmacéuticamente aceptables; cuyo pro
cedimiento consiste en cultivar un microorganismo pertene-

ciente al género Micromonospora que tiene la capacidad de

producir Fortimicina A en un medio nutriente a una tempera-:
tura comprendida entre 25 y 402 C, a pH eproximadamente neu
tro, .acumular Fortimicina A en dicho medio y recuperar dicho
antibidtico del medio.

2.- Un procedimiento segim la Reivindicacién 1, donj
de dichg microorganismo es un miembro de la especie Micromo-

nospora olivoagterospora. -

3.~ Un procedimiento segln la Reivindicacién 2, don
de dicho microrganismo estéd seleccionado entre el grupo for|

mado por Micromonospora olivoasterospora ATCC 21819, Micromo

nospora olivoasterospora ATCC 31009 y Micromonospora olivoas

terospora ATCC 3%1010.

' 4,- Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencibén que se solicita: UN
PROGEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DEL ANTIBIOTICO FORTIMICINA
A.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva'que consta de treinta y una pé-

ginag mecanografiadas f dibujos adjuntos.
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