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RIA DESC

Esta invencidn se refiere a wn mntibidtico (denoni
nado a continuncifn “Antibidtide G-6302")s a oul pales y, en

su aspeoto reivindicado, o wn mitodo para producirlog. = = =

Con ol £in de hallar nugvos antibidticos, loa in-
ventores aislarcn un gren ndmero de miorcorganisnos proceden
tos de mientras do suslo o investigarch los sntibiéticos qué,
producian tales microcrganismos. Ia mvastigaciéh demostrs
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que algmos de estos microorganiomos elaborerfan un nuevo g
tihidticn, quo £8tos microorganiomon M &l ginero
Posudomonas v que, al culbiverlos en wa nedlc de cultivo sig
cuado, estos microorgmuismos coumlarfon wn satitdSvico que
inhibe las bteoterias grampositivas y gramegativas. Los ine
ventores aislaron este mtididtico y, tasdndose ok sus pro=
pioades fisicoquinicas y biolégiome, cstableciercn que emts
mtibittico ea wm antididtico nuevo. Por ello lo designaron
cont YANSILLAGI00 GebI02Me w o = o o o - - -

S5 cotudisron también las condiciones pars 1 pro=-
duccifn del Antidistico G-6302 y ma desoubrid que Im produc-
pida de Antibidtico (=6302 podfa mmentarse signilicativamen
te por cultivo de cualquiers da ostos microorganisscs i W
medio de cultivo splemsntalo oon un ompuestc de asulve gue
sl micvooxganieno eoa capas de utilisar. Batos descubrimicn-
tos fuarcn meguidos por ulterior investigecifn qua culming
m la presenis ivencidne sr v e v e s v vs v e ncanmnw

B la presente doscripoiln y en las yeivindieacioe
nas qua formen parte de emts molisitud, ol Ankibidtico
Maozummmm,ummuq
ORdR, DOMO MWIE302W, w o W W @ dm .-

Por ello la invenoidn oe reflere, de munere gebe-

m, g‘&pwunnq--unﬁ&mn«uﬂunﬂ&uumu

{1) EL Antidsétioo G-6302 y s sales; y (2) un método para
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producir Antibidtico (-6302 caractorizalo por culsivar wn mi

croovganiamo qus pertotiece al glterc Dogudomonan ¥ que es of

- pas de produscir ntibiétice 0=8302 en un medio de culiive de

modo que Se tonga Antibibtico G-6302 elaboralo y acumilado
en el caldo cultivade y en recupsrar el sntibidtino, = - -

Ta cepa profuctora del AntibiStico G-6302 empleads
segfin asta invensidn pusds ser cualquier caps becterdana del
génoro Psgylomengs son la Unica oundicifn de que son capas
ds elaliorar Antibitico Gw6302. Como ojemplo de tal cepa pug
de mencimarse la cepa Zsgulomonns 0=6302 (desominade & coue
tinuacifn, a veoss, "eef:a G=6302%) que fue aisladn por los
inventores a partir de musstras de suelo recogidas gn
AshigargeShimo=0un, distrito do Ranogawa, Jupldne =« = » - =

- las caracterfatioan banﬂterialﬁsieaa ds la copa
G-5302 4¢ Pggudomenag son come 8¢ indica s continumeiln, - -

(a) Horfologias

Doapule Go 2 dfas o un "alanth de agar mutriento
a 2890, las cflulas son barriformes de wn didmetro ds 0,7 &
1,04 y do wa langltud ds 037 & 355 Mk Sin polinorfimmo,
wéviles con flagelos polares ¢ con wn flagelo polar. Ho eapp

 rulentan; no tiens lugar scumilacidn de doido peli-béta&hi-

droxitut{zrico como resexva do carhmo intracelulsr (R.Y.
Stanier gt alt Journal of General Miecrobiology 43, 159
£1966). Gramesniivas, o 88liGan a log 4oldofe « = =« = « =

\



() Caracteristicas de cultivo en varios medics:
Crecimiento a 2090 y obssrvacifn durante =14 &fas,

(1) Placa de agar nutrientet Se formas después de 3
Afse colonime cirouluves en relisve ds W@ Cilastro
5e de 1 & 3 ma, coms nirgwned enterca; wiformes; Opee
' oag) blancas; uo produjeron pigmenso Alfunditle,

(2) Slant de agar nutrientes crecimiento modermio, fi-
liformen, opacas ¥ 4g colory OYOlil. w w = > w w -

| (3) caldo nutrisates crecimiento Hirtido, substancisle
104 meate sin sedimentacidn. Aparece woa pelicals dosw
puls de 14 Afan de UlBiVO, w e v v m v e nw o -

(4) Sted de gelatina nutrinter crecimiento supsrfi-
oial, wn liowfacaiine s w s ww o wvmvcoew

(5) Zeche ds litmuss nin catbdte = @ o = =« = « = o= -
15 (o) Carmcteristicas fisiclégicum

(1) Roduscidn do NitYatoss DARANAVE = e w e e mw oo

{2) Desnitrificacitni Negative « = = o = o= = & = w o &

(3) Eusayo BE (#0j0 e ma$ilo)t NOGANIVO = = w = = = =

(4) meayoe Ve (vwm)l BOGASIVO = o= o o w -
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(5)

(6)

(N

(8)

(2)

Produccidn dag indols m@ﬂm*-u “ e e -

Produseiln de sulfuro de hidrSgenos positiva {dé-

Uﬁﬂimi&l do eitmto‘ poaitiva I I N S

Utilimacidn de fuentos inorgdnicas de nitrégeno
1) Nitrato potdsicoy Hegativa e aébilmente positi

VEL o o ot o o6 @ o o0 @ 0k 00 W W s W N e e o

II) Sulfato MOOZ IJOS*‘&&V& - e s W W e o

(11) Ureasa: poni.ts.va-.........7,......-..,...,.-'.;.-....

(tg) ngaﬁiva-buh-uhw-f-nuom---

. I) pHe crecimiento a pH 48, pH Sptimo 4,5-6,0 =

II) Temperaturat creciniente a £-37%0, témparatura
Sptima 25-308¢ - -

(15) Domanda de oxfgenot 4erdbichn = = « = w « = w = =
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(16) Ensayc O«r (4¢ oxidacifo~fexmentacifn), nftodo

(17) Producoidn de &o0ido y gas a partir de axicaren: se
obeaerva 48bil produscifn de Loido pero ninguna pro
ducoidn de gao e paptono-agua que ooutiens 1 2/V%
de D=glucosa, Demannosa, D-galattona, Daltcea,
orosa, trehalosa,; Desorbitol, D-mamnitol, inositol

ogoEOl, s mmm s b m e

(18) Asimilacidn de fusnies ds ocarbonol Loa rxesulisdos
de cultivo en medios de sales inorginicas (bifosfy
to dipotésico 0,7 B/VH, dibifonfato moncycidsiso
0;3 P/Vi, sulfato andaico 0p1 P/VH, cloxure s¥dico
0p1 B/Ts sulfato mgndsico *TH,O 0,01 B/¥S) que
contentan varias fusates de carbono, durmte 14
afas, se lan 3 IR TADlG Je = m c w e c w o = =

Iabls 3
Asinilacifn da Tusntes de cavbono

conosntrmoida Lfinal
Iusnte dg omrbone (RS Sraciniente

I~-arabinons 1 *
D-xiloaa 1 +
D=~glucose 1 »
Demunnose 1 +
D-fructosa 1 +

1 +

Degalactoss



Tabla 1 (continuacidn)
Goncentracifn final

Bugnte dg ggxbono (2/v3)
maltosa L
sucrcss 1
lactosa 1
trohalosa 1
D-gorbitol 1
Demannlitold 1
inceitol 1
glicerol 1
almidén 1
alfa-natil=Deglucdoido t
telidvices 1
admitol 1
duloitol ]
rafinosa , 1
gigmaomitato 0s3
elitrato 0,3
isocitratoc 0s3

- Sluconato O3
agcotato &3
fumarato €s3
malato 0e3
$artrato 03
p~hidroxibensoato O3
manma

083

g

C.

+ + + F + 4+ o+ + + 4

+

to
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ante ds garkono

beta-alaning
I=imoleucinag
sucainato
L~valina
2-cetogluconato

Zabls 1 (oontdnusoidn)

GW(

Linal

03
043
0,3
0s3
O3

Srecimiento

F * + ¢

+

Rotass + 1 Crecimiento; & ¥ escaso cxscimienso; - s ningt

orescimienio

(19) mpmmumomuaunwnuipﬁun

I} Utilizscidn de mlonghor NEgAtive = « o w « «
II) Desaminacidn de fenilaleninal Regativa « = «
IXI} Activided descarboxilass w = o e o ww - ww
a) Argininas NogAtivA » w w v v v w - - - - -
b) ldainat negativa s w v e m o n s e nwwe
o) Omitinas nagativa v w m s v v v e v v w
Iv) Hidrdlisis de esculines positiva « « « «w w =
V) Eiarflisis de Tween 80t positive = = « » - =
VI) Contenifo ds 60 (guanina~citominm) de DHAY

59.5!!01!:9‘--«--»-»»......---..‘...

1a comparacifin de las anteriores carsoteristions
bacterioldgicas da 1a cepa G=6302 oo la desoripoidn ded
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Wanual of Determinative Bacterdology da Borgeys Eda '? ¥ By
demioatra quas daio que g8 trata de una bacteria graunegati-
va barriforne, eatrictamento menfbicas mSvAL con wo o va-
rios £lagelos polaves y positive a ia catalasa, 18 cepa
0-6302 pertencon obviamente o la fanilia Pseuiomonadaseas.
£l hecho do que no tenga requiniios nutricimales y Ge que
tenga wi contenido GO de 59,5 molen? suglers que la capé per-
tonsce al génerc Fosudomonas. Como bacterias W que
gon relativamente simileres o la cepa G~6302 con respecto a
las sntexdores cavaoterdaticas pusden mencimarse la
Zegulomonas pyringue ¥ Pegudomongs maltophilis, que scn nega
tivas a la oxidasa citooromo. 5in embargo, la P. maltophilis
difiere evidentomente de la copa G-6302 en que la 2. -
paltophilia demanda meticning y no da crecimiento a 4UC. Si
bien la Pugudomonag sypingee e wia ¢specie qus incluye un
gran nmeroc de subespocien, results evidente de la Table 2
que la incapacidad de utiliser clerias fusntes de carbno,
earacterfstica comin de tales cepas, 1o se halls en la cepa

G.Esoa, O P G WS W W W N G WP Gh W W W e AR WS e A TN b e M W e
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Compavacida de la asimilabilidad de varias fueg

ten ds carbono

Pesuioaonan

Tusnte dg caxbang  AEKiDEN.. £eRa. 6308
Trebalosn - *
2=-oetogluconato - .
bete~planing - *
I=~imolsuoings - *
+ ¢ asimilaxon § = § no asinilaro

Mesds, o1 pH Gptino pars ol crecimiento de 1a oe
pa G-6302 o8 xuy bajo, & saber 447 & 6,0, Molwm
cimiento inoluso & pH 4,0, Eetas difevencies elimingh 1s po=
gibilidad 4 conmiderar la cepa (=6302 vome s cepa de
Ppouiomcnas syyingoq. Por ello, se considers que la G-6302
pertanecs & ima nusva espacie del pnero Pugioponale Y, dow
da la osxscteristioa de su bajo pE dptime de crecimimnso de
4,9 8 6,0, que es bajo para bacteriss que partmaecen s gy
ral al géuero Paeulomonag, 1a cepa $=6302 se denoming
Epgudomonag aaidophils G-6302e w @ = e ® = == ww ww o w

Maastras de esta cepa G-5302 han sido depositalias
respectivaments en el Yermentation Research Matitute, Agenocy
of Industrisl Soisos and Teohnology (FEEK), Chide, Sapln kg
jo sl nimerc de dspdeito FERM-P 4344, wu el Mnstitute for
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Parmentation, Osaka (IF0), Japli, bojo el ndmero de acceno
IF0 13774 y e la AmericarTyps Culbure Collechian, {(41CC),
Haxyland, UsS.4+ bajo o) ndmero do acceno ATCCw31303. & = =

Yas bacterias Psgudonuigs enpleadas mepdn esta ine
venoidn son en genoral de cexacteristicas muy Wﬁa v sa
fran fAcilmonts mutacidn cuando se nometon a tratanientos m
tagénicos artificiales tales coms irradiacifa con lus ultra-
violeta o rayos X o tratamicnto oon mutdgencs qu.tmicéa. 8in

 enmbargo, todos ¥ oada wio de talen mutantes y variantes son.

utilos pm lon finas ée sata invencidn sflc sl poseeh y re-
tiensn la capagidad de slabarar 6-6302. 8l ants.bid vioo obaetg_

- vo 4 eata Inveniol - e o e WS e e W We e e e dp o ak m e w

Para ¢l cultivo de la ceps 6-6302. puaaea amplear-
gs fuentes 4g carbono tales como glucosa, BUCTOBG, maltasa.
nolagan agotadas, glicerol, moeltes y grasas (por ejemplo

‘aceite de moja, aceite do olivay atc.), dcidon orginicos

(por ejemplo doido eftrico, 4oido suceinico, deido glucdni-
o0, etc.) y otras fusntes de carbno asimilabtle. Como fuen-
s de nitrdgenc pueden emplearse compuestos y materiales

 orgfnices @ inorginicos que combengen nitrégeno tales como,

por sjemplo, harina de sojoy haring de semilla de algoddn,
1{quidon del vemojadc del mafz, levadura seca, extracto do
lgvslure, extracto de camae, peptoua, uréa;. pulfato aménico,
nitrato amfnico, cloruro amdnico, fosfato aménico, ete. Ado=~
mis, las sgles inorgdnices requeridas normalmente pars el ocul
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tivo de baoterias, tales como clorwro sidico, cloruro potds
00, carbonato cflcioo, sulfato maghdsico, bifosfato monopotf
#ico, fosfato Gisddics, elv.y pueden eupleavws ya ooa milas
o e pombinacidn adecusdas Be ha hallsdo que el rendimiento
del mntivddtico dessado pusie aumentarse suplemenisnto tel
medio can W compussto de ARULYS QU S8 capax da utilimax el
productor s G~6302, & sabesr oopusstos incrginlecs: de axa~
fre talea como mulfatos (por sjemplo mulfato sddico), tiomy
fatos (por ejemplo tiosulfate addion), et o oemmto- op
mmummmmm“mmmm
tre (por ejeplo cistina, cistefna, meticaine), etc. Fars eg
%e fin s particularmente prefurido ol tiomifato sddico. la
conpentracidn de tales compueston de asufre en el medio de
cultive o8 d6 0,01 & 140 B/V por olento ¥, preferentonsnte,
46 0,02 & 0p3 B/V por oientos Ia sdicidn de tal conpiiento de
asufre al medio origine wia mayamr profuccifn de ¢-6303, siep
40 por ellos comerciaimenis, de cm-nble valors « = » «

ademds, pusdon incorporuress segdn se reguicre, 8y
les de metales pesadom tales somo milfato ferroso, milfate
de cotre, sto., vitaminas tales oomo vitamina By bicestatio,
g%c. ¥ otros alitivos, También puedsn afindiree sn¥ieapumes y
surfactsntes dales como asoeite de siliconas, &ser de poliale
quilengliool, stce Demis lusgo, pusden tambidn afialirses, e
cantidades adscuaias, otrae materiss orgiuiese o inorginices
que puedsn syudar al crecimiemto del microorganismo y fomen
bar ia produscidn G 0=6302, ww w @ « v =« w - w-ww " - -
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El cultivo de la cepa G«6302 puede reziizarss por
procesos pimilares a log utilizados para la producoidn de
antibidticos en geheral, empleando wn mdtodo de vultivo en
gélide o un métode de oultive en liquido. En el oameo del cul
tivo en lfquide 'éstg puede ser estacicusric, con azitacidn,

con saoudidan o aerdbico, aunque es particularmente deseable

6l qultivo merébico oo agitacifa. Le temperatura preferids
de cultiva omoils entre unos 15 y 35RC, mientrss que ol pH
4¢l medio do cultive pugde oscilsr entre wnos 4 y 8. El oul-
$ivo se prosigue duranto wios 8 a 168 horasy preferentemente
durante 24 a 144 horas. Dado qua ol Antibidtico G-6302 pro-
ducto se halls en Su mayor parts prosents en ls fase lfquida
Ael caldo de fermentacidn, es ventajoso csntrifugar o f£il-
trar ol caldo pars separar ol flulde schrenadante o ol file
trado de wia masa celular y purificar el §»6302 en vl fluido

 sobrenadente o filtrado. Sin embargo, puede también realisay

agy 81 e desea, la purificacidn directa & partir del calde
aafmmm. N S WS W W AP BE SR G ND W D D GF NS G N WS e @

El engayo de la potonsia del producto asf obtenide
Ma realisarse gantra Proteus mipabilis IFO 3849 como orgp
nigmo Qe ensayo y utilisendo G-6302 como standerd por medic
del método del oilindro o del mStodo del dises de papel que
emplea T9A (agar de soja tripticasa (Baltimore Biclogicals,
Limitedy UsBebe))s == m o m e v e omucnmoneome =

El Antibidtico 5-0302 puede ranupemrsé por medio
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de varios procesos erplendos cominnente pars 1r recuperscidn
de metedolitos miorcbiancs. Asi, por sjemplo, las célulab se
olimingn por centrifugacifn y el producto aotivo se separs
del fiuido sobrensdente y 9e purifica por medioc de los mfto-
dog sonvencionales. For eajeplo, pueden utilizarse. el proce-
50 quo utiliza ls solubilidad o 1a diferenoia de molubilide-
des con reapocto & un Aisdlvente decunic, el PIOOESO Gue
utilisa ls precipitacifh o la diferencia del régimen de pre~
cipitacidn del mibistico a pertir do wna disolucils, el
proceso que utilisa su afinidsd ceraoterfstios adsofdiva pe-
ra varios sisorbeates, cromatogreffa de mmc«‘mm
cida, pecado por congslacidn, cristalisacida, recriamin-
¢idn, secadoy etc..yameolocommaemﬁm&&ayn—
cuenois y/0 repoticidn adecuniaa. LT R R

8¢ desoribird a continuacidn un process tipico.

Despude de acabedo el cultivo, se filtrs ol caldo s fermen~
tacifn, el £iltrado resultante se huacs pusar & través de wa
columa de oardin activado y el G=6302 adsorbido se elvye
con m Gisolvente orgénico hidrdfilo. Cowo sjerplos del di-
golvente orgiuice hidrdfilo pueden moncionarse las cebonss
inferiores (por ejemplo acetona, metiletilcetons, metilisoby
silcetons, otie.) y 106 alacholes inferiores (por ejemplo me-
$anol, etsnocl, isopropancl, propsnocl, tutanol, eto.). Eston
disolventes pusden utilisarse solog o cOmo WA Descla &0 cop
binaoidn con agua. Debido a la naturaless dcida del U-6302,
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pusden erpleaves ventajosamente resinas de inteveanbio do
eniones, tales como resinas ds la forma 01 (Amberlive
IRA=-500 & 402, fabricada por Anberlite COey UsSeds) Dovioxel,
Dow and Chemical COsy UsSede; Dinion DA-214, Jdtoubishi
Chamical Mndustries, Japln). EL producto achive misorbido se
sluye, por ejemplo con una disclucidn ncucsa de olortro sday
80« Para desalar 6l ¢luato, s¢ roaliss de nuavo ws, cromato-
graffs en columa con carbla activos EL eluato ebté;xiao se

soncentya entances ¥ eo aflsdey por ojemplos seotona y ol prg

cipitado resaltante se recupersz por filtracidn, oo lava con
acetona g oon dtor do dietilo y se seva bajo preaidt reduci
da pars recuperar polvos de color pardo claro. Pars purifi-
car gl G«6302 da los polvos, puelde emplearse ventajosamante
oromatogratis en columna on DEARw-Sophadex (Pharmacia, Sugw
ola)s Asf, pe lava wna columa de DEAE~Sephadex A-25 oon tapm
p& fostato 1/100 (pH 6,6) y se bace pasar wia disolunidn
acucea d¢ lo@ anterivres polves a twavés do la aolwm y el
antibi&tiad a8 adgoybide en ls umisma. la colirmia se lava con
la miema disolucidn tampén que anteriormente y se realiza elny
cifn o el tampln qus contiens 0,5 B/VE de oloruroe sédico.
las fracciones activas se combinan, e mjusta & pHl 3,0 ¥ se
bace pasay do nuevo a travds do la colwma da carbla activos
Is columa sa lava con agus ¥ e 20 VAVS de motanol. acueso,
sucesivamente. Entonces se realiza elucidn con acetmna ecuo-
sa y las fracelicaea activas so combingn y go coweentran baje
presifn reducidne Se afiade soetona al concantrado, por lo

‘que e obticus Gef302. El Ge6302 forms cales metdlicss y sal
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anfnica. Como sales wetdlicas pusden mencionaros la oal addl
cay la sal potdsion, la sal litico, ¢tte wo v v wcawew

las mam'momm ée:. B~6302 obksnido

o ol Bjemplo 1 que sigue a‘emtm.i&. aom oomo se indica

Be BHONEL. = % & 9 90 30 4 5 05 40 00 W W o e -

Te

2e

e

1b¢

154

4s

8~
Tagse

- Anto de fusifns 12000 (minterisacifn), 1309¢ (daccomp.)

Aspgetos pﬂ?ﬁﬁwﬁﬁpﬂnnwuuua‘fuﬂ-o-

~ 2

Andlisis slemental (despude do secar bajo preaiss reduci
ds sobrs pentéxido de fésforo a 4090 durmnte € hovwa)

(%) - A e e W e wk We W e A W G W S AR W S W TR A8 N e A

RS

C 34,83 35045 (34499 & 0y5)
H 5,41 Ge24 ( 5,58 ¢ 0,9)
K 13,22 13,73 (13,60 & 0%)
3 7,65 T8 ( ?070 & 0,5)
0 (38,13 & 0,5)

Peso moleculard ﬂ“qn#nauﬂuuuuuuunwﬁn‘v
mMalomeiria 3 thnoaunuunoﬁanﬂuﬁo

Formie eapivica (basada e log anteviores datog) = = »

Cy2Hiaghy80g H0
Calce Oy 34783 Hy 54353 Ny 13,52; 8 Ty74

Espectro ds absorcidn de ultrevicletast w e e~ m o w »
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S8lo abeorcicnes extremes (sin olsorciches cavactoristie

caama‘wnm)~-~----—~»»n-~«----....--

Espactzo de absorciln do infyarrojos {Fig. 1), puntas dg
ainatites (KBI’) (cm"‘}g 'ﬂﬁhbbmrﬁulﬂOf?n--urn

3440(s), 2920(m), 2850(m), 2600(w)s 1770(8)s 1630(5)s
1530(s)y 1458(m), 1390(w)s 1340(w), 1260{sh}, 1240(s),
1210Ceh), 1180(m), 1118(w), 1043(a), 792w}, 632{s)

(g @ ¥ ¥ sigmificon absoroitnes fuertes, medlas y débi-
les; respectivamente; gh significa repalte) » v o « = =

Rotaoibn especificay @fg‘?g‘BwMg‘mﬂ(cuOiBﬁf ﬂaQ) .-

Eopactrs de¢ resonancia magnéitcn nuclear (en sulfdxide
de dimotllo, 100 Mis) delta 3,31 ppm (s wn desplazanien

Solubilidnd o GiSOLVENLADE = = = o w = & = = = = - = =

ngoluble en &ter de petrdlac, hoxmne, Ster de diatilo,
benoenoy acetato de etile y clorvformoj escamoments oo
luble eu gtanoly pividing y acetona; soluble en metanol
y sulféxido de dimetilo; fAcilments soluble on agua, = =

Poaitivas: reaccionss ocon ninhidrine y permanganato potd
oioo; negativast reaccionss con clorwrd férrico-ferrocig



11

il =
nure potdsico, Sakaguohi y Noliach; dudosaments positie
vagt eacoidi do Bilichy w s w v mw v o wm s oo w e

Egbghilidoll w v v mw v s v mwmowvnomonomeecwe

Estable en disolucidn acuosa en 1 gama do pi"l=5H 7 &
60%c duventa 10 minutos; insstable por sucimes de pH 8,5,

12+ Bastoided, neutraiided o acidess doido. *ﬂﬂﬁf-ﬂbn

Zas propisdades fisicoquimicas de la sal-sddion

dsl Qw6302 obtenido eu sl Bjexplo 3, qua se 8a lusid; som

OOM0 BIEUE. = o & w o w oo @ W e e

Se
10‘ "
2
3

15

20.
’

Punto de fusifal sin puaso de fusidn definido (ae vaslve

pardo a 1708C) AR E RN R R R R R Rl
ASpootos polvog DlElOE ww w e s e w e m o e o - ww

Andlinis elenental (despuds de secur dajo prosiln redus
oida y sotwe pentéxido ds Féaforo a 409C duyents 6 how

m) (’Jt R I R R L RN

¢ 33,08 33,32
B 5,07 4,97
¥ 12473 13,27
8 T»33 Ted3
Ba 5,19 Ge31

Paso moleculary 438 ¢ 5, mponiendo que 1 ol de o e~



5o

10,

15 -

20.

5

6.

-19-

ﬂ&cmtmidome&daﬁol&mﬂa.-hnnu--;eg-_..

Férmile empfrica (bansda en lop anteriores datos)

Gy 2“1 gﬁ 4809N3‘E330

Calos Gy 33,035 Hy 44853 Ky 1&94! 3; 74353 Ha, 5,27

Espectro de abgoreifn ds ultravioletass: sélo aﬁbaécienss

GREYOIMA T # o # 5 o5 %o oF W o6 o0 G W IB W EW a --

Eepeotro 46 abaoreidn do infrarrojos (Fig. 2), pwtas 6o

3430(n), 3250(ak) 3000(m), 1770(8)s 1640(8)s 1530(s),
1450(w) 5 1405(w)y 1343(w)s 1280(sh), 1245(s), 1180(w),
1118(w), 1050{n)s 820(w), 785{w), 632(m) ,

{8y B ¥ ¥ eipnifican absorciones fucrtes, mdias ¥ aébi

len, rﬂspeotiwte; 8h significa yepalte) » « = « = ~

T«

8.

Ye

Rotacin especfficas /ELEE/as8505709(cu0y37y HyO) = = =

Solublilidad on dioclvantont ,‘.*-’h‘“""- P

Ingoluble en Stor de potrﬁiéo. haxano, Ster de dietilo,
ben;clno. acetato do eiilo, oloroformo ¥y scetona; ssocapa=
pante soluble on metanol, etanol y pirddinas soluble en
gulféxidc de dimetiloy fhcilmentes soluble en agus. « « =

Renociones de colory --w*hﬁ-ddﬁ-dv‘-ﬁrbﬁuu

Positivass reacciones con ninhidring y permanganato potd
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sico; vsgativass reaccimies com cloyuro férrico~ferricly
nure potdsice y de Sakaguchi y MHolisch; dudossments posi
tivas: rossci de Eirlih v v v v a v m v v v v v we -

10 ESSADILIAGAE @ w @ @« o o v o ov o = o w= - - .-

Batable en disclucidn acucsa en s gama de pE J-PH 7 &
§09C durante 10 minutos de calsntamientoj inestable por

nnnnn

Para coavertis 1a forme de doido ltwe do §+6302
mmmgmdcobmmumlouﬂﬂtif&m
adicitn de W equivalente molar de hidréxido 883100 & woa 04
solucidn scuces dol foido 1ibre ¥ Secando eBYNNOEE POT OUNGR,
200180 1 BLELAL, = = = = = o - - -

MWW%MM@E&“MM
&oido litwe, eate Wltimo puels chienerses por sjwplo, por
adicidn ds doido clorhidrics 10 & wig disclucidn mouces de
1a sal sddica, por ejesplo, de G-6302 para llevar la disolu-
oit a PB 3,0 y desalando la disolucidn por medio de carbin

ROtiVAIO. m o @ o S

las ocarsoterdsticas biollgioas del O~6302 SO0 BORO
sigus. Los espaatros sntimicrobianos del G-6302 ¥ m.ul,.&-
dica omtra verios microorgonismos se ilustrsn e 1a Tabla 3
(mtcdo de 81Iu0Adn de Plaas 48 AGET)s = w m v @ - %~ .-

De oata tadla resultard evidents que el Antibidtie
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co G=6302 2 principé.lmente activo 'contra bacterias gramiega
tivas pero también es activo conira algunas bacterias grampg

Ia toxicidad sguda de la sal sédica del Antibibti-
co G~-6302 @8 baja, no halldndose muertes cusndo se adminis-

trayon 500 mg/kg de la sal a ratones por via intraveuoss. -

El G~6302 demoetrd también tener una acoifn proteg
tora en los ratones infectados con Escherichia coli o
Klgbgiella pngumonise a la doeis subouténea de 10 aclg o a

Tabla 3

Espectroa entimicrobicnos dsl G-6302 y de
Bu sal sblica

Concentracifn inhibidora

Organismo de ensayo Msxggnima (mg.{%%z-rea ,

Zacherichia coll KIHJ 25 , 25

" Escherichia coli 2-7 5 -
Salmonella typhosa Boxhill 58 12,5 12,5
Shigells flexneri E¥~10 5 o
Klebeiella pneumonise D 12,5 12,5
Proteus vulgaris IFO 3988 100 100
Proteus morganii IFO 3168 e 100
Proteus mirabilis IFO 3849 - 25 25

Serratia marcescens IFO 12648 100 BT
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Pesudomonas asruginosa U~31 >100 >100
Staphylococcus aureus FDA 209P >100 . >100
Streptococous pyogetnes E~14 >100 >100
Bacillus subtilis PCI 219 100 100
corynebacterium diphtherias Toronto 12,3 - 124D
candida albicans IFO 0583 ~ >100" >100%
Saccharomyces cersvisise IFO 0209 >100™ >100%
Aspergillus niger IFO 4066 >t100* >100"
Penicillium chrysogenum IFD 4626 >100% >100‘

~u a9

Notas: Medio = Tripticasa-soja-oaldo-agar "
® Jedio = Agar nutriente que ooutiene 1%.de gly
comsa .

N a

Como se verd del anterior sspectro asutimicrobiano
el 0~6302 preparado segin ssta invenciin es mmernw
t0 a las bacterias gramegativas y grampositivas. Por ello
puede utilizarse on ¢l tratamisnto de infecciones oon las
mencionadas bacteriss en manfferva (por ejemplo ratén, rata,
perro y homkre) y especies de aves domsstioadas (por ejem~
plo gallinas y patos). Para utilisar (~-6302 como medicina de
infecoiones por Escherichia goli, se disuslve en disolucidn
salina fisioldgica, por ejemplo, y se administra parsuteral-
mente, por sjemplo subcuténea o intramusoulsrmente, a la do-
sis ds 5 a 30 mg/kg de psso corporal, diariamente. Para el |
uso oral, el Antibiltico G-6302 se mezcla con lactosa, por
ejemplo, se encapsula y se administra a 1a dowis de 20 &

200 mg (como G-6302)/kg de peso corporal, diariamente, = » -~
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Bl 0=6302 puede utilizarse témbi&n como garmici&a,
o desiufectante, Por ajempio. el G=-6302 se disuelve en agus
destilads para preparar uns disolucién que contiene de Uyt a
1,0 2/? por cignto de G=5302 o se formila coh una base de un
giento tal como vaselina o lanolina para pz’épe;rar 2. ungllen-
t0 que oontenga de 5 & 20 mg de G-6302 por grame y dicha di-
solucidn o wnglento se aplica a lms garras, patas, ojos, org
jas y otras partes de¢ los mencionados animales, como desine

fag‘tm‘ﬁe.—-anouﬁ---nn--n--—---u--—

El G-6302 es un compuesto myy prometedor puesto
que o8 Util como intermedic para la sfntesim de nuevas subg

La comparacida del Antibiético 6-6302' ocon -Jos anti
bibticos conocidos ha demostrado lo miguientes BEn primer lu-
gary como embtibidticos que son solubles o agus y dcidos y
que contienen asufre pucden mencicnarse las penicilings y
las cefalosporinss. Sin embargo, dado qus el G-6302 no mbsor
te en la zona ultravioleta del espectro, esto lo dife:encia
de las cefalosporinas. Ademés, el hecho de que ol espectro
de reachancia magnética nuclear 46 un desplasamiento qufmico
atribuidble a protonss O-metilicos y el hecho de qﬁa dé lugar
a &cido glutdmico con hidrélisis &olda san las pruchas de
que el G=6302 4ifiere de cualquiera de las panicilinas y ce-
taioapor:nas que B¢ dan en 1a NAtUraleEt. = = = = = = = « =

' Por otra parte, oxisten muchos antibidticos conoci
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dos slaboradcs por baocteriss del gluero Pagniomonas pero nip
amo de ellos ¢s w autibidtico moluble en agua que mea #oi-
do ¥ contengn asufre. Alemfe, el 0-6302 difiere de cualguis~
ra de los mnitibidticoa cmocidos producidos por microorganig
mon Aistintos de las cepas de Pheuiomonas debido o sus pecu-
lisres propisdades fisicoquixicas y binldgices. For cllo, el
G=6302 se congidera W COBPUERLO NUSVO. ......-..".;‘]..'.’...-..

Ios siguientes sjemplos ilustran adicicialsents ef

t‘mvmi&.aq-nnu-n-uuu*quu-uu‘,@'m'----

~

En lom ejemploss “parte(#)™ se basa en Desc & me-
nos qus se indique de ofra forme y la relacidn entry “par~
te(s)" y “"parte(s) en volusen® corresponde a ls Oxil:lel“ 0
tre "gramo(s)" y muililitro(s)® y "S" ses basa en "“posg/volu-
men" a menos que se indigue de otra forma. nmm—n--

Slsmplo ]

Tags células de Pagulomcugs spidoghlls 0-6302
(FERN-P NR 43443 IPO 13774; ATCO=31363) que orecsn e uWn
slant de agar nutrients ss utilisaron para inocular dos frag
cos Sakaguchi de 2 x 103 partss en volunsd qus contenisn ca-
da wio 500 partes en volussn de un medio compuesto por 1% de
glucosa, 0,3% de Polypepton {prsparsdo por Daigo Nutritive
Chemicals Co. Japfn), 0,5% de extracto de camey 0,58 de 0lQ
ruro sbdico (pH 7,0}, ¥ oala frasco ss incubd su wn sacwdi-
dor alternativoe a 289C durante 45 horas. El ocultivo remiltsn
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to e utilizd como cultivo de sicnbra. « » « = = = -—---

n fermentador de depfsito de acers inoxidable de
200 x 10° partes en volumen se llené com 120 x 105 partes en
volumen de un medic compuesto por 3% de gliverol, 0,15 de
aluccsa; 0y5% de Polypepton, 0,5% de sxtracto de carng y 0,57
de NaCl y, despufs de ajuste a pH 7,0 con hidvéxidc ubaico
acuoso al 30%,; pe eaterilisd con vapor de agua a 126“:: duran
t¢ 20 minutom. El depdsito estorilisado se inoeuld an’fonces
6on sl antorior cultive de siegbra y se incubl & uvne temperg
tura de 289 can airescin al régimen de 120 x 107 partes en
volumen/min y & una agitacidn de 180 rwp.m. durante 78 horas.
El caldo resultante se centrifugs con un separador centrifu-
£0 Sharples para eliminar las oc8lulag, gue dejaron 110 x 103
partes en volumen ds fiuido sobrenadante. El fluids sc ajus~
t6 a pH 4,2 ¥ Se hizo pasar a través de una columns de
15 x 10° partes en volumen de oarbin activado (grado oromato
grifico SHIRASAGI, fabtricado por Taokeda chemiéal Industries,
Ltd., Japln) para adgorber la substancia activa en aquélla,
Ia columa B¢ enjuagh con 45 x 103 partes en volumen de agua

¥ lusgo se realizd una elucidn con 45 x 10% partes en volu=

nen de acetona acuosa gl 50 V/V#, recogiéndope el eluato en
fracciones de 10 x 103 partes sn volumen. las fracciones se
enoayaran contra Proteus mirgbilis IFC 3849. Las fraccicnes
2 y 3 se coubinaron, se afiadleron 20 x 103 partas en volumen
de agua y la mascla se hiza pagar a través de una colwma rg
1lena con 10 x 10° partes en volumen de Dowex=1 (forma C1)



(Dow and Chemical Industries, U.Ss:A.). Ia columa se enjuagd
aon 25 x 10° partes e volumon ds agus ¥ 50 yerlisd elueidn
can 50:103Mumvolmacmdinmm:mdu
cloxuro sddico al 5%. las fracoionss activas se combinaron,
L se 2juats el pi a 4,0 y se hicierm pasar de nuevo & travie
de una colusna d¢ oarbin aotivado (8 x 103 Parses. en volumen).
mcolmulavﬂnmusiémmmﬁ’my
unﬂizdﬂmi&zemmmolmalzovm.mm
oim&wﬂmuc@ﬂmvumﬁmamw
10« s volusen bejo presifn reducida. Entonces se M_qm 200
partes so volumen ds sostong y sl precipivade mi%ﬁzu fe
recupersd por filtraciln, ulwdomsopammwim ar’
mtmy1wmmvmn‘mdcdiﬁno, a.:.oqm
siguié secado bajo presidn reducida. Por medio del mterior
15. Proceso se obtuviercs 12 parsss ds producto BrUO. « = » « »

En 500 partes sa volumen ds tampfn fosfato W/100
(pE 646) s¢ dlsolviercn 10 partes del anterior producto bru-
to y la disolucifn se hiso pasar a trevis de una colusna de
200 partes en volumen d¢ DEAE-Sephadex A=25 (Pharoecia, Suee
20  oia) previamnte tamponado oot la misma disclucifn tampdn
que e ha mengionado. La columia se lavé con 400 partes en
volumen de la misua disolucidn tamplo y luego se realiss ely
0idn con sl mismo tampdn al que se hedfa afiadido O0,5% de olp
ruro sddico. las fraccimes activas se combinarcn, se ajusty
25 ron & pH 3,2 oon HCL 1N y se hicieron pasar a travis de wna
columa de 600 partes en volume de carbd sctivedc. la oo-



S

10e

15+

20

-27 =

luma se lav8 coz 200 partes en voluwun de agua y 100 partos
an volumsn do metanol acuoso al 20 V/VH, a lo que siguid olu
olén con mcetons acuoms al 50 VA#. Ias fraccicnes activas
sg combinayen, se concentravan bajo presifn reducids y se ai
solviercn en 5 partes en volumen de motanol. Despuds de la

 adieidn de 100 partes en volumen de odtons, 1z dissluciln

ge dejd reposar en fric. Bl precipitado resultanie t_zé i-scupg
v por £iltraciln, se lavé con &tor de A1e81lo y 86 sec ba-
jo presidn reducide y scbrs peatlxzido de £isforo a ’499(: du=

rante 6 horan. Por modic del mtmo# process oe obéi&iercn—
3,8 partes de polvo. E1 espectro de absorciin de inf;'arrojos

&e BB‘ha pmucto se Lustra ¢n la Figp fo = - .- -

- andlisia elementals C 34,831 H 54413 Ny 13,225 Sy 7,65 (p/055)

n farmentador de deplsito de acere inoxidable de
50 x 103 partes eu volumenu se 1lenb cant 35 x 103 partes en
volumen de un medio campuesto por 3% de glicerol, 0,15 de
glucosa, 0,57 Ga Polypepton, 0,57 46 oxtractc de camge ¥
045% e clorure sbdico y, despuds ds ajustar el pi del medio

& 7,0 oon hidréxido sédico acuoso el 30%, se esterilieé con
" vapor G agua a 1209C durante 20 minutos. Ll depésito esteri
' 1izado B inoculd con ls wioma cepa de microorganismo que la

utdlivads en el Ejezplo 1 y se inoubd a 289 con aiveacifn
ol réginen de 35 x 10° partes por volumen/min y con wia agi-
tacita de 180 rop.me durante 48 horas payYa preprrar un culti
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e farmensador de depbeito de nosro inoxidable de
aom:1o3nmumvolmnum5cm1:amzw3m
mvolmnummaiocmmmomaﬁdeauoml, o,ﬂldc
glucosa, 0,5% do Polypepton, 0,3% Ge extracto ds carus, 0,9%
de ocloxuro 8ddico y 0,14 de tiosulfato wédico yy aamﬂl de
ajuate a pi 7,0 oon una disolucidn al 30% de hidréxtdo sédie
co, B enterilisd con vapor de agua a 12080 dwrente 20 minue
sope El deplsito seterilinado se inoould con el satorior oul
$iv0 BaCUBAArLs G0 BLELINIT. w w = = = o = w - w -

Kl medio inoculado del depSeito me inoudbd a 2880
oon airescidn sl régimen de 1aoax1o3pm.unvo1mu/m
¥ oo wia agitapidn de 180 r.p.m. darsnte 90 hores, con 1o Que
ge obtuviercn 1150 x 10° partes en volumen de caldcs A eate
caldo se le¢ afiadiercn 40 x 10° partes de Hyflo-SupreCel
(Johnea-Manvilla, U.S.Ad y sa £iltrd con wn £11%r0 preusi. N1
filtrado se ajuaté a pH 4,2 con Soido sulfdrico 4% y se hiso
pasar en colwms sobre 120 x 107 partes en volume de carbdin
sctivedo. Ia columma 86 lavé ocom 300 x 103 partes en volumen
de agua y 86 realisd sluoidn con acetona acuces al 50 V/Ve.
Iea fraceiones activas se cosbinaron ¥y se concemtrwron bajo
preuifn reducids para eliminar la acotoma. K conosnsralo
acuogo asi obtenido pe diluyd canasuanEOOx103partcatn
volmymmopmatm&demcom&%uié
partes en volumen de Diaion BA=-21A (forms C1) (fabricado por
#itoubishi Chemical Industries, Japln). La columa se snjua-
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a8 con 150 x 10% partes en volumen do agua y sa realizd elu-
cifn con cloruro sédico acucmo al 1%, lLas fracciones activas
8e combina.i'en ¥ e concentraron bajo pmi&.l reducida o 100

partes en volumen y entonces se afiadieron 2 x 103 partes ren

volumen de metatel y el cloruro sddico precipitadc se separd
por filtracifn. 51 filtrado se concentrd adicionalmente bajo
presifa reducida a 200 partes en volumen y entonces se afia-

dieron 2 x 103 partes en volumen de acetona y el precipitedo
se recuperS por filtracidén y se secd. Por medio del anterior
proceso' se obtuvieron 757 partes de producto bruto. fste prg
ducto bruto (500 partes) =e d;aolvié en % x 103 par‘caa en vo
lumen de agua, se ajustd a pH 4,0 y se adsorbid en'una colum

' na de carbin act;.va&o {5 x 103 partes sn volumen). 'El ‘ingre=

diente activo se eluys por medic del método de la elucidn
gradiente utilisandc 10 x 10° partes en volumen de agva &
través de 10 x 103 partes su voluameh de metanol acuoéo al
70 V/V# y ol eluato se recogid en fracciomes de 1 x 10° par-
tes en volumen. Las fracciones activas se combinaren, se con
centraron bajo presidn reducida para eliminar el metanol y
e complementarcn hasta 6 x 103 partes en volumen con tampén
fosgfato 4/100 (pH 6,0). Heta disolucidn de muestra fue adeor
bida en uns columa de 3 x 103 partes en volumenr de DEAE-

Sephadex A~25 que ee habia preparao como se ha descrito en

el BEjemplo 1 y, después de lavar la columna con & x 103 par-
tes en volumen Gel mismo famplm, se realizd elucidn con el
mismo tampdn cuplementado com 0,5% de clorurs sddico, reco=-

giéndose 61 eluato en fraccicnes de 500 partes en volumen.
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las fracciomes activas se conbinaron, se ajustarcn a pH 3
cont HC1 1N y se hiciaron pasar a través d¢ wa colma de
045 x 10° partss en volumen de carbin sotivato. Ia columa
e lav6 con 2 x 10° partes en volumen de agua a trevés de

2 x 107 partes en volumen de metansl acuoso al 20 /% y lus
g0 se roalisd elucidn con acetona acuosa al 50 V/V%, reco-
gléndoge el eluato en fracoiones de 200 partes en volumen,.
Lag fracciones aotivas se coabinaron, se concentrarcn bajo
presidn reducida y se disolvieron por adicifn de 30093:1:0-
en volumen de metancl. Después de la adicidn de 3 x 10° pare
tee en volumen de acetona y de 4 x 103 partes s voﬁannu de
Ster de dietilo, la disolucién se dej§ reposar sn Iric y el
G~6302 procipitado se recuperd por filtracia, se Izvé con
Ster do dietilo y me pecS bajo presida reducids y eobre pen-
t6xido de £682oro. Rendimiento 72 PArteBs = = = = = = = = =

Andlisis slomeutals C 35,453 H 5,243 N 13,733 8 7,75 (P/P%)

Llempio 3

Bn 90 partes en volumeh de agua ve dimolvieron 4,0
partes de la forma libwe del G«6302 obtenido en los Ejemplos
1y 2y, bajo enfriamiento, se afladieron aproximedamente 9,0
partes en volusen de hidrdxido s8dico acuoss 1N. Esta adi-
cidn fua seguida por la adicidn de otra cantidad de hidrdwdi-
do s8dico 1N vigildndose el pH de la disoluciln hasta que we
eatablecid wn pH de 6,5. la disoluciln sas secd por congela=
cidn, con 1o que ge obtuvierm 4,2 partes de sal monosidics
de 8-6302 como polvos hlancos. El espectro de absorcidn de
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infrarrojos de este productc despuds del secado baje presiln
reducids y & 40%C durante 6 horas se ilusira en 1&. Fige 2. =

Andlisis elementals ¢ 33,08; H 5,073 N 12,733 8 7,33;
Na 5,19 (B/Pp)

Ejemplo 4

Las célules de Pgguiomonag scidophila G=-6302
(PBRIP No. 4344; IFO 13774; ATCC=31363) crecidas wu uan elant

' de agar nuiriente se wtilizaran pars inocular un maltraz cfui

co de 200 partes en volumen que contenfs 40 partes en volu-
ten de un medio compuesto por 1‘:3 de glucosa, 0,59 de Polypep
ton, 0,5% do oxtracto de carne y 0,55 de clorure a@c@ico

(pH 7,0) ¥y ol matraz tnoculado se incubd en wn sacudidor ro-
tativo a 289C durante 48 horas para preparar w cuitivo de

mtonceé ge llgnavon matraces obaicos 'da' 200 pare
tes en volumen oon 40 partes en voluzen de wn medic compues-
to por 37 de glicercl, 1% de glucose, 0,5% de Polypepton
(Daigo Nutritive Chemicals), 0,55 de extracto de carme y
0,55 de cloruro eddics (pH 7,0) y se afisdiercn a log matra-
ces G 0,02 3 0,55 de varios compuestos de asufre. Entoaces
coda matras fus incoulado con 1 parte en volumen del ante-
sdor cultivo de sismbra e incubago en un agitador rotative a
2B8¢ durente 96 horss. Como resultard evidente de la siguien
te tabla, la producciln de G-6302 auments notoriamente por
medic de la adicitn de cbmguea‘aos do nzuire.s = = = ===~
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Conoenitracids  Producoidn
Commato de asufre (%) al)

No afiadido - 15

¥etioning g:gz Eg

i AN

Cistinag 3:22 gg

sulfato sbdico g:gz zg

Tiosulfato sddico g:’g? g
Blemlo 5

En 7,9 partes on volumen de agua fris se disolvis
1 parte de la forma litrs del 06302 obtenido en low Ejen=
plos 1 0 2 y & 1a mescla se le afadieron 17,3 partes sn voly
Mot G MEt@0l £1{0y » cm v B mmm e s e N w .-

La mexcla anf obtenida se mantuve en reposo on
fy{o durente 24 horas para obtener polvos de (-6302 criesali
salo eu forme 4¢ oristales incoloros. 1os cristales se reou-
perarcn, se lavarod con uxa paquefia cantided de¢ wetenol acup
g0 frio al 80 ¥/V#, metanol frfo y é%er, s\woaivaﬁsnte. y 88
gecarch sobre pentdixido do fésforo bajo presidn reducida a
609C dursnte 6 horas, con lo que se obtuvo 0,930 parts de
oristales de G-6302. las propiedsdes fisicoquimicas de loe
orietales asf obienidos BO COMO BIGUEE w e w v v w o = v =
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2.
5.
104
3
4.
15.
S
20,

Punto de fusidn @ 1683170&:;...”..---..-..'-....-

indlisis olemental 3 (B/PH) e v - -
Hiallado ' '

G 359491 35,56
B 5,6t 5461
K 12,93 12,98
8 Tyl5 7459
Calculado como G, 2H20N4509-0H30}i-§820
C 36469
i 5376
12,8

s 7933
Rotacién copectficat JE1Eg/2 4020459 cuty0y en Hy0) = =

Espectro 4o aboorcif de infrarrojos (Fig. 3), puntas dg
minantes (KBr) (cm"’)z - . e s e =

3440, 3355, 3000, 1780, 1660, 1650, 1538, 1265, 1245,

4220, 1038, 625

Espectro de resongncia magnética nuclear: (en sulféxido
de dimatile, 190%5)3"--;-*«-—-.-&*“@--—-

delta 3,3t pom (8, 3H) (uvn desplazamlento qufmico atrivui
ble al O~CHy de G=6302)

delta 3,20 ppm (2, 3) (un desplasamiento quimico atribui
ble al O-Cl, de metanol gue estd contenido en los

70&8#3168)‘ - wn M e e e S Gw Se e GV R G S W s = e W
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Otras propiedades fislooquinican, es decir sspec~
tro de absoreidn de uliravioletan, solubilidad sn disolvens
tes, rescolionss de colory eatabllidad y basicidad, nsutrali-=
dod ¢ acidem, so iguales gue las del producto obtenido en

Y elﬂaemlo1...unuannﬂnﬁuownuumﬁunuﬂmao

¢ sefiala que on 1lss Figures, 1ss ordenalsy repre=
sentan Tranguitonecia () y las abooisas represcntan Ndmero

damdg(cm 1)‘-nuuuadhunnunmunnauumn

A log efectos consiguientes se dsclavan dé novedsd
10. y propiedad para Bopafia, sus territorics y plssas de sobere~
niﬂg lans yeivindicaciones que sim. - .-




REIVINDICACIONRS

1= HGtodo de producir un sntibidtice, carasterisg
do por cultivar un microorganisme que pertensce al género
. Pooudononan ¥ que e8 capas de producir dicho sutibidtico en
Sa uwn medioc de cultivo para tensr diche autibidtico slaborado y
acurmilado en el caldo cultivadlo, y wecuperar dicho antibisti
éa, actusniose bajo cendibimaa tales que el antibidtico pro
ducido tmaa. las gigutentes coraotorfobicam « o « « w « o w

(1) Punto do fusifnt 1203¢ (sinterizacifn), 1369C (Cescomp.)
10, (2) ASPEOTOE DOIVO DLENGO = = = = m = = =

(3) m1ﬂ§.ﬂﬂw‘bﬂ(‘ﬁ)g -ﬁ--*dﬁ’-ﬁﬁﬂﬁt;n-

C 36,98 50,5
H 5458 2 045
B 13,30 £ 05
15, 0 3813 £0.5
S TIQ 20
(secadc o 4090 Qurante 6 horas sobtre poatéxido de £éafg
ro bajo prepidn reducidn), w wm s e e w o = w w e - -
(4) Eopectro o absorcia do uLtraviolotast == == ===
20« - oin absorciones caracteristicas en 210 noy = = = = = -

(5) Eepectro de absorcién de infrarrojos /KBr, shsorciomes



Se

10,

15

20

(6)

(n

(8)

{(9)

(10)

= 35 o

dominentea (nlmercs de onda, m“'}?g -

1770, 1650, 1530, 1240, 104}y m w m v m v v w v v o=
Rotacids especifices /RILQ7S> +9485109(on0,35, Hgd) = =

Solubilidad: inmoluble m dter de petrdlso, hexmno,

Stexr do dievilo, benoeno, acetato de etilo y clovolorw
mos esonsamente soluble en etancl, pividina y aostonag
goluble en metanol y sulfdxido de dimetilo; y fdoilmen~
£5 BOIULLA S GEURY = = = m = o = = - .- -n -

Basicidady neutrelidad o acidess A0ido; = « « s =« = =
Peso molscular: 400 2 20 (por titulometria)y = = = = »

Resceiches de colors Pogitivass reacciones oun ainhidrl
na y permanganato potdslco; negatives: reaccicnes oon
cloyuro férrico~-ferricianato potdesico y de Sskaguchi y
Noliseh; dwlosamente posditival renocidn de Ehxlichs = «

2.~ Hétodo segin la reivindicacidn 1, cawdteriss~

40 porqus el microorgatismo es PRgudooonss meldophilss = - =

3o~ NEtodo sogin la veivindicaeiln 2, caracterise~

do porqua el micrvorganiemo es Pggudomonas aoidophily G-6302
{ATCC=313635 IFO 137747 FERNP Noe 4344)¢ wmwm v s maa=

4~ Mbtodo pegin la reivindicacidn 1, cayacherisa-

do porque el medio de oultive se muplementa oo Wi compuesto



5

- 10.

- 37 -

de azufre qus e¢g apimilado por el microorganismc ocue perteng
ce al género Psgudomonss y que es capaz de producir dicho an

tibidtico'oyn--uua----.—-------‘-7-‘---—

5.« M8todo gegin la reivindicacién 4, caracteriza-
do porqus el ccmpueste de azufre es tiosulfato sddico, sulfa
to sddico, cieting, ciotefnm o metioning, w e e v «w o = « =

Ge= MHMETODO DE PRODUCIR UN ANTIBIOTICO". = = = = =

Podo ello conforms me describe y reivindice on 1a
presgnte memoria que consta de treinta y siete hojas, folia~
das y mecanografiadaa por una solas Qe sus cares, y de tres
lﬁminaa de dibu;;oa que la z.lustran.

- - (a3
carmip 2 0 CH. 1978

PoA M. CUIIL SLTOL

Y



TAKEDA CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.

HOJA 1(3 HOJAS)

4CO

1ele]

/
1226

2C00

S———
* +
S
S |
L |
|
|
i
|
i"')
O

POOR

MADRIT 2 9 DiC. 1978
F.A M CUREL SURoOL

]

QUALIT

o .‘ bt 2’."




TAKEDA CHEMICAL INDUSTR/ES,'LTD.

" HOJA 2(3HOJAS )

Fig. 2

- V . U, B ('l
L 2
cff__;__'
~ |
5 s
o)
w
kN\-‘—_..——. o
< T
- 3
T o)
e 8
s
2\
S
>' ©
__/.-”""-—/
-
g
. O
o
~— 3
16
\?\ ' O
"
"\
/-”/
o
. | ! ! 8
: ! . |
P o o~ S

MADRID 2 8 DiC. 1878
iim&; M, CURELL SUROL

p

POOR -
QUALITY




TAKEDA CHEMICAL

INDUSTRIES, LTD. HOJA 3(3 HOJAS )

FVQ;E

2
- .
~a
\ — -
R - SO,
L
o -
A o
P 10
o @
—
T e
(:'_"'
N
TN
-~
=
———— @]
— . (,;
— ¢
e e BT
e
hoog 0

/
!
'
/
2

b

e
-~
-~

100 e

POOR
QUALITY




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



