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P A T E N T E  DE I N V E N C I  ON

por VEINTE años

solicitada en BapaHa a favor do SAERDA CHEMICAL INDUSTRIES, 
LES., do nacionalidad japonesa, domiciliada ea 27 Doshosachi 
2-chome, Higashi-ku, Osaka, Japón, por "KÓtodo de producir un 
antibiótico", ccn prioridad de la solicitud japcneea 
360390/197? de fecha 39 Diciembre 1977# - - - - - - - - - -

Esta invaccióh se refiere a un antibiótico (denooi 
nado a continuación "Antibiótico 5-6302"), a sus sales y, en 
su aspecto reivindicado, a un mátodo para producirlos* - - -

5. oca el fin de hallar nuevos antibióticos, los in­
ventoras aislaran un gran número de microorganismos proceden 
tes de Nuestras de suelo e investigaron los antibióticos que 
producían tales microorganismos. La investigación demostró



que algunos da actos microoraaniamos elaborarían m  nuevo 
tibiótioo, que setos nicroorganiaaos pertenecían a l género

alCUltivaCdceenunmediOdeoultiVOedéL 
cua&Ot eBüM!B&cvcM3p#&aaaB0KMHaLMdba un entibiótico que 
inhibe la s bacterias gratapositivaa y gracne^tivar. Loa in­
ventores aislaren esto antibiótico y, baedodoee en ^ s  pro­
piedades fisicoquinicas y biológicas^ sateMLeciw cn que nata 
antibiótico es un antibiótico nuevo. Por alio lo desigaaroo 
ccoo "Antibiótico G-6302" . — -  — —

Se estudiaron taabiÓn lea oocdicicmae paye le  pro­
ducción del Antibiótico 0-6302 y aa descubrió que la  produc­
ción de Antibiótico 0-6302 podía aumentarse s itpific ativaama
te por cultivo de cualquiera de eetoasdcroorgediscoe en un

medio de cultivo aupleaentado can un ccepueeto de aeufre qpe 
el capan da u tiliear. Setos Aescuhrieien-
toe fueron seguidos por ulterior investigecidi que cul minó 

en lepreeente invención.

No le  preeente deecripoión y en lee reiviadieaeio* 
age que iermm parte da este solicitud, e l Antibiótico 
0-6302 ee denominard en elgmee ooaainnes,  de forma eiapli^  
cede, cooMt "3-6302* . - - - * * * * * * * * " - * * ' * * ' ' * * * *

Pw ello le  invención ae refiere, de aanwe gene­

ra l, se -

( 1) El Antibiótico 0-6302 y eue salee; y (2) un método pare
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producir Antibiótico G-6302 caracterizado por cultivar un xú 
crcorganiaao que pertenece al g&*aro Psaudoaonas y que os cg 
paz de producir Antibiótico 0-6302 en m  medio do cultivo da 
modo que ¡ge tanga Antibiótico 0-6302 elaborado y acumulado 

5* en el caldo cultivado y en recuperar el antibiótico. - - - -

La cepa productora del Antibiótico 0-6302 empleada 
segán cata invención puede ser cualquier cepa bacteriana del 
ggnero PaauAomoaaa con la dnlcaeoaáición de que sea capaz 
de elaborar Antibiótico 6-6302. Como ejemplo de tal cepa pug 

10. de mencionarse la cepa Pseudomoaas 6-6302 (denominada a ccn- 
tinuaeión, a vocea, "cepa 0-6302") que fue aislada por los 
inventores a partir de nuestras de suelo recogidas an 
AaMgara-̂ hiao-Oun, distrito de BanaggHa, Japón. - - -----

Las oaractarístioaa bacteriológicas de la cepa 
13. 6-6302 de Peaudemonas son coma se indica a continuación. - -

(a) Morfología*

DespuÓa do 2 dias en un *alant" de agar nutriente 
a 2$ao, las cálulas son barriforaos de un diámetro de 0,7 a 
1,0/U y de una longitud de 0.7 a 3*5^n Sin pcliaorfiaao,

20. móviles con flagelos polaree o con un flagelo polar. No eapg
rulentaa; no tiene lugar acuonlaoióR de ácido poli-betar-hi- 
droxibutirieo como reserva de carbono i&tracelular (R.Y. 
Stanier ̂  ̂L¡! Journal of general Mierobiology 159 
(1966)}. Oramegativas, no sólidas a los ácidos. - - - - - -

\
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10.

(b) caBactwistlcaa da cultivo en varios aediost

aHKdHi*itoaseacy obsawaoidadBwat* 1-1* 4&*.

(1) KLsasdaaaarMtt^SBt*! SsÍbMaMd**^* d*3 
diaa colonias civonlassa so rslisvs da na CiéaSlvo 
a* 1*3 a* con ndrgcnas enteros; oniforacs; qp** 
cas; blancas; no produjeren pigasnto difundibls. *-

(3) Sl^t da agar nutriente! crsciaiento nedaradô  fi- 
lifanasâ  opacas y dsccd.w crasa. ---

(3) caldo nutriente! creciadantotdxbido, a*wtaacisL* 
aanta ain aadiaantacidb. paraca en* paUcüla daŝ  
pu*s da 14 di!Mds cultivo.-- -

(*) sü&da{p&NMRaJBRML*Rw!*Kwsüa*E&sqpH*&* 
oial, sin llouafaccî . -

(3) i*oa*d*3Atat*M sütMHáao. * * - - - * - * - * * *

15. (o) Csx*etwP%*RÍesa üsiíAdgicast

(1) Boducciáb da nitratos! negativa

(2) Dasnitrificaci&n negativa

(3) moayo 3H (rojo da metilo)! negativo *

(4) Saaayo VP(VqpM^RM*Kaaw9!*MgsMhw
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5.

10.

15.

(5) Producción da indol* negativa- - - - - - - - - -

(6) Producción da sulfuro de hidrógeno! positiva (dá­
til) - - - - --- - - - - - - - - ----- - - - -

(7) Hidrólisis del almidón* negativa - - - - - - - - -

(6) Utilización de citrato* positiva - - - - - - - - -

(9) utilización de fuentes ̂ orgánicas de nitrógeno
I) Nitrato potásico* Negativa a dábilmente posit̂,

va - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
II) Sulfato amónico; positiva - - - - - - - - - -

(10) Producción de pigmentos* ninguna -  - -  - -  - -  - -

(11) Ureaaa* positiva - - - - - - - - - - - - - - - - -

( 12) {hddasa* negativa * - * - -- -- -- -- -- --

(13) Catalasa* positiva - -- -- -- -- -- -- -- -

(14) Sama de crecimiento - - - - - - - - - - - - - - -
I) pH* crecimiento a pH 4-8! pH Óptimo 4*9-6,C -
II) Tensperatura# cracimiento a 2-37se, teĉ eratura 

Óptima 29-30̂ 0 - - - - -  - - - - - - - - - - -

(15) Demanda de oxigeno* acráticas
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(16) Bnaqye ÔF (da oaddaoida^araentMd&i) , aftoda 

(Hügh-Laifsca)! wddaat** < * < * - - * , * - * * -

(17) FMdaooidn da doido y gaa a partir 6a aadoaraai s* 
obeerva ddMl produecidn de Acido paro ningona px̂

3. ducoión da gao an pâ taM âgua que oootiaaa 12̂ 7%
da D-gluooaa, D-aaonoaa, D-galactoaa, aaltcaa, ww* 
evoaa, trehaloaa, D-aoaM.toL, P-aaoodtol, iaoait<& 

o 4RieaM&.

(16) AsimULMida da fuaotaa da ewAoaoi Loa ramatadow 

10+ de cultivo an aedioa de aaLaa intatipdaieaa (Mfoa^
to dipotdaieo o,7 ?/V%, ddbifoafato aonopotdaiao 

0,3 ^1%, aulfato aadhico 0,1 ?/?%, oLowro addiao 

0,1 I/V%, aulfato aa^éoioo *7HgO 0,01 P/̂ %) qpa 
owtaaícM MMáaajRMH&aada eay&aa, 6M*wBta14 

13. días, sedaaaa3La$aNL*1.- -  - - -  *.<***. - *

¡PaMLa 1
AoiadlaoiÓn da ibantaa da oawbcM 

CWO§Ot3HMida
----ÍJBóaü-----

L-awaMAoaa 1
D-adLoaa 1
D*̂t¡Locoaa 1
D-aaamoaa 1
&-fyuotoaa 1
D-gaLaotoaa 1

4-
a
a
a
a
a
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Tabla l (continuación)

Fuente de carbaso Ccncentracidn final CraeiRieato
maltosa t
sucrosa 1
lactosa 1 -
trehalcsa a 4-
D-sorbitol t 4-
Manaitol % 4-
inooitol a 4-
glicercl a +
almidda a -
alfa-metil̂ D-gluoÓaido a 4-
melibiooa t -
adcnitol t 4-
duloitol a -
rafañosa i 4-
cia-accaitato 0,3 +
citrato o*3 +
isocitrato o,3 4-
gluconato o*3 +
acetato 6,3 4-
fuaarata e,3 4-
malata o,3 4--
tarteato o,3 4-
p-iiidroxib̂ Msoato o*3 4- _
L̂ olanina o,3 4-



lab ia 1  ̂ An)

CadcaatpacidR final
„—. . . Í ¿ S L , . . . . . Orwciaianto

bata Hiwitnn C,3
Ir*iadaucioa 0$3
aaceinalta C#3
L-*raIAtMt 0$3
S-catoglMccoatc c,3

4*
4*
4*

4-

NotmtMt + 4 (RMMiaieBto;&* <MMaao<H*wüd^M&o;-t3E&w%h 
crwciaisato

(19) iMwww jpmpia&Ra*--******--**--****-

I) Htilizaeida da aalooato! negativa. -* *- ^ -
II) Daawainaoido d$ fantlalanina! aagaViva <* <* <*
III) 4* *<**.<* **<**<-*.**

a) At̂ inina) aagativa**<*<*****<*<*-*<*'***<*
b) iAsina* napRdma--*-***.--**-*- 
a) oxnitinaA aa#)¡Viwa¡'-'<*****<***<*<*'*****<*

IV) HiArdliaia da aaeaHwa! padR&wa----** 
v) HMrdliaiada Twaaa 8o$poaittva <*- -<**.**
VI) Ccntaaidoda OC (guanina-citcaina) daBNM

S&,5 aolaa

la aoopayaaiód da laa aatavdovaa oavadwMfíaticaa 
bactarioldgloaa da la capa 0-630Z oca la daacripcida dal
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5.

10.

15.

E&nual of Determinativo Bactoriology da Sor#&y. Bd. 7 y 8, 
demueotra que. dado que sa trata de una bacteria gramaegati- 
va barriforme. estrictamente aerdMca. Móvil coa uno o va­
rios Hágaos polares y positiva a la catalasa* la cepa 
0-6302 pertenece obviamente a la familia Psaudcmcnadacaae.
Él hecho de que no tenga requisitos autricicaales y de que 
tenga un contenido 60 de 99*5 mole!# sugiere que la cepa pqg 
tenace al género Psaudomonas. como bacterias Poeudomonaa que 
sen relativamente similares a la cepa 0-6302 con respecto a
las anterioras características pueden mencionarse las
gBBHáass^ Mogasas y aa^ápMMs* ^  sen naga
tivas a la oxidasa citooromo. Sin uabarge. la P. maltonhiiia 
difiera evidentemente de la cepa 0-6302 en que la
mnitâ hiiiA demanda meticnina y no da crecimiento a 4̂ c. si 
bien la Pseudoaonas syrinnae es una especie que incluye un 
gran número de subespecies* resulta evidente de la Sabia 2 
que la incapacidad de utilizar ciertas fuentes de carbono, 
característica común de tales cepas, no se halla en la cepa
8-6302.



* *^ o <*

Coapayaoidn A# la aeiüdlabilidaA de iwiaa ÍCeg.
tea de cesebonc

rneielneeKinn
Pmmt.<t. mMtOM ..tmMML. ÍÜM„M3H!

+
a-M̂ kg&MMXMáO - +
beta eloulne — *
L-iadedOina — +

,2

# $ eaimilwon ! -  $ no aa4aHama

Meada, elpH^ptiaopayaeloyaciaientc &*3L* ca­
pa 0-6302 ea wy bajo, a adbey 4#? a 6,o, teniendo l̂ ^ay M& 

ciaientoinclnao a pH 4.0. Batea diíeyeaoiea eliainan la po- 
aiMH.dad da ooneidew la capa 0-6302 coao coa capa da 

9. TMMdMEM- POTtUo, *. <MMd4Ht.<B* 1.S-63M

íMra*Mo*auMtaM*^wqMM&*4k&i#haya3&KgMMS&M  ̂Y# da­
da la Ceaecteyíetioa de eubajopHdptiaode caeeiaianto da 
4,3 a 6,0, <yxa aa baje payabacteaiaaq^epwrteMcenen a*m 

raialedneyo BatudagmaB* la cepa 0-6302 aedenoaind 

10. Paeodoaonaa -<*

Hueatrae de ceta cepa 0-6308 baneddodepoaitadea 
reepectivaaente en el FeMentation Reeeaych Dietitnte, Ageney 
oí JMuatyial Science and Teohnology (FBSM), Chiba, Japdc ̂  
jo el ndaero de depdeito FBMM 4344, en el DMtitate for
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Peraentatioa, Osaka (IFO), Japón# bajo el número da acceso 
ISO 13774 y (mía AnericmType Cultura Collecticn, (áücc), 
Maryland, U.3.A., bajo al número da acceso ATCC-31363* - - -

Las bacterias Psaudomcnas empleadas eegón esta in- 
5. vencido, sea ea general de características muy variables y su

#e a twtŷuiaíiton my
tag&icos artificiales tales como irradiación con lúa ultra­
violeta o rayos X o tratamiento con ontágancs químicos, sin 
embargo, todos y cada uno de talos outantea y variantes son 

10. útiles para los finas do esta invención sólo si poseen y re­
tienen la capacidad de laborar G-6302, d  antibiótico objeta 
ve do sata invención.

Para el cultivo de la cepa 0-6303, pueden emplear­
se fuentes de carbono tales coso glucosa, suerosa, maltosa, 

15. melazas agotadas, glicerol, aceites y grasas (por ejemplo 
aceite de soja, aceite de oliva, etc.), deidos orgánicos 
(por ejemplo ácido cítrico, ácido euccínico, deido glucóai- 
co, etc.) y otras fuentes de carbcao asimilable. como fuen­
tes de nitrógeno pueden emplearse compuestos y materiales 

20# orgánicos e inorgánicos que contengan nitrógeno tales como, 
por ejemplo, harina de soja, harina de semilla de algodón, 
líquidos del remojado del maíz, levadura seca, extracto do 
levadura, extracto de sanie, peptona, urea, sulfato amónico, 
nitrato amónico, cloruro amónico, fosfato amónico, etc. ádo- 

25. más, las sales inorgánicas requeridas normalmente para el eul



tivo A# baotwiaa, talca como cloruro sádico, cloruro pot&& 

co, carbonato odioloo, aulí^to mag*daioo, Mfoafáto aaMpo^ 

aioo, foafato dtaddico, ato*, pmadaR aaplaamaa ya a*a aSla* 
ota  ootgsit^idnMooMada+taba hallado pjaa al randiajanto 

5. dalmitiMdticodaaaMopuadaaMQM&taraaacplatBa&ta^otal

SMAiOIMPWB MESMMtOd* ataAttytaaaoapat da M ilitar al 

productor da 0-6302, A aahar ooapuMtoa inorgdniaoada atm- 
fre tslaa como sulfates (por ejeaplo a*Afato addico), tioauĵ  

f&toa (por ajeólo tiosulfsto sddioo), ato., o ooevuwtoa tg 

10. g&Reoeda aaufre td^M^3aBo^MdaB*3^^M3P^<XKRiaa*^H*9* 
fra (por ejemplo cistina, ciatains, amtionina), ato. Bsra sg 

t# fin aa perticularaente preferido al tioaulfato sádico. I*  

caMMMüKM&hdaiaLMseagMsvMM da aaaAra anal media da 

cultivo tt dt 0,01 t  1,0 por oitnto y, praAreRtmaeRtt, 
13+ de0,02a0,9 3yVparoi*Rta. la  adicián de tai coá^uasto da

asufre al medio origina una mayor prodúoci&i da 0-6302, Meg 

do por alio, oomaMiaioanta, da coaaidaraRla valor.

Matada, puadan incorporaras, aagAe aa rabiara, 
laa da aetalaa paaadoa taita ooato tmMtto farroto, sulfato 

20. da oobra, tto., vitaminas taütt tomo vitssdaa Ŝ , htoattRlo, 
ato* y otroa aditivoa* Taahiáh paadan aHadirta smtiaapamaa y 
auritotaotaa talas como aoaita da ailioccss, dtar da polial- 
quileoglicol, ato* Dsada luego, puadan taaMéo shadiraa, aa 
cantidades adacuadaa, otras matarías orĝ iaaa o RMHgAaioa* 

23. ^puadMayiRaralorsoimiaotodalmioroorgttmiaaoy iota***
tar la produecián da 5-6302.

-  1 S -
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El cultivo de la cepa 3*6308 puede roalizarso por 
procesos similares a loe utilizados para la producción de 
antibióticos en general, espigando un método de cultivo en 
sólido o un método de cultivo en liquido. En el caso del cû  

5. tivo en líquido éste puede sor eatacicaario, con agitación,
con sacudidas o aeróbico, aunque es particularmente deseable 
el cultivo aeróbico con agitación, la temperatura preferida 
de cultivo oscila entre unoB 15 y 35*3, mientras que el pH 
del medio da cultivo puede oscilar entre unce 4 y 8. El cul- 

10. tivo ae prosigue durante unas 8 a 168 horas, preferentemente 
durante 24 a 144 horas. Dado que el antibiótico 3*6302 pro­
ducto se halla en su mayor parte presente en la fase liquida 
%he& caldo de fermentación, ee ventajoso centrifugar o fil­
trar el caldo para separar el fluido sobrenadante o el fil- 

15. trado de una masa celular y purificar el 3*6302 en al fluido 
sobrenadante o filtrado. Sin embargo, puede también reaiissg 
ae, ai ee deesa, la purificación directa a partir del caldo 
de fermentación.

El ensayo de la potencia dd producto asi obtenido 
20* pueda realizarse contra Bretaña air̂ aM-lis IFO 3849 como org& 

nisao de ensayo y utilizando 6*6302 como standard por medio 
del método del cilindro o dd método del disco de papel que 
eaplea TSA (agar de soja triptieasa (Baltimore Biologicals, 
Limited, U.S.A.)). -

El Antibiótico 3-6302 puede rectpwarso por medio89*
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de varios procesos empleados comAuaente para la reeuperaci&i 
da aetabolitos microbianos. Asi, por ejemplo, loa cdlules ae 
oliminan por centrifugación y el producto activo ee separa 
del fluido sobrenadante y ae purifica por medio de loo aáto- 

5. dos oonvencicnalea. Por ejecplo, pueden utilizara# al proco* 
ae que utilizo la solubilidad o la diferencia, da solubilida­
des con respecto a un disolvente adecuado, el proceso Q̂ue 
utiliza la preoipitsciób o la diferencia del rágimen de pre­
cipitación del ̂ tibiótioo a partir de una diaolucî * *1 

10* proceso que utiliza au afinidad ĉ acterfatica adácrbiva pa— 
ra varios adsorbentes, crotaatografia de interosobio idnico 
ea intercambiadoros iónicos, concentración bajo preei&i ra^ 
oida, Becado por congelación, crietalizaciáa, reoriotaliza- 
pida, accedo, etc*, ya atan aoloa o an una combinación y se- 

1$. (Kiancia y/o repetición aáaeuadaa. - -- **--***** ̂  ̂  ^

Sa Aeacribird a continuación un proceao típico. 
Deapt̂ s de acabado el cultivo, se filtra ol caldo de farmma- 
tacióh, el filtrado resultante se hace pastar a trzváade una 
aduana da carbón activado y al H-6302 adsorbido ae eluye 

20. con un disolvente orgánico hidrófilo. Como ejemplos del di­
solvente or&hioo hidrófilo pueden mencionarse laaoetonea 
inferiores (por ejemplo acetona, oetiletilcetcna, oetilisob̂  
tiloetcna, etc.) y loa alcoholes inferiores (por ejemplo me­
tano!, eteaol, isopropanol, propanol, butano!, etc.). Batee 
disolventes pueden utilizarse solos o como usa mezcla éneos 
binaoión con agua. Debido a la naturaleza deida del 0-6302,

29.



pueden empicarse ventajosamente resinas de intercacbio de 
aniones* tales nomo resinas de la forma C1 (Aobcrlits 
HhWOO & 402# fabricada por AObeíllte Co** B.S*A*; Dowx-1 , 
Dow and Chemical Co., U.S.A.; Pialen SA-21A, Mitsubishi 

5# Chemical mdustriee, Jsgsón). El producto activo adsorbido se 
eluye, par ejemplo can una disoluoidn acuosa de cloruro s5d̂  
co* Paca desalar ti eluato, se realisa de nuevo una, cromato­
grafía aa aduana con carbda activo* El eluato obtenido se 
concmtra entonces y as aSade* por ejecplo, acetona y el prg, 

10. cipitado asaltante se recupera por filtración, se lava con 
acetona y con Óter do dietilo y se seca bajo presido reduci­
da para recuperar polvos de color pardo claro. Rara purifi­
car el 6*6302 do los polvos* puede emplearse ventajosamente 
cromatografía en caluma en DEAa-Sophadex (Pharmacia, sua- 

13* cia). Así* se lava una aduana de iXEAE-SígÁadex A-25 ccn tsgg 

pda fosfato ü̂ tOO (pH 6,6) y se hace pasar una disolución 
acuosa de loe anteriores polvos a travgs de la columna y el 
antibiótico es adsorbido en la misma. La columna se lava con 
la taopdn que {Ulteriormente y se re alisa eíu

20# sida con el taupón que ccatiene 0*3 de cloruro sódico.
Las fracciones activas se combinan, es ajusta a pH 3,0 y se 
baca pasar de nuevo a travós de la columna da carbón activo. 
La colunia, as lava con agua y con 20 de metanol acuoso, 
sucesivamente. Butences se realiza elución oca acetona aouo- 

2$. sa y las fracciones activas se combinan y so concentran bajo 
presión reducida* Se aBade acetona el concentrado* por lo 
que se obtiene 3-6302. El 3-6302 forma sales metálicas y sal

-  15 -
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amónica. Como salea metálicas puedas oencionarse la aSÍ sdó̂
oa, la aal potásica, la sal litica, ate#

las propiedades üsicoquiaioaa del SW5302 obtenMe 
en el Bjeaplo 1 que wigae a contiausciA;, son cono se indica

5. ,gMm*,*-**,*^*****-**.*--^**.**^-****
a** '

1. Ponto de fusión! 12000 (ainterisación), 130"0 (desccstp.)

2. Aspecto; polvos ;aaRoos--*<*---**---***- *-**''i*'-.'
3. Análisis elcaantOl (después de secar baje pregón reduq̂  

da sobre pentdxido de fáaforo a 40̂ 0 durante 6 basas)
10. (%); i * * . * * * * . . * * - * * ' ' * * * sn#se^4seesassese#adte<ss

c  34.83 33,43 (34,99 & 0 ,9 )

H 3,41 3,24 ( 3,38 & 0 ,3 )

N 13,22 13,73 (13,60 & 0 ,3 )

S 7,63 7,73 ( 7 ,70 & 0 ,3 )

19. 0 (38,13 3)

4. peso BBlecular* *-*-***-*--*--*-*<**''* 
Titulcnetrfa; 43) & 20---*----*-****-**
Fórmula wepirica (basada en los anteriores datos) - 

calo, c, 34,78; 8, 5,3?; N, 13,52; S, 7,74

20. 3* Espectro de absorción de ultravioletas;
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Sólo absorciones extremas (sin absorciones característi­
cas ea 210 na)-

Espectro de absorción do infrarrojos (Pig. i), puntas d̂o 
minantes (KBr) (cHf̂ )) - - - - - - - - - - - - - - - - -

3440(8), 3920(m), 2850(m), 260C(w), 17?0(s), í̂ o(s), 
1530(8)$ 1458(m), 1390(w), 1340(w), i2ÓC(sh)* 124C(s), 
1210(eh), 1l80(m), 11l8(w), 1043(s), 792(w), 632(a)

3 y ̂  significan absorciones fuertes, medies y dáti­
les* rê ectivamente; ̂  significa resalte) - * ** - - -

7. Rotación específica) <̂ f̂ 3+94S¿10S(cB0,33, Ĥ O) - - -

5, Espectro de resonancia magnética nuclear (en sulf Óxido 
de dimetilc* 100 nis) delta 3*31 ppm (s, un desplazamíen 
te químico atribuible a Ô ĝ ) - - - - - - - - - - - - -

9. Solubilidad en diselventes# - - - - - - - - - - - - - -

msolublc en éter de petróleo* bexano* éter de distilo, 
benceno* acetato de etilo y cloroformo; escasamente so­
luble en stand* piridina y acetona; soluble enmetand 
y sulfóxido de dimetilo; fácilmente soluble en agua, - -

10* Reacciones de color; - -- -- -- -- -- -- -- -- -

Positivas) reacciones con ninbidrina y permsageaato pot¿ 
eico; negativas) reacciones con cloruro fárrlco-ierrocía



BMFO pOt<Í8ÍCO! IftÜt-SCMjhf y snüach{ dedoaananta poaitî  
1MMM MMMKüi&t da í̂ h. *,<*.*,*,*.*.<**.*,<t.<*<*<̂ *,<*

11.3&áaaKUáa&t---**-*'**-******'**-***

ÜWlra.'hliW (M aĈ/tCSa C1¡ gUMH 4a y^ "3*í*8 7 *

6oac dwanta 10 ainatoai iaaataMa por anoiaa A# pH 6,9*
^ O O S

12* Baaioidad, neutralidad o aoidaat ácido.

Loa propiedades fiaio<xp*ÍMieas da la aaa."sódioa 
Aal C-6302 evadido an ai Bjaaplo 3, qaaaada lus¿e, aca 
coate ad#sa* ***-<*-*******<***<*<**'i***"**'*i*'*<*<*¡-As***«.

1. punte da ddaiáM ain punte da íaaidd definido (aa vaaiv* 
pardo*170tC) -------*****.****i*^***

2. AHStaotot polvos MLaaooa .*---*--<*.*.**.<*<**.<*<*

3* ándliaiaalaaantai (despida aaoar Najo praai&tradw 
cida y sobra paatdaido da fdaíwo a 40̂ c dwacta 6 ho-

( % ) * * *  - -  - -

0 33,08 33,33

8 9,07 4,97

N 13,73 13,37

8 7,33 7,43

Na 9,19 9,31

4. Pase aoiacalaM 438 ̂  9, auponiando qaa 1 aoi da Na aa-



tá contenido en cada molécula

Fórmala empírica (basada en loa antariorea datos)

Ĉ gĤ ŜOgNa*HgO
Calo. C, 33.03$ S, 4.85$ N, 12,84; S, 7,35; Na, 5,27

5. Espectro da abeorci&i de ultraviolataa; sólo absorciones 
extremas#

6. sepectro da abaorción da infrarrojos (Fig. 2), pmtaa
minantes (R8r) (cm *)* —
3430(a), 3250(oh), 3000(a), 1770(a), 1640(s), lS30(a), 
145C(v), 1405(w), 1343(w), 128o(ah), 1245(a), 3l8o(w), 
I1l8(s), 1050(8), 820(a), 785(s), 632(s)

g y g sisUfican absorciones fuertes, medias y dóbi 
lea, raspeotivamante; jĝ significa resalte) - - - - - -

7, Rotación especifican ¿^1^^^85^03(0^0,37, SgO) - - - 

6* Solubilidad on disolventes* * -"-"***"* <* *- - - - - - -

BaaoluKLe en óter de petróleo, hexano, óter de dietilo, 
benceno, acetato de etilo, cloroformo y acetona; escasa­
mente soluble en octanol, etaaol y piridina; soluble en 
eulfóxido de dimotilo; fácilmente soluble en agua. - - -

9* Reacciones de color* -

Positivas* reacciones con ninhidrina y permangaaato pot&



ao *

aleo; nogetivaae reacoicnea con cloruro íéprlco*<faandLc3&
BUMopRahd^oydtEKaagMhiyHMUüMhtdRáMKHMy&pas^
üvae$ reaeoido A* XhrliCh 

tO. Betabilidade
5. sai^eeodieolucidhaeuoaaenlagaaade^í3^8 7A

60̂ ? durante 10 aiautoe da calentaalento; ineeteble por 
enciaa da ̂  6,3. ^

Para convertir la foma da deido libre de 3*630%
enwaeal#paedeobtenerBeporejee!!lolaaaladdioapor 

10. adicidb de m  equivalente aolar de hidrdxido aádioo * MBA 4&
eolueidnacuoeadol ácido libre y eecendoenteeMeepwccneat, 
laci&. %l<dsb*M*--*--*-*----*-****"'**+'*

paracowertir taaealde 0-6302 ni* #MH*de 
ácido libre, eete dltiao puede obtenerae, por ejeevlo, pw 

13̂  adiei& de ácido clorhídrico INatna diaoluoiái ecuoea de 
la eal aódica, por ejeaplo, de 0-6308 para llevar la diaáh*- 
cida a pH 3,0 y deaalendo la diaoluoidn por nedlo de carbAi 
aotliŵ o. — — —

Laa oaruoteríaticaa MolCgioae del 0*630% aon ecao 
20. algue* Loaaepeotroa antlaicrobianoa del 0*630% y en eal a&* 

AiMeaRaawM^gaiH^KvaHPBiMKMaejlMetHA aaI*ZaBla3 
(aátodo de düuoidb de placa de agar). -

Beeata tabla reaultarA evidente que el intibidti-
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co G-6302 es principalmente activo contra bacterias graaneĝ  
tivas pero también es activo contra algunas bacterias gratapo 
sitivas. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  —

La toxicidad aguda de la sal sódica del Antibióti- 
5. co 6-6302 es baja, no hallándose muertes cuando ae adminis­

traron $00 mg/kg de la sal a ratones por vía intravenosa. -

El 6-6302 demostró también tener una acción proteo 
tora en los ratones infectados coa Eacherichia coli o 
Klebsiella mcumoniae a la dosis subcutánea de 10 o a 

10. la dosis oral de 100 mg/kg. - - --- --- -- ---

Tabla 3
Espectros antimicrobianos del 6-6302 y de 

su sal sódica

Concentración inhibidora
Organismo da ensayo mínima (mcg/al)6-6302 6-6302-Ha

Escherichia coli HIHJ 25 25
Escherichia coli f-7 25 25
Salmoaella typhosa Boxhill 58 12,5 12,5
Shigella flexneri BW-10 25 25
Klebsiella pneumoniae DT 12,5 12,5
Proteus vulgaris IPO 3988 100 100
Proteus morganii IFO 3168 100 100
Proteus mirabilis IFO 3849 25 25

Serratia marcescena IFO 12648 100 100
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Pseudoaonaa aeruginoea U-31 >100 >100
Staphylococcue auxmua PDA 209? >100 >100
Streptococcua pyogenes B-14 >100 >100
Bacillus aubtilie PCI 219 100 100
Corynebacterium diphtheriae Toronto 12,5 - 12,9
Candida aldeana IPO 0583 >100* >100*
Saccharomycea cerevieiaa IFO 0209 >100* >100*
Aapargillua nigar IFO 4066 >100* >100*
Penicillium chryaogenum IFO 4626 >100* >100*

Notas* Medio - Iripticaaa-eoja-caldo-agar
* Medio - Agar nutriente que contienej1%%de glR 

cosa

Coco se veri del anterior espectro antimicrobiano 
5. el 0-6302 preparado segdn esta invención es inhibidor reape&

to a las bacterias graamegatlva* y grampoaitivaa. Por ello 
puede utilisarse en el tratamiento de infecciones con las 
mencionadas bacterias en mamíferos (por ejemplo rat&a, rata, 
parro y hombre) y sspsoiss ds aves domsstioadss (por ajsm- 

10. pío gallinas y patos). Para utilisar 0-6302 coso aadioina da
infecciones por Bacherichia coli. aa disuelve en disoluoión 
salina fisiológica, por ejemplo, y ee administra paranteral- 
mmite, por ejemplo subcutánea o intraauscularmente, a la do- 
ais da 5 a 30 ag/kg de peeo corporal, diariamente. Para al 

13. uso oral, al Antibiótico 0-6302 aa meada con lactosa, per 
ejemplo, aa encapeula y ee adminiatra a la doaia de 20 a 
200 ag (como 0-6302)/kg de peso corporal, diariamente. - - -
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B1 G-6302 puede utilizaras también como germicida 
o desinfectante. Por ejemplo, el 0-6302 se disuelve en agua 
destilada para preparar una disolución que contiene de 0,1 a 
1,0 p/V por ciento de G-6302 o se formula con una base de un 
guanta tal como Maaellna o lanolina para preparar un ungüen­
to que oonte&ga de 5 a 20 ag de 0-6302 por gramo y dicha di­
solución o ungüento ae aplica a las garras, patas, o jos, or& 
jas y otras partes de los mencionados animales, como desin­
fectante. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

El G-6302 es un compuesto muy prometedor puesto 
que es útil como intermedio para la síntesis de nuevas suba, 
tancias módicas. - - - - - ---------- ^

La comparación del Antibiótico G-6302 con los anti 
bióticos conocidos ha demostrado lo siguiente! En primor lu- 

15. gar, como antibióticos que son solubles en agua y ácidos y
que contienan asufre pueden mencionarse las penicilinas y 
las cefalosporinas. Sin embargo, dado que el G-6302 no absor 
be en la zona ultravioleta del espectro, esto lo diferencia 
de las cefalosporinas. Además, si hecho de que el espectro 

20. de resonancia magnética nuclear dó un desplazamiento químico
atribuible a protones O-metílicos y al hecho de que dó lugar 
a ácido glutámioo con hidrólisie Acida son las pruebas de 
que el G-6302 difiere de cualquiera de las penicilinas y ce­
falosporinas que ae dan en la naturaleza. - - - - - - - - -

Por otra parte, existen muchos antibióticos conocí

5.

25.
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dos elaborados por bacterias del género Psetnoaonas pero ai& 
guao ds silos ss un antibiótico soluble en agua que sea Aci­
do y contenga azufre. Además, si 0-6302 difiera da cualquie­
ra de loa antibióticos conocidos producidos por mieroorgaaig 

5. moa distintos de las capas As Psaudoaona* debido a sus pecu­
liares propiedades fisicoquímicas y biológicas. Por olio, si 
6-6302 se considera un compuesto nuevo. - -- -- -- -- -

Los siguientes ejemplos ilustran adicioáalaante sg 
ta invención. - -- -- -- -- -- -- -- -- - -  - -

10. Se loe ejemplos, *parte(e)" se besa sn peso a ate-
nos que ss indique de otra forna y la relación entra Apár­
tete)* y *parte(a) en volumen" corresponde a la existente e& 
tre *gramo(a)" y "mililitro(s)" y *%" ** besa an "poso/volu- 
men" a manos que ss indique de otra forma. - - - - - - - - -

19. Bisanlo 1

Las células da Paeudomonas aoidcohila 6-6302 
(KBM-P Ht 4344; IPO 13774; AMO-3Í3Ó3) que crecen sn un 
slant de sgar nutriente se utilizaron para inocular dos frag 
eos Sakaguehi de 2 z 10̂  partes en volumen que ccnteníen ea-

20. da uno 900 partee en voluman de un medio coapuesto por 1% de 
glucosa, 0,3% de Polypeptan (preparado por Daigo Nutritiva 
Chemicals Co. Jm?ón), 0,3% de extracto de cama y 0,9% de olR 
rwo sódico (pH 7,0), y cada irasco ss incubó en un sacudi­
dor alternativo a 28ac durante 48 horas. El cultivo resultes



te se utilizó como cultivo de siembra.

CU fermentador de depósito de acero inoxidable de 
200 x 10̂  partea en volumen ae llenó con 120 x 10̂  partea en 
volumen de na medio compuesto por 3% de glicerol, 0,% de 
glucosa, 0,5% de Pdypepton, 0,5% de extracto de carne y 0,5% 
de NaCl y, después de ajuste a pH 7,0 con hidróxida sódico 
acuoso al 30%, se esterilizó coa vapor de agua a 120̂ 0 duran 
te 20 minutos. El depósito esterilisado se inoculó entonces 
con el anterior cultivo de siembra y se incubó a una tempera 
tura de 26sc con aireación al régimen de 120 x 10̂  partee en 
voluaen/min y a una agitación de 180 r.p.m. durante 78 horas. 
El caldo resultante se centrifugó con un separador centrífu­
go Sharples para eliminar las células, que dejaron 110 x 10̂  
partes en volumen de fluido sobrenadante. El fluido so ajus­
tó a pH 4,2 y se hizo pasar a través de una columna de 
15 x lo3 partee en volumen de carbón activado (grado cromato 
gráfico SH IBAS AGI, fabricado por Takeda Chemical Industries, 
Ltd., Japón) para adsorber la substancia activa en aquélla. 
La columna se enjuagó con 45 x 10̂  partes en volumen de agua 
y luego ae realizó una elución con 45 x 10$ partes en volu­
men de acetona acuosa al 50 V/V%, recogiéndose al eluato en 
fracciones de 10 x 10̂  partes en volumen. Las fracciones se 
ensayaron contra Broteus mirabilis IFO 3849. Las fracciones 
2 y 3 se combinaron, se aSadieroa 20 x 10̂  partes en volumen 
de agua y la mezcla se hizo pasar a través de una columna rg. 
llena con 10 x 10̂  partes en volumen de Done**! (forma Cl)
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(Dow and Chemical industries* U.3.A.). La columna ss enjuagó 
con 25 x 1(P partes en vduasn As sgua y ss rsslisó slnoión 
cao 90 x 10̂  partos on volumen As una disolución scwsa As 
cloruro sádico al 3%. Loo ffaooiansa activas ss ocahinarcn*

9. ss ajustó elpH a 4,0 y a* hicieron pasar As nuevQ.a través
As una eoHaaaa As carbón activado (8 x 10̂  partosen volusso). 
La ooluana ss lavó con 24 x 10̂  partas on voltsaan da agua y 
as realizó elución ccn metanol acuoso al 20 V/V%. Lamfbao- 
cienos activas se ocsibiaarcn y ss concentraron a 90 partos

10. en voluaon bajo presión reducida. Entonces so aHadieron 200
partos en volumen do acetona y el precipitado reauítwnts ss 
recuperó por filtración* so lavó con 90 partos on vol tesen de 
acetona y 100 partos en volasen da ótor As distilo, a lo que 
siguió socado bajo presión reducida. Por sodio del anterior

19. proceso ss obtuvieron 12 partes de producto bruto. - i. - - -

En 500 partes en volumen de taspón fosfato t/100 
(pS 6*6) ss disolvieron 10 partes del anterior produoto bru­
to y la disolución ss biso pasar a través de una columna de 
200 partas en volumen dsDBAE-8apbaAeoKA-29(HswsMia*8uâ

20. oia) previamente taayonado can la miaña disolución taapóh 
que so ha mencionado. La columna so lavó can 400 partos on 
volumen do la miso* disolución tospób y luego os realizó el& 
ción con el mismo taspón al que so había aBadido 0*9% do ol̂  
raro sódico. Las fracciones activas ss combinaren* ss ajusta

25. ron a pH 3,2 can HCl 1N y so hicieron pasar a través ds una
columna do 600 partos en volumen ds carbón activado. La co-
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luana se lavó con 200 partea en volumen da agua y 100 partea 
an volumen da metanol acuoso al 20 V/V%, a lo que siguió clu 
ción con acetona acuosa al 50 V/V%. Las fracciones activas 
se combinaron, so concentraron bajo presión reducida y se di 

3. solvieron an 5 partas en volumen da metanol. Después de la
adición de 100 partes an volumen de acetona, la disolución 
se dejó reposar en frío. El precipitado recatante se recuas 
rÓ por filtración, ec lavó con éter de dietilo y se secó ba­
jo presida reducida y sobre peatóxido de fóeforo a 49*0 du- 

10. yante 6 horas* Por medio del anterior proceso se obtuvieren 
3,8 partee de polvo. El espectro de absorción de infrarrojos 
de eete producto se ilustra ea la Fig. 1* ^
Análisis elemental! C 34,83; H 5,41; N, 13,22; s, 7,65 (p/í-%)

Un iermentador de depósito de acero inoxidable de 
15. 50 x 1(}3 partes en volumen ee llenó con 39 x 10̂  partee en

volumen de un medio compuesto par 3% de glieerol, 0,1% de 
glucosa, 0,5% de Polypeptcn, 0,5% de extracto de carne y 
0,5% de cloruro sódico y, después de ajustar el pH del medio 
a ?,0 con hidróxido sódico acuoso al 30%, se esterilizó coa 

20. vapor de agua a 120*0 durante 20 minuten. El depósito esterl
limado se inoculó coa la misma cepa de microorganismo que la 
utilizada en el Ejemplo 1 y se incubó a 28*0 con aireación 
al régimen de 35 x 10̂  partes por volumen/min y con una agi­
tación de 180 r.p.m. durante 48 horas para preparar un oulti
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vo secundario de sieo&ca* - - - - - - - - - - - - - - - - -

Oh fermentad or de depósito de acero inoxidable de 
aoooxio^ partes en volumen se llenó can 1200 xic3 partes 
en volumen de un medio coapueato por 3% de glioerol,0,l% de 

5. glucosa, 0,9% de Polypeptcn, o,9% de extracto de carne, 0,9% 
de cloruro sádico y 0,1% de tiosullhto sádico y, despule de 
ajuste a pH 7,0 con una disolución al 30% de hidróxidc sádi­
co, se esterilizó con vapor de agua a 120SC durante 20 adam* 
tos. El depócito esterilizado ee inoculó con el anterior <n& 

10* tivo secundario do sierdm. - - *.-*.-<-*.<*--*.* *.-**

El medio inoculado del depósito ae incubó a 28̂ 0 
oon aireaoián al rlgüaen de 1800 x 10̂  partee en voliamq/Sain 
y can wa agitación de 180 r.p.m* dorante 90 horas, ccn lo que 
se obtuvieron H90 x 10̂  partea en volumen de caldo.A este 

15. caldo ce le añadieren 40 x 10̂  partee da Hyüo-Supr-Cel
(jobnea-Manville, U.3.AJ y se filtró ccn un filtro prensa. NI 
filtrado se ajustó a pH 4,2 oon ácido sulfúrico 4N y se hiso 
pasar en adueña sobre 120 x 10̂  partea on volumen de carbón 
activado, la columna se lavó con 300 x 10̂  partee en volumen

20. de agua y ae realizó elución con acetona acuosa al 30 V/V%.
las fracciones activas se combinaron y ae concentraron bajo 
presión reducida para eliminar la acetona. El concentrado 
acuoso asi obtenido se diluyó con agua a 200 soparte* en 
valuaea y se hizo pasar a trwÚsde usa aduana de 30x10^ 

2$. partes en volumen de Diaion SA-21A (forma Cl) (fabricado por
Hitsubiahi Chemical industries, Japón). La columna se snjua-



gó con 150 x 10̂  partea en volumen de agua y se realizó elu­
ción con cloruro sódico acuoso al 1%. las fracciones activas 
as combinaron y se concentraron bajo presión reducida a 100 
partee en volumen y entonces se añadieron 2 x 10  ̂partes en 
volumen de metanol y el cloruro sódico precipitado se separó 
por filtración. SI filtrado se concentró adicional mente bajo 
presión reducida a 200 partes en volumen y entonces se aña­
dieron 2 x 10̂  partes en volumen de acetona y el precipitado 
se recuperó per filtración y se secó. Por medio del anterior 
proceso se obtuvieron 75? partea de producto bruto. Este pro 
ducto bruto (500 partes) as disolvió en 5 x 10  ̂partas en vo 
lumen de agua, ee ajustó a pH 4,0 y se adsorbió en una colum 
na de carbón activado (5 x 10  ̂partea en volumen). Si ingre­
diente activo se eluyÓ por medio del mátodo de la elución 
gradiente utilizando 10 x 10̂  partes en volumen de agua a 
través de 10 x 10̂  partes en volumen de metanol acuoso al 
70 V/V% y el eiuato se recogió en fracciones de 1 x 10̂  par­
tes en volumen, las fracciones activas ae combinaran, se con 
centraron bajo presión reducida para eliminar el metanol y 
ee complementaron hasta 6 x 10̂  partes en volumen con tampón 
fosfato R/100 (pH 6,0). Esta disolución de muestra fue adsor 
bida en una columna de 3 x 10̂  partes en volumen de DEAE- 
Sephadex A-25 que se había preparado como se ha descrito en 
el Ejemplo 1 y, después de layar la columna con 6 x 10̂  par­
tes en volumen del mismo tampón, se realisó elución con el 
mismo tampón euplementado con 0,5% de cloruro sódico, reco­
giéndose el eiuato en fracciones de 500 partes en volumen.
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Las fraccionas activas sa combinaron, as ajustaron a pH 3 
can HCl 1N y se hicieron pasar a travás da usa coluzna de 
0,5 a 10̂  partas an volumen da carbón activado. La columna 
sa lavó con 2 x 10̂  partes an voluaaa da agua a través da 

5. 2 x 1t)3 partas an volumen da metanol acuoso al 20 y lu&
go aa raalisó alusión con acatona aouoaa al 50 V/V%, rsco- 
gi&Adose al eluato an fracciones de 200 partas an volumen. 
Las fracciones activaa sa combinaron, se concentraron bajo 
presida reducida y aa disolvieron per adición da 300 partas 

10. an volumen de metanol. Después da la adición da 3 a ló̂  par-
tas an volumen de acetona y da 4 x 1<r partas an volumen da 
Atar da dietilo, la disolución sa dejó reposar en frió y el 
0-6302 precipitado se recuperó por filtración, sa lavó con 
Óter da dietilo y se secó bajo presión reducida y sobre paa- 

15. t óxido de fósforo. Rendimiento 72 partas. - - - - - - - - -
Análisis elemental* C 35,45; H 5,24; H 13.73; S 7,75

En 90 partas en volumen da agua sa diaolviaren 4,0 
partea da la forma libre dal 0-6302 obtenido an los Ejemplos 

20. 1 y 2 y, bajo enfriamiento, se aSadieron aproximadamente 9,0
partes an volumen de hidróxido sódico acuoso 1N. Esta adi­
ción fue seguida por la adición da otra cantidad da hidróxi­
do sódico 1H vigilándose el pH de la disoluoióh hasta que ss 
estableció un pH de 6,5. La disolución ss ssoó por ccegela- 

25. ción, can lo que se obtuvieron 4,2 partea de sal menosódioa
de 6-6302 o orno polvos blancos. El espectro de absorción de



infrarrojos dé este producto despude del secado bajo presida 
reducida y a 40ac durante 6 horas ae ilustra en la Fig. S. -
Análisis elemental; O 33*08; H 5*07; K 12,73; S 7*33;

Na 5.19 (P/P%)

Eieaolo 4

Lata células de Paeudomoaas acidoohila 6-6302 
(PERH-P No, 4344; H?0 13774; ATCC-31363) crecidas en un elant 
de agar nutriente se utilizaren para inocular un matraz c&Ai 
co de 200 partes en volumen que contenía 40 partee en volu­
men de un medio conpuaato por 1% de glucosa* 0,5% de Polypeg, 
toa, 0,5% de extracto de came y 0,5% de cloruro sádico 
(pH 7,0) y el matraz inoculado se incubé en un sacudidor ro­
tativo a 28ac durante 48 horas para preparar un cultivo de 
siembra,

Entonces se llenaren matraces cónicos de 200 par­
tes en volumen con 40 partea en volumen de un medio compues­
to por 3% de glicerol* 1% de glucosa, 0,5% de Polypepton 
(Caigo Nutritiva Chemicals), 6,5% de extracto de came y 
0,5% de cloruro sódico (pH 7,0) y se aSadiercn a los matra­
ces de 0,02 a 0,5% de varios compuestos de azufre. Entonces 
cada matraz fue inoculado coa 1 parte en volumen del ante­
rior cultivo de siembra e incubado en un agitador rotativo a 
ggac durante 96 horas. Como resultará evidente de la alguien 
te tabla, la producción de G-6302 aumentó notoriamente por 
medio de la adición de compuestos de azufre, - - - - - - -
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Conoentraciáa Producción
Compuesto de asufre (?) ûg/btl)

No añadido ese 15
Neticnina 0,02o,5

20
43

Cisterna 0,020,1 3563
Cistina 0,020,5 g
Sulfato sádico 0,020,1 7048
Tiosulfato sádico 0,020,1

MBKáaJS

En 7,5 partea en volumen de agua fría ae diaolviá 
1 parta de la forma libre del 0-6302 obtenido en loa Ejem­
plos 1 o 2 y a la mezcla ae le asediaron 17,5 partea en vo3&

3. mea da octanol frío. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

La mezcla así obtenida se mantuvo an reposo en
frío durante 24 horas para obtener polvos da 0-6302 cristal̂  
aado en forma da cristales inooloroso Loa criatalea aa recu­
peraron, sa lavaron ccn una pequeña oantldad de metano! aeum 

10. aofríoal80V/V%, metanol Sríoydter, suoaaivamenta, y sa
secaron sobre pentáxido de fáaforo bajo preai&i reducida a 
60tc durante 6 horaa, con lo que ae obtuvo 0,930 parte de 
criatalea de 6-6302. Las propiedades fisicoquímicas da loa 
cristales así obtenidos sea como sigue! - -- -- -- -- -
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10.

15<

1* Punto de fuaións 168&17C&C

3. Análisis elemental! (P/P%) -
Hallado

c 35,51 35,56
5. H 5,61 5,61

H 12,93 12,98
S 7,45 7,59

Calculado como C ̂ * CĤ OH*̂ HgO
C 36,69 
H 5,76 
N 12,81 
S 7,33

3. Rotación específica! ¿̂ Lf̂ ^̂ +820+¡5B(cMl,0, en HgO) - -

4. Espectro de absorción de infrarrojos (Fig. 3), puntas do
minantes (KBr) (ca*̂ )i -
3440, 3355, 3000, 178o, 1660, 1650, 1538, 1265, 1245, 
1230, 1038, 625

5. Espectro de resonancia magaática nuclear̂  (en sulfóxido
de dimatilo, 100 me):----------------- ------
delta 3,31 ppm (s, 3H) (un desplazamiento químico atribuí 

ble al O-CĤ  de 0-6302)
delta 3,20 ppm (s, 3H) (un desplazamiento químico atribuí 

ble al 0-SHg de motanol que está contenido en los 
costalee). - -- -- -- -- - - - - - - - - - -
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otras propiedales fiaiooquiaicaa, w  decir espec­
tro de absorción da ultravioletas, aolubilidad en disolven­
tes, reacciones de color, estabilidad y baaicidad, neutrali­
dad o acides, son iguales que laa del producto obtenido en 

5. el Bjeaplol* - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Se aeHala qw salas Figuras, las ordenadas repre­
senten Sranaoitanoia (%) y las abscisas representan Ndoero 
de coda (cm**b* - -

A los efectos consiguientes se declaran d̂  novedad 
10. y propiedad para EapaSa, sus territorios y piceas de sobera­

nía, las reivindicaciones que siguen. - - - - - - -  - - - -
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RE IV I H 3 I C A C  IONES

1.- Egtodo de producir un antibiótico* caracteriza 
do por cultivar un microorganismo que pertenece al gónero 
Paauáomoaaa y que ea capaz de producir dicho antibiótico en 

5. un medio de cultivo para tener dicho antibiótico elaborado y 
acumulado en el caldo cultivado* y recuperar dicho antibióti 
co* actuándose bago condiciones tales que el antibiótico pro 
duoido tanga las siguientes características* - - - - - - - -

(i) Punto de fusi&i! 12Q8C (sinterisacíóc), 13C33 (éescocp.)

10, (2) Aspectos polvo blanco - - - - - - - - - - - - - - - - -

(3) Análisis elemental (%)i - - - - - - - - - - - - - - - -

c 34,99 & 3*i?
8 5+58 ¿ 0,5
B 13+30 ¿ o,5
o 38+13 + o,5
s 7,7Q ¿0+5

(secado a 40ac durante 6 horas sobre pontóxido de fósfo 
ro bâ c presión reducida), - - - - - - - - - - - - - -

(4) Espectro de absorción de ultravioletaŝ  - - - - - - -

20. sin absorciones características en 210 na* - - - - - -

(5) Espectro de absorción de infrarrojos ¿SBr, absorciones



dominantes (números de onda, caT̂ T#

1770, 1690, 1930, 1240, 1043#

(6) Rotación especifica# 494̂ 109(o-<0,39, HgO) - -

(7) Solubilidad# insoluble en éter de petróleo, hexano, 
éter de dietilo, benceno, acetato de etilo y clorofoâ * 
mo# escasamente soluble en etenol, piridina y acetona# 
soluble en metanol y eulfóxido de dimetilo# y fécilmen- 
te soluble en agua, -

(8) Basicidad, neutralidad o acides# Acido,

(9) Peso molecular# 400 ̂  20 (por titulometría), -**--*-

(10) Reaocicnea de color# Positivas# reacciones con alahidx& 
na y peroanganato potásico# negativas# reaccicnes con 
cloruro fórrioo-ferricianato potásico y de Reeaguchi y 
Moliach# dudosamente positiva! reaeelóh de Xhrlich. - -

2. - Hétodo segdn la reivindicación 1, cwaoteriaa-*
do porque el microorganismo se Pseudomcnas - - -

3. - Método segdn la reivindicación 2, carao teries-
do porque el microorganismo es PBeudcmcnae *"6302
(ATCC-31363; IPO 13774# FBRM-P No. 4344). ------ -

4. - Método según la reivindicación 1, caracterizan 
do porque el medio de cultivo se suplementa con un compuesto



-  37 -

de azufre que es asimilado por el microorganismo que pertene 
ce al género Pseudomonas y que es capaz de producir dicho an 
tibiÓtico. - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

5. - Método según la reivindicación 4. caracteriza­
se do porque el compuesto de azufre es tiosulfato sódico, sulfa

to aédico, cistina, ciateina o metionina. - - - - - - - - -

6. - "METODO DR PRODUCIR UN ANTIBIOTICO". -----

Todo ello conforma se describe y reivindica en la  
presente memoria que consta de treinta y siete hojas, folía­

lo. das y mecanografiadas por una sola de sus caras, y de tres
láminas de dibujos que la  ilustran.

" -  ̂ r rO nt. * !3̂3
P. A. Al. CL'.*.:'-Í. ÍL'.'I'OL
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