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- Esta invencidn se refiere a nuevas substencias

IHoja nam. 1

\__,\-‘N

antibidticas mecrdlidas, que muestran unas excelentes achi-
vidades antibacteriancs y entimicoplasmales contra microort

ganisnos tales como Staphylococcus o Mycoplasma, & procedi-

mientos para producir los mismos y gl microorganismo para
la produccidén de- dichas substencias.

En los dibujos que se acompafion:

>

Ia figura 1 y la figura 2 muestran los especiros

de absorcidén infrarroja de las nuevas substancias antibidti

Y

cas de la presente invencidn 4 11%25 Ty II, respecti?émenm
te;

lg figure 3 y la figurs 4, los especiros de absog
cidn ultraevioleta de las substanclas antibidticas A 11725 f
¥y 1L, respectivanente; _

la figure 5 y la figura 6, los espectros de réso-
ngneis magnética nuclear de las substencias antibidticas
A 11725 I y II, respectivamente; |

la figura 7, el espectro de zbsorcidn ultraviole-
ta de la subgtancie antibidtica A 11725 III;

la figura 8, el espectro de absorcidn infrarroja
de la subsbancia antibidtice & 11725 III;

la figure 9, el espectro de resonancia meguética
nuclear de la substencis entibidtica 4 11725 III,

Se encuentra que lag substancias an%ibiéticas
& 11725 I, If y IIL, proporcionadas por la presente inven~
cidn, tienen las propiedades Tfisicoquimicas que se muestran
en lg Tabla 1.

Por estas diversaes propiedadss, se jusga que los
presentes compuestos son substenciss antibidticas que per-

tenecen al grupo de los macrdlidos baslcos. Como ninguno
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-de estos compuestos son conocidos en la técnica, se juzga

Hojun nam. 2

que cade uno de estos compuestos eg un compuesto nuevo.
 Més especificamente, aunque sus férmulas estruc-
turales no son todavia conocidas con precisidn, han sido
hasta ahora dilucidedas algunas caracteristicas egpecificas
de estos compusstos, estimadas a partir del analisis de log
datos comparados con aguellos de conpuestos conocidos. 4
gaber, todos estos compuestos son substancias de tipo maerﬁ
lido, ciclicas, de 16 miembros, que tlenen unidos a a4.6ho
sacdrido cifclico, grupos de desosamina y 6~desox1-2 3-d1—o—
-metil-hexosa (a excepcién de la substancia A 11725 IIL,
que tiene desosamina y 6-desoxi~(2 6 3)-o-metil-hexosa, reg
pectivamente. No hay ningln grupo aldehido unido en las mo-
léculas de estos compuestos. Ademds, se estima que los anti-
bidticos A 11725 I y II tienen la-siguiente estructura rar-

cial

11

u151

~0-CHj
CH2 CH3

en la que R1 es un dtomo de hidrdgeno en el caso del anti-

bidtico A 11725 I, vy wn grupo hidroxilo en el caso del anti
bidtico A 11725 II. Se estima, tamblén, que el entibidtico
A 11725 ITL, tiene la siguiente estructura parcial:

\\

"\"‘_
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en la que R, es un &tomo de hidrdgeno.

Hoju ndun.
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Aspecto:

Férmulg molecular:
Anglisis elemental:

Encontrsdo:

Calculado:

Peso molecular
(determinedo por
espectro de masas):

Punto de fusidn (o
punto de descomposi
cidn):

[Ty

Espectro de absor-
cion ultravioleta:

Espectro de absor—
cidn infrarroja
(método KBr):

Table 1
A 11725
I

Polvos
blancos

C37Hg 41045

62,34
9,25
1,96

62,43
8,64
1,97

711

103-1072¢C

_40 o1
(C=1

metanol)

Mg, 3
(25 r/nl,

metanol)

'Ama.xE‘l?.nm
(E1’° P =340)

) mdx240mm
(in. 180)

Figura 1
(que tiene
bandas de
absorcidn
a longitu
des de on
da de al=~
rededor de

A 11725
II

Polvos,
blancos

C.,-H NO

377617713

60,57
8,95
1,96

61,05
8,44
1,92

727

102-1062C

~31,090
(C= 1,
metanol)

F L] )
($§ "f‘/mﬁ,

metanol)
A méx217mm
1% _
(E1cm~337)
A max240mm
180)

(in.

Figurs 2
gue tlene
bandas de
absorcidn
a longitu
des de on
da de al=
rededor de

llojJn num. /{

A 11725
III

Polvos
blencos

C3gH5N04

63,25
9,01
2,10

63,41
8,72
2,05

681

99-1022C

Fig. 7
(2é T/m/'\) ¥
en
metanol )

A méx216mm

(E}gm=31o)

A mdx28 um

1% _
(E1cm~310)
Tigura 8

(que tiene
bandags de
absorcidn
a longitu
des de on
da de al=-
rededor de
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Tabla
A 11725
—t
3440,2360
2920,2875
2845,2780
1715,1685
1650,1645
1620, 1460
1375,1355
1325,1275
1255,1230
1170,1110
1080,1045
T
' 980:955

930,885
855,
830 cu™ 1)

Resongncia megnéti-

ca nuclear (CD023,

100 1z, THS): Fig. 5

CCD

gel de silice (Merk

Co. W2 5714):

CHClB: metenocl (5:1): 0,48

CHCl3 ¢ metanol:

emoniaco gl 7%

(40:12:20, capa infe -

rior): 0,72

Metanol: -

Benceno: acetona (1:1): =

n~butanol-acido acéti-

co-ague (3:1:1): -

1 (continuacidn)

A 11725
Il

3460,2960
2930,2880
2830,2780
1715,1690
1645,1620
1455,1375
1350,1325
1270, 1255
1230,1165
1110,1075
1040,980

955,930

885,855

830 on~1)

Fig. 6

- llojn nam. 5

& 11725
III

3600,2970
2930, 2880

1710,1675
1645,1390

1460,1380
1350,1320

1275,1230

1170, 1070
1050,98C

960,930

835,

750 ca™ ")

Fig. 9

0,40

0,31
0,05
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1 bacteriancs y antimicoplasmales que se muestran en la Tablg

/ . Hojn néim. 6

- Tabla 1 (continuacidn)
A 11725 A 11725 A 11725
I IT ITL
Reacclén de colora-
cionm:
Decoloracién de so-
lucidn de permanga-
ngto potasico acuo-
sas + ) + +
Reaccibn de ninhi-
drina, reaccidn de
Sakegushi, reaccién
de cloruro ferrico: - - -
Naturaleza dclda o ) ) .
bésica: Basica Basieca Bésica
Solubilidad: Soluble en . Similar a Soluble en
: egua écida A 11725 1 agua acida,
¥y en disol metanol, acg
ventes or- tona, acela-~
génicos, ; to de etilo
tales como ¥ bencsno;
metanol, dificilmon=
acetons, te soluble
acetato de en agua bé-
etilo, ben sica; inso-
¢eno, etc.; Juble en he-
diffcilmen xano
te soluble
en agua ba
sica -

Se encuentra también, que las substancias anti-

’

biéticas de la presente invencidn tienen los espectros anti

2, determinados mediente el método de dilucidn de agar.
‘Las substancias proporcionadas por la presente
invencién pueden ser utilizadas en forma de sales farmacéu~
ticamente acepiables y gencralmente utilizadas, como dcidos
minerales, é&cidos orgénicos, etc., por ejemplo, sales de
dcido tartarico, sales de deido citrico, sales de dcido sug

cinico y similares.
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- Las substencias antibiodticas de la presente in-
vencién pucden ser administradas por via oral, en forma de
tablefas Y polvos o, gliternativamente también, por medio de
inyeceidn intravenosa. La dosificascidn puede ser suficien-
te con gproximadaumente 400 g 2.000 ng por ser humano sdul-
to y por dia, para que sea eficaz contrg dolencigs infec—-

s~

ciosas respiratorias provocadas por microorganismos grem-pg

gitivos, tales como Staphylococcus. Cuando se determinécla
toxicidad de las substancias antibidticas de la preseﬁ%é
invencidn, se encuentra que la Dhgp en el caso del rétéﬁ,
es tanto como de 2.000 mg o mds, por administracidn orsl.
Las presentes substanciass pueden ser utilizadas ‘también como

substancias antibidticas para afadir a los forrajes, y -como

substancias entibidticas para la terapia de animeles.
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Table 2

Minima concentracidn inhibidors del cre—

cimiento, microgramos/ml

A 11725 A 11725 A 11725
I II

Hojan ntin. 8

ITY

1.

2
3.

10’

11,
12,

13.
14
154
16.
7.

18

Escherichia coli (NIHI-JC¢2)

: 100
Nicroorganismos de ensayo xl1
Staphylococcus
AUTreUS
(ATCC 6538 P) 0,2

"(MS 353) 0,2

" (MS 353 €36) é 0,05
Staphylococeus aureus
| (MS 353 AO) %100

v (0116) »100

o (0119) >100

" (0126)

" .(0127) %100
Staphylocoécus epidernidis
(SOP-"GJ."':L) 0,1
Streptococcus pyogenesd

(N.Y.5) £ 0,05

f' (1022) > 100

Streptococcus faecelle

(1501) >100
Strevtococcus agalactige

(1020) 12,5
Sarcinag lutes )

(ATCC 9341) £.0,05
Kicrococcus flavus

(KTCC 10240) £ 0,05
Corynebacterivm diphtherise

(P.W.8) 0,4
Bacillvs subtilis

(ATCC 6633) 0,4

>100

0,2
0,2
0,1

3100
»100
> 100
)100_

0,1

<0,05

> 100

> 100

0,4

0,4
> 100

C,2
0,2

G,z

> 100
100
100

> 100
0,1
0,1

> 100

>100

25
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Tabla 2 (continuacidn)

f{nima concentracidn inhibidora del cre-
cimiento, microgremos/ml

1% 4 11725 4 11725 A 11725
T I

I croorgonismos de ensayvo xl IIT
19. Escherichin coli (B) 100 25 > 100
20, Xlebhsiella pneunoniae SR
(ACC 10031) .25 25 . 100
21. Salmonella typhosa -
(E 901) »>100  »100 » 100
22. <Splmonells enteritidis .-
gertner 7 > 100 »100 > 100
23, Shigella flexneri type 3a 100 50 > 100
24. Shigella sonney -
(B 33) >100  »100 > 100
25. Proteus vulgaris .
(0x19) 100 50 1C0-
26. Serratie marcescence » 100 > 100 > 160
27. Pscudomonas servginosa _
(I4X 1095) >100  »100 >100
28. Mycoplasma gellisepticum 0,006 0,03
9. Kycoplagma synovise 0,03 0,8

Las substancias antibidticass de acuerdo con la
presente invencidn pueden ser producides por un método bio-
légico. En la presente invencidn se utiliza un ectinomiceto

que pertenece al género Micromonospora, que se denoming

UHicromonosnora sp; A 11725" y que ha sido azislade del sue-

10, en wna plantacidén de pabatas de Unamuki-cho, Shimoghin-
kewe-gun, prefectura de Toyama, Japén (FERM-P N 4488, depg
gitals en el Instivuto de Investigaciones sobre Fermenta-

¢idn, Cficina de la Industria y Tecnologle, Jepdn; NREL
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11452, depositada el 21 de Marzo de 1979).
El microorganismo que ha de ser utilizado en la
pregente invencildn, tlene las siguientes propledades micro-

biolégicas:

I: Propiedades morfoldpicas

El micelio de substrato es alargado, ondulado,
ramificado de maners sencilla, de un didmetro de O,6_g 0,8
micras, sin que se observe fragmentacidn del micelio. Se
forma una espora por cada espordfero corto, en su punta qug
crece del micelio substrato, siendo dicha espora de forme
esférica & OVai, con un temafic de 1,0 a 1,5 micras, tenien-
do salientes en forma de espina, lo que le hace adoptar un
egpecto similar a los confetti. Sobre medio de sger, depen~
diendo de su composicidn, puede formarse algunas veces un
micelio adreo achaperrado, o blen puede formarse una cape

de esporas negras sobre la superficie de la colonig.

IT., Crecimiento en diversos medios.

La Tabla 3 muestra los resultados de la observe-
cidn efectuada sobre los productos cultivedos en diverso;
medios, después de vn cultivo a 302C, durante 20 dfas. Ta |
indicacidn de losg colores sigﬁe la clasificecidén de colo-
res de acuerdo con el Color Harmony Manual, 48 edicidn,

1958, Container Corporation of America.
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Medio

e el

Agar de nitrgto
¥y sacarosa

Agar de glucosa~
egparrsging

Agar de glicering-
esparreguing

Agar de fécule-sa-
les inorgdnicas

Agar de tirosing

Agar de haring de
aveng

bgar de levadura
y naltg

Agar de glucosa y
extracto de leva~
dursa

Agar de glucoga y
nitrato {Valsmen
Ne 1)*

Agar nutritivo
Agar de Emerson,
(Weksman N9 28)

Agar de Bemnett,
(Waksmen N2 30)

Agar de Hickey-
Tresner (Weksmen
Ne 32)F

A, T T NN M/ Poran e e e e+ e

Crecimiento

Bueno
Trazas g escaso
Trazas

Moderado g bue-
no

Trazas

Bueno g modersdo
Bueno

Modereado

- castafio rojizo oscu

Hoderado a esca
S0

Trazas
Bueno, rugoso

Hoderado & bue-
no

Bueno

- Cetro (6le~6,51e)

ffojs nnm. 11

Taeblyg 3

Crecimiento en di versos medios

Color del micelio

substrato Capa de espox

Cedro (61e) a rojo Ninguna

ladrillo (6ng)

Rosa_emgrillento mo . Ninguna
deIadO <4gc) LR 7 no.oo.

Rosa amarillento mY L. Ningung,
derado (4gc¢c) a ress
paxdo (4ec) M D

Ro;’o ledrillo ('Sng) :-:Ix}':oderada; neg:
; . .de umo (p)

Roga pardo (3ec) "a ° Treszas; negro
crido (3ge) - ..., ..humo (p)

Rojo 1adrillo.§5@g};'23uena' negro ¢
& Jardo cobre (5pi) '~ humo {p)
Paido rose clere ..’ Drazas; neﬁro

7%%3 a pardo rose.’’..de humo (
T , o
Escasa g tra-
zas; negro de
humo (p%

Paxio cacao (5lg) a
ro (6lg)
Ninguns

Cetro (6,51e) a ro-
Joladrillo (6,5ng)

Trgzas; negro

In:oloro a tostedo
de humo (p

cliro (3gc)
Ninguna_

Moderada; negro

Paﬂo rosa claro
: de humo-(p)

’lgg 8 pardo rossg .
Tl

Pardo cacao (51g) Ninguna

5o .



1. ’|1 Lragn Dt
gbla 3
n diversog medlos
elio - Micelio =zéreo
Cora _de esporas achaparrado pigmento soluble
‘0jo Winguna Escasoj Rosa car- Rosa corsl 0scuro
ne (5cal), Grisd- (6ge) & castafio ro-
ceo a roga emari~ jizo (6ie)
llento roderado
| (5ec)
;0 mo , Ningune Ninguno Ninguno
;0 'mg *Winguna Ninguno Hinguno
ress .. ’
"Sng) . Ioderada; negro Ninguno inguno o R
" " de bumo (p) : gt
2) & ' Trazass negro de inguno : Ninguno
oo 2 hamo (p)
[ % %:",Buena' negro de Hinguno Tostsdo cobrizo {5ig)
(5p%) " bumo (o se forme alrededor
e, e de la colonis -
re, v ;JL:razas; negro Hinguno Se formg llge;aucnue
rosz. - - de himo (p cedro (6le)
1g) a Escesa a tre-  Trazas; roge ma~ Ninguno
ogcu zasSs negro ée r sz&)
=  hume (p . -
g ro- Ninguna Ninguno Hinguno
,508)
tedo Trazas; ne 0 Hinguno Hinguno
de humo (p
le) Hingung Ninguno Ninguno
»o " Koderada; negro Ninguno Pardo rosa claro (7lz)
rosa . Ge humo-(p) a pardo rese (7ni) s‘e
forma alrededor de la
colonia
1g) Ninguna Escaso; rosa pex Cedro (6lg) se formeg
do (4ec) alrededor de la colg
nia
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Agar de fécula-NZ
amina-extracto de
levedura (ATCC Ne
172)*#

Agar de glucosa-
-KZ aming (1% de
glucosa, 3% de N2
amnina tipo A,
1,5% agar)

Agar de glucosa
y peptona

‘Rodajes de patata
(Weaksman No 40)*

Rodejas de patata
L carboneto calcl
co

Agar de pevtong~
~levadura~hierro

Creciniento

Bueno

Moderado a escaso

Moderado

Hingun crecimien~
to & trazas

Bueno, rugoso

Trazas a escaso

{fojn nium.

Tabla 3

12

/

|

(Continuacidn

Color del micelio
subatrato

Vino oscuro (8pi)
vino malva (8ni)

o gt

a

Cedro (6le) a calde

ro (Ele?

s as

.
Y

Pardo rosa (Tni)., -

#) Waksman, S. A. "The Actinomycetes"

Vol. 2 1961 p. 327-334, Wiliams & Wilkins

Coe.

*»x)

The American Type Culture Collection,
Catalogue of Strains 188 edic,., 1968 p. 142

ve

Capz de espore

Buenaj; negro d
huno zp

Ninguna

Mbdereda a esc
negro de humo

MoUerada; negr
de, huno Zp
Téaéés; negro
humo {p)
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3 (Continuscidn

0 Iicelic zéreo ) ' .
Capg de_esporas achaparrado pigmento soluble

.) a  .Buena; negro de Ninguno Vino viejo (8ng)

) huuno (p

Jlde Ningung, : Ninguno Ninguno

y.. .  MbDdprede a escasa; Ninguno Vino viejo (7ng)

., negro de humo (p) ' -

rdt*  lioBkreda; negro Ningvno - Perdo rosa 0scuro
de, huno (p) (Tpn) se forma 1i-

ses s st gere}ﬂen-ce

6g6)  Trazds; negro de Ninguvno - Winguno

.. humo (p) ,

ns

142
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*1) Capacidad de asimilacién de fuentes ge cerbo-
no:

Asinilgble: D~arabinosa, D-glucosa, D~fructosa,

D-mannosa, Secarosa, trehzloss, fdouls.

Iigeramente asimilables L-arabinosa, D-celobiosa
D-ribosa. ‘ '

No asimilgble: D-galactosa, g -laectosg, Bfmg;gci
tosga, of ~melibiosa, fafinosa, L-ramnosa, L-sorbogg, D-xilo+
sa, glicerina, salicing, dulecita, inosita, D~mannita,;b¥sqg
bita, celuloga. ' .

(Debido g que 1log presentes microorganismos”séla—
mente pueden crecer escasamente sobre el medio de agér'de

Pridham-Gottlieb que contiene D-glucosa, se utiliza pomb

medio basal wa medio que contiene 0,5% Qe extracto defleVaT
dura y 1,5% de agar). ' '

2) Intervelo de femperatura de crecimiento: 15~
45eC.,

' 3}'Licuaci6n de gelatina: licuada en medio de

glucosaﬁpeptona—gelatina;

4) Hidrélisis de 1g fécula: hidrolizado en medio
de agar de fécula~sales'inorgénicas;

5) Leche descremadg: peptonizada y cosgulads.

6) Produccidén de Pigmento melanoide: no se produ-
Ce en agar de tirosina ni en aZar de peptona~levadura~hierro.

7 Résistencia & la sal (de acuerdo con el méto-
do publicado.en,Inﬁer.‘J. System. Bacteriol. 21, 240—24;,
1971) '
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L  Cloruro séaico concentredo, % Crecimiento
. 0 - bueno
1,5 modergdo g buend
3,0 o més ningun crecimiento

8) Descomposicién de colulosa: fio se descompong.
9) Produccidn de nitri<io (utilizando el medio

orgénico descrito en Inter. J. System. Bacteriol., 21, 240

L]

247, 1971 : no se produce.

Cono se ha descrito anteriormente, lag cepa A -
11725 tiene esporass que crecen cade wna de ellas individua;
mente, en la punte del esporéforo producido por el micelio
substrato remificado, no produce micelio adreo intrinseco,
v es un microorganismo mesofilico. Por 1o tanto, es wn mid

croorganismo que pertencce al género NMicromonospors.

. Por laes razones expuestas arriba, la ceps 4 11727

se denomina Ficromonospora cepa A 11725.

Las substanciss entibidticas A 11725 T & ITT DPue-

den ser producidas cultivendo la cepa anterior Micromonogpg-

ra sp 4 11725, en un medio que contiene los ingredientes
convencionalmente utilizados para el cultivo de microorgé—
nismos en condiciones aerobias ¥, seguidemente, separando
por extraccidn las substancias antibibticas acumuladas en
el producto culiivado. _

Como medio de cultive prede utilizarse bien ses
wn medio sélido, o un medio 1liquido. Para 1s produccidn en
gran escela, se prefiere un medio liguido, especialmente,
un medio acuoso. Haciendo referencis a los componentes del
medio, pueden utilizarse, adecuadamente, como fuente de can
bono: glucose, fécula, glicerina, sacarosa, melazas, dextri

ng y simileres. Como fuente de nitrégeno, son sdecuadas:
&
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!
-peptong, extracto de carne, polvos de soje y caseina hidro
lizeda. Fero, tembién pueden utilizarse: desperdicios de
semiila de algoddm, licor de maceracidén de maiz, nitratos
y sales aménicas. Pueden utilizarse, tombién, otras substa

clas inorganlcas que contienen cationes tales como sodio,

aquéllas que contienen aniones tales como cloro, écido suls
furico, dcido fosférico y dcldo acético. Ademds, para fe-
vorecer el crecimlento de los microorgenismos, se pueden
utilizer también levadura seca y extracto de 1evaduré,fCon
el fin de ajustar el pH del medio, puede afiadirse a éste

cerbonato calclco, Ademds, con el fin de suprimir la forma-

potasio, magnesio, celclo, cobalto, manganeso y hierro, y/o

[ d

¥

tidad adecuada de sgente desespumente, tel como resine de
gilicone, aceite animal o vegetal, etc. EL medio que es

particularmente adecuado pars la practica del métode de

glucosa,‘dextrina, polvos de soja desgrasados, carbonato
célcico y cloruro de cobalto, como componentes del medio.

El cultivo puede reslizarse en condiciones utili
zedas convenclonalmente para la produccibén de substancies
antibidticas. Ia temperatura de cultivo puede ogcilar en-
tre 20 y 3%96, preferiblomente, entre 26 y 309C. Los dias
de cultivo, que pueden varigr dependiendo de las condiciom
nes de cultivo, gon, en general, de 4 a 5 dias.

- Aungue en la presente invencidn puede utilizarse
cualguier método'de cultivo cqnvencionaimente conocido, es
adecuado, desde el punto de vista de una produccidn en gr
escala, efectuar el cultivo bajo aireacidén, con agitacidn,

en un tanque de fermentacidn. Como el método més adecuado

acuerdo con la presente invencion, es un medio que contiene

cidn de espuma durante el cultivo, se puede afiadir wa cen~ -
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_pare la separacion y recogida de las svbstenciss antibidti

¢cida, hasta sequelad, se obtiene el producto crudo que con

IMojr ntim. 1 6

cas A 11725 I, IT y III desde el producto de cultivo, se
separan primerenente por filtraclén o centrifugacidn las
células de los microorganismos y obtras substancias sdlidas
¥y seguldemente, se somete el filtrado a una extraceién
por el método de extraccidn que utiliza un disolvente orgéd
nicc. Coxo disolventes organicos a utilizar pare la extract
cidn, se pueden mencionar los 1idrocarburos cloredos tales
como cloroforme, dicloroetileno, tricloroetileno, etc;, Yy
los ésteres de acidos alifaticos, tales como acetato de
etilo, mcetato de butilo, acetato de amilo, ete. Se pﬁgden
utilizar, también, otros disolventes orgdnicos que puedan
digolver bien las suvbstancias A 11725 I, IT y III, ¥y cue
seen diffcilmente miscibles con sgua. '

- Bl extracto en disolvente orgdnico que contiene
les sﬁbstancias 4L 11%25 I, IT y III, puede concentrarse por
evaporacién bajo presién reducida, hasta 1/100-1/200 de su
volumen, el cuel concentrsdo se ajusta, a su vez, a pH 1,0
- 3,0 con un 4cido, tal como Acido clorhidrico, Acido sul~
forico o dcido acético, seguido por separacidn de la capé
acuosa, ajustandose seguidemente e pH 7,8 ~ 9,0 con una sort
lucién aleceline, tal como sosa céustica, potasa cdustica o
emoniaco, y sometiéndolo despuds nuevamente a exbraccion
con mwn disolvente orgdnico. Mediante concentracidn de este

extracto por eveporacion del disolvente bajo presion redu-

tiene las substancias A 11725 I, II y III. EL producto cru
do se fracciona por un mébodo tzl como cromatogrefia en
columna, utilizendo gel de silice o distribucidn en contra+t

corriente. Cada wna de las fracciones se somete a cromato-
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 aratia de copa delgada por gel de silice, para detectar

el componzite contenido en ella. Las fracciones que contie
nen A 11725 I, II y III puros, respectivemente, se¢ recogen
¥ se evaporan bajo presidn reducids, hasta sequedad, para
dar polvos blancos de los respectivos compuestos que cong-—
tituyen el objetivo.

La presente invencidn ce explica con mayor deta~
lle con referencia al siguiente ejemplo, por el cual no

estd limitada la presente invencidn.

Ejemplo 1

Prenaracion de las subsbancias antibidticas

A 11725 I, & 11725-II y A 11725-III.

En un matraz Erlenmeyer de 500 mli de capac;déd,
se dosificaron 100 ml de un medio (pH f,O) que conbiene 1%
de dextrina, 1% de glucosa, O 5% de caseina hidrolizeda,
0,5% de extracto de levadura y 0,1% de carbonato cdlcico,
¥y se esterilizd el medio mediante calentamiento g 1202¢,
durante 20 minutos. En cade una de las 10 émpollas gque con-

tenian este medio, se inmoculd g centidad, que cabe en un

pora sp; A 11725 cultivada en agar inclinado, y se realizd
un cultivo bajo agitacién por sacudides, a 309C, durante
120 horas. Estos cultivos sembrados se trasplentaron a un
reginicnte fermentador, que contenis 20 litros del medio
ester11lzado térmicamente, que tenla la misme composicidn,
y se realivo el cultivo g 30¢C, bajo aireacidén aséptica de
20 litros por minuto, con ggitacidn g 300 revoluciones por
minuto, durante 72 horas. Subsiguientemente, se trasplenta-

ron 10 litros de caldo de cultivo anterior, a un depdsito

anillo de platino, de caldo de cultivo y cepa de Micromonos
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~de 250 litrog de capacided, que contenie 200 litros de me-
dio esterilizedo térmicamente (pH 7,2), que contenia 5% de
dextrina, 0,5% de glucosa, 3% de polvos de soja desgrase-
dos y 0,2% de carbonato cdleico, vy se realizd el cultivo a
302¢, bajo aireacidn aséptica de 100 litros por minuto,
con ggitacidn a 250 revoluciones por minuto, durante 120
horas, para.obtener 190 litros de producto de cultivo.

El producto de cultivo anterior (190 litros) se
filtrd pare separer las células ¢e los microorganismos ¥
otros sdlidos, obtenicéndose de este modo 160 litros de file
trado. Este filtrado se sometid a extraccidn con la‘misma
centidad de acetato de etilo, obieniéndose de este ﬁodo 160
litros de solucidn en acetato de etilo, que contenia Tos
compuestos que constitulan el objetivo. Dicha solucié@fse
concentré bajo presidn reducida, hasta 50 litros, los cua~
legs se reunieron, a su vesz, con 20 litros de una solucidn
acuosa e deido clorhidrico, de nH 2,5, para ser transferis
da g la capa acucgg mediante trangferencia de fase. Adends
le solucidn acuosa de 4cido clorhidrico se ajustd a pH 8?5
con amonigeo concentrado, y se sometid a exbraccidn con 20
litros de cloroformo. La cape cloroférmics se concentrd
hasta sequedad, para dar 8,5 é de producto crudo.

EL producto crudo enterior (8,5 g) se disolvid
en 50 m1 de cloroformo, y la solucidn resultante se adsor-
bid por una columna de gel de silice (3 cm x 55 om) rellend
previameﬁte con cloroformo. Seguldamente, se reveld con un
disolvente que comprendis cloroformo-metanol-28% de amoniag-
co (20:1:0,1) en fracciones de 15 ml ecada una de ellas. Bl
compuesto gue cons%ituia el objetivo, comtenido en caeda ung

de las fracclones, se sometld a ensayo para detectar la ac-
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-tividad antibacteriana, utilizandp Bacillus subtilis y cro+

matografia de capa delgada, empleando, como disolvente re-
velador, cloroformo~metanol—7% de amonfaco (40:12:20:capa
inferior), y se recogieron las fracciones que contenian
dicho compuesto.

Se encontréd que las fracciones desde el nimero
61 hesta el nimero 78 contenian solamente la substancis
identificada como A 11725 I, ¥y sé concentraron hasta sequet
dad estas fracciones, para obtener 1,2 g de A 11725,I}fse
encontrd que las fracciones desde el nﬁmefo 126 hasta;éi
némero 160 contenian solemente la substancie identifi¢éda
como A 11725 II, y se concentraron hasta sequedad esﬁag
fracciones, para obtener 1,7 g de A 11725 II. Se encoutrd
que lag fracciones desde la numero 241 hasta la nvmero 320

conteniaza solamente la substancia identificeds como & 11725

III, y ss concentraron estas fracciones hasta sequedad, pe+

ra obtener 0,2 g de A 11725 III.
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Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta sollcitud de Patents
de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios, son los que se re-
cogen en las reivindicaciones siguientes:

18,« Un procedimiento pars producir substencias
antibidticas o sus derivadosz, que comprende cultivar un mi-
croorganismo cepaz de producir, por lo menos, una de lgs
substancias antibibticas A 11725 I, II y III, en un medio
que conticne fuente de carbono asimilable, fuente de nitré-
geno y substancia inorganica, en-condiciones aerobias, pars
acumular dichas substoncias en dicho medio y, seguidenense,

recoger las substancias asi acumuladas, mediante separacidn

28,~ Un procedimiento de acuerdo con lg reivindi-
cacidn 12, en el cual el microorganismo es Micromonospord

sp. A 11725.

32.~ Un procedimiento de acuverdo con la reivindi+
caclidn 28, en el cual se prodwcen todas las substancias
4 11725 I, II y III, y las substancias recogidas se separai
por fraccionaniento eﬁ log respectivos compuestos.

4§:— Un procedimniento pars la oblencidn de subs-

tancias antibidticas o sus derivados.
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a miquina por ung sols cara.

S Tel y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, represenitado en los dibujos que se acompafian J pare
los fines que se han especificado.

Esta Memoris consta de veintiuna hojas escritas

Hedrid, 17,480,137
P.A.

Fernando de Elz burg

Hojn nam, 2'[

.....
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