N 5.‘

*

. ;
o &7 .ff‘:% l@k‘z& JF?
‘:;»~" Wy

PATENTE DE INVENCIOR
Ref. Ciba Case 4287/14'2/1?.
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"Procedimiento para la obtencidn de un nuevo anti-

bidtico¥,

stEEmim eI

CIBA SOCIETE ANONYME, entidad suiza, residente en

Basilea, ‘Suiza.

| En las patentes ne (Sols Fran-
cesa n? 771096 - Ceee 3829/1-1-2) y' (Sol. Fran-

cesa n? 800203 - oase 4087/13) se describe la obtencién
de un muevo antibiético eoiuble en agua de S.griseofla-
vus A 9578 resp. S. galilaeus 4 18822, Este antibvibtico
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ge denomina'a continuecidn ferrimicine y pertenece a

lss sideremicines, uns clase de an@ibiético%aiﬁgggfos

0 ligedores de hierro, entre los que se ocuente/el anti-
bidtico griseina, albomicina y 4 1787. ILas sideramicines
se carscterizan, porque su eficacie antibidtica es
entagoniwada por las ferrioxaminas / véase Bickel et als,
Experientis 16 , 129 (1960)_/.

e . ferrimicina:y sus componentes son
substancias bésicas, merrén rojizas, que se disuelven
bien en dcidos y en disolventes fuertemente polsares,
tales como ague, metanol, formamida,dimetiliea; glicol,

celosolve metilica, Ademds se disuelven en alcohol

‘bencilico, en fenoles o en mezclas de fenoles con di-

sclventes lipoides. Se componen de carbono, hidrégeno,
oxigeno y nitrégeno y contienen ademés hierro o poseen
la capacidad de ligar hierro. i

la ferrimicina eg una meZcla de compues-
tos muy afines,'Que gse compone . de dos componentes
principales, la ferrimicine 4 y la ferrimicina B. Is

misme ferrimlicina A se puede separsr, a su vez, en dos

componentes: la ferrimicina A1 y la feriimicina A2. Las
propledades de estos distintos componentes se indicen
nds abajoe

Hasta ahora no se habia logrado las ob-
tencidn de le ferrimiocina o de loes componentes mencle-
nzdoe en forma pura. Une dificultad especigl para la
obtencidén pura de las ferrimicinas consiste, ante todo,
en que se encuentran en el filtrado del cultivo en una

centidad muy reducida al lado de grandes cantidades de
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substancias del celdo inactivas y productos de fermenta-
cién oon propiedades fisico-quimicas muy simileres. El
filtrado del cultivo contiene, ~ como promedio, por 1
parte de ferrimicina 10.000 ~ 15.000 partes en peso de
pubstancies inactivas que son hidréfiles como las fe-
rrimicinas. Una dificultad para el enriquecimiento y
obtencidn en forme pure de les ferrimicines consiste tem-
bién en su inestabilidad en un gran msrgen de pHe Una
separacién del entibiético en los distintos componentes
se dificults ademds porque éstos, atlin en sistemas de
disolventes cromatogréficamente favorables, solo muestran
una diferencia muy pequefla en los valores Rf.

Se ha desoubierto ahora que los produc-
tos obtenidos segin los procedimientos de las patentes
ne (s0l. francess nf 171096 - Oase 3829/142)
¥ ne (s0l. francesa n? 800203 ~ case 4087/E) se
pueden limpiar considerablemente més por electroféresia
y/o distribucibn en contrecorriente empleando alcohol
benc{lico y, ei se desea, cromatografie. _

Ia electroféresis se efectia como elec=
troféresis de alts tensién & 500 - 4000 voltios, prefe-
rentemente 1000 - 2000 voltios, en forma de electrofére-
sis de zonas, especislmente de electroféresis de contra-
corriente.

En la eleotroféresis en €cido acético
diluido se aumenta la actividad de la ferrimicina 4 &
7000 - 8000 veces la actividad del filtrado del cultivo
liofilizado. Los preparados limpiados, obtenidos-muestran
méximas de ebsorcién a 215 nu ( Byop ¥ 320 ), 315 g
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( Ei%om'-' 28,5 y & 430 Ly ( Ei-gm = 19,5 ) as{ como una
inflexién & 228 m e Contienen 3,96 - 4,07 % de hierrc.
Un incremento ain mayor de la actividad (hasta 10.000
veces) se logra en la electroféresis de éoptrgoorriente
de la ferrimicina A+ En esta disposicidn de separacidn
se fija locelmente el antibidtico, presente como catidn,
compengando exsctamente el movimiento forzado por un
campo eléctrico mediente una corriente eleotrolitica
dirigida en direccidn opuesta. Las materiss con otras
movilidades eléctricas sales del aparato separador por
ambos extremos de 103 electrodos.

Para la distribucién de contracorriente
se omplean por ejemplo los siguientes sistemas:

»  Alcokol bencilico ( 60 partes en peso) - -
~cetons metiloiabbutilioa ( 44 partes en peso ) - solucién f.":-'_,"
acuosa al 15 # de cloruro é6§1c0 ( 50 partes en peso ) - -
~deido clbrhidrico 0.01 n ( 50 partes en peeo );

~ 4loohol benoilico (66 partes en peso ) =
cetons metiloisobut{lica ( 33 partes en peso ) - solucidn

. acuosa 81 5 % de cloruro éédigo ( 50 partes en peso )

- doido clorhidrieco 0,01-n ( 50 partes en peso ).
También es bien adecuado el sistema
alcohol benc{lico (200 partes en volimen ) = n- butanol
( 100 partes en vole. ) - egua ( 300 partes en vole ) -
solucién scuosa satursda de cloruro sddico ( BO partes
en vol,) = dcido clorbidrico l-n ( 6 partes en vole).

Aqui se reperte la materia active en los dos componen=

 tes ferrimicina & y ferrimicina B,

En la cromatografia se emplean como



(5
absorbentes preferentemente las resinas intercambiadoras g
de iones fuertemente 4cidas, tal como por ej. Dowex
5o-wx2. Como medio de elucién se emplean ventajosamente
soluciones 4oldagde dispersor de concentracién inoremen—
54 tante, tal ocomo jor eje dispersor de smcetato ambnico
del pH 4,6 en una concentracién de 0,2 hasta 2,0 mole~
ocular.
Para le distritueién en los componentes
A1 y A2 es especialmente bien adecuada la cromatografia
. 10. distrituitiva en celuloss en el sietema butanol-dcido
acético glacial-agua 4:1:5.
Ios preparsdos ael obtehidoa poseen,
oon relacién al filtrado de cultivo liofilizado, una
actividad 10 -~ 20.000 weces superior, mientras qué los
15 productos empleados como meterisl inicial solo muestran
una sctividad 100 - 1000 veces sﬁperior en comparscién
con el filtrado de cultivo liofilizedo. Maestran las
siguientes propiedades fisicas y quimicas:
Microandlisis: O: 48,65 #, Ht 7,09 %, N: 12,95 %y Foi
o, 4,56 %, C1: 6,10 %, (C)CHy: 1,99%
(Roth-Euhn), emino-N: 2 33 % ( Van Slyke ). ; ,
Pitraotén: pitog (Helve 37,1872 (1954) s 4,183 7,88 ’
peso equivalente : 1106

Espeotro_de absoreidn: 7”\ max 228 na E%fm >
250 " 319 m/'h b 28’2 ; ; .
m 425 na ‘&, 22,6 G

l'V‘enlor de reduceién“ gege 0.8, Hanea, Biocheme Je 23,
99 (1929); 1,7 ml tiosulfato sddico

1/100-’11'0
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Hidroxilemins ligads sege To Emery y J.B. Neilands,

Nature 184, 1632 (1959)s 0,83 mol.
de NEOF por §tomo de Fe.

El espectro infrarrojo ( en bromuro
potdsico) estd representado en la figura 1. Ia ferromi-
oina A‘limpiada se disuelve muy bien en formamida dime-
t{lica, celosolve met{lica, alcohol bencilico y Acido
acético glacial, dificilmente en etanol y es practice~
mente insoluble en piridins, propanol, butanol y los
demés disolventes orgdnicos usuales, especialmente disol-
ventes pipoides. Se puede precipitar de solueién acuose
con decido piordinico, dcido picrolénico y reinecato sédi-
co. Ias soluciones acuosas tefiidas de rojo naranja cem-
bian reversibdlemente sw color al agreger &cido minexal
a través de rojo de vino hecia amarillo claro. Con sosa
céustica se presenta asimismo depcolorscién. Ias solu-
ciones neutras no reaccionan con ferrooiamuro potédsicoe
Ias soluciones acidificadas dan tefildos o precipitacio-

nes de azul de Berlin. El hierro ligado completamente

.en estado 3-valente se libera, por lo tanto, segin se

reduce el valor pHe

| Con cloruro de hierro~(III) se forms
un tefildo rojo de vino, con cloruro de.hiétro -(I1I)
+ potasio-ciamro de hierro ~(III) un tefiido azul. Ios
siguientes ensayos son negatifbeé Molisch, Anxhron,uﬁblinp
Ciocalteu, Sakaguchie Ia rescoién ninhidrinica en butanol-
piridina se vuelve después de un largo calentamiento
ligeramente positiva. Ia hidrélieis con doido clorhidri-

co 6-~n dg ung mezcla de unas 15 aubstancias demoatrables
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por cromatografie de papel, parcialmente ninhidrina-

positivas. Entre éstas se pudieron identificar los siguiem .

tes compuestoss 4cido succinico, l-amino-5-hidroxilamine-
pentano, dcido S-—e.minovaleriénico, cadavering, amoniaco,
prolina, una substancis cristalina (071180 3N.HGI )

con }\ mex 227 y 323 m/u y cloruro férrico.

Lg base A limplas se puede segulr descon-
poniendo cromatograficamente en los componentes A1 y A2
Como absorbente se emplea preferentemente celulosa,
como fundente n-butanol ligersmente acidificado.

Los componentga Al y A2 se caracterizan
de lg slguiente naneras

Base A1 ¢ El anflisis elemental da
(después de secar durante 72 horas a 209A0“4 mm sobre
P205 ) s C=47, 63%, H=6,72% , Pe ( colore) = 4,88 %
Titracién en celosolve metilica al 80 %#; Peso equivalen-
te ¢ 1078 ; pK = 7,87. EL espectro ultravioleta muestra
méximag en 229 m A ( Eg'ﬁm = 336, A9 npm ('Eifm =37) ¥
425 m Y (E:Ilff 27,6) El espectro infrarrojo (en bromuro

- potdsico) estd representado en la figura 2.

Base 42 : E1 ané]_.ieis elemental (despuéa
de secar como arriba ) da : C = 48,77 %; H = 6,65 %,
Po (colore)= 4,82 %; titracién én celosolire met{lico al
80 %; Peso equivelente : 984 $ PK = 7,73+ E1 espectro
ultravioleta muestra méximas en 227 m Vs ( B* - 332)
N9 mp (EL, =3T) 745 an (xi’:m= 25), El espec-
tro infrarrojo ( en bromuro potésico) esté representa—

do en la figura'B.
En la figura 5 estén representados los
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espectros .. . .. ultravicleta (en agua : ¢ =5 x 10'3)
de la forrimicina A4 Iimpiade ( curve 1, extincién E =A)
y de los componentes Base A2 (curvav2, E=4-0,1) |
y Bage Al (curvae 3, E= A ~0,2 )e Por via de cromato-
graf{s de papel se pueden diferenciar univocamente las
ferrimicines de la griseina /[ F.A.Euehl. M.N. Bishop,
IL.Chaiet y K.Tolkers, Am.Soc.J3, 1770 (1951)_7, 1s
alvomicina /G.F. Geuse, Birt.Med.J.1955, 11777y 4
1787 [ H.Thrum, Naturwisss 44, 561 (1957) 7. En el

‘pistema n-butanol-dcido acético glacial-sgua 4:1:5

(véape figurs 4) estos antibibéticos se encuentran, desples
de un tlempo de marcha de 10 hores, atn casi en el
punto de partida. Ia demostracién se efectia blosutogré-
ficamente con Staphylococcus aureuss

Ia ferrimicina A limpiade reacciona con
8~oxiquinolins en solucién metanélica bajo separacién
de una precipitacién eristalina tefiida de negro de
oxiquinolina-~hierro. De la solucidn se puede aislar la

Terrimicing 4 libre de hierro como polvo de color amarie

-rllento. Posee 1/3 de ;a aotividad in vitro del materisl

inicial y muestfa, aparte de la falta de la banda de
hierro a 425 nu el miemo espectro de absoreidn que la
ferrimicina A. Al agregar cloruro de hierro- (III)
se duplice la actividad in vitro especifica y se recupera
el color rojo y la absorcidén de hierro en 425 na e

BEn la slguiente tabla se han recopila-
do les sctividades in vitro de los preparados de ferri-
micina limpiados. Se han indicado los didmetros de zo-

nag de retencién medidos en mm que se obtuvieron en el



ensayo con placas de agar en redondeles de papel de 6 mm

de didmetro con impregnacién con soluciones 8l 0,1 %,

Gepa Ferrimicins A | Ferrimicina 41| Ferrimioina A2 | -
Steph. sur. 26 27 26,5
Strepto. faec. 8 -0 9,5
Esche cold 10,5 10,5 11
Shigells sonnel 13,5 14 14
Klebss typ. A - 23% 22,5% 22,5%
Pagt. pestie 12 12 12
Bace megatherium 20 20 20
Ustilago spheerogena 28 - -
Ustilago scabiosae 24

| .

* Zonas de retencién veladas

Tos didmetros de zonas de retenoién del
engayo- de placas'de preparados altamente purificados
eran a través de un gran margen de dilucidén linsalmen-
te dependientes del logaritmo de la concentracidén del
antibibtico. .

Sobre las actividades in vivo obtenidas
en ratones infectados de algunes preparados de ferri-

micing da un resumen la sigulente tabla:
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Preparado |Organismos | Dosis por Kg. de ratdn | % de supervivientes
S.ce=subcutanea
DeOs=por 08
Material Staph.aur. 5x 10 ngeSeCo 50
de parti- 5x 393 1mg S.Ce 100
da. enrigue 5x 1 mg S.Ce T75=83
cido 5 x 0,1 g s.c. 67
5 x 0,01 g S.Co 0
5x 33 ng PeOe 5
5 x 100 g PeOs 50
5x 33 mg Pede - 100
5x 10 MZ PeOs 85
5 % 343 mg Pe0e 25
5x 1 NG PeOs 0
Strepte.haen.; 5 x 10 ng S.Ce 50
P 5% 3,3 mg sec 87
5 x 1 mg SeCeo 100
5 x 0,1 g FeCos 54
5 x 0,01 mg s.cC. 0
5 x 330 200 100
5x 100 18 B, 100
5x 33 Ng PeOo 5
Fx. 10 ng PeOe 67“'75
5x 3,3 mg peoe T5
5 X 1 Y PeOs 17-27
5 x 0,1 MG DeOo 0
Pneumoccocs | 5 X 10 mg SeCe 50
Typ. III 5x 393 Mg 9.Ca 100
- 5 X 1 ng 8+Ce 75~83
5 x 0,1 mg S.Ce 15
5 x 33 2 PeOe 100
5 10 ng PeOo 67-100
5 x 3,3 g PeOe 100
5x 1 mZ PeOe 50
5 x 0,1 1g DPe0s 0

o g o s 1"
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Prepérado . Organismos Dosis por Kg. de ratén % de supervivientes
8.0+ % Subcutanea

DeOs = DPET 0B

Ferrimicina A | Staph.aur, 5 x 0,1 B 8¢0e 100
| 5 x0,05 mg 8.0 80
Terrimicina A1| Ataph.aur. 5 x 0,06 mg SeCe 80

5% 0,03 ng SeCe 80

0,06 ng 8eCe 100
0,03

Ferrimicina A2| Staph.aurs 5
5 mg Se¢Ce 60

Los preparados de ferrimicina empleados
como materisl inicial se obtienen de filtrados de oul-
tivo que contienen el antibiético mediante los métodos
de elaboracién y enriquecimiento weusles. Asi se puede,

_como descrito en las patentes no (sol. francesa
ne 771096 - Came 3829 ) o patente ne ~ (sol. fran=-
cesa ne 800203 - Cage 4087/8), sepaian=el antibidtico
en bruto del £iltrado de cultivo por sbsoreién , por
8le en carbdn activo o en una resina intercambiadora
de iones, o por precipltacién mediante un deido orgéni-
co, tal como por ej. doido piorinico. Un enriquecimiento

del antibidtico me puede lograr por eje mediante exxraccidn':fg
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de una solucién acuosa con ung mezcla de cloroformo u
otros disolventea lipoides con fenol o también median-
te cromatografie o disiritucién a contracorriente.

Los filtrados de cultivo, que contienen
las ferrimicinas, se obtienen por ej. sl la cepa Strep-
tomyces griseoflavus A 9578 ( véase Case 3829/142 )

0 1la eraﬂStreptomyces galileus n.sp. A 18822 ( véase
Case 4087/E. ) se oultivan, en forma, usual en un cal-
do. |

Un procedimiento ventajoso para la ela-
boraeidn del filtrado de cultivo consiste en que el anti-
bidtico se absorbe, con un pH 4, de filtrados de oul~
tivo por el procedimiento de columna en IRC-50, después
de lavar con agua y metanol se eluye & través de meta-
nol-deido clorhidrieco l-n (8:2) y de los eluados,
ajustados a un valor pH 4, se extrae, después de expul-
par el metanol en vacio, mediante fenol-eloroformo
(1:1) bajo separacidn de todos los componentes miners—

les. De los extractos femdlicos aclarados con celita

" se le pueden precipitar por adieién de disolventes lipoi-

dea sobre materiales vehiculo, tal como hyflo supercel
o polvo de celulosa y elulr mediante metanol. Pero las
ferrimicinas se pueden precipitar también directamente
de los eluados de metanol mediante la adicién de fenol
acuoso gobre hyflo y librarlas de las materlas acompa-
fiantes orgénicas e inorgénicas por lavado. Del hyflo

se pueden volver a eluir las ferrimicinas mediante me-
tanols. De los concentrados metanélicoe Se obtiene el

antibidtico al evaporar cuidadosamente en forma de polvo
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Este preparado o el material precipitado

sobre materias vehiculo se disuelve en forma finamente
pulverizada en mezclas concentradas de fenol-cloroformo
y después de agregar suxiliares de filtracién se mezela
lentamente bajo. fuerte agitacién con cloroformo hasta
lograr la proporcién fenol-clorofoxmo de 1 g : 1 mle

De la mezolas resultante total se puede reclbir el anti-
bidtico, despuds de separar una precipitecién inactiva,
en 4cido clorhidrico 1/i0-n, volver & extraer de éste en
forma enriquecida con fenol-cloroformo (1 : 1) y final~-
mente precipitar del extracto fenlico muevamente sobre
celulosa 0 suxiliares de filtracién mediante la adicidn
de mezeclas de cloroformo~éter de petréleo. Las precipita-
ciones se eluyen con metanol , y el eluado se evapors

cuidadogamentes Los preparados obtenidos sirven como

material de partida paras el procedimiento de enriquecimien~ .

to y separacién desorito al principio.

Le invencidn se describe en los siguientes o

-@jemplos. Las temperaturas estdén indicadas en grados

Celsio.

E—jemplo 1 ‘ »
Porciones de 8 g. de un preparado enrique-

cido de ferrimicina ( componente principal A; actividad

con relacién al filtrado de cultivo liofilizado = 2000-

3000 ); tal y como por ej. se obtiene segin el ejemplo

10 de la patente ne (solicitud francesa n? 800203

- Gase.4o87/%.) se someten en una columna de cristal

vertical de 1 m de longitud y 6 cm de didmetro, provista
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de un envolvente de refrigeracién, llenada con polvo

E XN i
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de celulosa, a la eleotroféreaia de zonas seg. Je Porath
/" Biochimica et Biophysica Acta 22 , 151 (1956( _7. Co-
mo solucidn de electrolito sirve dcido acético 1/3-n.

La substancia S8e disuelve en 160 ml. de agua y la solu;
cibn tefilda rojo-marmén se aplice sobre ls columna en

el extremo del énodo superior. A una tensién de 1000
voltios y una intensidad de corriente de 100 mA se despla-
zg la zona del antibiético tefiida de naranja, de unos

20 om. de ancha, oon una velocidad de 3,3 cm/h hacia

el cétodo. Para aumentar el efecto separador de la co-
lumne se compensa exactaments este movimiento eléctrico
mediante una corriente de electrolito, dirigide en direc—
eién contraria, de 81 ml/b y con ello se sujeta el
antibidtico localmente en la columna. De esta manera

se expulsan materies acompafiantes inactivas, teflidas de
marrén, con una velocidad de traslacién eléctrica mayor
o menor a la del antibiético, hacia el recinto del odto~

do resp. del énodo y alli se evacuan continuadsmente

.0 de vez en cuando. Después de una duracién de la eleoc-

troféresis de 5-6 dias, el antibidtiao ha traspasado

una columna de liquido de 4 - 5 m de longitud. La substan~
cia, que se encuenira en la columna , se eluye con solu=
cién de electrolito y las fracciones de eluado recogi-~
das en el colector de fracciones automético S8e comprue-
ban bioldgicamente. Se reunen las fracciones tefiidas de
rojo oscuro, biolégicamente activas (1,5 litros). D& la
solucién acétioa sg;puede»exxxasr elAantibiétieo después

de la adicidn de 75 em3 de solucién de sal comin acuosa
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séturada con. 250 cm3 de una mezcla de fenol=cloroformo
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( 15 : 1 cm3 ). Del extracto se puede precipltar el
antibidtico, despuds de filtrar a través de celita, por
adicidén de 1 litro de éter y 500 cm3 de petréleo sobre s
16 g de hyflo supercel como precipitacidén tefiida de naran- i‘u
ja. Ia mezola de precipivacién y euxiliar de filtracibn i
gse lave bien con acetona y finalmente se extras con
poco metanol frio. Del extracte metanélico se puede pre-
cipitar la ferricina A con acetona como polvo tefiido
de color rojo naranja. El preparado secado a temperaturs
de ambiente a 0,001 mm durante 2 dias contiens aprox.
100 % de la actividad introducide en forma 4-6 veces en- N
riquecida. Anéligis: G = 50,68 % ; He 6,99 % 3 N= 13,45 % !z'
Fe ( grav.) = 3,55 % ; Pe ( colors) = 3,66 % 5Cl = .
= 2,75 %o ‘ o

2,46 % pérdida por secado a 1202/0,01 mm.

Espectro infrarrojo en bromro potdsico
: véese fig. 1.

Espectro ultravioleta en agua : méxima

- en 318 m/u ( Eiim = 47,2 ) 3 inflexiones en 229 m/u

y en 400';/& . ' : A
Solubilidad: muy buena en agua, metancl
y mezolae de fenol-cloreformo, soluble en formamida
dimetilica, celosolve met{lica, aleohol bencilico y
doido acético glacial, diffcilmente soluble en etamol y
précticamente insoluble en piridina, propanol, butanol
y deméa disolventes orgdnicos usuales, especialmente
disolventes lipoides.

Relaciones de precipitacién : Precipitable l_f
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de solucién acuosa con doido picrinieo , 40ido picro-
1énico y reinecato aménico.

Reacclones de color: las soluciones acuo-
sasg tefildas de rojo naranja variaﬁ reversiblements su
color al agregar écido minersl a través de rojo de vino
hacia amerillo claro. Con aosa,oéugtica se presenta
asimlemo una descoloracién. Las soluciones neutras no
reaccionan con ferrocianmuro potésieo.nas soluociones
acidificadas dan tefildos o preciplitaciones de azul de
Berlin.

E1 hierro ligedo complejamente en es—
tado. 3-valente se libera, por lo tanto, segin se re-
duce el valor pHe.

_ Con cloruro de hierro-(III) se forma
un tefiido rojo de vino, con cloruro de hierro-(III)+
potasio-ciamuro de hierro-(III) un tefiido azul. Son
negativos los siguientes ehséyosz Moliseh, Anthron,
TFolin-Ciocalteu, Sakaguchi. Ia resceién ninhidrinica en

butanol-piridina gse vuelve ligaramente poeltiva deg=

. pués de un largo calentamiento. La hidrélisis con 4oido

olorhidrico 6-n da una mezols de unas 15 substancias
demostrables por cromatografia de papel, parcialmente
ninhidrinicamente positivas. |

Ferrimicing A 1libre de hierro:

100 mg de ferrimicina A purifioada, 0b=-
tenida se disuelven en 1 ml. de metanol, se mezela con
334 mg. de 8-oxiquinolina en 2 ml. de metanol y a tem-
peratura de ambiente se deja reposar durante 8 horas.

Después de seguir reposando durante 15 horas a 02 se
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sgparan los cristales verde-negros precipitados de
hisrro 8-oxiqu1nolinico;-na.solueién.ae diluye con po-'
oa agua y Se agita bienm con cloroformo y benzol para
retirar la oxiquinolina en exceso. La fage acuosa ema-
rillo-pdlido restante, que contiene al antibidtico
libre de hierro, se liofiliza 3 90 mg. de polvo beige.
| El antibidtico libre de hierro muestra
en la zona ultravioleta el mismo espectro de absorcidn
como el material inioial, en la zona visible falta
8in embargo la banda plana a 400 - 430 . Pogee so0lo
1/3 de 1a actividad in vitro del material inicial. Una
solucidn incolora del antibiético libre de hierro se
tifle, 8l agregar cloruro de hisrro-(III), monenténea-
mente de rojo intenso volviendo a.pféééntaree de nuevo
la absorcién de hierro en 400=430 mp en el espectro
¥ sumentindose la actividad especifica antibiética.
Ejemplo 2

800 mg. del preparado de ferrimicina A,
obtenida segin el ejemplo 1, se cromatografia en una co-

* lumna celuldsica de 3 x 65 cm. (198 g ) a 122, Como

fundente sirve la fase orgénica'de una mezels equili-
brada de doido acético 0,5-n -n=butanol (1:1) después
de agregar 5 % en vol. de n-butanol. | ,

Las fracciones recogldas en el colector
de fracciones automdtico de 30-40 ml. se comprueban
bilolégicamente, espectrosodpleamente y cromatogfafica~
mente sobre papel. Las fracoiones 60-104 contienen 191
mg. de ferrimicina 41, las fracociones 105-200 92 mg. de
ferrimioina A2, Las correspondientes. fracciones reunidas




se agitan con igual voludmen de éter de petrlleo y con
aprox. 10 % en volumen de agua, paséﬁdose los materiales
antibiéticos a les fases acuosas. De estas se elaboran
sezin el método desorito en el ejemplo 1, con fenpl-
5e cloroformo y se obtienen en forma de polvo de color‘naran-
ja. Los preparados secados & 209/0,001 mm. durante 3
dfas dan los sigulentes datoss
. Ferrimicina A1 3 Andlisis : C= 47,63%;
H= 6,72% ; Pe= 4,88% ; Titracién en 80% de celosolve
10, metilica; peso equivalente : 1078; pK: 7,87. Espectro
ul{;avio]eta : “)\_max_aag Ly (Eifm = 336 ), 319 nau
(Elom = 372 Ng 425?m7p_(E1°m = 27,6).
Espectro infrarrojo en bromaro potési-
, co : véase fig. 2.
15. Ferrimicina 42: Andlisis: O= 48,77 #;
H= 6,65% ; Fe = 4,82 % ; titracién en 80 % de celosol~
ve metilica; peso equivalente : 984 ; pK: 7,73. Espeo-
tro ultravioleta ?\, max'227 m A (Eif; = 332), 319 np

£* S 2N,
(B, =37 v45 (Eicm ' 257)- Espectro infrarrojo
0. " (en bromuro potdsico) : véase fig. 3. La cromatografia

de papel de distintos prepafados de ferrimicina enriquew-
cidos y limpiados sobre papel Whatman n¢ 1 estéd repre-
sentada en la fig. 4. La,denpstracién,eé efectia bioauto~
grificamente con Staphyloooooua aurems. Signifioan :
25. I: El sistema butanol-dcide acético

glacigl-ggue 4=1£5; 10 horas.

II: El sisteme butanol-ascetato but{lico-
éoido acético glaciel-sgue 100:30:13:143; 24 hores.

III: E1 sistems butenol-acetato butilico-
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~dcido acético glecial-sgue 100:30:13:143; 60 horas.
' 1 : El entibidtico ferrimicina, Base A4B
segdn patente_n9 (sol. francesa ne 800203 -
Case 4087/8, ejemplo 7) (1 ue)
Se -2 : El antibiftico ferrimicina B, segs
Case 4087/E (eol. francesa ne 800203, ejemplo 10 (5
PE ) | | |
3 : El entibiético Ferrimicns A segin

la presente invencidn, ejemplo 1 (0,1 /ug)

10. | 4 t El entibiético Ferrimicina A1 segin
la presente invencién, ejemplo 2‘(0;05 g )

o | 5 & El antibidético Ferrimicina A2, segin
la presente invenoién, ejemplo 2 (0,05 pe)
Ejemplo 3 :

15, 6 g+ de un preparado de Ferrimicina que,
referido al filtrado de cultivo liofilizado, tienen
aprox. 1000 veces més actividad antibvidtica, y que con-
tiene tento Ferrimicina A como también ferrimicins B,
se distribuye en contrecorriente segin Craig e través

20. - de 115 escalones. El sparato e compone de 120 unidades.
Por unided se 2limenta con 100 cm3 de fase superior
y 100 cm3 de fese inferior de una mezcla a, 192 equi~
librade, de alcohol beneilico ( 200 partes en voltmen (
n~butanol (100 pertes en volimen ), écido clorhidrico

25, 1-n ( 6 partes en volimen ), agua(300 partes en voli-
men ) y solueidn de cloruro sédico satureds a 192, acuo=
sa, ( 60 partes en volimen ). Lae 2 primeras unidades
contienen solamente digolvente. En las siguientes 3

unidades se introducen, en cede una , 2 g. de substan-
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cia y & continuacidn .. se distribuye 115 veces & 199,
El mimero de movimientos de agitacién por aistribuoién
ea de 30, la durecidén de las pausas de reposoc 15 mim-
tos. | @{5,‘
5e Terminads ls distribucidén se recogen ~‘
a =102 las 118 fracciones obtenidas.
De cada tercera fracqién ge toman para
el ensayo 10 cm3 de la . fase superior y 10 cm3 de 1s
| fase. inferior y estas se agitan oon 50 om3 de éter de
10, petrélec. Ia fase acuosa separada (10 em3), que ahora
contiens todo el meterial hidréfilo, se libers medisn=
te breve evacuacién de los disolventes orgénicos ain
adheridoa.ﬂLaa golucionee de ensayo, asi obtenidas, sir- |
ven por una parte para la valorizacién colorimétrica ( ex- ;?3:
15. tincibén a 425 m /u en cubetae de 1 cme véase fig. 6,. |

curva 1) y para la remocién de color ninhidrinica. Para

le ejecucidén de esta Ultima se mezclan 0,5 em3 de solu~
cién de ensayo y 0,5 cm3 de reactor ninhidrinico, prepa-
rado seg. las instrucciones de S. Moore y W.H. Stein,

2. J. Biol. Chem, 211, 907 (1954), se caliente 15 mimtos
a 1002, se diluye con 5 cm3 de alcohol-agua (1:1) y 2
contimacién se mide en el espectémetro & 570 m 2 (cur-
va 2). Parae la comprobacién bioldglce se diluyen lge

soluciones de comprobacidén & 1:50. En le curve 3 se han gffi
25, indicedo las actividades in vitro contre Staphilococcus o

sureus obtenidas en el ensayo de difusidn de placa
en relacién con un standerd asrbitrario. Ias fracciones
actives 40-70 contienen, como se puede demogtrar por

cromatogrefia de papel, la Ferrimicina A, mientras que



-21~

la ferrimicina B se encuentra en.las fragcionea T5-100.

Se puede lograr un enriquecimiento esenciel. Ias frac-
ciones antibvidticamente activadas 25-39, 40-48, 49-55,
56-70 y T1-95 se retnen y se agitan con igual voli-

men de éter de petréleo. Ias materias de contenido,

tefiidas de rojo, se impulsan aqui & las fases acuosag.

Se aislan de éstas en le forma descrita mds abajo con

fenol-cloroformo; Ias cantidades asi obtenidas, as{ como

los enriquecimientbs logrados con relacién al materisl
inicial y rendimientos en actividad antibibtica, estén

resunldos en la siguiente tablas

Cantidad

Factor de enri-

Rendimiento Ferrimicina

Fraccién en mg. quecimiento de eactividad

25-39 492 0,455 4,6 %

40-48 254 4,71 20,4 %

49~55 211 9,22 32,8 % A

56=T0 as57 3+49 15,1 %

71~95 938 1,72 27,2 % B
El material inicial se obtliene como

sigues

30 litros de un concentrado de eluado

acuoso, que se obtiene segin el ejemplo 7 de la sol. de
patente francesa ne 800203-Case 4087/E por elucidn de

~ T



. T

5

154

25.

=22

la ferrimicipa de amberlita IRC 50 y ulterior elimina-
cién del metanol en vacio, se mezolan agitando con 1 Kg
de Hyflo y en el plazo de 2 horas con 1,8 litros de

una mezcla de 1l partes de fenol y 1 parte de agus. A
contimsaocidn se deja agltar ain durante l/é.hqraa £il-
tréndose entonces en vacio. El filtredo contiene aprox,
2-5 % de la sctividad y se desecha. Ia torta de filtra-
do, bien prensedas, se agita dos veceé, ocada una con

4 litros de éter y una vez con una mezcla de 8 litros

de mcetona y 2 litrom de éter y cada vez se filtra en
vaelo, lavéndose entonces el residuo consecutivamente en
el filtro de vacio, cada vez, con 5 litros de acetons

¥ 4 litros de cloroformo. Todas las soluciones de lavedo
son practicemente inactivas. Ia torta de filtrado Mime-
da de cloroformo se introduce entonces agitando en 3
litros de una mezela de fenol-cloreforme (1:1) (peso/
volimen) y se agita durante 1 hore. Despuée se égregﬁn
en el plazo de 1 hoxrs 15 litros de cloroformo en corrien-

te lgualada. Se filtra en vacic el hyflo y se lava dos

. veces con 2 litros de fenol-oloroformo 1:1l (peso/voli-

men) y una vez con 2 litros de cloroformoe E1 residuc
contiene edn 5-10 % de la actividade

Los filtrados reunidos (22 litros) se
concentran a 25¢ & 4 litros y el concentrado se gbtea
en el plazo de 30 mimitos & una mezcla de 4 litros de L
éter, 8 litros de éter de petrdleo y 400 g. de hyflo. Dee—.lji'
pués de otros 30 mimtos se filtra en vaclo. Ia torta :"
de filtrado se lava con 2 litros de éter y dos veces

oon 1 litro de acetona. Todos los filtradoas contienen
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86lo mellas de actividad. _
Ia torta de filtrado se egite tres veces
durante 10 minutéa, oada vez con 1,5 litros de metanol,
se filtrs en vacio y finalmente se lava adn con 0,5 li-
tros de metanol en el filtro de vacio. El hyflo lavado
ya no contiene ningune actividad.
Ios filtrados marrén ocscurce (4-4,5 li-

+tros) se evaporan a 20-302 en el vacio.gl chorre de

agus, culdadosamente, hasta secar. El residuo ein pega-
joso se smecs en slto vacio durante 20 horas. Se obtie-
nen 75-88 g. de un preparedo de ferrimioine fuertemente
activo, marrén-rojizo. El rendimlento de actividad refe-
rido sl material inicial es de wn 90 e
Ejemplo 4 ' ‘

4 2 g del preparado de Ferrimicins A,
obtenida segin el ejemplo 3 (fraccionee 49-55), que refe-

- rido al filtrado de cihltive posee una eficsoia antibid-

tica de unss 9000 veces, se cromatografian en una colume

na de 70 om x 7,14 om3 de un intercambiador de iones

. fuertemente dcido Dowex 50 WXa (100/200 mesh). El inter-

cambisdor de iones se limpis previamente segin las indi-
oaciones de Hirs et al. J.Biol.Chem, 219, 623 (1956) y
después de transformar en la forma ambnica se équilibra
durante 3 dias con 0,2 mol. de diepersor de acetato amé--
nico del pH 5,40 & 179'3 ung velocidad de paso de 100
cm3/hora. A contimacién se dieuelve la substancis en

20 om3 de soluoién dispersore, se splica ouidadosemente
sobre la columna y & contimuacidén se eluye con la miama

solucién dispersora y velooidad de paso. Después de una
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duracién de la elucién de 20 horas se cambia & eluocién
de gradiente.ALqui se concentra el dispersor de acetato
aménico 0,2 mol., que entre en la columns continuadamen—
te en una cédmara mezcladora de 1 litro, por la entrada
iguel de grande de dispersor de acetato aménico 2 mol.
del pH 4,50 y con ello se incremente contimedamente

su efecto de elucién. El eluado se recoge en fraccio-
nes & 40 cm3 sobre un colector de fracciones sutomé-
tico. Ia valorizacién del oromstograms se efectia por
medicidn de extincidn a 425 m AL cromatografia de papel
y comprobacién bvioléglca. Ias fracciones reunidas de
acuerdo con esta valorizacién se elaboran con fenol-

cloroformo en la forma,dgsorita. De las fraccipnes 195-

' 216 se obtienen 440 mg. de ferrimicina A que oon respec-

to al filtrado de cwltivo 1iofilizado muestran aprox.
16000 veces més actividad antibvidtica, como polvo rojo
marréne.
Microendlisis: C: 48,65 %, H: 7,09 %, N: 12,95 %,
Fe: 4,56 %, Cl: 6,10%, (o-)cn s 1,99 &%,
(Ro't:h-Kuth, amino-N: 2,33 75 ( van

_ Slyke)e
74 tracidn: K*Mcs(ﬂelv. 37, 1872 (1954))s 4,18;

, 7,883 .peso equivelente : 1106
Espectro de absorcién:. ;\~ nax 228 n u Eiim 282
" A9m, 28,2
. " 425 n x " 22,6
"Valor de reducoién" gege O.S.Hanea, Biochems J« 23,
" g9( 1929): 1,7 ml. tiosulfato sé-
dico 1/100-n.
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Hidroxilamine ligada segs ToEmeru y JeBe Neilands,
Nature 184 , 1632 (1959) 0,83 mole

de NHZOH por 4tomo de Te, _
Hidrélisis con HC1l 6~n durante 14 horas a 1102: Pro-

ductos demostrados reap.'gialadoa: _
NH'3, cadaverina, l-amino-5-hidroxil-
amino-pentano, &cido 0 -aminova- i
~lerddnico, prolins, 4cido suooinico,ff;
substancia orietalina.(G7H303N.01) ‘
con ?\max: 227 y 323 :h/n , asl
como huelles de otras substancias
ninhidrin-positives y FeClye
De las fracolionee 115-145 del oromato=-
grama se pueden aislar adin 135 mg. de una mezcla de mate-
rias tefildas de rojo-violets, que muestran la eficacis

de vitaming B 0° El resto del materinl empleado se en-

cuentrs como'tandas tefildas de marrén en el lugar de apli- 5‘5
cacién del cromatograma y no se eluyen bajo las condipio—
nes indicadase.

K O T A

Desorita suficientemente la naturalezs

del invento asi como la maners de reslizarlo en la préc-
tica, debe hacerse constar que las disposiciones ante-
riormente indicadas son susceptidbles de modificaciones
de detalle, en cuanto no alteren su principio fundamen-
tal. También se hace constar que éste invento se re-

fiere & una solicitud de patente presentada en Suiza

‘con fecha 29 de Mayo de 1959, n® 73755 v fecha 18 de

marzo de 1960, n? 3062/60, acogiéndose por lo tanto, a
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los beneficlos que conceden 1los Convenlos Internacionales
en vigor, y siendo lo que constituye la esencia del refe-
rido invento y por lo que se solicita Patente de Invencién
por 20 afios en Espafia: "PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION
DE UN NUEVO ANTIBIOTICO"; carscterizéndose por lo si-
guientes R

18.~ Procedimiento pera la obtencidén de

un mevo antibidtico, caracterizado porque el antibiéti-

co obtenido, se sigue limpiando por electroféresis y/o0
distribueidn a contracorriente bajo empleo de alcohol
beneilico y, si se deses, oromatografia y, si se deses
la ferrimicing A limpiada se subdivide en los componen—
tes A1 y A,

18, caracterizado porque se parte de preparados de anti-
bidtlicos que, comparasdos con el filtrado de cultivo lio-
filizedo, estén por lo menos 100-1000 veces ﬁéﬂ enrique~
cidos.

38, Procedimiento segin las reivindi-

- caclones 18 y 28, carscterizedo porgue se trabaja segin

el sistema de la electroféresis de zonas.

'4é.- Procedimiento segin las reivindi-
caciones 18-~ 38 caracterizado porgue se trabaja con
electroféresis de contracorriente.

58 .= Procedimiento segin las reivindi-
caclones 18 ~ 48, caracterizado porxque se emplean tensio-
neg de aproXs. 500 -« 4000 voltios.

68.- Procedimiento segin las reivindi-

caciones 1¢-58, caracterizado porque en la electroféresis

239- Procedimiento segﬁn la reivindicacién ;”3 '
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8e emplean polvoe de celulosa como substancla de llenado.

78 o~ Procedimiento segin las reivindi-
caciones 18 - 62, caracterizado porque como electrolito
ge emplea solucidn de dcido acdtico diluida.

86.- Procedimiento segin las reivindi-
caciones 18 y 28, caracterizado porgue la distribucién
de contracorriente se efectia en el sistema alcohol
benc{lico (200 partes en vol.) - n-butanol (100 partes
en vol.) = agua (300 partes en vol.) - solucidn de cloru-
ro sédico ecuoso, eaturada ( 60 partes en vol.) - dcido
olorhidrico 1-n (6 partes en vol.)e

08, Procedimiento segin les reivindi-
caciones 18 y 28, caracterizado porgue la distribucién
de contracorriente se efeotia en el sistema alcohol ben-
cilico (60 partes en peso ) - cetona metlloisobutilica
(44 partes en peso ) - solucién de cloruro sédico al 15 %
équoea ( 50 partes en peso ) - doido clorhidrieo 0,01-n
(50 partes en peso). | '
| 108 .~ Procedimiento segin les reivindi-

.caciones 1% a 98, carscterizedo porgque en ls crometogra-

fia se emplean resinas intercembiadoras de iones fuerte-
mente 4cidas. '

118,- Procedimiente segin laes reivindi-
caciones 18 y 108, caracterizado porque se eluye ocon g0-
Iuciones de dispersor 4cidas de concentracién incremen—
tante.

128 .- Procedimiento segin las reivindica~
ciones 108 y 112, cgracterizade porque se eluye con

dispersor de acetato amdnico del PH 4,5 en una molecula=
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ridad. de 0,2 hasta 2,0,
138,~ Procedimiento segin las reivindi-
cacionss 18 - 128 cgracterizado porgue el antibdidtico lim-
piado, obtenido, se descompone oromatogridficamente en
polvo de celulosa en los componentes Ferrimicing Al y
Ferrimicina A2, |
| ~ 148,- Procedimiento segin la reivindica-
cién 138, caracterizado porque . como liquido de elucidn
se emplea la fase orgénica de una mezcla de n-butanol con
doido acético acuoso dilulda. |
158 .- Procedimiento para la obiencidn
de un muevo antibvidtico; tal y como queda substancial-
mente descrito en la presente memoria e llustrado en loas
adjuntos dibujos que se acompadans
TN\\\Esta memOfia consta de veintiocho hojas
escritas a maguins por unh gbla cara.
N\ Madrid, o f
‘o1BA, socfiéif%“ﬂ‘
). 6otz {89/ mooen
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