sotre:

wprocedimiento pare 1@ obtencidn de nuevaes

materias vegetativas".

Folisilande: ~ CLBA SOCIETE ANONYME,

regidente en Basile2,

i
!
entidad suiza, - E
Suizae :
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Do los materisles de origen bioldgico, e%pecial—
§rgenos de enimales ¥ #icro—

gran nimero de m%terias

ﬂa amplia-

mente del naterial vegetal,

orgenismos, ya 8€ han aislado un

bioldglicamente ¥ risioldgicamente
ndida existencia de un grup

activas. Sobre

5e mente exte ) determinad4 de
|
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materies vegetativas, gin embargo, ‘i%)é §e Znocia nadaf.

Se ha descubierto ahors, que de organlsmosg
vegetales, especialmente de los actinomicetenos, y sus
extractos, se pueden obtener materias vegetatives en:
forma pura resp. enriquecida, que & continuacién se !
denominan Ferrioxaminas.

Las ferrioxaminas son compuestos orgénicosi
nitrogenosos y ferrosos. Tienen un color marrén roji#o
y se disuelven con facilidad en dcidos y disolventes
fuertemente polares, tales como agus, formemida dime?i—
1ica, glicol,&ter monomet{lico del glicol etilénico,
as{ como alcoholes alifdticos bajos, tal como metano}.
membidn se disuvelven limitadsmente en alcoholes alifdti-

cos més elevados, ga{ como en alcoholes aromdticos y

fenoles, por ejemplo en butanol, elcohol bencflico,

fenol. Los hidrolizedos de las ferrioxaminas contiene
sustancias ninhidrinicamente positivas. En su aspec’
quimico, las ferrioxaminaes estdn emparentadas con u%
grupo de entibidticos que se denominan "Sideramlcln%s"
A las sideramicinas pertenecen, entre otros, l1lo8 antib16-
ticos ferrosos griseina, albomicinsa, les ferrimioin%s, el
antibiético 1787 [H.Thrum, Neturwiss. 44, 561 (1957)]
v les sustenciss L.A. 5937 y LeA. 5352 ['P. Sensi y|M.T,
Timbel, Antibiotics & Chemotherapy 2, 160 (1959)_7. :
La ferrioxamine en bruto, que por ejemploise

obtiene en la fermentacién de estreptomices, es genéral-

mente una mezcle de distintos componentes. La ferrioxamins

B ee el producto principal de las ferrioxaminas que'se

formen durante le fermentacién de S.pilosus Ettlinger-et.

g1 .NRRL 2857 (ETH 21748). Ademds, se formen ulterio}es

jE
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meterias, que se denominsan ferrioxaminas A, D, Dy, D2,
Ey Fo En la distribucién segin Graig del producto en
bruto obtenido del filtrado del cultivo (2-10 dfas de
fermentacién a 279) por extraccidn con fenol-cloroformo
(1 g+ 1ml) se pueden obtener 5 fracciones, cuya

extineién en 425 m estd representade en la fig. 1. De

1la freccién III se obtiene en la crometografia, en lg
resina intercembiadora de iones Dowex 50 WXZ’ el hidro-
cloruro de Ferrioxemina B puro como polvo marrén roa;zo

|
(fig. 2, fracciones 93 = 125). l

El hidrocloruro de la ferrioxamina B es soguble
en agua y en dlsolventes orgénicos fuertemente polarfs.
En la cromatografia de papel y en la miltiple dlstrlbuclén
se comporta como sustencia uniterie de polarided simglar
e les ferrimicinas Aq y Ay, pero se diferencia de éstes
por su estabilidad considereblemente mayor. En solquén
ligeramente dcido acética se traslada en la electrof6resia,
con une velocidad de treslacidn muy poco inferior qﬁe
aquéllas. ’ }

|
Para el hidrocloruro de la ferrioxamina B} en

forma fuertemente enriquecida, se encontraron las sﬂgulen-
tes propiedades: Microanélisis después de 48 horas a
209/0 001 mms C 48,04%; H T,41 %#; N 11,21%; C1 5,25 963
Fe T,67 %; P Op; S O%. Titracidn: pKMCS (Helv. 37, 1872
[f195i7) g, 74, peso equivalente 704. Espectro de absor-

cién en H, Ot Amex 430 m# con Dm = 39,0. E1 esPe#tro

infrarrojo, en nujol, muestra, entre otras, bandas én
3230, 2900, 1640, 1573, 1461, 1377, 1260, 1225, 1185,
1132, 1028 cm™1, bendes dobles: 989, 975, 935, 810,)750
om=1 , véase fig. 3. Distribucidn miltiple, cromatografia

P
-
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de papel y electrofdresis de papel: Véase Tabla 1, fig. 4

|

En 1a hidrdlisis con dcido clorhidrico dilliu'.do

se pueden demostrar, entre otros, dcido sucefnico, 1~amino-

5-hidroxilamino-pentano, cadaverina e hidroxilaminea.

©

Si para le hidrdlisis se emplea dcido yodohidrogénic

no se forma el 1—amino-S-hldrox11am1no-pentano ni la
hluroxilamlnao Con 2, 4-dinitrofluorobenzol forma la;
ferrioxemina B un derivedo de 2, 4~dinitrofenflico. |

De las fracciones secundarlas 11, IV y V,!

que se obtienen en la distribucidén segin Craig de 1%

mezcla de ferroxiamina en bruto (véase fig. 1), se i

puede aislar, por cromatogrefie en intercambiadores!de
iones, otros compuestos ferrosos, 8e efecto reducto%,
con efecto antisideramiciniéo (voeme) ¥y en el interc%m—
bisdor de iones (fig. 8) las denominamos como ferrioxa-
minas A, C, D1, Do) Ey P

TLas ferrioxaminas A, resp. C, gisledas de| las

fracciones II y IV (véase fige. 1) se comportan fisico-
quimicamente en forme muy parecida a la ferrloxamln? B.
A demuestra ser en el cromatogrema de pepel y en la
m{ltiple distribucién muy poco menos polar que B. En c
es & la inversea. Este regultado corresponde tamblén a
1la basicided de A ligeramente incrementada en comp%ra—
cidn con B, asi como su ve1001dad de traslacién eléctro-
fordtica en solucidén ligeremente deido acédtica poco
mayor, resp. la menor besicidad y movilidad eléctrlca
de C mds pequeiia encompara016n con B (fige 5). A y|C
muestran ademésd espectros infrarrojos y propiedadeT de

‘solubilided similares a la ferioxamina y, como dste, solo
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se pudieron obtener hasta ahora como hidrocloruros eﬁ
forme amorfa. _‘ ' ;

El hidrocloruro de la ferrioxsmina A es un
polvo marrdn rojizo que se disuelve bien en agua, me%anol
etanol, dcido acético glacial y formamida dimetilica+
Es insoluble en &ter, acetona, éster acdtico y cloro%ormo.
Rf-
solucién V: 0,21 (véase tabla 1). Coeficiente de dis?ri-

es el sistema de solucidén I: 0,35, es el sistema de

: r
bucidn en el sistema VIt 0,111 (véase tabla 1). Electro-

féresis de papel, véase fige 50 Microandlisis: G 44, 21 oo

H 7,52%, N 12,63%, Fe 7,95 %, C1 5,93 % |
Titracidn: pggbs $9,89; peso equiv.: 634. I
Espectro ultravioleta en agua Amax 430 %/L(E1% = 3720

El espectro infrarrojo en bromuro potdsico muestra, éntre

otras, las siguientes bandas: ‘ i

(s=bandas fuertes, m—bandas medias, w=bandas 11geras):
2,92 i (s); 3, 4%/((m), 6, 10£c(s), 6, 32aa(s), 6, 88»¢(m),
79304 (W) 7,92t (w)5 8,104 (w)5 8,494 (w); 8, 98/~(wi);
9,55 it (w)3 10,1?}4(w); 10,67ﬁ.(w), (vdase fig. 11).

i ‘ Le ferrioxemina A d4 une reaccién positiva[con
ninhidrina. Lé unién ferrosa en la ferrioxamina A é

se retira del complejo s8i se trata con écido minerall

I
|
|
es incolora. Con ferricloruro se puede volver a trans—

o dlcalis fuertes. La ferrioxamina sin hierro

formar en le ferrioxamina A. Reacciona también con i

otros iones metdlicos bajo formacidn de los complejob

metdlicos correspondientes, por ejemplo del complejoi

de cobre verde. Otras propiedades caracteristicas végse
!
la Tabla 1. by

El hidrocloruro de la ferrioxaming C muest&a
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simileres propiedades de solubilidead como Ao Rf en el

sistema de disolventes I: 0,54, en el sistema de dlsol-
ventes Vi 0,37 (véase teble 1). Electroféresis de papel
véase fig. 5, coeficiente de distribucidn en el 91stema
VI: 0,489 (véase tabla 1). Microendlisis: C 48,33%, i
H 7,92 %, N 10,20%, C1 5,15%, Fe 6,82%. Titracién: E
PK&CS‘ 8,88; peso eqnlvalente 762. Espectro ultraV1oleta

7

en bromuro potdsico, muestra, entre otras,bandas en.

2,924 (8), 3,43 (s), 5,854 (m), 6,104 (=), 6 33/(3),

6,874 (8), T530/+(m), 7,954 (m), 8,23 4(w), 8 52/(:{:1).

9,62/‘(w), 13, 2é/ﬁ(m), vdase fige 12, : !

La ferrioxemina C da une reaccién de colof

en agua: \ mex. 4306‘(E = 39)., E1 espectro 1nfrarroao,

pogitive con ninhidrina. La unidn ferrosa en la ferrloxa-

mine se retira del complejo cuando se trata con écigo
mineral o 4lcelis fuertes. La ferrioxemina C libre be
hierro es incolora. Con ferricloruro se puede volve% a

transformar en la ferrioxamine C. También reacciona!con

otros iones metdlicos, bajo formecidn de los complejos

metdlicos correspondientes, por ejemplo del complejp de

|
i
!
!

Las ferrioxeminas lipofiléricas, D1, D2 ﬂ E

cobre verde.

aislades mediante cromatografia en intercambiadored de
iones de la fraccidn V (véase fig. 5), que en los I
gistemas V y V#muestran valores Rf meyores que O,S!y

el coeficiente de distribucidn superior a 1, se co@por-
tan en 1a electrofdresis y titracidn como compuest&s

neutros (véase Tablas 1, fig. 4 y fig. 5). La ferrioxamine
|

D, que en la cromatografia de intercambio de ionesiee-

|
pisla, como sustancias de traslacién més répida, de una

I
l
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banda que parece unitaria (véese fig. 8) se puede separar,
mediante simple distribucidn entre cloroformo y agua,

en la ferrioxamina D1 lipofilérica, que cristalize Qe
metanol-éter en prismas alargados, ¥y en la ferrioxa%iha
D2 que se obtiene en una cantidad muy reducida. La i
ferrioxeamina D1se disuelve bién en agua, metanol, e?anol,
deido acético glacial, celosolve metilico ¥ clorofo#mo,

y es de diffcil solucién en éter, acetona, éster acético,‘
piridina y formemide dimet{lice. De metanol-§ter crista-
liza en agujas rojas. P.F. despuds de recristalizar!jveces
194-2002, Rp en el sistema de disolventes I: 0,73, ﬁf en
el sistema de disolventes Vi 0,72 (véase tabla 1).
Coeficiente de distribucidén en el sistema VI: 1,80
(véase Tabla 1). Electroféresis verde fig. 5. Microané-
lisis: C 49,31%, H 7,4T%, N 12,37%, C1 0%, Fe 7,66%

Titracién; no se pueden apreciar funciones dcidas o

bdsicas. Espectro ultravioleta en aguas #maXe 439/“

1
(B, = 44)-

t
|
i
i

!
El espectro infrarrojo en bromuro potésicb

muestra, entre otras, bandes en 2 9§/L(s), 3, OQ/‘(ED,
3,254 (w), 3, 4%/”(8), 6 OQ/L(S), 6 35/”(8), 6 89/‘(8):
7,304 (m), 7,94(n), 8,20 4(w), 8,49 (W), 8 83/1/(w),

9,00 4 (w), 9,65 (w), 10 »00 U (W), 10,314 (W), 10 6zbk(w),
12 ZQ/i(w), 13,30 4(m), véase fig. 13,

La ferrioxamina D1 no dé reaccidn de color con
ninhidrina. La wnidn ferross en la ferrioxemina D lse

retira del complejo si se trata con un deido minerdl o
|
|

dlcalis fuertes. La ferrioxamine D4 libre de hierro es
incolora. Con ferricloruro se puede volver & transﬁofhar

en la ferrioxemina D1. También reaccions con otros;iones

g
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metdlicos bajo formacién de los complejos metdlicos |

correspondientes, por ejemplo el complejo de cobre

Ferrioxamina D2: El espectro ;nfrarrojo e%
bromuro potdsico muestra, entre otraes, bandas en 2,95/“
(8), 3,43/(m), 6,08(a), 6,364(s), 6,904(a), |
8,494 (w), 8 8'7/w(W), 9,654 (W), 10,05 (w), 1Q70/”(W),
13, 2%/L(w), véase fig. 16. |
Rf en el sistems de disolventes I: 0,64, Rf en el sistema
de disolventes V: 0,48 (véase tabla 1). Electroféresis de
papel véase fig. 5. ' !

Le ferrioxamina E, que posee un espectro infra-
rrojo diferente a las demds ferrioxamines, (véase fig. 14),
se diferencia de &stas también por su mala solub111§ad en
ague y metanol. i
Microandlisis: C 49,80%, H 7,37%, N 12 ,48%, C1 0%, e 8y14%.
Titrecidn: no se pueden apreciar funciones dcidas o|b531caso
Espectro ultravioleta en agua: A max 430 g¢b(E}fm —|42) E1l
egpectro infrarrojo en bromuro potdsico muestra, en?re

otras bandas en: 2,924 (s), 3,024 (s), 3, 454 (8), 5, 9§/b(s),
6,15 (8), 6,364 (8), 6,90%(s), T, 104 (m), 7, 1@%-(m),
7,394 (m), T)82m(w), 7,98 (m), 8,45¢(w), 8 54/‘(w),
8,85 (W), 9,010(w), 9,204(w), 9,984(m), 10 ow(w),
10,23 (W), 10,434 (w), 10,714 (w), 11 » 874 (w), 13|20/»(m),
13,6§/A(w), véase fig. 14. i

La ferrioxamina E no a4 reaccidn de colori con
ninhidrina. La unidn ferrosa en la ferrioxaming B s# retire
del complejo si se trata con dcido mineral o élcali;
fuertes. La ferrioxamine libre de hierro es incolor#or

. |
Con ferricloruroc se puede volver a transformar en la

N
LA
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ferrioxamina E. Reacciona tambidn con otros ione%me?élicos

‘bajo formacidn de los correspondientes complejos me?élicos,

por ejemplo del complejo de cobre verdoso. E
Le ferrioxamina'F, que, segin su comporta%iento
en la cromatografia de papel y en la distribucidn dé
contracorriente, también pertenece al grupo lipofflico
(D1, Dy E) muestra, gin embargo, contrario a la D14 D,
y B, propiedades bdsices y se aisla como hidrocloruro
(véase fig. 4 y 5). | l
El hidrocloruro de la ferrioxamina F se d%suelve
bién en agus, metanol, piridina, dcido acético glac#al,
etanol, formamida dimetflicaj eﬁpoco soluble en clo%oformo,
insoluble en &ster aéético acetona y éter. Microané#isis:
C 50,44%, H 7,29%, N 10,53%, C1 4,10%, Fe 5,57%; RJ en
el sistema de disolventes V: 0,80 (véase tabla 1). éoefi—
ciente de distribucidén en el sistema VI: 3,12 (véasg
tebla 1). Electrofdresis végse'fig. 5. Titracidén: pﬁmcs
9,75, peso equivalente 695. El espectro infrarrojo en

brouuro potdsico muestra, entre otras, bandas en 2 9§/b(s),

3, 45 "‘(m)’ 6 10/1’(5), 6 37/“’ (S), 6 92/M'(m)’ 7 40/L(w)’|

T,974lm)s 8,5044w), 8,88.4(m), 9,724(m), 10,10%(w),
10 79/L(w), 13,751 (w), véase fig. 15. Espectro ultravioleta
en agua: Amax 4 30mu4 EW = 34, i

La ferrloxamlna F a4 una reaccidn positiva!con
ninhidrina. La unidn ferrosa en la ferrioxamina F sge
retira del complejo si se trata con 4cido minersl o %lcalis
fuertesi Se vuelve a trensformar en la ferrioxamine F con

ferricloruro. Reacciona taubién con otros iones metdlicos

bajo formacidn de los correspondientes complejos metglicos,
|

por ejemplo del complejo de cobre verdosgo.

L
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En la siguiente Tabla 1 sehan reéumido, para su

ferrioxaninas aisladas hasta ahorse.

Tabla 1
Ferri- | Electro Cromatograffa pistribucién| Extincidén Titracidn
oxamina| féresis de papel miltiple a 430 mu
ae g?pel pKM f Peso
S AN A Ul
b) | e) d) 1em e) i te
A 13,6 0,35 | 0,21 0,11 37 9,89 E 634
B 13,0 0,44 0,29 0,23 39 9,74 'E 704
c 12,3 0,541 0,37 0,49 39 8,88 | | 762
D, 3,9 o,73f 0,72 1,80 44 (neutro)
D, 3,9 0,64 0,48 (neutro)
E 3,9 0,68]| 0,59 1,59 42 (neutro)
P 12,5 | 0,80 3512 34 9,75 | | 695
54 a) cm de trayecto de carrera en dcido aeéticé 0,33|N,
después de 4% horas a 220 V. Como comparacidn lg
fructosa . recorre 3,9 cme.
b) Ry I: Velor Rp en el sistema I: n-butanol-dcido|acético
giaciai-agua (4:135). !
10. c) Re Vi Valor Ry en el sistema V: butanol terc.-aéua

saturada de cloruro sddico (6:3:1).

clorhidrico O,1-n (50:25:2531),

. |
solucidn acuose saturade de cloruro sédico - éc%do
|

Papel impregnado con acetona-sgua-solucidn acuésa’
|

g
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' i
d) XK VI: Coeficiente de distribucidn en el sistema VIS
' i
n-butanol-alcohol bencilico-agua~solucién acuosa
saturads de oloruro sddico-geido clorhfdrico 0,1-n

(200:1002300:6033) . Digtribucidn de 10 ng & travds

de 34 escalones de cada uno 3 cm3 de fase orgdnilca

y acuosa & 23-25%2. Valorizacidn por medicidn de

extincidn (2 cm3 de les fracciones dilufdas con

alcohol a 10 cm3) a 425 %/uo
e) W.Simon et al., Helv. 37, 1872 (1954).

En la tabla 2 se han resumido, pare sSu compa~

|
|
|
!
|
i

racidn, los datos quimicos y fisicos para la ferrioxamina.

B y materias vegetativas emparentadas as{ como algunos

antibidticos sideramicinicos (Grisein A, albomycina, ¥y

ferrimicina A). |

_'g‘;



TABLA 2

TVf Valores de andlisis (%) ! Peso
Substancia ) - molecular
Cc H N Cli Fe
Ferrimicina A 1) 48,65 7,09 12,95 6,10 4,56 i1106 a)
i
|
Griseina A 2) 43,95 5,65 12,97 5,14 1034 8
Albomicina 3) 4,16 1270—b
1346
Hidrocloruro de 48,04 T,41 11,21 5,25 17,67 704 8)
ferrioxamina B
)
Ferricromo 4) 44,02 5,90 16,55 T,35 725 c)
Perricromo A 4) 44,75 5,80 11,18 5,3 1100 ©)
Coprogeno 5) 50,96 6,83 10,26 6,61




r — . vy
s« a) ? Absorcidn I Productos de hidpdélisis e)
pK'MCs demostrados !
| g%
A max “iem |
| ‘ A
| 4,18;7,88| 228 282 NH,, dcido sucgfnico, 1=
] 319 28,2 am?no-5-n1droxi] o-amino—
! - pentano, dcido §-amino- (0,8})
| 425 22,6 valeridnico, cadaverina,
: substancia cristalina con
| Amax 227 y 323 mm , prolina
| Yy substancias ninhidrin-
K positivas no identifica-
das
265 108 Uracilo met{lico
420 28,9 dcido glutamfnico
3 | Uracilo met{lico, serina
L orniting
?
9,74 | 430 39,0 NH.,, dcido succfmico, 1-
am§n0-5—hidroxilamino—
pentano, cadaverina, 4ci- - (1,2)

do }-aminovaleridnico,
hidroxilamina, nada de
glicina, ornitina o serins

425 39,4 NH3, glicina, ornitina 2,89

440 33,8 Serina, glicina, orniting 3,01

440 36,6




4 Ay
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b) segin contenido Fe, SO4 y NH,

a) por titracién

¢) .determinado segin dos métodos independientes
d) W. Simon, E. Kovats, L.H. Chopard-dit-Jesn & Eo

56 Heilbronner, Helv. 37, 1872 (1954)
e) Colorimétricamente segin los "Valores Hidroxilam#nicos"

por dtomo de Fe determinado segin Csaky. Los valbres

indicados en paréntesis estdn sin corregir.

1) Sol. de patente n® 258.439 (Case 4287/L42/E)

10, 2) F.A. Kuehl et al.,'J.Amer.Chem.Soc. 73, 1770 (195(1)
3) G.F.Gause. Brit.Med.J. 1955, 11%7

4) J.B.Neilands. Act.Rev.21, 101 (1957)

5) CoW. Hesseltine et @le,JsAmer.Chem.Soc. 74, 1362 1(1952)

6) T.Z. Oseky, Acta Chem.Scand. 2, 450 (1948).

B
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Las sales de las ferrioxamines bésicas, A,QB, c
y F, se derivan de los gcidos orgénicos e inorgénico%
conocidos, por ejemplo dcido clorhidrico, los écidosi
sulfdricos y fosféricos, del dcido acético, propidniéo
valeridnico, palmitfnico u olefco, del dcido succin;co,
deido citrico, dcido tértrico, 4cido amigddlico, écido
glutaminico o pantoténico. Representan sales neutres |
o dcidas. Su obtencién se efectda por la doble reaccién
de sales, por ejemplo del sulfato de la ferrioxamina{con
el celcio dcido pantoténico o por el intercambio de
aniones en un intercembiador de iones, por ejemplo de
cloruro de ferrioxemina en un intercambiador de iones
bédsico fuerte, tal como IRA-400 en le forma de sulfato.

Las ferrioxeminas poseen propiedades fomen%a—

- |
doras del crecimiento para un gran nimero de organismos.

|
i
|
|
Micrococcus pyogenes, var. aureus, Saccharomyces eeroisiae,

As{ poseen este efecto sobre el Bacillus subtilis,

Ustilago sphaerogena y Chlanydomonas eugemetos. Como
ejemplo se hen resumido en la table 3 los resultadoq de
ensayos con Ustilago spaerogena y con Chlamydomonasi
eugametos, empleandose un preparado enriquecido de ;

I

ferrioxamina Be

i



TABLA 3.

Crecimiento relativo en comparecién con

un control sin trater !
Adicidn de ferrioxemina B gug/cm3)

|

|

0 100 | 10 1 0,1 |{0,01 |0,001
|
Ustilago spaerogena |
(cultivo 24 horas) 100% 5406 | 405% | 247% |158% |111%
|
Chlamydomonas - '
eugemetos 100% | 280% | 271% | 136% | 98% 98% ;

(ctltivo 4 dias)

50
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Otros organismos, por ejemplo representantes
de la serie Arthrobacter, tal como Arthrobacter ter#égens
y Arthrobecter flavescens, solo se llegen & desarroilar
en presencia de leas ferrioxaminas. En estos casos, les
ferrioxeminas poseen por lo tanto un cardcter vitam#nico'
gimilar el que se demostrdé para les substancias act%vas

ferricromo, Terregens Factor y Coprogen / Bact. Reve 21,

101 (1957)_7- | ,

Otra propiedad bloléglca de lsas ferrloxaminas
consiste en que son capaces de eliminar competltlvamente,
con respecto a los agentes gramopositivos, el efect#

antibacterial de los antibidticos que pertenecen ali

-\ !
|
I
'

grupo de les sideramicinas.

E1 efecto antlsideraminlco de la ferrloxaﬁlnas

se presenta con relacidén e los antibidticos albomiclna,

 griseina, A 1787, ferrimicina y A 22765, que tamblén

todas muestran resistencia cruzada con griseina. Sorpren-
dente es que las ferrioxeminas suprimen el efecto de las

sideramicinas, en forma de griseina, con resgpecto a las

bacterias gramo-positives, pero no con respecto a les

Y



gramo-negativas.

una parte y les sideramicinas, que se denomina actiﬁidad

E1 entagonismo entre les ferrioxaminas po#

i
antisideramicinica se puede demostrar tanto "in vitro"
!

He cowmo tembién "in vivo". EL efecto antagonizahte de ia“

R |
ferrioxamina B con respecto avdistintos antibiéticoé

se puede apreciar por la tebla siguiente. Como orgaﬁismos

)
i

de ensayo se emplearon: Escherichis coli, Bacillus |

subtilis y Stafilococcus aureus. Los entibidticos a

|
10, comprobar se verificaron contra la ferrioxemina B (j mg/ml)

en el ensayo modificado segin Bonifas, que se describe

néds adelante.

TABLA 4.

1
i

Desparalizecidn de los organismos

Peniciling

de ensayo
Antibidtico , -
Bacillus Staphylococcus Escherichia
subtilis aureus c?li
Ferrimicina Competitiva Competitiva [ -
Griseins ! ;
(40000 UI/mg) Competitive Competitive nin?una
Mbomicina Competitiva Competitive ninkune
A 1787 Competitiva Competitiva ningune
| A 22765 Competitiva Compe titive 8 E
Neomicina Ninguna Ninguna nin%una
| Estreptomicina Ninguna Ninguna ninéuna
Estreptotricinag Ninguna Ninguna nin%una
Viomicina Ninguna Ninguna ninéuﬁa
Ninguns Ninguna g l

L
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1) @ significa que el correspondiente antibidético no

muestre casi efecto alguno contra este organismoéde
ensayo | :
2) Cepa S.aureofaciens Duggar A 22765 i

Otros entibidticos no mencionados en la tébla
¥ no influenciados por las ferrioxaminas son: Acetbmicina,
actinomicines Cy X, I y %2, angolamicina, carbomicinb,
chartreusina, clorotetraciclina, cicloserina,_ciner#binas,
desertomicina, eritromicina, exfoliatina, granaticiﬁa,
holomicina, leucomicina, megacidina, metimicina, na%bomicina,
novobiocina, oleandomicina, oxitetraciclina, pocromicina,
rodomicina, espiramicinas, estreptogramina, tetriomicinas

!
¥y tiolutinsa. |

El efecto antisideramici{nico™n vitro" deilas
ferrioxaminas es bien adecuado pars un reconocimien%o
cualitativo y determinacién cuentitativa de las fer%io-
xaminas, debido a que se puede emplear en forma cor#espon—
diente a la de la determinacidn de substancias de e%ecto
sinergistico segin el ensayo elaborado por Bonifas
[ V.Bonifas, Experientia 8, 234 (1952)_7. Pare ello%
se inyectan placas de ensayo, por ejemplo cuencos d%
Petri, que contienen una capa de caldo de cultivo dé
agar adecuado, coﬁ Bacillus subtilis Cohn emend.Pra;mowski
(o] Staphyloéoccus aureus Rosenbach. Sobre la capa deiagar
se colocen tiras de papel de filtro (5 mm. de ancho}, por
ejemplo de Whatmen N2 1, impregnedos con una soluci&n,

de un antibidtico sideramicinico, por ejemplo una sélucidn

‘de 102“( /ml de ferrimicina eémetanol. Verticalment? e

éstas se colocan tiras de iguel ancho que estén imp#eénadas

con la solucidn cuyo contenido en ferrioxamina B se' ha de

b
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comprobar. Despuds de uma incubacidn de 9 - 15 horés

a 362C. se puede apreciar fédcilmente la influenciaidel
efecto antibidtico de la ferrimicinej en el recintb res-—
trictor, que se forme de las tires con el antibiético, se
forma en el cruce de embas tiras un estrechamiento!cunei—
forme, cuya forma y dimensiones bajo condiciones s%andard,
sirven pars la determinacidn cuantitativa de las
ferrioxaminas (véase fig. 10), Si una solucidn con%iene
tanto ferrioxamina como tembién ferrimicina, se ha'de _
calentar durante 30 minutos con pH neutro a 602. De esta
menera se destruye el efecto entibidtico de la fer%imicina
mientres se mantiene el efecto ferrioxamfnico y po% lo

)
tanto se puede determinar cuantitativamente. §

En el ensayo entisideromicinico demostréd|ser B

B

el més eficaz de todas las ferrioxeminas. Con stapﬁylococcus
|

aureus como organismo de ensayo muestran las demés!
ferrioxaminas con respecto a la B, las siguientes %ctivi-
dades: A 51%, C 16%, D 8%, D, 3%, E 4% y T 30%

Las sustancias ferricromo, terregens factor
y coprogeno, ya mencionadas, igualan en su carécte% vita=-
ninico para las Arthrobacter terregens y Arthrobac%er
flavescens a les ferrioxaminas. Por el contrario, él
efecto de crecimiento, arribe descrito, tipico par# las
ferrioxaminas, sobre Bacillus subtilis, Micrococcu;
pyogenes, Saccharomyces cerevisiae, Ustilago spaerogena

¥y Chlamydomonas augametos no es conocido pars les #res

substancies Ferricromo, Terregens factor y Coprogeno.

Tampoco se sebe nada sobre un efecto antagonistico!dé

estas substancias sobre la actividad antibacterialidé

los antibidticos sideramicinicose.
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En la cromatograffe de papel se dlferen01a el
ferricromo, en la comperacidén directa en el sistema v
(véase Tabla 1) claramente de la ferrioxsminas B = F,
muestra sin embargo en este sistema un valor Rf 51m§1ar
al de la ferrioxamina A. Por el contrario, se puede dife-
renciar fécilmente como substancia neutra en la electro-

fﬁfes;s de papel en 4cido acdtico 0,33-n de la ferri%xamina
A fuertemente bdsica. El Terregens factor solo contiene
huellas de hierro y por lo tanto es distinto a todaé las
ferrioxaminas mencionadas. Por sus datos analiticos |se
diferencia bien el coprogeno de les ferrioxaminas A; B,
D y E. La proporcién #C/%N es en coprogeno de 4,97,;en
las ferrioxaminas mencionadas de 395-4,3. En las :
ferrioxaminas C y F esta diferencia no es tan destacada
(#C/%N = 4,74 - 4,78). Las ferrioxaminas CyPF son,)91n
embargo, bases fuertes que se aislan como hldrocloruros,
mientras que el coprogeno, segin los datos presentes“
representa une substancia neutra Zf?ourn.AmereChem.Spco
T4, 1362 (1952)_7. |

Las ferrioxaminas, sus derivados y product%s de.
dimociacidn, asfi como las sales de estos compuestos,:se
obtienen, si de organismos vegetales o de sus extracFos
8e aislaen les nuevas materias vegetativas segin los @étodos
en s{ ya conocidos teniendo en consideracidn las carécte-
risticaS'qumicas,y fisicas arriba indicadas v émple%ndo
el ensayo antisideramicinico, y, si se desea, se preéaran
las sales, derivados o productos de disociacidn de 1és
nuevos compuestos. ;

Les materias iniciales pars la obtencidn d% las

|
ferrioxaminas son por ejemplo plantas mayores, tal como
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Dicotyledoneae, por ejemplo la clase de lasg Solanaheae,
Por ejemplo solanum lycopersicum o 1g clase Umbelllferae,
Por ejemplo daucus carota L. y‘Monocotyledoneae, por :
ejemplo Commelinaceae, tal como Rheoe discolor, ademés
cultivos de algas, por ejemplo de Chlamydomonas eugametos,
o ante todo cultivos de microorganismos, por eaemplo de
los representantes de la clase Streptomyces, de baéterlas,
bor ejemplo del B.subtilis o de levadures, por eaemplo
de Saccharomyces cerevisiae. El efecto antlslderamlcinlco
Se puede reconocer en el extracto en bruto o en el
filtrado de cultivo g base del ensayo arribs 1nd1cadoo

Una fuente eéspecialmente preferida son los culti-
vos de Streptomyces que segin las caracteristicas propues—
tadpor Ettlinger et al. /“Arch.Microbiol 3, 326 (1958)_7

corresponden a las 51gn1entes clasges: Streptomyces ;
griseoflavus (Krainsky) Waksmenn et Henrici, Streptomyces
lavendulae (Waksman et Curtis) Wakemen et Henrici, !
Streptomyces galilaeus Ettlinger et al., Streptomyceg
Pilosus Ettlinger e} al., Streptomyces pollchromogenfs

Hagemaenn, Pénasse at Teillon, Streptomyces viridochromogenes

' (Kralnsky) Waksman et Henrici, Stretpmyces aureofa01éns

Duggar, Streptonmyces olivaceus (Waksman) Waksman et Henrloi,
Streptomyces griseus (Ereinsky) Waksmen et Hénrlcl, f
Streptomyces glaucescens Gause et al,
En la siguiente tabla se pueden apreciar 145
caracter{sticas determinadoras de las clases de las
|

cépas de Streptomyces que forman las ferrioxaminag,

"



fed

grig verdoso

%
Jaracteristicas E Worfologia de Color del mi- Worfo
i las esporas celo de aire aire
Calse g ?
j f
; :
- o s | . . e
8e Griseoflavus (Krainsky) | Heporas con egpi- Gris ceniza Cadena
Jaksman et Henrici L N&s corvas ! les ab
' nudo m
|
; P
I . = . ; . .
Se pilosus Litlinger et al. Esporas cou e Gris cenlza Cadena
' log finos fra- i les e
P 1
giles : mayori
|
| -
| —
Se viridochromogeiies fsporas con es-— Azul claroi Cadena
(raineky) Waksman et pinas cortas ! les ab
Henricl E menudo
|
. . . .
Se olivaceus (Waksman) lisas Gris ceniza Cadena
Walksman et Henrici ; dialme
i u ondu
Se. aureofaciens uggar lisas Grig Geuizg " Gadena
! mente
i les ir
5. galilaeus HEttlinger Llilsae boobris ‘!})L’li%&f Cadenhsa
et ale i 1 nmente
' pal la
reggla
. X : yoria
{ . :
. T ' :
- i . ; P S
S. lavendulae (Welsmen et ¢ lisas 3 Carmin Qalg— Cadena
Curbis (Walsmen et Henrici) . do-marron cé— les ab
: : nela ! los ex
! rectos
i
: :
: | —
" . To.cr 1i Carmin. pdli-
8. polychromogenes Hagemann isas { - Dau Cadena
et als. de—marron N,
canela ! ondula
P . . . . . i 1Lt Cadena
i 5. griseus Waksman et Henri~, lisas Amarillento— haces

cados
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Worfologia del micelo de
aire

Pignento
melanoide

Cadena de esporas con esplra-
les ablertas y regulares,a me-
nudo mds de 6 vueltas

falta

Cadenas de esporas con espira-
leg regulares eblertas, en la
mayoria mds de 6 vueltas

existe

Cadena de esporas con espira-
les abiextas y regulares, a
merudo mds de 6 vueltas

exigte

Cadenas de esporas monopo-—
dialumente ramificadasg, rectas
u onduladas

falta

Li-
ca~-

1i-

- Cadena de esporas monopodial-—

mente ramificadas, con espira-—
les irregulares ablertas

falta

Cadena de esporas moncpodial-—
mente ramificadas, eje princi-
pal largzo y recto, espirales
reﬁulares anlartas, en la ma-—
yoria mds de 6 vuelias

exlste

Cadena de esporas con egpira-
les abiertas, irregulares en
log extremos de trozos larzos
rectos

existe

Cadenas de egpora

8 rectas u
onduladas ‘

faltba

30~
)80

"

Cgdenas de esporas onduladas,
haces simpoidalmente ramifi-
cados sin espirales

falta
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Para obtener cantidades meyores de ferrioxami-

das se emplean preferentemente cultivos de los menclona-
dos organismos. Se han acreditado especialumente = egte

respecto lasg cepas de Streptomyces arriba indicadas,éue
Fdcilmente se vueden cultivar en mayor escala. ILa pfe-
sente invencidn no se limita sin embargo al empleo dé
los representantes de las clases mencionadas, sino q&e

!
se refiere lambién al empleo de capas formedoras de ferri—
oxamina de otras clases y especialumente de varianteﬁéde
todos estos organismos, tal y como se obtienen por eﬁemr

,
plo, por seleccidn o mutacidn, especialmente de'rayo%

) . . . |

ultravioleta o rayos X o de aceites é&e mostaza nitroge-
|

nacoso.

|
|
Para la obtencidn de las ferrioxaminas en ma~

|
. . |

yor escala se cultiva aerobicamente una cepa que muwegtra
i
. . . . i

las propiedades de las Sitmptomyces arriba indicadas, por

ejemplo en caldo acuosgo gue contenga hidratos de carbono,

compuestos nitrogenosos, asi como sales inorganicas, has-

i
i
:
- Fé 5 i o . . - e o . 4
ta que éste muestre un efecto esencialmente Tferrioxaml-—
!
nico, y & continuecidn se aislan las ferdoxaminas. Pe~
!
ro btawbién se pueden cultivar plantas, tales como algas
|
. . . f
verdes, o bacterias, tal como B. subtilis, y de estos
aislar las ferrioxamina en forma pura respe enriquecidae
i . . : : |
Para el ailtivo de los microorganismos mencionados entran
como hidratos de carbono asimilables, en consideracidn,
. » |
por ejemplo, glucosa, sacarosa, lactosa, manlia, almi-
déun, asi{ como glicerina. Como caldos nitrogenosos v en
- . . . |
caso dado fomentadores del crecimiento sean mencilonados:
los &cidos emfnicos, los pepburos y proteinas asi como




10,

150

20,

25.

300

- 23 -

261237

Py !;;" Y :
sus productos de disociacidn, tales como peptons o trip—
tone, ademds los extractos de carune, las partes solubles
)
de los granos de trigo, taleg como maiz y avena, de los

residuos de degtilacidn, de levadura, semillas, especial-
mente de la planta de colza o soja, de la planta del al-
goddn, ebce pero tambidn las sales amdnicas y los nitra-

tos. Otras sales inorgdnicas que puede conbener el cal-

do son por ejemplo cloruros, carbonatos, sulfatos de al-
|
calis, alcalis terrosos, magnesio, hierro, cinc y m@nga—

Nnegooe :

El cultivo se efectia aerdbicamente, es decir
|

por ejemplo, en cultivo de superficie en reposo @ p#efe—

' . - . | .
rentemenie en Forma submersa agitando o moviendo comn ai-

re u oxigeno en botella de agitacidn o en los ferme@ta—
dores coumocidos. Como temneraturas resulia adeouad# por
ejemplo en los Strepbomyces una entre los 18 y los 4EOQ°
Un efecto esencialmente ferrioxaminico lo demuesﬁraﬁ los

{
. " ’ . Ry
cultivos aqui ya por lo general despuds de 2 - 10 dfas.

v

Al cultivo se le agregan 0,156 de ferricloruro y el mice-
!

lo se separa del filtrado del cultivo, encontrdndose en-

tonces la cantidad principal de las ferrioxaminas en el

filtrado del cultivo. Sin embargo, se quedan cantidades

'

« - v PR . !
considerables absorvidas en el micelo. Por esto regulta

. " . - . !
convenieate lavar bidn este Ultimo. Para ello son ade-
|
cuados por ejemplo el agua y/o los disolventes acucsos

i
’ . . :
organicos, tales como alcoholes, vor ejemplo metaﬂoy acuo-

1.

S e s . |
s0. Bn forme similar se pueden cultivar también las bac-

A

teries, por ejemplo B. subtilis y emplear el Filtrado del
' |

, .
cultivo como fuente para el alslamiento de las ferrioxa~

minaso.
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Para el aislamiento de las ferrioxaninas dJe
]

los materiales meincionados, especialmente de los fil—
trados del cultivo de hongosg o bacterias, se puede pro-
o ’ lEE . . y . :
ceder segun los metodos ya couoccidos y por ejemplo S~
|
plear wno de log siguientes modos de trabajo indicados

a continuacion o biewr una cowbinacidn de los wigmoss

1) 8e pueden emplezr medios de abgoreidn, ipor
I
ejemplo, carbones activos, tules como norita, tierr%s
activas, tales como franconita, tierra de Fuller o flo-

ridina, o absorbedores ds resina, tal como asimita. ELa
elucidn de los absorbaios se efecida convenien%emenﬁe
con mezcla de los disolventes orgdnicos miseibles cén
agua, e asuld, por ejemplo, con mezclag L et

B

@
©
,:)r\
©
|
J,
e
®
ct
o
i

. . . £ - 2. .. - -
nol, agua-piridina, acido acetico diluido-metanol &

)

’
o 1)

metanol-deido acdiico-butanole fgpecialmenie venitajoso
para la elucidn de uw absorbato de Ifranconita o norﬁta
ha demogtrado ser una mezcla de aguva (4 partes en v&lu—
v piridina (1 partes en volumen). ;

2) Un segundo méitodo para la separacidu dé le
Terrioxamina consisie en abscrberla =n intercambiaddres

de ilomnes, siendo atecuadag egpecialimente las resinsg que

coutienen grupos de deidos, tal como Dowex 50. ista l-

tima se puecde euwplear tanto en la Forma acida como tam—
!
4 o . 4 o - = "
bién en la Fforma sddica, pero se ha acreditado, sin er=

bargo, una mezcla de estas dos Tormas. La elucidn sge

efectia couvenientemente eu sgentes deidos nor ejemplo
|

en soluclones amoriiguadoras dcidaes o con deido clorhi-
|
- . Id . v
drico metandlicoo.
3) Ademds las ferrioxawinag se pusden extrier

. - .’ . , o - . r
de uvna solucion a cuosa mediante disolventes o TEHANLCO S a
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Fara este procedimiento de subraccidn se han acreditado
] . i
egpecialnente los alcoholes orgenicos altowr, por ojém—
o~ I s B KRN Lt SR .
pic,y @lcolicl bencilico o alcohol igonrepilico. Contre—
nilentemente ge advc"ona agul @ la fase acuoss una ssl
i
. ’ . v - ) . - ~ .
inorgailica, por ejeunle mulfato amiiico o cloruro addie
|
™ . N ovada e o T . T ol
cc. Ve los esiractos crgdunicos obienidos e obbi rer
|
o . N . !
lag ferrioxemines sn forma enricuecida bidn nediante evas

« & - - - . . . . .
poracion del digolvente o por precipiracién wedisutd un
disolvente orgdnico adecuado, por ejemnlo, Eter, d&ter

RSN - - ¢ R

2
-

4) Un eny slguecimiento de las 13*1io*”u1Ldu se

,-\

logra taubidn mezclando solucioues concentradas, acmoaas

0 alconolicag—acuogas de la,. @2l con un exceso de Ai plven—
tes orgdnicos miscibles con agua, tel como acetona, ﬁio—
xeno ebe. precipitandose las sales cr forma edlida. |
5) Otro método vare el enriguecirdento de ﬁas
|
|

Lferrvioxanines ccousiste en distribuirlas entre una solu~—
| ;
- Wl :

cidn acucsa y wma solucidn de feriol en cloroforme, va~

! P ¢

: o - . ' |
ridndoge tanto el pH de Ja solucidn acuosa como Lembidn

el contenido fendlico de 1la solucidn cloroferiica. 8
bajo coeficiente de distribucidn de las ferdoxaninasise

entiende Ja proporeidn de la concentracidn en la fage or-

'
|
'

ganica con relacidn a la concentracidn en la acuosa, en—
|

lcieunte de distribucidu avmern—
l

L . |
y]

ta sesun sube el wntenido de Tenol de la fasge orgdni.ca ¥

torces resulta, que el coel

baja al reducirse el pH de la fase acuosa. Como por !lo

l
- pr o me da
tanto es posible graduer cua quier coeficiente de digdtri-

1 e 3 - s 3 1 et ar [
bucion de Fferrioxaminas en egie sistera, ge uede, we-—
d14tr1ba01oni
diante combinacidn de pocas operacilones de/separar aﬂa

4.

rarte gronde de impurezas inactivas.
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6) Otro wétodo para el euriquecimiento ¥, o0 se—
paracidn de las ferrioxamines estd representado por la
cromatograffa, tal como 1a cromatografia de absorc¢6 en

istintos materialss, por ejem@lo,_en HOTLTa, 6xido‘de
aluminio, gllicatos de magnesio, silicagel, suliato! cal-

cico, asi como cromatografia de dislribucidn con celulo—

sa, aimiddn, silicagel, celita v similares couo subsgtan—

o

cias vehiculo, pero también la cromatograifia en reginas

intercambiacoras de ionesg, por ejemplo, en Dowex 50, A=
. |
berlita IRC-5C v similares. ?

|
7) Ademdls, las ferrioxamines se pueden errigue-
cer por distribucidn en contracorriente sesmin Craigentre
dos Tfeses de disolventes no migeibles. Para ello se han
acreditado los giguientes sistemas de disolventes:
- . . o o
a) Alcohol bencilico - Solucidn acuosa al 20% de sulfato
r é . i
amoni.co i
_ |
b) n-butanol (100 partes en volumen) — elcohol bencﬂlico

(200 partes en volumen) - dcido clorhidrico 1-n (6 par-

tes en volumen) - agua (300 pertes en volumen) - 18011~
!

cidn acuosa de cloruro sddico, saturada a 198 (60 partes
e volumen) ;

8) Finalmente, para la limpieza, enriquecﬁmien—
to y separacidn del preparado ferrioxawinico estd bﬂen o~
decuada la electrofdresig preparativa en vha column& con
material vehiculo. Esta se efectda como elcCuroﬁore ig
de alta tensidn a 500 — 4CC0 Voltios. Una ulterior @e—
Jora consiste en que este procedimiento se efeciua s@—

i
ain el x rincipio de contracorriente. Aqui se fijan ﬂo-
caluente las ferrioxaminas 4, B, C y P, presentes cbmo

cationes, sobre la columna poriadora compensando exscta—
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mente su movimiento provocado, a través del carpo elée-
trico, mediante una corriente del electrolito que t#ans—
curra en direccidn opuesta. De esta manera se logré gue
los wmateriales con otra movilidad eldctrica abandonén la
columma poriadors.en log dos xlbremos de elecﬁrodo%oLas
distintas ferrioxaminas se obtienen como substanuiaé pu-
rag y unitariag en forma de un polvo amorfo o como éris—
tales. Para su obténcién han demostrado ser especiélmen—
te adecuadas las giguientes medidas: é
~Liofilizacidn de uha solucidn acuosa o aloohélica;
~-Precipitacidn de una solucidn acuosa, alcohéliéa o
fendlica con disolventes orzdnicos liéfilos, q@e
sean miscibles con el disgolvente que contiene ia
ferrioxamina. ‘Espeoialmente adecuados para esga
precipitacidn son las cetonas alquilicas bajasJ ta-
les como acetona, cetona metil-etilica, dter, ﬁal
como ter dietflico, ter diisobutilico, y los hi-
|
drocarburos, tales como pentano, hexano, &ter @e
petrdleos
~Grigtalizacidn de mezclas de dimlventes adecuados,
tal cowo alcohol-éter, por ejemplo metanol-ter die-
. |
tilico, o mezclas de agua ¥ disolventes orgénicbs,
que por. lo menos sean parcialuente miscibles ooh 8~
gua, por ejemplo agua—-acebtona, agua-dcido acétiFo
glacial, etco ‘
Las ferrioxaminas, sus derivados y las sal%s
de estos compuestos pueden emplearse como matérial vége—
tativo para los distintos orgdnismos, bidn solas o en for-
ma de preparados especiales. Poseen ademss destacada# bro-

piedades antisnémicas, por ejemplo, en la anemia de desan~
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gramiento y anemia por falta de hierro y pueden, por lo

tanto, emplearse en forma correspondl ve como medica-

R (
mentos en forma de preparados. :

Los preparados coutienen las Ierrlovamlnas,
sug sales y derivados junto con un material VOthUlO -
decuado. Como tales entran en consideracion aquellqs na~—
teriales que rno reaccionen con 108 nuevos compuestoé, ta~-
D aat

les como por ejemplo gelatina, lactosa, alwidon, esiea—

e

|
rato de megnesio, talco, aceites vegetales, alcoholes

jo2}

i
bencilicos, goma, glicoles nolialqullenlcos, vesellA 0
colesterina. Tales preparalios se pueden presentar gn Tor-
|
na sdlide, por ejemplo, como polvos, o en forma liquida
coro goluciones, suspeunsiones o eumulsiones. kEn casd da~-

do estardn esterilizados yfo contendrdn materisles guxi-

(

=5y

liares, tales como agentes de conservacidn, o'g&Oll%za—

cidn, reticulacidn o emulsidn. También pueden Contqner
|

- vy - 3 ) [ ) " .
otras nmatasriag verapeuticamente valiosas.
Pigura 1 miesbra une distribucidn de contraco—
rriente de la ferriozamina en brutc a través de 50 esca~
3 -3

loneg, cada uno con 10C cm de fase orgdanica y 1CC cr

de fase acuosa en el sistera n-butanol-alcohol bencﬁli—
!

co, solucifn de sal comin acuoss saturada - dcido cllor-

hidrico I (100:20C:30C26036 )emo=e=omo=o Extinciénga

425 q/*ﬂzzaact¢v1~41 antisideramicinica en mm (Test |seg.

Bonifas modificada). |
. . , |
Figura 2, mestra en el cromatograme de la

fraccidn IIL de la Figura 1 en Dowex 50-iX con amo#ti-
2 1

guador de acetato amdnico como medio de emuls gidn.

t

. i . | "
Figura 3, muestra el espectro infrarrojo de
|

la ferrioxamina B en nujole
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Figurse 4, mestra en crOmuuo crang de u@pel de

las ferrioxaminas en el gistema butanocl terc.-—ag vdrpolu—

cidn de cloruro sbdico acuogo saturada — feido clo¥hidri—

co Cy1-n(50:25:25:1) Papel impregnado con acet ona—:gua—

solucidn acuosa saturads de cloruro =ddico (6:3:1)%
Pigura 5, wwessgtra electroforesis de papei de

las ferrioxaminas, cri de curso en dcido acdtico O,J3
desgpués de 4 % horas & 220 V.

Figura 6, muestra en cromaitograma de la frac—
cidn II de la Figura 1 en Dowex BO—WXr con acebato amnd-
ndco como soiucidn de amoriisuacidite :
omemom—o Extincidn a 425 %/00

Figurae Guuestra un cromatograma de la iréc—
cidn IV de la Figura 1 en Dowex 50-#{ con amo*tngﬁa—

2
k) . : . ] - an ey L
dor de acetato & ]310’3;'11 CO COmO [ieClO i@ €. UCLOM.

o=om=o—o uxtinecidn a 425 5yuo

Figura 8, muestra vn cromatograma de lag frac—
ciones 2 - 5 que se obtienen en ambos casos en la croma-

tografia de la fraccidn V de la ¥igura 1 es Dowex 50~WX
' 2

con awortigualdor de acetabto amduico como medio de elu-—

cidne

omo—o=o Lxtincidn a 425 E/aw

i

Migura 9, miestra wn cromabograma de las Frace—

matograria de lag fracciomes V de la Figura 1 en Do@ex
50-4E  con amoriiguador de acetato amdnico como meﬂio
de elucidie momomo—o Hxtincidn a 425 1_1/1« |
Figura 10 ruegbtra el awba,oﬁiﬁmo anlz
rricxaminas y la ferrvimicine en el test sesdin

dificados. ILag superficies rayados rmuiestran la
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del crecimiento del orsanismo de CIB85 00
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Figura 11, muestrs ol a8

Terrioxamina 4 en bromuro potdeico

fint

Figura 12, mestre el egpectro inirarrojo !de la
ferrioxamine C em browuro potdsico.

Pigura 13, mestra el egpectro infrarrojo

s
N

o . . " ’r .
rerrioxamina D en bromuro potdsico.
1 !
Pigura 14, mestra el espectro infrarrojo ide la

ferrioxamina 1 en bromuiro potdsico.
kY - — 3 + -~y - I "l
PMlgura 15, mestra el espectro infrarrojo de feo-

rrioxardna F en bromuro potdsico.

Figura 16, muieztra el esnectro infrerrojo de lsa
ferrioxaminae D en browuro potasicoe
2
La invencidn se describe en los slguientes
plos, sin que con ello se intente limitar el objeto
K3 . s 7 ' rd . . o
presente invencion. Las temperaturas estan indicada

grados Celsioe i

Bl cultivo del Streptomyces pilosus, Cepa I
2857 se efectiia semin el procedimiento submerso . Se jem-
plea un caldo, que, nor litro de agua de la red, conﬁen—
ga 20 g de harina de soja‘y 20 g de manita. H1 caldé ge
esteriliza en el matrdz de inyeccidn o en los ferm@nga—
.
dorzs durante 20-30 minubtos a 1 atm. Il caldo estefﬂli—

“ -y - - . . ot
zado muestra un pH de 7,2 - 7960 La inyeccidn se efec—

|
tia con hasta un 20% de un cultivo vegetativo parcialmer—
!
te esporulante del orcanigmo menclonado. Se incuba gei-
oL e Ik)

|

| v
e . « . ot

tande bién o moviendo a 24 - 309, ventildndose los cud-

.

. n " a . . IR

tivos en losg Ffermentbadores con arroximadamente 2 volupe-

nes de aire por volumen de solucidn por mirubo. Desgpués
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de iuncubar de 46 - 240 horas tilene el cultivo el mdximo
contenido en ferrioxaminas. Se interruuwpe el cultivo,

- . ‘ ' 4
se agregan O, 1% de ferri cloruro, el micelo ce Separa,asi

como los otros componentes sdlidos, de la solucidn que

contiene la cantidad principal de las ferriczanings! me-
. . . N !

diante filtracidn o centrifu uzado, asresdndose, en caso

dado, a la solucidn del cultivo antes de la Filtracidn
. .o medlo, | . - . |
aproximadamente 1 % de unf%uxlilar.de filtracidn, por e-

Jemplo Hyflo Supercel. TIos residuos de filtracidn se la—

van con agua o metanol acuoso y log liquidos de lavédo

]

se reunen con el filtrado del cvltivo. B1 Filtrado!del
\ _
cultivo obtenido se mezcla, azitando coatinuamente,icon

2% de tierra de arcills, por ejemplo, francounita. Deg-
D

puds de mezclar a fondo g@e filtra ¥ con el filtrado iob-

|
tenido se repite 1 - 2 veces el proceso de absorciéﬂe

!
Los residuos de filtracidn se reunen ¥ se lavan varlas

veces con egua y mebtanol acuoso. A4 continuacidn se:elu-
yen log residuos del filtra 2 = 3 vsces con una nes-
cla de piridina~agua (1:4). BTl eluado aclarado poréfil—
tracidn se concentrs por eveporacidn en vacfo. Los con-
centrados obtenidos se pueden elaborar o bien direcﬁa—
mente (vease el ejemplo 3) o wediante secado por coﬁge—
|

lacidn se puede obtener de ellos una mezcla de ferribxa—
ninas en forma en bruto. ?

Si en lugar del caldo arriba umeucionado seiemr
plean agquellos que por filtro de agua de la red contén-
gan los siguilentes materiales, entonces se obtienen,?des—

puds de un cultivo'anélogo vy elaboracidn, filt o8 de

L%

cultivo de un contenido en Fferrioxaminas gimilermente e-—

levadoo




a) Sacarosa 20 g ]
Citrato sddico 0,9 g ;
Lcetato amduico 3 G E
Fosfato potdsico sec. 3 g
56 >sulfato de magrnesio 0,8 go E
Sulfetc de cobre 0,01mg.
Cloruro de mengeneso - 0,07mge.
Ferricitmto : 20 mZe !
b) Glucosa en bruto 10 g i
10, "Harina de soja 10 g j
Cornsgteep Iiquor 20 Zo
Sal comin 5 e |
¥itrato sddico 1 & '
Cal 10 Ze
15 ¢) Granulado de extracéién de colza 20 go i
Glucosa en bruto 10 e |
Fosfato potdsico seco 0,2 go ;
Cal 10 g.
d) Harina de lino 40 g :
20, Glucosa en bruto 1 g |
Posfato potdsico sec. 0,2 g E
Cal 10 g

In lugar de la cepa de la clase Streptoﬁy—
ces pilosus mencionada se puede emplear las sigui§n~
25, tes cepas: (Las cepas se guardan bajo los nﬁmeroside
cepa indicados en el Instituto para Botfnica espeéial,
|
Egcuela Técnica TFederal, Zuerich) Despuds de cultivo
andlogzo N elaboracién ge obtienen filirados de oul%i;
i
vo con un contenido en ferrioxanina similarmente elei

30, vadoe
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X8 de cepa Clage de Strepﬁonwces;
9578 So griseoflavus (Krainsky)
Yaksman et Heorici |
15311 Se grisecoflavus :
11586 S. pilosus Httlinger et ialo
23258 Se pilosus
23305 S. pilosus ;
17635 S« viridochromegenes (Kraing-
3 ky) Weksman et Henrici
18055 S. viridochromogenes ;
, i
6445 So olivaceus (VWaksman) Waksman
et Henrici !
|
7346 S. olivaceus i
;
T4.37 . olivaceus ,
22083 Se aureofaciens Duggar !
}
22765 S. aureofaciens |
I
18822 So galilaeus Ettlinger et al.
14677 Se lavendulae (Walsman et Cur-
tis) Vaksman eb Henriei
21510 5o Javendulae
21837 Se polychromogernes Hageménn
et al.
23217 Se polychromogenes ;
23310 So Dolychromogenes .
10112 Se griseus Waksman et Henrici
13495 3. griseus :
7419 Se griseus

BIEMPLO 2. |
|

La cepa A 23978 de la clase Streptomrces au-
reofaciens (Instituto para Botdnica egpecial, Escugb
Superior Técnica Pederal, Zuerich) se cultiva en fbrma
Subnersa sobre un caldo que, por litro de agua de ia!
red, contenga 20 g de exiracto de malis y 20 g deidis-

tillers solubles. L1 culdivo v la elaboracidn se efec-—-
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tda en forma similar al ejemplo 1, obteniendoge ifil-

»

~

trados de cultiveo con un contenido en ferrioxamiha
similarmente elevado. E
BJEMPLO 3. ’
60 litros de cultivo se preparan en 1a!for—
we indicada en el ejemplo 1 y se elabora. Il elﬁado
de piridina-agua obtenido (unos 6 litros) se conéen—
tra por evaporasidn en vacio a 3 litrdse n esté Con—
!

La,

\

U s s - s . I
solucidn se clarifica mediante fuiltracidn o centri-

centrado se disuelven 87C g de sulfato andnico.

Tugacidn, en caso dado, bajo adicidn de 1% de Hyfio

!
i

Supercel. Dspuds de agitar 3 - 4 veces con alaochol
bencflico o alcohol igopropilico lag ferrioxaminas se
1

trasladan al disolvente orgdnico. las fases orgé@icas

3 p n as g o ey e L4 R
B8 secan con ayuda de sulfato sodico.' Be

agrega un exceso de éter o acetatc etflico v las ferrio-

~

se reunen 3

Xaminas precipitadas se filtran. Ia adicidn de uﬁ me-
dio suxilisr de filtracidu, por ejemplo, Hyflo Suﬁer—
cel, antes de 1la precipitacidn, facilite la obtenéién

de la precipitacidn. De esta se pueden extraer, ﬁor
lavado con metanol o amua, la ferrioxaming. Esto% elua-
dos se evaporan o liofilizan y de esta namnera sge dbtie—
nen las ferrioxaminas en forma enriquecida. |
LJEHPLO 4,

A un Tiltrado de cultivo obtenido segin los
ejemplos 1 & 2 ge le agrega por litro 20 g de sgal co-
mine Ia solucidn clara ge extrae 3 veces con 1/10:en
volumen de mezcla de cloroformo~fenol (1 parte en ?os
lumen de cloroformo, 1 parte en peso de fenol)o. Lés*

fages orgduicas se reunen, se filtran bajo adicidn de

[0}
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Hyflo Supercel y se mezcla con un excesc en éter; Agie
tando varias veces con poca agua se pasan las ferrio-
xaminas a las partes acuosas. las fages acuosaséobﬁe-
nidas se reunen y para retirar totalmente el fenél se

agitan 2 veces con dter. Nediante secado por conﬂelar

.
cidn se obtiene un Preparado naranja hasta narrdn ro-

I
|

jizo de las ferrioxaminas ue se puede degcompounsr por
& -4 '

!
cromatograria de papel.

20 litros de solucidn de cultivo se meéclan
aglitando con 400 gz. de Hyflo Supercel y 200 ml deéuna
soluci¢n acuosa al 10 de ferrisulfato y se filtraL Bl
Tiltrado se exlbrae después de agregar 3,6 kg de s?l co—
min, en un extractor de contracorriente com 2 lit%os
de Fenol-cloroformo (1g: 1ml), el extracto se sec? 80=
bre sulfato sddico y en el plazo de 1 hora se viefte
en une suspensidn bidn agitada de 200 g de Hyflo Super

cel en 2 litros de dier y1Q litros de Ster de petroleoo
i

Dezpuds de filtrar 1s mezcla polvoresa de medio a@xi-

liar de filtracidn y de precipitacidn, y lavar con unosg

2 litros de éter, se eluye 5 veces, cada una con 60C
I

cm  de metanol. Los eluados reunidos, dan, al evaporar

cuidadosanente, 10 g. de ferrioxamina en bruto en IFore—

LJITLPLO 6.

N

|

|
na de un polvo merrdn rojizo.

|

I

4 g de ferrioxamina en bruto se distribﬂgen
|
. " - | .
en el sistema n-butaiol-alcohol benciilco—agua—solp01dn

acuosa saturada de cloruro sddico dcido clorhidrico 1-n
(100:200:300:60:6) a travds de S0 escalones, cada une
3 3 :
2 X . - R |
con 160 cm de fase orgdnica ¥ 1CC em  de fase acuosa.
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25

Le evaloracidn de la Gistribucidn se efccia mediante
comprobacidn bioldgica v mediante medicidn de egﬁiﬁ—
cidn a 425 %/o: de cada 48 upidad se btoman 2 cm ;deraP
se superior'e luferior a dstas se mezclan con 3250m de
metanol, obtenidndoze una solucidn homozénea ouy% concen-—
tracidn es adecuada pars anbag comproﬁaciOﬁes (vegse
figura 1). las fracciones de distribucidn resamibas,

de acuerdo con egba evaloracidn, eu 4 STUDOE contie—

|
. , . Y ; !
nern, cemo se ceruestira en 12 cromatosralis, de mnapel
’ 5 Sl
!

®

adewgs del producto nriuncipal ls ferrioxeming B (‘en

la fraccidn de digtribucidn III) obros compuestos: tefiidos

de rojo, de eficacia antisideranfcinica, que se dénomi-
i
o . . - . . - - |
nan rerrioxaminag A, ¢, D , D, B ¥ e
' 1 2

Fraccidn ne Pranceidn de Perrioxamina
distribucion principal

6-16 1T A
19-32 IIT B |
33-62 IV C
63-8C v D,y,D, Byl

1" T2

4 -

La fraccidy de Gigtribuecion 11T se asita con
(S} i

3 litros de &ter de wvetrfeo. Ia fase acuosa veiilds de

rejo oscuro se lava con cloroformo, se wmezcla con gal.

~yomy e . - “ram o B . I S ST [T S E
comirt hasta una concentracidn de 100 v se extrae ek-—
|

haustamente con fenol-cloroforno (lg: 1 w1) @1 ex~

tracto de fenol-clorcformo se lava varias veceg con |

4

O

A=

G

’ . . . P -
gcide clorhidrico 0,01-n que contznga 10% de cloru

i

&

1 . ’ ~
sédlco, ge filtra a travds de una pregqueiia. columma de

2C g de celite ¥y los materiales del covtenido se pre-




10,

2Co

25

o~

3C.

cipitan mediante adi ié de 25

in

3

- ’ .,
5CC o de éter y 1 litro de &t: ]
t

G0 a 0% Ila mezcls polvorosa de medio euxilisr Ge
R z 4 “ 4 .-
iltracion y precipitacicn se lsve bidn con Ster'v a

te ferrioxam
Ve merron rojizo.

|
Lag freciones de distribucidn LI, IV y IV

ge elaboran en ifual Forme.

le ferrioxamina B, btgri
’ N '
do segin el ejemplo 6, se soneta a una chCEroxor egle
segln JePorath /Biochim. eb Dlophys. Acta 22, 151
I

(1956) en una columna de cristel de 1,5 m de altura
¥ 2,& cn de didwetro, provista de un envolvente ro—

frigerador lienada con polvo de celuloss Conio! o=

Y
o

- . . , . :. i
Iuvcidn electrolitica s sirve aclido acetico 1/3-n. iLa
3 o

t
substancia se disuelve eu 20 cm de asua vla solucidn,

1]

e anlica schre la columna' sn

tefiida de rojo oscuro,
el extremo de la anodo superior. ILa zona ferriox ami—
nica de unosg 10 em de altura, beiiida de rojo neraiija,
se degplaza a una teusidn de 16CC Voltios youna 1$ ST
gldad de corrien de 3C mA con una velocidad de $,9

b 1 -1 b [.
cm/nora hacia el cdiodo en el exitreno de la coluina

inferior. Para aumentar el efecto senarador de 1%
-1 ! el . 3 ' L. - \.‘
columma ge compense esgbe desplazamiento eleotrlcoime—

ciente una corriente de electrdlito dirigida en direc—
[T
cidn couwtraria, Tijdndose localmente eﬂ?a colurma el

watatal activo facilmente reconocibl e por su color nrD-
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pio. las materias acompalzntes, que tlenen una velo-
. . _ » & . . . .
cidad de traslacidn eldetrica wmoyor résp. menes que

la wateria activa, son decplazadas hacia el recinto

O
o
Pt
H
Qj
=
©
bt
W]
¢
d
£
B
©

1 z ] y - s

del catodo resp. del anodo ¥ se
- V' d - - P - . P . - T
Despues de 8 - § uias, la pateria activa se ha iras—
ladscto bajo estas condiciones a travds de una co unna,

rd T ~ - & - 3 e le e wpm e a0 2m :
e liquido de 4 - 5 metros. Ahora ge interrumpe Ja e-

o

-

(v

. Y . - - T ,ois
ectrorioresis ¥ la columna se eluye el acido acético
|
|
1/3-n, recogidniose fracciones de cada tna 15 om o e
|
. . e e . P . .
tas ge invesllgan iudividualpente. ILes fracciones bio-

logicemente activas, Tuertemente tefiidas de rojosi se reu-

- ’ - &y
ner,, Despues se agsreza 10 % de cloruro sddico y se ex—
. o | o
trae exhavstivamente con una mezcla de Feunol-clorofor-
i

10 (1 parve en neso, 1 parte en volumen). Los extrac—

: - b
ido clorhidri-

Oy
(e}

tos reunldos ge lavan warias veces con

Q
(@}
-
\H
-
C
o
1
5
lg
o
Q
e
5
ct
N
(0]
=
(0]
—
(@]
.
Q._;
[
o
e
[®]
3
=
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634
O«
CW
)
O
O
-
Y
®

s ' P L ’ . . . - s o
comvtlnuacion se Liltra a traves de celits. Al filtra-
)
< e o . N - | R
do anhidro, tefiido de rojo oscuro, se le asregan medlos

auxilisres de filtrucidn (Hyflo Supercel) ¥y agita%do se
mezcla coun cinco veces el volumeh de éter-éter de petrd-
|

leo (1:1) precivitdndose el material achivo sobre el
( D 3 A |

redio auxiliar de filtracidn. Hlste se Ffiltra y se la~

ve con micho dter. Despuds se eluye la substancia ac-

. . . . !
tiva con poco metanol y la solucidn roja se evapora en
‘ : |
vacio a 20¢ hasta secar. Se obtiene, en comparacyén,

con el material de pertida, un preparado de la ferrioxa~

mina B dos veces mds enriqueeido. s un polve amQrfo
1

rojo dque ge disuelve en agus, netanol, butanol, allco=

hol kencilico, fenol,formamida dimetilica y deido 2o~

|
. o . Y . ’ o
tico y contiene carbono, hidrdgeno, oxigeno, uitrdgeno
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300

Y hierro. Por lo demd

racterfeticas: pX (celosolve metilico acuoso al 60,)~
|
9,545 peso equivalentoe= 64535 mdximo de shgorcidn en el
15 !
espectro ultraviclets on 430 1%/L(|oc o = 1,51) jlegpec~
‘ , 1em |
tro infrarrojo vedse en lz i Lgura 3, ‘

Hn la hidrdlisis de un preparado de esta dox

se en dcido clorhfdrico 6-n ( 6 horas s 110¢)  sel ob-
!

tiene una wezcla que cortiene cinco subgtancias ninhi-
irin-posltivas. Estas muestran en la croma tograriy de
r
rapel los siguientes valores R i
b

Substancia ne Hezela de disclvenbes
Fenol-H C(8:2) n~butanc-dcido acdt
2 slacial asva (4:1:1

1 0,68 | ,37
) 0,40 0,34
3 C,35 0,10
4 0,30 0,05 |
5 G, 20 0,04

LJEEPTC 8.
065 mg de ferrioxamina B en hruto de la Erac—

cidn de distribucidn IIT (vedse ejemplo g) se croma%

tograffs en una colimma (66 cr x 7,14 cn ) Qe Dowe%

50-?K2 (100/20¢C malias ) & 15-17¢9, & intercambi ’or

de dones se limpis primeramenie sezin las Urcrcrip—;

ciones de iirs et ale /J. Biol. Chem, 219, 623 (1956)_7

€e introduce en la forme aundnics por sedimentacidn en
e colmna y se equilibra con Cy2 mol. de amortiguaddr
!

y . . 3 r ! )
de acetato amduico del P 4,60 durante 48 horas a una

o

velocidad de paso de 200 ml/h. ILa substencls anlica—
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15

20,

25
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da en 9 em de la mencionada soiucidn de amortigua~—

cidn sobre la colunma ge revela con 0,2 mol. de a—
mortiguados del pH 4,6 dursnte 72 horas (100 ml/h)o
4 continuacidn se concentra el wedio de eJucxon,oon—

tinvamente empleando un recipiente mezclador de 1 li-
|
tro con 2 mol. de amortiguador de acebato aménipo del

P 4,7 v el elvado se recoge, poco aunbes de la c'all—

da de la primera zona, tefiida, en fracciones me§40
3 .

. . . . ]
et « Las fracciones resumidas segin la medicidn de
s \ . :
extincion a 425 B/L(Véase Tigurs 2) se extraen én la
|

|
forme descrita empleando Tenol-cloroformo, dter+dter

|
de petroleo-Hyflo supercel y metanol. ;
|

!

{ :

Praccidn Cantidad en mg Subgtancia
! i
13-18 62 sin identiﬁicar
93-125 54.4 uldroc70ruro de la

ferrioxamina B

165-197 36 gin identifioar
k

neta-

¢
]
T
1
i
!
i
!

La ferriozamina B es soluble en 858,
nol, alcohol, fenol, Fformamida dimet{lica v éci@o acé-
tico glacial, de dificil solubilidad en butenol v préc-
ficamente insoluble en cloroformo, acetona,'éteriy -

- !
ter acdtico. liicroendlisis despuds de 4& horas a 202/

.O 001 mnmse ] 48 04 /0, H 7 A1 ,0, N 11 21 /:, Cl 5 25 /9,

2

P O, S Ofy Te 7,67 %o Titracidn: ph = g, f4,'pe—

S0 equivalente 704. Absorcidn (H 0): ;\ 4JO mpe s
1% 2

B = 39,0. Espectros infrarrojos véase L_wura 3°=
1cm

Valor R en el sistema I: O 944, en el gistema V 0,29

(véase Tabla I) Coeficiente de distribucidn en ei sig—

tema VI: 0,228 (vdase Tabla I)
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A \9
La ferrioxamina B da rea, 01dn p051t1va

con ninhidrina. SE puede oxidar fdcilmente con el
reactor fericloruro~ferricianuro potdsico /J. Me Bar—
ton et al. Nature 170, 249 (1952)7 Por otra parte se
puede reducir con ditionita sddica hajo desoolo?aciéno
Las soluciones incoloras que se obiienen recupe&an el
reposar al aire rdpidamente su tinte rojo origiﬁalo
El hierro ligado en la ferrioxamina B se extraeidel
ccuplejo por los eiectos de dcidos minerales, aﬁca—

lis fuertes o G-oxiquinolinas.

La ferrioxamina libre de hierro B (Def;errlo—

- . - N i
xamina B) es incolora. Se puede volver a trans §o WHch e

. o . o . . } " . 7, |
con Ierricloruro en la ferrioxamina. Tambidn con o-
!
. r . . . . « | -
tros iones metdlicos reacciona la aesferrloxamlpa B
bajo formacidn de los correspondientes complejos metde

licos, por ejemplo la desferrioxamina de cobre tetiida
l

de color verdosoe.
LJERPLC 9. \

20 mg de un preparado de ferrioxamina B, ob-

PN ’ . .
tenida segun el ejemplo 8, se disuelven en 3 cm de

dcido clorhidrico 1,2 =n y se calienta durante 5 mi-
nutos en el bafio de laria hirviendo. ILa soluciﬁn,
al principio marrdn rojiza, se vuelve casi iﬂcoiora.
Se evapora en vacio hasta secar. A continuaciéd se
disuelve el residuo en C,2 om de agua y para l# ul-

terior comprobacidn papel-cromatosrdfica se emplear,
|
cada vez, 0,01 cm de esta solucidn. Como medioide

flujo sirve una mezcla de 7 partes en volumen del n+
butanol y 3 partes en volumen de dcido clorhidribo“

6-n. Se pudieron indentificar las sigulentes subs—
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tancias:
Substancia Rn a b c a
£
Cadaverina 0,12 - gris violetal rojo -
& & intenso
l'e 0,17 a@arillo - » —
palido
1—amino-5=hidroxil— 0,25 - eris violetalrojo -
brino~pentano intensd
hnina nidroxilica 0,34 - - rojdé  pojo
palido fvio-
Substancia desconccida | 0,68 - azulada - leta
¥ h¥ |
e 0,84 | amarillo - - —
i
Substancia degconocida 0,93 - - rojo -
En la teble significan a) el color pro-
|
pio de las substancias determinado sobre el papel,
b) la reaccidn ce color con nimhidrina, c¢) la reac—
Se cidn de color con cloruro trifeniltetrazdlico + so-
L .’ 4 - , - :
ga calstica, d) reaccion de color con el reactor
PR . - o
seg. Gzaki (Todas las reaccilones segun "iHanual de
| .
la crematogzralfia de papel de I, Ii. Hals y KoéMacek
Baditorial Guetav Fischer, Jena, 1958) :
10, 5i para le hidrdiisis, ew luger del deido
clorhfdrico, se emplea dcido yodohidrdgenico:del 57
(4 horas, 1102) entonces, en el cromatograna, de pa-
pel falten la amina hidroxflica, el 1-amino-5= hi-
+ +4+ i ,
droxil-aminopentano y Fe o In camblo existe wés
15, cadavering.

Una sesunde porcidn de ferrioxaminag B se
4 A 1 - e ky KR . K PN {1".1 4
hidroliza como arriba descrito con acido clorhidri-
S .

_ » P - =
co 1,2-n. ILa mezcla de hidrdlisis se extrae a con-

- . > 7 | - ' '
tinuacidn con éfter. Se geca el extracic con sulfa-
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-
to sddico y se evepora. Del resfduo se puede opiener
(PR} - I S 3 s
gcido succinico en Fforue
i
BdukPLC 1 :
. . ) o . P
A una golucidn de 4Y0 wz de wn preparado de
o + . » - - 1 ’. - - K o~ i o
Terriloxawina B, cbienido sexyun el gjemplo &, £20 jmg
o e . T i it
Ge hildrogenocarbonsio sodico en a8ua g6 2s5rers Tia so-—
. ’ 2
| D
lucion de 450 ngz de 2,4-dinitrofluorobenzol en ZQ o
.. . 8 - o b
de etanol. Despude de reposar durante 4 lLoras 8 Ttem—
I
- o . N W4
peratura de ambiente se expulsa el alcohol e vacio.

e Ge reaccidn en exceso e retire medisn

» .
conr éter. Mo dinitr

tacidl rofenilo~ferriocamina B
tensairente marrdn rojizo, se muede agitar ahora
mente con n-bhutanol (la ferrvioxsmine B nisma se

bajo las mismas coudiciones en la Fase acuosa).

cto hutandl

extra
£ e - . s b 7o . g - o
ge evapora emn vacio. Ll regiduo ge exbrae coin o

7 La solucidn acetdnica se Filtra del residuo me.

e

insoluble (114 ng). De la solucidn aceionica con

da por evaporacidn & uncs 5 cm  ge puede precini

") n

dinitrofenilo~Lerrioxaming 3 como polvo amorfo 4
lor rojo naranja. Rendimiento 338 ng.

In la electroioresis de papel con

theo dlluido se traslada el derivado dinitrofendt
10C6C Veltios en 2 horas 545 cmy, misntras gue la

xawing 3, bajo las mismas condil
Clie

EJEMPIO 11.

ferrioxaminasg A,C, D ,
1

Para ai r las

n

Ty ¥ se cromatogrefian las Tracciones de dighri

I, IV y V {(véase

.

la distribucidn a ooﬂtraoorriemte,

ejemplo 6) que se obtienen dura

e Dowex 50-1X

-

ceuoma
ri"on

oentra—
t?r la

e co-

Pl o—-

18,5

".—bn_@«_FL

;
D,
2,
b'uT’ci'on

b
1iee

LN




1C,

25,

. LI 1 - ’ .
(2cc/400 nallas) con amovrtisuador de ccetato amonico

como medio de slucidu. la resine se limpia prijera-—

mente gesln los prescripeiones de Hirs et ale. (e Ho
|

Wo Hirg 8. Moore. We He Stein. Jo Bio.Cheme 219,

623 (1056)_7 Ye aplica en la forma amdnica porésedi—

mentacion sobre la columna y antes de la apli cion

de la substancia se equilibra durente unag 70 hqras
con la solucidn de amortiguacidn enpleada pare %a elu-
cidn a una velocidad de vpaso de 20 ml/om /. Las subs-
tancias ge introducen segin la solubilidad en uﬂa S50~
lueidn del 1 al 10 % sobre la columma y los cromato-

|
sromas ge revelan a 23 - 252 y a una velocidad dé pa~
g0 de b= 15 ml/ cm./h con amoriviguador de aoeta&o amd-

nico del pH 4,5 en concentracidn progresiva (Hlucidn

de pradiente). ITa valorizacidn de log cromatogramas

-2 a4t - ) 4 i emde ot o s 2 ] o -1 S 1
se eflfectua oI medlcion de extincidn de il"aCC.‘.OiLGS ae

ic
3 |
eluado (20 - 4C cm ) a 425 %/b La fracciones de elua~

1.

do correspoudientsmente reunides se extroecii exl *@sti—

vaneute, despuds de agregar 10% ds sal comin, coi Fe—
nol—clo¢o¢ormo (1zs1em )» Tos extrachos tefildos ' de

rojo intenso se lavan abundantemente con decido clor—

hidrico 0,01-n que contiene 10 % de cloruro sodlco,

ge filtra a través de una capa de celita y los mate-
riales conteaidos se precipitan de los filtrados cla-

’ ’
ier ¥y eter de petroleo

sobre lyflo Supercel. Ia mezcla de gubshancisa yéma-

ros, wediante la adicidn de &%

terial vehiculo se lave con dber para ratirer el Tenol
. , . 3 Lo
¥y a contirmmacidn se eluye con poco metvanol. De los
[
eluados metandlicos se obtiensn lag ferrio“'wlnaﬂ, ne—
i

disnte cuidados evaporacidn, en forma de P0ivo higrogw

e
:, otm,
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cpico marrdn rojizo, aue, para el analigis, se isecan

durante 50 horzas a 252/0,03 mm sobre pentoxido de Fds—
!
010, !

5 g de la fraccidn II (véase cjemplo é) se
cromatogratian sesin el procedimiento arriba degorito
en una columna de Dowex EO—WXZ de 90 cm x 22 cmi(fi-

|
gura 6) Solucidn de amortiguador, al wrincipio:0,1-m

I
o

]
de acetato amdnico, pH 4,5, Velocidad de paso: 110 ml/h;
Volumen de lag fractiones de eluado: 35 = 40 cm o Came
10, bio a elucidn de gradiente con cdmera de mezcla de 4

litros y 1,75 -m. Amortiguador de acetato amdnijco del

P 4,70 en la iraccidn ne 90,

Fraccidn n@ Peszo en ng liaterias contenidas

|
!
;
|
]
t
I

- L
283 - 300 302 Hidrocloruro de Te
rrioxamina A :

301 - 325 488 Hidrocloruro' de Te-
rrioxamine B + A

326 - 352 393

452 ;
terizar con magde-
415 talleo

iaterias sinécarac—
|

Lo
Ui
L
i
o
[@'s}
Ui w1

S
-
O
1
o
o~

Bl hidrocloruro de la ferriozamina A e? un

polvo marrdn rojizo que se disuelve bidn en agua; ne~—
15 tanol, etanol, dcido acdtico glacial y Formamida dime—
tilica. s insoluble en dter, acetona, dster acgtico

vy cloroformo. R en el sistema de dsolvente It (0,35
H ?

en el sistema Vi0,2¥(véase Tabla I) Coeficiente; de

distribucidn en el sistems VI: 0,111 (vdase Tabla I)
)

20, Blectrofdresis de papel véase figura 5.
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1C.

150

20,

Microandlisiss T 44,21 %, H 7,52 4, I 12,63 %, Te T7,95%,

5993 % ;

tes 6344

5!

= 37)0
1cm

%1 espectro infrarrojo en bromurompotdsico muestra,en-

Titracidn: pk ¢ 9,89, peso eguivalen
JiAe1s]

Espectro ultravioleta en a~ua.7\max 4.30 %VM(L

tre otras, las siguisutes bandas: (S = bandas Iuertes,
= bandas medias, w = bandas débiles): 2,9%/u,Qs);

3 Az/«(m); 6, 10/:(95); 6,32//-(5:); 6,88 4 (m); 7, 3"0/4«'(w);

7,924 ()5 8,10 (w); 8,494 (w); 6,904 (w5 9 ,)/u(W)s

10, 1/u(w) ;10 é/a,(w) (véage figura 11)

Ia ferrioxemina A da una reaccidn posﬂtiva
con ninhidrina. ILa unidn ferrosa en la ferrioxdmina
A se retira del comnlejo cuando se trata con écido mi-
neral o alcalig Fuertes. La ferrioxamina A libﬁe de
hierro es incolora. Con ferricloruro se puede ﬁolver

. . . 4
a trapsformar en ferrioxamina A. Reacciona tambieén
H :

i
con otros iones de metal bajo formacidn de los cdorreg—

pondientes complejos de metal, por ejemplo, el comple—

jo de cobre verdoso.

BJLHFPLOC 12
5 g. de fraccidu IV (véase el ejemplo?6) se
cromatografian sesin el procedimiento descrito en el
ejemplo 11 (véase figura 7) en una colwma de quex
SC—uAZ, Solucidn de amortiguacidn el comenzar:;0,1—mo
de acetato amdnico pH 4,5. Velocidad de paso: ﬂ1gml/
he ¥Volumen de las fracciones de eluado: 35-40 cm .
Cambio a elucidn de ;raolahte con acebtato andnico Hiole.
del pH 4,6 en la fraccidn 720, con acetato amd co -

mol. pH 4,7 en la fraccidn 963
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15,
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!
n de fraccidn Peso en ng liateriasg coubeuldas
34 - 46 135 laterias sin carscteri-
54 = 68 226 zar con nas detalle
216 - 284 — Subtancia fluoroscente
amarillo-verde, 1o ais-
lada .
780 - 830 430 | Hidrocloruro ce i» rrio=-
xamina B i
860 - 900 194 Hidrocloruro de ferrio-
xamina C
1034 ~-1080 360 Substancia sin caracte-
rizar con mas detalle.
' |
|
!

La ferrioxamine C muesgtra cagl las mismés pro-
redades de solubilidad como la A. B en el sistemé de di-
] |
solventes It 0,54, en el sistema Vi 0,37 (vedse Tabla I)
Electro”'“esis de papel vedse figura 5. Coechlentc de

distribucidn en el sistema VI: 0,489 (vedse tabla: I)
liicroandlisiss C 486,336, H 7,925, ¥ 10,20%, CL 5,15%,
I‘-‘e 6,82 (/(o

Titracidn:pk : 8,58; peso equivalente 762,
1cs 1
lispectro ultravioleta en asuat Amax 430 @/@(L ='39)

Tem
Bl espectro infrarrojo en bromuro potdsico muestra, entre

otras, las siguvientes bandas: ?
2,924 (8); 3,43, (s); 5,85k m); 6,104(s); ,‘33/48),

6,874 (8)5 7,30m (m); 7,954 (m); 8,234 (w); &,

Ol M (s); ’ /’1(111); ./’9%(”‘)’ Oy /v_( ); S ’l/"'-(m)s

9,62/4 (w)s 13,2;/L(m); vedse figura 12. |

o)

La ferrioxzemina ¢ da una reaccidn positive con




10,

15.

20,

ninhidrina. ILa unidn ferrosa en la ferrioxamina ¢ se re-
tira del complejo tratdndose con dcido mineral o glcalis
fuertes., Lla ferrioxamina ¢, libre de hierro, es incolo-

ra. e puede volver g transformar con ferriocloriizo en
|
la ferrioxamina C. Tambidn reacciona con otros iones me-—

tdlicos bajo formacidn del corregpondliente couplejo de me-

1

tal, por ejemplo el complejo de cobre verdoso.

BJEMPLO 13 ;
|
148 go de Ia fraccidn V (vedse ejemplo 6), se
i 2

fraccionan previamente ern una columna de 150 cmAXg79 cil o

£l cromatogramé se revela a una veloclidad de pasogde 2~

3 lt/ h durante cada vez 24 horas con (,1-mol. O,é ~0Le
Cyb6-mole y durante 100 horas con 1,8-m de amorﬁig&ador de_aﬁt
acetato aménicq del pi 4,7. Se recogen fracclones de 5
litrog. <Las fracciones 2 - 5 reunidas cohfienen ﬁrefe—
rentemente las ferrioxamines 0 , D y & (44 g), las 48—

55 principalpente ferrioxamina P (8,4 &). Recroﬂaﬁo—
grafia de las fracciounes 2 - He

e las fracciones 2-5 se cromatbografian ba-

[al}

>
jo las mismag condiciomes como la rraccidn II,pero sin la
. .2 " . ’ P . ;
elucion de gradiente (vedse fisura 8) \

e de fraccidn Peso en mg llaterias comtenidas
i
L8 - 56 980 Perrioxamina D y D
1 2
66 - 80 989 Perricoxamina i
; t
i
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La mezcla de D, ¥y D, (980 me), eislada de la

fraccidn 48-56 con fenol-cloroforuo, se disuelve eq 100

cm3 de agua, se satura con ssl comin Yy se extrae d&s veces

con el mismo volumen de cloroformo. El extracto cléro~

férmico deja, después de secar sobre sulfato sddicé,

al evaporar, 697 mg de ferrioxamina D1° La fase aﬁuosa se

lave abundantemente con cloroformo ya continuaciéﬁ se

extrae con fenol-clofoformoo Al elaborar el extract? en la

forma usual se obtienen 95 mg de ferrioxamina D2. Lh

ferrioxamina D1 se dlsuelve bien en agua, metanol, etanol,

deido acdtico glacial, celosolve met{lico y cloroformo,

es de diffcil solucidn en &ter, acetona, éster acetloo,

pPiridina y formamida dimetflica. Cristeliza de metanol-éter

en agujas rojas. Punto de fusidn después decrlstallzar

tres veces 194-200¢2. Rf en el sistema de dlsolventeg I:

0,73, R, en el sistema de disolventes V: 0,72 (véasé

tabla 1). Coeficiente de distribucidn en el sistems VI:

1480 (véase tabla 1). Electrofifesis vdase fige 5o :

Microanéliszs. C 49,31%, H 7,47%, § 12,37%, C1 0%, Fe 7,66ﬁ

Titracidn: no se pueden comprobar ningunes funclones

dcidas o bdsicas. : :

Espectro ultravioleta en aguas ) p.. 430 %/* (E1% % 44),
El espectro infrarrojo en bromuro poté51co muestra,

entre otras, bandas en 2 »95,4(8); 3, 06 (8)3 3, 251‘(w).

3,43 (8); 6,084((8); 6,864 (s); 7, 30.u(m); 7,94 (mb,

8,20 « (w); 8 2490 (w); 8 2832¢(w); 9, 00, (w)5 9, 65 ¢/ (w)'

10 00//(w), 10,31 ¢ (w); 10 67w(w), 12,20 4 (w); 13, 30 ‘(m),

(véase fig. 13). La ferrioxamina D1 no dé ningunsa reacclén

"

de color con ninhidrins. La uwnidn ferrosa en la ferrloxamina ;“

D1 8e retira del complejo si se trata con 4cido mineral o




alcalis fuertes. La ferrioxamina D, libre de nierro es
incolora. Con ferricloruro se puede volver a transﬁormar
en la ferrioxamine D1o Reacciona también con otrosfiones
de metal bajo formacidn de los correspondientes coﬁplejos
56 de metal, por ejemplo el complejo de cobre verdoso.
Ferrioxamina D2= : ;
El espectro infrarrojo muestra entre otras bandas en
2995 & (8); 394.§,OL (m)i 590§/«~‘1 (8); 6936/4"4-(5)3 6:99/5'i(§5)3 8449
i (W)3 8,874 (w); 9565: (W); 10,05 (w); 10,704 (w)}; 13,22
10, i (w), (véase fig. 16). ﬁ | ;
Rf en el sistema de disolventes I: 0,64, Rf en el sﬁstgma
de disolventes V: 0,48 (véase tabla 1). |
Elecfrofdresis de papel véase fig. 5.
Ferrioxamina E: 7 :
45. La ferrioxamine E obtenida de la fraccidén 66=80 (89? ng)
se disuelve en dcido acdtico glacial; en 1la mayoriaide los
disolventes, especialmente también en agua y metanoi, se
disuelve diffcilmente o nada. Mediante soluci&n y
precipitacién, dos veces, de mucha agua-acetona, seiobtiene
20, un polVo microcristaliné. é
Velores Ry en el sistema I: 0,68, en el sistema V3 é,59.
Electroféresis de papel véase fig. 5. Coeficiente dé
distribucidén en el sistema VIt 1,59 (véase tablae 1)% .
Microandlisis: C 49,80%, H 7,37%, N 12,48%, C1 0%, I:‘e 8y 14%.
25, Titraciéns: no se pueden comprobar ninguna funcidén £eida o
bdsica. ‘ i
Espectro ultravioleta en aguas \pax 430 m (E}%cm =;42).
E]l espectro infrarrojo en bromuro potésieé
miestra, entre otras, bandas en: 2,92 (8); 3;0%ﬁ?(€)i
30, 3,454 (8); 5,964 (8); 6,15.:(8)5 6,36,c(8); 6,90.:¢(8);

7,10:20(m)5 7,154¢(m); 7, 9ut (m) ;7,82 «(w); 7498, (m);
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15,

20,

25.

30.

26%237;

98/4(m), 10 O'?/L(w), 10 23/4((w), 10 43/(w), 10, 71/¢(w),
11,82»((w), 13, 29/((m); 13, 6§/L(w) (véase fig. 14). La
ferrioxemina E no df reaccidn de color con ninhldrinao La
unidn ferrosa en 1a ferrioxamina E ge retira del compleao
81 se trata con decido mineral o £lcalis Tuertes. Ia
ferrioxamina E libre de hierro es incolora. Con ferglclo-
Turo 8e puede volver a transformar en la ferrioxamiﬁa Eo
Reacciona también con otros iones de metal bajo forﬁaci&n
del correspondiente complejo de metal, por ejemplo del
complejo de cobre verde. |
Recromatograffa de les fracciones 48-55: |

5 g de las fracciones 48-55 se vuelven a cioma—
tografiar bajo las mismas condiciones como las fraccﬁones
2-5 (véase arriba). Solucidn de amortiguacidn al priﬁcipio:

0y5-mol de acetato aménico pH 4,7. Cambio a elucidn de
gradiente con cémara de mezcla de 4 1itros ¥y flujo de

2-m de amortiguador de acetato amdnico del pH 4,7 en la

fracecidn 663 (véase fig. 9). Las fracciones 821880 con—

tienen 1,12 g de meteriel que preferentemente se compone
de la ferrioxamina F. Para la ulterior limpieza se somete
este material, en el sistems n-butanol-agua, & una dlstr1~
bucidén segiin Craig de contracorriente s través de 20
escalones (10/10 ml). Los contenidos de los elementos se
extraen a contlnuaclén, cada uno con 80 ml de dter de
petrdleo, se deseche la fase de éter de petrdleo y se,
liofilizen los refinados acuosos. Con el material obtenido
de los elementos 1-4 (570 ng) se repite la dlstrlbucldn
(30 escalones). Del elemento 5 se obtienen 64 mg de !

hidrocloruro de 1s ferrioxemina F wnitaris en cromatografia

¥
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de papel, en forma de un polvo merrdén rojizo. El1 nldro-
cloruro de la ferrioxamina F se disuelve bien en agua,
metanol, piridine, deido acético glacial, etanol, formamlda
dlmetlllca, es poco soluble en cloroformo, e insoluble en
éster acético, acetona xétero i
Microanélisis: C 50,44%, H 7,29%, N 10, 5375
Cl 4,10%, Fe 5,57%. Rf en el sisgtema de disolventes, V.
0,80 (véase table 1). oeflclente de reparticidén en! el
sistema VI: 3,12 (véese tabla 1). Electrofdresis véase ,
fig. 5. Titracidn: Pycg 9175. Peso equivalente 6956'
El espectro infrarrojo en bromuro potésico
contiene entre otras, bandas en 2 195 (s); 3,45 (m),
6,10 (8); 6,37 (s); 6,92 (m); 7,40 (w); 1997 (W)i
8,50 (w); 8,88 (w); 9,72 (w)3 10,10 (w), 10,70 (w),
13,75 (w), (véase fige 15). |
Espectro ultraviolets en agua.?\ma_x 430 mu (E % = 3:4).
La ferrioxemina F a4 una reaccidn rositiva con ninhiarina.
La wnidn ferrose en la ferrioxamine ¥ se retiras del |
complejo si se trata con dcido mineral o élcalis fueftes.
Le ferrioxemine F libre de hierro es incolora. Con i
ferricloruro se puede volver a transformer en le ierrloxamlna 5 

F. Reacciona tambidn con otros iones metdlicose bajo forma-

_C16n del correspondiente comple jo de metal, por eaemplo

el complejo de cobre verdoso.
EJEMFLO 14. |

100 g de levadura de Panadero fresca se suspende
en 1 litro demetanol y se agita fuertemente durante 30
minutos. Ls suspenslon 8e filtra y la solvcldnmetandllca
8e concentra por evaporacidn en vacio a 200 cm3o A estem

concentrado se adicionan 200 cm3 de ague y la suspensidén
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se aclara por filtracidn o centrifugado. La soluci§n
aclarada se extrae 3 veces con una mezcla de cloroﬁormo—
fenol (1 parte en volumen de cloroformo, una parte;en
reso de fenol). Las fases orgénicas reunidas se me%clan
con poco medio auxilier de filtracidn (Hyflo Superéel)
¥y a esta suspensidn se agrega, agitando continuameﬁte, un
exceso en éter. La ferrioxamine en bruto precipitada-se
separe junto con el medio suxiliar de filtracidn, ée lava
con éter y se seca. Del medio suxiliar de filtracién se
eluyen las ferrioxemines con metanocl. La solucidén Qeta-
nélice se evepore cuidadosamente en vacio obtenienéose
asi las ferrioxeminas en forma de wne resina activé
marrén rojize que se puede limpier por cromatografﬁa
de papel.

Preparados con contenido similarmente altb en
ferrioxaminas se obtiene, si, en luger de la levaduia’
de panadero, se elabora en la forma descrite un extfacto
de levadura comercial, levadura de cerveceris prensada
o cultivos de levadura frescoso
EJEMPLO 15.

El alge verde Chlamydomonas eugametos se cultiva
en forma submersa sobre un celdo de la siguiente co#posi-

cidn a 2493

'Sulfato de magnesio 2,5 g |
K2HPO4 1,25 g |
Urea 1,05 g
Agua de la red 1000 ml .

Solucidn de elementos de huellas 10 ml

.
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Contenido de la solu016n de elementos de huellass por 1000 ml.

Ca012 8435 g H‘2Moo4 171 &
H3303 11,42 g CuSO4 5.H,0 1,?7 &
FeSO4 ° 7Hé0 4,98 g Co(NO3)2 6 H20 0,?9 &
ZnSO4 « TH,0 8,82 g Complemento III 3 ?

MnCl, « 4H,0 1,44 g

El celdo se esteriliza en los recipientes:de

|

cultivo durante 20-30 minutos a 1 atm. La inyeccldn se

efectda con hasta 20% de un cultivo submerso. Los cultivos

8e ventilan en los recipientes de agitacidn de 4 1ipros

continuademente con 1/4 volumen de eire/volumen de éoluci6n

por minutos. Después de cultiver durante 4 - 12 diaé,

bajo i1luminacién continue,se elsboran los cultivos |

fuertemente verdes. Sin filtrer 8e mezclan los cult#vos

con 2% de tierra de ercilla, por ejemplo, franconitd y

8e mezcla intensemente. ILa suspensidn se filtra bajo

adicién de medio suxiliar de filtracidn v la solu016n

8@ mezcla nuevemente con 2 % de tierra de ercilia, sb

agita y se filtra. Los resfduos del filtrado reunidog

Se lavan con metanol y ague y & continwacidn se eluyé

con una mezcla de plrld:.na—aguao La mezcla aceotréplca

se concentra por eveporacién en vacfo y las ferrloxamlnas

se aislan de los concentrados Por secado por congelacidn.

Los preparados marrdn rojizos se Pueden seguir enrlque-

ciendo en la forme arriba indicada.

BEJ EMPLO 160 .
Plantas de tomate de unos 50 cm de altura,g

jévenes, 8e prensan en la prensa de Jugos a un zumooé

1 litro de zumo de prensa'se libera de la clorofila

mediante triple extraccidn con acetato atflico. A la
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fase acuosa marrén se le agregan 290 g de sulfato éménioo,
se filtra la solucidn obtenida ¥ a continuacidn sefla
extrae tres veces con alcohol bencflico. Lasg fases:orgé—
nicas reunidas se secan mediante adicidn de sulfato
sbdico y se mezcls con un exceso en acetato etlllco. La
precipitacidn obtenida se lave con dter y a contlnuaclén
se recibe en poca agua. Mediante secado por refrlgeracién
se obtiene finalmente un eficez Preparado de ferrloxamlna,
que se puede elaborasr como indicado en los ejemplosi
anteriores. |

Preparados de actividad similar se obtienén
si, en luger de plantas de'tomate, se emplean hojas%de
Rheoe discolor. _ x
EJEMPLO 17. |

El cultivo de Bacillus subtilis se efectﬁa
segin el procedimiento submerso. Se emplea un caldo que
por litro de sgua de la red contenga 10 g de glucosa en
bruto, 5 g de peptona, 3 g de extracto de carne, 5 g de
sal comin y 10 g de cel. Los cultivos se incuben a
33-37¢ bajo ventilacidn Yy agitando o removiendo continua-—
mente. Despuds de incubar durente 48~96 horas s%mezcian
los cultivos, sin filtrar con 2% de tierrs de arcillé
(franconita), se agita fuertemente ¥y & continuacidn se
aclara por filtracidn o centrifugacidn. E1 sedimento! . 86
lava con metanol y a continuacidn se eluye en una mezcla
de piridina-agua. El eluado contiene la cantidad principal

de lasferrioxaminas, que se gislan como arriba descrito.

i
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Descrite suficientemente la naturaleza del

N O T A

invento, as{ como la manera de reslizsarlo en la préctica,
debe hacerse constar que las disﬁosiciones anteriorhente
indicadas son susceptibles de modificaciones de detélle
en cuento no alteren su principio fundamentel. Tambidn
8e hace constar que el invento corresponde a las pa?entes
presentades en Suiza con las fechas y nimeros siguiénte:
25 de septiembre de 1959, n2 78652; 25 de septiembré de
1959, n® 78653; 18 de marzo de 1960, n? 3063/60;
18 de marzo de 1960, n® 3064/60 y 8 de septiembre de 1960,
ne 10155/60, acogiendose por lo tanto a los beneficios
que conceden los convenios internacionales en vigor;
giendo lo que constituye la esencia del referido in&ento
y por lo que se solicita Patente de Invenci6n por 20 afios
en Espafiat "Procedimiento pars la obtencidn de nuevas
materias vegetativas"; caracterizéndose por lo siguiente:

12.~ Procedimiento pars la obtencidn de nueves
materias vegetativas, de las ferrioxéminas, sus derﬂvados
¥ productos de diéociacién, asf como las sales de eétos
compuestos, caraqterizado porque las nueves materiaé
activas se aislan de organismos vegetales o sus extﬁactos,
seéﬁn métodos en éi ye conocidos, teniendo en condid%ra—
cién las propiedades quimices y fisicas de las ferrioxa—
minas y empleando el emnsayo entisideramicinico y, si:se
desea, se Preparan las sales, derivados o productos de
disociacién de estos compuestos. | ‘;

22 .~ Procedimiento segin la reivindicacidné1é,
caracterizado porque de los extractos de Monocotyledbnéae

0 Dicotiledoneae o cultivos de algas, ievaduras, bacilos

e
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o Streptomyces se aislan las ferrioxaminas A, B, C;; 1, 2,
E, F o una mezcla de los distintos componentee medlante
absorcidn, extraccidn, precipitacidn, crlstallza016n,
liofilizacidn, distribucidn entre disolventes, cromato-
grafia y/o electroféresis, comprobando la presencia de
las ferrioxaminas en el material de partida y en 1as,
distintas operaciones de eleboracidn mediante el ensayo
antisideramicinico,

2.- Procedimiento, segiinlas re1v1ndlcaciones
1y 2, caracterlzado porque como materialde partlda se
enplean cultivos de Streptomyces. '

42 .~ Procedimiento, segin las relv;ndlcacionee
1-3, caracterlzado borque como material de partida se
emplean cultivos de Streptomyces griseoflavus [f(Kralnsky)
Waksman y Henrici/.

520~ Procedimiento, segin la r61V1nd10ac16n 4e,
caracterizado borque como material de partida se emplean
cultivos de Streptomyces griseaoflavus Zf(Kralnsky)
Waksman y Henrici‘A 95%8;7.

62.~ Procedimiento, segin las reivindicaciohes

1y 3, caracterlzado porque como material de partide se
emplean cultivos de Streptomyces lavendulae [‘(Waksman y
Curtis) Weksman et Henrici 7. '

72— Procedimiento, segin las relvindicaciones
1-3, caracterizado borque como material de partida se
empleen cultivos de Streptomyces pilosus (NRRL 2857).

89e-'Procedimiento, segﬁn la reivindicacidni1-7,
caracterizado porque las ferrioxeminas se aislan por dbsor—
cién mediante carbdn activo, tierras activadaes o ebsorbe-

dores de resina.

.
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9¢,~ Procedimiento, segin las reivindicaciones
1-T7, caracterizado porque las ferrioxeminas se aislan
mediante absorcién con franconita. |
102.~ Procedimiento, segin las reivindic%ciones
5e 8 y 9, caracterizado porque como 1fquido de elucibn se
enplea un disolvente orgénicd miscible con agua o ﬁna
mezcla del mismo con agua. :
112.« Procedimiento, segin las reivindicécionee
1-8, caracterizado porque las ferrioxaminas se absérben
10. mediante un intercambiador de iones que contengan érupos
carbox{licos ligeramente écidosby de éste se eluyeﬂ, con
medios de elucidn dcidos. |
122.~ Procedimiento, segin reivindicaciones
1-8, caracterizados porque se emplea el intercambiédor

15, de iones , Dowex SO—WXZo

132.- Procedimiento, segin la reivindicacidn
12, caracterizado porque se eluye con amortiguadoride
acetato aménico con el pH 4,5-4,6 en una molemularidad
de 0,2 - 2,0, | ‘

20. 142.- Procedimiento, segin las reivindic@ciones
1-7, caracterizado porque las ferrioxaminas se extﬁaen
con soluciones de fenol en cloroformo. ;

152« Procedimiento, segin la reivindicacién
14, caracterizado porque se varfa el contenido fenéiico
25, de la solucidn cloroférmica. |
162 .~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
14, caracterizado porgue se varia el valor pH de 1a§solu~
cidn acuosa. :
172~ Procedimiento, segin las reivindicaéidnes

30. 1=-16, caracterizado porque las ferrioxaminas se dis%ribuyen i f
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entre dos fases de disolventes no miscibles énffe'sio

182,~ Procedimiento segin 1la reivindicacién
17, caracterizado porque la fase orgdnica contiene:
alcohol bencilico. ;

192,- Procedimiento, segin la reivindicaéién
17 y 18, caracterizado porgue la distribucidn se efectﬁa
entre la fase superior e inferior (1f)en el sistemé
n-butanol (100)-alcaehol bencilico (200) - deido cloﬁhidrico
1-n (6)- agua (300)- solucién saturada de cloruro |
38dico(60) |
. 209.- Procedimiento, segin la reivindicacién

1-19, caracterizado porque las ferrioxaminas se enfiquecen
medisnte electrofdresis de alte tensidn.
212,.~ Procedimiento, segin la reivindicacién
208, caracterizado porque la electrofdresis de alté |
tensidn se efectda segin el principio de contracorﬁiénte.
222 .~ Procedimiento, segin las reivindic#ciones
1-21, caracterizado porque los métodos de aislamieﬁto
y elaboracidn descritos en las reivindicaciones 8-”2,
se combinan entre si en forma adecuada. :
232,- Procedimiento para la obtencidn de @uevas

materias vegetativas;( al y como queda sustancialmbnte
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