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Esta invencidn se refiere a una nueva composicic'm de ma~
teria y a un proceso para la produccién de 1a misma. Mas particu-
larmente, esta invencion se refiere a un nuevo compuesto, kalamiei
na (U—l9,718) » ¥ & un proceso para la produccién del mismo.

La kalamicina es un compuesto qu{mico due se produce por
cultivo de una actinomiceta productora de ka.lamicinaA en un medio ~
mutritivo acuoso. Es un compuesto é.cido, que tiene la propieded . -
de afectar adversamente el crecimiento de bacterias grampositivas

¥ gramnegativas, por ejemplo, Staphylococcus aureus, Bacillus sub-

tiiis, Streptococcus faecalis, Streptococcus hemolybicus. Diploco-

ccus pneumoniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Klebsiella -

pneumoniae, Salmonella schottmuelleri, Pseudomonas aeruginosa, =

Pseudomonas phaseolicola, Xanthomonas pruni, y Erwinia amylovora.

Kalamicine tembién tiene actividad antifungosa contra varios hon-

gos, por ejemplo, Blasbemyces dermatitidis, Crypitococcus neoformans,

Trichopyton rubrum, Trichophyten violaceum, Trichophyton asteroides,

Trichophyton mentagrophytes, Fusarium oxysporum f. cubense, y Alter

perie solani. Por lo tanto, kelamicine puede usarse sola O en cabing
cidn con otros agentes antibidticos pare prevenir el crecimiento ©
reducir el nimero de bacterias ¥ hongos, como se revela enterior=--
mente; en diversos ambilentes. Por ejemplo, puede ser useds como un
desinfectante de diversos equipos dentales y médicos contaminados
con Staphylococcus gureus. Tgmbién es til como un agente antifun
goso en preservativos industriesles, por ejemplo, como un enjuague

antifungoso para ropes lavadas y pars impregnay papeles y géneros;
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y es util para suprimir el crecimiento de hongos de los ensayos -

en placa de microorganismos sensibles y otros medios biolégicos0
Kalamicina taembién puede usarse como un suplemento de la alimenta-
eidn pare promover el crecimiento ge enimales, por ejemplo, mami -

feros, aves, peces y reptiles.

PROPIEDADES QUIMICAS ¥ FISICAS DE KALAMICINA

La kalemicine cristalina tiene las siguientes propieda-
des qu{micas Yy fisicas:
Color: anaranjado
Anélisis elemental: C, 63.80; H, 4.07; 0, 31.81,

Pérmilea emp{rica : Cl6H12 06

Peso Molecular: 288 (titulacidn)

300 (espectrémetro de masa)
Punto de fusidn: 163-166° ¢
Espectro de absorcion ultravioleta:

138.58

Metenol: mex. a 212 my, a
max. & 256 my, a = 36.72

inflex. a 268 my & = 35.19

mex. & 425 my, a = 14.8k
HC1 .0l N en Metanol:

max. & 212 my, a = 133.04

max. & 256 my, & = 36.66
inflex. a 268 my, a - 3%.8L

max. a U425 m, a = 14.86

Agua: mex. & 213 my, a = 12b.bp
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inflex. a 260 my, & = 37.M

max. & 265 my, a = 37.55
max. & 428 mu, a = 13.67
KOH .01 Nt max..s 219 mp, a =  110.46
max. & 275 my, &8 = 35.97
max. & 525 my, a = 16.58

Espectro infrarrojo: El espectro de absorcion infrarrojo de kalami-
cina suspendide en aceite minersl se reproduce

en el dibujo de Figura 1. Kalamicine muestra
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3640 (D)
3550 (D)

bandas a las siguientes longitudes de onda ex-

-1
presadas en cm

1595 (D)
1575 (D)

2950 (F) (aceite) 1478 (D)
2920 (F) (aceite) 1458 (M) (aceite)
2850 (F) (aceite)  1hs2 (F)

1837 (D)
1807 (D)
1772 (¥)
1760 (F)
1728 (D)
1666 (¥)
1653 (F)
1648 (F)
1625 (F)

1416 (D)
1406 (D)
1399 (D)
1376 (M) (aceite)
1365 (M)
1355 (M)
1340 (M)
1315 (F)
1306 (M)

1298 (M)
1285 (F)
1281 (M)
1265 (M)
1258 (M)
1246 (F)
1237 (M)
1211 (¥)
1200 (M)
1195 (M)
1185 (D)
158 (F)
1110 (M)
1096 (M)
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1076 (M)

1063 (M) 903 () 783 (¥)
1056 (M) 890 (D) 753 (F)
1030 (M) 86k (M) 737 (M)
1019 (D) 845 (1) 708 (F)
993 (M) 837 () 698 (1)
972 (D) 82 (D) 778 (%)

776 (M)

Las intensidaedes de banda se indican como "F", "M" y "D",

respectivamente y son aproximadas en base al fondo del espectro en
la vecindad de la benda. Una banda "F" es del mismo orden de intensi
dad que la banda mas fuerte en el espectro; las bandas "M" tlenen

entre un tercio y ﬁos tercios le intensidad de la banda mas fuerte
y las bandas "D" tienen menos de un tercio la intensided de la ban
de mas fuerte. Estos calculos se hacen en base a una escala de -

porcentaje de transmisidn.

le kelamicine tiene un trezaedo caracteristico en cromato-

graf{a de papel como se muestra en el dibujo de Figure II cuando se

usan los siguientes sistemas solventes:
I. 1l-butanol, egua (84:16), 16 horas.
II. l-butencl, egue (84:16), més acido p-toluenosulfonico
0.25%, 16 horas.
III. l-butancl, acido acético, agus (2:1:1), 16 hores.
IV. Piperidina al 2% (v/v) en l-butanol, agua (84:16),

16 horas.
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V. l-butanol, agua (4:96), 5 hores.
VI. 1-butanol, agua (4:96) més dcido p-toluencsulfénico 0.25%,

5 horas.

EL MICROORGANISMO

Ia actincmiceta usads de acuerdo con esta inveneidn pare,
la produccién de kalamicina es une cepa recientemente aislada del

conocido microorganismo Streptomyces taneshiensis. Esta cepa re=-

cientemente aisladas fue designada como Streptomyces tanashiensisg

cera Kala. Una de las caracteristicas de esta cepa es la produc~
¢ifn de kalamicina bajo les condiciones de fermentacidn que se re-
velan posteriormente. Puede obtenerse un subcultivo de Streptomy-
ces tanashiensis cepa Kals de la coleceidn permenente de la Northern
Utilization Research and Development Division, Agricultural Research
Service,Departemento de Agricultura de los E.U.A., Peoria, Illinois.
Su nimero de identificacidn en ese depésito es NRRL 3215.

La semejanza de Streptomyces tanashiensis cepa Kala con

le descripeidén comunicada de Streptomyces tanashiensis (Ver Wasks-

man, The Actinomycetes, Vol. 2, 1961 en la pagina 279) provoed la
comparacién de los dos microorgenismos bajo las condiciones de fer
mentacidn revelades a continuecidn. Estas pruebas demostraron -
que en S. tenashiensis, NRRL B-16%2, producis kelamicina en canti
dedes suficientes para ser detectadas por cromatograf{a en pepel.
Sin embargo, la produccion de kalamicina por cualquier cepa de =
Streptomyces tanashiensis, incluyendo NRRL B-1692, no se habia -

informedo hasta shora en lg materia.
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El S. tanashiensis cepa Kala es melanina positivo, tiene
crecimiento aéreo de color gris a gris rosado, y tiene esporéforos
rectos & flexuosos que llevan esporos irregulares que pueden spare
cer hialinos en el centro y oscuros en los polos al examen directo.
Se desarrollasn mejor = 18-28°C.

El nuevo compuesto de la invencidn es producido cuando -
el microorgenismo elaborador se desarrolla en un medlo nutritivo -~
acuoso bajo condiciones serdbicas de inmersion. Debe entenderse =
también gue para la preparacién de cantidades limitadas, pueden =
emplearse cultivos de superficie en frascos. ElL organismo se de=
sarrolla en un medio nutritivo conteniendo una fuente de carbono,
por ejemplo, un carbohidrato asimilable y une fuente de nitrégeno,
por ejemplo, un compuesto de nitrégeno asimilable o material pro-
téico. Las fuentes de carbono preferidas incluyen glucosa, azii==
car morena, sacarosa, glicercl, almidén, almidon de mafz, lactosa,
dextrina, melasas y semejantes. Las fuentes de nitrégeno preferi
das ineluyen licor de macerado de ma{z, levadura, levadure de cer
veza autolizada con los solidos de la leche, harina de soja, hari
na de semillas de algodén, harina de maiz, sdlidos de la leche, =
digerido pancreético de caseina, sustencias solubles de destile=-
ria, licores de peptona animel, restos de carne y huesos y semg--
Jantes. Puede usarse ventajosamente une combinacion de estas =
fuentes de carbono y nitrégeno. Los oligo metales, por e¢jemplo,
zinc, magnesio, manganeso, cobalto, hierro y semejantes, no deben

necesarismente agregarse al medio de fermentacién, puesto que el
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agua corriente y los ingredientes impuros son usados como componenw
tes del medio.

La produccién del compuesto de la invenc:ién puede efectuar
se a cualquier temperatura que conduzeca & un crecimiento satisfacto-
rio del microorganismo, por ejemplo, entre unos 18o y hoo C y prefe-
rentemente entre unos 20° ¥ 32°C- Ordinariemente, se obtiene la pro
duceidn éptima del compuesto en unos 2 a 10 dfas. El medioc normal-
mente se mantiene muy cerca de la neutralidad, o del lado alcalino
gurante la fermentacidn. E1 pH final depende, en parte, de los -
amortiguadores presentes, si hay alguno y en parte del pH inicial
del medio de cultivo que se ajusta ventajosamente a aproximademente
pH 7.2 antes de la esterilizacion.

Cuando el deszrrollo se lleva a cabo en grandes recipientes
v tanques, es preferible usar le forma vegetativa, en lugar de la
forma esporo, del microorganismo psra inoculacién, pere evitar una
demora pronunciads en la produccic'm del nuevo compuesto y la con-
comitante utilizacidn ineficaz del equipo. Por consiguiente, es -
preferible producir un indeulo vegetativo en un cultivo de caldo -
mutritivo, inoculando el caldo de cultivo con una elfcuota de un -
cultivo de suelo o de cultivo en ager inclinado. Cumndo se ha con
seguido as{ un indeulo vegetativo activo joven, este se transfiere
asépticamen’ce a grendes reciplentes o tangues. FEl medio en el cusl
se produce indéeulo vegetativo puede ser el mismo o diferente del -
utilizado para la produccién del nuevo compuesto, siempre gue este

sea tal en que pueda obtenerse un buen desarrollo del microorganismo.

. -
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El nuevo compuesﬁ% de la invencidn es una sustancia qui—
mica acida que tiene la Térmula 016H1206‘ Es soluble en acetato -
de etllo, acetato de amilo, acetato de butilo, y semejantes éste--
res alifé’cicos,' ecetona, metll etil cetona, isopropil butil cetona,
Y semejantes alcanonas inferiores; cloroformo, cloruro de metileno,
y semejentes hidrocarburos halogenados; y dimetil sulféxido. la -
kalamicina también tiene un grado de solubilidad aceptable en alca~
noles inferiores, por ejemplo, metanol, etanol, isopropanocl, los bu
tanoles y semejentes. Es relativamente insoluble en agua, ciclo he
Xano y éter.

Pueden emplearse une variedad de procedimientos en la -~
aislacidn ¥y purificacién de kalamicina, por ejemplo, extraceidén =
con solvente, croma’oogra.f{a. en silica gel, distribucidn liquido-li
quldo en un aparato Craig y cristalizacion de solventes. Los pro-
cedimientos de extraccidn con solvente son preferibles para la re-
cuperacién comercial pu;esto gue consumen menos tiempo y son mas -
econdmicos. lLa croma.tograf:f.a con silice gel es el procedimieﬁto -
de purificacidn preferido.

En un proceso de recuperacién preferido, kalemicine se -
recupers de su medic de cultivo por separ&cién del micelio y s6li-
dos no disueltos por medios convencionales tales como por filtra--
cidn o centrifugacidn. El entibidtico se separa del caldo filtra-
do o centrifugado por extraccidn. Para la extraceién de la kalami
cine del caldo filtrado, pueden utilizarse solventes en los cuales

es soluble como se indicod anteriormente. Se prefiere como solvente
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de extraccion el cloruro de metileno. EL extracto obtenido por ex-
traceidn con ecloruro de metileno puede concentrarse al vacio hasta
una solucidn acuosa, que & Su vez puede secarse por congelacién pa-
ra proporcionar directamente el antibidtico impuro. Este prepara~
cién puede usarse en embientes en que no es necesarias alta pureze -
del antibidtico.

La kalamicina puede extreerse del producto de fermentacidn
filtrado a pH entre aproximademente 5.0 a 7.0. A pH acuosos de epro
ximadamente 10.0 y mayores, no se extrae kalamicina aprecisblemente
en los solventes anteriores en los cuales es soluble. Usando esta
propleded, kelamicine puede exbraerse a un pH menor de 9.0 con uno
de los solventes anteriores en los cusles es soluble. DPuede enton-
ces ser nuevamente extraida con agua & un pH mayor de 10.0 y luego
reextraida a un PH menor de 9.0 en un solvente en el cual es solu-
ble. EL extracto final puede entonces concentrarse hasta sequedad
para proporcionar una preparacién impurs de kalemicina.

AMternativemente, kalemicina puede separarse del medio de
cultivo usendo una vesina de intercambio anidnica fuertemente basi-
ca. L& resinas de intercambio anidnico adecuadaspera este propésito
se obtienen por clorometilacidn por el procedimiento dado en pagle-
nas 88 y 97 de Kunin, JTon Exchange Resins, 2da. Bd. (1958), Jahn -
Wiley and Sons, Ine., de poliestireno unido con ligaduras cruzadas,
sl pe desea, con divinil benzeno, preparado por el procedimiento -
dado'en pégina 8l de Kunin, supre ¥y cuaternendo con trimetilamina o

dimetiletanolamina por el preocedimlento dado en pégina 97 de Kunin,
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supra. Las resinas de intercambio anionico de este tipo se cbtienen

en el comercio bajo los nombres de fabrica Dowex 1, Dowex 2, Dowex 3,

Anberlite IRA-B00, Duolite A-102, y femutit S-1.

Como una otra alternativa, kalamicina puede recuperarse -
del medio de cultivo filtrado o dl extracto orgénico por técnicas de
adsorcion, empleando adsorbentes tales como &cido silfeico, carbén
decolorante o resina decolorsnte (una resina decolorante adecuad; es
Permutit DR, Patente B.U.A. 2,702,263), elumine, vy Florisil (un sili-
cato sintético del tipo descrito en Patente E.U.A. 2,393,625 y ven-
dido por la Floridin Co.). Bl antibidtico adsorbido puede eliminar
se del adsorbente en forma relativamente pura por elucién con un -
solvente orgénico adecuado, por ejemplo, uno de aquellos menciona--
dos anteriormente en los cuales la kalamicina es soluble.

La kalamicina de alta pureza puede obtenerse sometiendo -
une preparacién sece impura de kalamicina, como se describe anteri-
ormente, & la cromatograf{a con silics gel y cristalizacidn usendo
solventes tales como amcetato de etilo y ciclohexsno para desarrollar
la columna. Ias fraccicnes obtenidas de cromatografia con sflica -
gel pueden concentrarse para obitener kalamicina cristalina.

Se formen sales de kalamicina empleando el acido libre de
kalamicina y una base 1norgénica u orgénica. Las salés de kalamiel
na pueden prepararse, como por ejemplo, disolviendo la kelemicina
gcido libre en agua, agregendo una base dilufde haste que el pH de
la solucidn sea elrededor de 10.0 a 11.0 ¥y secando por congelacién

la solueclén pare proporcionar un residuo seco compuesto de la sal -
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kalamicina. ILas sales de kelamicina que pueden formsrse incluyen =
las sales de sodio, potasio y caleio. Otras sales de kalamicina, -
incluyendo aquellas con bases orga'.nicas teles como monoamines prima
rias, secundarias y tereiarias, como también con poliaminas, pueden
formarse asimismo usando los procedimientos descritos anteriormente

u otros comummente empleados. Otras saeles valiosas se obtlenen con

- bages terapéuticamente eficaces gque imparten a la misma efectos te~

ra.péuticos adicionsles. Tales bases son, por ejemplo, lms bases pu
rinicas tales como teofiline, teobromina, cefeina o derivados de ta
les bases purinicas; bases antihistam{nicas que pueden former sales
con acidos débiles; compuestos de la piridina tales como amida del

écid;: nicotfnico, hidrazida del &cido isonicotinico y semejantes; -
fenilalquilaminas tales como adrenalina, efedrine y semejantes; co-

lina y otras. Las sales de kelamicina pueden usarse psra los mismos

ropdsitos bioldgicos que el acido libre.

La kalamicina tiene un amplio espectro antibacterisno como
se demuestre en Tabla I. El espectro eantibacteriano fue determinado
usando un procedimiento de ensayo por dilueidn en tubo, siendo el me
dio BHI (Brain Heart Infusion Broth, Difco, Detroit, Michigen) (Cal-
do Infusion de Corazon y Cerebro, Difco, Detroit, Michigan). Los tu

bos de ensayo {18 x 150 mm) se prepararon de la meners acostumbreda

como se @etella en Snell, E.E., Vitamin Methods, Vol I, Academic Press,

Inc., New York 1950, pégina 327. Los organiemos de ensayo desarrollg
dos durante 18 horas a 37°C, se usaron para inocular el medio de en~-

peyo. Los endayos fueron lefdos a las 20 hores.
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ACTIVIDAD ANTTBACTERTANA DE KALAMICINA

CONCENTRACION INHIBITCRIA

ORGANISMO DE ENSAYO MINIMA EN MCG.AML..
Staphylococcus aureus 2
Streptococcus hemolybicus 16
Streptococcus faecalis b
Escherichia coli 250
Proteus vulgaris 125
Xlebsiella penumonise 250
Salmonella schottmuelleri 125
Pseudomonas aeruginosa 125
Bacillus subtilis 1
Diplococcus prneumoniae 1
Saccharomyces pastorianus 8

La kalemicina tiene una actividad antifungose como se mu-
estra en Tabla II. El espectro antifungoso se determind por ensayo
en placa por dilucidén en agar.

TARLA IT

ACTTVIDAD ANTIFUNGOSA DE KALAMICINA

CONCENTRACION INHIBITORIA

MICROORGANISMO DE ENSAYO MINIMA EN MCG. /ML.
Nocardie asteroides 1
Coccldiodes immitis 1

Blastomyces dermatitidis 1
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Geotrichum gp. 10
Hormodendrum compactum 1
Phialophora verrucoss 10
Histoplesma capsulatum 1l
Cryptocoecus neoformans 1
Sporotrichum schenckii 10
Manosporium apiospermum 10
Trichophyton rubrum 1
Candida slbicans ABBOTT 10
Trichophyton violaceum 10
Trichophyton interdigitale 10
Trichophyton asteroides 10
Trichophyton mentagrophytes 10

la kalamicina también tiene actividad antiprotozoario ya

que inhibe en pruebas in vitro a los protozoarios Ochromonss danica

v Tetrahymena pyriformis. ILa kalamicine se colocd en discos de pa-

pel de 12.7 mm. que fueron luego colocados sobre bandejas de ager =
previamente sembradas con los microorgenismos de ensayo. Las bande
Jas se incubaron a le temperatura smbiente y las lecturas se hicleron
& las 2k horas.

El nuevo compuesto de la invencién, kalamicine, es activo
contra Bacillus sivbtilis y puede utilizarse para disminulr o preve
nir el olor en pescados y cajones de pescados, causado por este mi
croorgenismo. Tembién puede usarse pare trater lugares de cris de

gusanos de seda para evitar o disminulr las infecciones causadas -
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por este microorgenismo. También, puesto gque kalemicina es activa

contra Cryptococcus neoformans, puede ser usade pers tratar los pa

lomares para inhibir este hongo gue ha sido encontrado en las mate
rias fecales de la paloma. (Journal of the American Medical Associ
ation, Vol. 191, No.kt, Enero 25, 1965, paginas 269-274%). EL nuevo
compuesto de la invencidn también puede ﬁsarse como el egente anti-
fungoso en las palas de los zapatos, que fue indicmdo en Patente -
E.U.A. 3,130,505. Ademds, el nuevo antibidtico de la invencidn =
puede usarse para fregar las mesas y equipo de laboreorio en un lg
boratorio micolégico.

Ia kalamicina puede usarse para controler y erradicar va-
rios hongos y bacterias patégenas de las plantas y sus frutos. Por
ejemplo, kalemicin puede userse pare controlar y erradicar el mar--

chitemiento de la papa que es causado por Alternaria solani;enferme

dades de las rosas y marchitamiento de peras y menzanos causados -

por Erwinia emylovora; las manchas negras de ciruelas, albaricoques,

y melocotones causados por Xanthomonas pruni; el marchitemiento en

halo de las habas causedo por Pseudomones phaseoclicola; y la enfer

medad de Paname de les bananas (marchitemiento de la banena) ceuse

do por Fusarium oxysporum f. cubense.

Los ejemplos sigulentes son ilustrativos del procesc y -
productos de la presente :anencién, perc no deben ser interpretados
como limite de la misma. Todos los porcientos se den en peso y to-
das las proporciones de mezcla de solvente se dan en volumen, salvo

que se Indique de otra manera.



10

15

20

25

Ejemplo 1

rd
A. Fermentacion

Un cultivo madre de suelo de Streptomyces tanashiensis

cepa Kala, NRRL 3215, se us6 para inocular una serie de frascos -
Erlenmeyer de 500 ml, conteniendo cada uno 100 ml de un medio de

cultivo esteril compuesto por log signientes ingredientes:

Glucose monchidratada 25 g/litro
Farmemedia¥ 25 g/litro
Ague corriente c.s.p. Diferencia

* Farmamedie es una harina de semillas de algodon de grado indus--
trial profucida por Trader's Oil Mill Company, Fort Worth, Texas.
Los frascos se desarrollaron durante tres dfas a 28° ¢ -

en un agitador rotatorio Gump, operando a 250 r.p.m.

El indeulo de siembra, descrito anteriormente, se uso Pa
ra inoculer una serie de frascos Erlenmeyer de 500 ml., conten;i.endo
cada uno 100 ml del medio de fermentecitn estéril. Ia proporcién -
de inoculacion fue 5 ml de indeulo de siembra por 100 ml de medio -
de fermentacidn. El medio de fermentacidn estaba compuesto por los

siguientes ingredientes:

Glucosa monchidratada 25 gflitro
Iicor de Peptona Wilson No.l59% 5 g/litro
Carbonato de calcio 5 g/litro
Agua corriente, c.s.p. Diferencia

¥ FEl Licor de Peptona Wilson No.159 es yng preparacién de prote:]:nas

hidrolizadas de origen animal.
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ElL pH del medio de fermentacion se ajusta a 7.2 con una

solucidn acuoss de hidroxido de sodio.

Los frascos de fermentacion inoculados, descritos ante-
rilormente, se incubaron durante 5 dfas a una temperstura de 32° c
en un agitador rotatorio Gump operando a 250 r.p.m.

El titulo entibidtico de los liquidos de fermentacién -
se controld por medio del uso del ensayo de discos en placa usando

el microorgenismo Saccharomyces cerevisise. El S. cerevisise se -

. K3 4
inocula en agar de ensayo que tiene la sigulente composicion:

Dextrose 30 g/litro
Extracto de levadura {Difco) 7 gfiitro
KH,PO,, 5 gflitro
Agar 20 gflitro
Agua destilada c.s.p. Diferencia

Se llenan cajas de Petri y se coloca sobre el ager soli-
dificado un disco de papel de 12.7 mm. Se aplica una alicuota de -
0.08 ml de la preperacion de kalamicine, y se determine la zone de
inhibiecidn de crecimiento c‘lespués de incubacion durante 18 hores a
28° c.

La actividad se expresa en términos de biounidades. Se -
define une biounidad (BU) como la concentracion del antibidtico que
produce una zona de inhibicidn de 20 mm bajo las condiciones standard.
Asi, 81 por ejemplo un l{quido de Fermentacidn tiene que diluirse a
1/100 pera der la zona de inhibicion de 20 m, la potencia de tal -

fermentado es 100 BU por ml.
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El procedimiento deznéogéaterior t&mbién Ppuede usarse

con el microorganismo S.pastorisnus en lugar de 5. cerevisiae.

Un frasco de agitacién pars fermentacion de kalemieina, -

como se describe anteriormente,mostro una concentracidn de 5.7 biouni

dades usando §. cerevisiae.

B. Recuperacic'm

En el fermentado total (100 ml) de una fermentacidn de ka

lamicina como se describe anteriormente, se suspendid el 5% de su -

peso de tierrs de diatomeas y se £iltrd. EL residuo sélido se lavd

con un décimo de su volumen de agua y el ague de lavado se agrggé -

al fermentado filtrado. El fermentado filtrado mas el lavado se ex

trajo con acetato de etilo. EL extracto de acetato de etilo se con

¢ ’ .’
centro hasta una mezele acuosa y se seco por congelacion para dar -

una preparacion impura de kalamicina. El proceso de recuperacién,

descrito anteriormente, a16 los siguientes resultsdos:

ETAPAS CANTIDADES
Fermentado total 100 ml.
Fermentado 1i'mpido 100 ml.

Extracto de acetato
de etilo 95 ml

Extracto de kalamicir}a
secado por congelaclon 16 mg.

C. Purificacidn

VALORACION (8. cerevisiae)

1.0 biocunidades/ml.

0.95 biounidades/ml.
1.10 biocunidades/ul.

5.2 biounidades/mg‘

(1) Crometograffe con silice gel.

Una prepe.racién impura de kelamlcina, como se obtuvo

por un proceso como se {escribe anteriormente, se purificé sobre =
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una columna cromatografica de silica gel. La columne se prepar6 de
la manera siguiente:
Una centidad de 5 Kg de silica gel (silica gel numero - -
7734 E. Merckeg~Darmstadt, 0.05-0.20 mm para cromatogra--
fia) se mezeld con 4.0 litros de una solucion acuosa con-
teniendo 136.0 gramos de KI-IEPO)+ y 142.0 gremos de NaEHPOLL.
El exceso de agua se separd por evaporacién y el gel amor
tiguado se activd a una temperatura de gel de 120-130°C,
durante gproximadamente dos horas y se enfrid a la tempe~
ratura ambiente. El gel amortiguedo enfriedo se suspen-
416 con una centidad suficiente de ciclchexano para pro-
porcionar una mezcla que puede verterse, que también te--
nia une consistencia flufda suficiente para Gejar esca--
par las colecciones de sire. Esta mezcela se vertid sobre
una columna de vidrio de cuatro pulgadas de dismetro ¥y se
cargé hasta una altura constante de 45 pulgadas, usando
3 a 4 libras por pulgada cuadrada de presidn de aire.
Se disolvid una preparacic')n impurs de kalamicina, 5645 gramos, en
un litro de acetona. ILa solucidn ace;ténica del anti’biético, entonces
se mezeld con un kilogramo de silica gel activedo y amortiguado, pre-
parado como anteriormente. La acetona se separd por evaporacion a
temperatura ambiente y la mezcla de silica gel secafls se distr.ibuyc'a
uniformemente sobre le parte superior del ciclohexano que queda o~
bre la parte superior del lecho de columna cromstografice. Se hizo

descender el nivel de ciclchexano por escurrimiento hasta unas pocas
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pulgades del materiel de partida. Una mezcla de solvente, compues
to por acetato de etilo y ciclohexa.po (10:90), se depositd en capa
sobre la parte superior del ciclohexano. Se comenzd el flujo y se
pasaron 20 litros de esta mezcla s través de la columna Yy se desge=
cartarcn. ElL solvente de lavado se reemplazé por el solvente de -
desarrollo compuesto por acetato de etilo y ciclohexano (1:3) y -
102 litros de la mezela de solvente se pasaron a través de la co--
lumne. Se recogieron'fracciones desde el principio de desarrollo
y se designaron como litros de efluyente. Cade fraccion fue ana-
lizade para investigar kalamicina saturando discos de ensayo de -
12.7 mm con 1iquido de cada fraccién, secando los discos y colo--
céndolos en unae bandeja de agar que fue sembrada con el microorga-
nismo S. pastorienus. Ia fraccién que inhibfa el crecimiento del
organismo contenia kalamicina. Se encontrd presente kalemieina -~
en las fracciones 43-98. 1las fraceciones 47-58 se recolectaron y
enfriaron. Los cristales de kalamicina, que se formaron esponté—
neamente por enfriamiento de las fracciones, se separaron por fil
tracién, ge lavaron con ciclchexano y se secaron al vac{o hasta -
un peso constante de 21.7 gramos. BEsta prepa.racién cristelina de
kalamicina tenia una valoracién de 143 BU/mg S. pastorienus y te-
nfe un maximo UV en metanol & 258 mp, & = 3%.0. EL licor madre
de la cristalizacion anterior se mezclo con fracciones 43-4f y =
59-86 de la columna cromatogréfica de sllica gel y se concentrd -
el vac{o haste un volumen de aproximademente 750 ml. Se agrega--

ron dos litros de acetato de etilo al concentrado para disolver -
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algo del material precipitado y la solﬁoiéﬁ se clarificd por fil-
tracidén. Se agregaron tres litros de ciclchexano y la solucién
se concentrd 2l vacfo hasta un volumen de 2.0 litros y se conser-
varon durante la noche a 58C.' Los cristales de kalamicina que me
formaron se separaron por filtraci6n; gse lavaron con ciclohexano
¥y se secaron sl vaclo hasta un peso constante de 55#5 granos. Bge-
te preparacién de kelamoina tenfa una veloracién de 150 BU/mg,
(biounidades S pastorisnus) y tenfe un wéximo UV en metanol a
258 mu, a = 37;05 Los licores medre de esta Wltima cristalizacién
se concentraron al vacio hasta un volumen de 100 ml y se conser=
varon a 58C° durente la noche.’ Los cristales que se formaron se
separaron por filtracidn y se secaron hasta un peso constante
de 6.8 graemos. Esta preparacién de kalamicina tenfa una valora=-
cién de 160 BU/mg, (biounidades S. pastorianus) y tenfa un méxi-
mo UV en metanol a 258 mu, g = 35¢5¢
Ejemplo 2 = La sal sbdica de kalamcinae

Una solucién de kelamicina se pone en contacto con una
resina de intercambio catiénico que habfa sido generada al ciclo
s6dicos La sal resultante entonces se cristaliza de la solucién
concentrada.’ Alternativewente, la sal puede secarse por congela-

cidn haste un polvo amoffo.

La presente patente de invencién, comprende las sigulenw

tes relvindicacloness
1.= Pfocedimiento pare preparar kalamicina, un compuesg=

to que:
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(a) es eficaz para inhipir el crecimiento de verias bac-
terias gréﬁnegativas ¥y grampositives y hongos; y en su formae cris-
taling esencialmente pura; ’

(b) es soluble en acetato de etilo; acetato de amilo;
clorofqrmo; cloruro de metileno; acetona, metil etin cetona gy es
reletivamente insoluble en agua; ‘

(e) tiene el siguiente andlisis elemental; C, 63.80;

H, 4,073 0, 31813 _

(d) tiene un peso molecular de 300 como se determina por
el espectrémetro de masaj

(e) tiene un espectro de abso;cidn infrarrojo como se
nuestre en figura 1 del dibujo acompafiante; y

(£) fiene un trazado en cromatograffa de papel caracte-
ristico; como se muestra en figura II del dibujo acompaﬁante; ca-~
racterizado porque consiste en cultivar un orgenismo productor de
kalamicina en un medio nutritivo_aeuoao bajo condiciones aerdbicas
hasta que una actividad sustancial sea impartida a dicho medio
por la produccién de kalamicina y aislar kelamicine del medio de
cultivos _ ;

2%1~?rocedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1,
caracterizado porque consiste en cultivar dtreggomices tenaghiensis
cepa Kala en un medio nutritivo acwoso bajo~eondiciones aerdbicas
hasta que una actividad sustancial sea impartida a dicho medio por
la produccién de kalamicinae’ '

3.« PRocedimiento, de acuerdo con la reivindicacién 1, ca~

racterizado porque consiste en cultivar Sireptomyces tanashiengis

cepa Kala en un medio nutritivo acuoso conteniendo une fuente de
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carbohidreto asimilable y nitrégeno esimilable bejo condiciones
aerébicas hasta que una actividad sustancial sea impartida a di-
cho medio por la produccidn de kalamicine y aislar la kalamiecina
asf producidas . _

4/ Procedimiento, de acuerdo con la reivindicacién 3,
caracterizado porque el aislamlento consiste en filtrar el medio;
extraer el filtrado resultante con un solvente pars kalamicina no
miscible en agua y recuperar la kalamicina de los extractos de solw
vente.'

5. Procedimiento para preperar kalamicina.

'Segﬁn se describe y reivindica en la presente memoria

descriptiva, se ilustra con los plafios que a la nmisma se acompafian,
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FIGURA 1.

FIGURA 2.
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