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La presente invencidén se refiere a un método
para preparar nuevas sustancias antibidticas.

La presente invéncién proporciona un método para
producir un complejo antibidtico de tenebrimicina, tene-
brimicina I, I', II, III, IV, V, VI, o mezclas de ellas,

que comprende cultivar un microorganismo Streptomyces

tenebrarius, en un medio de cultivo que contiene fuen-
tes asimilables de carbono, nitrégeno y sales inorgé-
nicas, bajo condiciones de inmersidén aerobia, hasta que
dicho microorganismo produce en dicho medio de cultivo
una cantidad sustancial del antibibtico deseado.

El nuevo complejo antibidtico producido por
los métodos de la invencidén comprende al menos siete
factores, cada uno de los cuales tiene actividad anti-
bidética. El complejo, como base libre, es soluble en
agua y sulféxido de dimetilo, lentamente soluble en me-
tanocl, e insoluble en la mayoria de los demids disolven-
tes orgdnicos, tal como acetona, alcoholes superiores,
dioxano, acetato de etilo, éter dietilico, acetonitrilo,
metilisobutilcetona y disolventes hidrocarbonados. El
complejo en forma de base libre es estable a tamperatu-
ras de refrigeracién, temperatura ambiente, y 37°C,durante
al menos 8 semanas,en un intervalo de pHde 1 a 11.

Los gfaficos ilustrativos adjuntos presentan
escalas, en las que: la horizontal inferior correspon-
de a la longitud de onda (micras); la horizontal su-
perior, a la frecuencia (ém'l); y la vertical, a la
transmisién (%). ' '

En la fig. 1 se muestra el espectro de

absorcidén infrarroja del complejo antibidtico, obteni-

T 339495
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do con una mezcla del mismo con aceite mineral. Las ban-

das que se pueden distinguir en el espectro de absorcidn

infrarroja, en el intervalo de 2 a 15 micras, son las

siguientest 3,02 (ancha), 3,15, 5,82, 6,26, 7,43, 8,8

(ancha) v 9,7 (muy ancha) micras.
En una serie de ensayos quimicos efectua-

dos con el complejo, se obtuvieron reacciones positivas

en los ensayos de ninhidrina, antrona y Elson-Morgan.
El ensayo Lowry de proteinas produjo una reaccién lige-
ramente positiva.Los ensayos de biuret y Sakaguchi fuve-
ron negativos. ‘

Como se ha indicado antes, el complejo an—:
tibidtico comprende al menos siete factores distintos.
En la nomenclatura aqui empleada, el término tenebrimi-
cina se usard para designar al complejo antibidtico,
mientras que los diversos factores que constituyen el
complejo serdn designados como tenebrimicina I, tene-
brimicina I', tenebrimicina II, tenebrimicina IIIL, te=-
nebrimicina.IV, tenebrimicina V y tenebrimicina VI.

En el complejo, tal como es obtenido corrientemente,

la tenebrimicinarl, tenebrimicina I' y tenebrimicina
III estdn presentes en pequefias caniidades. De las te=-
nebrimicinas restantes, las méds abundantes parecen ser
la tenebrimicina II, que constituye aproximadamente el
L5 a 50% del complejo, y la tenebrimicina V, que cons-
tituye aproximadamente el 30% del complejo. La tenebri-
micina IV est& presente en proporcién de apréximada-

mente 15 a 20%, mientras que la tenebrimicina VI cons-

tituye aproximadamente el 10% del complejo. Las tene- i

brimicinas m4s abundantes han sido separadas y caracte-!
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rizadas, conteniéndose las descripcionesde sus propie-
dades en los pérrafos que siguen.

La tenebrimicina II es una sustancia sélida
blanca. La titulacidn electrométrica en agua indica la
5 presencia de grupos titulables que tienen valores del

pK aproximadamente iguales a 5,7, 6,7, 7,7 v 8,7. La

rotacidn especifica de la luz sddica D por este factor,
a temperatura de 25°C, es igual a +1592 cuando la con-

centracién del antibidtico es 1%, en peso/vollimen, en

10 solucidén acuosa. El microandlisis indica que la tene-~

brimicina II tiene aproximadamente la siguiente compo—-
‘ sicién, en tanto por ciento: C, A4L,90; H, 8,20; N, 12,53;
0, 33,2k (directo). El peso molecular aparente, indi-
cado por los datos de titulacién, es aproximadamente
15 : L54, La férmula empirica que se ajusta mejor a estos
datos es 016H36Nh09'

El espectro de absorcidn infrarroja de la !

.tenebrimicina II, en mezcla con aceite mineral, se

muestra en la fig. 2 de los dibujos adjuntos. Las ban-;
20 | das que se pueden distinguir en el espectro de absor- ?
cibén infrarroja, en el intervalo -de 2 a 15 micras, son
las siguientest 3,02, 3,14, 6,05, 6,23, 7,4, 8,5, 8,75,
9,17, 9,65, 10,11, 11,15, 11,7 y 12,6 micras.

La tenebrimicina IT forma un derivado ace-
25 tilado que tiene una rotaci 6n especifica,[%(] 35 ,

aproximadamente igual a +1302, cuando la concentracidn

del compuesto es 1%, en peso/voldmen, en solucidn acuo-
sa. Bl derivado no tiene grupos titulables restantes.
La composicidn elemental, determinada por microand-

30 lisis, indica que se han afiadido cuatro grupos aceti-

5u6-67 lo a la estructura de la tenebrimicina II.
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La tenebrimicina IV es una sustancia bésica
con grupos titulables, que tiene valores del pK aproxi-
madamente iguales a 5,3, 6,8, 7,8 y 9,0, tal como lo in-
dica la titulacidén electrométrica en agua. La rotacién
especifica de la tenebrimicina IV, determinada en sclu-

cidén acuosa al 1%, a temperatura de 252C, es igual a

+114°, El microanflisis indica la siguiente composi-
cién, en tanto por ciento, para la tenebrimicina IV:

¢, 41,663 H, 7,78; N, 15,02; 0, 34,93 (directo). El pe
so molecular aparente, determinado con los datos de ti-
tulacidn, es aproximadamente 478. Estos datos sugieren
una férmula empirica Ci¢H3gN5010 para la tenebrimici-
na IV.

El espectro de absorcidén infrarroja de la
tenebrimicina IV, en mezcla con aceite mineral, se mues-
tra en la fig. 3 de los dibujos. Las bandas Que se puedeh
distinguir en el espectro de absorcidn infrarroja, en el
intervalo de 2 a 15 micras, son las siguientes: 3,05,
3,17, 5,85, 6,27, 7,46, 8,75, 9,7, 10,5, 11,1 y 12,85
micras. |

El derivado tetra-acetilado de la tenebri-E
micina IV es un sblido cristalino que funde a aproxima-
damente 265 a 267°C. La rotacién especifica, [°(] 35 ’
es igual a ¥1099,'cuando la concentracidén del derivado
es 1% en solucidn acuosa.

La titulacidén electrométrica de la tene-

brimicina V muestra grupos titulables que tienen valo-

res del pK aproximadamente iguales a 5,55 7,0, 8,0 y
9,1. La rotacién especifica de la luz sbdica D por

una solucidn acuosa de este factor al 1%, determinada

T 339407
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a temperatura igual a 252C, es igual a +1182. La compo-
sicidén elemental, determinada por microénélisis, es la -
siguientet C, L41,05; H, 7,60; N, 13,62; 0, 36,76 (di-
recto). Los datos analiticos y el peso molecular apé—

rente, igual allh, determinado por datos de titulacién,

sugieren como férmula empirica de la tenebrimicina V
C1,,H32N,090.

La fig. L muestra el espectro de absorcidn
infrarroja de la tenebrimicina V, en mezcla con aceite |
mineral, con las siguientes bandas Que se pueden distin-
guir en el intervalo de 2 a 15 micrast 3,05, 3,l9) 6,32,
7:45, 8,75, 9,7, 11,15 y 12,25 micras.

Igual que la tenebrimicina IV, la tenebri-
micina V forma un derivado tetra-acetilado cristalino.

El derivado funde con descomposicidn a aproximadamente
2602C, y da una rotacidn especifica,[}:{] 35, aproxima-
damente igual a +1092, cuando la concentracidén del com-
puesto es igual a 0,42% en agua. 7

La tenebrimicina VI tiene grupos titulableé,
con valores del pK aproximadamente iguales a 5,6, 7,2, §
8,2 v 9,3, determinados por titulacién electrométrica en
agua. Los datos de titulacién sugiereén un peso moleculaé
aparente igual a 396. La rotacidn especifica de la luz

sédica D, por una solucidén acuosa de tenebrimicina VI al

1%, a temperatura de 252C, es aproximadamente igual a +1%79.
E1l microanilisis indica una composicibén aproximada, en Z '
tanto por ciento, de C, kk,Oki H, 8,405 N, 13,785 0, |
33,62 (directo). La férmula empirica mds consistente
con los datos anteriores es 016H36NL;.09' 3 3 9 4 g 5
El espectro de absorcidén infrarroja de la

-6 -



tenebrimicina VI se muestra en la fig. 5 de los dibujos,
Las bandas que se pueden distinguir en el intervalo de

2 a 15 micras son las siguientes: 3,05, 3,19, 64,35, 7447,
8,75, 9,8, 12,3 y 12,95 micras.

5 Una solucidn acuosa del derivado tetra-

| acetilado de tenebrimicina VI, al 1%, tiene una rota-
. ' ¢idn especifica aproximadamente igual a #9052, determina-
da a 252C. en solucién acuosa al 1%. '
Por métodos usuales se pueden preparar sa-
10 les de adicién de &cido de la tenebrimicina, o de sus
componentes antibidticos independientes. Se pueden em-
plear &cidos orginicos o inorgénicos para la formacidn
de sales. Un método conveniente para la preparacién de
tales sales comprende la adicién de una solucidn de
15 Lcido formador de sal, a una solucidén acuosa del an-
tibidtico. En el caso de sales insolubles de adicién de
4cido, la sal precipita de la solucidn y es fécilmente
separada por técnicas usuales, tal como filtracidn o
centrifugacidén. En el caso de que la sal de adicidn de
20 : 4cido deseada no precipite fécilmente, se puede ayudar a
la precipitacidén, tal como concentrando la solucidén has-

ta menor voldmen, o afiadiendo un disolvente miscible con el

agua, tal como acetona © similares. La sal de adicidn deg
4cido se puede volver a convertir convenientemente en la
25 forma de base libre del antibidtico, haciendo pasar una '
solucién acuosa de la sal sobre una resina intercambiadof
ra de aniones en el ciclo hidrdxilico.

Los diversos factores que constituyen el

; complejo de tenebrimicina se pueden distinguir, entre
30 ' s{ y de otros antibiéticos que tienen propiedades si-

3-6-67
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milares, por técnicas de cromatografia en papel, tal’
como la siguiente. Se efectfo la cromatografia en forma
descendente usual, a 22,8 + 0,69C, en papel Whatman n®

1 que tenia unas dimensiones derl9 X 46,5 cm. Los resul-
tados se muestran en la tabla siguiente. La constante de
migracién para cada uno de los antibidticos es expresada
como constante Ry en vez de como indice Ry, mis usual.
El {ndice Ry expresa la relacién de la distancia recorri-
da por el antibidtico respecto al extremo de la cintaz,

en vez de al frente de disolvente. Este método de ex-

presar la constante fué elegido en vista del hecho de
que el frente de disolvente habia avanzado hasta més
alld del extremo de la cinta, durante el intervalo de
tiempo empleado con la mayoria de los sistemas disolven-

tes.

339495




0 0 Z1‘0 990 TW'o g€‘o0 S€f0
- - - - g€fo0 TEfO  TLCO
- - - - g¢fo  zefo ssfO
- - - - z£fo oz*o 6Y‘O
- - - - Tho We‘o of‘o
- - - - zg'o Lt‘0 of‘o
- - - - - - 420
- - - - - - 0z‘0
0 0 z€fo $9°¢0 - - -

D K T a 0 g Y

9y ©S8OTpPUT @ OIUSATOSTD BWIISTG

BUTOTWRURY
TA PUTOTWTIIQOUD]
A BUTOTWTJIQOUD]
AT BUTOTWIJIQRUIY,
IIT BUTOTWIJIQRUIY,
II BUTOTWTIQaUS],
VH BUTOTWTJIQaUDY],
T BUTOTWTJIGaUI,

BUTOTWTJIQOUDY 9p ofesTdwon

soJqeTIWIS sopeeTtdoad UOD SOPTOOUCD SOOTIQTQTIUR £ SBUTOTWIJIQOUd)} SEBT 9P 1oded us BIJRIZOGBRUWOI)

T ®e1q84

339495

-9 -

5-6-67



Toeded ue seaoy O squeanp .f00TPYS OINIOTO 9P %G*T SpW ‘9pg TB OSONOER TOoUE]?d

squeanp ‘ooTugrrnsugnTod~d OpIOR 9p %z sew ‘enSe uOd opeanges Toueqng-u

-U0D ® UBOTPUT oS ‘erJeafogewoso BT op ugtoeanp BT £ ‘sopestdws

G0‘o 0 - -  6T'0 2ZI‘0 09°‘0

0 0 Gefo $9°0 HE‘o  s2Zfo Yo
560

T¢0 0 T6¢0 - 29'0 ¢Lf0 £8‘0
60 TS0

0o o] 62‘0 04‘0 zZ€fo 9z'0 LSO

! GR S " a ) d Y

3 .
Y- SOOTPUT @ x DJUSATOSTD BUWRISTG

N (*quod) T eTqe]

.S.mmﬁo 09RJITNSTI(-03RITNS U0D opezTuoduey

egeIOY QY

S5QUBATOSTD

$UQTOENUTY

SBWS4STS SOT x%

BUTOTWOSN

BUTTAUBYR)

RUTO TWR AU

g sutoTureuey

339495

- 10 =

5-6-67



10

15

20

25

30
5-6-67

4 y

et

C = propanol, piridina, 4cido acético y agua
(15:10:3:12) durante 4O horas.

D = Agua saturada de metilisobutilcetona, mis
1% de &cido p-toluénsuifénico, durante 6
horas.

E = propanol y agua (l:1) durante 24 horas,

en papel tamponizado.con fosfato 0,75 M,

pH igual a 4,0.

F = n-butanol saturado de agua, durante 18 . -
horas.

G = n-butanol saturado de agua, mis 2% de 4ci-
do p-toluénsulfénico y 2% de piperiaina,
durante 18 horas.

‘Los datos cromatogréficos antes relacionados
indican que aunque con.cualquier sistema disolvente Gnico
parece que varios de los factores comprendidos en el com-;
plejo de tenebrimicina son idénticos entre si o a otros
antibidticos conocidos, la cromatografia con una variedad
de sistemas disolventes establece claramente la no iden-
tidad. Estos resultados, considerados con los otros datos;
tal como las propiedades fisicas y fisicoquimicas, acti-
vidades microbioldégicas, toxicidades, y similares, sus-
tentan la conclusidn de que los factores individuales
comprendidos en el complejo de tenebrimicina constituyen
una serie de sustancias antibidticas hasta ahora descono-
cidas.

El complejo de tenebrimicina, y los factores
individuales comprendidos en dicho complejo, tienen ac-
cidn inhibidora contra el crecimiento de microorganismos

que son patdgenos para animales y plantas. Las concentra-

-u- 339405
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ciones inhibidoras del complejo, y de las tenebrimiciras

individuales, contra un cierto nfmero de organismos, se

muestran en la tabla siguiente. Las concentraciones in-
hibidoras minimas fueron determinadas por el método de’

dilucién de agar.

- 12 -
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1a toxicidad aguada del complejo de
tenebrimicina, y de sus constituyentes relativamente nés
abundantes, ha sido determinada en ratones. Los valores

i ,
' I
|

1D50 para el sulfato de tenebrimicina son aproximadamente

5 | 300 mg/kg cuando el antibidtico es inyectado por via in-

travenosa, y aproximadamente 350 mg/kg cuando la droga |
es administrada por via intraperitoneal. Con dosis subcu-
téneas de 750 mg/kg o dosis orales de 5600 mg/kg, todos :
los ratones sobrevivieron. No se observé irritacién signﬁ-
10 ficativa cuando un ojo de cada uno de cuatro ratones fuéf
tratado con una gota de una solucibn acuosa de sulfato dé
tenebrimicina al 50%, tres veces al dfa, durante 5 dias.-

Los valores LDsg, expresados como mg/kg, de la base libre,

para las tenebrimicinas individuales, administradas a

15 i ratones por via intravenosa, son los siguientes:
' i tenebrimicina II, aproximadamente 3853 tenebrimicina IV,i

! aproximadamente 2203 tenebrimicina V, aproximadamente 144;

y tenebrimicina VI, aproximadamente 120. 5

El nuevo complejo antibidtico de la invencién

20 se produce cultivando una cepa adecuada de un organismo
actinomiceto, bajo condiciones aerobias, en un medio de

cultivo adecuado, hasta que el medio de cultivo contiene

una actividad antibidética sustancial. La tenebrimicina

puede ser recuperada empleando diversos métodos de aisla-

25 ;  miento y purificacidén conocidos en la técnica. El comple-
jo antibidtico puede ser empeado como tal, o puede ser
sometido a mis métodos de purificacién, para aislar los

diversos componentes del mismo, en estado de mayor pure-

339495
30 * Debido a la incertidumbre™dé&” 15§ estudi ‘
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taxondmicos con el grupo de organismos Streptomyces,
siempre hay un elemento de duda asociado con la clasifif
cacién de un nuevo organismo descubierto. Sin embargo,
por lo que se puede determinar, el organismo que produce
el complejo antibidtico proporcionado por la'invencién
no se parece lo suficiente a ninguna de las especies.de

Streptomyces descritas por Wacksman en The Actionomycetes

{Los actinomicetos), vol. II, The Williams and Wilkens
Company (1961), para garantizar comparaciones de culti-
vos. Por tanté, el organismo es descrito y caracterizado

como especie nueva.

El organismo que produce el complejo anti-

bidtico es un Streptomyces formador de espirales, ter- ‘
modirico, resistente al calor, entre aerobio v microaeréi
filo, con esporas oblongas de pared lisa. No tiene iguali
en cuanto a ser inhibido por intensidades relativamente
bajas de luz artificial. Debido a esta #ltima propiedad,

se ha elegido para este organismo el nombre de nueva es-

pecie Streptomyces tenebrarius sp. n.

El organismo fué aislado de una muestra de
tierra, suspendiendo porciones de la muestra de tierra
en agua destilada estéril, y aplicando las suspensiones
en forma de bandas sobre agar nutritivo. Las placas de
agar nutritivo sembradas fueron incubadas a de 25 a 359C
hasta que se asegurd el crecimiento. Al final del periéd:
de incubacidn se transfirieron colonias de los organis-~
mos productores de antibidticos, con un alambre de pla-
tino esterilizado, a planos inclinados de agar. Luego
fueron incubados los planos ineclinados de agar, propor-

cionando cantidades adecuadas de medio de inoculacién

6. 330495
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para producir el antibidtico. La cepa del organismo em-

pleado para producir el complejo antibidtico ha sido pues

ta en depbsito permanente en la American Type Culture

Collectidn, en Washington , D.C., y se le ha asignado el
nimero de cultivo ATCC 17920. Dicha cepa produce todos '
los factores del complejo antibiotico, pero bajo las c¢on-
diciones de fermentacidn preferidas predominan las tene-
brimicinas II, IV, V y VI.

Los métodos empleados en los estudios t axond-
micos del S. .tenebrarius ATCC 17920 son los usados corrien
temente en la taxonomia de los actinomicetos. Las carac-
teristicas del cultive fueron observadas después de 1k
d{as de incubacién. La morfolcgia fué determinada en agar
de peptona de Czapel, y en agar de Bennett, durante 2 a
7 dfas de incubacién. La accidn sobre la leche y la re-
duccién de nitrato fueron observadas a los 7 y lh d{as,
la produccién de sulfuro de hidrégeno a las 24 ¥y L8 horas,
y la utilizacién de carbono a los 10 dias. A no ser que
se indique otra cosa, los cultivos fueron incubados a 37¢C.
Los ensayos de utilizacién de carbono se efectuaron segin
el método descrito por Pridham y Gottlieb, J. Bact., Qé,i
107 (1948). |

Los resaltados de los estudios taxonémicos '
se restmen en los pérrafos siguientes. Las cifras entre f
paréntesis se refieren a los blogues de color el Dic-
tionary of Color de lMaerz y Paul, McGraw Book Company
(1950). Los colores representados por los blogques de
color han sido traducidos a los nombres de colores i
ISCC-NBS, que se hallan en la circular 553 del.Departamen%o

i

|

de Comercio de los EE.UU., National Bureau of Standards

-7 TI0nA0R
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(NBS), 1955.

Morfologia microscépica, caracteristicas de cultivo y fi~

siologia del S. tenebrarius ATCC 17920

Morfologia.~ En agar de peptona de Czapek, s
forman formas de esporas ramificadas en racimos al azar,
en el micelio aéreo. Las esporas aisladas son raras. Sl
micelio aéreo intacto se desprende fécilmente del subs-
trato. Las cadenas de esporas maduras forman usualmente

5 § 6 espirales abiertas. Las esporas son entre oblongas

D'

¥y cilindricas. Cuando son observadas con ayuda del migroﬁ
copio electrdénico, las esporas parecen lisas, y miden deg
0,7 a 1,3 por 2,0 a 2,1 micras. En el medio de Bennett sé
observaron esclerocios. %

Caracteristicas de la colonia ent

Agar deCzapek.- Escasa cantidad de creci-

miento; micelio aéreo ralo, naranja-amarillo claro (l1l-.
A2); buena esporulacidn; reverso naranja-amarillo claro
11-42); pigmento soluble ligeramente rosa (1-Bl).

Peptona de Czapek.~ Abundante creciﬁiento;

micelio aéreo abundante, marrén amarillento claro con
dreas blancas (11-A4); abundante esporulacién; reverso
rojo grisdceo claro (4-Hl); pigmento soluble rosa gri-

sdceo (L4-Bl).

Apar de malato célcico.- Crecimiento mode-

rado, micelio aéreo moderado, naranja-amarillo claro
(11-42); esporulacidn moderada; reverso rosa grisdceo
(4-D1); pigmento soluble rosa griséceo (4-Bl).

dgar de tirosina.~ Poco crecimiento, poco

micelio aéreo, naranja-amarillo claro (9-B2); poca es-

4o 339405




10

15

20

25

30
5-6-67

porulacidn; reverso naranja-amarillo claro (10-B3); nin-
gin pigmento soluble.

Agar de sales inorgénicas-almidén.- Creci-

miento moderado, micelioc aéreo moderado, rosa parduzco
con Areas blancas (11-AL); esporulacidn abundante; rever-
so amarillo claro (11-B2); pigmento soluble amarillo cla-
ro (11-B2).

Agar de glucosa asparragina.- Crecimiento

moderado, micelio aéreo moderado, amarillo claro (9-~Li2j

con 4reas blancas (10-Al); esporulacién moderada; rever-

so amarillo claro (11-E2); ninglin pigmento soluble.

Pasta de tomate-~harina de avend.- Creci~

miento abundante, micelio aéreo abundante, marrdén ama-
rillento claro (12-B5); esporulacién abundante; reverso
marrén rojizo griséceé oscuro {(48-J2); pigmento soluble
rojo pirpura oscuro (47-H1). '

Extracto de levadura.- Crecimiento abun- '

dante, micelio aéreo abundante, naranja-amarillo claro
(11-42) con &reas blancas; esporulacién abundante; re-
verso amarillo moderado (11~J6); ninglin pigmento solu~
ble. -

Lgar nutritivo.- Escaso crecimiento, mi-

celio aéreo ralo blanco (10~Al); esporulacidn escasa;
reverso amarillo verdoso griséceo (12-I2); ningin pig-
mento soluble.

Agar de Bennett.- Crecimiento moderado,

micelio aéreo moderado, blancc (10-AlL a 10-Bl); esporu-

lacién moderadaj reverso amarillo claro (11-C2); ningin

pigmento soluble.

Accidn sobre la leche.~- Gran anillo amaj

- 339495
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rillo de crecimiento sobre la superficie. Se observd

coagulacién y peptonizacién.

cabo de 1L dias.

Reduccidn de nitrato.- Positiva.

Produccién de HyS.- Negativa.

Gelatina nutritiva.~ Licuacidn total al

i
i

Requisitos de temperatura en agar de pep- :

tona de Gzapek:

202C.~- HNingin crecimiento.
269C.~ Buen crecimiento, ningin micelio
7 aéreo

302C.~ Crecimiento y micelio aéreo mode-
rados, pero nada de esporulacidn

3792C.~ Crecimiento, micelio aérec y espo-
rulacién muy abundantes

4,32G,- Crecimiento, micelio aéreo y espo-
rulacién muy abundantes

502C.- Crecimiento, micelio aéreo y espo-
rulacién muy abundantes

559C.- Escaso crecimiento

1

602C.~ Ningin crecimiento

H
¥
t

1
i

Punto de muerte por calor.- Las esporas de una,

';
suspensidn de esporas calentada a 75°C durante 15 min. |
}

contindan siendo viables. Cuando la suspensidén de espo- !

ras fué calentada a 1009C durante 15 min. no hubo espo-

ras viables.

|
|

Tensidén de oxigeno.~- El crecimiento es aerg

i
bio o microaeréfilo en cultivos con aguja o por picadura}

Efecto del idn férrico.- Solo se produce

i

un pigmento rojo soluble en presencizd% iéngégi%, y g
1< A |
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centracibén de idén férrico, dentro de un intervalo dado.

la intensidad de pigmentacidén es proporcional a la con-

Efecto de la concentracidén de idn hidrégeno,

observado en agar de peptona de Czapek.- Ningin creci-

miento por debajo de pH igual a 5,0; entre 5,0 y 6,0, el

crecimiento y el micelio aéreo son buenos. El crecimiento
y la esporulacién son abundantes a pH igual a 7,0; entre
8,0 y 8,6, el crecimiento y el micelio aéreo son buenos.
El pigmento soluble es mds intenso a pH de 5,0 a 6,0, ¥y
es entre ligero y nulo a pH de 6,5 a 8,6.

Reaccidn a la luz, observada en agar de

Czapek.- El crecimiento y la esporulacibén son abundan-
tes en la oscuridad. Cuando unas placas de cultivo son
incubadas a 38 cm de una fuente de luz fluorescente blan
ca fria, normalizada, de 15 watios, el crecimiento es es-
caso y el micelio aéreo estd ausente. El crecimiento y el
micelio aéreo son moderados cuando las placas de cultivo .
se incuban a 38 cm de una bombilla de luz de wolframio
esmerilada, de 60 watios.
En la tabla en que se resumen los resultados
del ensayo de utilizacidén de carbono, efectuados con S.
tenebrarius ATCC 17920, los simbolos empleados se inter
pretan como sigues
+ = positivo
(+)
(-)

probable

dudoso

" 330495
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El S. tenebrarius ATCC 17920 produce, ademis
de'tenebrimicina, el antibidtico antifdngico conocido
caerulomicina, que también es producido por el Strepto-

myces caerulius (Can. J. Microbiol., 5, 317, 1959)s 1la

investigacién de un cultivo del dltimo organismo reveld

gue no produce tenebrimicina bajo las condiciones descri-
tas para su cultivo, ni se le puede inducir a que lo haga§
bajo diversas condiciones.

También se ha aislado y caracterizado una

segunda cepa de la nueva especie Streptomyces teneprarius

sp. n., cepa que solo produce tres de los factores del
complejo antibidtico. A esta cepa de S. tenebrarius, que
solo produce las tenebrimicinas I, I' y II, se le ha asig-
nado el nimero ATCC 17921. La cepa ATCC difiere de la ce-
pa ATCC 17920, principalmente, en que no puede producir
micelio aéreo ni esporas, y en la mayoria de los medios
no produce pigmento soluble. Los datos de caracterizaciéé
de esta cepa del organismo se resumen en los pérrafos

'

siguientes. Los métodos empleados para los estudios ta=-

xondmicos de S. tenebrarius ATCC 17921 son los mismos
antes mencionados en la descripcién de la caracteriza-
cién del S. tenebrarius ATCC 17920, y los simbolos em-
pleados tienen el mismo significado que antes.

Morfologia microscépica, caracteristicas de cultivo y

fisiologia del S. tenebrarius ATCC 17921..

- ‘ . A L
liorfologia .- No hay presentes ni micelio

aéreo ni esporas; el micelio de vegetacién se fraéme ta en

Caracteristicas de la colonia eni

Agar de Czapek.~- Buen crecimiento vegeta-

- 23 -




tivo, blanco amarillento (9-Bl); ningin micelio aéreo;
ningin pigmento soluble.

Peptona de Czapek.- Abundante crecimiento ve-

getativo, amarillo griséceo (12-B3); ningln micelio aéreo;

5 pigmento soluble ligeramente parduzco.

5 Agar de malato cdlcico.- Moderado crecimiento

¢

vegetativo, amarillo griséceo (12-B2); ningln micelio
aéreo; pigmento soluble ligeramente marrén griséceo.

Agar de tirosina.- Moderado crecimiento ve-

10 getativo, amarillo grisdceo (11-B2}; no se produce mi-
. celio aéreo ni pigmento soluble.

Agar de sales inorgdnicas-almidén.- Buen

micelio vegetativo, amarillo-marrén claro (13-C6); nin-
glin micelio aéreo; pigmento soluble marrén claro.

15 Agar de glucosa-asparragina.- Ilioderado cre-

cimiento vegetativo, amarillo grisdceo (11-D2); ningin
micelio aéreo ni pigmento soluble.

Pasta de tomate~harina de avena.- Moderado

micelio vegetativo, amarillo claro {10-BR); ningin

20 micelio aéreo ni pigmento soluble.

3

Extracto de ievadurg.k Moderado micelio ve- !

getativo, amarillo-marrén claro (12-E5); ninglin micelio ;

H

aéreo ni pigmento soluble.

Agar nutritivo.- Moderado crecimiento vege-
25 tativo, amarillo claro (9-Kk); ningin micelio aéreo ni

pigmento soluble.

Agar de Bennett.- lioderado crecimiento ve-

getativo, amarillo grisdceo (12-EA); ningln micelio

aéreo ni pigmento soluble.

30 Accidn sobre la leche.- Anillo de creci-

51 - 330480
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miento, de color canela, sobre la superficie. Se observé
« 7 - [ 4
coagulacidn y peptonizacion.

Reduceidn de nitrato.- Positiva.

Produccidn de HpS.- Negativa. ‘

Gelatina nutritiva.- Licuacidén total en 7 dias.

Tensidn de oxigeno.- El crecimiento es aero-
i

}
i

bio o microaeréfilc en cultivos por picadura.

Requisitos de temperatura en medio de bBennetbt.-

El erecimiento es moderado a 26, 30, 43, L9 y 55°C, y es
de lo mis abundante a 372C; no hay crecimiento a €0°C.
El micelio vegetativo es amarillo-marrén claro a ¥ por
debajo de 279C, y es marrén ligeramente rojizo a y por
encima de 439C. No se observan ni micelio aéreo ni

pigmento soluble a ninguna temperatura.

338495
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Aungue la invencidn se describe en deta-j
lle con referencia particular a los organismos S. tene- §
brarius ATCC 17920 y ATCC 17921, recientemente halledos;
se ha de entender que la produccién del complejo de te-
nebrimicina, o de los diversos factores comprendidos en
dicho complejo, por otras cepas o mubante de dichos or-
ganismos, estdn dentro del &mbito de la invencidn. las
proporciones de los diversos factores de tenebrimicina
producidas por tales otras cepas o mutantesno serian
necesariamente las mismas aqui indicadas. Tales otras
cepas o mutantes se pueden producir u obtener por mwe-
todos conocidos, por ejemplo sometiendo un organismo
productor de tenebrimicina a rayos X o irradiacién ul-
travioleta, o a agentesquimicos tales como, por ejemplo,
mostazas nitrogenadas.

El medio de cultivo que se puede emplear

en la produccién de tenebrimicina puede ser cualquiera

de varios medios, ya que, como es evidente por los en-

sayos de utilizacidn antes descritos, los organismos que
producen tenebrimicina, pueden utilizar una variedad de
fuentes de energfa. Sin embargo, para mayor economia de
la produccibén, méximo rendimiento de antibiético y fa-
cilidad de aislamiento, son preferibles ciertos medios
de cultivo que contienen fuentes nutritivas relativamen-
tesimples. Por ejemplo, entre los medios que son Gtiles
en la produccidén de tenebrimicina se incluyen las fuen-
tes asimilables de carbono, tales como glucosa, fructo-
sa, mannosa, maltosa, almidén, y similares. Una fuente
de carbono muy preferida es la glucosa. Ademds, entre

los medios que se pueden emplear se incluyen las fuentes

7o 339495



de nitrdégeno asimilable, tal como peptonas, caseina hi-

A

drolizada, levadura, aminodcidos y similares. Las fuen@

g3

tes de nitrégeno actualmente preferidas son las peptonas;

caseina hidrolizada y glutamina.

5 Se pueden incorporar en los medios, con

resultados beneficiosos, sales mineralegs, por ejemplo !
las que proporcionan iones calcio, magnesio, sodio, po-
tasio, cloruro, sulfato, fosfato y carbonato, aungue se
deben evitar los excesos de fosfato, ya que este parece

10 reducir el rendimiento de antibidtico. También se puede
incluir beneficiosamente en el medio una fuente de fac-
tores de crecimiento tales como levadura o extracto de
levadura.

Igual que se necesita para el crecimiento

15 y desarrollo de otros microorganismos, se deben incluir
en el medio de cultivo los elementos de trazas necesarios
para el crecimiento de los organismos empleados en lg in-
vencién. Tales elementos de trazas estdn presentes
corrientemente como impurezasincidentales a la adicidn

20 de otros constituyentes del medio.

Las condiciones elegidas para la produc-
cidén de tenebrimicina son condiciones de cultivo aerobio
sumergido. Para preparar cantidades relativamente peque~
flas se pueden emplear frascos de agitacidn y cultivo su-

25 perficial, pero para preparar grandes cantidades se pre-

| fiere el cultivo aercbio sumergido, en depdsitos esté-
riles. El medio del depdsito estéril puede ser inoculado
con una suspensidn esporulada, pero se prefiere la forma
vegetativa del cultivo, debido al retardo de. crecimiento

30 experimentado cuando se usa como agentz ;%o%l?oaug.
% "“'H: N 2
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suspehsién esporulada. Al evitar asi el retardo de cre-
cimiento se consigue un uso més eficaz del equipo de
fermentacidn. Por tanto, es deseable producir primero
con el organismo un agente inoculador vegetativo, ino-

5 culando una cantidad relativamente pequefla del medio Ge
cultivo con la forma de esporas del organismo, y traus-
ferir asépticamente el agente inoculador vegetativo al
depdsito mayor, cuando se haya obtenido un agente ino-
culador vegetativo joven y activo. Se emplea conveniente-

10 mente una porcidén del agente inoculador vegetativo igual
a aproximadamente 4% del volUmen del medio en que se in-
duce la inoculacién. EL medio de fermentacidn en que se
produce el agente incoulador vegetativo puede ser el mis-
mo o diferente del medio utilizado para la produccién de

15 tenebrimicina a gran escala.

Como es evidente por los requisitos de
temperatura para el organismo, antes detallados, el or-
ganismo creceréd en un intervalo de temperaturas relati-
vamente amplio. Sin embargo, parece que los organismos
20 * crecen mejor a temperaturas comprendidas aproximadamente

entre 30 y 5092C. Parece que la produccibn dptima de te-
nebrimicina tiene lugar a una temperatura de aproxima-
damente 37 a 432C. Los organismos que producen la tene-
brimicina son sensibles a la luz, y no crecen bien en

25 presencia de ella. Por tanto, las fermentaciones en que
se emplean los organismos se efectiian de forma deseable
en ausencia de luz visible.

Seglin la préctica habitual en los proce-
dimientos de cultivo aerobio sumergido, se hace pasar

30 aire estéril a través del medio de cugig.d’a&a 9.15
‘;&
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sea eficaz el crecimiento de los organismos y la pnoduc-f
cibn de tenebrimicina, el volumen de aire empleado éﬁ lag
produccién de tenebrimicina .en depésitos es mayor que 0,1
vollimenes de aire por minuto por voldmen de medio de cul-
tivo, y preferiblemente es sustancialmente mayor. £l cre-
cimiento eficaz de los organismos y los rendimientos ép-
timos de tenebrimicina se obtienen cuando el volimen dej
aire empleado es al menos 1l volimen de aire por minuto
por volimen de medio de cultivo. '
La concentracidén de actividad de tenebri-
micina en el medio de fermentacidn se puede seguir fé-
cilmente durante el curso de la fermentacidn, sometiendo
a ensayo muestras del medio de cultivo, para determinar
su actividad inhibidora del crecimiento de organismos de
los que se sabe que son inhibidos en presencia de tene-
brimicina. Dos de los organismos asi empleados, para se-
guir la préduccién de tenebrimicina, son el Klebsiella

pneumoniae y Mycobacterium butyricum . El primer orga-

nismo se emplea generalmente en la bien conocida técnica
turbidimétrica, mientras que el dltimo se utiliza en el
método de placa de vaso.

En general, la produccidén méxima del an=-

_tibidtico tiene lugar en de L4 a 7 dfas después de la

inoculacidén del medio de cultive, cuando se emplea el
cultivo aerobio sumergido o cultiwvo en frasco de agita-
cidn, y en un tiempo -algo mayor cuando se usa cultivo
superficial.

El micelio y los residuos no disueltos
son separados del cddo de fermentacidén por medios usuales,

tal como filtracidn o centrifugacién. El producto activo

-2 - 3395@@5
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antibidtico estd contenido en el caldo filtrado, y puede;
ser recuperado del mismo empleando técnicas de absorcién:
los absorbentes que se pueden emplear mis ventajosamente
son las resinas intercambiadoras de cationes, por ejemplo
5 las del tipo disponible en el comercio con el nombre re-:
gistrado "IRC-50%.
- En general, el método para recuperar te-
nebrimicina del caldo de fermentacidn es el siguiente.
La totalidad del caldo es filtrado con ayuda de un coad-
10 yuvante de filtracidn, después de haberse reducido el
pH de la mezcla hasta aproximadamente 2, por adicidn de
un &cido tal como &cido sulfdrico, Acido fosférico, 4ci-
do clorhidrico y similares. El pH del filtrado se ajusta
a aproximadamente 5,5, por adicién de una base concentrada,
15 y se vuelve a filtrar la mezcla. Se hace pasar el filtra-
do por una columna de intercambio de lones, llena de una
resina tal como IRC-50 en el ciclo amdnico. Luego es la-
vada la columna con agua destilada, y el producto activo
antibidtico es eliido con 4cido dilufido. Las fracciones
20 que contienen el producto activo antibidtico son reuni-
das y concentradas hasta aproximadamente 1/20 del voli-
men original. E1 pH del concentrado es aumentado hasta
aproximadamente 1l, por adicidn de base concentrada, y
el concentrado bdsico es vertido en aproximadamente 6
25 voldmenes de acetona, mezclado bien y enfriado. El pre-
cipitado microbioldgicamente inactivo que se separa es
eliminado por filtracién. Se reduce el pH del filtrado
hasta aproximadamente 3,5, por adicidn de dcido sulfi-
rico al 20%, con mezclado conciengudo. El complejo de

30 tenebrimicina es precipitado en forma de sal sulfato,
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mientras que la caerulomicina que se produce conjunta-

mente en la fermentacidén permanece en la capa que éobre%
nada, que es despreciada. Se disuelve el sulfato dé'te-:
nebrimicina en la minima cantidad de agua, y se hacé—pa;

sar la solucién acuosa por una columna de Dowex 1 x 1.

La solucidén acuosa de sulfato de tenebrimicina es seguida

por agua destilada, en la columna, y el efluerke de la
columna se recbge en fracciones. Las fracciones activas
son reunidas y concentradas hasta formar un jarabe espe-
soy ¥ luego son secadas, produciendo la forma de base
libre de la tenebrimicina.

Si se desea, los principales factores
comprendidos en el complejo de tenebrimicina pueden ser
6btenidos como antibidticos individuales, por nuevo frac-
cionamiento de la tenebrimicina obtenida como se ha des-
crito antes, en columnas de intercambio de iones. Para
el fraccionamiento, la tenebrimicina se emplea en forma
de sal de adicidn de &cido, convenientemente de sulfato.
Se obtilene convenientemente una solucién de sulfato de
tenebrimicina preparando una solucién acuosa de tencbri-
micina al 20%, y ajustando el pH de la solucidn a apro-
ximadamente 4,5, por adicidn de &cido sulfdrico. lLas
impurezas coloreadas pueden ser eliminadas agitando la
solucidn asi preparada con aproximadamente 5% (peso/vo-
lémen) de un carbono activo tal como, por ejemplo,

Darco G-60. La descoloracidn efectiva se obtiene usual
mente agitando la mezcla Gue contiene el carbono, duran=-
te aproximadamente 1 hora. Luego se filtra la mezcla, y
el filtrado que contiene el sulfato de tenebrimicina se

carga en una columna llena de IRC-50 en el ciclo aménico.
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La columna es lavada con agua, y los antibidticos in-
dividuales comprendidos en el complejo de tenebrimiciina
son elufdos de forma fraccionada, con hidréxido aménico
0,1 N. En términos generales, la elucién se efectida de
forma extremadamente lenta, y se necesita usualmente un
nimero muy grande de fracciones, para efectuar el fraé-
cionamiento del complejo. Asi, por ejemplo, el fracciona-
miento total de aproximadamente 250 g de tenebrimicina
requiere aproximadamente 700 fracciones, comprendiendo
cada una aproximadamente 900 ml de eluido.

Las primeras fracciones activas obte-
nidas contienen las tenebrimicinas I, It y II. Estas
son seguidas por una serie de fraccioneé activas en las
que el dUnico antibidtico presente es tenebrimicina 1I.
La elucién de tenebrimicina II es seguida por un cierto
ntmero de fracciones inactivas, antes de que sean eluidas
las fracciones que contienen tenebrimicina IV. Parece
que las primeras fracciones que contienen tenebrimicina
IV contienen trazas de tenebrimicina III. La tenebrimi-
cina V es obtenida de la columna en las fracciones ac-
tivas Que siguen a la tenebrimicina IV. Para obtener
tenebrimicina VI se sigue eluyendo la columna con una
solucién de hidréxido aménico mis concentrada, después
de haberse recuperado de la columna toda la tenebrimi-
cina V. El hidrdéxido aménico 0,3 N es un eluyente ade-
cuado para la separacién de tenebrimicina VI.

Ejemplo 1

Preparacidén de tenebrimicina

Se produce un cultivo esporulado de S.

tenebrarius ATCC 17920, cultivando e anis
A s 39405
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medio inclinado de agar de Bennett modificado que tiene§
la siguiente composicidn: o
Dextrina 10 g.
Extracto de levadura
(Difco) leg
Caseina hidrolizada
(NZ-Amine A, vendida
por Sheffield Farms) 2 g

Extracto de carne de va

cunc {Difco) lg
CoClZ.éﬁzo - 0,01 g
Agar lavado 20 g

Agua desionizada,c.s.
para 1000 ml

El bH del medio se ajusta a 7, antes de tra-
tar en autoclave.

El medio inclinado es inoculado ¢n esporas
de S. tenebrarius ATCC 17920, y es incubado en ausencia
de luz visible, durante 5 dias a 372C. El crecimientodel
cultivo en el medio inclinado es cubierto con agua, y el
medio es rascado suavemente para separar las esporas,
proporcionando una suspensidn acuosa de esporas.

La suspensién de esporas asi obtenida se
emplea para inocular 800 ml de un medio que tiene la
siguiente composicidni

Dextrosa 0,05%

Harina Nutrisoy (ven-

dida por-Archer-Da-

niels-Midland Company; 35 9 !% g 5

contiene de 35 a 45% de
-3k -
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Dextrina 700 (dextrina
de patata con poco
cloruro, fabricada por
Morningster-Paisley
Company )

Cloruro botésico
MZ-Amine A

KH2P04

MgS0,, . 7THp0

CaCl,.2H20

Agua desionizada

1,5%

1%
0,1%
0,3
0,05%
0,5%
0,025%

El medio vegetativo inoculado es incubado a apro-

ximadamente 372C durante 16 horas, en un agitader rota-

torio que trabaja a 250 rpm, y que tiene una excentrici-

dad de 64 mm.

Se emplea una porcién de 50 ml. del cultivo vege-

tativo para inocular un depdsito dg siembra de L4 litros,

que contiene un medio acuoso que tiene la siguiente com-

posicidni
Dextrosa
Sémola de soja
KHaFO,
igS0y,
KC1
CaClg.2H0

Agente antiespumante

1%
1,5%
0,05%
0,5%
0,1%
0,025%
0,025%

39

b

85

El medio del depbsito de siembre es esterilizado

a 1209C durante aproximadamente 30 min. El medio del de-

pésito de siembra inoculado es incubado a 379C durante

12 horas. La agitacién a una velocidad de 370 rpm. se
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inicia inmediatamente después de la inoculacidn, y du-

rante todo el periodo de incubacidn se mantiene ﬁna airea;

cidn con caudal de 22,5 litros/min. Al final del periodo :

de incubacidn se utiliza el contenido del depdsito de

siembra para inocular un fermentador de 9SC litros, que

contiene un medio que tiene la siguiente composicidn:
Dextrosa L%

Aceite de soja refina-

do . 3%
Harina de soja : 3%
NH, C1 1 0,5
CaCl, 0,3%
MgSO), 0,2%
H, NO5 0,1%
NZ-Amine A 0,5%
Agente antiespumante 0,2%

Agua desionizada
Antes de la inoculacidn, el medio de fermentacidn

es esterilizado durante 30 min. a 1202C. La fermentacidn
es efectuada a 3792C, con aireacidén con caudal de 475 li-
tros/min. , duranté todo el perfodo desde 1la inoculacién
hasta la recogida. La agitacidén se inicia a 125 rpm y
se aumenta hasta 180 rpm al cabo de 12 horas. la fer-
mentacién se continlia durante 5 dias.

El caldo de cultivo fermentado se filtra, para
separar el micelio y otros sélidos no disueltos. El cal-
do filtrado contiene tenebrimicina, en concentracidn de

aproximadamente 680 unidades/ml.

330485
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. Ejemplo 2

Preparacidn de tenebrimicina I, I' vy II

Se sigue el método descrito en el ejemplo 1,
usando S. tenebrarius ATCC 17921 como orgasnismo productor
del antibidtico. El caldo de fermentacién filtrado asi
obtenido contiene predominantemente tenebrimicina II,
con peqQueilas porciones de tenebrimicinas I y I'.

Ejemplo 3

Aislamiento de complejo de tenebrimicina

El pH de 880 litros de caldo de fermentacidn
de antibidtico, obtenido como se describe en el ejemplo
1, es reducido hasta aproximadamente 2 por adicién de
aproximadamente 10 a 15 litros de 4cido sulfirico acuoso
al 20%. Después de afiadir al caldo acidificado 45kg. de
un coadyuvanete de filtracidén, del comercio, la mezcla
se somete a mezclado concienzudo y se filtra. La torta
de filtracidn se lava con agua, y la solucién de lavado
se aflade al filtrado.

El pH del filtrado se ajusta a 5,5, por
adicidén de hidrdxido sédico acuoso al 50%. Se afiaden
aproximadamente Lkz de un coadyuvante de filtracidn,
del comercio, y la mezcla se agita concienzudamente y
se filtra. El filtradc se hace pasar por una columna de
IRC-50 que tiene unas dimensiones de 10,2 x 183 cm. lLa
columna estd llena de resina en ciclo aménico, hasta
una altura de lecho de 112 a 1llh cm. Después de haber
pasado todo el filtrado por la columna, la columna es
lavada con aproximadamente 200 litros de agua destila-

da. El producto activo antibidtico es eluido luego, en

27 339495



un periodo de aproximadamente 12 a 15 horas, con aprOnr
ximadamente de 150 a 175 litros de &cido sulfirico O,l'N;
recogiéndose el eluido en fracciones de 10 litros. La
actividad antibiética se hace detectable en el eluido
5 cuando su pH disminuye hasta aproximadamente 4, o algo
menos. A medida que avanza la elucidn contimia descen-
diendo el pH del eluido, hasta que llega a un nivei de
aproximadamente 1,5. Las fracciones que contienen pro-
ducto activo antibidtico son reunidas y concentradas a
10 presién reducida, hasta aproximadamente 1/20 del vol(i-

men original.

El pH del eluido concentrado se ajusta a 11
por adicién de hidrdxido sddico acucso al 50%, y el
concentrado bédsico es afiadido después a aproximadémen-

15 te 6 volimenes de acetona. La mezcla es enfriada abaja
, temperatura y abandonada, para permitir que se separe
un precipitado exento de actividad antibidética. La mez-
cla es filtrada, y la torta de filtracidn, gque contiene
pfecipitado inactivo, es lavada con agua y despreciada.
20 _ El pH del filtrado es ajustado a 3,5, por
" adicidn de 4cido sulférico acuoso al 20%, con mezclado
concienzudo. El complejo de tenebrimicina precipita
como sulfato durante este tratamiento, y es precipi-
tado de forma sustancialmente total cuando el pH de la
25 solucidén llega a aproximadamente 4, o algo menos. La
mezcla es filtrada, y el filtrado, que contiene la
caerulomicina que se produjo conjuntamente en la fer-
mentacibn, es despreciado. 35 g é;- g 5
ILa torta de filtracién que comprende el sul-~
30 fato de tenebrimicina es disuelta en la minima cantidad

5-6-67 - 38 -



de agua, y enfriada a baja temperatura. Cualquier sélido
que no se disuelva fécilmente es despreciado, igual que
todo sblido que precipite o cristalice durante el enfria-
miento a baja temperatura. La solucién transparente de

5 sulfato de tenebrimicina es hecha pasar por un lecho de
resina Dowex 1 x 1, en el ciclo bésico, de 10,2 x 213 cm.
La solucién de antibidtico es seguida, en la columna, por
aproximadamente de 40 a 50 litros de agua destilada. El
efluente es recogido en fracciones de 10 litros, y las

10 fracciones activas son combinadas y concentradas a vacio,
formando un jarabe espeso que es secado en bandeja, dando
tenebrimicina seca.

Ejemplo L

Separacién de los factores de tenebrimicina

15 ' Se obtiene sulfato de tenebrimicina, ajustando
a L,5 el pH de una solucidn acuosa al 20%, que contiene
258 g del complejo de tenebrimicina en forma de base 1li-
bre, por adicién de &cido sulfdrico concentrado. La so-
lucién de sulfato de tenebrimicina asi preparada es des-

20 coloreada por agitacién, durante aproximadamente 1 hora,
con 5% (peso/volimen) de Darco G-60. La solucidén es fil-
trada, y el filtrado es hecho pasar por una columna de
9 x 105 cm., llena con aproximadamente 7 litros de resi-
na IRC~50 en el ciclo aménico. Después de haber pasado a

25 través de la columna el filtrado que contiene la sal de
antibidtico, la columna es lavada con aproximadamente 17
litros de agua desionizada. La elucién del producto acti-
vo antibidtico retenido en la columna se inicla con so-
lucidn de hidréxido aménico 0,1 N, con caudal de aproxi-

30 madamente 20 ml/min. El elufdo es recogido en fracciones

5667 - -»- 339495



de aproximadamente 900 ml., y en cada fraccidn sé determina
la actividad microbiolégica. Las fracciones que contienen
el mismo factor antibidtico son reunidas y liofilizadus, f

para obtener las tenebrimicinas individuales secas. Las .
5 tenebrimicinas individuales estdn distribuidas entre las

fracciones activas,de la forma siguiente:

Fraceidn Antibidtico presente
1-34 | Inactiva

10 35-53 Tenebrimicina I, I' y II-
S54=77 Tenebrimicina IT '
78-153 Inactiva
154-172 Tenebrimiecina IV con trazas

de tenebrimicina IIT

15 173-249 Tenebrimicina IV
250-256 Inactiva
257=634 Tenebrimicina V
635-668% Inactiva
669-698 Tenebrimicina VI
20 *En este punto se cambia el eluido a hidréxido

aménico 0,3 N.

Ejemplo 5

Preparacidn de heliantatos de las tencbrimicinas

25 Ia preparacién de losleliantatos de lastene-
brimicinas individuales se ilustra por el siguiente mé-
todo para preparar heliantatos de ténebrimicina IT,

Una solucidén de 2 g de tenebrimicina II en 22
ml de agua és.- preparada y ajustada a un pH igual a 5,

30 por adicidén de &cido sulfirico al 50%. Luego se afiade

5-6-67 - 40 -
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a la solucién de antibidtico una solucién acuosa caliente
deraranja de metilo al 10%. EL heliantato de tenebrimici-
na II se separa como precipitadd, y es separado por fll-j
tracidén. La sal sélida es lavada concienzudamente con
agua caliente, y secada bajo vacio, produciendo 3,5 &«

de heliantato de tenebrimicina IT.

Ejemplo 6

Purificacidn final de los factores de tenebrimicina

La purificacién final de los factores indivi-
duales de tenetrimicina se ilustra por el método si-
guiente para purificar la tenebrimicina VI.

Se prepara el heliantato de tenebrimicina VI,
seghn un método andlogo al descrito en el ejemplo 5. Se
forma una suspensién de L g de la sal asi preparada con
aproximadamente 200 ml de agua, ajustado a un pH igual a
2 por adicién de 4cido sulfirico. La mezcla es agitada
durante aproximadamente 4 horas, y luego es filtrada por
un embudo de vidrio sinterizado, de porosidad intermedia,
para separar el &cido helidntico. El filtrado es desco-
loreado haciéndole pasar por una capa delgada de carbono
activo, y luego es hecho pasar por una columna de 1 x 32
cm, llena de resina Dowex 1 x 2 en el ciclo hidroxilico.
£l filtrado es seguido, en la columna, por agua destilada
para completar la elucién del producto activo antibidtico.
El efluente es recogido en fracciones, y las fracciones
activas son reunidas y liofilizadas, dando un residuo
seco que comprende el antibidtico. El residuo es disuel-
to en aproximadamente 15 ml de agua, ¥ luego es hecho

pasar por una columna de 1 x 25 cm, llena de resina

-a- o 339495
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* produciendo aproximadamente 700 mg de tenebrimicina VI.

Bio Rad AGl11A8 (es una resina del tipo de retraso de

ién, preparada polimerizando 4cido acrilico en una

resina Dowex 1, y vendida por Bio Rad Labotories,

Richmond, California). El producto activo antibid-
tico es eluido de la columna con agua destilada, y las

fracciones activas se vuelven a reunir y liofilizar,
muy purificada.
-~-NCTA -

Los puntes de invencién propia y nueva que se
presentan para que sean objetc de esta solicitud de
Patente de Invencién, en Espafia, por VEINTE afios, son
los siguienfes: '

1.~ Método para producir un complejo antibid-
tico de tenebrimicina, tenebrimicina I, I', II, III,

Iv, V, VI, o mezclas de ellas que comprende cultivar un .

microorganismo, Streptomyces tenebrarius, en un medio

de cultivo que contiene fuentes asimilates de carbono,
nitrdégeno y sales inorgdnicas, bajo condiciones de in-
mersidén aerobia, hasta que una cantidad sustancial de
antibiético deseado es producido por dicho migroorganismo
en dicho medio de cultivo.

2.- létodo seglin la reivindicacién 1, donde
el medio de cultivo es mantenido a una temperatura éom-
prehdida entre aproximadamente 372C y aproximadamente
L32C, y el crecimiento del microorganismo es efectuado
durante de aproximadamente 4 a aproximadamente 7 dfas.

3+- Método seglin la reivindicacién 1 § 2,

“*t 0 339495
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donde el crecimiento del microorganismo es efectuado en
ausencia de luz visible.

4.~ Método seglin la reivindicacién 1, 2 6 3,
donde se aisla tenebrimicina I, tenebrimicina 1°, tene-
brimicina II, tenebrimicina III, tenebrimicina iV, tene
brimicina V, tenebrimicina VI, o mezclas de ellas, del
complejo de tenebrimicina.

5.- Método segfn la reivindicacién 1, 2 6 3,
donde el microorganismo es Streptomyces tenebrarius 2LCC

17920 o ATCC 17921.

6.- Método segin la reivindicacién 5, donde se

cultiva Streptomyces tenebrarius ATCC 17920, se recupera

de dicho medio de cultivo el complejo de tenebrimicing,
y se aisla del complejo tenebrimicina II, tenebrimicina
IV, tenebrimicina V o tenebrimicina VI.

7.~ Método segin la reivindicacibén 5, que com

prende cultivar Streptomyces tenebrarius ATCC 17921, ¥y

producir tenebrimicina II que contiene menores cantida-
des de tenebrimicina I y tenebrimicina I°.

8.~ Método para producir un complejo antibid-
tico de tenebrimicina.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede, representado en los dibujos que se acompafian

y con los fines que se han especificado.

330495
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Esta Memoria consta de cuarenta y cuatro ho-

jas escritas a miquina por una sola cara. , P
fee

Madrid, 81 ene i

P.AQ
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