. '-""“-“'

13.2.68

et m e e i o - <t e e

P - 37-134‘

Ua So 6040694‘ &

“34 864 5 AS GC 113 oS

-----

‘Memoria descriptiva

T - ) 2\ e, «@ﬁ

1

i
1

ipara solicitar ~ PATENTE DE INVENCION por 20 aiios

:a nombre de E. R. SQUIBB & SONS, INC.

entidad / deHEEeRaNkdgd: norteanericana

con domicilio en 745 Fifth Avenue, Nueva York, N. Y. Esta-

dos Unidos de América.

por:*UN PROCEDIMIENTO PARA FPREPARAR UNA SUSTANCIA EFICGEZ
'EN LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO DE BACTERIAS GRAN-

POSITIVAS" (Clase Internacional C12d).
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cos umbrinomicina y diumicina, y a sus respectivos compo-
nentes, umbrinomicina A y umbrinomicina B y diumicina A
¥y diumicina B, Los antibidticos son producidos simulitdneca~

mente cultivando el microorganismo Streptomyces umbrirus.

La umbrinomicina y la diumicina son separadas por trefa-

PO

miento selectivo con disolvente, y los componentes de;cadJ
una son aislados por cromatografia o por otros métodpgfgo—
nocidos en el ramo. Le umbrinomicina y la diumicinatgogeen
ambas actividad antibacteriana contra bacterias Gram¥ﬁbsi-

tivas, entre otras cosas,

L P

.

Este invento se refiere a nuevas sustanciss an—
tibidticas, & métodos para su produccién por fermentacidn,
¥ 2 métodos para su concentracién, purificacién y aisla-
miento,

Las nuevas sustancias antibioticas de este in-
wvento comprenden dos grupos de sustancias. La mezcla Ge
antibitticos de un grupe que estd designada en lo que si-
gue, de forma genérica, como umbrinomicina, y contiene

a1 menos dos antibidticos especificos que serdn llamedos
umbrinomicina A y umbrinomicina B. Ia mezela de antibidti-
cos del otro grupo es designada en lo que sigue en forma
cenerica como diumicina, y contiene al menos dos antibide
ticos especificos que serdn denominados diumicina A y diu-
nicina B.

La umbrinomicina y la diumicina son producidas
simultineamente por el cultivo bajo condiciones controle~

das del microorganismo Streptomyces umbrinus, Ia cepa

de Streptomyces umbrinus utilizada fué aislada a partir

de una muestra de tierra obtenida en Carolina del Norte.

Esta cepa ha sido depositada en el American Type Culture
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Collection en Rockville, Maryland, en donde se le dio el
nimero de entrada 15.972, y es citada en lo que sigue co-

mo Streptomyces umbrius ATCC 15.972. e

EL IMICROORGANISMO

El microorganismo Streptomyces umbrinug emplea-

do en la practica de este invento es aislado y caracteri-
zado agitando primeramente una porcidn de la muestra-de
tierra en apua destilade estéril y cultivandola sobre.

! . e N e
placa alumina en un medio de agar que contiene 108 gi-

gulentes materiales,

Gramos
Agar 15
Sacarosa 10
Galactosa 10
Acido citrico 1,2
(NHy ) P04 0,4
KClL 0,08
Mg012°6H o0 0,418
MnC1204H20 0,036
F3C13.6Hzo 0,023
ZnCl36H20 0,021
00012.6H20 0,004
Aguna destilada hasta 1000 ml,

El medio es ajustado a pH 7,0 y es esteriliza=-
do en un sutoclave a 1212C durante 30 minutos., Después
de ung incubacidn de 7 a 10 dias a 259C, se aislan colo-

nias de Streptomyces umbrinus desde la tilerra cultivada
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sobre placas. Estas colonias aisladas son hechas crecer

entonces en un medio que contiene:

Gramog
Extracto de carne de buey 1,5
Extracto de levadura 3,0 .
Peptona 6,0
Dextrose 1,0 .
Agua destilada hasta 1000 ml;;.

El medio es esterilizado o tratado en autocla-
ve & 1212C durante 15 minutos,
El organismo es capaz de utilizar los siguien—~

tes manantiales de carbono en un medio bésico, que con-

tiene (NH4)2804 en calidad de manantial de nitrdgeno,:
glucosa, mennitol, inositol, xilona, arabinosa, fructosa,
ramnosa, rafinosa, gelactosa, trehalosa, melibiosa, saca-
rosa y lactosa. El crecimiento no es sustentado por el
sorbitol,

El organismo crece bien y forma espdrulas sobre
agar de pasita de tomate y harina de avena, sobre agar de
extracto de malta y de levadura ¥y sobre agar de almiddn
y sales sintéticas. ELl crecimiento vegetativo es répido,
produciendo un micelio vegetativo de color pardo chocola-
te caracteristico, que experimenta fragmentacidn en apro=-
ximadamente 7 dias,

Se produce el micelio dereo en aproximadamente
14 dias y se le puede asignar a la serie de Pridham de
color de esporas de color oliva-ante, E1 color se iguala

con las muestras 3ba a 3cb en el Color Harmony Manual. Log

esporéforos son rectos (seccidn de morfologia RF) sin
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tendencia a la tortuosidad o a formar espirales. Las es-
poras son lisas y de cilindricos a ovoides. Se produce
un pigmento melancide sobre medios orgénicos. .

Ses g,

LOS ANTIBIOTICOS

LN
» Y

Tl Streptomyces umbrinus produce antibiotipes

que poseen amplia actividad contre bacterias gram-positi-

vas, por ejemplo Staphylococcus aureus, Bacillus polymysa

y Mycobacterium bovis, levaduras y hongos. e,

. *

Pare formar los antibidticos, el Streptomyces

umbrinus es hecho crecer a 259°C bajo condiciones aero-
bias sumergidas en un medio nutriente acuoso que contie-
ne un carbohidrato asimilable y un manantial de nitroge—
no.la fermentacidn se lleva a cabo durente aproximadamen
te 168 horas, periodo de tiempo al final del cual se han
formado los antibidticos.

Después que se completa la fermentacion, el
celdo de cultivo es ajustado a un pH de aproximadamente
3 y es filtrado después de afiadir un auxiliar de filtra-
cibn. Los antibidticos son extraidos deade el micelio
(es decir, la torta de filtracion) con metanol, E1 extrac-
t0 metandlico es ajustado a un pH de aproximadamente 6
a 8 y es concentrado en vacio, dejando una suspensidn
acuosa.

Para recuperar solo los antibidticos de umbri-
nomicina, la suspensién acuosa es ajustada a un pH 7,0
y después es extraida con cloroformo. Entonces, la fase
orgénica es secada con Na2804 anhidro y es concentrada

hasta pequeflo volumen. E1l concentrado es diluido con 8
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a 10 volumenes de acetona. Ia fase soluble en acetona es

concentrada hasta pequefio volumen y es diluida con 10 vo-
lumenes de n-hexano. El precipitado resultante es récsgi-
do por centrifugacidn, es lavado con hexano y es sedaaak
Ta purificacion se efectia por cromatografia sobre gef

de silice, seguida por nueva cromatografia sobre alﬁﬁiQ
na lavada con &dcido. ELl material purificado asi obteni-
do es una mezcle de los antibidticos isoméricos, umhri-
nomicina A y umbrinomicina B, que después son desddbi@—
dos por cromatografia con elucidn de gradiente sobre. -

- -

alimina lavada con dcido, 2
Para recuperar 1os antibidticos de diumidiné,
la suspensidn acuosa, preferiblemente a un pH 8, es ex~
traida con butanol. La umbrinomicina es extraida en el
butanol, dejando la diumicina en la capa acuosa., Las ca-
pas son separadas, y la capa de butanol, que contiene la
umbrinomicina, es tratada separadamente. Lo capa acuosa
que contiene la diumicina es ajustada a pH 3 con &Zcido
clorhidrico concentrado, y es extraida con butanol satu-
rado con agua. Ia capa de butanol es extraida por retor-
no con agua a pH 7, y los extractos acuosos son concentra
dos en vacio hasta sequedad. El residuo es disuelto en
metanol y el material insoluble en metanol es eliminado
por filtracidn. La solucidn metandlica es diluida con ace.
tona pars producir un precipitado del antibidtico crudo
de diumicina, que es secado y después es purificado adi-
cionalmente por una combinacidn de cromatografis en co-
lumna Sephade, cromatografia en gel de silice y distribu-

4 s .
cion o reparto em contracorriente; o, alternativamente,

por una combinacidn de cromatografis Sephadex, cromato-
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grafia en gel de silice y cromatografia de reparto Avie
cel. Ia cromatografis en papel de reparto o distribuciéq
en contracorriente puede utilizarse para desdoblar ol

complejo de diumicina en diumicina A y B.

UMBRINOMICINA

La umbrinomicina es una mezcla de al menos dos
entibidticos, umbrinomicinae A y umbrinomicina B. Este,.y
todog sus componentes, son antibioticos que poseen amplia
actividad contra bacterias gram-positivas, levadurgs&y
hongos. Asi, en un ensayo de dilucidn en tubo doble, éfeg
tuando con un material de umbrinomicina con la pureza
del obtenido en el Ejemplo 5, siguiente, se determind que
la concentracidn inhibidora minima (C.I.M.) en microgra-

mos por ml, era la siguiente:

HMICROORGANISMO CoIoMo (mg/ml)
Staphylococcug aureus 209P 0,08
Candida albicang 12,5
Trichophyton mentagrophytes 1,6
Fusarium bulbigenum 18,7
Mycobacterium bovis B.C.G. 0,3
Salmonella schottmuellerdi >50
Pseudomonas aeruginosa 750
Proteus vulgaris 750

Los componentes individuales, umbrinomicina A
y umbrinomicina B, poseen el mismo espectro antimicrobia-

no cualitativo,
La umbrinomicina, y cada uno de sus componentes

-l -
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cus aureus, especialmente cuando el equipo puede ser. ob-

antibidticos, puede ser utilizada en laboratorios de ine

vestigacidn y de hospitales para aislar las bacterias-ne-

.

gativas a partir de tierras, o a partir de e5ponjas‘dé’.
hilas o de exudados corporales en que estén presentééﬂﬁo-
blaciones mixtas de organismos gram-positivos N graméﬁé—
gétivos. Ademés, la umbrinomicina, y cada uno de sus*oﬁm—
ponentes antibidticos, puede ser utilizads para desinfec-

tar equipos de laboratorio contaminados con Staphyl.ocoe~

jeto de dafio por los medios usuales de desinfeccion, "
La umbrinomicina, la umbrinomicina A ¥y le umbri:
nomicina B son alcoholes que forman ésteres con éciddso
Estos ésteres pueden ser formados haciendo reaccionar la
umbrinomicina con un halogenuro de acilo o un anhidrido
de 4cido en 1la presencia de una base, tal como piridina.
Como la umbrinomicina contiene tres grupos hidroxilo aci-
lables, es capaz de formar monoésteres, diésteres y triés-
teres, dependiendo de la proporcidn de agente acilante a
umbrinomicina presente en el medio de reaccidén. Si se utid
liza un exceso de agente acilante, se forma un triéster,
Aunque se puede utilizar cualquier agente aci-
lante, los agentes acilantes preferidos son 10s anhidri-
dos de acido y los cloruros de acilo de 4cidos carboxfli-
cos hidrocarbonados de menos de 12 dtomos de carbono, ta-
les como los dcidos alcanéicos inferiores (por ejemplo &—
cido acético y &cido propidnico), los dcidos alquendicos
inferiores, los dcidos arilcarboxilicos monoei{clicos (por
ejemplo acido benzoico), los dcidos aril-alcandicos in-
feriores monoeiclicos (por ejemplo acido fenacético), los

acidos cicloalcanocarboxilicos, y los dcidos cicloalque—
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ia 129¢C,

nocarboxilicos,
La ymbrinomicina A cristalina tiene las siguien=-

tes propiedades fisicas y qu'imicas: rojo; p. de fo: 126

Andlisis elemental (aproximado):

Q
1

= 63978 %
= 6,19%
30,03% (por diferencia)

jas
L

Formula empiricas: 622H2408

Solubilidad: Soluble en eter, metanol ¥ bence-—
mo; insoluble en hexano.

Espectro ultravioleta: Las maximos de absorcidn

de ultravioleta de la umbrinomicina A cristaling en etanol

sone

jk\ mex. (mp) E;

rrojos de la umbrinomicina A suspendida en la mezcla de Nu-

tes propiedades fisicas y quimicass

242,5 13,520
304 15,800
476 5,600

Espectro de infrarrojos: El espectro de infra-

jol estd reproducido en la Fig. 1 de los dibujos.

La umbrinomicina B ecristalina tiene las giguien-

Color: castafio; p. de f. : 192 a 193,5¢cC,

Andlisis elemental (aproximado)




10

~ 15

20

25

30

14,2.68

obtenido en el Ejemplo 14 siguiente, se determind que lag

| concentraciones inhibidoras minimas (C.IM,) en micnégra—

C = 63,53 %
H = 5,91 % T
0 = 30,56 % (por diferencia)

i}

' g s . sm s . .
Flormule empirica: 022}12408° Solubllldad..La

misme que umbrinomicina A.
Espectro ultravioleta: Los méximos de absor-

cion de ultravioleta de la umbrinomicing B cristalina -en

etanol son:

7\ 1Ko Ammu) 5

243 16,500

304 19,000
476 5,500

Egpectro de infrarrojos: E1 espectro de infra-
rrojos de la umbrinomicina B suspendida en la megycla Nu-

jol estd reproducido en la Fig., 2 de los dibujos:
DIUMICINA

La diumicina es una mezcla de al menos dos an-
tibioticos, diumicina A y diumicinae B. Esta, y todos sus
componentes, son antibidticos que poseen actividad contra
las bacterias gram-positivas y las bacterias resistentes
a los acidos. Asi, en un ensayo de dilucidn en tubo do-

ble efectuado con material de diumicina con la pureza del

mes por ml, eran las siguientes:

=10~
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Ilicroorganismo C.I.M. (pg./ml.)

Staphylococcus aureus 209 P 0,067311
Streptococcus Pyozenes C 203 (fLOOZ ;,;
Bacillus subtilis SC 3777 O;l4v- 9
Klebsiella pneumonize 3C 1565 l>25,O ,
Sarcina lutea SC 2495 '725,0.
Ischerichia coli 3C 2927 '>25,0
Pseudomonas aeruginosa SC 3840 ‘725,0<-
Candida albicans SC 1539 ¥25,0 ¢
Salmonella schottmuelleri SC 3850 725,0
Iycobacterium tuberculosis BCG 3,0

Los compénentes individuales, diumicina A y diu;
micina B, poseen el mismo especiro antibacteriano cuali-
tativo.

La diumicina, la diumicina A y la diumicina B
son 4cidos que forman sales con bases. Estas sales pueden
ser formadas haciendo reacclionar la diumicina con una ba-
se, tal como una base inorgénica, por ejemplo hidrbdxido
de amonio, un hidrbxido de metal alcalino, tal como hidrbd-
xido de sodio e hidrébxido de potasio, y un hidrdxido de
metal alcalino-térreo, tal como hidrdxido de calecio, hi-
dréxido de bario e hidrbxido de magnesio, y una base or-
génica, tal como aminas primgrias, secundarias y tercia-
rias, por ejemplo una (alcohilo inferior)-amina, tal como
metilamina, una di (alcohilo inferior)-amina, tal como
dietilamina, una *tri (alcohilo inferior), amina, tal como
trietilamina, una (hidroxi-alcohilo inferior)-amina, tal
como etanolamina, etc.

Tas diumicinas son antibidticos que contienen

~11l-
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fésforo, gue no producen 6-desoxiglucosamina (qﬁinbvosa—
mina) por hidrbdlisis con 4cido. ‘

Ta Qiumicina A tiene las siguientes propiedades
fisicas y quimicas:

Color: incoloro (blanco). P. de f.{(del 4cido):
aproximadamente 1802C don descomposicién: ;: i

Andlisis elemental (4cido libre~hidrato) (épro-

ximado):

46,5%
T,2%
4, 5%

= 2,06

o W =5 m
1

39,8% (por diferencia)

Rotacibn éptica especifica: /q/D = 8,72 (sal
de potasio en agua).

Peso molecular: (en una centrifuga ultrasénica
de andlisis).

1800 4 10% en 10% de (cloruro de sodio 0,2 mo-

lar, tampdn de fosfato 0,02 molaer y pH 6,5) v

90¢# de etanol.,

Solubilidad: soluble en agua, alcanoles inferio
res, piridina y 4cido acético. Apenas soluble, o insolu-
ble, en acetona, cloroformo y benceno.

Espectro de ultravioleta: La diumicina A, en

forma de su sal de potasio en agua, tigne un méximo de

N 17‘7

absorcibn de ultravioleta a 257 m (=, 118).
lem

Espectro de infrarrojos. EL espectro de infra-
rrojos de la diumicina A en forma de dcido libre en gré-

nulos de KBr esté reproducido en la Fig. 3 de 1lbs dibujos

~10-
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y en forma de la sal de potasio en grénulos de Kbr esté
reproducido en la ¥if, 4 de los dibujos.®

Equivalente neutro por valoraciébn potenciomé;»
tricas 540.
Coeficiente de reparto en n-propanol, n-butanol
y amoniaco 0,5N (2:3:4 en volumen) = 0,19, ‘
La diumicina B tiene las siguientes propieda&es
fisicas y quimicas: '
Color: incoloro (blanco). P. de f.: aproxiﬁada—
mente 1702C con descomposicibén. e
Andlisis elemental (dcido libre-hidrato) fébro—
ximado) ’
45, 9%
6,6%
4,6%

1,8%

b = /B o
n

0 =41,1% ( por diferencia)
H 0 de hidratacibébn = 7,6 %
Pgso molecular: (en una centrifuga ultrasénica
de andlisis)
1850 + 10% en el mismo disolvente que se
describe para la diumicina A,
Solubilidad: La misma que la diumicina A,
Espectro ultravioleta: la diumicina B no tiene
méximo de absorcidn de ultravioleta entre 200 y 300 mp .
Espectro de infrarrojos: el espectro de infra-
rrojos de la diumicina B en forma de &cido libre en gré-
nulos de KBr estd reproducido en la Fig. 5 de los dibu-
jos, y en forma de la sal de potasio estéd reproducido en

la Tig. 6 de los dibujos.

-13=
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Coeficiente de reparto en n-propancl, n-suveanold

y amoniaco 0,58 (2:3:4 en volumen) = 0,39, .
La torta de filtracibn de la fermentacidn ae

Streptomyces umbrinus, asi como cada uno de los antibib-

ticos recuperados a partir de la misma (es decir umbrino-
micina, umbrinomicina A, umbrinomicina B, diumioina,"diur
micina A y diumicina B), poseen propiedades que favogbcen
el crecimiento cuando son alimentados a animales, tales
como aves de corral (por ejemplo pollos y pavos), cerdos
y otros animales de granja. Para este fin, son mezeléﬁos
con el pienso del animal en una concentracidn dentréldél
margen de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100 g bor
tonelada de alimento final.®

Los siguiehtes ejemplos ilustran el invento
(estando todas las temperaturas en grados centigrados):

Ejemplo 1l.- Cultivos inclinados de dgar de hari-
na de avena y pasta de tomate son sembrados con Strepto-

myces umbrinus ATCC 15972. Son incubados durante 7 a 10

dfas y después son utilizados para inocular 125 ml de me-
dio acuoso de harina de soja, contenidos en matraces Er-

lenmeyer de 500 ml. La composicidn del medio de germina-

cidn es:

Harina de soja (nutriente de Staley) 15 g

Puré de patatas deshidratado 15 g
GFlucosa 50 g
CoCl, 2H,0 10 ml de una solucién al

0, 05%
0aco, 10 g
Agar 2,5 g
Agua destilada 1 litro

14
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( - -+
E1 medio es esterilizado durante 20 minuvos a

12192C y con una presibn de vapor de agua de 6,75 Kg 6rde
l,Oé Kg/cm2. Los matraces de germinacifm son incubados a
2598C durante 72 a 96 horas en un agitador rotatorio, 7

Se efectiia una transferencia de 5% desde el ma-
traz de germinacibn a matraces Erlenmeyer de 500 mlzdué
contienen 135 ml del mismo medio de germinacibn que se
utiliza anteriormente, excepto que se omite el agar. Los
matraces de fermentacidn son incubados y agitados de 1&
misme manera que los matraces de germinacidn. Se toman
muestras en los dfas 3,5 y 7. Estas son examinadas ajus-
tando el pH a 3 con &cido clorhidrico 0,2N, separando por
centrifugacibn el micelio y extrayendo el micelio con un
volumen de metanol igual al del liquido flotante. El ex-
tracto metanblico es examinado por cromatografi{a en pa-
pel. Cantidades apropiadas del extracto son aplicadas en
forma de manchas sobre hojas de papel Whatman 4, y los
cromatogramas son revelados con un sistema disolvente de
la siguiente composicibn: n-butanol, agua y 4cido acético
de 4:5:1 (n volumen/volumen/volumen). La fase superior
de este sistema disolvente es utilizada en calidad de di-
solvente. En este sistema, el material antibidtico crudo
de umbrinomicina tiene un valor Rf de aproximadamente 0,9
mientras que las diumicina tiene un valor Rf de aproxima-
damente 0,3. Bl material antibidtico es detectado por

bioautografia frente a Staphylococcus aureus 209 P,

Bjemplo 2.- Una carga de 4,5 litros de Strep-—

tomyeces umbrinus ATCC 15972 es fermentada de la siguiente

manera:

(A) Preparacibn del indculo

«15=
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¢ umbrinus es fermentada en un recipiente de acero inoxida-

e *ﬁ%

. ARt
Z‘t&hgﬂgﬁ

Manantial del indculo: Cultivo de Streptomyces

umbrinus ATCC 15972 conservado por liofilizacibn en le-

che.
Medio .
Harina de soja 15 gj.
Puré de patatas deshidratado 15 &
Glucosa 50 g-
CoCl 2H20 10 ml de una solucién &l
: 0,05%j
CaCo 10 g
Agar3 2,5 8
Aeua destilada 1 1itro

Dos matraces, que contienen 125 ml del medio
por cada matraz de 500 ml, son incubados durante 96 ho-
ras a 252C en el agitador rotatotio, 250 ml de los ante~
riores cultivos son afiadidos a 4,5 litros del anterior
medio, excepto que se omite el agar. en un jarrp p reci-
piente agitadp de 7 litros y es incubado durante 168 ho-
ras en un bafio de agua a 252C después de la adicidn de
aproximadamente 0,005% con relacidn a la carga de un de-
sespumante. Durante la incubacidn, el caldo de cultivo
es aireado a la velocidad de 2 litros de aire por minu-
to y es agitado a 500 r.p.m. El material resultante es
acifificado hasta pH 3,0 con 4dcido clorhidrico, y es fil-

trado para obtener la torta de micelio.

Ejemplo 3. Una carga de 30 Litros de Streptomye
ble de 38 litros con los medios y bajo las condiciones de

trabajo que se describen a continuacibn:

Etapa 1.- Inbculo: Cultivo de S. umbrinus ATCC

—-16~

fw—
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15.972 conservado por liofiligacién en leche y hechu crem
cer en un cultivo inclinado de agar de pasta de tomate y

de harina de avena.

Medlo
Harina de soja (de Staley 48) 1,5%
, i
Puré de patatas deshidratado 1,5% .
!
Glucosa 5, 0%
CoCl 2H O 0, 0C05%
2 2 o
CaCO 1,0%.
Agar 0,25%

125 ml de este medio en un matraz de 500 ml, son
incubados durante 96 horas en un agitador rotatorio a 259
C. ’

Etapa 2.~ Manantial de inbeculo: 125 ml procedend
tes de la primera etapa.

Medio: El mismo que en la etapa 1. 1000 ml de
medio y de indeculo en un matraz de 4000 ml son incubados
durante 48 horas a 25°C en el agitador rotatorio.

Etapa 3.~ Manantial de inboulo: 100 ul proceden-|

te de 1la Etapa 2.

Medio
Harina de soja (de Staley 4S) 1,5%
Almiddn Hi-Starch He 2 1,5%
Glucosa 5’5%
CoCl 2H O 0’0005%
2 2
CaCoO 1,06%
3
Ucon LB625 0, 05%

30 litros del medio que contiene el indeculo son incubados

durante 168 horas. Durante la incubacién, el caldo de cul—
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tivo es aireado a la velocidad de 30 cm por minuto de ve-
locidad superficial de aire, y es agitado durante las
primeras 12 horas, y con 120 cm por minuto de velocidéd"
superficial de aire y es agitado después de esto.
LEjemplo 4. La torta de micelio himeda obtenids
en el ejemplo 2 (que contiene aproximadameﬁte 4% de aﬁxi~
liar de filtracién) es extrafda dos veces con metanol, -con
da entre las extracciones. Los Tiltrados combinados Séﬁt
ajustados a pH 6 a 8 y son concentrados en vacio para eli-
minar el metanol, dejando una suspensibn acuosa.
La suspensién acuosa, obtenida por concentrééién
del extracto metanbélico, es ajustada a pH 7,0 y es extraf-
da tres veces con cloroformo, utilizando 0,3 vollmenes de
clorcformo cada vez. El pH es determinado después de cada
iextraccién ¥y, sl es necesario, es ajustado de nuevo a pH
§7,0. Los exiractos en cloroformo reunidos son secados con
sulfato de sodio anhidro y son concentrados en vacio para
formar un jarabe denso.

Se afiaden 8 a 10 vollimenes de acetona al Jarabe
denso y la mezcla es agitada durante una hora y es filtra-
da. El liquido flotante es concentrado entonces en vacio
hasta pequefio volumen, y el concentrado es diluido con
10 voldmenes de n-hexano, produciendo un precipitado de um+
brinomicina cruda,

La purificacidén adicional de 1la umbrinomicina
cruda se efcctlia por cromatograria en capra delgada del
precipitado insoluble en hexano sobre gel de silice H. R
sistema disolvente estsd compuesto por 10% de CHCL en ace-

3
tato de etilo. La banda coloreada de salmén es elufda des~
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de el gel de silice con acetato de etilo. El eluato es con
centrado en vacio, es secado con Na SO , y es cromatogra-
fiado de nuevo sobre gel de gilice H con el mismo sistema !

disolvente. La banda coloreada de salmdn es elufda y el

eluato es concentrado hasta sequedad, produciendo 118 mg de

H
H
i

material. e
Ejemplo 5.~ 118 mg. de material, obtenidos $al
como se descrive en el Ejemplo 4, son cargados sobre 20 g
de almina lavada con 4cido, contenidos en una colummne de
vidrio. La columna es lavada con hexano para eliminar el
material inactivo, ¥ el material es eluido con acetaté de

etilo, metanol y &cido acético (94:5:1 en v/v/v). La ban-

da de color rojo oscuro es recogida y concentrada hasta se
quedad, produciendo 7C mg de material antibidtico de umbri
nonicina purificada.

Ejemplo 6.~ El material (25 mg) preparadc en el
Ejemplo 5, es cromatografiado de nuevo por cromatografia
en capa delgada sobre alimina lavada con 4cido de Merck,
utilizando acetato de etilo y cloroformo al 50% y el eluato
es concentrado para dar 21 mg de polvo castafio. Iia recrista~-
lizacidn a partir de benceno produce aproximadamente 14,4

mg de material de umbrinomicina purificado, de punto de fu

sibn 105 a 1108C,
E+0H
max.

302 ma (&, 20.200), 472 mu (T, 5600).
Anflisisicaleulado para: C H 0 (416,4):
22 24 8

¢, 63,45; H, 5,81
Encontrado ¢, 63,22; H, 5,98

El material purificado obtenido de acuerdo con
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umbrinomicina A y umbrinomicina B.

Ejemplo 7. Aislamiento de umbrinomicina Ay

; umbrinomicina B.

| La mezcla antibibtica, predarada en el Ejempio
6, es desdoblada en dos antibidticos isoméricos, umbrinc-
micina A y umbrinomicina B, por cromatografia en columna
sobre allimina lavada con 4cido (actividad, IV) utilizan-
do la técnica de elucibn de gradiente, con los disolven—
tes siguientes: benceno, cloroformo y acetato de etilo.
La umbrinomicina A es'eluida primeramente desde la cbiumn&
¥y es recristalizada a partir de benceno, con punto de fu-
sién 113 a 1179C. Después de purificacién adicional por
cromatografia én capa delgada sobre aldmina lavada con
dcido, utilizando una mezcla 1:; 1 de cloroformo y acetato
de etilo en calidad de disolvente revelador, seguido por
recristalizacidn a partir de benceno, se obtiene umbrino-
micina A pura en forma de cristales de color rojo oscuro.
La umbrinomicina B es elufda en segundo lugar
desde la columna. La cristalizacién fraccionada a partir
de benceno d4 cristales de color castafio oscuro de umbri-
nomicina B pura.

Ejemplo 8. Acilacién de umbrinowicina B. Ia um—

brinomicina B (27 mg) es disuelta en 1 ml de piridina y
0,5 ml de anhidrido acético, y la mezcla es dejada reposar
durante la noche. La solucibn resultante es concentrada, y
lel residuo es lavado con bicarbonato de sodio al 10% y es
extraido en cloroformo. El extracto en cloroformo es con-
centrado y el producto es purificado por cromatografia

en capa delgada sobre alimina neutra de actividad 4 utili-

=20
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producir cristales de color naranja de triacetil umbrino-

color naranja apropiada es elufda con acetato de etilg

¥y el producto es cristalizado a partir de metanol para: '

micina B, de p. de f. 125 a 1269(C.

E+OH
max. 253 mu (6, 10,800), 302mu
(22,400); 458 mu  (§, 4100).

Similarmente, siguiendo el procedimiento del
Ejemplo 8, pero sustituyendo el anhfdrido acético por 7
cantidades equivalentes de diversos agentes acilantes,
por ejemplo anhidrido propidnico o clorurc de benzoilo,
se obtienen los respectivos derivados acilados de umbri-
nomilcina B.

Ejemplo 9. Acilacidn de umbrinomicina A. Siguien

do el procedimiento de acetilacién descrito en el Ejemplo
8, la umbrihomicina A d4 un derivado triacetilado naranja,

de punto de fusibn 169,5 a 170,5¢,

?\/EtOH 254 mu (E/ 11.000),

max

302 mp (f, 21.200), 454 mp (¢, 3900)

Ljemplo 10. EL pH de los caldos de cultivo de
fermentacién reunidos, obtenidos & partir de fermentacio-
nes de 3 a 30 litros, tal como se describe en el Bjemplo 3,
8 ajustado a pH 3 con 4cido clorhidrico comcentrado. Se
pfiade auxiliar de filtracidn (Hyflo, 1,5 kg) ¥ el material

insoluble es eliminado por filtracidn, para producir 11,0
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kg de torta de mecelio.

Ejemplo 11, La torta de filtracién (11,0 kg)
obtenida en el Ljemplo 10 es extraida dos veces con por—
ciones de 30 1. de metanol, durante media hora. La torta
es filtrada entre las extraciones. Los extractos en meta§
nol combinados son ajustados a pH 6, y son concentrados -
en vacfo hasta 2,5 litros, para eliminar el metanol. Ia
suspensibn acuosa resultante es ajustada a pH 8 y es exfr

trafda durante cuatro veces con porciones de 500 ml de byl

tanol para retirar el antibidtico de umbrinomicina, deian
do el antibidtico de diumicina en la fase acuosa. ILa fa-
se acuosa es ajustada entonces a pH con HCl 2N, y es éx;
trafdatres veces con porciones de 1 litro de butanol. Los
extractos en butanol reunidos (3 litros) son extraldos
tres veces con porciones de 20C ml de agua, que son ajﬁs—
tados a pH 7 con NaOH 2,5 N durante la extraccibn. Los
extractos acuosos combinados son secados por congelacién,
0 liofilizados. E1l residuo (22,9 g) es disvelto en 250
ml de metanol, el material insoluble es separado per fil-
tracidn, y el filtrado es concentrado para producir 12,0
g de antibidtico crudo en forma de wun sblido amorfo de
color rojo parduzco que tiene un contenido de 5 a 10% de
diumicina.

Bjemplo 12. 2 g del antibibtico crudo obteni-
do en el Ejemplo 11 son disueltos en 10 ml de bicarbona-
to de amonioc O,1 N y son cargados sobre una columma
(de 90 x 3,2 cm) de Sephadex 75, equilibrada con el mismo
tampén. La columna es revelada con solucién 0,1 N de bi-
carbonato de amonio, se recogen 100 fracciopes de 15 ml

cada una y se analizan por medicién de la absorcién ultrat
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violeta a 257 mi. Se encuentra que el grado de absorcibn
a 257 mu s€ corresponde aproximadamente con el grado de

actividad biolbgica. ve encuentra la mayoria del antibio-
tico en las fracciones ntmeros 25 a 40. Estas fracciones
son secadas por congelacibn, para producir 0,85 g de un -,
producto que consiste en 15 a 20% del antibibtico de diﬁy
micina. -

Bjemplo 13. El antibibtico crudo obtenido tal

como se describe en el Bjemplo 12 es purificado adioibﬁai
mente por cromatografia sobre gel de silice lavado con'
4cido (de 100 & 200 mallas de tamafio). El antibiltico
crude (0,80 g) disuelio en 20 »l ¢e prepancl y anoriaco
oN (8:2 en volumen), es cargado sobre una columna (deff
33 x 2,5 cu) de gel de silice, y la columna es revelada'
y eluida con la misma megzcla disolvente recogiendo frac-
ciones de 15 ml cada una. Las fracciones son examinadas
en cuanto a la absorcidn de ultravioleta a 257 mu y en
cusnto a la actividad bioldgica. Se encuentra la mayoria
de los antibidticos en las fracciones num. 65 a 90. Las
fraceciones biolbgicamente activas combinadas son concen-
tradas hasta sequedad en vaclo, dejando 152 mg de un pro-
ducto amorfo de color tostado claro, gue tiene un conte-
nido del antibibtico diumicina de 80 a 85%.

Ejemplo 14. El antibidtico de diumicina puede
ser purificado adicionalumente por cromatografia en colum-
na por reparto sobre celulosa cristalina (Avicel),utili-
zando un sistema de propanol, butanol e hidrdxido de
amonio 2 N ( de 1:3:4 en volumen). Lo celulosa es impreg-
nada con 50% de su peso de la fase inferior del anterior

sistema, y es colocada como relleno en una columna (de

-23=
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co (235 mg) obtenido tal como se describe en el Ejemplo

13, es disuelto en 3 ml de la fase inferior del sigtema

de propanol, butanol y amoniaco acuoso 2 N (de 1:3:4),

¥y la solucibn es colocada sobre la columna. La fase su= ~
perior de este sislema es utilizada entonces para revelar:
y eluir el antibidtico. Se recogen 90 fracciones de 15
ml cada una. Se encuentra la mayoria del antibibtico én -
las fracciones ndmeros 12 a 37. Bstas fracciones son cﬁm;
binadas, son concentradas hasta sequedad, el residuo es.
disuelto en metanol, y es precipitado por la adicién dé
éter para producir 200 mg de una sal de amonio de diumi-—
cina pura, amorfa e incolora. :
Ejemplo 15, ¥l complejo de diumicina obteni&o
en el Ljemplo 14 consiste en el antibibdtico principal,
diumicina A ¥ un componente secundario, diumicina B. Ia
diumicina A puede ser separada de la diumicina B por
distribucibn en contracorriente del complejo, utilizan-
do el sistema disolvente de n-propanocl, n-butanol, amo-
niaco 0,5 N (2:3:4 en volumen). El complejo de sales de
amonio (300 mg) (procedente del ejemplo 14), es sometido
a 500 transferencias en un aparato de distribucibdn en
contracorriente bajo una atmbsfera de gas nitrbgeno, uti-
lizando el sistema antes mencionado. Se combinan los tu-
bos 65 a 90 ( X = 0,19) y se concentran en vacio. El re-
siduo es recogido en metanol y es precipitado con &ter
para producir 98 mg de sal de amonio de diumicina A. Los
tubos 145 a 200 son tratados de una manera similar para
obtener 10 mg de la sal de amonio de diumicina B (K=O,47)

El 4cido libre del antibidtico principal, diu-

-2




10

15

20

25

30

14.2.68

nicina 4, es obtenido disolviendo la sal de amonio (50
mg) en agua, y tratando la solucidn con la resina de in-
tercambio de iones Dowex 50 (forma H*), Ta resina es
separada por filtracién y el filtrado es concentradc has-
ta sequedad bajo vacfo. Bl residuo es precipitado deséé.}
la solucibn en metanol por la adicibn de acetato de ebi~-
lo, para producir 41 mg del 4cido libre de diumicina 4,
amorfo e incoloro. 7
Ljemplo 16.- La diumicina 4 v la B pueden ser
desdobladas por cromatografia en papel por reparto, y éon
detectadas por bioautografia. 0,1 pg del material obteﬂi;
do en el Ljemplo 14 son aplicados en forma de mancha ééf?
bre un papel de filtro doblemente lavado con 4cido (pbr"
ejemplo Munktells N2 S-302) de 550 mm de longitud, y lu
hoja de papel de filtro es sumergida en una solucibn de
acetona y la fase inferior del sistema disolvente (2:1
en volumen). La hoja es cecada con aire a la temperatura
ambiente (durante 2 a 3 minutos) para eliminar la aceto-
na y después es revelada con la fase superior del siste-
ma disoclvente, que consiste en n~propanol, n-butanol,
amoniaco 0,5 ¥ (1:3:4 en volumen) durante 16 horas. Los
disolventes son eliminados por secado con aire y la hoja

es bioautografiada sobre agar sewbrado con Staphylococcus

aureug 209 P. La diumicina 4 estd caracterizada por un
valor Rf de (0,32, y la diumicina B por un valor Rf de

0,45,

Liemplo 17. Sales de diumicina A. E)l 4cide li-

bre de diumicina A es suspendido en agua (30 mg/ml) y se
aflade una solucidén 1 N de hidrbdxido de potasio a pH 8, y
la solucibn es agitada hasta la disolucidén completa de

antibidtico. Se afiaden & voldmenes de acetona y el pre-
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cipitado de sal de potasio es separado por filtfaéiéﬂ:'&

es secado bajo presibn reducida.

Similarmente, siguiendo el procedimiento del
ejemplo 17, pero sustituyendo por cantidades equivalen-
5 tes de hidrbdxido de sodio, hidrbxido de bario, o de ba-
ses orgénicas tales como dimetilamina, se obtienen las
respectivas sales de diumicina A. Similarmente, sustituyen
do la diumicina A por la diumicina B en el procedimiento
del Ejemplo 17, se obtiene la sal de potasio de diwmici--
10 na B.

El invento puede realizarse de otras diverses -
maneras dentro del alcance de las siguientes reivindica—r
ciones:

Esta solicitud que corresponde a la presen-
15 tada en Estados Unidos de América el 27 de Diciembre de;
1966, e 604.694 y 15 de noviembre de 1967 N2 693.038
se acogé g los beneficios del art? 51 del vigente Esta-

tuto sobre Propiedad Industrial,

20
N 0T A

Los puntos de invencibn propia y nueva que se
25 presentan para que sean objeto de esta solicitud de pa-
tente de invencibn en Bspafia por VEINTE afios son los si-
guientes:

l.-Un procedimiento para preparar una sustan-

cia eficaz en la inhibicidn del crecimiento de hacterias

30 gram-positivas, seleccionada del grupo que consiste en

14‘-2-68 _26'—
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umbrinomicina, umbrinomicina A, umbrinomicina B, los &s-
teres de cada una de las umbrinomicinas derivadas de 4-
cidos carbox{licos hidrocarbonados con menos de 12
4dtomos de carbono, diumicina, diumicina A, diumicina B,
y las sales de cada una de las diumicinas, siendo dicha
umbrinomicina A un alcohol que tiene un color rojo, que -
es soluble en éter, en metanol y en benceno y es insoluf
ble en hexano, tiene un espectro de absorcién de ultra-
violeta que muesira miximos a 242,5, 304 y 476 mu, un '
espectro de infrarrojos en megzcla Nujol tal como se mdéé—
tra en la figura 1 y un andlisis elemental (aproximado):
C =63,78%; H=6,19%; y 0 = 30,03% (por diferencia);Vl-'
siendo dicha umbrinomicina B un alcohol gue tiene un éo-
lor castaifio, que es soluble en éter, metanol y benceno, |
y es insoluble en hexano, tiene un espectro de absorcibn
de ultravioleta que muestra méximos a 254, 304 y 476 mp,
un espectro de infrarrojos en la mezcla Nujol tal como
se muestra en la figura 2, y un andlisis elemental (apro-
ximado): C = 63,53%; H = 5,91 % y O = 30,56% (por dife-
rencia); siendo dicha diumicina A un 4cido gue contiene
fésforo, que tiene un color blanco, gque es soluble en
agua, en alcanoles inferiores, en piridina y en A4cido
acético, y es apenas soluble, o insoluble, en acetona,
en cloroformo y en benceno, tiene un espectro de absor—
cibn de ultravioleta que muestra un méximo a 257 ma, ¥y
un espectro de infrarrojos en forma del 4cido libre, en
grénulos de KBr, tal como se muestra en la figura 3, v
un andlisis elemental (aproximado): C = 46,5%; H = 7,2%;
N=4,5¢4; P=2,00%; y 0= 39,8 (por diferencia); y sien-

do dicha diumicina B un écido que contiene fésforo que
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: tlene un color blanco, gque eS soluble en agua, en alcand—'

les inferiores, en piridina y en deido acetlco, que es
apenas soluble, o insoluble, en acetona, en cloroformo
¥ en benceno, tiene un espectro de absorcidn de ultra -

violeta que no muestra miximos entre 220 y 300 mu, un

espectro de infrarrojos en forma del acido libre en gréa-

;nulos de KBr tal como se muestra en la figura 4, y un
| andlisis elemental (aproximade) : C = 45,9%, H = 6,6 %;
‘N = 4,60y P = 1,8%; y O = 41,1% (por diferencia), carac-

terizado por cultivar el microorganismo Streptomyces

pmbripug ATCC 15972 en un medio nutriente acuoso bajo con-
[diciones aeroblas hasta que Se comunique actividad anti-

} . .
i biotica a dicho medio, separar desde el caldo de cultivo

de fermentacidn el micelio del mismo, y extraer dicha sus-
tancia desde el micelio,

2.-Un procedimiento para preparar ung sustancia
eficaz en la inhibicion del crecimiento de bacterias
. gram-positivas.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an=
tecede, representado en los dibujos que se acompafian y

con los fines que se han especificado.

Bsta Memoria consta de veintiocho hojas escri-

! tas a maguina por una sola cara.

; wearid, 17 MAH. 1969 i

P.A, %

Jus/ . 28~
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