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Esta invencidn proporciona el complejo antibidtico
Bu 1975 y los componentes C1 ¥ G, aislados del mismo. El com-
plejo antibidtico Bu 1975 y especialmente los componentes

01 Yy 02 purificados son Utiles como agentes antibacterianos,

como suplementos nutritivos en piensos para animales, como
agentes terapéuticos en el ganado aviar y en los animsles, in+
clufdo el hombre y son especialmente valiosos en el trata-
miento de las enfermedades infecciosas causadas por las bac—
terias Gram—positivas y Gram-negativas. Cuando se administran
por vfa oral, los componentes 01 ¥y C, son utiles como trata-
miento auxiliar para la esterilizacidn pre-operatoris del in-
testino,

Esta invencidn proporciona el complejo antibidtico

Bu 1975 aislado del caldo de fermentacidn de Bacillus circu-

lans subsp. n. croceus, Bacillus circulans subsp. n.

proteophilusg, o Bacillus circulans subsp. n. biotinicus, que
contiene como componentes bioactivos 4'-desoxiambutirosine A
(01) Y 4'-desoxiambutirosina B (C,).

Esta invencidn también proporciona un compuesto selec-

cionado entre el grupo formado por:
6!




10

15

20

25

30

y las sales de adicidn de deido del mismo farmacéuticamente
aceptables.

Esta invencidn proporciona ademds un procedimiento pa-
ra la preparacidn del complejo antibidtico Bu 1975 y sus com-
ponentes C1 y 02, caracterizado porque el compuesto antibid-
tico Bu 1975 se produce por fermentacidn aerobia utilizando

el cultivo denominado Bacillug circulans subsp. n. croceus

(A.T.C.C. 21820), Bacillus cifculans subsp. n. proteophilus

(A,7.C.C. 21821) o Bacillus circulans subsp, 1, biotinicus

(A.7.C.C. 21822), aislando despuds el complejo antipidtico Bu
1975 del caldo de fermentacidn y cuando se desean los compo~-
nentes 01 0 C2, aislando estos Ultimos de dicho complejo an-
tibidtico Bu 1975.

El complejo antibidtico Bu 1975 se aisla del caldo de

fermentacidn de Bacillus circulans subsp. n. croceus, Baci-

11lus cireulans subsp. n. protecophilus o Bacillus circulans

subsp. n. biotinicus. Estas tres variedades de Bacillus cir-

culans son denominades respectivamente variedades mimeros

¢308-B4, C436-B1 y C532-B2 en la coleccidn de cultivos Bris-

tol-Banyu.
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Un cultivo de cada uno de los organismos vivos se ha
depositado en la American Type Culture Collection, 12301
Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852 y los cultivos han
recibido los siguientes nombres y mfimeros de catdlogo:

Bacillus circulans subsp. n. croceus (variedad mf-

mexo 6308—34), AQT.CnCc 21820.

Bacillus circulans subsp. n. protecvhilug (variedad

B
10

C436-B1), A.T.C.C. 21821.

Bacillus circulans subsp. n. biotinicus (variedad

ja]
1}

CS32—B2),VA.T.C.C. 21822.

Las caracterfsticas morfoldgicas y de cultivo de estas
variedades se encuentran en la Tabla I. La reaccidn fisioldgi
ca y la utilizacidn de las fuentes de carbono de las varieda-

des se encuentran en las Tablas II y III, respectivamente.
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1 PABLA I

Caracter¥sticas morfoldgicas y de cultivo de los o

Variedad numero 0308-B4 C436-B1
Células vegeta— Varillas, 0,4 a 0,6 por 1,5 Varillas, 0,6 a O,
5 tivas: a 4,0 micras, con extremos a 6,0 micras, con
redondeados, sin formar ca— redondeados, sin I
denas. Cierta disposicidn denas. Gram-variab
de empalizada. Grem-~variae- mayorfa negativas.
ble, en su mayoria negati-~
vas.

. Esporas: Ovales a elipsoidales, 0,9 Ovales a elipsoida
a 1,4 por 1,4 a 2,2 micras; a 1,2 por 1,3 2 2,
terminales a subterminales, paracentrales a te

10 paredes de las esporas grue paredes de las est
sas y fdcilmente manchadas. sas y fdecilmente m
Esporangios: Definidamente hinchados y Definidamente hinc
. en forma de raqueta. en forma de kuso a
Motilidad: No se encuentran células md Méviles
viies.
Tubo inclinado de Crecimiento abundante, espe Crecimiento tardfo
15 agar nutritivo: so, opaco, liso, viscoso ¥ do, delgado, opacc
cremosc gue se vuelve naran c0s0 y cremosO.
ja pdlido con el tiempo.
Tubo inclinado de Crecimiento moderado. Levan Crecimiento'sSQaSC
agar glucosa-aspa tado, semitranslfeido, liso,  transldcido, liso,
ragina resplandeciente, arrugado, e incoloro,

pegajos6 y amarillo pédlido.

20 Caldo de glucosa: pH 5,3-5,0 (37°C). Pelfcula pH 7,5-8,0 (28°¢).

1igeramente viscosa o creci viscosa., Ligera tv
miento en anillo, Produce sedimento.
turbidez y sedimento.

Colonia sobre agar Circular, en forma levanta-— Circular o ligeran
nutritivo: da o en forma de cupula con gular, levanjado
margen completo. Opaco con irregular. Opaco ¢
o5 superficie lisa y resplandg ficie lisa. Temafic
ciente. Tamafio: 1,0-3,5 mm mn (de didmetro).
(de didmetro). Viscoso y na cremoso. Ninguna ¢

ranja pdlido. Ninguna colo- télite. -

nia satélite.

30




TABLA I

~foldgicas y de cultive de los orgenismos productores de Bu-1975

,6 por 1,5
extremos
formar ca—
posicidn
am~varia-
a negati-

ales, 0,9

;2 micras;
erminales,
poras grue
manchadas.

.éhados ¥
:‘ban

células mé

‘ante, espe
viscoso ¥y
ielve naran
tiempo.

sado. Levan '
feido, liso,

arrugado,
:lo pdlido.

Je Pelifcula
ysa o creci
. Produce
anto.

na levanta—
cdpula con
Opaco con
vy resplande
1,0-3,5 mm
iscoso y na
nguna colo-

¢436-B1

0532-B2

Varilles, 0,6 a 0,8 por 2,0
a 6,0 micras, con extremos
redondeados, sin formsr ca-
denas. Gram—variable, en su
mayorfe negativas.

Ovales a elipsoidales, 0,9

a 1,2 por 1,3 a 2,2 micras;
paracentrales a terminales,
paredes de las esporas grue
sas y fdeilmente manchadas.

Definidamente hinchados y
en forma de kuso a ragqueta.

Mdviles

Crecimiento tardfo, modera-—

do, delgado, opaco, liso vis

coso y cremosO.

Crecimiento e¢scaso, delgado,
transidcido, 1iso, pegajoso
e inecoloro.

pH 7,5-8,0 (28°¢c). Pelfcula
viscosa. Ligera turbidez ¥
sedimento.

Circular o ligeramente irreg
gular, levantado con margen
irregular. Opaco con super-
ficie lisa. Temafio: 1,0-4,0
mm {de didmetro). Viscoso y
cremoso. Ninguna colonia sa
t&lite. .

Varillas, 0,4 a 0,6 por 1,0 a
5,0 micras, con exfremos re-
dondeados, sin formar cadenas.
Gram-variable, en su mayoria
negativas.

Ovales a elipsoidales, 1,0 a
1,4 por 1,5 a 2,4 micras; ter
minales, paredes de las espo-
ras gruesas y fdcilmente man~
chadas.

Definidamente hinchados y en
forma de ragueta.

Mdviles

Crecimiento abundante, espeso,
opaco, liso, ligeramente vis-
coso y blanguecino.

Crecimiento nulo o0 escaso.

oH 6,8-5,8 (37°C) . Ninguna peli-

"eula, Ligera furbidez y denso

sedimento. Caldo de glucosa mds
biotina: pH 8,0-9,0, Pelfcula
completa. Turbidez y ligero se—
dimento.

Entre plano y ligeramente leven
tado con un margen ligeramente
irregular. Opaco con superficle
lisz., Tamafio: 0,8-4,0 mm (de
didmetro). Ligeramente viscoso y
blanco cremoso. Sin colonias sa-
tdlites.
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Variedad nUmero

Temperatura de creci

miento
Optima:

Crecimiento
do:

Crecimiento
gido:

Crecimiento

Crecimiento

modera
restrin

escaso:s

nulo:

Demanda de oxigeno:

Caldo de NaCl

Crecimiento:

Crecimiento

Leche:

nulo:

Plancha de gelatina:

Factor de crecimiento:

raBLA I (comtinue

C308-B4

37°%¢
28-45°¢

20°%¢, 48°¢C
18°¢, 50°
15°¢, 53°C

Aerobio

0-1 % NaCl
2 % NaCl

Pelfcula vigcosa y gruesa,
naranja pdlido, con sedi-
mento visceso, Ningun otro
cambio.

Pelfcula pegajosa de color

naranja pdlido. Gelatina 1i
cuada completamente al cabo
de una semena.

El dcido nicotinico, 1z bio
tina y un complejo de
aminodcidos aceleran el cre
cimiento.

C4:

SRS

30%¢C
22-37°¢

20°¢c, 40°
18%¢, 42°%
129¢, 45%

Aerobio

0-3 % NaCl
4 % NaCl

Pelf¥cula visc
con sedimentc
gin otro cambi

Pelfcula pege
sa. Gelatina
pletamente al
semana

El deido nice
hiotina y un
aminodcidos ¢
erecimiento.



748LA I (comtinuacidn)

-B4

cosa y gruesa,
do, con sedi-
‘0. Ningun otro

-ajoga de color

do., Gelatina 1i
tamente al cabo
a.

:otfnico, la bio
mplejo de
aceleran el cre

PelZcula viscosa y gruesa
con sedimento viscoso. Nin
gin otrocambio.

Pel¥cula pegajosa y cremo-
sa. Gelatina licuada com—

pletanente al cabo de una

Semana

El 4cido nicotinico, la

biotina ¥y un complejo de
aminodcidos aceleran el

crecimiento.

_0436-B1 0532-B2
30°¢C 45°¢

22-37°0 28-50°¢

20%¢, 40°¢ 25°¢, 53°

18°¢, 42% 20%a, 55°%

12°¢, 45% 15%¢, 58°%
Aerobilo Aerobio

0-3 % NaCl 0-2 % NaCl

4% NaCl 3 % NaCl

Pelfcula viscosz, gruesa ¥y
de color naranja pdlide con
sedimento escaso, Coagulada
sin peptonizacidn. pH lige-
ramente alcalino.

Pelfcula pegajosa blanqueci-
na. Gelatina licuada comple—
tamente al cabo de una sema~
na.

La biotina es esencial para
el crecimiento,
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Ensayo

Gas de los hidratos de car

bono

Licuefaccidn de gelatina

Produccidn de indol

Hidrdlisis del almiddn
(color de la reaccidn con

yodo)

Utilizaecidn de citrato

Nitrito a2 partir de nitrato

Reaccidn de ureasa

Reaccidén de catalasa

Reaccidn de oxidasa

Variedad n@

Flicerol
L~-Arabinosa
D-Xilosa

L-Ramnosa

D-Fructosa

D-Gglactosa
D-Glucosa
D-lanosa

Sacarosa

TABLA IT
Reacciones fisioldgicas
Variedad n2: _C308-B4 C436-B1  C€532-B2
negative negativa negativa
positiva ositiva positiva
(intensa) ?intensa) (intensa)
negativa negativa negativa
ositiva  positiva positiva
amarillo (emerillo (amarillo
_ anaranja~ anaranja anarangja-
do) do) T do)
negativa negativa mnegativa
positiva positiva positiva
negativa negativa negativa
positiva  positiva positiva
‘negativa negativa mnegativa
TABLA III
Produccidn de deido a partir de hidratos de
carbono
C308-B4 ¢-436-B1 C532-82
¢ profm I Ir III I I III
+ + 4+t + + + I
- - - + - - - - -
S - e -
+ + - - - - + - -
+ + + + o+ + + -
+ +  H+ + + e + + o+t
+ + - + - - + + -
+ 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+
+ + - - - + + -

Lactosa
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Variedad n®

Maltosa
D-Hafinosa
Inositol
D-Manitol
D-Sorbitol
Dulcitol
Almiddn
Celulosa

Inulina

‘Salicilina

PABLA III (continuacidn)

C308~B4 C436~B1 ¢532-B2
f Iz gz I I I I II III
+ + ++ + + ++ + + ++
4 - - - - - + - -

+ o+ + + - - + 4+ +
+ + ++ + + + + + +4
+ 4+ + + o+ - + o+ t

* Jedio basal T: 0,1 % NH,NOy, 0,1 % KHRO,, 0,03 % KH,PO,,
0,05 % Mgs0, . TH,0, 0,01 % CaCl,.2H,0, 0,05 % NaCl con
10 meg/ml.de aspartato, glutamato y de triptdfanc, 1 meg/

ml de deido nicottnico y 0,05 meg/ml Ge biotina,

Medio basal II: 0,1 % NH,CL, 0,1 % K HPO,, 0,05 %]Wg504.

TH,0, 0,05 % NaCl, 0,1 % Cal04, 0,01 % de extracto de le-

vadura, 1,5
nicoc y 0,05
Medio basal

% de Bactoagar con 1 meg/ml de Zcido nicotf-

meg/ml de biotina.
IIT: Caldo de peptona.

A la vista de las caracteristicas morfoldgicas, fisio-
ldgicas y de cultivo descritas en estas tablas, se llegd a le
conclusidn de que las tres variedades pertenecfan a la espe-

cie de Bacillus circulans., Las diferenciss significativas en-

tre cada una de estas tres variedades y el B. circulans t¥-

pico estdn resumidas g continuacidn:
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Variedad C308-B4:

Color de la colonia

Factor de crecimiento

Utilizacidn de azdcar

Variedad C436-B1:

Caldo de glucosa

Pemperatura de creci-
miento

Factor de crecimiento

Variedad C532~B2:

Factor de crecimiento

Utilizacidn de azdcar

A la vista de las diferencias anteriores, las tres va-
riedades del organismo productor de Bu 1975 recibieron los =i~

guientes nombres de subespecies:

Bacillus circulans subsp. n. croceus (variedad ¢308-B4)

Bacillus circulans subsp. n. proteophilus (variedad ¢436-B1)

Bacillus circulans subsp. n. biotinicus (variedad C532-B2).

Esta invencidn proporciona el antibidtico Bu 1975. Is-

te es un complejo de por lo menos cinco componentes bicacti-

..

: el decido nicotInico, la biotina

aceleran el crecimiento,

e

naranja pdlido.

el deido nicotInico, la biotina
y los complejos de aminodcido
aceleran el crecimiento.

1a L-arabinosa y D-xilosa no son

utilizadas.

reaccidn débilmente alcalina

(pH 7,5-8,0) al cabo de 3-5 dlag.

temperatura dptima inferior

(30°C) y crecimiento nulo a

45°¢.

y los complejos de aminodecidos

1la biotina es esencial para el

crecimiento.
la L-arabinosa y la D-xilosa no

son utilizadas.
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vos, Ay, Ayy By C1 ¥y Cy. Los componentes A1 ¥y A, se han iden+
tificado respectivamente con las ambutirosinzs A y B [Véase
la patente estadounidense n@ 3.541.078 y Tetrahedron Lettersy
28, pdgs. 2625-2628 (1971)] . EL componente B es un antibidti-
co extratble por disolvente con propiedades similares a los
péptidos.

Los componentes 01 ¥y 02 que también son prcporcionados
mediante esta invencidn, son nuevos antibidticos aminoglico-
sidos. Se ha encontrado que el C1 estd constitufdo por D-xi-~
losa, 2-desoxistreptamina, dcido I—(-)-Y-amino-g~hidroxibuti-
rico y 2,6~diamino-2,4,6-tridesoxi-D-glucosa, un nuevo deso-

xiaminoazdear. Se ha determinado que el componente C1 es

- 4'-desoxiambutirosina A con la siguiente estructura:

g1 GHolHD

El componente 01 es conocido quimicamente por N1—(4—
amino—z—hidroxi;butiril)—4—0—(2,6—diamino—2,4,6—tridesoxi—D—
glucopiranosil )-5-0-D-xilofuranosil-2-desoxistreptanina,

Se ha encontrado que el componente C, estd constitut—
do por D-ribosa, 2-desoxistreptamina, deido L-(-)-Y-zmino-a-

hidroxibutfrico y 2,6-diamino-2,4,6-tridesoxi~D-glucosa. El




10

15

20

25

30

02 es 4'-desoxiambutirosina B y presenta la siguiente estrucq

fura:
CH2NH2
HO O\
NH2
HOH»C
og OH

El componente C, es conocido quimicamente por N1—(4—
amino-2-hidroxibutiril)-4-0-(2,6-diamino-2,4 ,6-tridesoxi~D-
glucopiranosil )=5=-0-D-ribofuranosil~2-desoxistreptamina.

-Los anéibidticos de esta invencidn se producen de la
menera siguiente:

Un tubo inclinado de agar bien crecldo del organismo
productor de Bu 1975 se utiliza para inocular un medio de
siembra que contiene 1,5 % de glucosa, 0,5 % de polipeptona,
0,2 % de extracto de levadura, 0,05 % de K HPO, y 0,05 % de
MgSO4.7H20. El pH del medio se ajusta a 7,5 antes de la es-
terilizacidn. El cultivo de siembra se incuba a 37°C durante
24 horas en un sacudidor rotatoric (250 rpm). Se transfieren
2 ml del cultivo a un Erlemmeyer de 500 ml que contiene 100
ml de un medio de fTermentacidn constitufdo por 3 % de harina
de soja, 2 % de almiddn de maiz, 1 % de Ca003 v 0,33 % de

MgS0, . TH,0, La produccidn de antibidtico alcanza un mdximo al
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- alrededor del 30-50 % de la bioactividad %o0tal determinada

—12 -

cabo de 3-6 d¥as sacudiendo a 28°%¢,-
Ia actividad antibidtica en el caldo de fermentacidn
se determina por el ensayo de difusidn en disco de papel-

agar empleando Bacillus subtilis PC IV219 y Klebsiella

pneumoniae A20680, Todos los compoﬁentes del complejo Bu
1975 (Ays 4, By Oy ¥ C,) presentan actividad contra B, sub-
tilis PC IV219 pero solamente dos componentes, 01 y Cy, son
activos contra X. pneumoniae A20680.

La productividad de los componentes C con respecto 2
los otros componentes difiere de unas variedades a otras,
En la fermentacidn en matraz sacudido, la variedad €532-B2

produjo 50-100 meg/ml de los componentes C. Esto representa

con B. subtilis. Otras variedades producfan menor cantidad
de componentes C qué la variedad CS32—B2.

El caldo recogido se filtrd empleando un auxiliar de
filtracidn. La bioactividad del filtrado (pH 8,0) se absor-
bid mediante una columna de Amberlite IRC-50 (forma M, ). Ta
columna se lavé con agua y después se desarrolld con solu-
¢cidn de NH4OH 1 W, Los eluatos activos se combinaron, ée con-
centraron a vacTo y se extrajeron con n-putanol pafa separar
elrcomponente B del concentrado. Se separd la capa acuosa y
™)

se aplicd a una columna de Amberlite CG-50 (forma NH4 .

columna se lavd con agua y solucidn de NH4OH N/4 sucesivamen-

Ta

te y la actividad se eluyd con NH4OH N/2; reoogiéndoserel
eluato fraccionadamente. Los componentes activos se eluyeron
en este orden: Ay, A1, Co v 01, aunque con superposicidn
considerable de los mismos. La separacidn compleia de cada
componente se consiguid después de repetir la cromatograffa

en columna de CG-50,




10

18

20

25

30

Como indica la Tabla IV, se ha encontrado que dos sis-
temas de cromatograffa en capa fina (CCF), a saber S-110 ¥y
S-117, resultan adecuados para diferenciar los componentes
AT A de los componentes C1 ¥y Cye Cuando el sistema S-115
se desarrolla durante 16 horas, permite separar el A1 del 4,

y el C, del Cy.

1
Los componentes A1 ¥y A2 fueron identificados como ambu-

tirosinas A y B, respectivamente, por sus propiedades ffsico+4
quimicas (CCPF, IR y RIN) y su espectro antibacteriano. El
complejo antibidtico que se identificd como las ambutirosinag
A y B ha sido aislado en el programa de seleccidn y se ha emy
pleado como refereacia en este estudio.

Las siguientes descripeiones se refieren fundamental-

mente a los componentes C1 N 02 del antibidtico Bu 1975.
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Sistema

s-110%
S-117

s 1157

Cromatograffa en capa fina de los compone

Sistema disolvente

gel de sflice CHC1.,—-CH,0H - 28 %

OH - 28 % NH4OH

gel de sflice CHCl3—CH

H.0H - 28 % NH4OH

1 : 1), fase superior

X

pias

Desarrollado tres veces.

Dieciseis horas de desarrollo, la situacidn es mostrada en cm
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TABLA IV

ta en capa fina de 10S componentes del Bu 1975

: 1), fase

.2 situacidn

superior

es mostrada en cm a partir del origen.

. RE

Sistema disolvente : A1 A2 01 02
H,OH - 28 % NH,OH ~ 1,0 0,41 0,41 0,51 0,51
1+ 4 :2 1)

H0H - 28 % NH, OH 0,20 0,20 0,26 0,26
1¢3:2)

H,0H - 28 % NH,OH 3,7°m 0,2°"  5,3*® 0,5
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Los componentes C1 y 02 son bases sdlidas amorfas blan
cas, fdcilmente solubles en agua, ligeramente solubles en me-
tanol y etanol yrprdcticamente insolubles en n-~butanol, ace-
tona y otros disolventes orgdnicos, Ambos componentes dan
reacciones positivas con los reactivos ninhidrina y antrona
pero son negativas en las reacciones de Tollens, Fehling ¥y
Sakaguchi, '

Se ha producido el dicarhonato dd.C1. FPunde a unos
155°C (con descomposicidn), [aj%s = +26,7° (¢ = 1,0, agua)
y su andlisis como 021H41N5O11.2H2003 es el siguiente:

Calculado: C, 41,63; H, 6,83; N, 10,55

Encontrado: C, 41,523 H, 6,47; N, 10,47.

Se ha preparado el tetra-N-acetato de C1. Tiene un pun-
to0 de fusidn superior a 250°¢, [a]%4’5 = +26,0° (¢ = 0,5,
agua) y su andlisis como 021H41N5011.(02H20)4.3/2Hé0 es el
siguiente:

Calculado: C, 47,40; H, 7,13; N, 9,53

Encontrado: C, 47,30; H, 7,47; Ny 9,65.

Se ha preparado el dicarbonato del componente 02. Tfundg
a 172-178°C (con descomposicidn), [a]%s = +30,0° (e =1,0,
agua) y su andlisis como C21H41N5011.2H2003 es el siguiente:

Calculado: C, 41,63; H, 6,83; N, 10,55

Encontrado: C, 41,223 H, 6,67; N, 10,82,

También se ha preparado el tetra-N-acetato de Cp. Tie-
ne un punto de fusidn superior a 250°¢, [a]%4’5 = +43°
(¢ = 0,5, agua) y su andlisis como 021H41N5O11.(C2H20)4.H20
es el siguiente: .

Calculado: ¢, 47,99; H, 7,083 N, 9,65

Encontrado: G, 48,09; H, 7,20; N, 9,42,




10

15

20

25

30

‘A y B, Ia Tabla V indica que la relacidn de protones inte-

-16 —

Los antibidticos C1 y 02 presentan absorcidn terminal
solamente en la regidn ultravioleta. Los espectros infrarro-
jos (IR) de ¢, ¥ Cé son bastante similares a los de la ambu-—
tirosina A y B. El espectro de resonancia magnética niclear
(RMN) del C, presenta dos protones anoméricos a § 5,28 (s)

y 6,10 (&, J = 3,5Hz) ppm, siendo la sefial del camno infe-
rior diferente de la del espectro RMN del C2 que presenta los
protones anoméricos 2§ 5,28 (s) y 5,98 (4, J = 3,5Hz) ppm.
Se ha observado una diferencia similar en.el desplazamiento
qufmico de los segundos protones anoméricos en 1o0S espec-
tros RMN de las ambutirosinas A y B. En la Tabla V se encuen-

tran los datos RHMN comparativos de C1 y C, con ambutirosina

grales en las regiones superior ( 61,2-2,4 ppm) e inferior
(6 2,5-4,4 ppm) de metilenmetino es de 6:18 para los compo-—
nentes 01 ¥y 02 en contraste con una relacidn de 4:19 para lag
anbutirosinas A y B.

TABLA V

Datos comparativos RMN de los componentes C, v C, con lag am+

butiresinas A y B

(60 MHz en DZO’ pH 2,0)

Desplazg -

miento quf ltmero de protones y tivo de seflales

(én,l pom) Bu 19750 Bu 1975C, AZ’?E?’KE ”2?22%9
1,2-2,4 62 (m) 6H (m) 4H (m) 4H (m)
245=4,4 180 (m) 18H (m) 194 (m) 194 (m)
5,16 _ - - 1H (s) 1H (s)
5528 1 (s) 1H (s) - -
5,498 - 18(d,J=3,5Hz) - 1H(&,J=3,6Hz)
6,10 ~ 1H(d,J=3,5Hz) - 1H(&,J=3,63z) -
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Para ilustrar su espectro antibacteriano, se han deters
minado lag concentraciones minimas de inhibicidn (CMI) de 01
¥y C2 contra uﬁa amplia variedad de bacterias, Se empled el
método de dilucidn en agar dos veces sobre placas de agar nut
tritivo (Eiken). Se utilizd el aparato multi-inoculante de
Steer. El tamafio del inoculum fue normalizado como una dilu-
cidn 1074 de un cultivo de una noche de 1los organisﬁos de ent
sayo en caldo de infusidn de corazdn (Difco). Se ensayaron

variedades de Mycobacterium sobre placas conteniendo un me-

dio de agar n? 1001 (3 % de glicerol, 0,3 % de L-glutamato
sddico, 0,2 % de peptona, 0,31 % de NayHPO,, 0,1 % de KH, PO, ;
0,005 % de. citrato amdnico, 0,001 % de MgS0, ¥ 1,5 % de agar)
- giendo el tamafio del inoculum una dilucidn 10"3 de un cultive
de una noche, Los resultados se encuentran en la Tabla VI
junto con los de los antibidticos de referencia ambutirosina
A ¥y kanamiecina que fueronrensayados con fines comparativos,
TABLA VI

Espectros antibacterianos de los componentes C, ¥ G

CNMI (meg/ml)
Ambutiro-
Organismos de ensayo 01 Cy Kanamicina  sina A
Staphylococcus aureus
smith 0,4 0,8 0,2 0,4
1} "
209P 3,1 3,1 0,8 3,1
1) ' "
420239 1,6 1,6 50 1,6
Sarcina lutea PCI 1001 6,3 6,3 3,1 643
Escherichia coli NIHJ 0,8 0,8 0,8 0,8
" " Juhl 0,8 0,8 0,8 0,8
" " A15169 0,8 1,6 0,8 0,8

" " 420363 0,8 0,8 >100 0,8
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TABLA VI (continuacidn)

Organismos de ensayo

Escherichia coli A9844

"

n

A20365
Xi2

A20664
A20665

- A9535

A15148
A15164
A15170
420102
A20684
A20683

Klebsiella pneumoniae D11

1"

220680

Klebsiella sp. 49661

A9662

Proteus vulgsaris A9436

29526
49699
ATCC9920
A3539
49716
A9553
420031
49636
415153

CMI (meg/ml)

Kanemi Ambutiro-

! 2 cina~  sina A
0,4 0,8 0,8 0,4
0,2 0,2 100 0,2
0,4 0,8 0,8 0,4
0,8 3,1 3,1 0,8
0,4 0,8 100 0,4
0,4 0,8 0,8 0,8
0,3 0,8 0,8 ¢,8
0,4 0,8 0,8 0,8
0,8 1,6 1,6 0,8
0,4 0,8 0,8 0,8
0,8 0,8 0,4 0,8
0,8 1,6 100 o5
0,1 0,2 0,2 0,2
0,8 1,6 100 50
0,8 0,8 0,8 1,6
0,8 0,8 0,8 0,8
0,2 0,2 0,4 0,1
0,4 0,4 0,4 0,2
1,6 1,6 0,8 0,8
0,4 0,4 0,4 0,4
0,2 0,4 0,2 0,2
1,6 1,6 0,8 1,6
0,4 0,4 0,8 1,6
0,8 0,6 3,1 0,8
1,6 1,6 1,6 1,6
1,6 1,6 1,6 1,6
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TABLA VI (continuacidn)

CMI (meg/ml)

Organismos de ensayo % G Kaﬁ?ﬂiﬁ Ag?ggiio—
Proteus morganii A15166 0,4 0,4 0,2 0,4
" " 420455 1,6 1,6 146 1,6
" " 420457 1,6 1,6 1,6 1,6
Proteus rettgeri A9637 0,8 0,8 0,8 0,8
Proteus inconstans A20615 1,6 1,6 0,8 0,8
Proteus mirabilis A9554 0,8 0,8 0,4 1,6
" " A9900 0,4 0,8 0,4 1,6
" n 420119 1,6 1,6 0,8 3,1
" " A20454 1,6 1,6 0,8 0,8
Serratia marcescens A20019 1,6 643 0,8 6,3
Pseudomonas aeruginosa D15 3,1 3,1 25 6,3
" " A9923 6,3 6,3 50 12,5
" " A9930 0,4 0,4 12,5 1,6
" " D113 25 25  >100 >100
" " A15190 12,5 12,5 25 12,5
" " A15194 6,3 3,1 25 6,3
" " A20479 6,3 12,5 100 12,5
" " A20616 6,3 12,5 50 12,5
" " A20653 100 25 >100 >100
" " 49843 6,3 3,1 100 25
L Con o MR0TIT 6,3 6,3 50 12,5
" " 220718 6,3 6,3 50 12,5
" " D114 6,3 6,3 25 12,5
Pseudomonas sp. 420355 3,1 3,1 50 6,3
" A20358 3,1 3,1 12,5 6,3
" A20368 12,5 12,5 25 12,5
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laetividad y el espectro de los componentes 01 v 02 son simila~
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TABLA VI (comtinuacidn)

CMI (meg/ml)

Organismos de ensayo 01 G2 Kiﬁigi“ Aﬁ?ﬁgiio"
Pseudomonas sp. A20598 12,5 12,5 25 12,5

" A20600 6,3 6,3 >100 12,5

" A20603 25 25 >100 100

" A20618 >100 >100 >100 >100

" A20594 12,5 12,5 50 12,5
Mycobacterium 607 0,4 0,4 0,4 0,4
Mycobacterium phlei 0,2 0,2 0,4 0,2
Mycobacterium ranae 0,4 - 0,4 0,4 0,4

Tos componentes C1 ¥ 02 presentan esencizalmente el mis+
mo nivel de potencia intrimseca. Exhiben un amplio espectro d
aetividad antibacteriana contra 1ag bacterias Gram—positivas
y Gram-negativas, inclufdas las que son resistentes a los an-
tibidticos aminoglicosidos comfnmente empleados como estreptoq

micina, neomicina, kanamicina y gentemicina. En general, la

res a los de la ambutirosina. Sin embargo, los componentes 01
N 02 presentan un espectro mgs amplic que la ambutircosina, ya
que inhiben a ciertos organismos resistentes 2 la ambutirosi-
na y presentan una aetividad anti-pseudomonas algo mayor gque

la ambutirosina.

La actividad del componente C1 se compard con la de lod
antibidticos aminoglicosidos confra un grupo seleccionado de
organismos que comprendf¥a dos variedades normales sensibles
(S. aureus Smith, E. coli Juhl), seis organismos resistentes
(g. aureus, E. coli, K. pneumoniae) y diez especles de Pseado—r

monas, Los resultados se encuentran en 1g Tabla VII. Se dedu-
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ce de los resultados de la Tabla VII que el componente C1 es
activo contra diversos tipos de orgenismos resistentes, cuyos

mecanismos de resistencia son conocidos o se cree gue CONSis-—

ten en fosforilacidn, acetilacidn y adenilacidn.
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Actividaed del componente C, contra 1os orzani

— 22 -

TABLA VIT

ganismos

11 1"

E. coli

1] 1t

A202
Juhl
A20363
220664
220665
420683

S. aureus Smith

39

K. pneumoniae A20680

P, aeruginosa D15

D113
D114
A9843
A20653
420718

Pseudomonas sp. 420355

th

i

420358
420603
420618

C4
0,4
1,6
0,8
0,8
0,8
0,4
0,8
0,8
3,1

25
6,3
6,3

10C
6,53
3,1
3,1

25

s 100

Ambutirosina K

A

0,4
1,6
0,8
0,8
0,8
0,4
25
50
6,3
>100
12,5
25
>100
12,5
6,3
6,3
100
>100

\/

\7

\/

[ SO
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TABLA VII

1 componente G, contra 1los orgsnismos resistentes a los aminoglicosidos
MIC (meg/ml)

01 Ambutiiosina Kanaz.z&icina Estrzgggmj._ Neom%cina Gentamicinal
- 0,4 0,4 0,2 0,8 0,4 0,2
1,6 1,6 50 >100 50 0,4
0,8 0,8 10,8 6,3 1,6 0,4
0,8 0,8 100 25 100 0,8
0,8 0,8 3,1 6,3 3,1 0,4
0,4 0,4 100 25 50 - 0,4
0,8 o5 100 100 100 25
0,8 50 100 >100 >100 50
3,1 6,3 25 25 3,1 3,1
25 >100 >100 100 50 12,5
6,3 12,5 25 - 100 6,3
6,3 25 1700 25 100 N 6,3
10C >100 >100 100 >100 6,3
6,3 12,5 50 >100 50 >100
3,1 6,3 50 100 50 0,8
3,1 6,3 12,5 25 7 100 6,3
25 100 >100 >100 >100 100

3 100 >100 >100 >100 >100 >100
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La actividad in vivo y la ftoxicidad del componente C
fueron evaluadas como sigue:

El componente C, ¥y la ambutirosina A (con fines com~
perativos) se valoran in vive en infecciones experimentales
de ratones. Las bacterias patdgenas empleadzs fueron S. aureus
Smith, E. coli NIHJ y K. pneumoniae A20680 (un organismo re-
gsistente a la kanamicina y la ambutirosina). Los ratones fue-
ron atacados intraperitonealmente con los agentes patdgenos
en una susgpensidn al 5 % de mucina gdstrica de cerdo, La do-
sis de ataque fue controlada en un valor de 100 x DLSO' In-
mediatamente despuds del atague bacteriano se realizd un solo
tratamiento. subcutdneo con el antibidtico, Se utilizd un gru-
po de 5 ratones para un nivel de dosificacidn. Los animales
se observaron durante 5 dfas para determinar la dosis curati-
va media (DCSO)‘

Los resultados de los experimentos in vivo estdn mos-
trados en la Tabla VIII, El C1 proporciona una excelente pro-
teceidn en ratones contra las tres infecciones ensayadas. la
embutirosing A presenta in vivo una actividad comparable a la
del componente 01 contra las infecciones por S. aureus y E.
coli sensibles pero es inactiva contra la infeceidn por XK.
pneumoniae resistente.

La toxicidad aguda del componente 01 fue determinada
en ratones. La Dlgq por via intravenosa fue de 720 mg/kkg para
el sulfato de C, y superior a 1000 ng/kg pars la base libre
01. En un experimento comparativo, se encontrd que los valo-
res de la DLBb por via intravenosa del sulfato de kanamicina
y del sulfato de ambutirosina eran de 280 ng/kg y 720 mg/kg,

respectivamente,

e




10

18

20

25

30

Dosis (subcutdnea)

Actividad in vivo del 01

-24 _

TABLA VIIT -

plats

25 mg/kg
12,5
6425
3,12
1,56

DCBO

Dosis (subcuténea)

és ng/kg
12,5
6,25
3,12
1,56 .

DCSO

Dosis (subcutdnea)

100 mg/ke
50
25 -
12,5
6,25
3,12
1,56

DCs

Infeceidn con S

. aureus Smith

_ G

5/5%
5/5
4/5
3/5
2/5%
2,5 mg/kg

T
i
bt

Ambutirosina A
81

5/5
5/5
4/5
3/5
1/5%
2,9 mg/kg

x
bd
i

Infeccidn con E. coli NIHJ

C1 Ambutirosina A
5/5% 5/5%
5/5% 4/5%
4/5% 35t
2/5% 3/5%
0/5% 1/5%
3,8 mg/ke 3,7 mg/kg
InfeccidnASBES%. pneumoniae
01 Ambutirosina A
- 1/5%
- 1/5%
5/5% o/5%
3/5% o/5%
2/5" o/5*
2/5" o/5"
1/5% -
6,3 mg/kg >100 mg/kg

& Numero de supervivientes/humero de infectados.
%k Determinado por el método de J.L. Reed y colaboradores,
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American J. Hygiene, 27, 493-497 (1938).

En los Ultimos afios se ha progresado mucho en la elu-
cidacidn de los mecanismos de la resistencia con intervencidn
del factor R 2 los antibidticos aminoglicosidos. Ahora se sa-
be que los orgenismos resistentes producen enzimas bacteria-
nas que inactivan a los antibidticos aminoglicosidos por ace-
$ilacidn (véase J. Antibiotics, Ser. A 20: 136-141, 1967; J.
A. Antibioties 21 (1): 13-21, 1968; Biochemistry 10 (10):
1787-1796, 1971; y Biochemistry, 11: 761-765, 1972), fosfori-
lacidn (véase Science 157: 1559-1561; J. Antibiotics 21: 13-
21, 1968; J. Antibiotics 21: 154-155, 1968; y J. Bacteriol.
100 (2): 1144-1146, 1969) y adenilacidn (véase J. Antibiotics
21: 81-82, 1968; FEBS Letters 14 (5): 293-296, 1971; y J.
Antibiotics, 24 (12): 911-912, 1971). Se sabe que la kanami-
cina fosforilasa reacciona con las kanamicinas, neomicinas y
paromomicinas en el grupo 3'-hidroxi para dar productos fosfog
rilados bioinactivos (véase Ann. N.Y. Acad. Sci. 182:226-233,
1971). Las gentamicinas Cy, Gy ¥ Cygy 12 tobramicina (véase
Antimierobial Agent Chemoterapy 1370: 309-313, 1971) vy la
didesoxikanamicina B (véase J. Antibiot. 24: 485-487, 1971)
que no contienen un grupo hidroxi en la posicidn 3', son in-
capaces de inactivacidn fosforilativa,., La ambutirosinz no es
insctivada por la kanamicina fosforilasa (datos no publicados)
aunque contiene un grupo 3'~hidroxi. La resistencia de la am—
butirosina a esta inactivacidn enzimdiica se cree que es de-
bida a la sustitucidn acflica de la funcidn 1-amino con dcido
L—(—)—Y—amino;a—hidroxibutfrico. Tambidn ocurre esto con los
componentes C1 vy 02 que presentan activided contra los orga-
nismos resistentes 2 la kanamicina que producen kanamicina

fosforilasa. Esto es bustante natural porque los componentes
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C1 b 62 presentan la estructura de la 4'-desoxiambutircsina
A y B.

Otro hallazgo interesante es que los componentes Cy ¥
C, inhiben el crecimiento de E; pneumoniae A20680 y E. coli
A20683.

El X. pneumoniae A20680 es originado de la variedad
de Klebsiella tipo 22 n? 3038); y el E. coli A20683 es ori-
ginado de E. coli JR66/W6TT (véase Febs. Letters 14 (5): 2934
296, 1971). Ambos son conocidos por inactivar a los compo-
nentes de la gentamicina C (véase FEBS Letters, 14 (5): 293~
296; 1971) y a la 3',4'-didesoxikanamicina B (véase J. Anti-

bioties 24 .(12): 911-912, 1971) por adenilacidn y a la kana-

‘micina, neomicina y estreptomicina por fosforilacidn (véase

FEBS Letters 14 (5): 293-296, 1971). Como se observa en las
Tablas VI y VII, la ambutirosing carece de actividad sobre
estos Fipos de organismos resistentes.

Como ya se ha dicho, el complejo antibidtico Bu 1975
y especialmente los componentes C1 ¥ 02 purificados son va-
liosos como agentes antibacterianos,

Log componentes C1 ¥y C, pueden ser administradcs por
via oral como tratamiento auxiliar para la esterilizacidn pre-
operatoria del intestino., La flora aerobia y anaerobia sus-
ceptible a estas drogas es reducida en el intestino grueso.
Cuando van acompafindos de una limpieza mecdnica adecuvada, log
componentes 01 ¥y 02 son Utiles en la preparacidn de la ciru-.
g¥a del colon.

Los cémponentes 01 0 02 pueden ser empleados en el
tratamiento de las infeccicnes bacterienas sistémicas por
administracidn parenteral de las dromas respectivas, 3 ¢ 4

veces al d¥a, en una dosis diaria total de 250 mg a 3000 mg;
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Un régimen de dosificacidn preferido zeneraluente efectivo
comprende de 5,0 a 7,5 mg de la droga por kg de peso cCOrpo-~
ral, cada 12 horas,.

Log compuestos 01, Cy y sus sales de adicidn de deido
farmacduticamente aceptables constituyen las realizaciones

preferidas de esta invencidn. Las formas de monosulfato, di-

antibidticos 01 ¥y 02 son especialmente preferidas.,

Fn el sentido utilizado aquf, el término "sal de adi-
cidn de decido farmacduticamente aceptable" significa una mo-
nogal, disal, trisal o tetrasal formada por interaccidn de

1 mol de G1 o de 02 con 1 a 4 moles de un decido farmacduti-

h¥drico, sulfurico, maleico, fosfdrico, nitrico, bromhfdrico
asedrbico, mdlico y cftrico y los otros deidog cominmente em-
pleados para formar sales de 10s preductos farmacduticos que
contienen grupos amina.

Amberlite IRC-50 es el nombre comercial de una resina
cambiadora catidnica, débilmente dcida, del tipo carboxflico
polimetacrilico.

Amberlite CG 50 es el nombre comercial para la
calidad cromatografica de una resina cambiadora catidni-
ca débilmente 4cida de un tipo carboxilico - polimetacri-
lico,

Los siguientes ejemplos se incluyen solamente con
el objeto de ilustrar la presente invencidn y no deben ser
considerados como limitativos de la misma en ningin

aspecto.

A it o ek A i 4 e
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EJEMPLO 1

Se utiliza un cultivo inclinado de dgar de
B. circulans de la variedad 0532-B2 para inocular 100 ml
de un medio ntmero YGP-1 (que contiene 1,5 % de glucosa,
0,5 % de polipeptona, 0,2 % de extracto de levadura, ©,05 %
de K HPO, y 0,05 % de MgSO4.%H20) en un matraz Erlenmeyer
de 500 ml de capacidad., Este cultivo de siembra se incuba
a 3700 durante veinticuatro horas en un sacudidor rotato-
rio (a 250 revoluciones por minuto) y después cada 2 ml
del cultivo se transfieren a un volumen de 100 ml de medio
de fermentacidn ntmero 132 (que contiene 3 % de harina de
soja, 2 % de almidén de maiz, 1 % de carbonato cdlcico y
4.7_H20).

Al cabo de seis dias de sacudir el cultivo a
28°C, el andlisis del caldo de fermentacidn por el méto-
do del disco de papel (8 mm) da por resultado una zona de
inhibicidén de 25 mm sobre una placa de B. subtilis variedad
PCI 219 y una zona de 16 mm sobre una placa de K. pneumoniae
variedad A20680, ILos caldos de fermentacidn combinados (pro
cedentes de 200 matraces, con un volumen total de 17 litros)
se filtran y absorben en una columa de Amberlite IRC~50
(forma NH4+; 500 ml). Ia columna se lava con agua y después
se eluye con 2,2 litros de una solucién 1 N de hidréxido
amdnico., Los eluatos activos se combinan, después se concen
tran a vacio y se extraen con n-butanol.

Por evaporacidén del extracto butandlico se obtie-
nen 1,3 g de.un sélido crudo (componente B).

Ia capa acuosa se concentra a vacio hasta unos

30 ml y esta solucidn se aplica a uwna columna de Amberlite
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06-50 (en 1a forma WH,").

La columma se lava con 500 ml de solucidn N/10
de hidréxido amdénico y 700 ml de solucidn N/4 de hidrdxi-
do amdnico, sucesivamente y la bioactividad se eluye con
wna solucidn N/2 de hidréxido amdnico.

El eluato se recoge en fracciones y se traza
por bioensayo, reaccidén con ninhidrina y cromatografia en
capa fina.

Los componentes activos se eluyen en el orden

siguiente: Ao, A1, 02 ¥y C1.

Tubo n?  Volumen CCF Relacidn estimada Sdlido
69-87 200 ml Ay + Ay 4 : 6 228 ng
88-111 250 A+ Gy 3:7 193
112-159 500 C - 201

La cromatograffa en columna repetida (CG-50, forma
NHZ) de log sdlidos segundo y tercero da preparaciones puras
de 120 mg de C, y 180 mg de Cy, respectivamente,

BJIEMPLO 2

Se ensaya el organismo B. circulans variedad ¢532-B2~
H48, obtenido por la téenica de aislamiento de monoesporas a
partir de la variedad padre de C532-B2. Una fermentacidn en
matraz sacudido similar a la del Ejemplo 1 da una potencia
méxima al quinto dfa (pH 9,3), presentando una zona de inhibj
cidn de 30 mm scbre una placa de B. subtilis PCI 219 y una
zona de 21 mm sobre una placa de XK. pneumoniae A20680. El
resultado de 1z determinacidn indica que el caldo contenta
alrededor de'150 meg/ml de componente A y alrededor de 100

meg/ml del componente C.
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EJENPLO 3

Se utilizd B. circulans variedad C308-B4 como cultivo
de siembra y se realizd una fermentacidn en matraz sacudido
como en el Ejemplo 1. El caldo recogido (18 1itros) contenta
75 mg de componente A (A1 + A2), 6,4 del componente B y 75
mg de componente C (Cq + Cp).

Se empled B. circulans variedad CA36-B1 como cultivo
de siembra y se realizd la fermentacidn en matraz sacudido
como en el Ejemplo 1. El caldo recogido (20 litros) contenfa
71 mg de componente A (A1 + Ay), 4,1 g de componente By
66 mg de componente G (C, + Cy)e

EJEMPLO 5

Se reaglizaron experiencias de fermentacidn sumergida
y aireada en fermentadores vibratorios de 20 litros. Se em—
pled B. circulans variedad $532-B2-~H48 para inocular 10 1li-
tros de medio n® YGP-1 (pH 7,2 después de la esterilizacidn)
El cultivo de siembra se azitd a 250 rpm y 35°C, con un cau-
dal de aireacidn de 10 litros/minuto, Se obtuve un crecimiens
to vigoroso al cabo de 11 horas (pH 6,0). A las ance horas y
media, un litro del cultivo de siembra se transfirid a 10 1iq
tros de un medio de fermentacidn esterilizado n? 132, La fer+
mentacidn se 1llevd a cabo a 28°C con una velocidad de airéa—
cidn de 11,5-1litros/minuto. Fueron necesarias frecuentes adiq
ciones de un entiespumante de silicona (KM-70) para controla:m
1la excesiva formacidn de espuma. la potencia mdxima del calddg
se alcanzd a las TO horas (pH 8,2), La determinacidn diferen-+
cial, empleando B. subtilis PCI 219 y K. pneumoniae 420680,
dio un valor de 79 mcg/ml del componente A (A1 + AZ) v 49

meg/ml de componente C (C, + Co)e




10

18

20

25

30

Gslees
{'ﬂ{‘ Bzen 'ﬁu

BJENPLO 6

Se realizd una fermentacidn a mayor escala en ftanques
de planta piloto capaces de fermentar unos volumenes de 100
litros y 300 litros. Las condiciones de fermentacidn emplea~
das fueron similares a las del Ejemplo 5, a excepcidn de que
1la velocidad de agitacidn fue de 180 rpm y la temperatura de
incubacidn del medio de fermentacidn fue de 3200. Despuds de
50 horas de fermentacidn (pH 8,7), la potencia del caldo al-
canzd un valor de 95 meg/ml de componente A y 45 neg/ml de
componente C. '

BJEMPLO 7

A pH 8,5 se filtraron 650 litros del caldo recogido
(procedente de dos tanques de 300 litros) conteniendo alre-
dedor de 20 mcg/ml del componente C y se agitaron con 8,6 1i4
tros de Amberlite IRC-50 (forma NHZ). Se separd la resina,
se lavd con 80 litros de agua y después se eluyd disconti-
nuamente con solucidn 1 N de NH4OH (10 litros x 3). Se combid
naron los eluatos y se concentraron a vacfo a 35—4000 hasta
un volumen de unos 500 ml, que contenfan 11,3 unidades gra-
mo de compcnente Ay 7,3 unidades gramo de componente C. El
concentrado se extrajo con n-butanol para separar el compo-
nente B contaminado y la capa acuosa se agitd con 200 ml de
Amberlite GG-50 (forma NHZ). Se separd la resina, se lavd
con 5 litros de agua y después se colocd en la parte supe-
rior de una columna CG-50 (forma NHZ, 1500 ml). La columna
se desarrolld con 7 litros de NH4OH N/4, La actividad se elu-
yd con NH4OH N/2 y los eluatos se recogieron fraccionadamen—
te. Se obtuvieron 7,2 g del componente A de los tubos nume-
ros 491-800 y 4,2 g de componente C de los tubos nfmeros

931-1370. De los tubos mmeros 801-930 se recuperaron 1,8 &
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de una mezcla de los componentes A y C.
En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita
deberd recaer sobre las sigulentes:

REIVINDIGACIONES

1. Uh.@rocedimiento para la preparacidn del nuevo
complejo anbibidtico de la butirosina (Bu 1975) o de los cq%

ponentes C; o C, del mismo, de férmula:

CH2NH2

Ny 2 B :

Q)z/qQT\QL-—\\\’/N gq\//\\~NH2
. . ~0

HOH,,C ”5%\ “

0

CHoNH, (C4)
/ OH

HO
NH,

NHo (3”1t\ ?H
| \L___\ .
HCH,C ?L;;’\/ N,
' I
0

(c,_,)
H CH i

v sus sales de adicidn de dcido farmaceuticamente aceptable;
cuyo procedimiento se caracteriza por producir el complejo
antibidtico Bu 1975 por fermentacidn aerobia empleando el
cultivo denominado

Bacillus circulans subgp. n. croceus (A.T.C.C. 21.820)

Bacillus circulans subsp. n. proteophilus (4.T.C.C. 21821) o

Bacillus circulans subsp. n. biotinicus (4.T.C.C. 21822) y

después aislando el complejo antibidtico Bu 1975 del caldo

de fermentacién y, cuando se desea obtener el componente Cp

7
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L asez gva

o el componente 02, aislando estos Gltimos de dicho comple-
jo antibidtico Bu 1975.
2. Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, carag

terizado ademds porque dicha fermentacidn es una fermenta-

3

cién en vasijas sacudidas.

3. Un procedimiento segin cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 y 2, donde el aislamiento de los componentes

C, o 02 del complejo antibidtico Bu 1975 se realiza por cro-

1
4, Un procedimiento segln cualquiera de las Reivin-

dicaciones 1 a 3, caracterizado ademis porque la sal de los

oomponentes Cl 0 02 es unrmonosulfato o un disulfato.

5. Un procedimiento segln cualquiera de las Reivin
dicaciones 1 a 4, donde el componente C; o C, est& monohi-
dratado o polihidratado.

6. Se reivindica por Gltimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DEL COMPLEJO ANTIBIOTI-

-

CO DE LA BUTIROSINA.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de treinta y tres Da

ginas mecanografiadas.

Madrid, 1% septiembre 1973
BERNARDO UNGRIA
PeDr

)
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