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La aglicona del'éﬁtibiético A;35512 factor B es un
_nuévo y fitil agente antibacteriano.‘Una hidrdlisis 4cida
.suave del A-35512 factor B elimina.varios azlcares para for~
Vﬁar lé agliconé de A-35512 factor B. .
| 'Los antibiSticos A-35512 son antibibticos. glicopépti-
-dos estféchéﬁenté relacionad9s. El aﬁtibiético A-35512 fac~
:'tor B, el gl;ménfo més completamente caracterizado del %om»
| pleio antibiético A-35512, garecetser un nuevo miembro del
' grupo de antibiéticos que contienen grupos péptidos éntre
‘los que se encuentran la vancomicina .(patente estadounidense
n® 3 067 ,099), A~4696 A, By C (patente estadounidense nlm.
3. 952 '095) avoparcina (patente estadounidense n® 3.855.410),
rlstomLCLna A (Lomaklna, N., Séptimo Slmp051o Internacioénal
de Quimlca de Pxoductos Na01onales, nga, Latv1a, pég. 625,
-1970). y rlstocetlna A (patente estadounldense n°2.990.329),
_ﬂLos.antibiéticosiAe35512_difierenmde,estosqantibiéticosvcono-
cidos, por ejemplo, en ei ﬁovimiento en diversos sistemas crg
matogréficos y en el contenid5 e aminoScidos y azficares.
Los antibiéticos A-35512 que incluyen los factores A, B, C,
E, F, G y H estédn descritos en la solicitud de patente copen-
‘diente titulada "Unrérocedimiento“para”1a“Producqi6ndeianezﬂa
Agfibiética A~35512", presentada con esta misma fecha.

. Aunque actualmentg se conocen muchos agentes antibac-
terigpos, continda la neéesidad de nuevos antibibticos mejoi
rados. Un problema en la terapia actual con antibibticos es
la diferencia de eficacias contra los organismos patdgenos.
Otro problema es el hecho de que cqntinuamente se desarrollan
cepas de organismos que son resistentes a los antibiéticos
actualmente utilizados. Todavia otro problema es el hecho de

que los pacientes individuales con frecuencia presentan grave
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. caracterizado por:

c) alslar el antlbl5tl00 A—35512 factor B de la mezcla antl—

reacciones a ciertos antibidticos especificos, debidésra hi-
persensibilidad y/o a efectosrtéxicos: Debido a estos pro-
blemas en la tetapia actual, un objeto de esta invencidn es
proporcionéf‘nueQOS antibiéticos para uso contra las enfer-
medades causadas por los microorganismos. -

Esta invenc16n también proporciona un procedimiento

de produccién del derivado aglicona del A~35512 factor B,

a)'cultivar Stre@tdmyces candidué NRRL 8156 © un mutante del
ﬁismo pioductor de A~35512, en un medio de cultivo que
contenga fuenﬁes asimilables de hidratos de carbono, nitr
éeno y sales inorgéﬁicas, en condicibnes-de fermentacidn
‘aerobia sumergida, hasta que se ha producido una cantidad
sustancial de actividad antlblétlca,

b) separar la mezcla antibibtica A—35512 del medlo de cult1v<

......

tn

'blétlca A—35512 y
d) preparar la aglicona de;maptibiétiéo A-35512 factor B a
partlr del antlblotlco A-35512 factor B.
El espectro de absorc1on 1nfrarr030 de la aglicona
del A-35512 factor B (en suspgn516n de Nujol) se encuentra

en, la’ figura que acqmpafia-esta memoria.

Aglicona del antibibtico A-35512 factor ‘B
.‘El hidrocloruro ée la aglicona del A-35512 factdr B
es un coﬁpuesto amorfo blanco, con la siguiente composicidn
porcentual elemental aproximada:
Carbono, 54,29 %;
Hidrbgeno, 4,34 %;
Nitrégeno, 7,40 %;

Cloro, 5,02 %;
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aparecen a las slgulentes frecuencias (em )

1 1590

_(débil). L

o et o . b i

- res pha de 7,5, 9,25 y 11,0 aproximadamente y la posible

) presencia_de‘dOS“grupos adicionales con unos - valores pKa

4cido.y neutro, un méximo de absorcifn a 282 nm (Ei'%cm

6xigeno; 28,95 & (por diferencia).

'El egpectro de absorcibn infrarrojo del hidrocloruro
de la agllcona del A~35512 factor B en suspensidn de Nujol
es el mostrado en’ la Figura 6 de los dibujos gque acompafan
a esta memoria. Los picos de absorcibn més signiﬁicatlvos

3440 .(hombro),

3340 (hombro)/ 3215 (1ntenso), 2950 (hombro), 2910 (intenso)|,
* 2840 (intenso), 2640 (hombro) , 1735 (débil), 1655 (intenso),
(ﬁedio),viSOO (intenso), 1460 (ntenso), 1378 (medio),
1365 (hombro), 1298 (medio), 1215 (medio), 1155 (medio),
1120 (hombroi, 1105 (aébili,wloeo (débil), 1040 (débil),
(medio), 925 (débll)f:875 (@8bil), 765 (hombro). .y 718

,‘i .

La valoraclon electrométrlca del hidrocloruro de agli

indlca la presencia de’ tres gruposvalorap}es con unos valo—

superlores a 11,0.

El hidrocloruro de agllcona del A-35512 factor B tie
ne un peso molecular de 1282 aproximadamente, determinado
por valoracidn, |

El hldrocloruro de aglicona del A~35512 factor B pre-~

senta las 51gu1entes rotacmones especiflcas

i2 -178° (c = 5, metanol) __—
{a}§25 -716,8° (¢ = 5, metanol).

El espectro de absorcifn ultravioleta del hidrocloru-
ro de aglicona del A-35512 factor B presenta, en metanol

102,62)
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~ la aglicona del A-35512 factor B en DMSO-d. a 90°C tiene las

(8]
i

y en metanol b&sico, un méximo de absorcidn a 302 nm

18
(B] o 182,09).

El espectro de resonancia magnética nuclear 13C de

siguienteT caracteristicas:

N° 7 ppm Altura (3)
1 187,8 . 37,2
2 72,0 40,9
35 170,7 ' 45,2
4 170,01 46,9
5 169,6 47,7
6 168,4 " 57,6
7 166,7 " 52,5 - 7
8 .. 157,4 U a9
9 ' 1s6,6 ' 45,5
10 155,71 55,8
11 55,6 - T,s
12 155,41 56,7,
13 . 154,5 . 50,5
14  149,3 - 43,0
15 138,8 . 38,8
; .16 136,90 . 54,3
T 136,3 40,2
18 135,2 31,7
19 - 1347 . 28,4
20  133,8 40,9
21 128,2 102,9
22 126,2 77,2
23 123,0 " 57,5

24 121,3 38,1
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ppm
25 117,7
26 117,0
27 108,6
.28 106,7
et a0
30 103,2
31 93,6
--452_'7 74,9
33 71,8
34 68,9
35 1632
L .60,

37 . 57,1
38 55,2
39 532
40 51,8
41 40,7
2 39,9
43 39,1
44 23,8
45 17,1
46 0,0

\

6 \

* DMSO-d

A-35512 factor B continfia reteniendo el radical 3-amino-2,3,6

El espectro de RMN

13

Altura (%)

44,4
31,5
31,0
47,9
81,2
26,5
33,4,
39,8
33,9
40,2
. =43,1
‘,n:}3,6 .
57,8
‘ 33,1
30,1
36,0
43,4%
© 60,9%
43,9%
‘55,7
47,8
43,7

s

C indica que la aglicona del

tridesoxi-3-C-metil-L-xilo~hexopiranosa (uno de los azficares

presentes en el A-35512 factor B).

El andlisis de aminodcidos del hidrocloruro de agli

cona del A-35512 factor B m&s hidrolizado con acido indica

P el e
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que la aglicona del A-35512 factor B contiene glicina y por
lo menos'tres restos aminoécidos complejos. La estructura de
uno de estos restos aminodcidos parece ser la siguiente:

H

HO

Cl .NH, COOH

El hidrocloruro de aglicona del a-35512 factor 3
contiene como minimo un grupo hidroxilo capaz de esterifi-

cacifn.

El hidrocloruro de gglicoﬁa del A-35512 factor B
es soluble en agua y metanol pggo es insoluble'en los disol
ventes orgénic@s ﬁenos polargs:coﬁo benceno, cloroformo, ace
tona,léter dietilico, acetato-ée etilo, toluené, hexano, acé
tonitrilo y dioxahof'f: - ' ‘ _

El hidroqio;uro dé ;gli;ona del A-35512 factor B
presenta un valor de Rg aproximado de 0,80 en cromatografia
en capa fina de celulosa (soporte de aluminio), utilizando -
un sistema disolvente de l—butaﬁoi/piridina/écido acético/

agua (15:10:3:12), E1 método de deteccibn preferido es la

biocautografia utilizando Sarcina lutea.

Elrhidrocloruro de aglicona A-35512 factor B tie-~
ﬁe un valor de Rf aproximado de 0,26 en cromatografia en ca-
pa fina de gel de silice, utilizando un sistema disolvente

de metanol/cloroformo/NH4OH concentrado (3:2:1).

La aglicona del A-35512 factor B (base libre) es
un compuesto amorfo blanco con la siguiente composicién ele-

mental porcentual aproximada (promedio):
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na del A—35512 factor B (base libre) en pastilla de bromuro

-» Carbono, 52,65 %
Hidrégeno, 4,57 $;
NitrBgeno, 6,91 %;
C:lc.aro,, 2,94 %; - '
JOxigéﬁo,'27,o4 5
Cenlzas, 4 70 %.

El espectro de absdrcidn infrarro]o de la aglico-

_potésico presenta picos de absor016n 51gn1ficat1vos a las

siguientes'frééuencias (cm-l): 3360 (lntenso), 3260 (hombro)

lSlO_iintenso), 1440 (medlo), 1295 .(d&bil), 1215 (medio),
_ 1165 (medio), 1122 (débll), 1070 (déb;l), 1018 (1ntenso),
940 (debil) y- 920 (débll)

*““Ld'ﬁalafécién élécframéérica de la aglicona del

A—35512 factor B (base llbre) en dlmetllformamlda acuosa al

: 66.% indica la presencia de cinco grupos valorables con unos

Y la posible presencia de uno o dos grupos adicionales con
valores pK, mayores de 12,5.

La aglicond del A-35512 factor B (base libre) pre-
senta la siguiente rotacibn especifica:

{a}2> - 64,5° (c = 3, DMSO).

EX espectro de abgorcién ultravioleta de la aglico-

0

na del A-~35512 factor B (base»;ibre) presenta, en metanol

neutro y &cido, un n&ximo de absorcién a 282 nm (Ei iﬁ 43,65)}
y, en metanol bésico, un méximo de absorcién a 301 nm

14

1 cm 67,46).

(B .
La aglicona del A-35512 facto} B (base libre) pre-

senta unos valores de Re aproximados iguales a los descritos
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“del compuesto en su conjunto frente a los animales de sangre
caliente no es superior a la de la forma no salina. Son sa-
. Yes representativas y adecuadas de la agliconé del A-35512

factor B las sales formadas por reacciones comunes con &ci-
fosférico, acético, succinico, citrico, lactico, maleico,

| d-canfdrico, glu{érico, glic&lico; ftélico, Eartérico, lauri-

anteriormente para el hidrocloruro de aglicona de A-35512
factor B;'.

. Ademds dé la base libée y del hidroclofuro de la
aglicona del A-35512 factor B, también forman parte de esta
invencién.rtras sales de a&icién de_écidog farmacéuticamen-
te aceptables de ia aglicona del A-35512 factor B: Las sales

"farmacéuticamente aéeptabies" son sales donde la toxicidad

dos orgénicos e inorginicos como, por ejemplo, sulffrico,

fumirico, palmitico, c8lico, pamoico, mdcico, D-glutémico,

co, estedrico, salicilico, metanosulfénico, bencenosulfénico,
e * oLl . R .. 3

gsbrbico, picrico, benzoico, cinfmico'y &cidos similares.

A—35512 factor B

' El A-3§$12 factor B es un compuesto béasico, amor?o
y blanco. La férmula empirica éproximada del A—35512_factor
B es Cgq_g98101-1095Y8-9946-4gCL+ EL A-35512 factor B presen-
ta la siguiente éompésiciég eleméntaldporcentual promedia:
Carbono, 53,97 %; |
Hidrégeno;.4,7é %3
Nitrdgeno, 5,25 %;
Oxigeno, 34,29 %;
Cloro, 1,59 %.
_ Esta composicibn elemental concuerda'especiélmente
con una férmula empirica preferida C98Hi04N9047C1 (calculado:

é, 53,60; H, 4,75; N, 5,74; O, 34,50; Cl, 1,61). Otra f6rmula
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_ H, 4,55; N 5,15; O, 34,50; Cl 1,60).

' A935512 factor B presenta, en metanol dcido y neutro, un

I tor B tamblén presenta absorc16n terminal a 225 nm.

.*yﬁlz,oOﬁaproximadamente”y.la“posiblenpresenciawde“otro.grupo

- 10 —

empirica preferida es CggHy3Mg0y7Cl (calculado: C, 54,00;

7 El espectro de absorcifn ultravioleta (UV) del
méxlmo de. absorc16n a 282 nm (e 15000) y, en metanol ba51co,
un méx1mo de -absorcidn a, 292 nm (e 16000), calculado utlllza%

do un peso. molecular de 2000 El espectro UV del A-35512 fac-

~Bl A—35512 factor ‘B presenta las siguientes rota-
ciones especificas&

{u}zs =123° (q fulr agua)
C {a}365'f 446° o= 1, agua) .
-~—~v«La~valoracién‘electrométricamdelwA—B5512~factor B
-en dlmetllformamlda acuosa al 66 % indica la presencia de

ﬁcuatro grupos Valorables con valores pK, de 7 15 8 81, 10,2(

con un valor pKé magor de i3,50c .
" El peso molecular'aéarente del A-35512 factor B,
determinado por valoracidn, es alrededor de 2143,

‘ El dihidrocloruro del A-35512 factor B es un com-
puesto cristalino blanco (cristalizado de metanol acuoso al
56'%)l Aungue el dihidrocloruro del A-35512 factor B es hi-
gréséépico y no pfesenta-un punto de funsidén definido, un
termograma muestra una pérdida de peso que comienza a 25°C,
dando lugér a una pérdida de 7,4 % a 121°C; a 135°C se produ-
‘ce otra pérdida, dando lugar a una descomposicibn.

El dihidrocloruro de A-35512 factor B tiene la si-
_guiente composicidn elemental porcentual aproximada (promedio

Carbono, 52,57 %;

Hidrbgeno, 4,80 %; ' : POOR
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- Nitr8geno, 5,66 %;
iOxigeno, 32,86 %;
Cloro, 4,51 %. . |
'Esta comp051ci6n elemental concuerda especialmente
con otra fégmula empirica CQQH103N9047CI.ZHC$ (calculado:
c, 51,93; H, 4,65; N, 5,57; 0, 33,20; Cl, 4,65).

El espectro UV del dihidrocloruro del A-35512 fac-

'tor B presenta, ‘eh metanol &cido y neutro un méximo de absor-

| ¢idn a 282 nm (¢ 12000) y, en metanol bdsico, un méximo de |

absorcién'a'zsz nm (£14000), calculado utilizando un peso mo-
lecular de 2000). El espectro UV ‘del dihidrocloruro del A-
35512 factor B también ﬁresenta absorcidn terminal a 225 nm.

. E1 dihidrocl§ruro del A-35512 factor B presenta las
siguientes rotac1ones especiflcas ‘
{GID' ~128° (¢ =‘1p'agua). K ; i%
{a}§;5 f475° (c =:i agua) .
La valorac;on electrométrlca del dlhldrocloruro del

A-35512 factor B en dlmetlyﬁormamlda acuosa al 66 % indica la

presencia de cuatro grupos valorables con unos valores pKa;

de.7,15, 8,87, 10,30 y 12,10 aproximadamenté y la posible pref

sencia de otro grupo con un pKa'maYOr de 13,1.
El pesé molecular aparéntetdél dihidrocloruro del

A-35512 factor B, determinado por valoracidn, es alrededor

[y

.de, 2027.

El espectro de resonancia magnética nuclear 3C del
dlnldrocloruro del A-35512 factor B en D,0 tiene las siguien-
tes caracteristicas:

N°e - . ppm " Atura (%)

2 173,0 4,1

3 171,9 ' 3,7
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_;Ei__ _ppm
4 171,6
5 171,0
6 170,8
7 169,6
] o 190
9 157,9
10 157,5
1 156,6
127 155,6
13 155’3
4o L154,9
15.n e 154,3
16 15149
17 . -144,3
18 | 136,7
o 136,2
20 135, 4
21 135,2
22 . 133,6
23 133,3
24 129,8
25 129,3
26 128,8
27, 127,6
28 126,1
29 124,2
30 122,4
31 122,0
32 120,7

Altura (¥

oo
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33
34
35

l36 -
a1

38 -

39
4o

41

42
- 43

Y. ¥

w6

47

48
49
50

51

~'52
53
54

55

56
57
58

59
60

......

’*'ﬁatrén de dioxano.

- 13 .

116,5
109,5
108, 2
107,7

| 104,5
101,8
100,9

98,2

.76,9

S i76,1

74,1
© 73,5
72,7

72,3

74,0

70,3
. 69,7
67,4
64,6

62,0
58 I-‘O.

56,8
55,4
54,3
.24,5
17,9
17,2

16,3 -

Altura (%)
2,7
0,8,
1,1
2,7 :
1,7

2,9
16

1,0
1,2
1,8
2,0

Y
2,4

4,0

2
2,5
74, 7T%
1,2
1,5
1;3
1,7
3,9
2,5
2,0
" 3,0
2,0
2,5
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ristico de difraccién de~rayos X en ?olvo (radiacidn Cu++,

= 1,5405. % filtro de niquel d =

| 1440 (aébi1), 1410 (débil), 1345 (mombzo), 1312 (medio),

© El dihidrocloruro del A-35512 factor B, cristali-

zado en metanol-agua, presenta el siguiente diagrama caracte

- distancia inée;planan en Angs|

troms) .
; - . ) ~~Intensidad
d - 7 relativa
B 17,15 T 100
REETETI " 0.
o lw,85 0 L 10
| 9,25 . 70
8,87 60
2,22 o .50
‘A'7y86 o o s0 , B
6,93 S a0
S0 L7 4 -
| 5;62 _ 40
T o m5‘,04. - 4 05 ) o
. 4,02 02
3,54 02
.-Awm El espectro de ‘absorcidn infrarrojo del dihidroclorﬁrd

del A-35512 factor B-en pastilla-de bromurO'potésiqo fue de-
tgﬁminado.

- Tos méiimoé de absorcion més significativos aparecen
a 1as sigulentes frecuen01as (cm ) 5420 (1ntenso), 3300
(hombro) 2950 (debll), 1752 (dépil), 1675 (intenso), 1630
(hombro), 1605 (intenso), 1520 (intenso), 1470 (débil),

1225 (medio), 1180 (débil), 1135 (débil), 1080 (intenso) y
1020 (d&bil).
El andlisis de aminodcidos del dihidrocloruro del
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A~35512 factor B hidrolizado con &dcido indica que el A-35512
factor B contiene como minimo cinco restos amino&cidos, uno
de los cuales es la glicina. Los cuatro restos aminodcidos
restantes en el A-35512 factor B son complejos y parecen ser
idénticos a los encontrados en el A-35512 factor A. La estru
tura de uno de estos restos aminoicidos parece ser la si-
guiente:

HOOC NHq
OH

0
HO

C1l
H2N COOH

El anélisis de sus productos de hidrdlisis &dcida indi-
ca que el dihidrocloruro del A-35512 factor B contiene los

siguientes azfcares: glucosar-fucosa, manosa, ramnosa y 3-

amino-2,3,6- tr1desox1—3 C-metlI—L-xllo-hexoplranosa " La hl—;

drblisis &dcida suave del dihidrocloruro del A~35512 factor B
elimina los grupos glucosa, fucosa, manosa y ramnosa para
dar ei derivado aglicona caractexistico.-

El dihiqrocloruro del A-35512 factor B contiene como
miniﬁo un grupo hidroxilo susceptible de esterificacidn.

EL dihidroclorurgrdel.A—35512 facéor B es soluble en
agua, parciaimente soluble en alcoholes como metanol y eta-
nol e insoluble en otros disolventes orginicos menos polares
como bencéno, cloroformo, acetona, éter dietilico, acetato
de etilo, tolueno, hexano, acetonitrilc y dioxano.

Bl dihidrocloruro del A-35512 factor B es estable du-
rante 72 horas en soluciones acuosas a un pH de 3 a 10 apro-

ximadamente.

¥
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El A-35512 factor B se produgé cultivando una cepa de

Streptomyées candidus NRRL 8156 productora de A-35512, en

' condiclones aerobias sumergidas, en un medio de cultivo ade-

sas técnlcas de alslamlento y purificacidn utlllzadas en ferT

' menta01ones.'"

_candidus NRRL 8;56 (NorthernuRegional Research Center, Agri-
—eultural Réseérch;~5ervice, Departamento de Agricultura de

‘EétadOS'Unidos, Peoria, I}linois, 61604) puede ser uno cual-

VoI Asi, por ejemplo, una fuente preferlda de hidratos de

'"bhesio, calcio, amonio, cloruro, carbonato, sulfato, nitrato

cuado,'hasté que se ha‘producido'una actividad antibidtica

sustancial. El A435512 factor B se recupera empleando diver-

L

)

El medio de cultlvo empleado para cultivar. el Sbm@tamr?s

Lo e

guiera entre diversos médios. Por razones de economfa de pro-
aucclon rendlmlento 6ptimo y facilidad de ~aislamiento del
proaucto, sin embargo, se prefleren ciertos ‘medios de cultl-

tarbono en la fermentacidn a gran escala es la sacarosa,

aunque también puéden emp;earsebla.glﬁcosa, dextrina de tapic
.éa) fructoéa, manitol, maitos§, lactosa y_similares. Uné‘fueg
te de nitrégeno preferida es la peptonahébluble'de éarne,
aunque tamblén son ﬁtlles la harlna de soja, la harina de san-
‘gre de cerdo, los aminodcidos como el &cldo glutamlco y simi-
laryes. Entre las sales ino;génicag nutrientes qué pueden in-
borporarse a los medios de cultivolée encuenfran las sales

solubles acostumbradas capaces de dar iones cinc, sodio, mag-

Y similareé.

Los elementos traza esenciales para el crecimiento y
desarrollp del organismo tambié&n deben incluirse en el medio
de cultivo. Estos eleméntos traza normalmente”aparecen como

Impurezas en los otros constituyentes del medio en cantidades
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. del organismo.

la formacidn de espuma plantea problemas.

' antibibticos A-35512, se prefiere la fermentacidn aerobia

cos comfinmente asociado a la inoculacidn de grandes tanques

inoculando un pequefio volumen de medio de cultivo con las.

17

suficientes para responder a las necesidades de crecimiento

Puede ser necesario agrggar pequenas cantidades (es
decir, 0,2 ml/1) de un agente antiespumante como el polipro-

pilenglicil a los medios de fermentacidn & gran escala, si
Para 1a-produccién de cantidades importantes de los

sumergida en tanques. Pueden obtenerse pequefias cantidades
de los antibidticos A-35512 mediante cultivo en matraces

sacudidos. Debido al retraso en la produccién de antibidti-

con la forma esporada del organismo, es preferible utilizar

un inoculum vegetativo. El inpculum vegetativo se prepara

esporas o con fragmentos miéeyiales del orgahismo para obte-
ner un cultivo ffé%éQ'y de'é}ecimiento activo del”organisgo.
El inoculum vegetativo se transfiere después a un tanque
mayor. | | | ‘

EL Grganisﬁo productox dé A-35512 puede ser cultivado ¢
temperaturas comprendidas entre 20 § 40°C aproximadaﬁente.
Al parecer la producgién §ptiﬁa;d¢1 A-35512 tiene lugar a ten
peraturas de unos 30-34°C. o

Como es costumbre éﬁ los procesos de cultivo éumergido
aerobio, se hace pasar aire estéril a través del medio de
cultivo. ﬁara uri crecimiento eficiente del organismo, el vo~ |
lumen de aire empleado en la produccién'en tangues es prefe-
riblemente superior a 0,1 volfimenes de aire por volumen medio
de cultivo por minuto (V/V/M). Para una produccidn eficiente

de ‘los antibibticos A-35512, el volumen de aire empleado en
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'"*peradOS'del medio”de fermentacién por métodos empleados en

ia produécién en tanques es bréferiblemente élrededor de
0,25 V/V/M..

La produccién de los antibidticos A-35512 pgede ser seT
_guida durahté la fermentaciéﬁ sometiendo a ensayo algunas

muestras del caldo o de los extractos de los sdlidos mlcella

F

les para etermlnar la act1v1dad antlblotlca frente ‘a orga-
_nismos que se sabe que son senSLbles a los antibidticos. Un

organismo de ensayo Gtil en la determinacién de estos anti-

_bidticos es el Bacillus subtilis ATCC 6633. El bioandlisis
se realiza'préferiblementé mediante un disco de papel sobre

. placas de agar que contienen un medio nutritivamente limi-

R

Después de s produ0016n en cond1c10nes de fermentac16r

‘aerobia sumerglda, los antlbiétlcos A-35512 ‘pueden ser recu-

este campo. La actividad antibi6tica produc1da durante la fer-

b L ——— T P et S | o s it T mim 2t e S o e e e e —

mentac16n de un organismo productor de A-35512 generalmente
.aparece en_el_caldo,filtrado.?Por_lo,tanto, la recuperacién
méxima de los antibibticos A-35512 se consigue mediante una
filtracibn inicial para separa; la masa micelial. El caldo

~filtrado puede ser purificado para dar la mezcla A-35512 uti-
lizando diversas técﬁicas“ Una tépnica preferida-eg la adsor-
cifn del caldo filtrado sobre una columna derpoliamida y elu-
cién'de la columna con aéua y mezclas de agua y alcohol. Las
‘fraccdiones eluidas que‘préséntan actividad” antibiética pueden
ser combiﬁadas para dar la mezéla A-35512. Utilizando esta
técnica, tambiédn pueden combinarse las fracciones eluidas

scbre la base de su comportamiento cromatoéréfico en capa fi-
na para dar A-35512 factor B purificade.

Los antibidticos A-35512 factores'A, B, C, Ey Hy can-
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autografia empleaﬁdo Sarcina lutea. Los valores Rf aproxi-
‘mados de 'los factores A-35512 en este sistema se encuentran

- 'en la Tabla I.

- de separacibn con'poliamidg proporciona el A-35512 factor B

material de partida preferido para la preparacidn de aglico-

w19

tidades menores de factores F y G son separados conveniente
mente por cromatografia’de papel, utilizando un sistema di-
solvente de l-butanol/piridina/dcido acético/agua

(15:10:3:1?). El método de deteccidn preferido es la bio-

TABLA I

Pactor A-35512 . vValor Re
Factor A.2HCL . 0,21
?actor_B.ZHCl ‘ ) 0,34

' Factor C.2HC1V ~ T 0,46

- .-Factor E.HCl ' . 0,64 "7
Factor F | o ‘ 0,81 1
- Factor G ' ‘ 0,93 :
e FRCEOT H.qu;m  “.ﬁ . 0,15, .

La purificadi®n més intensa de los factores A-35512

e aa. s } v .
individuales comprende procesos adicionales de adsorcidn y

extraccidn. Pueden utilizarse ventajosamente materiales adsor

bentes como alﬁmina,,gél de silice, resinas cambiadoras de

.

ion y similares.
. Los factores A-35512 aparecen en el caldo de fermenta~

cibn en forma de hidrocloruros. El procedimiento preferido
‘ A

como dihidrocloruro.

Sé preparé la aglicona del A-35512 factor B por hidrg-
lisis &cida suave del A-35512 factor B. El A-35512 factor B
es més fécilﬁénte asgquible en forma de su dihidrocloruro.

Por lo tanto, el dihidrocloruro del A-35512 factor B es un
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“Cuando se emplea &cido clorhidrico, la aglicona del A-35512

P [ e

"la-bioactivdad de partes alicuotas de la mezcla de reaccién.

- 20

na del A-35512 factor B. TamBién éueden utilizarse el A~3551£

factor B u otras sales de adicién de &cidos del A-35512 fac-
tor B. La hidr6lisis &cida se realiza éiguiendo los procedi-
mlentos habituales. Aungue puede utilizarse uno-cualquiera
de dlversos éc1dos, el &cido clorhidrico es el &cido prefe-

rido para la preparacidn de la aglicona del A-35512 factor B,

factor B sé‘reEupera en forma de hidrocloruro. La hidrﬁiisis
se lleva a cabo preferiblemehte-en agua a reflujo, durante
un periodo de 1 aw? horas aﬁroximadamente. S8i se utilizan
tiempos de réaccién més largos se pro&uce la degradacidn de
la agllcona para formar productos menos activos y més tarde

1nact1vos Los tlempos de reaccién 6pt1mos para unas condicio

e e e s s e

nes de reaccién especiflcas pueden ser determinados mediante

La aglicona del A-35512 factor B y sus sales farmacéuti|
camente. aceptables 1nh1ben el crecimiento de ciertos organis-
mos patbgenos,-especialmente Lgs bacterias Gram—pPSLtlvas.

La actividad de la aglicona del A-35512 factor B, medi-

da mediante el ensayo convencional de difusitn en disco (gua-|

tas de 6 mm sumergidas en soluciones que contienen 1 mg del
compuésto de ensayo por mililitro de solucidn y colocadas so-
bre blacas de agar sembradas con el organismo de ensayo) est§

resumida en la Tabla I1."

o g

TABLA TI
Zona de inhibicibén (mm)
de la aglicona del A-3551
Organismo de ensayo factor B (base libre)
Staphylococcus aureus ‘ ) 19
Bacillus subtilis g 13
Sarcina lutea 14

Bacillus subtilis¥ . ‘ 22




LI AP SF N S

- e

Bode metieis it

PR SNV S - S - SRS S

10

18

20

25

30

- 21 ~

* Con agar nutritivamente limitado;

. La Tabla III contiéne los valores de- las concentracio-
nes minimas de inhibicibn (CMI{ a los cualés el hidrocloruro
de la aglicona del A-35512 B es activo contra cépas seleccio-]
nadas de Staphilococcus éurécsé determina&o por ensayos de

dilucidén en agar habituales.

TABLA III

Organismo de ensayov ' " 'CMI (mcg/ml)
Staphylococcus aureus 3055% 0,5
Staphylococcus aureﬁs H290% ' JO,S
Staphylococcus aureus V92% 0,5
étaphylococcus aurecs V104+* - 0,25
staphylococcus aureus 3064** - © 0,25
Staphylococccs‘aureus Hdﬁ** ' ' 0,5
Staphylococcﬁs aureus V57¥* 10,5 3 :
Staphylococcus aureus.ﬁ356** ~' ... Lo
Staphylococcusvaureus 3130%%% - 0/57”
Staphylococcus aureus 3131**** 0,5

* Susceptible a la peniciliﬁa'G
** Resistente a la peniciliﬁa G
*%% Resisténte a la penlclllna G, resistente a la met1c111na

*%%% Resistente a la. penicilina G, resistente a la metlclllna
‘\resistente a la clindamicina.

N\

La Tabla Y contlene los resultados adlclonales del en-

.sayo de dilucién en agar para el hidrocloruro de aglicona del

A~-35512 factor B frente a diversos estreptococos del grupo D.

y
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_|_perimentales. Cuahao,semadministraron dos dosis- subcuténeas

—22 -

TABLA IV
Organismo de ensayo ’ CMI (mcg/ml)

_ Streptococcus sp. Shrigley 1,0
Streptococcus sp. Mitis © 1,0
Streptococcus sp. 12253F ) 1,0

) étreptoéoccus sp. 88992 . - _ l,b

Md“”fétréptococcus sp.'ééBB h - 1,0 .

‘ | Séreptococcus sp. 9913 K 1,0
étrgptococcus sp. 282. ‘ R i,O
Streptococcus sp. 238 ‘ ) - 1,0

La agliéona,del A—%§§;2 factor B ha presentado activi-

dad antibacteriana in vivo tontra infecciones bacterianas ex-

‘del hidrocloruro de la aglicona 'del A-35512 factor B a rato-
hes en inﬁeccionéé ilustrativas, se midieron las actividades

observadas como valor DEg,. En la Tabla V se dan los valores

DEg, observados para el hidrocloruro de la aglicona del

-A=35512 factor B. R
"TABLA V - -
Orgénismo de ensayo o DE;0 _ Ataque infeccioso
' Streptococcus pyogeneé c203 5,8 - "2570 x Dpsb (ip)
Sfreptococcus pneumoniae 7,0 - 374 x DLy, (ip)
stépﬁylococcus aureus 3055 1,04 . 370 x DLSO {ip)

Para ilustrar con mds detalle la puesta en préctica de
esta invencifn, se incluyen los siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1

Preparacién del A-35512 factor B

A. Fermentacidn en matraces sacudidos del A-35512

Se disuelve una pastilla liofilizada de Streptomyces

candidus NRRL 8156 en 1-2 ml de agua esterilizada. Esta solu-
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" otro tubo inclinado de agar ISP n° 2. Este tubo inoculado se

p—
R = RN

P

tivo de la siguiente composicibn: ' s
'Ingred{entes o * Cantidad

~-23 -

cibén se utiliza para inolucar un tubo inclinado de agar ex-
tracto de levadurafmalta Bacto (;SP n°2, Difco Laboratories,
Detroit, Michigan).

El tubo‘inoculadq‘se incuba a 30°C dufante unos.7 dias.
El cultivo maduro del tubo se cubre con 2 ml de agua y se rag|
ca con una pipeta estéril para soltar las espéras. Se utili-

zan 0,1 ml de esta suspensibén acuosa de esporas para inocular

incuba a_30°C durante ﬁnos 7 dias. Ei cultivo maduro del tubo
se cubre con 5 ml de agua y se rasta con una pipeta estéril
para liberar las esporas. Se utilizan 2,5 ml de la 'suspensidn

A

de_espofas resultante para inocular 50 ml de un medio vegeta-

Caldo de sdja tripticdsd (Balti ' , :
more Biological Laboratories, Cockeys
ville, Md.) M .o

- .
PRI

Agua‘desionizada, c.s. para : ' 1 litro

A 309
j
_ El medio vegetativo inoculado se incuba en un Erlenme-
yer de 250 ml a 30°C durante 48 ﬁoras,'en-un sacudidor que.’
gira describiendo'un arco de 2" (5 cm) de dimetro, a 250 rpm
Se utilizan 0,§'ml de este médio vegetativo incubado pa

ra inocular 50 ml de‘un médio de prodiccién de la siguiente

~

coﬁposicién: . .
Ingrediéntes ‘ \ Cantidad (g/1)
Dextriﬁa de tapioca 25,0
Glucosa . 10,0
NH,NO, ' . 2,5
XCl. o | 1,5
MgSO, L 1,1
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'~'“descritO'anteS“péfa'inocular 400 ml de un medio de cultivo

-4 —

Ingredientes

Cantidad (g/1)
ZncCl, . . "' 0,03
KH,PO, S 0,1
Acido E—glutépico '1’q
DL-citrulina . 0,1
CaCo4 ' 5,0
_igua.aesidﬁizada é.sﬁ'§£§£“"’ 1 litro

El medio de produccidn inoculado. se incuba en un Erlen
meyer de 250 ml a 32°C; durénte 8-10 dias, en un sacudidor
que :gira desciibigndo un arco de 2" (5 cm) de di&metro a

250 rpm.

B. Fermentacidn en tanques‘del A-35512

Para conseguir un volumen mayor de inoculum, se utili-

fzan 20 ml del meaio vegetativo incubado preparado como se ha

vegetativo de segunda fase, que tiene la misma composicidn

JOEORER . . - P

que ei m;dio‘veéégéfivb. Este medio de.éegunda fase se incu-
‘ba en un.matraz de 2 litros.d?rante 24 horas a 3250, en'dn
sacwdidor que gira describiendo un arco de 2" (5 cm) de difme-
tro a 250 rpm. ‘M; 7 \

Se utilizan 800 ml del medio veéetativo incubado de la
segunda fase, asi préparado, para inocular 100 litros de un
medio de produccién estéril, El medio de préducciéu inoculadaq
se deja ferméntar en un tanque de fermentacibén de 165 litros.

“durante unos 8 o 10 dias, a una temperatura de 32°C. El medio
de fermentacién se airea ‘con aire estéril'a un caudal de 0,25
V/V/M v se agita con agitadores convencionales a 200 rpm.

C. Separacidn de la mezcla antibidtica A-35512

Se filtran 250 galones (946 litros) del caldo de fermen

tacién completo, obtenido como se ha descrito en el Ejemplo 1
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dad biol6gica utilizando un ensayo normalizado en disco fren

_ 25

utilizando un auxiliar de filﬁracién (Hyflo Super-cel, tié—
rra de diatomeas, Johns-Manville Products Corp.) a un,pH del
caldo de 6,8-~7,2. El filtrado tfansparente asi obtenido se
pasa por una columna que contiene 10 ml de adsorbente poli-
mérico (Amberlite XAD-4, Rohm and Haas Co.) por 100 ml de ‘
caldo fil£rado, a-ﬁn caudal de 150 ml por minuto., Las frac-
ciones asi obpenidas se examinan para determiﬁar su activi-

Jom - Clm wmmp ot e b T L el Pt B LI . . ..- .. A ot 3
CE€ & walcaila LUulE&.s il erlueiice prLuilyldaieiite LiidCLLVO b

desprecia. La columna se lava con agua (1/8 del volumen del
caldo) a un caudal de 150 ml por minuto. Las aguas de lavado

inactivas se desprecian.

DesPﬁés la columna se eluye con una solucién acuosa de
metanol al 50 % (600 litros) a un caudal de.ibo ml por minu-

to. El eluato, gue contiene la mezcla antibiética A-35512,

I3 . .
E

g concentra a vaclo hasta un.volumen de 15 litros que con-~
tienen alrededor déféqo g de*lé mezcla antibiética.A-3551Z
por litro. )

t

D. Separacitn del A~35512 factor B

La mezcla antibibtica A-35512 (unos 3000 g disueltos
en 15 litros de metanol), obtenida'como se ha descrito en la
Sgccién C, se cromatografia en upa columna de poliamida
(Wéelm, 100 litros).;ta céiumna-sé el&ye con agua desionizada
a un caudal de unos 80—1%0 mm por minuto.

‘Las frécciones se exploran utilizando crématografia en

capa fina de celulosa o cromatografia de papel, con un siste-

ma disolvente de n-butanol/piridina/&cido acético/agua

(15:10:3:12) y biogutografia en Sarcina lutea.
Se desprecian los 100 primeros litros de eluato. Después

se ajusta el caudal a unos 160-200 ml por minuto y se recogen
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fracciones de 12 litros. De esta manera se recogen 20 frac-

~gradiente de agua-metanol, utilizando el siguiente procedi-

-medlante 51fon en una va513a que contlene 120 litros de agua'

cio para dar el dlhldrocloruro del A-35512 factor B y las si-

- 206

ciones.
" En este momento se cambia el disolvente eluyente a un

.

miento:

Una vasija que cont;ene 360 litros de metanol se vacia
En la vasmja de ggua se agita la solucibn mezclada y se in-
troduce en la columna. Se recoéen 24 fracciones (de 24 1li-
tros cada una) a wn caudal de 200-300 ml/minuto.

Baséndosé.en.los resultados ‘de la biocautografia, se

combinan grupos, de fracciéﬁés y se evaporan a sequedad a va-

-

;gulentes mezclas enrlque01das de’ factores.

Fracciones Volumen(lltros) Factor(es) Peso.
- 1-10 | 1200 A+ H 192 g
it .. 216 B 269 g
25~31 168 B+ C 590 g
32-44 312 C,E,F,G 2?4 g

E. Purificacidn del A-35512 factor B

Se disuelven 400 g del dihidrocloruyo del A-35512 fac-
tor B parcialmente purificado, obtenido como se ha descrito
en la Seccién D, en 1,2 litros de metanol acuosoc al 50 % y

‘ \
se cromatografia en una columna de alGmina preparada como

sigue:

Se aéitan io kg de &xido Aé aluminio &cido (M. Woelm) en
una solucidn acuosa de metanol al 50 %. Después de dejar la
mezcla en reposo, se decanta la solucibn que sobrenada y se
desprecia. De nuevo se agita la alGmind con metanol acuoso

al ‘50 $ y se introduce en una columna con un diimetro de

.
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13,5 cm. La columna de aldmina se lava con metanol aéuoso al
50 & hasta que se obtiene un efluente'transparente.

La columna se eluye con metanol acuoso al 50 % a un cau-
dal de unos 8-10,pl/minuto, recogiendo fracciones de un volu-
men de 240-300 ml aproximadamente. Las fracciones se explo-
ran por bioautografia en capa fina como se ha descrito en el
Ejemplo 5. Basé&ndose en estos datos, se combinan las fraccio-
nes para dar el dihidrocloruro de A-35512 factor B purifica-

do, como sigue:

'Fracciones _ . Peso
17-21 : 9,6 g
¢ 22-29 o ;ww._1L0g
30-37 N > Y P - S S |

Cada una de estas fracéiones se cristaliza en una solu-
cifn concéntrada en metanol acuoso al 50 %, a’4°c. EI dihidrg

cloruro del A-35512 factor B asi purificadp_gqnyigpelalrede—

L ik TLY. TIo2 SO P
e
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dor de 4,6 % de.clogo; Una solucién del dihidrocloruro del

4 -A=~35512 factor B en dimetilformamida-acuosa al-66 % tiene un

pH de 6,5 aproxiqadamente.
o . EJEMPLO 2 )
El medio vegetativo incubado preparado como se ha des-
crito'en el Ejemblo L, Seccidn A}.puede ser almacenado alter-

Y
nativamente para su uso posterior, manteniéndolo en la fase

de vapor del nitrégeno liquido mediante el siguiente procedi-

miento:

En un pequeio tubo tapado a rosca y esterilizado (13 x
100 mm), se introducen 2 ml de un agente suspensor de la si-~

gulente composicidn: : . -
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~en la fase’gaseosa de un tanque dg nitrégeno lfquido.

"Ejemplo 1, Secc16n A. E1 medio vegetatlvo inoculado se utl—

cidén en matraces sacudidos o para formar un inoculum mayor

28 .

Ingredientes Cantidad

P Glicerol L 20 %
' Lactosa : 10 s
Agua desionizada . 70 %

- A este agente suspensor se agregan 2 ml de un medio ve-

getatlvo incubado durante 48 horas, preparado como se ha '

Vdescrlto antes. La solu016n mezclada se congela y se mantieng

El m?dio vegetétivq asi almacenado se descongela para
uso ‘en una fermentacién en matraces sacudidos o en tanqgues,
colocando el'viai“en un baﬁo de agua'a 43°cC. Se utiliza 1 ml
de la solucmén descongelada del v1al para inocular 50 ml de

un medlo vegetatlvo que’ tiene la misma compos;clén que en el
llza, como se ha'ﬂescrlto en el Ejemplo 1, para la fermenta-

péra.la fermentacién eﬁ tanque.
' EJEMPQO 3
Se realiza la fermentacién por el método del Ejemplo 1
pero utilizando un medio de produccibn en matraces sacudi~

dos/tanques de la siguiente composicidn:

Ingrédientes ' ) Cantidad (g/1)
:\\ﬁextrina de tapioca 75,6 |

Melaza \ ] 40,0

Peptona soluble de carne 15,0

MgSO0, . TH,0 ‘ 0,5

Caco, 2,0

Agua c¢.s. para - . - 1 litro.

b
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dcido clorhidrico 4N. La solucién resultante se calienta a

upprd de la aglicona del A-35512 B crudo.

“de la columna se estudia mediante cromatografia en capa fina

_hay presentes impurezas no bioactivas.

29

EJEMPLO 4

'?reparaciéﬁ de la aglicona del A~-35512 B

Se disuelven 5,0 g del dihidrocloruro del A-35512 fac-
tor B, obtenido como se ha descrito en el Ejemplo 1, Seccién
E, en 200-ml de agua. Esta solucién se acidula con 14 ml de
reflujo durante 2 horas. Despuds se enfria la solucibn y se
evapora a.vacio hasta 3/4 de su volumen original. Se afiade
gofa a gota &cido clorhidrico 6N a esta solucibn hasta que
la érecipitacién es completa. El precipitado resultante se

“separa por filtracidn y se seca fara dar 3,56 g del hidroclo-

El filtrado se concentra y analiza. Ei filtrado.contie
ne glucosa, fucqsa, manosa y'famnosa. ‘

La aglicgné del A-35512:B cruda se purifica por crométd-
gratia en altmina layada con fcido (Woelm, Grado 1) utilizan-
2 S T : =

do un sistema disol?eﬁte de agﬁa/metanol (1:9). La elucién

de celulosa. Se combinan las fracciones eluidas gue contienen
la'aglicona del A-35512 B y se evaporaﬁ a vacio para dar 398

mg del producto parcialmente purificado. Los resultados de la

comparacién cromatogrdfica.en capa fina, utilizando una pulve-|

rizacidn de ninhidrina para la deteccidn, confirman gue todav{

Serpurifican 100 mg de esta aglicona de A-35512 B parciaj
mente purificada mediante cromatografia sobre poliamida (4 g,
Machery, Nagel & Co, MN-8C-6, distribuida por Brinkmann
Instruments Co. <0,07 ﬁm), eluyendo con agua. ﬁsta columna
taﬁhién se explora por cromatografia eﬁ capa fina de celulosa

como se ha descrito anteriormente. Las fracciones eluidas que

|t

Tl e mmim e s " i A S

[
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Preparacién de la agllcona del A-35512 factor B en forma de

“filtracién, El filtrado se concentra a vacio, manteniendo la
temperatura porddébajo de 60°C, hasta la mitad de su volumen

aproximadamente y después se liofiliza para dar 68 mg de la

- 30

contienen la agliconé del A-35512 factor B se combinan y 1iof
filizan para dar 64 mg del hidrocloruro de aglicona del
A-35512 factor B pﬁrificado. (ﬁehdimiento totai: 5,08 $ a
partir del A-35512 factor B inicial).

' EJEMPLO 5

base libre
Se diéueiven 90 mg. del hidroélo;upo de la aglicona del
A-35512 fgctbr B, obtenido como se ha descrito en el Ejemplo
4, en 30 ml de metanol—agua'l~l Esta solucidn se neutraliza
con 3,5 ml de resina cambiadora de lon{ Bio-Rad AG-3-4X
(0H ™) }. La soluc;én result;nte se agita durante 15 minutos

a la temperatura-amblente. Después se separa la resina por

agliéona del A-35512 factor B, en forma de base libre.
En resumen, la'Paténtevdé Invencibn que se solicita de-
. ‘ .

berd recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la produccién del derivado
agllcona del A-35512 factor B, caracterlzado por:

a) -cultivar Streptomyces candldus NRRL 8156 o un mutante del

mismo productor de A-35512 en un medio de_cu}tivo que con
tenga fuentes asimilables dé hidrato de carbono, nitrdge-
no y sales inorgédnicas, en condiciones de fermentacién
aerobia sumergida, hasta que se ha producido una cantidad
sustancial de actividad antibibtica:

b) separaf la mezcla antibidtica A-35512 del medio de cultivo

c) aislar el antibibtico A-35512 factores A, B, C, E, F, G y

we
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H de la mezcla antibibtica A-35512 y
d) preparar la aglicona del antibidtico A-35512 factor B a

partir del antibidtico A-35512 factor B,

2.~ Se feivindica por Gltimo como objeto éue ha de
recaer la Patente de Invencidén que se solicita UN PROCEDI-
MIENTO PARA LA PRODUCCION DEL DERIVADO AGLICONA DEL A-35512
FACTOR"B. ‘

Todo conforme qﬁeda descrito y'reivindicado en la
presenteAMemofia descfiptiva que consta de treinta y una

pbginas mecanografiadas y dibujos que se acompaiian.

. Madrid, 23 de Mayo de 1.977
BERNARDO UNGRIA
" Dy7
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