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REF,: X-4402 SPAIN

La mezcla antibidtica A-35512 que contiene los factores
A, B, C, E, F, Gy H relacionados, microbioldgicamente acti~
vos, se produce poxr fermentacién aerobia sumergida de un nue

vo Streptomyces candldus NRRL 8156. Los factores A-35512 in-

dividuales se separan y alslan por cromatografia. Los anti-
bidticos A-35512 son agentes antibacterianos y promotores
del crec1mlento y aumentan 14 eficacia de utilizaciOn del
plenso en los rumlantes y en las aves. Ademés, el A-35512
factor B es Gtil en el tratamiento de la caries dental y
del acné. '

Los antlblotlcos A—35512 son antlblétlcos glicopéptidos
estrechamente rela01onados. .E1 antibhidtico A-35512 factor B,

el elemento mé&s completamente caracterizado del complejo

;antibiético A—35$12, parece sér.un nuevo miembro del grupo .

de antlblétlcos que contienen grupos péptidos entre los que

se encuentran la vancomicina (patente estadounidense nﬁmero
3.067.099), A—4§96 A, By C (patente estadounidense niimero
2.952.095), avoparcina (paten;e estadounidense n°3.855,410),
ristomicina A (Lomakina, N., Séptimo Simposic Internacional
de Quimica de Produc?oeracionales, Riga, Latvia, pédg. 625,
1970) y ristocetina A (patenté estadoﬁnideﬁse n°® 2.990.329).
Los ahtibiBticos A-35512 difieren de estos antibibticos cono-
cidés, por ejemplo, en el movimiénto en diversos sistemas
cromatogréficos y en el contenido en aminodcidos y azficares.
Ei'derivado aglicona del A-35512 factor B estd descrito en
la solicitud de patente copendiente titulada "Un procedimien
to para la produccidn del derivado aglicona del A-35512 fac~
tor B", plasentada en esta misma fecha.

Aunque actualmente se conocen muchos agentes antlbacte—

rianos, continﬁa la necesidad de nuevos antibibticos mejora-
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factor E, A-35512 factor F, A-35512 factor G y A-35512 fac-

dos. Un problema en la terapié actuai con antibibticos es la
diferencia de eficacia contra los organismos patbgenos. Otro
problema es el hecho de que continuamente se desarrollan ce-
pas de organismos que son resistentes a los antibiéticos

actualmente utilizados.rTodavia otro probleﬁa es el hecho de

que los p cientes individuales con frecuencia presentan gra-

_ves reacciones a c1ertos antlblétlcos espec¢flcos, debldas ai

hipersensibilidad y/o a efectos tdxicos. Debido a estos problj

T

mas en la terapia actual, un objeto de esta invencidn es prot
porcionar nuevos antibiétidos para uso contra las enfermeda-
des causadas por ios microorganismos.

' Otro objeto de esﬁa invencién"es proporcionar herramient
tas adicionales_para aumentar la eficacia de% pienso de los
animales rumianﬁes y de lasaves. A medida que aumenta lé né%.
cesidad de aliméhtos, la efiéacia'de los piehsos adquiere.cau
da vez mayor 1mportan01a. EI dletllestllbestrol y otros es—

trégenos han aumentado la eficacia del plenso en diversos an;
males y aves. Ha surgido la preocupac16n sobre el riesgo de
consumir residuos de estos ‘aditivos de los plensos que perma~
necen en la carne en el momento de su consumo. Ex1ste una ne-
cesidad econdmica muy real de nuevas formas_de aumentar la
eficacia de los abaéﬁeqimientééjlimit@dos de piensos en la
produccidén de carne de animales rumianteé y aves. La mezcla
antibibtica A—35512, sus-. factores y sus derivados constituyer
pasos en esa direccifn.

Esta'invenbién tambié&n prbporciona un procedimiento de
produccién de la mezcla antibibtica A-35512 caracterizada poy
los factores A, B, C, E, F, G y H y de los antibibticos

A-35512 factor A, A-35512 factor B, A-35512 factor C, A-3551%

1

B e
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tor H, cuyo pLocedlmlento se caracteriza por:

a) cultivar Streptomyces candidus NRRL 8156 o un mutante del

mismo productor de A-35512 en un medio de cultivo que con-
tenga fuentes a51mllables de hidratos de carbono nitré-
geno y. sales 1norgén1cas, en condiciones de fermentac16n
aerobla sumerglda hasta que se ha producido una cantldad
sust;nc1al de a¢t1v1dad antibibtica; 7
b) qpciondhneﬁte, separar la mezéia antibibtica A-35512 del
h_'ﬁedib de cuitivo v
c) obcionalmehte,.aislar loé factores A, B, C, E, F, Gy H
del antibidtico A-35512 de la mezcla antibidtica A-35512.
'El nﬁmero y.la propor016n de los facLores individuales
'coproduc1dos en esta mezcla antlblétlca varia con las condl-
C1ones “de fermentac1én utlllzadas. Las sustancias antibibti-
cas de esta invenéién son denominadas arbitrariamente aquil
rantibiéticos A—35512. El factor B es el principal factor de
la mezcla A—35512l Los factores A-35512 aparecan en la mezcla
A-35512 y son recuperados ind%vidualmente de la mezcla en
forma de sus hidroclorurés. Céda factor indiviéual puede ser
convertido en su basewlibre (gxenta de cloro iénico), por
ejemplo por cromatograffia sobre una reéina cambiadora de ion
débilmente bésica. Aéemés de la base libre del hiﬁrécloruro,
también son dtiles otras sales farmacéuticamente aceptables
de los factores A-35512. En las discusiones de utiiidad, se
utilizaré el término “compuesto A-35512"por razones de breve-|
dad para dénotar un compuesto seleccionado entre el grupo for
mado por los factores, A, B, C, E y H del A-35512 y sus sales
farmacéut;camente aceptables.
El espectro de absorcién infrarrojo (en pastilla de bro-

muro potésico) de los siquientes factores A-35512 se encuentr
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.estrechamente relacionados. Hasta 7 factores antibidticos se
: recuperan de la fermentacidn como mezcla antibibtica A-35512
10

res A, B, C, Ey H se aislan como compuestos individuales en

en los dibujos Que acompafian a esta memoria como sigue:
Figura 1 - dihidrocloruro del A-35512 factor A

dihidrocloruro del A-35512 factor B

Figura 2
Figura 3 = hidrocloruro Ael A-35512 factér H
Figura 4 - dihidrocloruro del A-35512 factor C
Figura 5 - hidrocloruro del A-35512 factor E.

Los facéofes A-35512 de esta invencibn son compuestos

los factores individuales se separan uno de otro y los factot

la forma descrita mis adelante. La mezcla A-35512 es soluble

en agua; parcialmente soluble en alcoholes'copo.metanol'y

etanol pero lnsoluble en otros dlaolventes orgénicos como benp

ceno, cloroformo, acetona, éter dletillco, acetato de etlLo,

tolueno, hexano, acetonltrllo y dioxano.

A—35512 facLor A

El A-35512 factor A es un compuesto bésico, amorfo, blag

co. El A-35512 facLor A tlene la siguiente composicidn ele-.

mental porcentual aprox1mada~ ' .
Carbono, 54,29 %
Hidrdgeno, 5,15;%
"Nitrbégeno, 5,58 %
Oxigeno; 33,76 % '
Cloro, 1,69 %.

El dihidroclorurb-dél'A—35512 factof A es un compuesto
higroscbpico, amorfo, blanco. El dihidrocloruro del A-35512
factor A tiene la siguilente composicibn elemental porcentual
média: | |

.Carbono, 51,03 %

(g e
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slndlcado en la .Figura 1 de los dlbujos que acompaifian a ‘esta |

_memoria. Los méxlmos de absorc16n mis significativos aparecep

bll), 1405 (débll), 1345 (hombro),~1312 (medlo), 1225 (medio

1180 (débil), 1130 (débll), 1080 {(intenso) y 1020 (hombro).

cloruro del A—35512 factor A.presenta, en metanol &cido y

- culado utilizando un peso molecular de 2000. El espectro

0,

Hidrbgeno, 5;10 %

Nitrbgeno, 4,75 %
* Oxigeno, 34,20 %

Cloro, 4,80 %..

El egpectro de absorcién infrarrojo del dihidrocloruro

del A-35512 factor A en pastllla de. bromuro poté51co estd

a lassigﬁientesfrecuenciés (cmil):.3405 (intenso), 3300 (hom)

bro), 2950 (débil), 1750 (débil), ;670 (intensd), 1625 (hom-

bro), 1602 (1ntenso), 1520 (1ntenso), 1470 (débil), 1440 (aé

El espectro de absorc16n ultravxoleta (UV) del dihidro-

neutro, un méx1mo de absor016n de 283 nm (e€11700) y, en me-

tanol bésico; un méximo de absorcidn de 292 nm (€14000), cal

UV del dihidrocloruro del A-35512 factor.A también presenta
absorcifn terminal é_225 nm.
El espectro de resonancia m&gnéticq nuclear 13C de1 di-

hidrocloruro del A-35512 factor A en D,0 tiene las siguientes

carécteristicas:
né . égm ' - MAltura (%)
3 175,3 _ 0,8
RV 173,0 o 2,1
5 172,1 2,0
6 171,4 o i,5
7 ' 170,9 - . 2,7

8 - 170,5 2,3
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17
18
19-

20

21

22"

23

24

25

26

27
28

29

30
31
32

33

.. 35

36
37

ppm_
169,5
159,0
157,9

156,2

- 155,6

155,3

154,4

©136,3

136,0

135,1

133,5

..129,6 .

129,17
128,7
12i;§<
126,0
124,3

122,1

109,9

107,4

01,7

77,6
76,3
75,5
74,8
74,5
73,4
72,8

72,0
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_g: | _ppm__ Altura (%)
38 70,9 7,0
39 © 69,6 2,8
40 SrET4 90,9%
.41 65,4 1,7
2 61,7, 3,1
430 s L7
44 - 55,5 - 1,3
a5 " 54,7 0,8
6 - 24,6 0,9
e 19,2 1,7
Y g = ’13;9' -~ .2,0
9 0 w219
- 50 .f- ©o16,7: 3,2
st 16,2 ' 3,0

* Patrén de dioxano.
| El dihidrocloruro del A-35512 factor A tiené'las
siguientes»rotacioneé éspecificas: -
| {a}gs -100 (¢ = 1, agua)
{0}22; -200 (c = 1, agua).

. La valoracion electrométricé del dihidrocloruro
del A-35512 factor A'en dimetilformamida -acuosa él 66 % indi-
éa'ié presencia de cuatro grupo Vaiorables con valores pKa |
de 7,35, 9,09) 10,49 vy 1%,44 aproximadamente (pH inicial 6,2)

].Elrpeso molecular aparente del dihidroqloruro del

A-35512 factor A, determihado por valoracidn, es alrededor

de 2106.

'_'El dihidrocloruro del A-35512 factor A es soluble
en agua, parcialmenﬁe solublé en alcoholes como metanol y

etanol pero generalmente insoluble en otros disolventes orgé-
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es C

nicos como benceno, cloroformo, acetona, éter dietilico, ace
tato'de etilo, tolueno, hexano, acetonitrilo y dioxano.

El dihidrocloruro del A—35512 factor A es estable
durante 72 horas en soluciones acuosas a un pH de 3 a 10
apfoximad mente. ‘

EE andlisis de aminodcidos del dihidrocloruro del
A~35512 factof A hidroiizado con &cido indica que el A-35512
factor A contiene como minimc cince restos amino&cidos, uno

‘de los cﬁales es la glicina.

A-35512 factor B

El A-355;2 factor B es un compuesto bésico,.amorfo,
blanco. La férmula empifica aproximada del A-35512 factor B
97-99H101-105N8-9646—4BCl' El A-35512 factor B tiene la .
siguiente composicién elemental borcentual media:

Carboﬁo; 53,97 &

HidrSgeno,. 4,75 % -

Nitrégenoiﬁ%,ZS % )

Oxigeno, 34,29 % Y

Cloro, 1,59 %. |

. Eéta coméosicién elemeﬁtal conéuerda especia;mente

con una férmula emﬁiyica prefe;ida'C98H104N9047Cl (calculado:
c, 53,60; H, 4,75; N, 5,74; 0, 34,30:-Cl, 1,61). Otra férmula

empfrica preferida es C98H103N8047Cl (calculado: C, 54,00; H,

4,75; N, 5,15; O, 34;50;\Cl, 1,60).

El espectro de absoécién ultravioleta (UV) del A-3551
factor B'p¥esen£a, en metanol &cido vy neutro, un méximo de
absorcién de 282 nm (£15000) y, en metanol bé&sico, un méximo
de absorcidn a 292 nm (€16000), calculado utilizando un peso
m&lecular de 2060. El espectré UV del A-35512 facto£ B tam-

bién presenta absorcibn terxrminal a 225 nm,
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_grupos valoramles con- valores pK de 7,15, 8,81, 10,20 y

212,00 aprokimadamente y la posible presencia de otro grupo
Lol terminado por valorac16n, es alrededor de 2143,

fAunque el dlhldrqcloruro del 9—35512 factor ‘B es higroscopi-
co y no presenta'ﬁn punto de fusi6n definido, un termograma
‘indica una pérdidé de peso que se inicia a 25°C dando lugar

-a una pérdida del 7,4 % a 121°C; a 135°C se produce otra pér

_guiente composicién elemental porcentual aproximada (prome-

10—

ﬁl A-35512 factor B tiene iés siguientes rotaciones
especificas: )

{a }25 -123° (e = 1, aguain

{a}365 j446° (e.= 1, agua). _

La valoraciég eieétrométrica del A-35512 factor B en

dlmetllformamlda acuosa al 66 % indica la presencia de cuatxq

con un valor pka mayor -de 13,50.
El peso molecular aparente del A-35512 factor B, de-

AY

El dlhldnocloruro de A-35512 factor B es un compues-

to crlstallno blanéo (crlstallzado en metanol acuoso al 50 %

dida, que da lugar a una descomposicién.
. : i i

El dihidrocloruro del A-35512 factor B tiene la si-.

dio):

N Carbono, 52,55 %

Hidrégeno, 4,80 %

Nitrégeno, 5,66 %

Oxigeno, 32,86 %

Cloro, 4,51 %.

_ Esta composicidén elemental concuerda especialmente
con otra ﬁérmula empirica alternativa 098H103N9047Cl.2HCl
(Calculado: C, 51,93; H, 4,65; N, 5,57; O, 33,20; Cl, 4,65).

El espectro UV del dihidrocloruro del A-35512 factor

D
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B presenta, en metaﬁol écido-ommutro, un méximo de abéorcién
a 282 nm (€12000) y, en metanbl bdsico, un méximo de absor-
cién a 292 nm 6514000), calculgdol empleando un peso molecu-
lax de 2000. El espectro UV del dihidfoclorufo del A—35512
factor B también presenta absorcidn termlnal a 225 nm,

El dlhldrocloruro del A—35512 factor B tiene las si-
guientes rotac10nes”especif1cas.r

{d}gs -128° (¢ = 1, agﬁa)

{a}ggs -475° {c = 1, agua).
La valoracién electrométrica del dihidrocloruro del

A-35512 factor B en dimetilformamida acuosa al 66 % indica I

preéencia de cuatro grdpos valorables con valores pK, de 7,1

8,87, 10,30 y 12,10'aproximadamente y'la posible presencia

de otro grupo con un PR, mayor de 13,1.

-E1 peso- molecular aparente del dlhldroc]oruro del;

A-35512 factor B,.dgtermlnado,por valoracidn, es alrededo;

‘v

TSR

de 2027.

,Ei_espectro de resonancia magnética nuclear 13¢ ge1
dihidrocloruro del A-35512 factor B en D,0 tiene las siguien
tes caracteristiéas:»m,

N « © _ppm - Altura (%)

2 . 113,0 T 4,1
RO ' 171,9 , 3,7
s, 3,3
5. ' 171,0 5,8
6 170,38 5,0
7 " 169,6 3,6 -
8 159,0 . 4,1
°s - 157,9 - 4,4

0 - - ' 137,5 3,7
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N°

11

12

13

14

1

T

17"

19

20
21
22

" 23

24

25
26

27

28
29
30
31

32

33 .
34,

35

36

37

38

T 39

12

“Altura (%)

4,8
6,1
4,2

3,3
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'N°

——

40

41

42

43

44

45
46
47
48

" 49

50
51

" 52

54

N\
S
N
AN

53

55

- 56

57
58
59"
60

¢

* Pétrén de dioxano.

do en metanol-agua, presenta el siguiente diagrama caracte-
ristico de difraccibn de rayos X en polvo (radiacidn cu’™,
1,5405%, filtro de niquel, d = distancia interplanar en Angs-

't;omslz

El'dihidroclorurb del A-35512 factor B, cristaliza-’

‘

e

54,3

24,5
L 17,9

17,2

16,3

1,0
1,2
1,8
2,0
2,7

POOR

—QUALITY-
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: - Intensidad
d ’ . relativa
17,15 : - 100
12,90 80
‘10,85 70
9,25 70
8,87 L 60
.3',8,22 R - 50
7,86 © .. 50
6,93 . .40
6,20 7 40
5,62 40
5,04 -~ - 05
4;02 o ' 02 .
3,54 ° S e

El_espedfro de absorcidén infrarrojo del dihidroclo-

ruro del A-35512 factor B en éastilla de bromuro potésico

estd mostrado en la Figura 2 de los dibujos que acompafan a

esta memoria. Los maximos de ;absorcién mds indicativos apa-

recen en las siguientes frecuencias (cm™Y): 3420 (intenso)

3300
1630

14.40

1225

1020

(hombro), 2950 (déhil), 1752 (débil), 1675 (intenso),
(hombro), 1605 (intenso), 1520 (intenso), 1470 (dé&bil),
(débil), 1410 (débil), 1345 {hombro), 1312 (médio),
(medio), 1180 (débil), 1i35 {(débil), 1080 (iﬁfenso)'y

’ \

(8bil). o

-

El andlisis de aminqécidos del dihidrocloruro del

A-35512 factor B hidrolizado con &cido indica que el A-35512

factor B contiene por lo menos cinco restos aminodcidos, 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 féctor A. La
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estructura de uno de estos restos aminoidcidos parece ser la

siguiente:

C1 .
H N COOH

El andlisis de sus productos de hidr8lisis &cida indi
ca gue el dihidrocloruro del A-35512 factor B contiene los
siguientes azficares: glucosa, fucosa, manosa, ramnosa y 3-ami
no-2,3,6~tridesoxi-3-C-metil-~L-xilo-~hexopiranosa. La hidrdli-
sis &cida suave del dihidrocloruro del A-35512 factor B sepa-
ra los grupos glucosa, fucosa,nmaposa y ramnosazbara dar el
derivado aglicona qaracteristic?.

El dihidroclorurq deliAi35512 factor B contiene como?
minimo un grupo hidrokiiq Suscepfible Qe esterificaciodn. :

E1 dihidrocloriro del A-35512 factor B es soluble en

agua, parcialmente,soluble en“élcqholes como metanol y eta-

nol e insoluble en otros disolventes orgénicos menos polares

como benceno, cloroformo, acetona, &ter dietilico, acetato de
etilo, tolueno, hexano, acetonitrilo y dioxano.
El dihidrocloruro dei A-35512 factor B es estable du-~

rante 72 horas en soluciones acuosas a un pH de 3 a 10 apro-

A-35512 factor C

El1 A-35512 factor C es un compuesto bisico, amorfo,
blanco. El A-35512 factor C tiene la siguiente composicidn
porcentual aproximada:

Carbono, 53,93 %
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Hidrégéno, 5;15 %
Nitrégeno; 5,80 %
Oxigena, 32,35 %
Cloro; 1,90 %. - |
Esta coméo;icién elemental concuerda con una f6rmu-
la empirica preferida de Cg,MggNg035Cl. EL A-35512 factor C
tiéne £ﬁ peéb;molecular aproximado de 1862,
_El'dihidroclorurordel A—35512“factor c és un compues
£6 amotfo blanco. El dihidrocloruro del A-35512 factor C tig
ne la siguieﬁﬁe_gqmposicién elemental porcentual aproximada:
- Carbono, 51,76 % _ ;
| ﬁidréggno, 5,072%'§: -
Nitr6geno, 5,61 % -
Oxigeno: 50,?9 3 C
Cloro,-k;BB %. .
La férmuia empirica del dihidroclorurc del A—55512

factor C es del siguiente orden:C 1

83-85797-101"8037-30%13-

La composicidn elemental concuerda especialmente.con
otra férmula empirica preferida C84H97N8038Cl.2HCl {Calcula=
do: C, 52,2 %; H, 5,1 %; N, 5,8 ; 0, 31,5 8; C1, 5,4 8).

El espectro Qe absorcién infrarrojo del dihidroclo-~
ruro del A-35512 facéor C en pastilla de bromuro ﬁotésico es~
éa i;dicado en la Figura 4 de los dibujos ghe acompafan a es-
ta memoria. Los méximos dé absorcién mis significativos apa-"-
recen a las siguientes frecuencias (cm—l); 3370 ﬁhtenso),
32807(hoﬁbfo), 3040 (hombfo), 2980 (hombro), 2920 (débhil),
1740 (débil), 1658 (intenso), 1620 (débil), 1589 (medio),
1503 (intenso), 1460 (débil), 1428 (medio), 1385 (débil),
1330 (déﬁil), 1295 (ﬁédio), 1210 (intenso), 1162 (medio),

1120 (débil), 1060 (intenso) y 1005 (medio).
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El espectro de absorcidn ultravioleta del dihidro-
cloruro del A-35512 factor C bresenta, en metanol &cido y
neutro, un miximo de absorcién a 282 nm (¢ 14600) y, en me-
tanol. bdsico, un miximo de absorcidén a 292 nm (€164OQ), cél-
culado utiiizando un peso molecular de 2000.

El espectro de resonancia magnética nuclear 13C del
dihidrocloruro del A-35512 factor C en D,0 tiene las siguien '

tes caracteristicas:

N ppm Altura (%)
1 : 172,9 . 2,5
2 172,2 2,0
s 1715 - 22
4 171,0 3,9 ~~
5 - 169,6 2,0
© L 158!6”,;7 : 1,8
7 - ¢:157,8-;; 3,0
8 . % 156,5 2,1
9. 156,10 2,8
10 . 155,6 4,2
11 - ..154,6 . f3,9
12 ‘151,10 1,5
\\\_' 13 .143,3 tL,4
R 136,0 3,2
15 - 135,4 2,7
15. 133,2 3,7
17 i28,7 2,3
18 126,5 3,1 ‘
19 124,6 2 |
20 129,3 2,7.

21 -121,5 ' 2,2
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22 - 1201 1,2
23 118,0 | 1,7
24 . 116,5 1,2
25 107,8 2,7
26 104,5 © 1,9
S 27 Lo101,7 1,9
28 94,5 L0
- 29 7559 3,0
300 .. 74,3 2,0
31 13,4 2,3
\ 32, 'ﬂ$72ﬂ1 " T 3,5
33 | 70,9 . 43 -
34 68,7 = 2,9
35 61, 71,7%
36 64,3 1,3
7 62,2 1,6
.38 , 56,1 1,4
39 55,2 3,5
40 s 54,2 2,1
a1 24,3 1,9
N 42 17,9 2,2
K 43 17,1 2,0
44 }1@2 2,0

* Patrbn de dioxano.
| El dihidrocloruro del A-35512 factor C tiene las
siguientes rotaciones especificas:
{0}2 -161° (c = 1,05, agua)

{a}22. -614° (c = 1,05, ‘agua) .

AN
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La valoracidn eiectrométfica del dihidrocloruro
del A-35512 factor C en dimetilformamida acuosa al 66 % in-
dica la presencia de tres_grubos'vélorables con valores pKa
de 7,30, 8,92 y 10,99 aproximidamente y la posible presencia
de doé 0 mis grupos eon-valores ﬁKa mayores de 11,5.

El pesolﬁolecular aparente del dihidrocloruro del

A-35512 factor C, determinado por valora016n, es alrededor

de 1982.

_ El andlisis de aminodcidos del dihidrocloruro del

A—35512_féctor C hidrolizado con &cido indica gque contiene

por lo menos cinco restos aminodcidos, uno de los cuales pa-

rece' ser glicina. Los cuatro restos_aminodcidos restantes

todavia no han sido identificados.

I

El dlhldrocloruro del A—35312 factor C es soTuble

en agua, dimeéiléulféxido Y. dimetilformamida‘acuosa, parcial~

mente soluble en alcoholes como metanol y etanol e 1nsoluble

" en otros dlsolventes orgénlcos menos . polares, como’ benceno,

cloroformo, acetona, éter dletillco, acetato de etilo, to-
lueno, hexano, acetonltrllo y dioxano.

CEl dihidroclqruro del A—35512 factor C esestablé
en soluciones acuosas a un pH de 3.a 10 aproximadamente du-
rante 146 horas. ' B '

A-35512 factor E

.E1 A-35512 factor E es un compuesto b&sico amor-

fo, blanco. El A-35512 factor E tiene la siguiente composi-

cibn elemental porcentuél aproximada:
Carbono, 54,84 %
Hidrbgeno,- 4,73 %
Nitrbégeno, 5,26 %

Oxigeno, 32,67 %

e

PR
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Cloro, 1,72 %;7 o
‘El hidrocloruro.del A—35512 facto:.E es un compuesto
amorfo blancc. El hidrocloruro ael A-~35512 factor E tiene la
siguiente comﬁosicién elemental ﬁorcentual aproximada:
' Cirbono, 52,67 % ‘
HidrSgeno, 4,59 %
Jﬁitréééno,-s;SS 5

Oxiéené, 33,51 %

'Cioro, 3,62 %.

El espectro de absorcidn infrarrajo del hidrocloru-
ro del A-35512 factor E en pastllla de bromuro potésico estd
memoria. Los m§x1mos de absor016n méds significativos aparecen
a’'las s1gu1entes frecuenc1as (cm l?: 3360 (intenso), 3220
(hombro), 2900 (débll), 1725 (débil), 1650 Gntenso), 1580 (me-+
dio), 1488 (1ntenso), 1450 (débil), 1419 (débll), 1225 (me-
dio), 1205 (medioc), 1172 (medio), 1110 (d&bil), 1060 (inten-
so) y 1000 (débil). A |

El espectro de absorciép ﬁltravioleta-del hidrocloru-
ro-del A-35512 factor E presentg los siguientes méximps de
absorcidn: en metan01 neutro, 270 nm (hombro) y 359 nm {€16216)
en metanol &cido, 286 nm (£18018) y 310 nm (hombré); en meta-
nol Sésico, 270 nm (hombro), 300 nm (£16216) y 354 nm € 17568)
lcalculados utilizando un %eso molecular de 2000,

El hidrocloruro del A—35512 factor E tiene la siguien-
te rotacidn espeéifica:-ﬂi%s -108,3 (c = 1, agua).

La valoracidén electrométrica del hidrocloruro del
A-35512 factor E en dimetilformamida acuosa al 66 $ indica la
presencia de tres grupos valorables con valores pKa de 6,30,

9,09 y 11,62 aproximadamente y la bosible presencia de uno o
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perb‘insoluble en la mayoria de los disolventes orgénicos co-

mo benceno, cloroformo, acetona, éter dietilico, acetato de

dos grupos con valores ?Ka de 12;5 aéroximadamente 0 mayores
{pH inicial 5,45).

El peso molecular abarénte del hidrocloruro del
A-35512 factor E, determinado'ﬁor valoracidn, es aproximada-
mente ZOlj; )

BI anéliéis de aminodcidos del hidrocloru?o del
2-35512 factor E hidrolizado con fcido indica que el A-35512
factor E contiene seis restos aminodcidos todavia no identi-
ficados.

El hidrocloruro del A-~35512 factdr E es soluble en

agua, parcialmente soluble en alcoholes como metanol y etanol

etilo, tolueno, hexano, acetonitrilo y dioxano.

. A-35512. factor H

- EL A-35512 factor H‘és.un compuesto bésico amorfo,}
blanco. El A-BSSlZiféétor H f&ene ia-siguiente éomgosicién.
elemental porcentual aproximada:

Carbono, 53,76 % h
Hidrégeno, 5,32 %
Nitrbgeno, 5,53 %
Oxigeno, 33,48 3
Cloxo, 1,59 %.
Bl A-55512 factor H tiene una férmula empirica del
orden de C85-87H103—107N8038;4091’ una f6rmula empirica ten-
tativa preferida.de c86H104N8039C1 y un peso molecular apro-
ximado de 1908. '

El hidrocloruro del A-35512 factor H es un compuesto
higroscépico amorfo, blanco, El hidrocloruro del A~35512 fac-

tor H tiene la siguiente composicién elemental porcentual pro-
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" 1605 (intenéo); 1520 (intenso), 1470 (débil), 1442 (dé&bil),
1400 (débil), 1345 (hombro),%l310 {medio), 1225 (medio), 118

(débil), 1135 (d8bil), 1080 (intenso) y 1020 (hombro).

" lizando un peso molecular de 2000. El espectro UV del hidro-

. hidrocloruro del A-35512 factor H en D,0 tiene las siguien-

‘tes caracteristicas:

media: '
Carbono, 53,10 %
Hidrégeno, 5,37 %
_Nitfégeng, 5,35 %
oxigeno, 30,12 %

Cloro, 3,73 %

El éSéectré de absdfciép infrarrojo del hidrocloruro
del_Af35512 factor H en pastilla'éé bromuro potésico se en—’
cuentra én la-Figura 3 de lés aibujos que acompafian a esta
meméria. Los.méximos de absorc}én ﬁé; significativos apare-
cen a las siguientesrfreSQ§ncias (cm-l): 3410 {(intenso),

3246 (hombro) , 2940 (déhil}& 1670 (intenso), 1630 (hombro),

El espectro de absorcibén ultravioleta del hidrocloruro
del A-35512 factor H, presenta, en metanol &cido y neutre,
un méximo de absorcidn a 282 nm (¢ 12500) y, en metanol b&si-

co, un méximo de absorcién a 292 nm (e14000), calculado uti-

cloruro del A-35512 factor H también presenta absorcibn ter-

minal a 225 nm.
C Rl espectro de resonancia magnética nuclear 13¢ ge1

Ay

LA _ppm Altura (%)
2 177,2 2,7

3 171,6 . 5,2
4 170,9 - 5,8

5 . 169,6 - 4,7




o b e, |

10|

15

20

25

30

10

41

12

- 13

14 -

16

17
18
19L
20
21

22
23

24
25
26
27
28

29
30

31

32

33

34

- 23~

ppm

158,9
157,6

156,6

-155,6

155,4
154,3
151,3
137,7
136,7
136,0

135,3

133,5-

© 129,47

L. 124,2

127,3

126,11

122,6

107,6

01,8

76,2
73,5
72,3

71,0

69,7

67,4
61,6
56,8
55,4

55,0

Altird (%)

3,1
4,3
3,8
4,1
3,8
2,4
1,6
2,0

12,2
4,6
73,1%
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_ppm_

hicura ()

-
35 . 24,5 2,6
36 37,9 4,6
37 17,2 2,6
138 16,3 3,6

"guiente roﬁacién especifica:{a}gs'—123,5° (¢ = 1, agua).
5,0, 7,46, 9,80, 11,43 y”'.13,,_02 aproximadamente (pH inicial

mente 1660.

* Patrdn de dioxano.

Bl ‘hidrocloruro del A-35512 factor H tiene la, si-

" La valoracién elthrbmét:ica del hidrocloruro del
A-35512 factor H en dimetilformamida acuosa al 66 % indica

la presencia de cinco grupos valorables con valores pKa de

5,93). .

El pes; molecular qbarénteldel hidrocloruro del

A-35512 factor ﬁ;“determinado por valoracidn, es aproximada-

El anéiisis de amino&cidos éel hidrocloruro del
A-35512 fagtor H hidrolizado ‘por &cido indica que-.el A-35511
factor H contiene como minimo einco restos aminolcidos, de
los que uno es la glicina. Losicuatro restos aminodcidos res
‘tantes en el A-35512 factor H parecen éer_idénticos a los en-
contrados en el A—35512 factores A y B.

\\ El hidrocloruro del A-~35512 factor H es soluble en
maguwa, p'é ;fcui almente. soll uble en.:alcoho-
les co Iﬁ_.o_-,m,.e tan o‘._'l. .Yo.metamnol perob. in~
soluble : en la. ma Yoria de‘los-di-
solventes .orgé&nicos como henceno,.cloroformo,acétona, €ter
dietilicg, acetato de etilo, toiueno, hexano, acetonitrilo y

dioxano.

El hidrocloruro de A-35512 factor H es estable du~.
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~grafia de. papel, utilizando un sistema disolvente de l-buta-

-lutea. Los valores Rf aproximados de -los factores A~35512 en

. R del A-35512 factor H.2HCL y del AN374 en estos dos siste-

- 25~

rante 72 horas en soluciones acuosas con un pH de 3 a 10 aprq

ximadamente.
El A-35512 factores A, B, C, E y H y los factores

minoritarios F y G se separan convenientemente por cromato-

nol/piridina/dcido acético/agua 15:10:3:12. El método de de-

teccibn preferido es la biocautografia, utilizando Sarcina

este sistema se encuentran en la Tabla I.

TABIA I
Factor A-35512 3 . Valor Rg
\ :
‘Factor A.2HCL T 0,21
Factor B.2HCl . . o ~“Oi34
pactor.C.2HCL ) 0,46
Factor E.HCL S 0,64
Factor Ej s . -1 : , : O;B;M
Factor G“:f'. . S _ ' 0;93
Factor H.HC1 ,f‘i' 0,15.

En varios sistemas, el A-35512 factor H tiene un.’
‘perﬂﬂcromatogréfico muy similar al del antibibtico AM374
(patente estadounidense 3.700.768). El antibibtico A-35512

. RS .

factor H puede distinguirse del antibi&tico AM374 en dos

sistemas cromatogrdficos en papel como minimo. Los valores
i N X

“mas se encuentran en la Tabla II.
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”.fVaIbr"Rf"'
Sistema disolvéhté i~§§5ié ﬁ AM374
CH,OH/HCL 0,18 (3:1) 0,47 . 0,58
1—propandl/NH4OH/H20 (6:3:1) 7 :.0'11 0,20

Varios de los factores A-35512 pueden ser separados

mediante croﬁétografia de liquidos de gran potencia (HPLC) ,

" utilizando poliamida (Z1PAX, Du Pont) como fase estacionaria

y una éolucién'acuosa de fosfato potisico moncbdsico 1,33M

como fase mBvil .y detectando mediante ultravioleta (250 nm).

En la Tabla III se encuentran los tiempos de retencibn para

\

1os'faétorés A=35512 en:ﬁd& separacibfn representativa por

. HPLC, utilizando las siguientes condiciones: -

Tamafio de la columna: 1/8% x 6% (3,2 mm x 180 cm).

Rellenq: poliamida (Z1PAX, Du Pont)

.'Disolvente: KH,PO, (327 g)/H,0 (1800 ml)

Caudal: 0,5 ml/minuto

Velocidad del'gréfiéo: 2" (5 cm) /hora

Presibn: 1500 psi (105 kg/cmz).

- - TABLA Iii
) : .Tiempo de retengién,
\ A-35512 factor ) . {(minutos) -
B A 9,375
B \ 13,125
c 26,25
E 5,625
F 7,5
G . 7.5
H 7,5

. Ademds de la base libre y del hidrocloruro de’ los

v
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_gre caliente no es superior que la de la forma no salina.

- C, Ey H del A-35512 y de la aglicona del A-35512 factor B

7 férico, glutérico, glicdlico, ft&lico, tartérico, ldurico,

. antibibéticos A—35512 fué alslado de una muestra de tierra

factores A-35512 inidividuales; taﬁbién forman parte de es-
ta invencién otras sales deladicién de 4cido farmacduticamen-
te aceptables del A-35512 factores A, B, C, E y H. Las sales
"farmacéuticamente .aceptables" son sales donde la toxici-

dad del compuesto en éonjunto frente a los animales de san-

Son sales representativas y adecuadas de los factores A, B,

las sales formadas por la reaccidn habitual con &cidos orgéd-
nicos e inorgénicos como, por ejemplo, &cidos sulffirico, fos
férico, acético, succinico, citrico, ldctico, maleico, fumé~

rico, palmitico, cdlico, pamoico, m@cico, D-glutémico, d-can

esteérico, salici}icé, metaﬁésulfénico, bencenosulfénico,
sérbic0,~picricd, benzoico; ¢indmico y similéres.

Los nuevos antlblétlcos de esta 1nvenc16n son prQ~
ducidos cultivando: una cepa productora de A-35512 de

Streptomyces candidus NRRL 8156, en condiciones aerobias su-

mergidas, en un medlo de cultivo adecuado, hasta que se ha-

producido una ‘actividad antibibtica sustancxal Los antibid-
ticos se recuperan empleando diversos procedimientos de alsli
mlento y purlflcac16n utlllzados en fermentacidn. '

\
* . El nuevo organlsmo Gtil para la preparac16n de los

recogida en Eniwetok Atoll. Este organismo se ha clasificado

con una nueva cepa de Streptomyces candidus (Krassilnikov)

Waksman, como describe E.B. Shirling y D. Gottlieb en "Coope

rétive Description of Type Cultures of Streptomyces. II.

Sp:e.cies Descriptions from Second Study", Intern.J.Systematid

Bacteriol. l§(4): 279-392 (1968) y S.A. Waksman, "The Actinoy
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Washington, D. C., 1955) Las c1fras entre paréntesis se re-
" fieren a la serie de colores de Tresner y Backus, {H D. Tres

ner y S.J. Backus,‘“SysLem of Color Wheels for Streptomycete

20

~ 28 .

nycetes. Vol. 2. Classification, Identification, and Descrip
tions of Genera and Species“; Williams and Wilkins Co.,
Baltimore, 1961. '

t

Esta clasificacidn se basa en los métodos recomenda]

dos para.el International Streptomyces Project (E.B. Shir-
llng y D. Gottlleb "Methods for Characterization of
Streptomyces Spec1es", Intern Bull Systematlc Bacteriol. 16:

313-340 (1966)), junto con ciertos ensayos suplementarios.

Los nombres de los colores fueron atribuidos de acuerdo con
elmétodo ISCC-NBS.(K.L. Kelly y D.B. Judd, "The ISCC-NBS
Method of Determining Colors and a Dictionary of Color Na-

) ' ’
mes", Departamento de Comexcio de Estados Unidos Cir. 553,

Taxonomy", Appl. Microbiol. 13:335-338 (1963i} y las designay

cione tabuladas de color estln subrayadas. Los blogues- de coft

lor Maerz y Paul (A. Maerz y M.R. Paul, "Dictionary of Color
McGraw-Hill, New York, N.Y¥., 1950) estédn encerrados entre
corchetes. Los cultivos se realizaron'a 30°C durante i4 dias
salvo indicacibn en c¢ontrario.

CARACTERIZACION DE .LA CEPA PRODUCTORA DE A—35514

Morfologia

Se broducen espbréforos largos y ondulados. Las espd
ras, que'aparecen en cadenas de 10-50, sen cilindricas y mi-
den de 0,? a 1,05 micras x 1,4 a 3,5 micras. En diversos me-
dios se producen estructuras esclerotiales. También se obser-
van ocasionalmente hifas en'forma de escoba o'faeciculadas.

La superficie de las esporas, observada por microscopia elec

trénica, es lisa.
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Caracteristicas de cultivo en diversos medios

Medio

ISP n° 2 (agar extracto
de levadura-extracto de
malta)

’

ISP n° 3 (agar harina de

avena)

ISP n°® 4 (agar sales
inorgénicas-almiddn)

ISP n°® 5 (agar glicerol-
asparagina)

Agar de Emerson *

Agar modificado de
Bennett

Aaar solucién de Czapek
. A .

5,

Agar pasta de tomate-

.harina de avena

EUEE Ca'r'a'c't‘e'r isticas

Crecimiento abundante; reverso
amarillo grisdceo {11J5}; mice-
lio aBreo y esporulacién abundan
tes, blanco (w) a; sin pigmento
soluble. - '

Crecimiento moderado; yreverso ver
de amarillento p&lido ! 10B1l};
celio aéreo y esporulac1on medla
nos, blanco (w) 13ba; sin plgmeg
to soluble; se observan cuerpos
similaresaesclerotias.

Crecimiento bueno; reverso blanco
ambarino {10C1}; micelio aéreo y

esporulacién buenos, gris amari-

llento (GY) 2dc; pigmento soluble
marrdn pélido; se observan cuer-

pos similaresd esclerotias.

Crecimiento bueno; reverso verde
.amarillento p&lido {10B2i; mice-
lio aéreo y esporulacidn buenos,
blanco (w) a; sin pigmento solu-
" ble; los micelios parecen fasci-
. culados. )

Crecimiento bueno; reverso oliva
claro {14L6}; sin micelio adreo
ni esporulacidn; pigmento soluble
;mdrroﬂ claro.

Crec1m1ento abundante; reverso;
amarillo moderado {11J6}; micelio
aéreo y esporulacidn abundantes,
blanco. (w) a, sin pigmento so-
luble.

Crecimienﬁb’bueno; reverso verde
amarillento palido {10Bil; mice-
lio déreo y esporulacidn buenos,
blanco (w) b; sin pigmento solu-
ble; el micelio aparece fascicu-
"‘lado

Crecimiento abundante; reverso
amarillo griséceo {11I5}; micelio
adreo y esporulacidn abundantes,
blanco (w) a; el micelio se "arro
lla" alejéndose de la superficie
del agar; sin pigmento soluble.
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Medio

Agar nutritivo

Agar gijcosa-asparagina

Agar tripfona—extracto

. ) .-
wue lc vauuLa -

Agar tirosina

. Agar glicerol-glicina

Agar malato ci@lcico

El organismo fu& estudiado para determinar sus propi
dades fisiol6gicas selectivas de acuerdo con procedimientos
habituales. Las propiedades observadas.y las caracteristi-

‘cas halladas fueron las siguientes.

- 30—

';,* to soluble marrén; se observan
" 7 cuerpos similares a esclerot1as~

" . mento soluble marxrdn claro

Caracteristicas

Crecimiento mediano a bueno; re-
verso verde amarillento p4lido
{18D2}; micelio aédreo y esporula
¢cibn buenos, blanco (w) a; pig-
mento soluble marrdn claro.

Crecimiento bueno; reverso verde
amarillento palido {17E1}; mice-
lio aéreo y esporulacién buenos,
blanco (w) 13ba; sin plgmento 50=
Tuble -

Crec1m1ento mediano; reverso blan
bU {..LVA_LJ, lll.L\'(:‘.l..LU O.LuLCU _Y CD}_)U"
rulacidn medianos, (w) b; sin pig
mento soluble. =

. Crecimiento bueno, reverso blanco
{10B2}; micelio aéreo y esporula-
“cidn buenos, blanco (w) &; pigmen

Crecimiento bueno; reverso blanco
. {10B2}; micelio aéreo y esporula-
cién buenos, blanco (w) b; pig-

‘Crecimientc bueno; reverso blanco
{10B1}; micelio aéreo y esporula-
cibén buenos, blanco (w) a; sin
pigmento soluble; medio Ctlareado
‘alrededor de la zona del inoculum

Propiedad observada Caracteristicas

A

Accidn sobre la leche

Reduccidn de nitratos

Produccitn de pigmento

. de melanina sobre:

tubos inclinados de
agar peptona-hiexro

tubos inclinados de
agar tirosina

¥

Coagulac1on con cierta aclara-
cidn a los-14 dias

Positiva

Negativa

" Positiva d8bil (pigmento al ca-
bo de 7 dias)
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Propiedad observada © + *° - Caracteristicas

caldo de triptona-

extracto de levadura Negativa
Licuefaccibn de la ge- Completa a los 14 dias.
latina . : i .
I
Temperaturas requeridas: 26-30°C - crecimiento y esporula

cidn buenos

(Medio ISP .n° 2: tubos 37°C ~ crecimiento escaso; sin

inclinados de extractd :... - micelio .adreo ni.esporas
de levadura-extracto de 40°C - solamente crecimiento vegg
malta) tativo ligero

i 7 45.03 - U.L \.—U.I.All.l.\—ll U\J 61\4 0

Arcontinuacién se indican los resultados de los ensa-
yos de utilizacién de carbono realizados con el organismo
NRRL 8156. Los simbolos utilizados para indicar la respueste

de crecimiento son:

’ v s
+ = crecimiento bueno, utilizacién positiva

(+),='cr301mlento malo a medlano '
(=) = créc1$1ento débll, probablemente sin utlllza016n
- = cre01m1ento nulo, utlllza016n nula.
- Fuente de carbono

ninguna (control negativof'"y__' (-)

D-glucosa (cont;ol positivo) ; .+

L-arabinosa o | I

Sacarosa L, 'A_ -)

i:inositoi " . ' ) +

D—ménitol - o ' +

D—fructosé ) ! 7- +

Ramnosa | . - : (-)

Rafinosa ' _ {-)

D~xilosa . (+)

Ciertas caracteristicas de la cepa productora de

‘A—35512 de S. candidus NRRL 8156 difieren de las caracte-

\
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The Wllllams ‘and Wilkins Co., Baltimore, M., 1961} Estas

TABLA IV
' , “ Descripcidn
v ’ .~ NRRL 8156 publicada
Utilizacién de carbono‘"-m
L-arabinosa’ = R . +
Ramnosa ... _ - C o+
i-inositol ’ 4+ -
'Llcuefacc16n de la gelatina Completa a lenta
los 14 dias
Accibn sobre la leche c&agulacién; Sin coagulacidn
cierta clarifi buena peptonl—
cacidén a los zacidn,
14 dias

- forma parte de la coleccién de cultivos de reserva del

el nlm. NRRL 8156.
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risticas del organismo descritas por Shirling y Gottlieb
tElwood B. .Shirling y David Gottlieb, "Cooperative Descrip-

tion of Type Culturesof Streptomyces IIL. Additional Spe-

cies Descriptions from First and Second Stydies", Intern.d.
! Y e

Systematic Bacteriol. 18(2), 69-189 (1968)} y por Waksman

ﬁs A, Waksman, "The Actinomycetes, Classification,  Identifi+

catlon and Descrlptlons of Genera and Species", vol 2,

diferencias estén compendladas en ‘'la Tabla IV,

El cultivo déhsfreptomyces candidus Gtil para la pro

duccidén de los antibidticos A-35512 ha sido depositado y

Northern Regional kesearch Center, Departamento de Agricul-
tura de Estados Unidos, Agricultural Research Service, Peo-

ria, Illihois, 61604, donde es asequible al pdblico bajo

Como ocurre con otros organismos, las caracteristi-

cas del cultivo productor de A-35512, Streptomyces candidus

NRLL 8156, estin sujetas a variaciones. Pof ejemplo, pueden
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obtenerse variantes y-mutantes artificiales de la cepa NRRL
8156 por tratamiento con diversosgmtégenos conocidos como
rayos ultravioletas, rayoérx, ondas de alta frecuencia, ra=-
diaciones radiactivas y productos quimicos. Todas las varian
tes y mutantes naturales y artificiales que perxtenezcan al

género Streptomyceé candidus y produzcan los antibifticos

A-35512 pueden ser utilizados en esta invencidn. -
El medio de cultivo empleédo para cultivar el

Streptomyces candidus NRRL 8156 puede ser uno cualguiera de

diversos :médios;. Por economia de produccién,'rendimiento
6ptimo y facilidad de aislamiento del producto, sin embargo,
sz prefieren ciertos medios de cultivo. Asi,'por ejemplo, una
fuente preferida de hldratos de carbono en la fermentacibn

a gran escala .es la sacarosa aunque tamblén pueden emplearse
la . glucosa, dextrlna de taploca, fructosa, manltol, maltosa,
lactosa y 51mllares. Una fuente de nltrégeno preferlda es: la
peptona soluble de carne, avnque también son ﬁtlles la hari-
na de soja, la harina de Sﬁngre de cerdo, los amino&cidos
como &cido glutémico y similaréé. Entre las sales inorgéni~-

cas nutrientes que pueden incorporarse a los medios de cul—

tivo estén 'las sales solubles habltuales capaces de dar io-

., '
5

nes\01nc, sodio, magnesio; ca101p, amonio, cloruro, carbona-
to, sulfato, nitrato y similares.
. \ . .
También deben inciuirse en el medio de cultivo los
elementos traza esenciales, necesarios para el crecimiento

y desarrollo del organismo. Normalmente estos elementos tra-

za aparecen como impurezas en los -otros constituyentes del

“medio, en cantidades suficientes para responder a las nece-

sidades de crecimiento del organismo.

Puede ser necesario agregar pequefias cantidades (es
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- de los antibiéticos A-35512 mediante el cultivo en matraces

inoculum vegetatlvo El 1noculum vegetativo se prepara ino-
ras o fragmentos‘mlcellales del organlsmo para obtener un

cultivo fresco, de cre01m1ento activo, del organlsmo El

inoculum vegetatlvo se transfiere después a un tanque mayor.

‘do en la produccidn en tanque es preferiblemente alrededor

-34 —

decir, 0,2 ml/1) de un agente antiespumante como polipropi-
lenglicol a los medios de fermentacidén a gran escala, si la
forﬁacién de espuma se convier£e en un problema.

- Para la produccién de cantidades sustanciales de los
antibitticos aA-35512, se-prefiere la ferﬁentacién aerobia
sumergida en tanéues.ﬂ?ug@en obtenerse pequenas cantidades
sacudidos.'Debido al retraso en lﬁ produccidn del antibibti-~
co comﬁnﬁente.asociado a laliﬁoculacién de grandes tanques

con las espofés_del organismo, es preferible utilizar un

culando un - pequeno volumen ‘de medio de cultivo con las espo-

El organismo productor de A-35512 puede ser cultiva-
do a temperaturas comprendidas aproximadamente entre 20° y
40°C., Parece que la produccibn 6ptima de A-35512 ocurre a
temperaturas de unos 30-34°C.

Como es costumbre en log procesos aerobios de cultivo
‘sumexyido, se hace p;éar aire estéril a través del medio de
cultivo. Para un crecimiento eficiente del organismo, el vo~
lumén de aire empleado en la produccidn en tanque es preferi-
blemente superior a 0,1 ;olﬁmenes de aire por volumen de me-
dio de cultivo y por minuto.(V/V/M). Para una produccién efi-

ciente de los antibidticos A-35512, el volumen de aire empled

de 0,25 V/V/M.
‘La produccidn de los antibidticos A-35512 puede ser

seguida durante la fermentacibn sometiendc a ensayo muestras
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. to cromatogrédfico en capa fina para dar el A-35512 factor B

- 35—

del caldo o de los extractos de los sblidos miceliales para
determinar la actividad antibidtica contra organismos cono-
cidos por su sensibilidad a los antibibticos. Un organismo

dé ensayo ﬁtii en el anflisis de estos antibidticos es el

Bacillus subtilis ATCC 6633. El biocanédlisis se realiza pre-

feriblgmentg mediante ensayo en disco de papel sobre placas
de agar conteniendo un medio nutritivamente limitado.
Después de su produccidn én condiciones de fermenta-
cidbn aerobia sumergida; los antibidéticos A-35512 pueden ser
recuperadbs del medio de fermentacidn por los ﬁétodos emplea
dos en este campo. La actividad antibidtica producida duran-
te,ia fermentacién derun-organismovproductor de A-35512 gene+
ralmente apafece en el caldo filtrado. Por lo tanto,.se con-
sigue la recuperac16n max1ma de los antlblotlcos A—35512 me-~
diante una. flltra01on 1nlcial para separar la masa mlcellal.
El caldo flltrado‘pqede ser.Purlf;cado para dar lammezcla%
A-35512 por diversas técnicas. Una técnica prefefida implica
la adsorcidén del caldo fil;raao sobre una columna de poliami-
da y la elucién de la columna con agua y mezclas hidroalcohdH
licas. Las fracciones eluidas que preséntan actividad anti-
biética pueden ser combinadas paraﬂdar la mezcla A-35512.
Aiternativamenté;'utilizando esté.técﬁica, las fracciones

A
eluidas pueden combinarse sobre la base de su comportamien-

\
purificado y mezclas enriquecidas de los otros factores
A-35512. '

La purificacidn adicional de los factores A-35512 in-
dividuales incluye pfocesos adicionales de adsorcibn y extrad
cidén. Pueden utiliéérse ventéjosamente materiales adsorben-

tes como al@mina, gel de silice, resinas cambiadoras de ion
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y similares.
‘Los factores A-35512 aparecen en el caldo de fermen~
tacidn como hidrocloruros. El proceso preferido de separacidn

eﬁ'poliamida proporciona el A-35512 factor B y la parte res-

s

tante de {la mezcla A—35512 en forma de hidrocloruros. Cada

factor individual puede ser convertido en su base libre,

- ‘(exenta de cloro idnico) mediante procedimientos admitidos

- como, por ejemplo, cromatografia sobre una resina cambiado—

ra de ion débilmente b&sica.

Alterﬁétiyamente, el sb6lido del cultivo, incluidos

los constituyentes del medio y el micelio, pueden ser utilizp

dos sin extracci®n ni separacidn pero preferiblemente des-

pués de elimina;”él agﬁa, como fuente de los antibidticos
" A-35512. Por ejemplo, después de la producéién'de la acti~-

_vidad antibiética A-35512, el medio de cultivo puede ser se-

cado por liofiligacién'y mezclado directamente en la premez-
&la de alimentacidn. 7

Se prepara la agliconé del A-35512 factor B por hidrd
lisis &cida suave del A-35512 factor B. El A-35512 factor B
es el mis facilmente asequiblé en su forma de dihidrocloru-
ro. Por lo tanto, e}'dihidrocloruro del .A-35512 factor B es
éi material de partida preferido para la preparaéién de la
aglicona del A-35512 factor B. También puede utilizarse el
A~35512 factor B u otra;l sales de adicidn de acidos del
A-35512 factor B. La hidrdlisis &cida se realiza siguiendo
los procedimientos habituales. Aunque puede utilizarse uno
cualquiera de diversos.&cidos, el &cido clorhidrico es el
preferidc para la preparacidn de lﬁ agliconardel A-35512

factor B. Cuando se utiliza &cido clorﬁidrico, la aglicona

del A-35512 factor B se recupera en forma de hidrocloruro.

-~

I
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La hidr6lisis se lleva a cabo preferiblemente en agua a re-
flujo, durante un periodo de 1 a 2 horas aproximadamente.

Utilizando tiempos de reaccidn més largos se produce la de-

~gradacién de la aglicona para formar productos menos activos

~ L4

Y, mis tarde, inactivos. Los tiempos de reaccibn &ptimos .pa-
ra las condiciones de reaccidn especificas pueden ser deter-
minados comprobando la bioactividad de partes alicuotas de
la mezcla de reaccidn. | .

La mezcla antibibtica A-35512 y los factores A, B, C,
E y H del antibiético A-35512-inihiben el crecimiento de
ciertos orcanismos patbégenos especialmente de las bacterias
Grai-positivas. Las_coﬁcentracioneé minimasrde inhibicidn
(CMI) a las cuales los antibiéticos A-35512 factores A, B,
CyH 1nh1ben a.bacterias sele001onadas, como sg determina
por ensayos de dlluc16n en agar habituales, estdn resumidas

‘Y

en la Tabla V.

- TABLA V

CMT (meg/ml)

A-35512 A-35512 A-35512 A-35512
factor factor factor factor

: C&ganismo de ensayo ~“A2HC1  B.2HCL C.2HCL H.HCl

Staphylococcus aureus 3055 6, 25 3,12 6,25 25,0

Staphylococcus aureus 3074 25 0 6,25 6,25 25,0

Streptococcus faecalis 16,25 3,12 3,12 12,5

'Enun importante aspecto, los antibiéticos A-35512
‘inhiben él crecimiento de organismos gue son ;esistentes a
ctros antibidéticos. En la Tabla VI estd resumida la activi-
dad medlante el ensayo habltual en disco-placa de los A-3551
factores A, B, C, EyH (30 mcg/disco) contra organismos re-
presentativos. La actividad se mide como el didmetro en mi-

limetros de las zonas de inhibicién observadas.
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Qrganismo de ensayo

Staphylococcus aureus 3055

(susceptible a la penicilina G)

Stapnylococcus aureus 3074

(resistente a la penicilina G)

Staphylococcus aureus 3130

(resistente a la meticilina)

Streptococcus pyogenes

(Grupo A)

Streptococcus sp. 9960

(Grupo D)

Diplococcus pneumcniae

Park I

TABLA VI

Didmetros_de 1

A-35512

factor A.ZHCiN.

.. A-35512 ..
factor B.2HCL

13,4
N
N

13,2,

14,4

17,0

15,5

AN

18,4

- 16,8

18,4
19,6 -

19,4

z

factc




P

‘TABLA VI

Didmetros_de las zonas (mm)

A-~35512 A-35512 A-35512 A-35512
1  factor B.2HC1 factor C.2HC1  factor E.HCl factor H:HCI™ 7

18,4 | 0 ) _ 14,4 11;9 | )

16,8 " » oo o 14,5 '  11;6

18,4 | o 15,4 | 12,6

19,6 " 10,5 17,0 16,0

19,4 0 .1#14 ;3,é » ?
- . 11,0 | 20,0 -

POOR

QUALITY—-
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La Tabla VII contiene resultados adicionales de ensa-
yos de dilucidn en agar para el dihidrocloruro del A-35512
factor B, dando las concentraciones minimas de inhibicidn

(CMI) contra diversos Streptococos del grupo A y Diplococcus

Eneumoniaé. .

 TABLA VII
' S . . CMI tmég/ml)
Organismo de ensayo A-35512 factor B
Streptococcus pyogenes C203 ) 1
" ‘ N 10389 B
K v 12344 .8
\ " " 12961 o 1
e : 663-72 | 0,5
" o 664-72 6,5
w :' ; " 665-?2 : A
o w o 1323¢ . - 0,5
W i?;!; 19035 . . 0,5
r wesy, 08
. " D27781:- 1
biplococcﬁs pneuﬁoniae park I i . 2
' LIRS " : Tipo 14 - ri- ) -2

N, La Tabla VIII contiene los resultados adicionales de
enséyos de dilucibn en agar para el dihidrocloruro del A-3551
factor B contra varios estreptococos del Grupo D.

TABLA VILL

CMI (mcg/ml)

Orgénismo de ensayo A-35512 factor B
Streptococcus sp. D282 : 2
W nog90t 2
" " 9913 o o

" " 9933 i | 4
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TABLA VIII (continuacidn)

.CMI.. (mcg/ml)-..

Organismo de ensayo' - - 'A-35512 factor B
Streptococcus sé. 9960 , 4
" " 122537 ' 4
. " Shéigley 4
® Lo Mitis T - 4
mo w238 . 2
" v ssssz ) R

La Tabla,IX contiene resultados adicionales de los en-~

sayos de dilucién ‘en agar para el dihidrocloruro del A-33512

“factor B contra otros orgdnismos Gram-positivos.

TABLA IX

£ =z CMI (mcg/ml3

Organismo de ensayo . -A=35512 factor B
Staphylococcus éﬁféus 3123%* : 4
" o page 4
" K 3124%% | 4
"o no3126%% | 2
u "o 3127%% 4
R LI AL 2
" ST 3074%% “ 4
N " '.3130**# : 4
N . 3131k k4% ' 4
W w3133k 2
W N 3136%%% 2
W '" 3125k 4
Staphylococcus epidermis 3064%% 2
.o "o 3078% 2.
Bacillus subtilis ATCC 6633 2

Sarcina lutea PCI-1001-FDA 1
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'vidad del dihidrocloruro del A-35512 factor B contra diversas

% gusceptible a la penicilinaQG

~

*% Resistente a la penicilina -G
#%% Resistente a la penicilina-G; resistente a la meticiling

#%x* Resistente a la penicilina-G; resistente a la meticiling
resistente a la clindamicina.

\

Los |antibidticos A-35512 también inhiben el crecimien-

to de ciertas bacterias anaerobias. ILa Tabla X resume la acti

dilucidn en agar.
TABLA X

CMI (mcg/ml)
A-35512 factor B

Organismo_de ensayo

 Actinomyces israelii . 0,5,
Clostridium perfringens . . 2,0
Clostridium sépﬁicum . ;,’ | 4,0 :
Bubacterium aerofaciens - 7 2,0 ‘
Peptococcus aaaccharolyﬁlcus“ . - 1,0
Peptococcus prevoti A 2,0
Peptostreptococcus anaeroblus.ﬁ' 1,0
Peptostreptococcus 1ntermed1us' _ 4,0
Propionibacterium acnes - ! 0,5
Bactercides fragilis sp. fragilis 111. 64,0
Fusébacterium necrophorum 8,0

1 dihidrocloruro del antibidtico A-35512 factor B ha
presentado act1v1dad antlmlcroblana in vivo contra infeccio-~
nes bacterlanas experlmentales. Cuando se administraron' a ra-
tones dos dosis subcuténeas del A—35§12 factor B en infeccio-
nes ilustrativas; la actividad observada se midié como un
valor DE50 Uﬁ051s efectlva en mg/kg para proteger al 50 % de

los animales experimentales; véase Warren Wick y colaborado-

~a
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res, J. Bacteriol. 81, 233-235 (1961ﬁ-. Los valores DEg

observados para el dihidrocloruro del A-35512 factor B se

encuentran en la Tabla XI.

TABLA XI

Organismoide ensayo DE50 Infeccibn
Streptocoécus.pyogenes.=*

C203 - _ - 1,75 260 x DL50 (ip)

- Diplococcus pneumoniae - : '

Park 1 - 4,3 60,8 x DL5n (ip)

Staphylococcus aureus B : '
3055 .. 6,9 206 x DL50 (ip)

El dihidrocloruro del A-35512 factor B tambié&n protege

"a los cobayas qué han sidd infectados con el anaerobio
. w. RSN

Clostridium chéuvoei-(el“ééente patdgeno de la pata negra en

s

‘el ganado bovinoJ. Estos ensayos se-realizaron de acuerdo

con el método déiensayo supléﬁentério U.S.D.A. para determi-
nar la potencia de los productos que contienen Clostridium
chauvoei kSAM 200, Departamenﬁo de Agriculﬁura de Estados
Unidos, Animal and Plant Health Inspection Service, Veteri-
nary Services Laboratories,.A$§s, Iowa 50010, 7 de Abril de

1975, bajo 9 C.F.R. 113.91)..Los resultados de los ensayos

se encuentran en la Tabla XII.

. TABLA XII

- Ataque Porcentaje
Tratamiento 7 Muertes/total Brotegido
A-35512 factor B, S

10 mg/kg* 0/10 100
A-35512 factor B, ' '

1 mg/kg* 3/10 : 70
Control atacado 10/10 0

* Administracidn intramuscular.

Los antibibticos A-35512 son relativamente atbxicos.

Por ejemplo, la DL0 del dihidrocloruro del A-~3551Z factor A,
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‘aguda, cuando se administran intraperitonealmente a ratones.

* sus compuestos es la capacidad de aumentar la eficiencia de

| of Ruminants®, vol. 2, 1971, pags. 622 y 625).

utilizando el método descrito por Arthur P. Raun en la ?éten—

= 43 -

administrado subcutineamente a ratones hembra ICR Cox y
Harlan en ayunas, es superior a 8000 mg/kg. La DLg del dihi-
drocloruro del A-35512 factor B en ratones, cuando se admi-
niétra por inyéccién-infraperitoneal, es aproximadamente de
1356 mg/kg y, cuando se adminiétra intravenosamente, es

>1000<1250 ng/kg. El dihidrocloruro del a-35512 factor C y

el hidroclorufo del A-35512 factor E presentan una toxicidad

superior a 300 mg/kg.

‘ Otra propiedad importante de la mezcla A-35512 y de
utilizacién del pienso en los animales. Esta capacidad ha si-
do puesta de manifiesto en rumiantes que ?resentan una funcidn
desarrollada del rumen.

Es sabido que la eficiencia de utilizacidn de los hi-

dratos de carbono en:los rumiantes es aumentada mediante tra-

tamientosque estimuréﬁ-la flora del rumen de 10; animales pa-
ra producir compuestos propiéﬂicos en lugar de compuestos

acéticos o butiricos (para una aiscusién ﬁés compieta; véase
Church y colaboradores en hDigeStive Physioclogy and.Nutrition

¢

La eficiencia de utilizacién del pienso puede ser me-

™~

dida mediante ensayos in vivo en ganado vacuno fistulado,

te estadounidense 3.794.732_(vé§se esbecialmente el Ejemplo 8)
La Tabla XIITI compendia 168 resultados de este ensayo con el
dihidrocloruro del A-35512 factor B, donde las concentraciones
de dcido propidnico eﬁ el rumen, enrporcentaje én moles, son
el promedio de cinco‘anéiisis en un §eziodo de tratamiento

Ge 21 dfas. L ~
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-jdamente. Un método” preferldo de admlnlstrac1én de la mezcla

pienso de los animales; sin embargo, puede ser administrada

44

* TABLA XIIT

Porcentaje molar Aumento del
NGmero de  promedio de &ci- porcentaje mo-—
Tratamiento animales do propibdnico lar sobre el contipl
control - 5 19,3 -
A~-35512 factor o .
B, 50 ¢/Tm . 5°-° 7 ., 26,0 B 6,7

.La mpzcla A-35512 y sus uovpuestos son tLplcamente efi-

e TV wen ~an T b T AR
vasss },mu.c. AR Calr L5 tJJ.UtI._.uJ.A.L\.-uu ¥ POT LT SINNC, - 227

ciencia ¥ utlll7ac1on del p*enso cuando se administran a los
rumlantes por via oral, a dosis comprendidas aprox1madamente

entre 0,15 Y 10, C mg/kg/dia. Se ronSLguen los miximes resul-

A-35512 o de sus,compuestos cons;ste en mezclarla con el

por otros métodos, por ejemplo mediante tabletas, purgas,
bolos © cépsulaé. La formulac;én de estas diversas formas de
dosificacién puede realizarée‘por métodos conocidos en farma-
cia veterinaria. Cada dpsis unitaria individual puede conte-
ner una cantidad de mezcla A-35512 o de sus compﬁestos'direc-
tQmenpe.relacionada con la dosis diaria apropiada para el
animal que ha de ser tratado.

- La mezcla A-35512 y sus compuestos también son Gtiles
como agentes promotores del crecimiento enrlos animales. En
los ensaycs que utilizan éollos de asar, el dihidrocloruro
del A-35512 factor B, agregado al pienso a razbn de 20 g
éor tonelada, mejora el aumento de peso y la eficiencia del
pienso. La Tabla XIV resume los resulfados de estbs eﬁsayos

en un estudio en baterfa, utilizando cuatro duplicados de
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da uno.
TABLA XV

v
Trata- Conc. - Aumento de % de mejora—sé"Eficieﬁcia % de mejora so|
miento  (g/Tm) peso (g) bre. el control del pienso bre el control
Control - ., 1898 - 2250 -
asssiz . L - , ;
factor B 20 . 1956* o 3,06 2177% : 2,8%
*p<£0,05 wgﬂ' o | '

- 45 -

P

ocho aves para cada uno de los dos duplicados de tiempo:.
TABLA XIV

Trata- Conc. Aumento de % de mejora so  Eficiencia % de mejora sp

miento (g/Tm) peso (g)  bre el control del pienso bre el control

Control - 380 - + 1,850 ) -
A-35512 | C o | .
factor B 20 394 3,68 1,776 4,00

La Tabla XV contiene los resultados de estos ensayos en un

estudio en corral, utilizando doce duplicados de 80 aves ca-

Ia mezcla A-35512 y sus compuestos son tipicamente efica

. : !
ces en la promocidn del crecimiento del ganado aviar cuando

se administran con el pienso de los animales en proporcionés
que oscilan aproximadamente entre 1 y 100 g de la mezcla
A-35512 o de sus compuestos por tonelada de pienso.

i\ Para ilustrar con mas detalle la puesta en practica de
N . _ ,
esta invencidn, incluimos los siguientes ejemplos.

v

EJEMPLO 1

A. Fermentacidn en matraces sacudidos del A-35512

se disuelve una pastilla Iiofilizada de Streptomyces

candidus NRRL 8156 en 1-2 ml de agua esterilizada. Esta solu-

cidén se utiliza para inocular un tubo inclinado de agar extrag

to de levadura~-malta Bactoi(ISP n® 2; Difco Laboratories, De-—
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rasca con una pipeta estéril para soltar las esporas. Se utis

- del tubo se qubre con75 ml de agua y-se rasca con una pipeta

‘| medio vegetatlvo de la 51gu1ente comp051c16n'

IngredlenteS* - ~ Cantidad
i Caldo de soja trlptlcasa (Baltlmore ' ,
: Biological Laboratorles, Cockeysv1lle, o
©toMd.) . L . 30g
Agua desionizada, c¢.s. para -1 litro

46

troit, Michigan).
El tubo inoculado se incuba a 30°C dﬁrante unos 7 dias

Fl cultivo maduro del tubo se cubre con 2 ml de agua y se

lizan 0,1 ml de esta suspensién acuosa de esporas para inocuq

lar otro tubo 1ncllnado de agar Isp n° 2. Este tubo inocula-

do’ se 1ncuba a 30°C durante tnos 7- dias. El cultivo maduro

estéril para iibérar las eséoras. Se utilizan 2,5 ml de la

suspensidn dé-ésporas resultante para inocular 50 ml de un

z

El medio végetativo inoculado se incuba en un .erlen-
heyer de 250 ml a 30°C durante 48 horas, en un sacudiaor que
gira describiendo un arco de 2" (5 cm) de didmetro, a 256rpm.

Se utilizan 0,5 ml de este medio vegetativo incubado -

para inocular 50 ml de un medio de produccidn de la siguilentg

composicidn: . : ' ' o
N, , Ingrediéntes- , . _- .CantidaA(g/l)

'\\ Dextrina de tapioca ' | é5,0
'Glucosa N | 10,0 ‘

7', NH,NO, S o 2,5

kel 1,5

Mgso, 1,1
FeCl, .4H,0 T : 0,03

7nCl, | ' o 0,03

KH,PO, - f 01
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" 250 rpm.

. dal de O, 25 V/V/M y ‘se agita con agltadores convenClonales

-47 -

Acido L-glutéimico - i,0
DL~citrulina’ ) T . 0,1.
caco, ' - . 5,0
Agua deéionizada_C.s. para 1 litro

El medio de p;oauccién inochlado se incuba en un ;érleg
meyer de 250 ml a 32°C, durante 8-107dias,,en un sacudidor

que gira describiendo un arco de 2" (5 cm) de didmetro, a

B. Fermentacibn en tanéue del A-35512

Para conseguir un volumen mayor de inoculum, se utili-
zan 20 ﬁl del_medioivegetafivo incubado preparado como se ha
desériéo antes para ipocular 400 ml de un medio de cultivo
vegetativo de segunda fase, que tiene la misma -composicidn
que el medio yegetativo. Esfé“medio de seguﬁda fase se incu-
ba en un matrai;de 2 litros durante 24 horas‘a 32°C, en u@
sacudidor que_girg;@eécribiépdb un arco de 2" (5 cm) de d%é-
metro a 250 rpm. = )

Se utilizan 800 ml delnhedio vegetativo iﬁcubado dé la
segunda fase, asi preparado, para inocular 100 litros de un
medio de produc016n estéril. El medio de produccibén inocula-
do se deja'fermentar:en un tanque de fermentacibn de 165 li-
tros durante unoé'8 010 dias, é,una'temperatura'de'§2°c.

A\

El medio de fermentac16n se airea con aire estédril a un cau-
\

a 200 rpm. ‘
EJEMPLO 2

El medio vegetativo incubado preparado como se ha des-
crito en el Ejemplo 1, Seccidn A, éuede ser almacenado alterqy
nativamente para su.uso'posferior, manteniéndolo en la fase

de vapor del nitr6geno liquido mediante el siguiente proce-
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dimiento:
En un pequeifio tubo tapado a rosca y esterilizado (13 x
100 mm), se introducen 2 ml de un agente suspensor de la si-}|-

guiente composicifn:

Ingredientes : Cantidad

'Gliée;ol » 20 %
" Lactosa . - 108

Agua desionizada B 70 g -

A este agente suspensor se agregan 2 ml de un medio
vegetativo iﬁéubg@o durante 48 horas, preparado como se ha

descrito antes. La solucidn mezclada se congela y se mantiene-

en la fase-gaseosa de dn#t?hque de nitrdgeno liquido.

El medio vééetativo asi almacenado se descongela para,

"uso en una fermentacifn en matraces sacudidos o en tanques,

_colocando el vial en un bafio de aqua a 43°C. Se utiliza

1 ml de la solucién descongelada del vial para inocular

‘50 ml de un medio vegetativo que tiene la misma composicibn

que en el Ejemplo 1, Seccibn A. El medio vegetativo inocﬁla—
do se utiliza, como se ha descrito en el Ejemplo 1, para la
férmentacién en matraces sacudidos o para formar un inoculum
mayor para la fermentacidn en tanque.

N,

AN EJEMPLO 3
- \-_ ’ . 7 ’
Se realiza la fermentacidén por el método del Ejemplo 1

. . )
pero utilizando un medio’de produccibn en matraces sacudi-

dos/tanques de la siguiente composicidn:

Ingredientes Cantidédr(g/l)
Dextrina de tapioca 75,0
Melaza ) 40,0
Peptbna soluble de carne 15,0

MgS0,.TH,0 0,5
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.polimérico (Amberlite XAD-4, Rohm and Haas Co.) por cada

.litro.

—49 -

CaCo, ‘ 2,0

Agua c.s. para . © . 1 litro.
EJEMPLO 4

Separacifn de la mezcla antibiética A-35512

Se filtra el caldo de fermentacidn oompleto (250 galo-
nes, 945 litros); obteoido oomo se ha descrito en el Ejemplo
1, utilizando un auxiliar de filtraciﬁo (Hyflo-Super—cel
tierra de diatomeas, Johns-Manville Products Corp ) a un pH

del caldo de 6,8-7,2. El flltrado transparente asi obtenido

se pasa por una columna que contiene 10 ml de un adsorbente

100 ml de filtrado del caldo, a un caudal de 150 ml por minu-
to. En las fracciones asi obtenidas se determina la actividad
biol6gica utilizando un ensayo en disco habitual frente a

Sarcina lutea. El efluente bloléglcamente 1nact1vo se despre-

cia. La columna se- lava con agua (1/8 del volumen del caldo)

Ny

a un caudal de 150 il por mlnuto. Las aguas de lavado inacti-
vas se desprecian. ' bwqx

La columné'se eluye despﬁés con una solucidn acuosa al
50 % de metanol (600 litros), a un cauaai de 200 ml bor mi-
nuto. El eluato, que contiene la mezcla antibiética A-35512,

se - concentra a vacio ‘hasta. un volumen ‘de 15 litros gue contie

nen alrededor de 200'g de la mezcla antibidtica A-35512 por
: : \

EJEMPLO 5

Separacién de los factores de la mezcla antibidtica A-35512

La mezcla antibiética A-35512 (alrededor de 3000 g di-

sueltos en 15 litros de metanol), obtenida como se ha descri-

to en el Ejemplo 4, se cromatografia en una columna de poliam

aa'(Woelm, 100 litros). La columna se eluye con agua desioni-

T
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- se recogen fracciones de 12 litros. Der esta forma se recogen

"a una vasija que contlene 120 lltros de agua. En la vasija

de agua la soluc16n mezclada se agita y se alimenta a la co-

zada a un caudal de unos 80-120 ml por minuto.

Las fracciones se exploran utilizando cromatografia en

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

ma disolvente de n—butanol/piridina/&cido aéético/agua

(15:10:3:12) y bioautografia con Sarcina lutea.
Los 100 primeros litros de eluato se desprecian. Des-

pués se modifica el caudal a unos 160-200 ml por minuto'y

20 fracciones.
En este punto se cambia de disolvente eluyente a un
gradiente de agua—metanol@>utilizando el sigquiente: procedi-

mlento- S Lo - -

Una vaszja que contlene 360 lltros de metanol se 51fona

lumna. Se recogen 24 fracciones (de 24 lltros cada una) a unl
caudal de 200-300 ml/minuto.

. Bas&ndose en los resultados de la bicautografia, sé
combinan grupos de fracciones y se evaporan a sequedad a va-
cio para dar el dihidrocloruro del K;3551£fabtm§3y las si-

guientes mezclas enriquecidas de factores:

. Volumen ) :

Fracciones .(litros) ‘Factor (es) . Peso
‘.10 120 A+ H 192 g
11-24 - 216 \ B . 269 g
25-31 168 B+C - 590 g
32-44 312 C, E, F, G 224 g

EJEMPLO 6

Purificdcidn del A-35512 factor B

Se disuelven 400 g del dihidrocloruro del A—35512 fac—-

to; B parcialmente purificado, obtenido como se ha descrito
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~cloruro del A-35512 factor B asf purificado contiene alrede~’

.51

4

en el IZjemplo. 5., en 1, 2 litros de metanol acuoso al 50 % ¥y
se cromatografia en una columna de altnina preparada como
sigque:

Se agitén 10 kg de 6xido de aluhinio cido (M. Woelm)
en una solucidn acuosa de metanol al 50 %. Después de dejar
la mezcla en reposo, se decanta la solucidn gue sobrenada y
se despreCLa Después se agita la alﬁmlna con metanol acuoso
al 50 % y se introduce en una columna con un dlémetro de
13,5 cm. La columna de ‘dlGmina se lava con metanol acuoso al
50 % hasta que se cbtiene un efluente transparente.

La columna se eluye con metanol acuoso al 50°% a un
caudal de unos 8 -10 ml/mlnuto, recogiendo fracciones de un
volumen de 240-300 ml aproximadamente. Las fracc1ones se ex-
ploran por bioaupogréfia en"éapa fina como se ha descrito en
el Bjemplo Sf.Baééndose en -estos datos, se cémbihan las fxrac-
cionespara dar el digidrocibfuro de A-35512 factor B puriﬁi-

cado' como sigues

Fracciones ”,X Peso_
S17-21 . 96 g
"22-29 . ' . 72,09
- 30-37 S 117,0 g
., Cada una de estas fracciones se-cristaliza en una solu~

e

cidn concentrada en metanol acuoso al 50 %, a 4°C. El dihidro]

dor de 4,6 % de cloro. Unarsolucién del dihidrocloruro del
A-35512 factor B en dimetilformamida aéuosa al 66 % tiéne un
pH de 6,5 aproximadamente.

* EJEMPLO 7

Preparacibn de A-35512 facﬁor B exento de cloro idnico

Un gramo del hidrocloruro del A-35512 factor B purifica
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" del A-35512 fattor B exento de cloro idnico en forma de pol-

. solucidn de este A-35512 factor B exento de cloro iénico en

rificado (1 g),.obtenido como se ha descrito en el Ejemplo 5

-(fracciones 1-10), se disuelve en 5 ml de metanol acuoso al

10 ml de agua; esta solucidn se pasa por una columna cambia-~

—52 =

do, obteﬁido como se ha descrito en el Ejemplo 6 v.'disuelto
en 40 ﬁl de agua, se paéa a través de una columna cambiado-
ra de ion de 2,5 x 18 cm (Bio-Rad AG3-4x, en el ciclo OH ),
a ﬁn caudal de 0,5 ml/minuto,ieluyendo cqp agua desionizada.
Se desprekién lo; 5 primeros ml de eluato. El eluato Siguieg

te (50 ml) se evapora a-sequedad a vacio para dar 0,76 g
vo blanco que contiene aproximadameﬁte 1.59 % de cloro. Una
dimetilformamida'ébuosa al 66 % tiene un pH de 9,13,

" EJEMPLO 8

purificacién del A-35512 factor A

”,

Bl dihidrocloruro del A-35512 factor A parcialmente pu

50 %. Esta solucidn se'cromatografia sobre una columna de
altmina &dcida de 3 x 16 cm (M. Woelm), préparada como se ha
descrito en el Ejeﬁplo 5. La %olumna se eluye con metanol
acuoso al 50 % a un caudal de b,S ml/minuto. Se'recpgen frac
ciones con un volumen de 5 ml;.todas las fraccionés-sé analit
zan poxr bioautografié en capa fina como 'se ha descrifo en el
Efémplo 5. Basdndose en estos ensayos, se combinan las frac-
cibnés 7 a 15, se concenFran a presidn reducida hasta peque-
fio volumen'y se liofiiizén‘$ara dar 0,3 g del dihidrocloru-
ro del A-35512 factor A (4,71 % de cloro).
‘ EJEMPLO 9

Preparacidn del A-35512 factor A exento de cloro idnico

Se disuelven 200 mg del dihidrocloruro del A-35512 fac-

tor A, preparado como se ha descrito en el Ejemplo 8, en
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dora'de ion de 1,5 x 10 cm (Bio-Rad AG3-4X, en el ciclo OH )}

a un caudal de 0,5 ml/minuto; eluyendo con agua desionizada.

El eluato inicial (10 ml) se desprecia. El eluato sigﬁiente

(20 ml) se concentra hasta pequefio volumen a presibtn reduci-

da y después se llOflllZa para dar 115 mg del A- 35512 fac-

tor A exento de cloro iénico. '
EJEMPLO 10

- purificacién del A-35512 factor C

El dihidrocloruro del A-35512 factor C parcialmente
purificado (15 g), obtenido como se ha descrito en el Ejem-
plo 5 (fraccioneé 25-31), se disuelve en 40 ml de agua des~-
ionizada. Esta solucidn se aplica a una columna de poliami-
da de 4 x 115.cm (MN, <0,07 mm, Brinkman Instguments, Inc.;
preparada y]ava&adurante la noche con agua)-. La columna se
eluye con agua de51onlzada a un caudal de unos 3 ml por ml—
nuto. El primer efluente (250 ml) se desprecia; a contlnua-
cmén, se recogen fraCCLOnes con in volumen de 24 ml :

Las.fracc1ones se exg}ﬂran por biocautografia cromato-
grédfica en capa fina. Se u%ilizan las placas de cromatografia
en capa fina de éelulosa (sobre l&minas de aluminio; E. Mérck,
Alemania Occidental’;“un sistema disoivente de sec-butanol/-

plrldlna/501do acétlco/agua (10¢ 10 3:8) y Bacillus subtilis

como organlsmo detector. Basé&ndose en los resultados de la
cromatografia en capa fina, se combinan las fracciones 1 a
33, se concentran a vacfo hasta un volumen de 150 ﬁl Y ée
liofilizan.

Se cromatografian dos lotes méds de dihidrocloruro de
A-35512 factor C parcialmente purificado, utilizando las misy
més condiciones. Cada vez se combinan las fraéciones 1a 33,

se concentran a vacfo hasta 150 ml y se liofilizan, Las tres
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"dar 12,3 g del dihidrocloruro del.A-35512 factor C parcial-

"lumna se explora,de nuevo por bloautoqrafla cromathréflca

factor C se realiza por cromatografia en una columna de

.6xido de aluminio 4cido de 5 x 41 cm (Woelm). La columna se

 A-35512 factor C (5,3 g disueltos en 30 ml de metanol acuosc

- volumen de 250 ml y se liéfilizan para dar 3,86 g del dihidro-

cloruro del A-35512 factor cC.

muestras liofilizadas de las tres columnas se combinan para

mente purificado. 7

. Este diﬁidroclordro dei A-35512 factor C se éurifica
de nuevo ‘por cromatégrafia sobre otra columna de poliamida
como se ha descrito, antes, pero recogiendo fracc1ones con

un volumen de 15 ml, a un caudal de 1ml por m1nuto La co-

en capa flna. Se comblnan las fracciones 36 a 58, se _concen-
tran a vacio hasta un volumen de 150 ml y se liofilizan pa-

ra dar 5,3.g del dihidrogloruro del A-35512 factor C m&s pu-

\
w. Lo -

rificado. o o

La purificéqién final del dihidrocloruro del A-35512

rellena y se lava con metanol acuoso al 50 %. Cuando el efluen

te de lavado es transparente, se aplica a la columna el

al 50 %). La columna se eluyé con metanoi acuoso al 50 % a’
un caudal de 1 ml por minuto. Se recogen fracciones con un
volumen de 12 ml y se exploran por bioautografia.cromatogré—
f}c? en capa fina como se ‘ha descr;to anteriormente. Se com-

binan las fracciones 22 a 74, se concentran a vacio hasta un
. \ _

EJEMPLO 11

Preparacidn de A-35512 factor C exento de élo£§ i6nico
Se cromatografian 200 mg del dihidrocloruro del A-35512
factor C, preparado como se ha descrito en el Ejemblo 10, so-

bre una resina cambiadora de ion débilmente bésica, utilizan-
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A preparada y lavada con'agua durante la noche, La columna se

fraccidn 118'sefcambia el disolvénte eluyente a metanol acuo

55

do el procedimiento dado en ei Ejemplo 9, para obtener 156
mg del A-35512 factor C.exento de cloro idnico. Este A-35512
factor C exento de cloro ibnico contenfa aproximadamente
1,90 % de cloro.

| EJEMPLO 12

purificacién del A-35512 factor E

Se disuelven 8,1 g del hidrocloruro del A-35512 fac-

tor E parcialmente purificado, obtenido como se ha descrito

en el Ejemplo 5 (fracciones 32-44), en 40 ml de agua desionif-

zada. Esta solucién se aplica a una columna 'de poliamida

de 5 x 110 cm (MN,«@0,07 mm, Brinkman Instruments, Inc.),

eluye con agua desionizada a un caudal de 20 ml cada 15 mi-

nutos, recogiendo fracciones con un volumen de 20 ml. En la

so al 50 %. Las fracclones se exploran por bloautografiai
cromatogr&flca en capa fina como se, ha descrlto éh el Ejem-

plo 10. 1

Las fracciones 148 é 195 contienen el A-35512 factor

E. Estas fracciones se combinan, se concentran a presibn re-| ..

ducida hasta un volumen de 150 ml.y éé }iofilizan para dar
2,7 g del hidrocloruro del A-35512 factor E.

. Se disuelven 615 mg de este hidrocloruro del A-35512
factor E paréialmeﬁte purificado en 5 ml de metanol acuoso
al 50 % y se aplican a una columna de 6xido de alﬁminio'éci—
do de 1,5 x 50 cm- (Woelm) que'ha sido preparada y lavada con

metanol acuoso al 50 %, hasta que el efluente es transparen-

te. La columna se eluye con metanol acuoso al 50 % a un

caudal de 1 ml por minuto, recogiendo fracciones con un voluf

‘men de 10 ml. De nuevo las fracciones se exploran por bioaut:

L]

1L}
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graffia cromatogréfica en capa fina. ‘Se combinan las fraccio-

y la solucibn resultante se liofiliza para dar 480 mg del

-Prepara016n del A—35512 factor E exento de cloro idnico

A-35512 factor E exento de cloro 16n1co contenia aproxima-

"damente 1,72 % de cloro.

~ fina utilizando un sistema disolvente de cloroformo/metanol /-

‘subtilis a pH alcalino.

_56

nes 5 a8y se concentran a pre516n reducida hasta un volu-

men de unos 10 ml. Se ahaden unos 50 ml de agua des1onlzada

.

hidrocloruro del A—35512'factor E.

'EJEMPLO 13

Se cromatografian 200 mg del hldrocloruro del A-35512
factor E, preparado como se ha descrlto en el Ejemplo 12,
sobre una reéiha cambiadora de ion débilﬁenté bésica, utili--
zando el procedimiento dado en el Ejemplo 9, para obtener

170 mg de A—35512 factor, E exento de cloro idnico. Este

-

EJEMPLO 14

. Purlflca016n del A-35512 factor H

Se dlsuelven 30 g del hidrocloruro del A-35512 factor
H parcialmente purificado, obtenido como se ha descrito en
el Ejemplo 5 (fracciones 1-10);, en una cantidad minima de so
lucidén de metanol/agua (7:3). ia solugién resultante se adsoj
be en una columna de 6xido de aluminio &cido.(3 x 60 cm;
Wbelm; rellena en metanol .y eluida con metanol hésta que ei
efl;ente es transparente). Después la columna se eluye con
metanol a un'caudal de 4{ml/minuto. Se recogen las fraccionei
con un volumen de 24 ml. El.disolvente eluyente se cambia en
la fraccién 59 é metanol/agua i:l.

Las fracciones se exploran por cromatografia en capa

hidréxido aménico (2:3:1) y biocautografia con Bacillus

-
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Sé'combinan las fracciones Sira 118 y se evaporan a
vacfo para dar 6,4 g del hidrocloruro del A~35512 factor H
purificado. .
'EJEMPLO 15

Preparacién del A-35512 factor H exento de cloro iBnico

Se cromatograffan 200 mg del hidrocloruro del A-35512

factor h, préparado como se ha descrito en el Ejemplo 14,

sobre una resina cambiadora de ion débilmente bésica, utili-

zando el procedimiento-indicado en el Ejemplo 9, para dar
143 mg de ‘A-35512 factor H exento de cloro ibnico. Este
A-35512 factor H éxento de cloro ibénico contenia aproximada-
mente I,SQ % de clofo. -

En résumeh, la Patente de Invencién que se solic%ta
deberé recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

3

1. Un procedlmlento pala la produccibn de la mezcla
antlblétlca A-35512 que comprende los factores A, B, C E,
F, Gy H, A—35512 factor A,’A—35512 factor B, A-35512 factor
C, A-35512 factor E, A-35512 factor F, A-35512 factor G y
A-35512 factor H, cuyo procedimiento se caracteriza por:

a) cultivar. Streptomyces candidus NRRL 8156 o un mutante del

\Kmismo productor déAA—35512 en un medio de éultivo que con-|
'Qiene fuentes asimilables de hidratos de.carbono, nitrbge-
noy sales inorgénicas, en condiciones de fermentacidn
aerobia sumergida, hasta que se ha producido una cantidad
sustancial de actividad-antibiética;

b) opcionalmente, separar la mezcla antibibtica A-35512 del
medio de cultivo; -
ci opcionalmente, aislar de la mezcla antlblétlca A-35512

los factores A, B, C, E, F, Gy H del antibibtico A-35512.




“10

15

20

- 25

-~ 58 =~

2.- Un procedimiento segfin la Reivindicacidn 1 para la

produccidn de la mezcla antibibética A-35512, caracterizado

pors:

. a) cultivar Streptomyces candidus NRRL 8156 o un mutante del

mismo productor de A-35512 en un medio~de cultivo;

b) separar la meéclg an;%biética A~-35512 del medio ae cul-
tivomy 7 .

c) alslar de la mezcla antlblﬁtlcé A-35512 los factores A,
B, C, E, F, G y H del antlblétlco A-35512,

3. Un bkoggdimiento segfin la Reivindicacién 1 para

la preparacidn del antibiético A-35512 factor A, caracte-

rizado porr e Lo _

a) cultivar Strggtomyces candldus NRRL 8156 o un mutante del

mismo productor de A—35512 en un medlo dé cultivo;

'n) separar la mezcla antibittica A-35512 ‘del medio de cul-

t;vo Y
é) aislar de la mezcla antibibtica A-35512 el antibidtico
A~35512. factor A. : i
4. Un procedimiento segtin la-Reivindicaciénljxma la
pfeparacién del antibibtico A—§5512 factor B, caracterizado
por: 7

a) cultivar Streptomyces candidus NRRL 8156 o un mutante del

'mismo productor de A-35512 en un medio de cultivo;
b) separar lé mezcla antibiética A~35512 del medio de cul-
tivo y .
c) aislar de larmezcla éntibié£icé A-35512 el antibiétiéo
A-35512 factor B.
5. Un Drocedlmlento segﬁn la Reivindicacidn 1 para la
pfepafacién del antib:i 6tico A-35512 fdctor C, caracteriza-

do por:

\h]l&.
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a) cultivar Streptomyces candidus NRRL 8156 o un mutante del

mismo productor de A—355127en un medio de cultivo;
b) separar la mezcla antibibtica A-35512 del medio de cul-
tivo y
c) aislar de la mezcla antibibtica A-35512 el antibidtico
A-35512 factor C.
6. Un'procedimiento.segﬁn 1a Reivindicacidén 1 para
la preparaéién del antibidtico A-35512 factor E, caracteri-

zado por: -

a) cﬁltivar Streptomyces candidus NRRL 8156 o un mutante del
mismo productor de A-~35512 en un medio de cultivo;
b) séparar‘la mezcla antibidtica A-35512 del medio de cul;
tivo y o ; B -. s
¢) aislar el antibidtico A-35512 factor E de la mezcla anti-
bibtica A-35512, - g
7. Un procedlmlento segﬁn la Reivindicacidn 1 para la
preparacidn del antlblétlco A~35512 factor F, caraéterlza-
do por: . . 7 ;uui-

a) cultlvar Streptomyces candidus NRRL 8156 o un mutanLe del

" mismo productor de A-35512 en un medlo de cultivo;

b) separar la mezcla'antibiética A-35512 del medio de cul-

“tivo y '
A

¢) aislar el antibidtico A-35512 factor F de la mezcla anti-

A
\

blétlca A-35512

8. Un procedimiento segfn la Reivindicacién 1 para la
preparacibén del antibidtico A-35512 factor G, caracteriza-
do por:

a) cultivar Streptomyces candidus NRRL 8156 o un mutante del

mismo productor de A-35512 en un medio de cultivo;

b)'separar la mezcla antibiética A-35512 del medio de cul-

OOR
©QUATY
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- c) alslar el antlblétlco A—35512 factor ¢ de la mezcla anti-

’a) cultivar Streptomyces candidus,NRRL 8156 o un mutanté del

. c) alslar el antlblotlco Ar35512 factor H de la mezcla anti-

ha de recaer la patente de invencifn que se solicita: UN -

“PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE LA MEZCLA ANTIBIOTICA

I presente memoria descrlptlva que -consta de sesenta paginas

thO y

bldtlca A-35512.
9. Un procedimiento segﬁn la Re1v1ndlcac16n 1 para la
preparac1Fn del antibidtico A-35512 factor H, caracteriza-

do por:-

miemn nroductor de A-35512 en un medin de coultive;

b) separar la mezcla antibibtica A-35512 del medio de cul-
tivo y
bibtica A-35512 a

10, Se re1v1ndica por,Gltimo como objeto sobre el qu

A-35512.

’

Todo conforme queda descrlto y reivindicado en la -

mecanografiadas y dibujos que;se acompaiian.

-~ Madrid, 23 de Mayo de 1.977 -

[%4
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