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La presente invencién se refiere al antibiébtico - - —--
C-15003, que es un antibibtico nuevo, a un método para pro

ducirlo y a un método para producir derivados de dicho an-

tibidtico.

Los autores de la presente invencién han recogido mu-
chas muestras de terreno y otras, y han realizado una se~—
leceidn de los miqroorganismos’aislados de tales muestras.
Por dicha seleccién se halld que élgunos de los microorga—
nismos eran capaces de producir un antibidtico nuevo, aque
tales microorganismos pertenecian al género Nocardia, y =-
que cultivando cualaulera de esos microorganismos en un me
dio adecuado se podfa hacer que dicho antibidtico se acumu
lase en el caldo de cultivo. Tembién se halldé que se po--
dfan obtener derivados de dicho antibiético. Siguieron —-
nuevos estudios, que tuvieron como resultado el desarrollo
de la presente invencién.

Por tanto, la presente invencidén se refiere:

(1) Antibiético €-15003, que tiene la férmula geraral

€9
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CH

(donde R representa -CO—CH< 3, ~C0~CH=CH,~CH, o
CH,
| | i,
-CO-CHQ—CH\ );
cH, .

(2) Un método para producir antibiético C-15003, ca~
racterizado porque dicho méido comprende culfivar una ce-
pa del género Nocardia productora de antibidtico C-liQQ},
en un medio que haga que la cepa elabore y acumule aﬁmiJ—
pidtico C-15003 en el caldo de cultivo, y recuperar di%ho
antibidtico ¢-15003 de dicho caldo; ¥ seed

(3) Un método para producir un compuesto de férmula

(I1): .r.

Cl CH, O OH O - I
19 )

CH;0

caracterizado porgue dicho método comprende hidrolizar an

tibibtico 0-15003 de férmula general (I):
, _ R
€ CH 0 0 o

30
,E (o
. 0
- Oy OCH
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CH3

(donde R revresenta -CO-CH\\\\ y =C0~CH_ ~CH,~CH., o

| o~ Cly=CH,
oH Nom -
3 ,
\\\ ’
G

3
—CO-CHZ-CH ). :

3
En el contexto de la presente invencién, el término -

H

"antibidtico €-15003" significa, genéricamente, los tres -
compuestos que tienen la anterior férmula general (I) co~—
mo grupo, o una mezcla de dos o tres de dichos compuesios,
0 individualmente cgalnuiera de los mismos compuestos. Ha
ciendo referencia también a la férmuls general (I), el com

CH3

puesto en el que R es -C0-CH se denomina agui “anti-
\\ﬂH3 ,
bidtico C-15003 P-3", o mis abreviadamente "C~15003 P-3m;

el compuesto en el que R es —CO—CHz—CH -CH3 se denoming --

2

aqui "antibidtico C-15003 P-3" ", o mds abreviadasmente - -

]
""C~15003 P-3" "; el compuesto en el que R €8 = = = = = = « '

‘//’CH3
—CO—CHZ-CH\\\\ se denomina aquf "antibiético ¢-15003 -
CH

P-4n, o mis abreiiadamente 10-15003 P-4™; y el compuesto -
en el gue R es H (férmula general (II)) se denomina agul -
"antibiftico C-15003 P-0", o mas abreviadamente "G-15003
P-Q", '

Como ejemplo de la cepa de microorganismo productora
de antibidtico C-15003, se puede mencionar una cepa de ac-
tinomicetos n? ¢-15003, que los auforgs de la presente in-
vencién aislaron del terreno ¥ otras muestras, en su selec

cibn de microorganismos productores de antibibticos.
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- Los caracteres microbiolbgicos de la cepa n? C-15003
se investigaron por métodos andlogos a los propuestos por
Schirling & Gottlieb (International Journal of Systemactic
Bacteriology 16, 313-340 (1966))ﬁ Los resultados de las -
observociones a 2890.durante 21 dfas son como sigue.

1) Caracteres morfolégicos

El micelio vegetativo se extiende bieﬁ y se desarro--
1la en ramas, tanto en égaf como en medio 1lfguido. Muchas
de las hifas miden 0,8 a 1,2 4m de didmetro, y en cierios
casos se pueden dividir en ffagmentos gue se parecen 4 ﬁég
terias en bastoncillo o longitudes cortas de hifas ramifi-
cadas. La cepa de buen crecimiento en diversos medios ta-
xondémicos, estando el micelio adreo superpuesto sobre el -
micelio vegetativo, aunque frecuentehente forma cuerpos --
tipo coremia (50-200 x 200—1000/4nﬂ sobre los que tienen
lugar més crecimiento aéreo. IMuchos de los micelios adreos
estéin flexionados, encontrdndose en pocas ocasiones la con
‘figuracidn rectilinea o espiral floja. El examen microscé
pico de cultivos envejecidos revela que so0lo en pocos ca—-
sos se presentan en las cadenas células tipo conidio, mien
tras que las suspensiones de células obtenidas de las su--
perficies de tales cultivos, segin se examinan microscdpi-
camente, contenian mﬁchos cuerpos elipsoidales alargados -
(0,8-1,2 pmx 4,8-6,8 4m) y elipsoidales (0,8-1,2 x
X 1,0—2,0//Zm) gue se parecen g artrosporas.

Los exdmenes al microscopio electrénico mostraron que
estos cuerpos tenfan superficies lisas.

2) Constituyentes de las células

La cepa se cultivé con sacudidas en medio ISP n? 1 mo

dificado, a 282C durante 66 a 90 horas, al final del cual
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—-fGiempo las células se recogicron y se aclararon. Por el

método de B. ﬁécker vy otrosr(Applied Iiicrobiology 12, 421
(1964)) y el método de M.P. Lechevalier (Journal of Labo-r
ratory and Clinical Medicine 71, 934 (1968)), las células
enteras anferiores se examinaron parz determiner gl 4dcido

disminopimélico y la composicién de azidcar. Se hallé qﬁe

el primero estaba’en forma meso, mientras que se detecta-

ron manchas que correspondian a galactcsa y arabinosa.

3) Caracteristicas en medios taxonbémicos

La cepa mostyé un crecimiento relativemente buenoc-en
diversos medios, siendo el micelio vegetativo de incoloro
o, amarillo claro en las fases iniciales de cultivo, ¥y Ce
canela amarillento claro a canela amarillento en fases pog
teriores. ILa cepa produce pigmentos solubles, de amarillo
a canela amarillento, en diversos medios taxonémicos. FEl
micelio aéreo es pulverulento, y en general da un creci--—

miento moderado, siendo blanco a amarillo o canels amari-

" 1lento claro. Las caracteristicas de la cepa en diversoes

medios taxondmicos se exponen en la Tabla 1.
Tabla 1 - Caracter{sticas de cultivo de la cepa n?
. C-15003 en medios taxondmicos
(A) Agar de sacarosa nitrato:

Crecimiento (C): moderado, amarillc melén brillante
(3'ia)k a canels &mbar (3 1e)%, se
formaron cuerpos tipo coremia

Micelio aéreo (MA): escaso, blancc

Pigmento solible (PS): ninguno, o canela amarillento

claro
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(¢)

(D)

(E)

(F)

(¢)

C: moderado, marfil claro (2 Ca)'}IE a trigo claro - =~

MA: moderado, blanco o marfil glaro (2 ca)3€

- P3: ninguno

i Hoja nfim. ©

Agar de glicerina nitratos

0: moderado, marfil claro (2 ca)x, ge formaron cuer-
pos tipo coremia

MA: moderado, blanco

PS: ninguno

Agar de glucosa asparaginas

)x

¢: moderado, caléndula brillante (3 pa)” a amarillo

brillante (2 pa)™
MA: escaso, blanco
PS: amarillo brillante (2 pa)™
Agar ‘de glicegina asparagina '
¢: moderado, marfil elaro (2 ca)x; se formaron cuer-
pos tipo coremia
MA: escaso, blanco
P5: ninguno

Agar de almidén:

(2 ea)x, se formaron cuerpos tipo coremia

MA: zbundante, marfil claro (2 ca)5€

P5: ninguno ' '

Agar nutriente:

C: ﬁoderado, marfil claro (2_ca)x a amarillo colonial
(2 ga)x, se formaron cuerpos tipo coremia

MA: escaso, blanco ’ '

PS: ninguno

Agar de malato cdlcico

¢: moderado, marfil claro (2 ca)x a trigo claro - -

® i .
(2 ea)”, se formaron cuerpos tipo coremia
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| (H) Agarrde extracto de levadura-extracto de malta
C: moderado, Ambar (3 lc)Eﬁ a amarillo brillante - =
(3 la)x, se formaron cuerpos tipo coremia
MA: moderado, blanco s marfil claro (2 ca)™
PS: ninguno ' .
(1) Agar de harina de. avena _
C: moderado, marfil claro (2 ca)x a amarillo colonial
(2 ga)x, se formaron cuerﬁos tipo coremia
MA: escaso, blanco é amarilio claré
PS: ninguno . {
(J) Agar de peptong.extracto de levadura hierro
C: moderado, amarillo colonial (2 ga)§€
MA: neda - 7 :
PS: amarillo colonial (2 ga)§E
(K) Agar de tirosing
O: moderado, marfil claro (2 ca)® a amarillo melén -
claro (3 ea)x, se formaron cuerpos tipo coremia
-MA: moderado, blanco a marfil claro (2 ca)5E
PS: camello (3 ie)EE
aECédigos de color segin el Color Harmony Manual (Manual de
armonia de colores), 42 ed. (Container Corporation of —-
America, 1958).
4) Caracteres fisioldgicos
Los caracteres fisiolégicos de la cepa se muestran -
en la Tabla 2. Intervalo de temperatura para el crecimien
to: 122C a 38eC. El intervalo de temperatura en el que -

tiene lugar buen crecimiento aéreo en agar (ISP no 2) es
20 a 352C. '
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Tabla 2 - Caracteres fisiolégicos de la cepa n?
' C-15003

Intervalo de temperatura para el crecimiento: 12 a 382C
Intervalo de temperaturé,para crecimiento aéreo: 20 a 359C
TLicuacibn de gelatina: positivo
Hidrélisis de almidén: positivo
Reduceibn de nitratos: positivo
Peptonizacién de leche: positivo
Coagulacidén de leche: negativo
Descomposicibn de c%Seina:'positivo
Produccién de pigmehtos melanoides:

negativo (agar de peptoné extracto de levadura hierro

positive (agar de tirosina)
Descompnosicién de tirosina: positivo
Descomposicidén de xantina: negativo
Descomposicibén de hipoxantina: negativo

Tolerancia de lisozima: positivo

"Polerancia a cloruro sédico: 2%

5) Utilizacién de diversas fuentes de carbono  -.:
La utilizacién de diversas fuentes de carbono se in--

vestigd usando un medio descrito en Pridham y Gottlieb - -

- (Journal of Bacbteriology 56, 107 (1948)) y un medio basal

de la misma composicién mds 0,1% de extracto de levadura.

El espectro resultante se muestra en la Tabla 3.
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- Tabla 3 - Utilizacién de fuentes de carborno para la -
cepa C-15003

Fuente de carbono Crecimiento Fuente de carbono Crecimiento

D-xiloxa ot '+1*  Prehalosa L L
L-arabinosa 4 -+ Rafinosa * | L
D-glucosa L 0 L& Melibiosa 3 +
D-galactosa . +  i-inosita - -
D-fructosa +LL 4L D-sorbita - -
L-ramnosa s + D-manita ' Lo 4ok
D-manosa .+ 44 Glicerina - L
Sacarosa 44 4+ Almidén soluble & r
Lactosa - -*  Destigo - -

Maltosa £ L
*Medio basal con 0,1% de extracto de levadura afiadido
Nota: &&i: crecimiento abundante

iL: buen crecimiento

+

$ crecimiento
4+: mal crecimiento
" =: sin crecimiento
6) Otras caracteristibas
Las células se recogieron por el método antes descrito
en 2), ¥y se prepard DNA por un método andlogo al de J. Mar-
mur y otros (Journal of Holecular Biology 3, 208, 1961). --|
El contenido de G-C (guanina—citosina)'en el DNA resultd —-
ser aproximadamente T1% en moles. -
El manchado gram del micelio vegetativo de esta cepa
fué positivo.

Las anteriores caracteristicas de la cepa ne 0-15003 -

Actinomycetes" (Los actinomicetos) vol. 2 (The Williams and
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|_Wilkins Co., 1061); R.E. Buchanan y N.E. Gibbons: "Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology" (Manual Bergey de -—-
bacteriologia determinativa), 82 ed., 1974; y otra biblio-
grafia. ’ V

Aunque se creyé que esta cepa perteneci{a al Grupo III
del género Nocardia, el fracaso para encontrar cualguier -
especie que tuviese los caracteres hasta ahora descritos,
entre las cepas_conocidas, condujo a la conclusidén de que
esta cena representaba una especie nueva de microorganis—-
mo. _

La presente cepa ne C-15003 se ha depositado en el —-
Fermentation Reséarch Institute (Instituto de investigacio
nes sobre fermentacién), Agency of Industrial Science and
Technology (Agencia de ciencia y tecnologia industria}}‘--
(FERM), bajo el nimero de recibo 3992; en el Institute'ﬁor
Fermentation (Instituto de ferméntacién), Oszka (IFOj, e~

jo el nimero de acceso IFO 13726; y en la American Type —-—

- Culture Collection (Coleccién americana de cultivos tinu)

(ATCG), Maryland, EE.UU., bajo el nimero de acceso 31281,
Aungue la cepa n@ C—ISOO3 es una especie nueva del —-
género Nocardia, segin se acaba de mencionar, es suscepti-
ble, como lo son los microorganismos en general, de experi
mentar variaciones y mutaciones, ya sea esponténeamente o
bajo la influencia de un mutdgeno. Por ejemplo, no se de-
be considerar que las muchas variantes de la cepa que se -
pueden obtener por irradiacién con rayos X, rayos gamma, =—
luz ultravioleta, etec, por aislamiento de monocélulas, por
cultlvo en medios que contengan diversos productos quimi—-
cos, o por cuslouier otro tratamiento mutdgeno, asi como -

los mutantes espontdneamente derivados de la cepa, repre--
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1 - sentan cualquier otra especie distinta, sino que, en vez
de ello, cualquiera de tales variantes y mutantes capaces
de eleborar C-15003 P-3, P-3’ y/o P-4 se puede utilizar -
invariablemente para los fines de la presente invencidn.
5 A titulo de ejemplo, la sumisién de la cépa ng C-15003 a
diversos tratamientos mubtdgenos produce mutantes a los que
les falta sustancialmente la capacidad de producir pigmen
tos solubles, mutantes coh micelios de sustrabo que son -
incoloros, verdes amarillentos, canela rojiios 0 rojos—ng
10 ' ranja, mutantes cuwas hifas son ficiles de fragmentar za
elementos bacilares o fragmentos de hifa cortos ramifica-
dos, y mutantes con ébundantes micelios aéreos blancos o
sustancialmente sin micelios aéreos.

Bl medio empleédo para el cultivo de tal cepa produc
15 tors de antibibtico C-15003 puede ser cualguier medio 11~
quido y sélido, solo si contiene nutrientes que la cepa -
pueda utilizar, aunque se prefiere un medio 1lfcquido para
" grandes tandas de produccién. EL medio puede comprender
fuentes de carbono y nitrégeno que la cepa n? C-15003 pue
20 da asimilar y digerir, materia inorgdnica, trazas de 1u-—
trientes, etc. Como ejemplos de dichas fuentes de carbo-
no se pueden mencionar la glucosa, lactosa, sacarosa, mal
tosa, dextrina, almidén, glicerina, menita, sorbita, ctc,
grasas y aceites (p.ej. aceite de soja, aceite de manteca
25 de cerdo, aceite de pollo, ete), etc. Las fuentes de ni-
trégeno pueden ser, por ejemplo, extracto de carne, eX—-—-
tracto de levadura, levadura seca, haring de soja, liqui-
do de maceracién de maiz, peptona, harina de semilla de ~
algo@én, melazas agotadas, urea, sales aménicaé (pe€je —-

30 sulfato aménico, cloruro aménico, nitrato aménico, aceta-
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les de sodio, potasio, calcio, magnesio, ete, sales de —--
hierro, magﬁesio, cine, cobalto, nfiquel, etc, sales de —-
4cido fosférico, Acido bérico, ete, y sales de dcido orgd
nico tales como acetatos y propionatos. Ademés, el medio
puede contener, como adiciones, diversos aminodcidos (Dp.

ej. dcido glutdmico, 4cido aspirtico, alanina, glicina, -
lisina, metionina, prolina, etc), péptidos (p.ej. dipépti
dos, tripéptidos, ete), vitaminas (p.ej- Byy By deidge i

[
“gee

cotinico, Blz’ ¢, E, etc), Acidos nucleicos (p.ej. puféP?,
pirimidina y sus derivados), etc. Para fines de ajuste -
del pH del medio se puede afiadir un 4cido inorgdnico u oi
génico, &leali, tampén o similares. También se pueden --
afladir, como antiespumantes, cantidades adecuadas de acei
tes, grasas, tensioactivos, etc.

El cultivo se puede efectuar en éualquiera de los es

tados de cultivo estdtico, con agitacién, sumergido aero-

"bio, y otros. Para grandes tandas de produccidn se pre--—

fiere, desde luego, el cultivo aerobio sumergido. - Aunque
las condiciones de cultivo dependeh, nzturalmente, del es
tado y composicién del medio, cepa, método de cultivo y -
otros factores, ﬁormglmente se prefiere efectuar la incu-
bacién a 20 a 352C con un pH inicial de aproximadamente -
7,0 o alrededor. Es particulsrmente déseable una ‘tempera
tura de 23 a 302C en una etapa intermediz de cultivo, con
un pH inicial de 6,5 a 7,5. Aungue el tiempo de incuba--
cién también es variable segin los mismos factores que se-
han mencionado antes, es aconsejable continuar la incuba-

cién hasta gue el titulo del producto antibidético deseado

se haya hecho m4ximo. En el caso del cultivo con agita--
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- cién o cultivo aerobio sumergido en medio lfquido, el tiem
po recuerido estd comprendido normalmente entre aproxima-
damente 48 y 144 horas.

TLa poteﬁcia del antibibtico se determind con Tetrahy-—

mena pyriformis W como orgsnismo de determinacibn. AsT,

el anterior microorganismo se cultivd en-un medio de ensa
yo (20 g de proteosa-peptona (Difco), 1 g de extracto de
levadura (Difco), 2 g de glucosa, 1000 ml de agua destila
da y 10 ml de tampén de fosfato 1M (pH 7,0)), a 2820 du—-
rante 44 a 48 horas, y se determiné la potencia del anvi-
bibtico por el méitodo de diluciébn en serie, con vigilan--
cia de la turbidez del crecimiento, efecto sobre células
de tumor éscites, y por determinacidn cromatogrifica .en -
capa delgada (CCD abreviadamente), z describir mds adelan
te. . .
El nuevo antibiético C-15003 P-3, P-3’ y/o P-4 se —-
produce y acumula en el caldo de fermentacidén resulbante,
" tanto extracelular como intracelularmente.
Estas sustancias se han detectado también por CCL. ~
As{, el caldo de fermentaéién se divide en células y fil-
trado, por filtracifn o centrifugacidn, y el filitrado se
somete a extraccién con el mismo volumen de acetato de —-
etilo. Se ‘afiade a las células la misme cantidad de aceto
na~agua al 70% que de filtfado, v la suspensibn se filtra
tras una hora de agitacién a 202C. ILa acetona se elimina
del filtrado, y el filtrado acuoso resultante se somete a
extraccibén con acetato de etilo. Cada unc de los extrac-
tos se concentra a 1/100 en volumen y se somete a cromato

grafia en capa delgada, sobre gel de silice-placa de vi--

drio (Merck, Alemania Occidental, Kieselgel 60 F 4,0,25

25
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Fmm, 20 x 20) (sistema disolvente: cloroformo-metanol = 9:1)
La potencia se determiné en base a la intensidad de las —--
manchas, detéctadas por irradiacién con luz ultravioleta a
2537 f. |

Debido a que el C-15003-P-3, P-3’ y/o P-4 que asi se
producen en el caldo de fermentacién son sustancias 1ipbfi
las necutras, se pueden recuperar convenientemente por méto
dos de separacién y purificacién que se emplean normalmen-—
te parz la recogida de tales metabolitos microbianos. Pcr'
ejemplo, se puede emplear un método que utilice la diferég
ciz de solubilidad entre el antibibtico y la impureza, mé—
dios que utilicen la afinidad de adsorcidém de diversos ad-
sorbentes, tales como carbono activo, resinas no idnicas--
macroporosas, gel de sflice,y alumina, etc, un método pora
eliminar impurezas mediante resinas intercambiadoras de -—-
iones, etc, aplicados solos o en combinacién adecuada, o -
aplicados en repeticidn.

Dado que, como se ha dicho antes, el (¢-15003 P-3, P-3
¥y P-4 se presenta tanto en el filtrado como en las células,
los antibidticos sé separan y purificen mediante tal adsor
bente, si se emplea, directamente o tras una extraccidén ~-
con disolvente en el caso de filtrado, o tras una extrac--
cién con disolvente en el caso de las células microbianas.
La extraceibén con disolvente se puede éfectuar por cual-——
quiera de los métodos siguientes y otros, p.ej. (1) extrac
cibén con disolvente del caldo de cultivo, antes de la sepa
racién de las células, y (2) extraceidn con disolvente de
células y filtrado obtenidos por filtraciébn, centrifuga~—-
cién u ofro procedimiento. Para someter a extraccidn inde

pendientemente el filtrado y las.células, se puede seguir
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- ventajosamente el método siguiente. '

Los disolventes adecuados para exiraccién del Ffiltra
do son disolventes orgénicos inmiscibles con el'agua, ta~
les como ésteres de 4cido graso, p.ej. acetato de etilo y
acetato de amilo; alcoholes, p.ej. butanol; hidrocarburos
halogenados, p.ej.'cloroformo;,y cetonas, p.ej. metil-iso
butil-cetora. Ia extraccién se efectda a un pH préximo a
la neutralidad, y preferiblemente el fluido de cultivo, -
previamente ajustado a pH 7, se somete a extraccién con -
acetato de etilo. El extracto se lava con agua y se con-
centra bajo presién reducida. ILuego se afiade al concen——
trado un disolvente no polaf, tal como éter de petrdleo o
hexano, y se recupera el producto I crudo, gue contiene -
el compuesto activo. Debido a que por CCD se detecta un
cierto nimero de manchas ademis del antibiético G-15003,
el producto I se somete en secuencia a los siguientes mé-
todos de purificacién. Asi, como método rutinario de pu~

‘rificacién es Util la cromatografia de adsorcién, y pars
este fin se puede emplear uno de los adsorbentes comuneé,
tal como gel de silice, alumina, resina no iénica macropo
rosa adsorbvente, etc. Para purificacién a partir del pro
ducto I crudo, la gel de silice es muy Util. Y se puede
efectuar el revelado, por ejemplo, partiendo de éter de -
petréleo y hexano, y la eluciébn del anfibiético C-15003 -
se efectia por adicibén de un disolvente polar, tal como -
acetato de etilo, acetona, etanol o metanol. En un proce
dimiento tipico, usando gei de silice (Merck, Alemania Oc
cidental, 0,05-0,2 mm) como soporte, la cromatograffa en
columna se efectla con un aumento en serie de la propor--
ciéﬁ'entre hexano y acetato de etilo. Se toman muestras

del eluato y se investiga por CCGD, y las fracciones que -
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| contienen (~15003 se mezelan y concentran bajo presibn re
ducida; Iuego se afiade al concentrado éter de petrdéleo o
hexano, con io éue se obbtiene el producto II crudo. Dado
gue este producto adn contiene impurezas, se purifica mds
como sigue. Por ejemplo, el producto II se puede purifi-
car mediante uné segunda'columna de gel de silice, usando
un segundo sistema disolvente. EL sistema de revelado pa
'ra este Tin puede consistir en un hidrocarburo halogenado,
tal como diclorometano o cloroformo, con adicidn de un 4i
solvente polar tal como un alcohol, p.ej. metanol o etéﬁ&l
una, cetona, n.ej. acetona o metil-etil-cetona, o simila~-~
res. De esta manera se afsla el antibiébtico C-15003. A£lL
orden de los sistemas disolventes empleados para las cd--
lumnas de gel de sflice primera y segunda se pucde inver-
tir, y ademds se pueden usar disolventes orgénicos ordina
 rios conjuntamente con los sistemass anteriores, si es ne-
cesario. '

31 se usa una resina macroporosa adsorbente como me-
dio de purificacibn para el producto II erudo, la -elucidn
del antibidbtico C-15003 se efectia con una mezcla de agua
con un alcohol inferior, una cetona inferior o un &ster,
El alcohol inferior puede ser, por ejemnlo, metanol, eta-
nol, propanocl o butanol, y la cetona inferior puede ser,
por ejemplo, acetona o metil-etil-cetona., El éster puede
ser, por ejemplo, acetato de etilo. &In un método tipico,
el producto II crudo se disuelve en metanol-agua al 60%,
Yy se adsorbe en una columma de Diaion HP-10 (Mitsubishi -
Kasei K.X.).

La columna se lava con metanol-agua al 70%, y'luego

se efectda la elucién con metanol-agua al 90%. De esta -
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‘Jo presibn reducida, y se aflade acetato de etilo a los con

- " Hola n6m. 17
!

En cualquiera de los procedimientos antes decritos, -
las fracciodes que contienen antibibtico C-=15003 se¢ mez———
clan y concentran bajo presién reducida. Se afiaden al pro
ducto seco 5 a 8 voltimenes de acetato de etilo, y la mez—-
cla se deja reposar, tras lo cual se separan cristales de’
antibidtico 0—15003.. Estos cristales conticnen C-15003 -~
P-3, P-3’ y P-4. Estos compuestos se separan luego uno de
otro mediante un adsorbente tal como los antes mencionadcs.
Asf, usando gel de ?iiioe 0 una resina no iénica macroporo
sa adsorbente, y los anteriores disolventes, los compﬁes;—
tos deseados se pueden elufr fraccionadamente. Cuando se
emplea gel de sflice, por ejemplo, el revelado se efectie
con hexano, acetato de etilo o cloroformo-metanol, cor lo
que el C-15003 P-4, P-3° y P-3 emergen en ese orden. Tras
deteccién por CCD, las fracciones correspondientes a - - =

C-15003 P-4, P-3" y P-3 se conceniran, respectivanente, bg

centrados. De esta manera se obtienen los compuestos res—
pectivos, como cristales. " Cuando se emplea una resina no

idnica macroporosa adsorbente, se puede utilizar elucibn -
con gradiente, con una proporcibn variable entre alcohol,

cetona o éster y agua. Por ejemplo, por el método de elu-
cibén con gradiente, implicando el uso de metanol-agua al -
60% y metanol-agua al 95%, afiadiendo 5% - de cloruro sédico,
el C-15003 P-3, P-3’ y P-4 emergen en el orden mencionado.
Tras tomar muestras y detectar por CCD, cada gruwpo de irac
ciones activas se concentra bajo presién reducida y se - -

cristaliza con acetato de etilo. ILos cristales aislados -

comprenden acetato de etilo como disolvente de cristaliza-
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~cién, y tras secar sobre pentéxido de fésforo a 702C duran

te 8 horas, muestran las siguientes propiedades fisicas y
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bisqueda en la bibliografia no pudo localizar'grupos dife~

nente de plentas, y se presenté en Journal of the American

- gque estos compuestos tienen una estructura de escueleto -
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En base a la anterior férmula molecular que se ha mos
trado antes, ﬁ'a los datos de actividad anfimicrobiana y -
antitumor que se dan mis adelante, el presente antibidbtico

se comparé con los grupos conocidos de antibibticos. La -~

renciados similares al antibiético C-15003. Sin embargo,
la bisqueda de sugtancias que pudieran dar absorciones ul-
travioletas similares a las del presente antibibtico, en——
tre componentes de plantas y otros dompuestos organicos --—
presentes en la ngturaleza, condujo a los grupos de la mal
tanacina, Yy en base a las férmulas moleculares impliecsdes,
en particular, se supuso que el antibibtico pertenece al -
grupo de compuestos de la maitanacina que contiene dos -~ -

dtomos de nitrégeno. La maitanacina se obtuvo como compo-—

Chemical Society 97, 5294 (1975). El espectro de masas de

1la meitanacina es como sigue:

M -(a) M*=(atb) 485-0H, 485-C1
545 485 470 450
(2)=H,0 & HNCO 0
N
(b)=R~C-OH

La presencia de m/e 485, 470 y 450 para C-15003 P-3,P-3 ¥

P-4 couvencié inmediatamente a los presentes autores de -

jdéntica a la de la maitanacina, diferencidndose de la --
maitanacina en la clase de grupo acilo en posicién 3. Por
tanto, est4 claro que el antibidético C-15003 es un compues
to nuevo. Cuando el C-15003 P-3, P-3’ y P-4, cada uno, ~
se degradé con élcali y se analizé por cromatografia de -

gases para determinar los 4cidos carboxilicos liberados, -
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|_se halldé que se podfan obtener 4cido isobutirico, Acido =

butirico y 4dcido isovalérico, resvectivamente, de C-15003
P-3, G-15003 P-3‘ y C-15003 P-4. DLa fig. 1 muestra las -
estructuras del C-15003 P-3, P-3’ y.P-4, en base a los an |

teriores datos.

Figo l . - R : ',“'M." e -
: CH5
P-3 -CO0-CH<
CH3

P-3' ~CO-CH -CH‘~"H~

GH
P-4 ~C0-CH,~GH < 5
Gl

3

CH; OCH

Actividad biolégica:
a) Actividad antimicrobiana

Con agar de trlptlcasa—soga (BBL) como medio de de—-
terminacién, se investigaron por el método del disco de -
papel las concentraciones inhibitorias contra los microor
ganismos citados a continuacidén. Asi, discos de papel de
filtro (Toyo Seisakusho, tipo delgado, 8 mm de didmetro),
impregnados cada uno con 0,02 ml de una solucidn con 300
/xg/ml de ¢-15003 P-3, P-3" o P-4, se pusieron sobre pla-
cas inoculadas respectivamente con los microorganismos ci
tados a conbtinuacién, para investigar las concentraciones
inhibitorias minimas. Los resultados mostraron que Los -

antibidticos no tenian actividad contra los siguientes mi

 croorganismos:

Escherichisz coli, Proteus vulgaris, Profteus mirabilis,
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—-Pseudonmonas aeruginosa, Stavhylococcus aureus, Bacillus

‘actividad inhibitoria de crecimiento de los compuestos an-

P
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subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae,

Serratia marcescens, Mycobacterium avium

Por otra parte, con placas de agar que contienen el -
medio de determinacién (3,5 g de -hidrogenofosfato disddi-
co, 0,5 g de dihidrogenofosfato monopotdsico, 5 g de ex—-
tracto de levadura (Difco), 10 g de glucosa, 15 g de agér,
1000 ml de agua destilada, pH 7,0), se determiné la inhibi
cién de crecimiento frente a Talaromyces avellaneué. ’g?;—
esta determinacién,flas concentraciones inhibitorias ﬁ%ni—
mas fueron 3 /kg/ml para 0-15003 P-3 y P-3’, y 1,5 Z&/ml
para (C~15003 P-4. Ademds, la cepa natural de Tetrahymens

pyriformis W, como organismo de determinacifn, se cu}yggﬁ
en un medio de determinacién (compuesto por 20 g de prnteo
sa~peptona (Difco), 1 g de extracto de levadura, 2 g dé -
glucosa, 1000 ml de agua destilada y 10 ml de tampén de -

fosfato 1M, pH 7,0), a 282C, durante 44 a 43 horas, y la

tivibticos frente a este microorganismo concreto se deﬁér—
miné por el método de dilucién en serie. La inhibicidn -~
del crecimiento tuﬁo lugar a 1 /Lg/ml para el C-15003 P-3
y P-3, v a O,5//bg/ml para el C-15003 P-4.

La actividad antifingica se muestra.en la Tabla 5. ——
Como se ve por la Tabla 5, el C-15003 fiene actividad inhi
bitoria del crecimiento frente a microorganismos que causar
enfermedades de plantas. Los discos de papel de filtro im
pregnados con 0,02 ml de una solucién de 1000‘/mg/m1 de ——
C-15003 se pusieron sobre placas, inopuladas respectivamen

te con los microorganismos segin la giguiente Tabla 5.
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0583 GB

Nimero Didmetro de

Organismos de ensayo IR0 Medio Hora inhibicibn
Alternaria . 7515 APST 48 38

kikuchianag

1 Pusicladium levieri 64717 APS® 90 68
Helminthosporium. ’ . . :

sigmoideum Vvar. 5273  APST 48 55

irregulare
Pyricularia oryzae - Aps® 48 53
Elsinoe fawcetti . 8417  aps® 90 55
Fusarium oiysporum. "

f. cucumerinum - APS 48 20
Guignardia laricina 7888  APST 48 12
Cochlioborus miyabeanus 5277 APS™ 48 60
Diaporthe citri 9170 APS™ 48 55
Gibberella zeae 8850  aps™ 48 37
Sclerotinia s¢lerotiorum 9395 APs® 90 65
‘Venturia pirina 6189  APS® 48 50
Pellicularia sasakii 9253  APS™ 438 50.
Pythium aphanidermatum 7030 APSEE 48 58
Botrytis cineres - APS® 48 48
Aspergillus niger 4066 AP3™ 48 0
Penicillium chrysogenum 4626 APS™ 48 35
Rhizopus nigricans 6188  APS® 48 25
Saccharomyces cerevisiae 0208  APS® 48 0
Rhodotorula rubra 0907 APSx 48 28
‘Trichophyton rubrum 5467 GB™" 48 38
- Trichophyton  wx

mantagrophytes 7522 GB 48 38
Gandida albicans FE 48 0
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Ndmero Didmetro de
Oreanismos de ensayo Ir0 Medio Hora inhibicidn
Candida utilis 0619  oB** 48 0
Crytococcus
neoformans 0410  GBYT 48 43

* .

APS: medio de agar de patabta sacarosa
% . e
¢B: medio de agar nutritivo de glucosa

B) Actividad antitumor

Se investigaron los efectos terapéuticos del C-15003
P-3, P-3" y P-4 (d051flcados intraperitonealmente durante
9 dias consecuulvos) sobre la leucemia P388 en racones°n—
(1 x 106 células/animal, ratén, transplantado intraperito
nealmente). Los resultados mostraron que, en términos de
proporcién de extensién de la duracién de la vida, eé%é;
compuestos tienen una actividad antitumor tan alta como -
200%, al nivel de dosis de 0,00625 mg/kg/dia.
¢) Toxicidad -

En un ensayo de toxicidad aguda con ratones como ani

¢ e

males de ensayo, y que implicé inyecciones intraperitonea
les de C-15003 P-3, P-3" y P-4, todos estos antibibticos
mostraron un valor DL50 mayor que 0,313 mg/kg.

Como se ha mencionado antes, el presente antibibtico
C-15003 tiene fuerte actividad inhibitoria contra hongos
y protozoos, y por tanto es valioso como agente antifungi
ca o antiprotozoos. Ademds, debido a que el antibibtico
C-15003 prescnta una accibén extensora de la duraciébn de -
la vida, sobre los animales mamiferos que padecen tumor -
(p.ej. el ratén), también se espera que el compuesto ten-
drd uso como droga antitumor.

El antibibtico ¢-15003, como agente antifungal y an-




10

15

20

25

30

foja ntm. 27

_tiprotozoos, se puede usar ventajosamente para determina-
cién de la ecologla bacteriana en terrenos, lodos activos,
fluidos del cuerpo de animales, o similares. Asf{, cuando

se han de aislar bacterias valiosas .de mestras de. terre~

no, o0 cuendo se han de evaluar acciones de bacterias inde

pendientemente de las de hongos Yy protozoos, en relacién
con el funcionamiento y andlisis de un sistemz de lodos -
activos usado en el tratamiento de aguas residuales, el -
presente antibibtico se puede utilizar para obtener un --
crecimiento selectivo de la flora bacterisna, sin permitir
el crecimiento concomitante de hongos y protozoos en la -
muestra. BEn un caso tipico, la muestra se afiade a un me-
dio liquido o sélido, y se afiaden 0yl ml de una soluciébn
de 10 a 100 /ﬂg/ml del antibidtico en metanol-agua al 1%,
por ml del medio, que luego se incuba.

El presente antibiético C-15003 también se puede usar
como agente antimicrobiano para el tratamiento de enferne
-dades de plantas causédas por los microorganismos mencio-
nados en la anterior Tabla 5.

En la aplicacién tipica, el antibibtico C-15003 se -
usa en forma de solucibén acuosa metanélica al 1%, que con

tiene 0,5 /Qg/ml -5 /ﬂg/ml del antibibtico. Por ejemplo,

el antibidtico €-15003 se puede usar Para. revresidn de la

rofia marrén rojiza de las vainas, tizéﬂ, manchas de Hel~--
minthosporium en hojas, y afiublo de la vains en plantas -
de arroz. _ | :
Asi, es evidente que el C-15003 P-3, P-3" y P-4 son,
todos, compuestos nuevos que tienen la misma estructura -
de esqueleto, y que se pueden usar también como interme--

dios en la produccién de otros compuestos farmacéuticameg
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_te dtiles. Asi, medisnte una reaccién de desacilacién se
puede derivar del presente antibiético el P-15003 P~0 - -
(maitansinel), con'un grupo hidroxilo en posicién 3. ZEn

relacién con esto, debido a que el grupo acilo estd en po
sicibén beta respecto al carbonilo, se pﬁede_emplear venta

josamente la reaccién usual de hidrédlisis con reduccibn.

._Asi, mediznte un hidruro metdlico complejo (p.ej. hidruro

de litio aluminio (LiAlHA)), a una temperatura baja (p.ej
-20-02C), el enlace O-éster en posicidn 3 se puede escin—

dir por hidrélisis,fsin afectar a otros grupos funcioﬁ%i;
les, p.ej. carbonilo, eposi, dobles enlaces carbono—céﬁbg
no, etc, produciendo maitansinol., Los datos ffsicos ¥ ~r
quimicos sobre esta muestra de maitansinol asi obtenida -
estdn en buen acuerdo con los datos dados en Kupchan y --
otros, The Journal of American Chemical Society 97, 5294-
5295 (1975)).

Los sisuientes ejemplos ilustran mis, pero en modo al

‘guno son limitativos de la invencidn, y en ellos la(s) --
"parte(s)" estén basadas en peso, a no ser que se indique
otra cosa, y la relacién entre "parte(s)" y "parte(s) en
volumen" se corresponde a la oue hay entre "gramo(s)" y -
"mililitro(s)", y ™¥" estd basado en "peso/volumen", a no
ser gue se indigque otlra cosa. ‘
Ejemplo 1 .

Se usé Nocardia n? C-15003 (IF0 13726; FERM 3992; - -
ATCC 31281), cultivado en un medio (agar de extracto de le
vadura~extracto de malta), para inocular un fermentador de
200 partes en volumen gque contenia 40 partes en volumen de
un medio de cultivo de siembra (2% de glucosa, 3% de almi-

dén soluble, 1% de harina de soja cruda, 1% de licer de ma




10

15

20

25

T30

Hoja nGm. 20

_ceracién de mafz, 0,54 de polipeptona, 0,3% de NaCl, 0,5%
de CaC0,, ©H 7,0). EL medio inoculado se incubd a 289C -~
durante 48 horas, para obtener un indéculo. Una porcibn -

de 0,5 partes en volumen del inéculq asi obtenido se trans

| firié a wn fermentador de 200 partes en volumen, que con-

tenfa 40 partes en volumén de un medio de fermentacién com
puesto por 5% de dextrina, 3% de licor de maceracién de -
mafz, 0,15 de polipeptona y 0,5% de CaCO3 (pH 7,0), ¥y se
cultivé a 282C durante 90 horas, dando un inbéculo (culti-
vo de siembra). '

Segin se determina por el método de dilucibn en serie

- usando Tetrahymena pyriformis W como organismo de determi

nacién, y antibibdtico C-15003 P-3 como muestra patrén,'se
halld que el cultivo anterior tenfa un titulo de 25/Qg/ml.
Ejemplo 2
Una porcidn de 10 partes en volumen del inéculo (siem
bra) obtenido en el Ejemplo 1 se transfirié = un fermenta
.dor de 2000 partes en volumen, gue contenia 500 partes cn
volumen de un medio de cultivo de siembra (el mismo cue =
antes), y se incubd a 282C durante 48 horas. Una porcidn
de 500 partes en volumen del cultivo resultante se trans-
firibé a un depbsito de 50.000 partes en volumen, de acero
inoxidable, que contenia 30.000 partes en volumen de medio
de cultivo de siembra, y se cultivé a 282C, bajo aireaciédn
(30.000 partes en volumen/min), agitacién (280 r.p.m. (1/2
DT)) y presidn interior (1 kg/cmz), para obtener un culti
vo de siembra. Este cultivo se usd para sewbrar un depb-—
sito de 200.000 partes en volumen, de acero inoxidable, -
gue contenia 100.000 ﬁartes en volugén de un medio de fer

mentacibén similar a2l usado en el Ejemplo 1, a unha propor-
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|_cidén de inoculacidn del 10%. E1l medio inoculado se incu-

bé a 282¢, bajo aireacién (100.000 partes en volumen/min),

agitacién (200 r.p.m. (1/2 DT)) y presién interior (1 kg/

cm2) durante 90 horas. . Segin se determina por el mismo -

método que el descrito en el Ejemplo 1, se hallé que el -
cultivo antes obtenido ftiene un titulo de 25 /?g/ml.
Ejemplo 3 ' '

A 95.000 partes en—volumeh del cultivo obtenido en -
el Bjemplo 2 se afiadieron 2.000 partes de Hyflo-su.percelcE
(Johnes and Manvil%e'?roducts, EE.UU.) y tras mezcla con~
cienzuda se filtré la mezcla en un filtro a presibn, obte
niendo 85.000 partes en volumen -de filtrado y 32.000 par-
tes de células himedas. EL filtrado, 85.000 partes en vo
lumen, se agité y sometié a extraccidén con 30.000 partes
en volumen de acetato de etilo. Este método se repitid -
otra vez mds. Las capas de acetato de etilo se reunieron,
se lavaron dos veces con porciones de 30.000 partes en VO

© lumen de agua, se secéron por adiciébn de 500 partes de ~-
sulfato sédico anhidro, y se concentraron bajo presidn re
ducida hasta 200 partes en volumen. Se afiadié éter de pe
tréleo al concentrado, y el precipitado resultante se re-
cuperé por filtracibn (53 partes). Este producto I crudo
se agité con 100 partes en volumen de acetato de etilo, ¥y
los insolubles se separaron por [iltracidén. E1L filtrado
se agitd con 10 partes de gel de sflice (Merck, Alemania
Occidental, 0,05-0,2 mm), y el acetato de etilo se elimi-
né bajo presibén reducida. EL residuo se aplicé a la par-
te superior de una columna de gel de sflice (400 partes -
en vplumen). La elucibn se efectué_éon 500 partes en vo-

lumen de hexano, 500 partes en volumen de hexano-acetato
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—de etilo (3:1), 500 partes en volumen de hexano-acetato -
de etilo (1:1), 500 partes en volumen de hexano-acetato -
de etilo (1:3), 500 partes en volumen de acetato de etilo,
¥y 1.000 partes en volumen de acetato dé etilo-metanol ~ -
(50:1), recogiendo el elufdo en 100 fracciones de 100 par
tes en volumen.

Una porcidén de una parte én ﬁolumen de cada fraccién
se concentr a seéuedad, y se afladieron al concentrado —-—
0,1 partes en volumen de acetato de etilo, dando una mez-—
cla. ILa mezcla se detectd a 2,5 cm del borde del fondo -
de una placa de gél de sflice-vidrio (Merck, Alemania Co
cidental, 60 254; 0,25 mm, 20 x 20), y se reveld duran-
te aproximadamente 17 cm con un sistema disolvente de ace
tato de etilo-metanol (19:1). Tras revelado, la detecciﬁn
se efectud con luz ultravioleta (2537 K).

Las fracciones activas ne 23-ne 28, de Rf 0,6-0,65,
se recogieron y concentraron bajo presién reducida, basta
.aproximadamente 20 partes en volumen., A este concenirado
se afladieron 150 pries en volumen de éter de petréleo, ob
teniendo 15 partes de un producto II crudo.

Ejemnlo 4 ‘

Con agitacibn, 32,000 partes de las células himedas
obtenidas en el Ejemplo 3 se sometieron a extraccién con
50,000 partes en volumen de acetona—agﬁa al 70%, durante
3 horas, y luego se filfraron en un filiro a presibén. TLa
extraccién con 50.000 partes en volumen de gcetona-agua -
al 70%, y subsiguiente filtracibn, se repitieron una vez
mis. ILos filtrados se'réuﬁieron, ¥ la acetona se separé

por concentracién bajo presién reducida. EL sistema acuo

s0 resultante se pasé a través de una columna de 5.000 var
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_tes en volumen de Diaion HP-10 (Mitsubishi Kasei K.K.)s =

La columa se lavé con 20.000 partes en volumen de agua ¥
metanol acvoso al 50%, seguido por elucién con 15.000 par

tes en volumen de metanol-agua al 90%., El eluido se con-
=)

_centré bajo presibn reducida a 3.000 partes en volumen, ¥

se agité con 3.000 partes en volumen de agua y 3.000 par-
tes en volumen de .acetato de etilo. Se repitidé una vez -
mis el método anterior. ILas capas de acetato de etilé se
combinaron, se.lavaron con agua, se secaron por adicidn -
de sulfato sédico anhidro, y se concentraron bajo prezidén
reducids hasta 206 partes en volumen. Tras adicién de ~-
&ter de petrbdleo, el precipitado se recuperé por filtra--
cibn (28 partes). EL producto anterior se purificé me---
diante una columna de gel de sflice, recuperando 8,0 par~

tes de producto II crudo.

Ejemvlo 5

En 10 partes en volumen de acetato de etilo se disol

-vieron 1,5 partes del producto II crudo. obtenido en el —-

Ejemplo 3, y la solucién se agité bien con 4 partes de gel
de sflice (Merck, Alemania Occidental, 0,05-0,2 mm). EL
acetato de etilo se eliminé bajo presidén reducida. EL re
siduo se aplicéd a la parte superior de una columna de 300
partes en volumen de gel de silice, y la columna se lavé
primero con 500 partes en volumen de cioroformo, y luego
se eluyé con 500 partes en volumen de cloroformo-metanol
(50:1), 500 partes en volumen de cloroformo-metanol (20:1)/
y 500 partes en volumen de cloroformo-metanol (10:1). Bl
elufdo se recogid en fracciones de 25 partes en volumen.

Una porcidn de 0;5 partes en volumen de cada fraccilén

se concentrd bajo presién reducida. Se afiadieron al con-




P

10

15

20

25

30

- de muestra antes preparada se pasé por la columna, y la -

Efoje nGim. 3 3

—centrado 0,05 partes en volumen de acetato de etilo, y la
mezcla, como una muestra, se sometid a croﬁatografia en -
capa delgads conAgel de sflice (sistema de revelado: clo-
roformo-metanol = 9:1). '

Las fracciones n2 39 y 40, que absorben a 2537 A en
la zona de Rf 0,50-0,60, se recogleron y concentraron a -
sequedad bajo presiSn reducida. Se afiadieron al residuo
2 partes en volumen de acetato de etilo, v la mezcla se -
dejé reposar, con lo gue se obtuvieron 0,150 partes de —-—
cristales de antibiético €¢-15003.

Los ahteriores cristales de antibibtico C-15003 - -
(0,150 partes) se disolvieron en 15 partes en volumen de
metanol, seguidos por adicibn de 0,300 partes de cloruro
sédico y 15 partes en volumen de dgua. Se rellend una.co
lumnz con 200 partes en volumen de Diaion HP-10 (Mitsubishi.
Kasei K.K.), y se calibré con 600 partes en volumen de me

tanol-agua al 50% que contenfa 5% de NaCl. Ia solucidn -

elucibén con gradiente se efectud usando 1.500 partes

)
=]

volumen de metanol-agua al 60%, que contenia 5% de NaGl,
¥ 1.500 partes en volumen de metanol-agua al 95%. EL - =
elufdo se recogib en fracciones de 15 partes en volumen,
¥ cada fraccién se investigd por cromatografia en capa —--
delgada con gel de silice. Las fraccibnes 145 a 153 con-
tenfan C-15003 P-3, las fracciones 167-180 contenfan — - -
C-15003 P-3’ y P-4, y las fracciones 185-190 contenian =—-
C-15003 P-4,

Cada grupo de fracciones se concentré y digolvié por
adicién de 50 partes en volumen de agua ¥y 100 partes en -

volumen de acetato de etilo. La solucidn se agité en un




P-

10

15

20

25

“ 30

Hoja nam. 34

-embudo geparador, y la capa de agua se separd, ¥y tras la-
vado con dos porciones de 50 partes en volumen de agua, =
la capa de acetato de etilo se secd sobre sulfato sédico
anhidro, se concentré y se dejbé reposar. De la anterior
maneré se obtuvieron cristales de cada grupo de fracclo~—-

nes. Los cristales se recogieron por filtracidn y se se-
’

caron., _
¢-15003 P-3 0,070 partes
0—150031P—3’, P-4 0,018 partes
C-15003 P-4 0,015 partes

Los chistales mixtos de C-15003 P-3’ y P-4 (0,013 —-
partes) se disolvieron en 0,3 partes en volumen de aceta-
to de etilo, y se identificaron en una linea a una distan
cia de 2,5 cm del borde del fondo de una placa de gel de
silice y vidrio (Merck, Alemania Occidental, Kieéelgel -
60 F254 0,25 mm, 20 x 20), seguido por revelado con aceta
to de_etilo-metanol (19:1). Tras revelado a aproximadi—-
mente 18 cm, se separaron por rascado la banda de absoTv~—
cién a Rf 0,68 (P-4) y Rf 0,65 (P-3'), ¥y cada una se some
tié indepeﬁdientemente a extraccidén dos veces con acetato
de etilo que contenia una pequefla cantidad de agua. EL -
extracto resultante en acetato de etilo se lavé con agua,
se secd sobre sulfato sédico anhidro, se concentré bajo -
presibén reducida y se dejd reposar. -

Se obtuvieron 0,010 partes de cristales de C-15003 -
P-4y 0,003 partes de cristales de ¢-15003 P-3‘ de las —-
fracciones de Rf 0,68 y Rf 0,65, respectivamente., .

Ejemplo 6
Se inocularon mil partes en volumen .del cultivo del

Ejemplo. 2 en un depésito de 200.000 partes en volumen, de
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—acero inoxideble, que contenfa 100,000 partes en volumen
de un medio d¢ cultivo de siembra, ¥ el medio inoculado —
se incubd a 239C bajo aireacidn (100.000 partes en volumen
min) y agitacién (200 r.p.m.) durante 48 horas, para pre-
parar'un cultivo de siembra. Este cultivo de siembra se
trensfirié a un depdsito de 2.000.000 parfes en volumen, -
de acero inoxidable, que contenia 1.000.000 partes en vo-—
lumen de un medio de fermgntacién similar al usado en el
Ejemplo 1, a una proporcibén de trasplante del 10%. E1l --
cultivo se efectué a 282C bajo aireacién (1.000.000 péﬁtés
en volumen/min), égitacién (120 rep.m. (1/3 DT)) ¥ preéién
interior (1 kg/cmz) durante 90 horas. Se hallé que el cul
tivo resultante tenfa un titulo de 20 /ug/ml, segin se de
termina por el método de determinacién descrito en el Ejem
plo 1. ) '

A 900.000 partes en volumen del anterior cultivo se -
afladieron 900,000 partes en volumen de acebtona, ¥y tras una
‘hora de agitacibn se afiadieron 20,000 partes de Hyflo-Su-—-
percel (Johnes & Manville, EE.UU.). Se siguid agitando la
mezcla, ¥y se filtrd en una miquina de filtro a presién.

A 1.700.000 partes en volumen del filtrado resultante
se afladieron 500.000 partes en volumen de agua, ¥y, en un -
Podbielniak (Podbielniak, Inc.) se sometid la mezcls a ex—
traccidén con 1.000.000 partes en volumen de acetato de eti
lo. La capa de acetato de etilo se lavd con agua, se secd
por adicibn de sulfato sbédico anhidro, y se concentrd bajo
presidén reducida. Se afiadié éter de petrbleo al conceutra
do, y el precipitado resultante se recuperé por filtracién
y se secé. Por el método anterior se obtuvieron 68 partes

de producto I crudo. Después, como en los Ejemplos 3, 4 ¥
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—5, este producto crudo ée pufificé, obteniendo 9,5 partes
de C-15003 P-3, 0,300 partes de C-15003 P-3° y 2,5 partes
de C-15003 P-4.

_ Ejemplo 7

En 1 parte en volumen de tetrahidrofuranc se disolvie
ron 0,015 partes de cristales del antibidtico C-15003, ob-
tenido en el Ejemylo 5, ¥y tras haber enfriado la soluciédn
hasta -52C, se afiadieron 0,012 partes de hidruro de litio
aluminio. Se dejé reposar la mezcla durante 2 horas. Tras
adicidn de 0,5 partes en volumen de una solucién acuosa de
H2804 al 1%, la mezcla d6 reaccién se sometié a extraccién
con 2 partes en volumen de acetato de etilo. ILa capz de -
acetato de etilo se lavdé con agua, se secéd por adicién de
sulfato sdédico anhidro, y se concentré bajo presién reduci
da. La CCD preparativé con gel de sflice se efectud con ~
el concentrado, y la zona de Rf 0,25 a 0,3 se separb por -
rascado y se sometif a extraccidn con acetato de etilo oque
‘contenia una pequefla cantidad de agua. El extracto se la-
vé con agua, se secl sobre sulfato sédico anhidro y se con
centré bajo presibén reducida, con lo que se separaron cris
tales. Los cristales se recuperaron por filtracidén y se -
secaron. Por el método anterior se obtuvieron 0,010 bnar--
tes de P-15003 P-~0, punto de fusién 1749¢C.
Andlisis elemental: Hallado C, 59,65;'H, 6,58; N, 5,02;

c1, 6,51
ClN208 ¢, 59,52; H, 6,60; N, 4,96;
¢l, 6,27

Calculado para 028H37

IR: 1715, 1670, 1580 (cm ) .
UV (nm): 232(32750), 244(inflexién, 30850), 252(31650),
281(5750), 288(5700)
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En propiedades, este producto es idéntico al maitansi
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REIVINDICACIONES

’

Los puntos de invencidn propia y nuéva, que se presen
tan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de -
Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que se ¥2¢O-
gen en las'reivindicaciones siguientes:

12,~ Un método para producir el antibiético C-15003,

que tiene la férmula general:

CH3 ,OCH5

donde R representa -C0-CH \\\ ’ -CO-CH?—CH2—0H3 0 - -
CH3
CH3
~go-ct,~cal
2 \\\
CH3

perteneciente gl género Nocardia y que es capaz de produ—-

s que comprende cultivar un microorganismg

cir antibibético C-15003, en un medio de cultivo que contig
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|_ne fuentes de carbono asimilable y fuentes de nitrdgenoc
digerible, hasta que se acumula sustancialmente el antibid
tico en &1, y recuperar antibidtico C-1500%.

22,- Un método segln la reivindicacién 12, en el
gque el microorganismo es Nocardia no C-15003 (ATCC 31281
IFO 13726; FERM 3%992).

%2a,- UN METODO PARA PRODUCIR EL ANTIBIOTICO -
C-15003%.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta y nueve hojas es-

critas a miquina por una sola cara.

Madrid, g1 Jyi.1978
P.A.

Alberto de Elzabu

Pj!!aV




	Bibliographic data
	Description
	Claims



