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RESUKEN DE LA INVENCION . -

Se producen nuevos compuestos antlblétlcos, factores
D y KB de la fortlmiclna, por fermentacidén de mlcroo*ganls-
.\’.

mos ‘pertenecientes al género M;gzgmogognorg. Los comnuestos

’!--

°
a

antibidticos se acumulan en el lfguido de cultlvo_y son ais-
lados del mismo. Se describe también un método semisiftético
de woduceidn de fortimicina KE, utilizando fortimfeins D.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR (SN

Esta 1nyenc16n esté relacionada en general conplas in

‘Venciones descritas en la patente estadoanldense 3.931 400,

concedida el 6 de Enero de 1976 sobre.Fortimicina B ¥ Proce-
dimiento para su Producciln; patenie estadounidense NS

3.976.768, concedida el 24 de Agosto.de 1976 sobre Fortimi--

‘cina A4 y Procedimiento ﬁara'su Produceién yrpafepte'éstadOu
unidense 4.048.015, concedida el 13 de Septiembre de 1977

sobre Fortimicina Gy Procedimiento para su Produccidn.

ANTECEDENTSS D& LA INVENCION

Esta invencidn se refiere a nuevas composiciones de
materia con propiedades antibacterianas, que responde a la

férmula general I:

CHNH, - NH, OH

. 22
g . Q\
. y
S ‘ 0 0CH,
N _H _
Hy A -0ty
' R

[donde R es H (Fortimicina KE) o - COH,NH, (Fortimicina D)].

Esta invencidn también se refiere a la produccidn de forti-
mieins D y/o fortimicina KE por cultivo de un microorganis-

mo pertenecientc al género Micromonospora, que es canaz de

produciy une o las des sustancias activas en vn medio nutril-
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" tivo, hasta que se fetecta actividadAbécteriana en £l caldo

®a
o!

de cultivo y despues aislar por lo menos una de lag sustan~

a v
+ 2

cias activas del. mismo. - - V'_ ' .V':"

.- Siempre existe demanda de ant1b16tlcos que presentan
act1v1dad contra un ampllo esnectro de bactermas. Pé;;:este
fin, se ha encontrado que cuando se cultivan clertas,bepas

de Mlcromonospora en un medlg nutritivo, se producen-eh el

caldo de culfivo verias sustancias antibiéticas., Eébéblfica—
mente sei han aisiado lo§,féétores‘A, By Cde la férti@icina
del caldo de ecultivo de ﬁicrdmonospora 6livoasterosbafa
ME~T0 (A'J.‘CC 21819) (FERM-P N¢ 1560), que presentan las si-

gulentes fdrmulas estructurales.

t

Fortimicina A

i ‘
CH-NH, NH,  om
\
(VA : )
0 ocH
. 3
) HEE CH
Fortimicina B ’ k : 3
CH. .
\ 3
. ' NH
AY o\
) - j \\ OCH3
NH Hd) - WH
) 2 ‘ -
- © CH
3
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Fortimicina G o 5,
}lIH2 . ) . ¢ ®o.
CH—CHﬁ NH2 OH Hee
! ) nu-.so
0 OCH3 N
N HO' I—CH3 ) E .
¢ =0 et

"ea?

A‘HQNHﬁ-NHZ e

>
. . L,
- . . .,

o‘..

Las propledades quinicas, flSlc sy bloldglcas de
estos antlblévlcos ¥y los nroeeulmiento~ para su p*oduccidn
estén descrlmos con detalie en.las memorlas de las patenteo

eutadounldenoes anteu mencionadas,

Ahora se ha encontrado que cuando se cultiva Microw

monospora olivoagtercspora MK~T0, libera otras dos sustancia
activas distintas de las fortimicinas 4, B y C. Un estudio
de las proniedddes quinmicas, i 1oas ¥y bioldgicas de estas
sustancias activas indica que es tas comgbalclones de materia
son nuevos antibiéticos que shora han sido denominados forki:
mlclna D ¥ fortimicina KE. . -

 CCHPENDIO DB 74 INVENCION

De acuerdo con esta invencién, se producen nuevos an-

tibidticos de férmula gereral I, factores D y XE ds la fordi

- micina, por fermentacién de un microorganismo perteneciente

'

al género mwcromonoevo“a, que 28 capaz de producir uno o los

dos factores citados, en un medio nuiritivo, hasta que se
detecta en ¢l calde ¢e cultive waa actividad anitibvacterians
sustancial. Una vez terminado el cultive, se aislan del ca

do lag fraecciones activas que

LY
Q

ontienen fortimicina D o forw

timicina XBE por medios conoc1uoa, come Ltratamiento con v

g
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“bacteriana y, por 1o tanto, son’ utlles, entre otros ﬁlmes,

10

_cas y ﬁarm«céutlcamente aceptables de la: fortlmlclna Dy

Tk T T 4 e e atmaal L RGeie eteea B Y emeeen o

o *

resina cambiadora df 16n.=::.,’ B S

Ias fortlmic:masD y KE presentan amplia act:.v:.dad antis

'. .o

para llmplar y esterllizur el mzsd:e::‘:l.a'I ‘de vidrio de F¥abora~

Wt

torio y los instrumentos qulrurgloos ¥y tamblen pueden,ﬁtlll—
zarse en oomblndcldn con Jabones, detergentes y soluq:onea
de,lavado para esterll;zar. @deméo, se espera utilizar.la
fortimicina D como compuésto terapéutico'sobré divergag in-

fecclones (en ¢l hombre y en los anlmales) 1nducldas.por dl—

¥
LI

versas bacterias, . - o . B

s

En el aspecto de comp051c16n de mater:a de la inven-

c16n eotdn inclufdas 1as 341es de adlcl6n de 4cidos no t5y1—

de la fortlmlclna KE, que incluyen las sales de adIClon de

7
acido mlneraxes, como, hidrocloruro, hldrobromuro hld oyo—
duro, sulfato, sulfqnato y fosfato y las sales de adicién

de dcidos orghnicos como maleato, acetato, citrato, oxalato,

succinato, benzoato, tartrato; fumarato, malato, mandelato,

i
:

ascorbato y similares,
" DESCRIPCION Di TALLAUﬁ Du LA INV““ JTON

Las propiedades flSlchulmlcas de 1a base Llibre de

fortlmlclna D de esta invencidn son las s:gu¢ente

1)
2)

3)
4)

Polvo blanco bdsico.

AnéllSls elemental encont“ado.
= 44,15 %, H = . 8, 77 i

Punto de fusin: 109—114 °a.

= 15,86 %

BEspectro de absorcidn ultrav1oluta°
EL espectro de absorc;én ultrav1oleua de una solucidn
acuosa de la sustameia no.pres ontu 1a absoreifn méxima

caracteristica entre 220 mm y 360 nm sino que solamcn

3.
* AY
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‘ _presenta absoreidn terminal.
5)
6)-

Rotacidn esp901flca' [@]D = +121° (¢ = 0,5, Héo)

5w

Espectro de absorcidn 1nfrarroao' _ ' Peee

-

‘BT espectro de absorclén lnfrarroao se mlde en pastalla

-
” g1 mee

de XBr,. La base libre de fortimicina D presenta ébsercl6n ,

méxmma a las 51gu1entes longitudes de orda (em™ 1)’“3400,

© 2900, 1625, 1570, 1470, 1350, 1315, 1020, e
Reacciones coloveadas. _ » S 142}' p
Reaccibn con nlnhldrlna' pogitlva. S _i;nz

8)

LTS

Rea0016n con permanganato not531co~ p051t1va. s

oqw s

Reaceidn de mlsonrMorgan negativa.

Reaccmén con biuret: negativa. '

-El espeutro RMP de la fortimicina D se m1d16 en. una s01lu~

cidn de éxido de deuterio (pD = 10,1) empleando JEOL

JNM—PS—TOO.

Se obtuvieron ios,siguiéhtes resultadoss |

' 51,10-1,90 (4%, m), 2,50-3,06 (4K, m), 3,07 (34, =),
3,45 (3K, s), 3,53 (28, 8), 3,70-4,25 (48, m), 4,36
(18, %, J = 3,0), 4, 88 f1H, i, 7 = 4,0), 4,92 (1H, 4,
4,3 = 3,0, 9,0)

EL espcctro de RMC de la fortlmlclna D se mide en una so-

lucidn de 6xido de deuterlo (pD = 11,1) empleando JEOL-

" PPI-1004,

10)

Se obtienen log sigulentes resultados: -

§ 176,5, 100,1, 78,5, 73,6, 13,0, 71,3, T1,1, 56,4,
- 55}5, 52,5, 50,2, 45;7, 43,4, 32,2, 28,3, 26,8.
EL esnect;o de mazas de la susﬁanoiq revela WOS‘Siguien-
tes iones M + 1 y fragmentos. La férmula entre paréniesis

es la férmula de composicibén obtenida por espectrometria
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~c‘,le mé.sas de ait lres;)iuciéﬁ. ) h o sy -,
omfe 392 M 41 (CH,NO) |
374 (0ol 0g): L (0111122373?:%&7_"
T 274 (0 Hy N3 0;) L 264 (O gHppN305)
| 246 (Gt W50 2 (GgH, Ny 05 -

_ 207 (CgH, gN, 4) R 129 (CSH'3N20)

.A partlr de los resultados de la especﬁrometria’de ha-
sas, se determina el peso molecular de la sustanomg como

. 391 y la férmula. molecular como 016 330506 Los va*bres
del anéllsls elemental de la sustanoma (hldrataaé:éon

2, 5 moles de Héo), calculados a partlr de la férmula mo~
1ecular son: C = 44,0f %, H =28 79 %y N = 16 04 %.

11) Baséndose en los datos flleOquImlcos anteriores, se con

sidera que la férmula estructural de 1a fortg 1m1c;ng D ‘

es la siguiente: . “*:; . Cot __— ; : ,
- CH,NH, ’ '

LY - - . - -~

’12f'La base libre'de la fdrtimicina D es 1a01lmente goluble

en agua, soluhle en metanol ¥y 11ﬂeramente solub]e en eta
nol” y acetona pero es insbluble en dlsolvenxes orghnicos
como el cloroformo,-benceno, ﬂcetato de etilo, acebalb
da butllo, éter et{lico, buuuno;,.euer de petréleo,
n~hexano, etc. i-' } f :‘ . ‘ .-

Las nropiedadeg fis 1c0quimicas de 1a base 11b“e de

fortlmlclna XE de esta 1nvcnc16n gon las- qlgulenteg.
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1) Polvo blanco vdsico. _ } oo - .

2) Vdlores del anéllsls elemental encontrado.
C = 48 18 %, H = 9,29 ?, N 15 84 #

3) Punio de fu516n. 72—77 G. 3 ‘ﬁ'. &

4) Espectro de absorcmdn ultravloleta. i o “_"°’

v

4 v
-2
LK DAY

b
e,
.

El espectro de absorcién ultravmoleta de wna solucldn
acuose de 1a sustancma no presenta la absorcldn méxlma
caracteristlca entre 220 nm y 360 nm sino que solambnﬁe

presenta absorcidn terminal,

!
5) Rotacién especificas [@]%5 = 428,5° (e -0 5, Hzgy. }

' 6):Esnectro de absorcidn infrarrojOQ

. EL. espectro de absorcidn 1nfrarro;o se mide en pastllla
. de KBr. La base libre de fortlmlclna KE presenta absor-
cldn médxima a las 31gu1entes 1onﬂ1tudes de onda (cm 1)

13350, 2920, 1580, 1470, 1370 1330, 1090, 1035.

T Reacczones coloreadas:

. 'Reacc‘;dn con ninhidrina: positiva.
Beaccién'con permanganato potésiéo: positiva,
Reaccidn de Elson-lorgan: Legéti§é.'
Rea0016n del bluret negatlva.

8)<E1 espectro de RMP de la fortimicina KB se mide en una

\:solu016n de 6\160 de deuterio (pD = 11 1) empleando JEOL

1 amt=ps-100.

:fS§,obt1enen los siguientes resultados: .
| . 61 ,10-1,90 (4H, m), 2,40 (3H, s), 2,66 (24, 4, J P
8,00, 2,69-3,20 (3H, m), 3,48 (34, ), 3,49 (1,
T 7= 9,5), 3,59-4,10 (3, m), 3,9 (11, 4,4,
“iJ-45, 95),504. (18, 4, 7 = 4,0).

9) El espoctro de Rﬂc de la sustancia se mide en una solu-




.
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'._30;

)

' 11) Basdndose en los datos Tisicogquimicos anteriores, se

c16n de 631&0 de deuterlo (pD =11 0) empleando JEOL
PFT-1OOA. ' , f w oo

s b - ’ a »o
& - " 2

Los resultados obtenldos son los sigulentes. L TAAN

b,
102 3, 83 79 79 91 71137 71 3, 71 39 60 9 59 39

53,8, 50 4, 45 8, 35 +4y 28,3, 27 o. o

v

10) El espectro de masas de 1a sustancma revela los si-
gulentes iones M + 1 y fragmentos. Ia férmula ent?e pa~-

réntesis es 1a fdrmula de composicmdn obtenida " pom espeq

trometria de masas de alta resolucién. T .

e 335 M + 1 (0 31 NOg) - AT
T (Oygiy0s) 235 (gl %),
207 (OgH; gl 4) 189 (CgHygNy0y)°

-~ R

129 (CgH, 31%,0) 5
A partlr de los resultﬁdos de la espeotrometrla de ma-
~ sas, se determlna que el peso molecular de la sustan-
cia es 334 y la férmula molecular es Cp, H 30N4 5+ Los
_ valores del anéllsls elemental de 1a sustancia (hldra~
. tada con 1 mol de HéO) calculados a partlr de la férmu~

1a molecular son: C = 47, 71 %y H'= 9,15 %y N = 15,89 %

con31dcra que la fdrmula estructural de la fortlmlc_na

,.KE;es la siguiente:
o R SRS Tun

S . -

CH,NH,
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o .i.'f S N .. DABIA II |
’ Valores de la Rf en croma‘cocz‘afla en eapa f:.na de gel. de si-| "

aln.ce ja la *bemperatura amblentel al cabo de 3 horas g desa—

e '.‘.7‘; ., . ’A'.@, .
- rollo? L e _v ST :
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i

 Desarrollador L Antlblé'ulco o v

I 'Portmic:ma D S ,74.-

LWL T For*bm:.cmaKE

Soml T e Eort;mn.c:.na A DT nE

S e T Ty Portimieina B L -

e UL Y Fortimieina 6 0 0,76 0

-
=
'
DT T
. [ o e Tooein]
R e T R VO
. . e L 1 .
© - .—.. Aty R L.

e Co;n:')l'e;]d de gentamicina 0‘,7]: o

a . T T
Tt i

S _Gen‘c’aﬁiicina C;
""'Slsom:.c:.nfa S 0,

; II_‘.}:_-”'.-': For'b:.mn.clna.

0,37
- 0,40

D . - R . - :
W ortimeinaKET L U058
Gl ﬂ f:fFortimic1na AT o
K . 3 'Fortlmicn.na B

W Fortimicina ¢

'-'?.’. IR L Coniple}o-. de g’e'nt.ax_nicina  0,06-0,16"
" " Gentamicina Cia 0,16 . :
:;6 L Siso@icina I - 0,18

=7/l DesarvolladorI : Ia capa superior de cloroformo, metanol y

‘amoniaco acuoso al 17 % en peso (2:1:1 en
S volumen) o - _ ~
‘Desarfoll_é;d'oi‘il : Acetato aménico al 10 % y metanol (1: 1en -

volumen).
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: Valores de la Rf de dlversos antlbldtlcos en cromataarwfla

. Dstreptomicina B . . . o 0,00

| Ldvidomicima A | i el el l0,000 o

_ y' T Bu&irosina.B | f; ':" ' j'f; o 0,01
20 ' C L

W‘G;Gentanlcvna ¢, ' o _.',,V 0,59

‘ :Smsomlelna J' AR 0,18,

‘ Antlbldtlco NQ 460 . e 0,010

“"Neomlclna C f z-f‘fft‘.r.i _ L K ¢,00" -

"u", L

- 'n.c .

ascendente de panel utlllzanao 1a capa 1nfnr10r de clorofor—|"

” '-'vl‘

" TABLA'III"]-ff3'-;-;_Z. Cren

,mo,.mstanol y amoniaco’ acuoso al 17 % en peso (2.1 1 en voluo:;'

- L ~

“hen) como desarrollador. (a 1o temperatura amblente, 2l ako

L

Jde 12 horas de desarrollo)

Anﬁlbléticos S { ;'5jﬂﬁj; ,,[;f R

‘~Estreptom101na A

"Bluensomicina .7 . . ¢ ”'f~‘.'.ﬂ 0,0 S

Bibostémicina- _-'_ﬁ ,hA'f:f 7 ; 70,000

‘ziviéomiéina'ﬁ .
Vmgmietas - D T Yo
;LlVldomlclna D ;.?5': = C e ‘ e

Butirosina 4 . . .o 0,007 -

. Gentawicina A C j Lo T - 0,00
"Genfémiciﬁa B - ", L A§:' ~,, ST 0,00 -
. t - S ' ]
Gentamlcnna C1a Cea o T 0,18

'_Gentamlclna Car - oo R o o 0;38 :

: Neomlclna A : - T o 0,00 .

-Neomlplna B R I . 0,03

'Kangmlclnw Aﬁﬁfﬁ e

. §

.
i




" Antibidticos

'~5ﬂﬁanémicina B“-‘

S Kanamlclna C

¢,Apram101na

; ;Mlomlclna

"‘Fortlmlclna B

' '.";‘ !Q

" organlsmos.

P:romomlclna ijf;5“ﬁ

Nebramlclna factor 4

.iNebramlclna.factor 5

' .Portlmicina A_
! Fortimicina C . .
. :"Portimieina D o

' iFortimicinalKE ’

ant1b16t1co descrlto en la patente estadounidense
N° 4.045,298, , .

» Le Tabla IV 11ustra los espectros antmbacter1ano= de

1a Fortlmlclna D ¥y Fortimicmna X& frente a dlversos micro-

TABLA IV .

(9oncentracl6n minlma de 1n41b1c16n, Y/ml medldn nor el

B métouo de dllucﬂén en egar a pH 8 Q)

Fortimicina D Portlmlclna

Microorganwsmo T Y /ml KB,X/hl
Bacmllus suhtmlls Ne 10707 . - 0,02 104,2
Svannvlococcus aureus ATCC R -
CBIES S T T 1,6

Klebsmella p}eumomlae o : R
N Amqg 10031 ces T e 0,08 26,1
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_”Microorganismo )

A Esbheficﬂié coli'KY‘8327'

: .ot T Pl

(resistente a la kanamlclna,* ’ ' RO
gentamzcina v tobramlclna) L asaen
Pseudomonas aeruglnosa BMH NQ 1 'fiS}*f' f_

Pgeudomonas aeruginosa KY 8510 5 ‘?b}j
(resistente 2 la kanamicina,- o T LAy
kanamicina B, tobramicina, gen f~H;L$m‘. . nee
tamicina C1a y rlbostamlclna) ‘“‘5' R S
Shigella sonnei aToC 9290 o 3 B T R

- Salmonella tynhosa Az0C 9992 i 0,08 f;{;;,;1jJ1f;"" '

clertas cepas de Eschormchia coll que son resis teptes a la h

_ i4-#. ::E_;,

‘ TABLA IV (contirii:.aéién) e

Fort1m1c1na D Fortlmlcmna K“
Y/ml

Escherichia coli ATOC 26 DR
Escherlchla coli KY 8315

Como se deducedelaanterlor, la fortlmlclna D prpsenma‘ )

una 1ntensa actlvldad antlbacterlanu frente a una amplla ga— N

N

.ma de bacterlas Gram—pos1t1va R Gram-neﬂatlvas. Lsneclalnmm

te, es caxacteristlco que el antibmdtlco sea eflcqz cont

kanamlelna, P 1a gentamlclna y a la’ tobramlclna. Auemds, 88

espera que la fortlmlclna D eaerza efecto torapuu ieo .sobre

dlversas 1nfecciones (en el hombre y en los “nlmaleg) indueciA

dos por . lag dlversas bacterlas antes menaionadas., un eswe '

\

aspecto, se ha determlnado que la"DLso del sulf o de. forul~
m1c1na D para ratones dd con un peso de 20 + 1 g o3 de

159 mg/kg. Con ‘estas propledades antlbacterlanaa, la fO“tlm’-
clna Des anllcable a fines meﬁlc1na1es. Como tcaolen -ge de-'

- duce de lo anterlcr, la fO“tlmlGlﬂ& KE pressnt a un ‘mulﬂo

esnectro antibacteriaro. Ademuﬂ, 1a Iortlmlclna KE $iene el

mérito de ser estable en wolucléu alcallr

-

Une comparacidn de los xaczores D v KE de 1a fortimi-
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'j»:CInfect. Dls. 1197 342, 1969 y J. A, Waltz y colaboradcras*
'?’>fAn$1mlcrobial Agents and Chemoﬁherapy 2 464, 1972), éi an—

7senta el mismo, valor de la Rf (O, 18) que la gentﬂmlclna C.

(O 18) y por lo tanto la fcrt1m1c1na D y la geniamlclna C

_15 -

¢ina con antlblétlcos conocldos 11ustra mejor esta hqudad.

~jComo antlbldtlcos bés1oos solubles en agua producldos’por :

"\J\\ -

_'microorganlsmos del genero Mmcromonospora y. con un aqgllo est

: ﬁpectro antlbac er1ano; serencuentran el °°mplego de gﬁntkml_.:%

a

--?Zlclna (M.I. Welnsteln y colaboradoreS‘ Antlmlcroblal Agenmef

)3",

.-'"'ana Chemotheramr; 1963, 13 D 1. cooper y colab°rad°res- sop

NTNRK

.

y 5Vt1b16t1co N° 460 (patente gaponesa publlcada 46—16153) ‘Ia
7:'w51som1c1na (M J. Wélnsteln ¥y colaboradores'IJ Antiﬁiétics,
“'ﬁ_:23, 551, - 555, 559, 1970); el XK~62-2 (patente estadounldense
"*L-¥4 045 298 fortlmlclna B, fort1m1c1na Ay fortlmlclna C. Co-':
'j-mo se 1ndlca en la Tabla III anterlor, los componentes gen-l
' 5tam1c1na A, B, 02 y C presentan unos valores de 1a Bf de

B jO 00 O 00 O 38 y 0 59, respectlvamente, ‘en cromaxografia iﬁ:

{de panel. Por otra parte, en la mlsma cromatografia de yapel

'la Pf de la fortlmlclna D es 0, 18 y la de la fortimicina KE

es 0, 59 Por lo tanto, 1la fortlmlclna D es claramente dife—

rente de los componenues de 1a gentamicina y la fortimicina

-KE es dlIerente de todos excepto_la gentam101na Cie_En la

'c*omatonrafia de papel de la Tabla III, la fortimieina D prey

1a

1a

- no pueuen-dlstlngulrse entre s{ en este aspecto. Sin embar-

go, en la cromabografia en capa flna de gel de silice de 1°
Tabla II, utlla.zando eldemolladwlI la fortmmlcma D (Hf.
0,37) se dlstin~ue claxamenue de Ia gentamicina Cyg” (Rf:

O 16) Anélogamen e en la Tabla II, la gentamlcinq 01, 02 y

Cia p*esentan unos valores de Rf de O 06 ¥ 0, 16 mientras que

la fortimicina XKE presenta un valor de Rf de 0,58. Comparan-

.
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b 3 a4 e 4 5e

- N2 460, la sisomicina, el XK—62~2 la fort1m101na B, la for—
_ :'tlmlclna A 7 la fortlmlclna Cy como es ev1dente en 12 Ta— ’A_
..1: :bla III, el ant1b16tlco NQ 460 ‘la 51som101na, el XK-62-23 :~;:
H:f_’-la forﬁimlcina B, la fortlmiclna A y la fbrtlmiclna Q:pé;-tfi.jw

fes claramente dlferente. Aunque la Rf de la fortlmlcxna D
,es 1gual a 1a ae 1a sisomlolua Y a la dP la fortlm%clna G

;(en 1la Tabla III),en la cromatografla en capa fina de.'gel de"i'"

’mmomna 0 (Rf. O 40) y la smsomlcina (Rf. 0, 18) se dzsmlnguen R

X Vclaramente de 1a fortlmlclna D (Rf 0, 37)

iproducldos por Actlnomycetes dlstlntos de los del género Hl— .

cromonospora y con un ampllo espectro antlbacterlano, pode-

_las 11v1dom1c1nas A, By D, la espectlnomlclna, 1a kasuga-“

_mlclna, las neomiclnas A, B y ¢, las kanamlclnas A, By G,

' ha-y la paromomicina. Se ha engontradq“que los factores Dy

Vfactoies Dy KE de la fort1m101n° son bastante dlfe*en#ee ds

.1oc de estos antibibticos en croma+ografua de papel. oo

7-15-51 .

do los factores D ¥ KE de la fortlmlclna con el antlblétlco

sentan unos valores de Rf de, O 01, 0 18 0,49, O 65, 0,37 P
O 18 respectmvamente. La Rf de la fortimlcina D" es 0'18 y de.i
la fortim1c1na KE es O 59. Por Lo tanto, la fortlmmcina.LE -

silice de la Tabla II utll:.za.ndo ei..desarrollamn 1, i‘ortl—.

o.uo- .

] Ademés, como antlbldtlcos bésmcos solubles en’ agun

mos menclonar las estreptomlclnas Ay B, la r1bostam1c1na, 1

el comnleao de neb*amlclna, los factores 4 v 5 de nebram1c1—.

KE de la forfimicina difieren considerablemente de cualquierg
de estos antibibticos en'nropiédades‘fisicoquimiCﬂs. Ademés,'

como se observa -en 1a Tebla III, los valores de 1a Rf de los .

Por todo 10 que anteeede, los factores Dy KE de foxr-

t*mlclna nue’ ten conslaerarse nuevos antlbldulcos. : -
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fcromonospora. Puede utlllzarse cualquler cepa pertene01erte
’ al género Mlcromonospora capaz de formar fortlmlclna D’y/b
.fort1m1c1na KE en el caldo de cultlvo. Son eaemplos de'las :
‘43 fcepas preferldas la Mlcromonosnora ollvoasterospora MK~¥O
L ;(FERM—P Ne 1560) (ATGC 21819) Micromonospora olivoaskeros~
@ | pora MK;8O (FERMrP Ne 2192) (ATCC 31010) y Mlcromonoqura
o olivoasterospora ¥m 744 (FERM-P Ne 2193) (ATCC 31009)5'Estas

f.-Lo‘ -cepas han 51do deposztadaa en la Amerlcan Type Cultureu

9~-< mentatlon Research Instltute, Agency of InduSurlal Sclence

-_and Technology, Tokyo, Jap6n Y han re01b1do 1los numewoe de 1

‘,!acce316n antes 1ndlcad05. o ‘i?g A' "{;3ﬁ;5f§¢:fz

_descrltas en la patente estadounldense 3. 931.400 cuya des—

'.-de forma conoc1da, para aumentar la produ0016n de nrod“Cuos

-17 -

o,

'..)

“TLos factores Dy KE de la fortlmlclna se obtlenen por -

fermentacidn de un mlcroo“ganlsmo perteneclente al género M1~_¢

"lo-'

‘e Ces

;”'. Gollectlon, Rockwllle, Maryland Estados Unldos y en el Fer— :

e

o Las prooledades mlcroblol6glcas de eﬁtas cepas esvén~.-“

crlpcién se lncorpora aqui exnresamente por referencla. ‘

 Como en el caso de otras cepas de Actlnomycetes, los |~

\
microorganlsmos Gtiles en 1a puesta en préctica de esta in-
vencidn pueden ser mutados por medios artificiales como irras

dlac16n ultrav1oleta, irradiacién con rayos X y uso de di-

versos métodos de mutacidn inclufdos los prodtctos qulmicos,’

metabllicos, de les que es un ejemplo la Mlcromonospora 01.1vo-

asterospora;‘cs—gs (ﬁERM«P Ne 3567, NRRDL 8178).'Esfe §1timo |-

mutante ha sido depositado en el linisterio de Agricul%ura
de Estados Unidos, Peoria, Illinois, y estd & disposicidn

del pdblico.

:En general, en el procedimiento de esta invencifn pue

den emplezrse los métodos convencionales de cultivo de

‘2; ..
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' con la 351m11ab111dad del mlcroorganlsmo utilizado. Cbmo»fue‘

"lan en el medio de cuitiyo. Cuando el rendimiento de Los an-

Actlnomycetes. A31, pueden emplearse dlversas fuentes nutrl-

tivas para el medio de cultivo. Las fuentes anropladas de car-
bono son glucosa, almlddn, mannosa, fructOsa, sacarosa, me-—
1azas, etc., soias o en’ comblnaclén. Lamblén puedeh“emplearsefﬁ'
hldrocarburos, alcoholes, acldos orgénicos, etc., dé adlerdo

-
.' . .

tes orgénlcas e 1norgénlcas de nltrégeno podemos citar e;'dlh
ruro a.mdm.co, sulfa'bo a.ménico, v.rea, m.tra'bo aménlco,..:;;ltra.—
to s6dlco, s6los 0 en comb1nac16n 0 fuentes naturaleé'de ni- .
tr6gano, como peptona, extracto de carne, extracto de-&eva— ff
dura, 1evadura seca, llcor de 1nfu516n de maiz, soaa.gn pol;f
. vo, casamlnoécldo, proteinas Vegetales solubles, euc. ol es 1
necesarlo, pueden agregarse sales 1norﬁénlcas .como c‘aruro
sddlco, cloruro potésmco, carbonato célclco, fosxatos, etc.
al medio. Ademas, pueden agregarse materlas orvanlcas e 1nor~.-
génlcas gue provocan el desarrollo de la cepa partlcular ¥ .
la produccldn de fortimicina D y/b KE. ) e
- Lo més ‘adecuado es un método de cultlvo liquldo, e~
pecmalmente un método de cult;vo sumergldo ¥ agitado. Ia tem ‘
peratura de cultlvo es convenientemente de 25 a 40°C y se

preflere efectuar el cultlvoasz aproxlmadaneqte neutro.

Habltualmente, al cabo de 2 a 15 dlas de cultivo en. medlo 14;

quldq se forma fortlmlclna Dy fortlmlclna Kﬁ gue se acumu—

tibidticos en el caldo de cultivo alcanza un valor méximo,
se interrumpé'el.cultivo,-se aisla el produé%o deseado del
cal@o de cultivo y se purifica aespués de haber sé@arééo lzs
células microbianas, por ejemplo por filitracién.

R aislamiénto y pﬁrificacién'dé'la fortimicina D ¥

fortimicina KB se lleva a c2bo nor les nfiedos hwntifusi -




' té empieados para el aislamiéntb ¥ purificaci6n de productos

-ro poco. solubles en 1os dlsolventes orgénlcos habltua;eﬁ,

'ﬂlos anﬁlblétlcos pueden ser purlflcados por los métodos.ha—
_ant1b16t1cos bé51cos solubles en agua. Més especlxlcamenke,
'_los factores D y KE pueden ser pur1¢1cados medlante una OOMr
,;blnaclén anroPiada de absorcibn y desorcl6n de re31nas-camr
'-biadoras de catlén, cromatografia en columna de celdlosa, -

':fadsorcién y desorcién empleando una columna de Sephadex

}LH—ZO croma+ografia en columna de gel de sflice, ot Como

.-contlene fortlmlclna A, B,VC; D y KE y Subproductos con actl-
“de cultivo 11bre de células se ajusta a pH 7,5 y después se
. TRG-50 (forma eménica) (Rohm & Heas Co., Estados Unidos) .

ﬂracuoso 0, 5 N. Se combinan las fracciones activas y se concen

una resina cambiadora de anlén, Dowex 1 x 2 (forma OH) (The

metabéllcos mlcroblanos de un. caldo de cultlvo.

Gomo 1os antlbldtlcos fortlmiclna Dy fortlmlcina KE

.

e

bltualmente empleados para la purificaclén de los llaﬁados .

0.0‘ -

‘,eaemplo, un.método adecuado de purlxlcacaén de 1a fortlmlcl-fa

-2{ ,na D a partlr del caldo da cultlvo, OUandO se emplea una ce- )

v1dad antlbacte“lana) es el 31au1ente. El filtrado del caldo '

hace pasar por una resina cambiadora de catién como Amberlitv

Despqu la resina se lava con agua y se eluye con amonluco

tran a presién reduclda. Desnués el concentrado ge trata con

Dow Che m1ca1 Co., Estados Unldos) Se combinan las fra001o-"

nes activas obtenldas en la eluciln y se concentran & pro--
316n reducida para ootener un polvo crudo de eomnlcwo de for

timiciha. EL polvo crudo se disuelve en agua y deoluéu la

N raremrnpemveres f’.}:‘;‘ -

ﬁif;son sustancxas bés;cas y son f401lmente solubles ed” agua pe—'”:'

.pa capaz de produclr el comple;o for*lmlclna (una mezela que. .
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solucién se ajusta J pH 5 0 con acldo sulfurlco 2Ny a con-|

N

tlnuacldn se pasa por una columna rellena de carbén actlvo

'_ para adsorber los prlnclplos actlvos. Después la columna de

“earbén’ actlvo se Iava con agua para.separar las’ impurezas.",

A contlnuacldn se eluye con écldo sulfﬁrloo 0, 2 N. para “eTuir

' 1os prlnciplos activos. Se combinan las fracciones ac%avas _

XX

dos), se lloflllzan parsa: obtener la base 11bre del complego

de fortim1c1na. - ?*jﬁf o H--.Iffa;..~ . '~..;.;'

N

En el caso del compleao de fortlmlclna que cogtlene

'fortlmlclna D, el polvo crudo del complego de fortlmlclna
 obten1do antes se somete a cromatografia -en columna ae-gel

de 51lice empleando ‘una mezcla dlsolvenbe de 1SOpropanol,

cloroformo ¥y amonlaco acuoso concentrado {43 2 1 en volumen)

como desarrollador. El polvo crudo Se suspende en el dlsol--

mero se eluye la fortlmlclna B y, desnues de elulr algunos

I _
cOmponentes traza, eluye 1la fortlmlclna 4 en grandes fracclo-
nes‘actlvas. Despuds se prosigue 1a_elu016n y eluye 1a fortl-
mzclna C; la fort1m1c1na D es eluida en 1as pr6x1mas grandes
fracclones actlvas. Se recogen las fracclones activas que

koncentran a presibn reducida.

contienen fortimicina D y ‘se
El concentrédo se liofiliza %éra obtener 1aqurtimicina D

en forma de base libre de color blanéo De esta forma, puede

obtenerse una muestrd de fortlmlclna D con51deraolerente p“— :

rificada por cromatografia en columna de gel de s silice. Sin
embargo, algunas veces hay Jlrunas 1mpu‘ezas en lq muestra.

En este caso, la muebira §e somete a cromatoﬂrafia en co~ .

¥, después de neutralizar con una resina cambiadora de.dnlén'

-como Dowex 44 (forma OH) (The Dow Ghemlcal Co., Estados Uﬁl~ ':

‘ venue Yy se 1ntroduce en la columna. El desarrollo se reallza- '

‘con el mlsmo dlsolvente a un caudal de. unos 30 ml/hora. Prl- a




“,ﬂ; _1a nlnhldrlna, tamblén es eflcaz 1a cromatOgraffa en'cblumna

e 'con carboxlmetllcelulosa Més especiflcamenxe, en este.easo,'”'
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'(6 4 23 4 en. volumen) TLas fracclones actlvas obtenldas por
'1elucxdn se domblnanvy concentran‘a.pres16n reduclda para db-‘7-
) tener un.prenarado purlflcado de fortlmlclna D. Para la sepa» §

iraeldh de las. 1mpurezas ‘que presentan reacclén p031trva con,kfi

.se hace pasar una solu016n del levo crudo a través de Lmaf"r

»columna rellena de’ carboxlmetllcelulosa (forma amdnlea} Los‘;z

"; princmplos actlvos son adsorbldos en 1a carbox1metllcélulosa.“
;Despues la columna se lava blen con agua para elu;rnla ma-"
. yoria de los nlgmentos y las sales lnorgénlcas. 4 QOnhymh&-

. R 'c16n se eluye con blcarbonato amdnzco 0 2 N para eluir los
18

'1a fortlmlclna D y se lloflllzan para obtener fortlmlclna D

jpurlflcada. B

se comprueban las frac01ones por cromatografia en capa flna

“de la Rf de 0,43 aproximadamente, en el cromatograma de capa

“lumna rellena de uns resina cambiadora de cstidn, Amberlite

21 = ;

P T
B R
-~

lumna de celulosa. Como desarrollador, se emplea una mezcla

dlsolvente de nrbutanol, plrldlna, 4cido acétlco y agua .

' . -

Mont -t
. .
. - &5 ..

- esgee

prlnclplos actlvos. Se comblnan las fraeclones que contlenen

7;, : Durante 1os procesos de purl;lcaclén antes descrltos,

de gel de sillce. Como desarrollador se emplea una mezcla
dlsolvente de 1sopr0panol, cloroformo y amoniaco &cCuoSO con—
cenfrado (2:1:1 en volumen) y se desarrolla a la temperatura

amﬁienté dﬁrante 2 horas. Ia fortimicinas D'presenta un wlor

flna ‘de gel de sflice.

.7 En el caso del complego de fortimicina que contiene
fortimicina KB y fortimicina D, el polvo crudo obtenido por
liofilizaciénAsé disuelve en agua. Después de ajustar a pH

7,5 con deido sulfdrico 2'N, la solucién se pasa por unu co=-
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‘puds de elulr algunos componentes traza,‘eluyen la for 1m1ci~
‘que conﬁlenen fortlmlcina KE b4 fortzmlclna By se secan para ;

' tlmlclna B. Después el polvo se somete a cromatograf&a-

”columna de gel de sillce empleando una mezcla dlsolvenie de

-1sopr0panol cloroformo y amonlaco acuoso concentrada..

-Lntroduce en una columna rellena de gel de 31llce. El desa—

-30 ml/hora. Las prlmeras fracciones activas eluidas contle—r '

-obtener fortimicina D & partir-de lag fracciones activas que

CG;SO tipo I (forma am6nica5 (producida por Rohm &~Haasncd.}-
Estados Unldos) para adsorber el cOmplego de fortimicina.

Después la columna se lava con agua A contznuaeldn se eluye

! 3..., =

con amoniaco acudso O 2‘N; Después de elulr algunos componen

tes traza, se obtiene una mezcla de fortlmLCLna B Y. fortlml-_'

cina KE en grandes fracciones activas. 4 conrinuaclénk'des~'
‘ . oo*,

' na A ¥y 1a fortlmlclna D. Se cOmblnan las fracclones actnvas ,:;'

obtener un polvo de 1as bases llbres de fortlmlclna KE Yy fo:nfi

— ~ Lt "‘A.

(4 231 en volumen) como desarrollador. El polvo antes mencloﬁ"a

nado se suspende en la mevcla dlgolvente y la suspen316n se
rrollo se reallza con el mismo dlsolvente a un caudal de unos

nen fo:t;mlgina B. Después se‘eluye la fortimicina KE. Se .
combinan las fraceiones que contienen fortimicina KE y se con
ceptran_a presidn reducida. El éonééntrado gse aisuelve en ung,
pequefia cantidad deaagua ¥ se liofiliza para'obteﬁef la base |
libre de fortimicina KE. De esta forma puede obtenerse una. |
muestra de fortimicina KE éonsiderablemenﬁe purificada por
cronatografia en coluﬁna~de gel de sf{lice. Sin embargo, al-

gunas veces hay algunas impurezas en la muestra, 91 se desea

contienen fortimicina D y fortimicina A, puede utilizarse el
procedimiento similar antes mencionado utilizando cromatogra~

£fa en gel de sflice.




:5 5dg gel de sillce. Como desarrollador, se utillza una mezcla

~_::temperatura amblenbe durante 2 horas. La fortmmlcmna ﬁE‘nre— -
:;de capa flna de gel de silice. S L e .::t
'fla fortlmlclna D en una soluclén acuosa alcallna comg hadré-

1 x1do sddlco e hldr6x1do bérlco. Especillcamen te, se cdllemba

N la.;ortlmlclna D en una . soluclén aeuosa saturac% de h;dré

'.Aa nres16n reducida. Despues se"liofiliza el concentrado Ha ara

fobtener la base libre de LOTEIHlClna KE.
‘-tas reallzaczqnes esp301flcas de esta 1nﬂen016n.
A, ,u.l'l,lvo oe 1'= cepu 0S-26

A uStQI‘vSDOI‘& 05—26 (,F{':I. 8'178) (FERM-P N9 3567). La cepa de

T T P T e ——— L

m23 e

Durante los procesos de purlflcaclén ante" descrltos,

fse connrueoan las fracclones por cromatografia en capa flna

'"ﬁlsol?ente de lSOPrOPanol cloroformo Y. amonzaco acuose con~}i

zcentrado (2 121 en volumen) y el desarrollo.se realizd ‘a’la

'senta un valor Rf de 0,58 aproxlmadamente en el cromaﬁ&grmna ;:’

- . - 'v..;"'-

AT

l

La fortlmiclna KE también puede obtenerse calentando‘ni,‘

o hérlco a una temneratura de 100°C; - duﬁhnte 3 hor%#:-Des-
i?ués la soWuclén reacolonante se neutr eliza con hlei; ;eco
y el prec1pltado resul apte da carbonuto barlco se separa :;v"'
Jpor flltrac16n. Se concentra el fllbrado y se paaa por uaz .
:columna rel1ena de Amoerllte uG«BO (Lorma aménica). Después o
;de lavar la columna con agua, se elufe con amoniaco acuoso -
“0 2 N. Prlmaro eluye una pequeﬁa canﬁla“d de. subproductos de'

-reacc16n y nOSterﬂormente eluye la fortlmlcina KE, Las frac-

01ones que contienen fortlmlcwna XE se comblnan y concentran

..

Los eiwulentes eJemplou represenwatlvos 1lustran cwer-

EJEK?uO 1

»«'.' EA - .

Como ccpa de siembra se ubtiliza Miecromonosnora olivo-

siembra’es unafc,pu.m anhe dgerivads de dleromoncsoora 0livo-
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‘agterospora HK-70 (ATCC 21819) (FERM-P N® 1560) por trata-
dlaclén con.rayos gamma. ‘Gomo prlmer medmo de smembra se utii-

"-'lzza un medlo que tontiene 2 b/dl de glucoca,‘o 5 g/al de - - {
”peptona, 0, 5 g/dl de extracto de levadura y 0 1 g/dl de.gar-

'y se cultlva a 30°C durante 5 dfas. Despubs se 1noculah 10 m|".

. del prlmer cultlvo de smembra asi preparado en partes alicuo~,

de 250 ml. nl segundo medlo de vlemo“a tlene la mlsna compo-

'smc16n.que el prlmero. El segundo cultlvo de 31embra £5¢ rea-

~Desnues se 1noculan 1 P ER del tercer cultlvo de 31embra

. 4io de siembra en un fermentador vibratorio de acero inoxida

..'blé, de 30 litros. EL cuarto medio de siembra tiene la misma

_fermenbador vibratorio se re%l:za con aireacidn y aﬁltaclén

miento con nitrosoguanidina, irradiacién ultravioleta e rras

bonato célclco (pH 7,5 antes de esterlllzar) Se 1noculan
4 ml de 1a cepa de 81embra en partes alicuotas de 10 m}~del

primer medio de szembra en grandes tuoos de “ensayo dé SCL

tas de 30 ml de un segundo medlo de siembra en Erlenmeygrs

Cogn, -

-

t.-u

llza con sacudldas a 30 c durante 2 dias ¥y dnspués se inocu-
lan 30 ml del segundo cultlvo de sien bra en partes alicuotas
de 300 ml de un tercer medlo de siembra en Erlenmeyers de

2 lltros prov1stos de tabiques. E1l tercer medio de szembra
tiene la misma comp051c16n que el primero. EL tercer cultivo

de siembra se realiza con S¢cud1das a 30 C durante 2 dlas.

(correspondlente ab matraoes) en 15 litroa de un cuafto me-

composicién que el primero. El cuaxrto ‘cultivo de siembra del

(350 rpn; aireacibn: 15 l/blnuzc)a 37° G aurante 2 dfas. Des+
pués se 1nocu1an 15 llurOo del cuarto cultivo de ulembla en
150 de un nedio de fermeniac16n contenlao en un fermentadoy
de 300 1. El medio ae'fermpnzgclon‘tlene 1o slguiente CoMpo~

Ty v L.
* \
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sicidns _ o
Almidén soluble ~-,.; 3 4 g/al
_;Harlna.de soaa B :'lé' ;Qﬁ@.~2 g/dl |
4L1cor de lnfu516n de maiz j£' 1 g/él 7 : o :£~“
Tgm, . 7 oeem
nigsé‘,f.mzp R i 0,05 g/a "
1K01 o o B L 0,03 g/ﬁl J:..
0ag0y” o o1 ga T
(pH 7,5 antes de esterilizar). - e

' alreaclén Y ag;taci6n (150 TP alreac16n. 80 1/h1na$e) a -

_agita durante 30 minutos. Después se agregan al caldo de culf
J',"tlvo alrededor de 7 kg de un auxiliar de filtracidn, Radmo-
1ite no 600 (producto de Showa Kagaku Kogyo Co., Ltd.) y se

: separan las células mlcrobianas por filtracibn. EL filtrado

.acuoso 0,5 N. El eluato se somete a una detérminacién de la

=25

- La ferménﬁacidn en el fermentador se realizd’sth

,_o-

37°C, durante 4 dias.. '5 S o .‘%:

B. Alslamlento del comnlejo crudo de fortimicina ...

 Una vez completada la fermentacibn, el caldo de cul-

“tivo se ajusta a pH 2,5 pon_écido sulfirico concenﬁrado’y gel

‘se agusta a pH T45 por ad1016n de hidréxido sédico 6 N y des+

pgés se pasa por una colu@na rgllena con unos 20 litros de
una resina cambiadora de catién, Amberlite IRC-50 (forma am}-
nica). iosrprincipios ac#iﬁos se adsorben en la resina y el
efIuente sé deéprecia. Después de lavar la resina con agua,

“se realiza la elucién de Los Principios activos con amoniac)

actividad por un método de disco de papel utilizando una pl i}

ca de agar de Baczllus subtllls N2 10707. Se combinan las

fra001ones que presentan act1v1dad ¥ se concentran a prasién
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eluyen con agua. Se comblnan las fracclones actlvas y se cont

’centran a pr3316n reducida hasta unos 100 ml. El concentrado

~tivo en polvo para adsorber los principios activos. La ‘co-

principios activos con agus. Se;combinan las fracciones ace
liofiliza para obtener un polvo crudo de complejo de forti-

y la actividad es de 580 unidades/mg (la actividad de 1 mg

un disolvente que comprende isopropancl, cloroformo y amonia-

' co acuoso concentrado (4:2:1 en volumen) y se introduce en

26—

reducida hasta 1 litro aproximadamente. Después el concen;
trado se'pasa por una 6oluﬁﬁé rellena con 500 ml de una resit
na, cambiadora de anlén, Dowex 1 x 2 (forma OH) y despuds se
pasgan por la columna alrededor de 2 litros de agua. De., esta

forma se separan las impurezas y los prlnclplos actlvos se
oo& -

se pﬁsa pon una columna rellena con unos 50 ml de carbdn ac-

lumna se lava .con agua ¥y el efluente ¥ las aguas de Iévado a

se despreclan. La elu016n se reallza con 4cido sulfdrmeo

.

0 2 N. El eluato ge somete a determlnaclén de l1la actmvzdad

'..‘

por un método de dlsco de _papel empleando Bacillus sibtilis

N2 10707. Se combinan las fracclones actlvas y se pasan por

una columna de resmna Dowex 44 (forma OH) ¥y se eluyen 1os
tivés y.se concentran hasta unos 50 ml. E1 concentrado se
micina, El rendimiento de polvo crudo es alrededor de 35 g

del preparado pUro corresponde 8 1000 unidades)

C. Aislamiento vy purificacidén de la fortimicina D

Se suspenden alrededor de 500 ml de gel de siliqe en

una columna de vidrio en forma de capa apretada y uniforme.
Después la columna se¢ lava bien con el mismo disolvente. Des-
pués se cargan 10 g del polvo crudo obtenido en la etapa B

anterior sobre el gel de silice para formar una capa delgada

y uniforme. Después de haber caigado el polvo crudo, se vier-
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' :te gradualm=nte el mismo disolvente en la columna desde 1a

_parte superior y después se eluye contlnuamente aun caudaJ

;ru

,'de la act1V1dad por el método de disco de papel utlllzando

" cibn y una vez elufda la fortimicina C, se eluye laoﬁggtimim
cina D. Las fracciones activas se someten a cromatografia

~_en capa fina y las fracciones que contienen fortimigipe D

" base libre de fortimicina D. EL producto presenta uns sctivis

P

fde unos 50 ml/h "El eluato se recupera en fracclones de 20 ri}’

T
y cada una, de las fracclones se somete a una determinacidn

Baclllus subtllls N2 10707. Primero es elufda la. for%lmlclna‘

B seguida de 1a fortimicina 4, Después se prosigue 14’ a1~

_ se combinan y concentran a presién reducida para ségdfar su--

flclentemente el dlsolvente. El residuo se dlsuelve.en una
pequefia cantldad de agua y la solucién se 1loflllza pera ob-

. Yeew

'ltener alrededor de 1 y5 g de un preparado purificado de la

dad de alrededor de 980 unidades/mg.

D. Aislamiento v purificacidn de 1a fortimicina KE

Para obtener fortlmiclna KE, se dlsxelven 20 g del
polvo crudo obtenido en la etapa B anterior en 30 ml de agua
La,solpcldn se ajusta a pH 7,5 con dcido salfdrico concentred
do y se pasa por una columna rellena con 1 litro de resina
éambiadora de catidn Amberlite CG=50 (Fform.: amdnicé). Se de:-
precia el efluente, La subtancia activa se adsorbe sobiz la
resina.. Después de lavar la resina con agui, se eluye con
amoniaco acuoso 0,2 N.'El eluato se recupera en fracciones
de 50 ml y cada uéa de las fracciones se sumete a una Geter-
minacidn de la actividad por el método de disco de papel y

Ctomatografia en capa fina.

En primer lugar se eluyen varios componentes traza,

¥

Después se eluyen las fracciones que contienen fortimicina
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' 1sopropanol, clcroformo y amoniaco acuoso conoentrado T3%2:7

 te superlor ¥ después se reallza la elucién contlnuamente

~ 28 -

KBy fortimicina B. Las fracciénes se combinan y concentran
hasta 20 ml. Bl concentrado se lloflliza rara obtener 8§ g d:xf
un polvo crudo. | ' ‘
' En una culumna de vidrio se 1ntroducen unos 500 ml
de gel de silice, suspendidos en wn disolvente formago por
Ceedes

en volumen, en forma de oapa apretada uniforme., DeSpués la_
columna se lava bien con el mismo dlsolvenme. A conxlnuaclda
se carga sobre el gpl de sillce el polvo crudo obtenxdo an-_
terlormente en forma de capa flna uniforme y se vzerﬁé'el

mlsmo disolvente gradualmente sobre 1a columna desdho&a.par—
a un caudal de unos 50. ml/h. EL eluato se recupera.égvfrac~
ciones de 20 ml y cada una de ;as fracciones se somete a ur 2
determinéci6n de la actividad por el método del disco de pe-

pel wtilizando Bacillug subtilis N9 10707, Primerc e;ﬁye L

fortimicine B seguida de la fortimicina KE. Ias fracciones

activas se someten a cromatografia en capa fina y las frac-

ciones que contienen fortlmlcina XE se combinan y concentren
a presldn reducida para separar el disolvente. El residuwo se‘
‘disuelve e n wna péquﬁa cantidad de agua y la solucién

se liofiliza para obtener alrededor de 2 g de un preparado
purificado de la bage libre de fortimicina KE. EI producto
presenta una actividad de uhas 9?0 unidades/mg.

EJEMPLO 2

En este ejemplo se emplea la cepa ubilizada en el

Ejemplo 1 anterior como cepa de siembra y también se utili-
‘zan LTos medios de siembra (del primero al cuarto) del Ejem=-

plo 1. El'medio de fermentacidn utilizado tiene la siguien~

- o« L0
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Alm1d6n 3oluble L 4 g/dl.
- Ebios (1. vadura seca. en polvo) 3 g/d1
e mmo, w00 gaL
B R P
ke 0,03 g/dl ~
- CaC0y S o1 gav

fcompleao de fortlmlclna.de 1a misma forma que en.lg etapa
:del Ejemplo 1. Como resultado de esta operacién se ohxlenex
- alrededor de 71 g de polvo erudo de compleao de forf{imiein:
A<que presenta una, actividad de unas 670 unmdades/hgp Bespué
B fse>someten,50 g del polvo crudo a purlflcaclén por-el.méto~

'do descrito en la etapa C del Eaemplo 1, Asi se obtienen-

"dades/mg.

" de 1a~Funakosh1 Selyaku, K.K.) en una mezcla disolvente de

Vn—butanol, deido acético, piridina y agua (6:2:4:4 en volu.

“con el mismo disolvente. E1 preparado se carga sobre el po .

vo de celulosa para formar una capa delgada y uniforme . D

29 -

La fermentacLGn se reallza en las condlelones"&escrie

‘e es

'oo;

" unos 15 g de fortimlclna D con una actmvzdad de unas 840 uni

Pars prosegulr la purificacién, el preparado se some-«
te a cromatografia en columna de celulosa, Se suspenden al-

rededoyr de 500 ml de un polvo de celulosa (AVICEL, producto

men) y se introduce en una columna de vidrio para formar u 3

capa apretada y wniforme. Después la columna se lava bien

Lo

pués de caréér el preparado, se vierte graduzlmente en la
columna el hismo disolvente desde la parte superior y des-
pués’ se eluye continuamente a un caudal de 1 ml/hinuto apr .

ximadamente. El eluato se recupera en fracciones de 10 ml

.,tas en la etapa A del E;emplo 1 T se aisla un polvd efudo cév
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¥y cada una de las fracciones se some:be‘a una determinacida
de la actividad por el méto&o de disco de papel empleando
Bacillus subtilis N2. 10707. Se comblnan 1as fracciones ac-

h,’tlvas y se:concenrran a pres:dn reduclda.para separar sufi-
.'-clentemente el d:.solvente. El residuo se d:.su.elve err-tina. '
""_pequena cantidad de agua y se liofz.llza. De esta forma se
'obtlenen alrededor de 8 g de un preparado purifmcaﬁ&'de la

'.970 um.dades/mg. S SR

’ a'plo 2 para obtener alrededor de 68 g de un polvo~nrqdo de...

presénta una. act1V1dad de unas 860 unidades/mg.

tografia en oolumna de celulosa. Se suspenden unos 300.ml

_solvéente. El preperado” se carga sobre la celulosa en polvo

' 1a columna desde la parte suﬁeriof y después se eluye coati:

nuamente a un caudal de 1 ﬁl/hinuto aproximadamente; El

. .

T e e,

base 1ibre de fortlmmcina D que presanta una activldad de

ETEMPLO 3

»
*te e

En "e's'te' ejemplo se repite el procedimiento 4oL Bjen-

complejo de fortlmlclna. Después se someten 40 g° &e¢ polvo

crudo 2 purlflcacl6n por-el método descrito en la etapa I

del Eaemplo 1. 4s{ se obtlenen 7T g de fortlmlclna EE que
Para purlflcarlo rés, el preparado se somete a croma-

de una celulosa en polvo (AVIGEL, producto de la Funakoshi
Seiyaku K.K.) en una mezcla disolvente de n—butanol, deido
acético, plridlna ¥ agua (6 2:4:4 en volumen) y se introduce
en una columna de vidrlo para formar una capa apretada,y

uniforme. Despuds la columna se lava bien con el mismo di-

para formar una capae delgada y uniforme. Después de>cargxr

el preparado, se vierte gradualmenté el mismo disolvente en

eluato se recupera en fracciones de 7 ml y cada una de las
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N2 10707. Se combinan las fracciones activas y se concentran
ﬁdlsuelve en una pegqueila cantldad de agua y se 110f1Liza° De

| rificado de la hase libre de fortimicina XE que presggta una

‘act1v1dad de 980 unidades/mg. ’ee
EJEMPLO 4 o

-dios de siembra (del prlmero ‘al cuarto) del Ejemplo 1. Sin

-31 -

fracciones se somete a una determinacibn de la actividad por

el método de disco de papel empleando Bacillus subtilis

a pre316n reduclda para separar el disolvente. El residuo se

esta forma se obtienen alrededor de 5 g de un prepgra&o pu~-

.
“an

En este eaemplo se emplea la misma cepa que en el

Ejemplo 1 como siembra y también se utilizan los mlsmos me-

embargo, se emplea un medio de fermentaciédn con ls s1gu1=nte

composicidns: Tese
" Almidén soluble 4 g/dl
Casaminodcido (un hidrolizado

dcido de caseina, producto de
Difco Laboratorles, Estados

Unidos) 3 g/dl

K,HPO, 0,05 g/dl
MgS0, . TH,0 0,05 g/dl
Kol | | ‘ 0,03 g/al
Caco3' . 0,1 g/dl

La fermentacién se realiza en las condiciones d:scri-
tas en la etapa A del Ejemplo 1 y la fortiiicina D se aiula

¥y purifica en la forma descrita en las etapag By C de. Zjem

plo 1. Asi se obtienen alrededor de 15 g de preparado puri .
ficado de fortimicina D que presenta una actividad de unas

975 unidades/mg.
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EJEMPLO 5

Se repite el procedimiento del Ejemplo 4 a excepcidn

de que la fortimicina KE se sisla y purifica en la forma desq
erita en las etapas By D del‘Ejemplo 1. Asi se obtienen al-

rededor de 7 g de un preparada purificado de fortimici@a KE

*

que presenta una actividad de unas 985 unidades/hg..:'
R L4
EJEMPLO 6 "

BT
a % o

En este ejemplo se utilizan como cepas de sidmbra

Micromenogpora olivoasterospora MK-T0 (47CC 21819);:ﬁicromq-

nospora olivoasterospora MK-80 (ATCG 31010) y Midféﬁ%nosEqr
ra olivoasterospora Mm 744 (ATCC 31009). Los medids'de sie:i-

bra (del primero al cuarto) y el medio de fermentabién utdili4
zados son los del Ejemplo 1. La fermentacidn se redliza en
las condiciones descritas en la etapa A del Ejemplo 1.y 1la
fortimi&ina D se aisla y purifica en la forma descrita en l.as
etapas By C de dicho Ejemplo 1. Andlogamente, la fortimic .-
na KE se aisia y purifica en la forma descrita en las etapis
B y D del Ejemplo 1. Los rendimientos y actividades de loc
preparados purificados dé fortimicina D y fortimicina KE

se encuentran en la Tabia V.

TABLA V.
Fortimicina D ‘
Cepa . Rendimiento Actividal
. (mg). A »
Micromonospora olivoastefospofa ME~T70 450 985
Miecromonosnora olivoasterospora MK=-80 980 975
Micromonospora olivoasterospo?a Mm-744 620 990

r
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Cepa.  _to (mg)” Wnidades/mg
Micromonosgora olivoasterospora MK-%O - 300 985
Micromonospora olivoasterospora ME-80 820 ' .’Eéo

| Micromonospora olivoasterospora'Mm T44 650 %:990

una pequefia cantidad de agua. Se combinan el filtrado y las

-33-

TABLA V (continuacién)

Forfimicina KE

- Rendimien Actividad

 EJEMPLO 7

et ee
.

Se disuelven 10 g de la base libre de fortimié%ﬁa D
en 500 ml de una soluci6n.acuosa saturada de hidrdx{éS béri-
co. La solueibn se calienta a una temperatura de 100°C‘duran‘
te 3 horas y después se dega en ‘reposo hasta que sé Q; en—
frizdo & la temp=ratura ambiente, Se neutializa 1a §eiuc161

con hielo seco para precipitar el carbonato béricos.Se fil-

tra para separar e; precipitado y este Wltimo se lava con

aguas de lavado y se concentran hasta unos 20 ml. El concen~
trado se pusa po:r una columna rellena con 500 ml de una resit
na cambiadora de catién,-Amberlite 0G50 (forma amdnica). De$
pués de lavar la resina con agua, se eluye con amoniaéq acuo-
so 0,2 N, El eluanto se recupera en fracciones de 20 ml y ca-|
da una de las fraceiones se somete & una determinacidn de la
actividad.gor el método del disco de papel. Primero se eluye
una pequefia cant.dad de subproductos de reaccidn. Despuds se
eluye la fortimicina KE. Las fracciones activas se someten a
cropatogratia en capa fina y las fraceiones que contiénen

fortimiciné KE se combinan y concentran a presién reducida

hasta 20 ml. El cbhéentra@o se liofiliza para obtener 7,8 g
del preparado purificado de la base libre de fortimicina XE,

cuya actividad es alrededor de 970 unidades/mg.
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tiene por filtracién y se lava con metanol. Después de secai

- 34—

| EJEMPLO 8 |

Se disuelve 1 g de la base libre de fortimicina D
en 5 ml de agua. A la solucién se agregan 1,7 nl de &cido
stlfurico 6 N. Despué;_se afiaden a la mezcla 100 ml de me-
tanol para formar un precipitado blanco. EL precipitado se’
obtiene por filtracién ¥y se lava con metanol. Después dé se+
car el precipitado a presién reducida, se obtienen 1,2 g del
sulfato'de fortimicina D gue presenta una actividad de unas
650 Fnidades/mg. '. : - zﬂ 2
: EJEMELO 9 SO

PR

AY

" Be disuelve 1 g de la base libre de fortimjcina KE
en 5 ml de agua. 4 la solucidn se agregan 2,0 ml de &cido '
sulffirico 6 N. Después se afladen a la mezcla 100 mi de meta

v e,

nol para formar un precipitado blanco. El precipitado se op

nra L=

el precipitado a presién reducida, se obtienen l,B.g.del su)

fato de fortimicina EKE que presenta una actividad @E'ﬁna

L

610 unidades/mg. : ‘

- d v
L)

En resumen, la Patente de Invencidén que se¢ "§olici-
ta deberid recaer sobre las siguientes:

RETVINDICACIONES

l.-Un prdcedimiento para la preparacidn de nuevos
compﬁéstos antibidticos de fortimicina D y KE de férmula

general I:
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' ' CHQN% Ho  OH
0 o,
NH HO N-C
2 . \ 3
R

donde R es H (fortimicina KE) o -CCH,NH, (fortimicina D)
que consiste en cultivar un microorganismo que es capaz de

producir por lo menos uno de dichos. factores en un medio nu-

+3 M

tritivo hasta que se detecta una actividad an'bibac‘c'e,z;:i_ana

/4 e v

sustancial en el caldo de cultivo y despuds aislar par lo

menos uno de dichos compuestos antibidticos del caldd.

. 2. Un procedimiento segin la Reivindicacién .} don~

de se aisla” del caldo dé cultive la fortimicina D iié‘ fér-

nula: CHNH, © NH oH -

NH

2 [

CH_NH
2 2

3. Un procedimiento segin la Reivindicacién .1, donde

se aisla del caldo de cultivo la fortimicine KE de férmulas

CH,NH, NHy, QH
.\ 0 OCH3
NH, HO
NHCH
3
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8178, .- -

" de la etapa de cultivo se Ileva a cabo entre 25 y 4000 du-

‘sente memoria descriptiva, que consta de treinta y seis pé

- 36 -

4.~ Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, don-
de el microorganismo es un miembro del género Micromonos-

POX 2.

5.~ Un procedimiento segin la re:.vmdloacn.én 1, don~

de-el m:.croorgan:x.smo es un mn.emb:co de la espeola Micromonog

pora oliveasterospora.

6.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 1, don
de el nicroorganismo est& seleccionado entre el grupo for.

mad por M:.cronospora ol:.voasterospova ATGCC 21819,,,M:Lcromo-

v, *

nosgora ol:.voas’cerosnora ATOC 31009, Micronospora olivoas-

C Ay
wann

terospora A‘I‘CC %1010 y Micromonospora olivoasterospora NRRI

R
4

~
PEERYY

e Un procedn.mn.ento segin la re:.vn.nd:.cacn.qn 1, don+
rante 2 a 15 dias, a pH aproximedamente neutro. R

8.~ Se reivindica por dltimo como objeto so‘bre el
que ha de: recasr la Patente de Invencién que se sol:.c:.ta
por: UN PROCEDIMIENTO PARA IA PREPARACION IE NUEVOS‘ GOI"LPU‘Eg

AR ARl
" »

TOS ANTIBIOTICOS.DE FORTIMICINA D Y KE. Ny

Todo conforme queda desciibo y reivindica.do en la pi

[ {3

gmas mecanogrsf’iadas.

Madrid, 28 Octubre 1.977
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