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. antibacteriana de cada uno de estos antibidticos no inclu-

.cos aminoglicdsidos clasicos es la oto-toxicidad o nefro-

" +tigaciones para hallar otros antibidticos eminoglicdsidos

.como contre las cepas resistentes de microorganismos parti:

23' R ' "o = Ref.: Casé_Nb;“15895

'\ | .- .‘ | T A”u

\ o RESUMEN DE_Ls “TNVENCION |

| 1,4-Diaﬁ;nb-1,4-dides§xi-3—o-[A-desoxi-4-propionami-
do(y acetamido)-aéD—glucopiranosiJJ~D—g1upitol, que.preseg
ta baja toxicidad y un amplio espectro de actﬁéidad‘anxibag_
teriana, se prepara: por acilacién de 1,4-diamino-1,{-dide-
soxi-3—0-(4-amino-desoxi—4-a—D-glucopiranosil)-b—glueitol.

"ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El descubrimiento de que los aminoglicésidos poseian
propiedades antibicticas estimuld un g;an;interés en este
campo. Ello ha dado 1ggar al hallazgo de ﬁﬁchas sustancias
antibidticas aminéglicésidas valiosas tales.como gentamici+

na, kanamicina y.estreptomicina. En general, la actividad
L B -

ye ciertas bacterias patdgenas cl{nicamente importantes.
Por ejemplo, algunos no son activos contra la importante eg
pecie Pseudomonas. la resistencia adqﬁiridé'en el ‘transcurt
50 e la extensa aplicacidn de los antibidticos existentes
en el tratamiento de las infeccioﬁes bacterianas ha hecho
surglir un‘grave problema de ‘resistencia. Hasta ghora, el

problema mas grave encontrado en el caso de los antibioti-

toxicidad asociada al micleo de desoxiestreptamina o es—
treptidina de los aminoglicdsidos. i
. Por consiguiente, las deficiencias d& los antibidti-

cos aminoglicdsidos conocidqs han estimulado nuevas inves—

que sean activos contra una amplia gama de patégenos as{

culares y que presenten menos efectos toxicos secundarios.
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" COVPENDIO DE LA INVENCION
Esta invencion se refiere a un nuevo compuesto qui-
mico denominado 1,4-diamino-1,4-didesoxi-3-0-(4-amino-4-
desoxi-ar-D-glucopiranosil)-D-glucitol o despropionil-G1A™,

de la siguiente estructura:

((hanty

0-(H m
CH-NHg
CH-OH

~ SigcH

util como intermediario para la preparacion de los anti-

bidticos aminoglicésidos de la siguiente estructura:

an

CHg—OH

donde R es acetilo o propionilo. Los antibiéticos amino-
glicésidos de estructura Il han sido descritos en la soli-
citud de patente, estadounidense de Frederick Kahan y cola-
boradores, numero de serie 677.117, presentada el 15 de
Abril de 1976.

Cuando R es acetilo, el compuesto (Il) se denomina
1,4-diamino-1,4-didesoxi-3-0-(4-acetamido-4-desoxi-a-D-
glucopiranosil)-D-glucitol o GlAg; cuando R es propionilo,
el compuesto (Il) se denomina 1,4-diamino-1,4-didesoxi-3-

"0-(4-desoxi-4-propionamido-a-D-glucopiranosil)-D-glucitol
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"0 GlAq. :

Un objeto de esta invencidn es proporcioner un nuevo

¥y util intermediario para le preparacion de antibidticos
aminoglicdsidos que son eficaces en la inhibiciép del cre-|
) cimiento,. de diversos microorganiémos Gram—negativos ¥y Gram-

'p051tivos en el hombre y en los animales. Otro objeto es

proporclonar un procedlmiento pare la preparaclon de estos

antibidticos aminog11c051dos por acilacion de despropionili

G144. Otros objetos de esta invencidn resulteran evidentes
en la descripcién detallade de la misma dada a continua-
cién. .

El nuevo intermediario, despropionilfG1A1, de esta

© inveneidn se produce por eliminacidn selectiva del grupo

- propionilo o acetilo del G1A4 o del G1Ay, respectivamente.

Los compuestos G1iq y G1A, se obtienen cultivando en con-

diciones controladas el microorganismo Streptoverticillium

netropsis por el método descrito en la solicitud de paten-

te estadounidense 677.117 que se incorpora aqui por refe-

rencia. - \

Basandose en estudios taxondmicos, el Streptoverti-

cillium netropsis fue identificado como un-actinomicete

y ha sido denominado MA-4350 en-la coleccion de cultivos
aebMerck & Co., Ince, P.0. Box éOOO, Rahway, New Jersey
07065. Se ha depositadé un cultivo sin restricciones en

cuanto a su disponibilidad en la Fermentation Section de

los Northern Utilization Research Branch, Departamento de
Agricultura de Estados Unidos en Peoria, Illinois, y se ha

i . i . ’
-incorporado a su coleceidn de cultivos permanente y esta a

disposicidn del pdblico bejo el mimero de cultivo NRRE
8149,
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‘Streptoverilcllllum netropsis estan indicadas en la 51gule$

- Agex herine dé avens

.Agar glicerol-asparegins

Ias caracter{sticas morfologlcas y de cultivo del

te tabla.

Morfologga - Los esporozoros forman vert;c;los, habl*ual—
nente blvertiellados, e intervalos regulares a lo lar~
go del micelio aéreo. Ias cadenas de esporas habltual—
mente contienen de 10 a 15 esporas y pueden ser rectas
flexuosas o formando ganchos, lazos sbiertos y lo que
parecen espirales primitivas. Ias esporas son habitualdt
mente de ovales a cilindricas, de un tamsfio de 0,9 x
1,2 micras. |

Cultivo

Crecimiento vegetativo - reverso marrén;:
Micelio adreo - aterciopelado, be;ge-rosado'pélido
(dec);
Pigmento soluble - marrdn claroj
Czapek Dox (agar sacarosa—nltrato)
Crecimiento vegetativo - malo, 1ncolor0°'
Micelio aereq - escaso, crema tostados
| Pigmento solufle - ninguno.
Agar albumine de huevo
'Crecimiento‘vegetatiQO - reverso tostado rosado;
\ﬂMicelio aéreo - pu}vefulento a aterciopelado, predo-
' minantemente beige rosado pdélido (4ec)
mezclado con crema rosado tostado (3ca)

Plgmento gsoluble - tostado palldo.

Crecimiento vegetativo - reverso tostado amariliento

palido;
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Micelio aéreo - aterciopelado, crema rosado tostado
' (3ca) bordeado de beige rosado pali-
do (4ec);
Pigmento soluble ~ tostado pdlido.
- Agar sales inorganicas-almidon - ; .
Crecimiento vegetativo - reverso tostado griséceo;
Micelio aéreo - pulverulento, beige rosado pdlido (4ec);
Pigmento soluble - tostado pélidé.
Agar extracto de levadura-dextrosa + sales
Crecimiento vegetativo - marrdn; .
Micelio aéreo - ninguno;

Pigmento soluble = marrdn palido. .

. Agar extracto de levadura-extracto de malta

C?ecimiento vegetativo ~ reverso ma;rén;'

Micelio aéreo - aterciopelado, predominantemente bei-
ge rosado palido (4ec) meZclado con
crema rosedo-tostado (3ca)j

Piguento soluble - marrén palido.

Agar leche descremada | ‘

Crecimiento vegetativo - tostado rosado;

Micelio adreo - ninguno; .

Pigmento soluble = marrdn palido;

‘ gidrélisis de la caseina - buena.
I:el:he de tormasol
Creciﬁiento Vegeta%ivo = anillo de 6reoimiento modexra-
' do merrén oscuro;

Micelio aéreo - ninguno;

Color - purpura parduzco;

Coagulacidn y/o peptonizaciép - peptonizacidn comple—

ta con uxipH de 7,5.

-
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Leche descremadea ‘

Crecimientp.Vegetativo - anillo marréh de crecimiento

moderado; |

Micelio adreo - ningunos

Pigmento soluble - tostado;

Coagulacidn y/o peptonizacion - peptonizacidn completa

' con un pH de 7,5.

Agar tirosina

Crecimiento vegetativo - tostado grisdceo;

Micelio aéreo - moderado, creme tostado;

Pigmento soluble - tostado;

Descomposicion de la tirosina - positiva.

-Agar peptoha—hierro-extracto de levadura

Crecimiento vegetativo - marrdn claro; -
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - marrdn palido;
Produccidn de HoS - negativae.
Agar nutriente ,
Crecimiento vegetativo - tostado bordeado de marrdn
. rojizo palidoj;.
Micelio aéreo - ninguno; .
Pigmento soluble - tostado palido.
Agar glmidén nutriente '
.‘Crecimiento vegetativo ~ tostados
Micelio aéreo - niﬁguno;
Pigmento soluble - tostado palido; .
Hidrdlisis del almiddn - buena.
Agar gelatina nutriente -
Crecimiento vegetativo - marrdn rojizo;

Micelio aéreo - ninguno;
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Pigmento soluble - tostado palido;
Licuefaccion de la gelatina - buena.
Trozo de patata®
Crecimiento vegetativo - tostado;
Micelio aereo - ninguno;
Pigmento soluble - ninguno.
Suero sanguineo de Loeffler
Crecimiento vegetativo - color crema;
Micelio aereo - ninguno;
Pigmento soluble - ninguno;
Licuefaccion - nula.

Todas las lecturas registradas fueron tomadas al ca-

-bo de tres semanas de incubacién a 28°C. EI pH de los me-

dios utilizados en estos estudios era aproximadamente neu-
tro, es decir/ pH 6,8-7,2. Las designaciones de colores
utilizadas en la descripcién estan de acuerdo con las defi-
niciones del-Co3”r_~rmon~J”nual, 43 Edicion, ((1958),
Container Corporation of America, Chicago, Illinois.
También se determin6é la-capacidad del Streptovertici-
Ilium netropsis para utilizar o asimilar diversos hidratos
de carbono. Para este fin, el microorganismo se cultivo en
medio sintético basal (Pridham y Gottlieb) conteniendo 1 %
del hidrato de carbono a 28°C, durante tres semanas. El pH
de los medios empleados en el estudio era aproximadamente
neutro (6,8-7,2). La Tabla I,muestra la utilizacién de esta?
fuentes de hidratos de carbono por el Streptoverticillium
netropsis: 4 = buen crecimiento, +"mal crecimiento y

- = crecimiento nulo sobre el hidrato de carbono particular.
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requisitos de Qxigeno del microorganismo'son los siguientesg

I -Q -
EABLA'I-
Glﬁcosg.’ + Maltosa ',  +
Arabinosa = Manitol -
Gelulgsa = Manosa o+
-«Fructo;a + - Rafinose -
Tnositol 4 Ramnosa -
Lactosa o Sacarosa *

Xilosa -

E]l grado de crecimiento al variar la temperatura y los

Intervalo de temperaturas (agér extracto.de levadura-gluco
88 + sales): |

28°C ~ buéno o :

37°C - moderado : -

50°C - crecimiento nulo |
Requisitos de oxigeno (cultivo en planchas en agar extracto
de levadura-dextrosa + sales):
Aerobio,

Tos compuestos G14, ¥ G14, son producidos durante la

fermentacidn aerobia de medios. nutritivos acuosos adecuados}

en condiciénes controladas, mediante la inoculacidn con el

organismo Streptoverticillium netropsis. Son adecuados péra
producir los aminoglicésidqs de esta invencidn los medios
acuosos como- 1os empleados pars la produccién de otros an~
tibiétieos; Estos medioé contienen fuentes de carbono, ni-
trdgeno y- sales indrgénicas asimilables por el microorga-
nismoe.

Debe observarse que los mediés descritos en los ejem-
plos son simplemente ilustrativos de la amplia variedad de

medios que pueden emplearse y no se pretende que sean limi-

20
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1 tativos.

‘revela los siguientes picos de absorcidn: 3350, 2925, "

‘ dé‘pi{geno. El derivado peracetato de G1A4 tiene un punto

...‘10_

Propiedades fiSicés;rquimicas de los compuestos GlA, ¥ G4,

E1l antibidtico G1A4 presenta la formula empirica
C45H3,N30g. Ia composicion elemental calculade es: 45,33 %
de carbono, 7,86 % de hidrdgeno, 10,57 % de nitrdgeno y
436,24 % de oxigeno. Ia rétacién Optica es qus + 87,10
(¢ = 1,0, agua). Los picos de‘resonancia magnética protoni-
ca presentédos por el compueéto G1A4 en Dzo son los siguien.
tes: 774,83 (4,94 , 2,0 Hz, B-1), 77,70 (g, J 7,0 Hz,
CHy~CH,- -),:f8,$9 (t, § 7,0 Hz, CH3-CH,~C-). EL espectro
de masas preéenta picos a 319, 218 y 162.

_ Un espectro infrafrojo del G14,, como pastilla en KBr,

1680, 1575, 1460, 1375, 1075 y 1025 em™7.

Bl antibictico G1a4 se caracteriza ademds como deriva-
do peracetilado, 1,4-diacetamido-2,5,6-tri-O-acetil-1,4~
didesoxi—3~0¢(2,3,G—tri—O—acetil—4~desbxia§§propiongm;do-
a-D—gluoopiranosil)—D—glucitol, que c&nﬁiehe ocho grupos
acetilo. E1l derivado peracetila@o del G144 responde g-la
férmula empirica G347 N30470 Ta composicidén elemental cal-
culaeda’ del derivado peracetato del G144 o83 50,75 % de car-

bono, 6,46 % de hidrdgeno, 5,73 % de nitrdgeno y 37,06 %

de fusidn de 197-198°G,.\una rotacién dptica [o] ]235 + 68,59
(¢ = 1,01, cloroformo). Ta cromatograffs en gel de silice

presenta una R de 0,52 (clbroformo/hetanol 90:10), detec~ |
tada por rociada con acido sulfdr;éb. El espectro de masas
presenta picos a m/e 734 (M + 1)+, 588, 529 y 344. El es~

péctro dé RMN del derivédo peracéfiladb de G1A1 se encuen~
tra en la Tabla I. | ‘
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\ S TABLA I
s | , J
6,80 8,0
6,35 : 10,0
64 ' 9,0, 3,5
5,57 . - 9,0, 9,0
-~ 5,08 ) . 950, 3’5
~ 5,03 3,5
4,95, ' " 9,0, 7,0, 3,0
4,72 | B 8,0, 6,0, ~,0
! 4,50 10,0, 9,0,~1,0
4,38 ' 12,5, 9,0,~1,0
L 4,25 -~ 13,0, 3,0
~ 4,20 9,0,-8,0
~ 4,15 |
3,99 . 6,0, 1,0
3,99 | 13,0, 7,0
2,80 . 12,5, 8,5, 3,5
2,20 |
1,96
2,01
2,05
2,07
2,10
2,13 "
1,15

El antibictico G14o responde a la férmula empirica
C14H29N309. Ta composicion elemental calculada del G1§2 es
43,86 % de carbono, 7,62 % de hidrdgeno, 10,96 % de nitrd-

geno y 37,56 % de oxigeno.
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- 7,98, 8,0 y 8,04 (singlete de 6 protones) (27.protones,

‘cos: m/e 720 (M + 1)%*, 574, 515 ¥y 330. ol

El G1A, se caracterlza como el derivado peracetilado
1,4—diacetamido~340-(4-acetamido-2,3,6—tfi—0—acetil—4—deso-
xi-a-D-glucopiranosil)-2,5, 6-ti~O-acetil~1,4~didesoxi-D-
glucitol, que contiene nuove grupos acctilo. E1l derivade
peracetilado del G1A, responde a la’ férmula empirica
C3gH, N300 Ia ‘composicion elemental calculada del deriva-
do peracetato del G1i, es: 50,07 % de carbomo, 6,30 % de
hidrogeno, 5,84 % de nitrdgeno y 37,79 % de'oxigeno. El de~
rivado peracetilado presenta las siguientes propiedades fi-
sicas: p.f. 187,5-188,5°¢, [«] 55 + 68,3% (¢ = 1,0, metanol).
Una solucion del producto en CDCl; presenta los siguientes
picos de RWP: ' .

‘ ' 1,86, 1,90, 7,93 (singlete de 6 protones), 7,95,

NAc y OAc). El espectro de masas'presenta'los siguientes pil

Los compuestos G1A1 y G1A2 dan reacciég coloréadé,po—
sitiva con la ninhidrina.

.Los'compuesfbs G1Aq ¥ G14, se resuelven bien por cro-
metografia en capa fina de gel de sflice en los siguientes
sistemas disolven£es:

Sigtema A ' Sistema B

CHC1,4 2 voldmenes - CHCI, 1 volumen
MeOH. 2 volumenes MeOH 2 volumenes
NH,OH al N NH,OH al '

4 4 ,
28 % 1 .volumen 28 % 2 volumenes

La deteccidn se realiza mediamte la reaccidn posibie-

va con ninhidrina. Tos valores de Re son los siguientes:

Muestra Sistéma A Sistema B
G’1A1 0, 35 i~ 0,7

1Ay _ 0,25 0,58




10

18

20

25

80

=13 =-.

Tos antibidticos G1A1 ¥y G1A, fueron evaluados ademas

mediente el método de dilucidn en agar. Un inoculum de

2 x 10 a 1x 105 orgaﬁismos se aplica como gotita de

0,002 ml a la superficie de agar Hueller-Hinton contenien-

do diluciones. seriadas al doble del antibidtico que ha de

ser ensayado, desde 3,1 hasta 200 pg/ml. Tos resultados

(Tabla TI) estdn indicados como concentracidn minime

de in-

hibicién en pg/ml, siendo ésta la concentracion minims de

antibidtico a la cual el crecimiento del organismo de ensa-

yo es inhibido durante un periodo de 18 horas a 37°C.

TABLA IT

Velores de la CMI por dilucidn en agar

(ATCC 4446)

~Cepé a ResistenciaJt G1A4 G1h,
Staphylococecus aureus - 100 200
Staphylococcus aureus | Estr¥, Neo, Kan 200 59200
Staphylococcus aureus : - -~ 50 200
Streptococcus faecalis - ' 200 >200
Bacillus subtilis ‘ - , - 20 100
(100 6633) ‘ |
Brucella bronchiseptica - 100 200
(ATCC 4617)

Escherichia coli ' - 20 100
Bscherichia coli Eetr¥, Neo, Kan,Gm 50 100
Escherichia coli - 50 © 200
(ATCC 9637) \

Salmonells géllinarum - <3,1 200
Serratia (sin pigmentar) - 200 >200
Serratia mercescens - >200 >200
Erwinia atroseptice - <3,1 100
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" PABIA IT (contimmacidn)

Cepa. Resistencia¥ G144 G14,
?roteus vulgaris - 100 200
(ATCC 21100) '

Pseudomonas aeruginosa Estr 50 .200
Pseudomonas aeruginosa 200

.- 50

Mediado por plasm1d0-51 no, alslado Ge laboratorio.

La eflcacia in vivo del G1A4 en.ratones infectados

con 39 DL50 de Kleb31e11a pneunoniae AD se encuentra en la
Tabla IV .

A

TABTA IV |
Antibidtico . via DEg,, mg/kg/dosis
1Ay : ipex2° T
SeCo X 2 ' 32

El compuesto G1A4 mo manifieste toxicidad aguda (de-
terminada durante 120 horas después de una inyeccidn intra-

peritoneal) a la dosis de 2 é/kg, que es la mds alta ensa-|
yada.

Un método preferido de recuperacidn de G-‘IA1 ¥ GlAy

purificados consiste en pasar una solucién de los antibid-
ticos, tal como el caldo de fermentacién flltrado, cuyo pH
se ha aaustado entre 5 y 8,5, a través de una ;olumna que

contiene une resina cambiadora de catidn del tipo dcido cax
boxilico metacrilico en un ciclo mixto de sodio e hidrdzenc
(IRC=50)- El adsorbato resultante se eluye despuds con un
eluyente adecuado como NH4OH 2 N.'Los eluafos ée fecpgen
en fraceiones, cuya magnitud depéhde'dellfémaﬁo de la co-

lumne empleada. Puede purificarse mejor pediante una se-




cuencia de procedimientos que implican los siguientes me-
dios cromatograficos: readsorciéon y eluciéon de una columna
rellena de IRC-50, seguido de cromatografia en una resina
cambiadora de anién del tipo do poliestireno-trimetilamonio
v.g. Dowex 1.x 2 en el ciclo hidréxido, eluyendo con agua
destilada. Las fracciones se exploran mediante la reaccion
coloreada con ninhidrina y bioactividad utilizando E. coli
(ATCC 9637) como organismo de ensayo. Las fracciones que
contienen actividad antibiotica se liofilizan y el residuo
se cromatografia en gel de silice y se eluye con una solu-
cion de metanol/cloroformo/hidroxido aménico. Las fraccio-
nes se exploran mediante la reaccion coloreada con ninhi-
drina y la bioactividad de los eluatos se mide analizando
el eluato con E. coli (ATCC 9637) como organismo de ensayo
El eluato esta constituido por dos fracciones correspon-
dientes a los antibiodticos GIA™ y GIAg*

Los ejemplos que siguen ilustran los métodos median-
te los cuales pueden obtenerse los productos de esta inven-
cion. Sin embargo, los ejemplos son ilustrativos solamenté
y resultara evidente al que posea la experiencia habitual
en este campo que esta invencion incluye los productos fun—
cionalmente equivalentes y los métodos para su preparacion.
Por lo tanto, cualquier modificacién de los procedimientos
aqui descritos que dé lugar a la formaciéon de un producto
idéntico debe considerarse constitutiva de un método ana-

—"logp. Los procedimientos descritos son susceptibles de am-
plias variaciones y modificaciones y cualquier desviacion
.0 ampliacion minima se considera al alcance del experto en

este campo y comprendida dentro de los limites de esta in-

vencion.
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EJEMPLO 1
Se abre asépticamente un cultivo liofilizado de
Streptoverticillium netropsis MA-4350 y el contenido se sua
pende en un tubo de ensayo que contiene 2 mi de Medio A de

la siguiente, composicion:

Medio A

Extracto de levadura 10 ¢
Glucosa 10 g
Tamp6n de fosfato® 20 mi
MgSO~ . 7HgO 0,5¢
Agua destilada 1000 mi
Tampon de fosfato

EHA a g
Na~UPOA 95 g
Agua destilada 1000  mi
pH 7,0

Se utilizan 0,1 mi del Medio A inoculado para ino-
cular 2 mi de Medio A en un tubo de 18 mi. EI tubo . in-
cuba en un sacudidor rotatogﬁo a 220 rpm durante 96 horas,
a una temperatura* constante de 28°C. Se extienden 0,5 mi
del cultivo desarrollado sobre la superficie de una placa
Petri de 85 mi de diametro que contiene 15 mi de Medio B

de la siguiente composicion.

Medio B -

Extracto de carne 1. 3 g
NZ-amina 10 g
Dextrosa 15 g
Ardamine 1 g
NaCl 2,5¢
CaCon 5 g

R 1" - -



"oy,

10

18

25

30

Agar 20 g

Agua destilada 1000 ml.

pH ajustadeo a8 7,2 coﬁ Na0H.
Ia placa Petri inoculsds se incubs a 28°C durante
7 das, al cabo de los cuales se cortan trozos de 16 mm
que se colocen sobre placas de anéiisis. Los resultados

del analisis esten indicados a conmbinuacidn.

Organismo de ensayo, MB n@ Zone, de inhibicidn (mm)
E. coli 2482 4 25
' EJEMPIO 2

Preparacién de G14, y G14, por fermentacién

Un tubo en I de cultivo liofilizado de Streptover-

ticillium netropsis MA-4350 se abre asépticamente y el coy

‘2,0 ml1 de solucion de sales Davis de la siguieﬁte composist

tenido se suspende en un tubo de ensayo que contiene

.’
clions

Solucidn de sales Davis

Citrato sdédico | 0,5 8
KpHFO, ! | 7,0 &
' KHpPOy | 3,08
(NH, )80, _ 1,0 &
MgS0, + TH,0 , . 0,1 g
Agua destilada 1000 ml

Se transfieren 0,1 ml de la solucidn de sales Davis
inoculeda a tubos inciinados que contienen 10 ml de Medio
A con agar, de la siguiente composicidn:

Medio A con agar

Ardamine 10 .8
Glucosa 4 10 g
Tempon de fosfato 2,0 ml
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\ C 7 MgS0,.TEL
Agar—agar
' Ague destilada
PH 6,5.

Los tubos inclinados inoculados se dejan crege% sie+
te dfas a 28°C. Se transfieren 4 ml del cultivo del tubo
inclinado & un Erlenmeyer de 250 ml, con tabiques, que

contiene 50 ml de Medio A de la sigulente composicién:

Medio A
Ardamine
Glucosa
Tampén de fosfatoX
" MgS0, .« TH0
Ague destilada
PH 6,5

% N
Tompon de Ffosfato

NEQHEO,

|
Agua destilada

pH 7,0 -

El matraz sg'incuba en un sacudidor rotatorio a

.160 rpm & 28°C, durante 72 horas. Se sgregan 10 ml de es-|
%e.cultivo a ud Erlemmeyer.de 2 litros‘provis%o de tabi-

ques, que contiene 500 ml de Medio A. El matraz se incubs)

en un sacudidor rotatorio a 160 rpm a 28°C, durante 48 ho

ras. Este cuitivo se agrege & 160 litros de Medio B de 1lal.

- . - . ., 7.
siguiente composicion:

10 g
2,0 ml
50 ng
1000 ml
81 g
95 g
11000 mL

50 'mg
<20 g

1000 ml

10 g
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\. . Medio B

‘Lé?adura autolizada, tipo pH 0 g
Dgxtrosa ) 10 é
M50, + TH,C . 50 ng
. KH,PO, .. . - 0,18° g
Ne,HPO, - 0,188 g
Agua destilada L 1000 nl
pH 6,5 ’

conteniendo hasta 0,1 % de poliglicol”ZOOO en un fermentg

dor de acero inoxidable de 189ilitros. Este tanque opera

a 28°C utilizando una velocidad de agitacidn de 150 rpm

¥y un caudal de aire de 3 pies3/hinuto.(81 litros/minuto)

durante 48 héras. Se determinan el pH y los perfiles de

- dextrosa, que son los sigulentes: .
Edad, horag 0 T 12 24 - 36 48
H 6,4 6,6 6,3 7,0 7,4
Dexfrosa, mg/ml 9,4 9,1 4,17 1,0 -

‘Se afladen 43 litros del cultivo de 48 hores a 4671i

tros de Medio C de la siguiente composicidni

Medio~C A
N£~amina 2,5 g
Extracto de carns (Difeo) 1,0 8
NaCl | ' 5,0. &
Harira de soja 10,0 g

~ Solubles de destilerfa 2,0 g
Iicor de infusién de maflz 5,0 g
Dextrosa ‘ 20,0 &
i{zﬁpo4 . 2,0 8
Agua destilade 1000 ml

pH ajustado a 7,0
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que contiene hasta 0,1 % de poligliecol 2000 en un fermen-

tador de acero inoxidable de 756 litros. Este tanque opera

a 28°C empleando un caudal de aire de 10 pies3 (270 litros).

por minuto y una velocidad de agitacidn de 130 rpm durante
96 horas. Se .obtienen el pH y los perfiles de dextrosa que
son los siguientes:

Edad, horas 0 12 24 36 48 60 72 84 96

PH 6,6 6,2 6)8 7,1 7,2 7’4' 7’7 7’9 -
Dextrosa, . : .
mg/ml "18,0 13,8 5,8 2,2 0,9 0 - - -

El caldo completo resultente a pH 8,0 se centrifuga
pare obtener un filtrado transparente. La torta del filtro

se lava con 25 galones (94,5 litfos) de agua desionizada ¥

.'las aguas de lavado se combinan con el flltrado. El flltra

do se trata con Super-Cel ¥y el pH ‘se ajusta a 6 5~7,0 con

acido sulfurico 6 N. E1l caldo a pH ajustado se filtra a tra

vés de un filtro prensa de 30 pulgadas (75 cm). Ia torta

Qel filtro se lava con agua desionizada hasta que las aguas
de lavedo son transparentes. Ias aguas- de lavadp se combi-
nan con el caldo filtrado. .

El caldo filtrado se pasa & razdn de 6 galones/mi-
nuto (22,7 litros/hihuto) & través de una columna de 18 pul

gadas (45 cm) rellena con 60 galones (227 lltros) de resina
] 4

' Amberllte IRC~50 "especialmente tamponada, que contiene un

miliequivalente de Ne¥/ml de volumen de columna. La resina

IRC-~50 tamponada se prepars de acuerdo con las siguientes
etapas: ‘
" 1. Se lavan 60 galones (227 litros) de resins Amber

lite IRC~50 con agua pars separar los finos y el ague se

¢

‘decanta.
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~adsorbidos se eluyen con 350 galones (1325 litros) de NH,OH

2. A la resine lavada se agregan 1071 litros de
agua destilada y 130 kg de hidrdxido sédico en lentejas.
Después de agitar la resina durante 2 horas, se decanta y
se lave cinco Veces con agua por decantacidn.

3+ Ia resina lavada se suspende en 1071 litros de

agua. A la suspensién se agregan 300 litros de dcido clorhi
drico concentrado. Ia suspension se agita durante 2 horas y
'se lave cinco veces por degantacién con agus.

4. Se mide el volumen de la resina humeda y & la
misma se afiaden 1071 litros de.agua ¥y 40 g de hidrdxido sé-
dico/litro de resina. La resine se agita durante 2 horas.
El pH de la resina es 7,0 + 0,2.

5. Se £iltrs la resina y se almacena hasta su uso.
~ La columna que contiene los antibidticos se lava
con 120 galones (454 litros) de agua desionizada a un caudal

de 6 galones (22,7 litros) por minuto y los antibidticos

1 N a un caudal de 5 galones (18,9 litros) por minuto. E1l
eluato se concentra & vacio hasta 30 galones (113,6 litros)),
manteniendo la te@peratura por debajo de 30°C. Bl pH del
eluato concentradé se ajusta a 6,5 con H2304 6 Nyel elua-
t0 a pH ajustado se filtre por un filtro de 18 pulgadas
(45 em) a través de una éapa de Super-Cel para separar la
matéria insoluble.

Ia solueidn filtrada, con un volumen de 33 galones
(125 litfos); se carga & razén de 0,5 galones (1,9 litros)
por minuto sobre 10 galones (37,8 litros) de resina IRC~50
especialmente tamponada, donde esta Ultima se prepara’como
se ha descerito antes en este ejemplo para la primera colum-

ng de resing IRC-50. La columna se lava con 30 galones

B
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(113,6 litros) desagua desionizada a un caudal de 0,5 galo-
nes (1,9 litros) por minuto y se eluye lentamente con 35 ga-
lones (132,5 litros) de hidréxido aménico 1 N. Se recoge
una sola fraccién de 35 galones (132,5 litros) y se concen-
tra a vacio hasta un volumen de 2 galones (7)56 litros)
mientras se mantiene la temperatura por debajo de 35M0.

El eluato concentrado de la segunda columna de
IRC-50 se adsorbe en una columna de 9 pulgadas (22,5 cm)
rellena con.8 galones (30,3 litros) de resina Dowex 1Xx 2
en el ciclo (H*. La resina Dowex 1 Xx 2 se prepara haciendo
pasar 1000 litros de hidréxido sodico al 5% por una colum-
na de 10 galones (37,8 litros) de resina, a un caudal de
1 galén/minuto (3,78 litros/minuto). La columna se lava con
agua hasta que el pH de las aguas de lavado es 8,0. La ca-
pa superior de media pulgada (12;7 mm) de la resina se des-
precia antes de utilizarla.

"La columna de Dowex 1 x 2 se eluye con-"agua desio-
nizada a un caudal de 1 litro/minuto y se recoge una frac-
cion de 5 galones (18,9 litros), 47 fracciones de 1 galdén
(3,78 litros) y 4 fracciones de 5 galones (18,9 litros).

Se combinan las fracciones 14 a 24 y se coiicentran hasta
6 litros mientras se mantiene la. temperatura por debajo de
25°C.

Estos 6 litros se concentran de nuevo a vacio, man-

teniendo la temperatura®por debajo de 35°C, hasta un volu-

.men de 1060 mi. EI analisis por el método de difusidon en

disco frente a Bacillus subtilis AICC 6633, empleando GlAi
puro como patron indica una actividad equivalente a 63,6 g
de G1A”™. Los 1060 mi se liofilizan para dar un peso seco

de 68,7 g de una mezcla que contiene GIA™ y GlAg*
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de 10 veces mayor que el del residuo y de nuevo se concen~

“tra e sequedad para eliminar la hidrezina residual. Otre

.forma de derivado trimetilsilflico. El espectro muestra

-23-

\ E1 bioandlisis frente a’Bacillus subtilis Ach 6633

por el método de difusidn en disco indica que el producto
tiens wna actividad equivalente a la del G1A; del 80 # de
purezs aproxiﬁédamente. El ensayo de gifusién.eh disco se
realiza précticamente de la misma .forma descrita para’el
método de difusidn en disco empleando Bs ¢oli ATCC 9637,
descrito en la seccién titulada Bicanglisis donde se wtiliza
como patrdn G1A; puro.
' EJEMPIO 3
Despropioﬁil~G1A1

Se prepara una solucidn de G1A disolviendo 21,7 mgT
de G1A4 en unos 0,1 ml de hidrazina al 97 %,

Ia solucién se calienta en un tubo herméticamente
cerredo a 100°C durante 16 horas y después se” concentra a
sequedad g presién reducida. El fesidup restante después

de concentrar se recoge en un volumen de metanol alrededor

vez se recoge el residuo en 50 ml de'metgnol.'A esta solu=
cién metandlica se agregan 60 ml de &ter, produciéndose un
precipitado. E1 precipitado se récoge ¥ se lava con una mef
cla de mefanol/éter'50:sq. Se recoge el precipitado y se
i&entifica como despropionilfG1A1 por cromatografia en ca~
pa fina y andlisis éspegtral de masas.

Se obtiene un espectro de masas del compuesto en

varios fragmentos tipicos del despropionil-GlA4:
m/e 450 '
n/e ' 306
m/e o 623
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* (66 %)» Por cristalizacidn en metanol-acetato de etilo se

-24 -

BJEMPLO 4
Preparacidn de 4-am1no—3—0-(4-&m1no—4—desoxi—arD-glucopl

nosil)-1—benciloxlcarbonllamlno-1 4—d1desox1-D-gluc1tol—

(Nq=bencilox 1carbon11~deaproplon*1~c1A1)

" Una solucidn de 30 g (0,12 moles) de N—(benc_iloxi-
carboniloxi)succinimida en 100 ml de dimetilformemida se
agresga goté a gota sobre 35 g (0,103 moles) de deSPropio-
nil-G1A{ en 200 ml de ague y 200 ml de 2-propanol a -10°C.
I mezcla se maptiene en un fr;gor{fico durante la noche y
despuds se evapore a sequedad. E1 producto deseado se ais-
la por cromatografia en columna de gel de sflice (eluyendo

con eloroformo/metanol/agua 60:40:10); rendimiento: 32 g

obtiene el material puro, p.f. 154,5—155,§°C,'[“] ]2)5 + 67;2°
(¢ = 1,0, metanol). Una solucidn en Dao del producto presen
te. picos de rmp & )'2,67 (singlete de 5 protones, -CH,Ph),
4,87 (B-1) y 4,97 (~CHy-Ph). Ia composicié'n elemental cal-
culada pare la f61_ctmu1a empirica Coof33N3040 8¢

Calculado-: C, 50,52; H, 7,0; N, 8,84

Encontradoe: C, 50,15; H, 7,33; N, 8,63.

_ ' EJEMPLO 5
Preparacidn de 1 4—diam‘:u‘110—3~0—(4-desoxi—4—p opionamido—g-
Q—_g;ucopn.ranos:.l }—1,4—d:v.desox1—])—gluc1tol§ G1A1) por acila-

cidn de despropionil~GiA4

. Una solucidn de' 0,43 milimoles  de cloruro de pro-
pionilc; en 0;5 nl de dimetilformamida se ag:r-'ega. gota a gota
2 una solucidn agitads, de 200 mg (0,42 milimoles) de N,-bex
.cilo:d.carbonil_—despropionil-G1A1 en 0,5 ml de agua y 0,5l
de dimetilformemida. El progreso de la'reacciéxi se sigue-

por cromatografia en capa-'fina. empleando cloroformo/metanol

/
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"agua 60:40:10 como disolvente desarrollador. Al cabo de
dos componentes principales de la mezcla de reaccion se se-
aran por croﬁétografia en capa gruesé. EL components prin-

cipal de movimiento lento contiene Ny-benciloxicarbonil-

'N4—propibnamido-desprofibnil—G1A1. El componente.principal

-NH44. Ia columna se eluye con un gradiemte lineal de hi-

' droxldo aménico 0,25 N para dar G1A4.

?picos de rmp. \

CBy~Clfp- 8.y, 8,89 (4, 3 7,0 B2, CH3-CH,~C-) »

de su octaacetato, 1,4-diacetamido-2,5,6~tri-O-acetil-3-

1 hora, la meztla de reaccidn se concentra a°sequedad y los

de movimiento rdpido gue contiene Ny-benciloxicarbonil-G1A4
se eluye de la placa y se concentra basta formar un jarabe.
Por hidrogenolisis en dioxano acuoso sobre paladio al 10 %
en carbon se separa el grupo de blogueo N,-benciloxicarbo-
nilo. E1 material desbloqueado se purifica por cromatogra-

fie en una columna rellena de Sephadex CM-25 en la forma

El G1Aq s;ntetlzado es 1dentico en todos los aspec
tos al producto natural obtenldo mediante la fermentacion
descrita en el Ejemplo 1: ﬁgc + 87,1° (¢ = 1,0, agua).

Une solucidn del producto en D20 presenta los sigulentes
¥ 4,83 (4, 34 5 2,0 Hz, H-1), 7,70 (a, 37,0 Ha,

El espectro de masas presenta los siguientes plcos
m/e. 319, 218 y 162. Ia composiclon elemental'calculada pa-
ra la férmule empirica 015H31N3 9 ess

Celculado : G, 45,33; H, 7,86; N, 10,57

Encontrado: C, 45,15; H, 8,21; N, 10,34.

El G1A4 sintetizado se caricteriza ademés en forma

0-(2, 3, 6-tri-O-acetil-4~desoxi~4~propionamido—a-D-glucopi-
ranosil)e1,4-didesoxi-D-glucitol, p.f. 197-198°C,
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. benciloxicarbonil-despropionil-G1A4 en 0,5 ml de agua ¥

.principal de movimiento lento contiene N1—ben%iloxicarbo-

—

tanol 90:10). qna solucion del octaacgtatd-en CDCl3 presen
ta los siguientes picos de rmp: 4

3,20 (encho, N,'H), 3,65 (encho, W,H), 3,86
(ancho, -NH), 4,97 (4, Iy 5-3,5 H+1), 7,80 (g, 7 7,0 Hz,
CH3~CH ~C=), 7,87, 7,90, 7,93 (singlete de 6 protones),
7545, 7,99 (sznglgte de 6 protones), 8,04 (24 protones,
NAc § OAc), 8,85 (%, J 7,0 Hz, CHyCH,-t-).

El espectro de masas presenﬁa los siguiqntes pi-
cos: m/e 734 (M + 1)¥°, 588, 529 ¥ 344. Ia composicion ele
mental calculada para la férmu;g empirica C31H47N3O17 es

Calculado : ¢, 50,75; H, 6,465 N, 5,73

Encontrado: C, 50,83; H, 6,29; N, 5,52

BEJEMPLO 6 ’

Preparaoidn de 3-0—(4—acetamido44—desoxi¥aéD—glucopirano—

§il1)=1,4-diamino-1, 4—d1desox1-D-glucitol(G1A9),nor acila—

cidn de despropionil—G1A1

Una.sqlucion de 0,43 milimoles de cloruro de ace-
tilo en 0,5 mi de dimetilformamida se agrega gota a gota
a uﬁﬁ solucion agitade de 200 mg (0,42 milimoles) de Ny-

0,5 ml de dimetilformamida. El progreso de la reaccién se

éigug por cromatpgraiia én capa'fina empleando cldroformo/
mefaﬁol/agua 60:40:10 como disolvente desarrollador. Al ca
bo de 1 héra, la mezcla de reaceidn se concentra a sequeded
¥ los dos coﬁpongnﬁes principales de la mezola de reaccidn

se se?aran poxr cromatqgrafia en cepa gruesa. El componente

nil-N4-aoetamido—despropionil-G1A1. Bl componente princi-

pal de movimiento rapido que contiene Ny ~benciloxicarbonil;

1
k]
acasn
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GIAp se eluye de la placa y se concentra hasta formar un
jJarabe. Por hidrogenolisis en dioxano acuoso sobre paladio
al 10 % en carbdn se separa el grupo de bloqueo N™-bencil-
oxicarbonilo. ElI material desbloqueado se purifica por cro-
matografia en una columna rellena de Sephadgx CH-2% en la
forma NE~*. La columna se eluye con un gradiente lineal de
hidroxilo aménico 0,2% N para dar GIA™.

El GIAp se caracteriza como el peracetato, p.f.
187-18990.
~ En resumen, la Patente de Invencién que se solici-
ta debera recaer sobre las siguientes:
REIVINDICACIONES
1.- Un procedimiento para la preparacion de nue-

vos antibidticos aminoglicosidos de formula:
HO-CH, CHp-NHp

&H-oH

CHp—OH
cuyo procedimiento comprende hacer reaccionar un compuesto
de férmula:
HO-CH CHg-NHp
R-NE
CHg-OH

donde R es &cido, con hidrazina.
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