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La presente invención se  re fie re  a  nuevos antibió­

t ic o s , a  un procedimiento para preparar lo s an tib ió ticos, y 

a  un cultivo biológicamente puro para uso en el procedimien­
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Los autores de l a  presente invención han aislado 

diversos microorganismos del terreno, en básqueda de anti­

b ióticos producidos por estos microorganismos. En consedúen

c ia , han conseguido a is la r  una cepa productora de antibró-
l - - -tico  perteneciente a l  genero Saccharopolyspora, del terreno
i ******

de Kobe, Japón. Por sus propiedades bacterio lógicas, descri 

ta s  más adelante, se supuso que l a  cepa era un mutante na­

tu ra l de Saccharopolyspora h irsu ta, y se denominó Saccharo­

polyspora h irsu ta  KC-6606. E sta cepa KC-6606 se depositó 

como FERH-P ns 3912 en e l Hicroorganism Research In stitu to  

(In stitu to  de investigación sobre microorganismos), Agency 

o f Industrial,Science & Technology (Agencia de ciencia y 

tecnología in d u stria le s), Japón; y como ATCC 20501 en l a  

American Type Culture Collection (Colección americana de 

cultivos tip o ).

Se ha establecido que lo s  an tib ióticos producidos 

por l a  cepa K&-6606 son sustancias no descritas en l a  biblio  

g ra fía , y que tienen acción antibacteriana contra bacterias 

gram p o sitiv a s, bacterias gram negativas y bacterias r e s is ­

tentes a ácidos. Esta sustancia se denominó "su stan cia  KA- 

-6606". También se ha hallado que por tratamiento con un 

ácido inorgánico u orgánico aceptable en farmacia, l a  nueva 

sustancia KA-6606 an tib ió tica  se puede convertir fácilmen­

te  a un antibiótico en forma de sa l  de adición de ácido.

Más investigaciones han conducido a l descubrimiento de que 

l a  sustancia KA-6606 se puede seguir separando en cuatro aa-

'á'y
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tib ió tic o s , KA-6606 I , KA-6606 I I ,  KA-6606 I I I  y KA-6606 IV, 

y que lo s KA-6606 I ,  KA-6606 I I I  y KA-6606 IV se pueden con 

v e r t ir  fácilmente en KA-6606 I I  por tratamiento con á lc a l is  

o ácidos.

(Por tanto, un objeto de l a  presente invención es 

proporcionar una nueva sustancia an tib ió tica  KA-6606, y sus 

sa le s  de adición de ácido.
! , *  *

Otro objeto de l a  presente invención es proporcio­

nar un procedimiento para preparar l a  sustancia KA-6606.

Aún otro objeto de l a  invención es proporcionar 

una composición an tib ió tica  que comprende la  sustancia KA- 

-6606 como ingrediente activo.

Otro objeto de la  invención es proporcionar un 

cultivo biológicamente puro, ú t i l  para proporcionar l a  sus­

tancia KA-6606.

Los objetos anteriores, y otros de l a  presente in­

vención, junto con sus ventajas, serán más evidentes por l a  

siguiente descripción.

La sustancia KA-6606 an tib ió tica  de l a  presente 

invención se puede representar por l a  siguiente fóimula es­

tructural:
CH,3 3
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¿onde R representa un resto elegido del grupo que consta de 

hidrógeno, -COCĤ KĤ , -COCĤ NHCORĤ  y -COCĤ NIICHO. KA-6606 

I I  es un compuesto de estructura ( l)  donde R es hidrógeno; 

KA-6606 I es un compuesto de estructura (1) donde R es 

-COCHgNKg; KA-6606 I I I  es un compuesto, de estructura (1) 

donde R es -COCHgNHCONIig; y KA-6606 IV. es un compuesto de

estructura (1) donde R es -COCĤ NHCHO. La sustancia KA-6606 

de estructura ( l)  que se produce por fermentación de ce­

pa productora de sustancia KA-6606, del género Saccharoló- 

lyspora, y que se acumula en el caldo de cultivo, contiene 

la s  cuatro sustancias antes d escritas. S i se desea, se pue­

de d iv id ir en esas cuatro sustancias, o en mezclas que con­

tienen dos o tre s  de esas sustancias. Esas sustancias son 

ú t i le s  como antib ióticos ya sea una a  una o como ta le s  mez­

c la s . El tratamiento de KA-6606 I ,  KA-6606 I I I  y KA-6606 IV 

con á lc a l is  o ácidos produce KA-6606 I I ,  de estructura (1) 

donde R es hidrógeno. .... . .......

Las estructuras químicas y la s  propiedades f í s i ­

cas y químicas de KA-6606 I , I I ,  I I I  y IV se describen a 

continuación.

KA-6606 I se puede representar por l a  siguiente 

fóm ula estructural:
CH3

30 .
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1 y tiene l a  fórmula molecular, rotación esp ecífica  y punto 

de fusión siguientes:

Fórmula molecular: C^yH ^O^

Rotación específica: +1042 (c 1, HgO)

Punto de fusión: 115 - 1252C 

KA-6606 II se puede representar por la  siguiente 

fórmula estructural
CH3- 3

Hojn rtftm.

Estructura (l-b¡

3

y tiene l a  fórmula molecular, rotación esp ecífica  y punto 

de fusión siguientes:

Fórmula molecular: C ^ H ^ O ^

Rotación especifica: +139*59 (c 1, HgO)

Punto de Risión: 88 -  93se

KA-6606 I I I  se puede representar por l a  siguiente 

fórmula estructural:

30
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CH?= 3

y tiene l a  fórmula molecular, rotación esp ecífica  y punto 

de fusión sigu ientes:

Fórmula molecular: Ĉ gĤ ^OgN̂

Rotación específica: +103S ( e l ,  HgO)

Punto de fusión: 145 -  152BC

KA-6606 IV se puede representar por l a  siguiente 

fórmula estructural:

CH- ? 3

y tiene l a  fórmula molecular, rotación específica y punto 

de fusión sigu ien tes:
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Fórmula molecular:

Rotación especifica: / ^ _ / ^  +101B (c 1, Ĥ O)

Punto de fusión: 145 -  140aC

Los an tib ióticos conocidos que son más sim ilares 

a  la s  sustancias an tib ió ticas KA-6606 de fórmula (1) son l a  

fortim icina A, B y C (véanse la s  publicaciones de patente 

japonesa hechas públicas ns 6487/78 (publicada e l 20 de ene 

ro de 1978), 29789/75 (publicada e l  25 de marzo de 1979), 

145588/75 (publicada el 21 de noviembre de 1975), 18888/77 

(publicada el 12 de febrero de 1977) y 83513/77 (publicada 

el 12 de ju lio  de 1977), y l a  publicación de patente japo­

nesa n3 46311/77 (publicada el 24 de noviembre de 1977) )<- - 

La fortim icina es un antibiótico producido por Hicromonós- 

pora sp. cepa MK-70 (FERK-P ne 1560? ATCC 21819) y, según-' 

se expone en The Journal of A atibiotics, vo l. XXX, na 7; 

págs. 552-563, tiene una estructura química diferente de la  

sustancia KA-6606 de fórmula (1) antes dada, ya que l a  sus­

tancia KA-6606 no tiene grupo hidroxilo en posición 2, y 

tiene una configuración diferente de un grupo amino en po­

sición  1.

Como se describ irá más adelante, l a  sustancia KA- 

-6606 de l a  presente invención tiene mejor actividad anti­

bacteriana que l a  fortim icina.

El nuevo antibiótico de l a  invención se puede pro­

ducir fermentando l a  cepa productora de antibiótico KA-6606, 

del género Saccharopolyspora, y aislando l a  sustancia KA- 

-6606 an tib ió tica  del caldo de cu ltivo . S i se desea, se 

pueden separar uno o más de lo s  antib ióticos KA-6606 I ,  

KA-6606 I I ,  gA-6606 I I I  y KA-6606 IV de l a  sustancia KA-6606 

resu ltante.
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La caracterización taxonómica de Saccharopolyspo- 

ra  h irsu ta KC-6606, un ejemplo típ ico  de l a  cepa producto­

ra  de KA-6606, se muestra* a  continuación. Salvo que se espe 

cifique o tra  cosa, sus propiedades en diversos medios de 

cultivo fueron observadas por métodos ordinarios tra s  cul­

t iv a r la  durante 21 días a  27-C. Los colores se expresaron
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para cultivo maduro, segdn la s  c lasificac io n es del "Coloi- 

Haimony Manual" (Manual de armonía de colores)(Container., 

Corp. Amer. 1958). ^

I .  Propiedades morfológicas * '

E sta cepa forma h ifa s  de sustrato  $ h ifa s  aéreas

en un medio de sa le s  inorgánicas-agar de almidón.. Las h ifas 

de sustrato  (0,5 a  0,7 ja de diámetro) se extienden en la r ­

gas ramas, y están complicadamente entrelazadas unas con ! 

o tras, permitiendo usualmente qué uno, muy raramente 2 a 

3, cuerpos tipo esporas de sustrato  (0 ,8  a 1 ,2  ju de diáme­

tro ) se adhieran a l  extremo del esporangióforo (aproximada­

mente 2,5 jn de longitud). Ocasionalmente se h a lla  en l a  

colonia una t íp ic a  fragmentación nocardioforme. Las h ifas 

aéreas (0,6 a 0,9 ju de diámetro) son cortas, y la s  esporas 

maduras se observan como cadenas de 20 o más esporas, y 

segmentadas en cadenas tipo perla  de esporas, a  menudo se­

paradas por l a  longitud de h ifas v ac ías. Las cadenas de es­

poras se observan como bucles y e sp ira les f lo ja s .  Las es­

poras son de voladas a c ilin d ricas cortas (0 ,5-0,6  ju x 0 ,7- 

-0 ,9  ju), y l a s  su perfic ies de la s  esporas están oubiertas 

por una vaina que tiene una estructura peluda.

I I .  Propiedades en diversos medios 

1 . Agar de sacarosa-nitrato

Crecimiento: bueno
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Hifas aéreas: buenas, pulverulentas, rosa con­

cha (5ba)

Hifas de su strato : butirosas, canela claro a 

beige rosa (3gc -  4 ge)

, Pigmento soluble: rosa pálido con tin te  de ma- 

' '  ̂ ' rrón amarillento

2. Agar de g licerin a-n itrato

Crecimiento: moderado a bueno ' -

Hifas aéreas: buenas, pulverulentas, blanóhá* (a) 

Hifas de su strato : butirosas, m arfil clar'o_"(2ce) 

Pigmento soluble: amarillo pálido

3. Agar de glucosa-asparagina (inclinado) —

Crecimiento: moderado 

Hifas aéreas: ninguna

Hifas de su strato : butirosas a gelatin osas,

ante (2fb)

Pigmento soluble: ligeramente amarillo pálido

4. Agar de glicerina-asparagina (medio ISP ns 5)

Crecimiento: moderado

Hifas aéreas: deficien tes, pulverulentas, blan 

cas (a)

Hifas de su strato : gelatinosas, m arfil claro 

(2ca)

Pigmento soluble: ligeramente amarillo pálido

5. Sales inorgánicas-agar de almidón (medio ISP nB

Crecimiento: bueno

Hifas aéreas: deficien tes, pulverulentas, blan 

cas (a) .

Hifas de su strato : cartilag in osas, m arfil c la­

ro a ante (2ca-2fb)
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Pigmento soluble: nin^mo .

6. Agar do tiro s in a  (inclinado, medio ISP na y) 

Crecimiento: moderado

Hifas aéreas: buenas, pulverulentas, blancas (a) 

Hifas de su strato : butirosas a  gelatinosas, 

m arfil claro a ante (2ca-2fb) 

Pigmento soluble: ligeramente amarillo pálido 

7* Agar nutriente ' .

Crecimiento: moderado

Hifas aéreas: ninguna . * - '

Hifas de su strato : gelatinosas, ante (2fb) 

Pigmento soluble: ninguno

8. Agar de extracto de levadura-extracto de malta

(medio ISP nB 2) -

Crecimiento: bueno . .

Hifas aéreas: escasas, pulverulentas, blancas

(a) .............

Hifas de su strato : gelatinosas, bambú (2g) .

Pigmento soluble: amarillo pálido

9. Agar de harina de avena (medio ISP nB 3)

Crecimiento: deficiente 

. H ifas aéreas: ninguna

Hifas de su strato : incoloras 

Pigmento soluble: ninguno 

10. Agar de peptona-extracto de levadura-hierro 

(inclinado, medio ISP ne 6)

Crecimiento: moderado

Hifas aéreas: deficien tes, pulverulentas, blan­

cas (a)
30

050478
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Hifas de su strato : butirosas a gelatinosas, 

amarillo melón claro (2ea) 

Pigmento soluble: ligeramente amarillo pálido 

11. Agar de Bennett

Crecimiento: bueno 

Hifas aéreas: ninguna

Hifas de su strato : gelatin osas, m arfil claro 

(2ca) ^

Pigmento soluble: ligeramente amarillo pálido 

I I .  Propiedades f is io ló g ic a s

1 . Temperatura de crecimiento: 18-45SC

2. Licuación de gelatin a: positivo

3. H id ró lisis de almidón: positivo

4. Acción sobre l a  leche: —  I

Coagulación: negativo 

Peptonización: positivo

5. Producción de pigmento melanoide 

Negativo en agar de tiro s in a  y en agar de 

peptona-hierro-extracto de levadura

6. Producción de n itr ito  a p a r t ir  de n itrato  y su 

acumulación: positivo

U tilización  de fuentes de carbono 

P ositivo: D-glucosa, D-fruetosa, rafinosa, sa­

carosa, D-manita, galactosa, inulina 

y sa lic in a .
1

Negativo: L-arabinosa, D -xilosa, in o sita , L-ram- 

nosa, so rb ita , lac to sa  y du lcita .

Como se ha descrito antes, l a  cepa KC-6606 forma 

h ifas de sustrato  e h ifas aéreas en diversos medios de agar. 

Los cuerpos tipo esporas del sustrato  se adhieren a la s  hi-

050478
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fa s  de su strato , y la s  cadenas de esporas se adhieren a  la s  

h ifa s  de su stra to . Las h ifas de sustrato se fragmentan oca­

sionalmente en elementos en forma de v a r i l la .  Las superfi­

c ie s de la s  esporas están cubiertas con una vaina que tiene 

estructura peluda.

El a n á lis is  de su pared de célu la  mostró que con­

tiene ácido meso-diaminopimélico, y como azúcares arabinosa 

y galactosa. Por tanto, se cree que l a  pared de célu la  de 

e sta  cepa es de tipo IV. ' /-

El a n á lis is  de lo s ácidos grasos en l a  célula-en­

te ra  mostré que no contiene LCN-A (lipido característico  de 

la sn o c a rd ia s ) .

Las cepas conocidas que tienen estas c a ra c te r ís t i­

cas se han buscado por el Bergey's Manual o f Determinative 

Bacteriology (Manual Bergey de Bacteriología determinati­

va), 8s edición (1975). Como resultado, se ha hallado que 

e l género Micropolyspora es un género sim ilar, y también 

se  puede c ita r  como cepa sim ilar e l  género Saccharopolyspo- 

ra señalado por Lacey y Goodfellow (Journal o f General Mi­

cro biology, vo l. 88, página 75, 1975). La cepa usada en l a  

presente invención d ifie re  de la s  cepas del género Hicro- 

polyspora en que tiene estructura peluda en la s  esporas, y 

l a s  cadenas de esporas contienen más de 20 esporas. Sin em­

bargo, es sim ilar en morfología a  e sta  últim a. Esto conduce 

a  l a  creencia de que l a  cepa KC-6606 pertenece a l  género 

Saccharopolyspora. No ha habido ningún método establecido 

para l a  c la sificac ió n  sistem ática del género Saccharopolys­

pora, debido a  que solo se ha señalado una especie de géne­

ro.

Las d iferencias entre l a  cepa KC-6606 y l a  Saccha-

í i  '



1 ropolyspora h irsuta se muestran en l a  Tabla 1.

Tabla 1

KC-6606 S ac charo po1yspo ra 
h irsuta

5 U tilización  de azúoares

X ilosa - +

. Ramnosa - +

Sorbita - +

In osita - + - -  
* * * *

10 Producción y acumulación * * *

de n itr ito +

15

20
!
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25
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Dado que l a  cepa KC-6606 y l a  Saccharopolyspora 

h irsuta se corresponden'bien una con otra, en propiedades 

básicas ta le s  como l a  morfología, en propiedades en diver­

sos medios de cultivo, y en propiedades f is io ló g ic a s , aun­

que d ifieren  en l a  u tilizac ión  de fuentes de carbono y en 

l a  formación y acumulación de n itr ito , se r ia  razonable con­

siderar que estas cepas pertenecen a l a  misma especie.

En base a l a  anterior información, lo s  autores de 

l a  presente invención han considerado l a  cepa en cuestión 

como un mutante natural de Saccharopolyspora, y le  han nom­

brado Saccharopolyspora h irsuta cepa KC-6606. La cepa Sa­

ccharopolyspora h irsu ta usada en la  presente invención es 

susceptible de cambiar de carac te r ística s , y se puede mutar 

fácilmente por medios de mutación a r t i f i c ia l ,  usando rayos 

u ltrav io le ta , rayos X, diversos productos químicos ta le s  

como nitrosoguanidinas o mitomicina, etc. Todos.los ta le s  

mutantes que tienen l a  capacidad de producir la  sustancia 

KA-6606 an tib ió tica  pueden se r  usados en la  presente inven-
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ción. Respecto a e llo , la-capacidad de cepas pertenecientes 

"a  Saccharopolyspora h irsuta para producir an tib ióticos no 

ha sido señalada.

Segán l a  presente invención, se proporciona un cul 

tivo biológicamente puro de Saccharopolyspora h irsuta KC- 

-6606, que tiene carac terísticas identificadas como FERM-P 

ns 3912 y ATCC 20501, y que también tiene l a  capacidad-de 

producir sustancia KA-6606 an tib id tica  por fermentación-en 

un medio nutriente acuoso que contiene una fuente de carbo­

no, una fuente de nitrógeno, y minerales.

Los medios de cultivo adecuados para uso en l a  

fermentación de l a  cepa productora de sustancia KA-6606.del 

género Saccharopolyspora comprenden fuentes de carbono y'de 

nitrógeno y, como ingredientes opcionales, sa le s  inorgánicas 

(m inerales), cantidades muy pequeñas de metales pesados, 

etc.

Se pueden usar diversas fuentes de carbono, y son 

ejemplos de fuentes de carbono preferidas el almidón, gLi- 

cerina, maltosa, dextrina, sacarosa, fructosa y melazas, que 

se pueden usar solos o como mezclas adecuadas. También se 

pueden usar hidrocarburos, ácidos orgánicos y ace ites vege­

ta le s ,  s i  l a  cepa concreta puede u t i liz a r lo s  como fuente de 

carbono. Son ejemplos de fuentes de nitrógeno l a  harina de 

so ja , extracto de levadura, levadura seca, peptona, extrac­

to de carne, liquido de maceración de maíz, casaminoácido, 

soluble de d e st ile r ía , cloruro amónico, su lfato  amónico, 

urea y n itrato  sódico, que se pueden u sar so lo s o como mez­

c las adecuadas. Entre lo s  ejemplos de sa le s  inorgánicas se 

incluyen e l cloruro sódico, fo sfato  potásico, su lfato  de 

magnesio, cloruro cálcico , carbonato cálcico , hidróxido cál
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cico, cloruro cobáltico, su lfato  de cinc, cloruro férrico  

y su lfato  ferroso.

También se pueden añadir a l  medio de cultivo, se­

gún se requieran, sustancias inorgánicas y sustancias orgá­

n icas (p .e j .  aminoácidos) que ayuden a l  crecimiento de l a  

cepa y favorezcan l a  producción de sustancia KA-6606. Cuan­

do se emplea un método de cultivo con aireación, también sé  

puede añadir a l medio de cultivo un antiespumante t a l  como 

aceites de ácido graso, ace ites de s ilico n a  y parafinas.

El cultivo se puede efectuar en un medio só lido .

Sin embargo, preferiblemente, igual que en el procedimiento 

general para producir an tib ió ticos, se usa un método de cul 

tivo liquido, especialmente un método de cultivo sumergido. 

El cultivo se efectúa bajo condiciones aerobias, y l a  tem­

peratura de cultivo es en general aproximadamente 20 a  apro­

ximadamente 403C, de preferencia aproximadamente 27^0. Pre­

feriblemente, durante e l cultivo se mantiene e l pH del me­

dio de cultivo a aproximadamente 4 a  aproximadamente 10.

El periodo de cultivo es en general aproximadamente 2 dias 

a  aproximadamente 6 d ías.

Como resultado del cu ltivo, l a  sustancia KA-6606 

se produce y acumula en el caldo de cultivo. Cuando l a  can­

tidad de sustancia KAr-6606 producida en e l caldo de cultivo 

lle g a  a un máximo, se detiene e l cultivo y se puede recoger 

l a  sustancia KA-6606 del caldo de cultivo.

Dado que la  sustancia KA-6606 es una sustancia bá­

s ic a  soluble en agua, pero solo ligeramente soluble en lo s . 

disolventes orgánicos comunes, se puede separar del caldo 

de cultivo utilizando medios que se usan habituaímente para 

a i s la r  y p u rificar  aatib ió ticos básicos solubles en agua.

H o J n n A m .  1 4
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Por ejemplo, se  puede usar un método de adsorción desorción 

"usando una resina intercambiadora de iones, carbono activo, 

celu losa, gel de s í l i c e ,  alúmina, y un método de extracción 

con butanol, alcohol amílico, etc, usando un ácido graso 

superior como coadyuvante.

Por ejemplo, s i  e l  f iltra d o  del caldo de cultivo 

se  carga en una columna de una resina intércambiadora de 

cationes débilmente ácida, -la sustancia KA-6606 se adsorbe 

en e l la .  Luego se a í s la  l a  sustancia KA-6606 por elución ,. 

con un á lc a l i  o ácido 0 ,1-3,0 N, o diversas soluciones de *. 

s a l .  EL eluído activo resultante se l io f i l i z a ,  para propor­

cionar un polvo crudo de sustancia KA-6606.

Son ejemplos de l a  resina intercambiadora de catio­

nes débilmente ácida, usada para recuperar l a  sustancia 

KA-6606, e l  Amberlite'ÍRC-50, IRC-84 y CG-50 (Rohm & Haas 

Co.); y Diaion 7/K-10 y NK-20 (Mitsubishi Chemical Co., L td .) . 

Los á lc a l is  que se pueden usar para l a  elución son solución 

de hidróxido amónico, y una solución acuosa de hidróxido 

sódico. Son ejemplos de lo s ácidos e l ácido fórmico, ácido 

clorhídrico y ácido su lfú rico . Las soluciones de s a l  pueden 

ser , por ejemplo, una solución de carbonato amónico y una 

solución de fom iato  amónico. Otro ejemplo del método de 

recuperación comprende a ju sta r  el* pH del filtra d o  de caldo 

de cultivo a  7 a 9, poner en contacto e l f iltra d o  con car­

bono activo para hacer que el KA-6606 se adsorba sobre el 

carbono activo, y e lu ír  l a  sustancia con agua ácida o ácido 

clorhídrico-metanol.

La sustancia KA-6606 que se puede a i s la r  por lo s 

métodos antes descritos se puede d iv id ir en KA-6606 I , I I , 

I I I  y IV, disolviéndola en agua o hidróxido amónico d ilu l-30
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do, cargándola en una columna de un adsorbente t a l  como una 

-resina intercambiadora de iones débilmente ácida, del tipo 

antes descrito , o un intercambiador de iones débilmente ác i 

do, t a l  como CM-Sephadex o CN celulosa, para hacer que l a  

sustancia se adsorba a l adsorbente; y eluyendo luego con 

una solución acuosa a lca lin a  t a l  como hidróxido amónico di­

lu ido, o una solución acuosa de carbonato amónico o for- 

miato amónico, por un método de gradiente o un método por 

etapas. SegJn este método de separación se eluyen primero 

varios componentes en cantidades de traza , y luego se elu­

yen, en este orden, KA-6606 IV y KA-6606 I I I  como bases l i ­

bres. Por más elución se separan sucesivamente KA-6606 I  y 

KA-6606 I I .

El KA-6606 I ,  I I ,  I I I  y IV resu ltantes se pueden 

p u rificar  por cromatografía en celulosa, gel de s í l i c e ,  Se- 

phadex (p .e j.  LH 20), etc. Por ejemplo, se puede cromato- 

g ra fia r  en una columna de gel de s í l i c e ,  usando una mezcla 

(1 :8 :3 ) de clorofoxmo-metanol-hidróxido amónico a l 17%, co­

mo eluyente.

El KA-6606 I ,  I I ,  I I I  y IV que se pueden separar 

por el método antes descrito están en forma de bases lib re s  

y, segán se desee, se pueden obtener en forma de una base 

l ib re  pura haciendo que se adsorban en una columna de una. 

resina intercambiadora de aniones fuertemente básica, t a l  

como Dowex 1x2 (Dow Chemical), eluyendo con agua desioni­

zada, recogiendo fracciones activas, y lio filizan d o  la s  

fracciones recogidas.

Estos KA-6606 I ,  I I ,  I I I  y IV obtenidos como bases 

l ib re s  se pueden convertir en sus sa le s  de adición de áci­

do, por tratamiento con ácidos inorgánicos u orgánicos acep

16
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tablea en farmacia. Son ejemplos de ta le s  ácidos lo s ác i­

dos inorgánicos ta le s  como ácido clorhídrico, ácido su lfú­

rico y ácido bromhídrico, y ácidos orgánicos ta le s  como áci 

do acético y ácido oxálico.

El KA-6606 I ,  KA-6606 I I I  y KA-6606 IV se pueden 

convertir en KA-6606 I I  por tratamiento con á lc a l i s  o áci­

dos. La conversión se puede efectuar tratando e l KA-6606, I , 

KA?-6606 I I I  y KA-6606 IV con una solución acuosa 0,1-4 J í  

de un reactivo a lcalin o , t a l  como hidróxido sódico o hidró- 

xido de bario, o con una solución acuosa 0,1-1 N de un 

reactivo ácido t a l  como ácido clorhídrico o ácido su lfú ri­

co. *

En e l caso de usar e l reactivo alcalin o , se puede 

añadir una resin a intercambiadora de aniones fuertemente 

básica (p .e j .  Amberlite IRA 400 (forma OH*") o Dowex 1x2 

(for3a 0!f*)), y l a  reacción se  puede efectuar' en estado de 

suspensión. Análogamente, cuando se  u sa e l  reactivo ácido 

se puede añadir una resin a intercambiadora de cationes fuer 

temente ácida, t a l  como Amberlite IR 120 (forma H*) o Dowex 

50x8 (forma H*), y se puede efectuar l a  reacción en estado 

de suspensión. La reacción se puede efectuar usualmente a 

aproximadamente 30 a lOOaC, durante aproximadamente 0,5 a 

3 horas.

Las propiedades f í s ic a s  y químicas de lo s nuevos 

an tib ióticos KA-6606 I ,  I I ,  I I I  y IV, de estructuras (1-a) 

a  (1-d), se describen a continuación.

KA-6606 I  (base l ib r e )

(1) Naturaleza : polvo blanco

(2) Fórmula molecular:

(3) A nálisis elemental:



, p- 
!

1

5

10

15

20

i '3
t!!

30

050478

- !!oJn 18 'nAm.

, C H N

Hallado (%) : 52,10 8,84 17,83

Calculado (%) : 52,42 9,06 17,99

(4) Peso molecular: 389 (espectro de masas)

(5) Punto de fusión: 115 -  125se

(6) Rotación especifica : +104B (c 1, HgO)

(7) Espectro de absorción u ltrav io le ta

' A 220-360 nm no se muestra absorción c a ra c te r ís t i­

ca, sino que solo existe  una absorción terminal.

(8) Espectro de absorción in frarro ja

El espectro de absorción in frarro ja  de una muestra 

en tab le ta  de bromuro potásico es como se muestra en l a  F i­

gura 1.

(9) Solubilidad

Muy fácilmente soluble en agua. Fácilmente soluble 

en metanol, ligeramente soluble en etanol. Insoluble en cío 

reformo, acetato de e t i lo , óter d ie t í l ic o , hexano y éter de 

petróleo.

(10) Reacción de color

Reacción de ninhidrina y reacción de Rydon Smith: 

p o sitiv a s; reacción de Sakaguchi, reacción de m altol, reac­

ción de cloruro férrico  y reacción de Fehling: negativas.

(11) Estabilidad

Estable a  pH de 3 a 8; gradualmente descompuesto 

y desactivado en medio básico y fuertemente ácido.

(12) Espectro de resonancia magnética nuclear 

(SpgO ' PPm):
1,25 (3H, d, C-CH )̂

3,05 (3H, s ,  N-CH )̂

3,07 (2H, s ,  COCHgH)
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3,40 (3H, s,.0CH^)

5,00 (1H, d, H anómero)

(1 3 ) Espectro de masas (m/e):

389(N+), 276, 258, 248, 230, 180, 143

(14 ) Cromatografía en papel 

"Valor Rfi 0,53

Papel de f i l t r o : '.Thatman ne 1 

Disolvente: una capa in ferio r de clorofor- 

mo-metanol-hidróxido amónico a l 

17% (2 :1 : 1 )

(15) Cromatografía en capa delgada

___________________Disolvente__________  * ' ' '

Butanol-etanol-clorofoimo-hidróxido amónico a l

17% (4 :2 :5 :2 )- _____  __

Cloroformo-metanol-hidróxido amónico a l  17% (1 :8 :3 ) 

Una capa in fer io r  de cloroformo-metanol-hidróxido 

amónico a l  17% ( 2 : 1 :1 )

Una capa superior de cíorofoimo-metanol-hidróxido 

amónico a l  17% (2:1 :1 )

Se usó hoja de aluminio para CCD (gel de s í l ic e

60 ?254
Darivado de tetrar-N-acetilo de sustancia IQP6606 I

(1) Naturaleza: polvo crista lin o  incoloro

(2) Fórmula molecular: Cg^H^OgN^

(3) A nálisis molecular:
C H N.

Hallado (%) : 53,51 7,58 12,44

Calculado (%) : 53,85 7,77 12,56

(4) Peso molecular: 557 (espectro de masas)

(5) Punto de fusión: 160 -  166ec.

( 6 ) Rotación específica,: +112S ( e l ,  HgO)

. 0,56

0,60

0,10

0,7^

3 0

050478
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(7) Espectro áe presonancia magnótica nuclear

(^DgO' PP"*)
1.10 (3H, d, C-CH )̂

1,95, 2,00, 2,05, 2,07 (3H, s ,  COCĤ )

3,09 (3H, s , N-CH )̂

<3742 (3H, s ,  0-CH^)

4.11 (2H, s ,  COCHgN)

4,95 (1H, d, H anómero)

(8 ) Espectro de masas (^ /e ):

557(M*^), 342, 314, 296, 227 

Sustancia KA-6606 II  (base lib re )

(1 ) Naturaleza: polvo blanco

Moja nAm.

(2) Fórmula molecular: C15H32O4R4
(3) A nálisis elemental:

C H N

Hallado (%) : 53,97 9,51 16,55

Calculado (%) : 54,19 9,70 16,85

(4) Peso molecular: 332 (espectro de masas)

(5) Punto de fusión: 88 -  93SC

( 6) Rotación esp ecifica : ¿ c f / ^  + 139,56 (c 3-, HgO)

(7) Espectro de absorción u ltrav io le ta

A 220 a  360 nm no se muestra absorción caracterís­

t ic a , sino que solo existe una absorción terminal.

(8 ) Espectro de absorción in frarro ja

El espectro de absorción in frarro ja  de una muestra 

en tab le ta  de bromuro potásico es como se muestra en l a  Fi­

gura 2 .

(9) Solubilidad

Muy fácilmente soluble en agua; fácilmente soluble 

en metanol* ligeramente soluble en ctanol; insoluble en cío
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roformo, acetato de e t ilo ; 

petróleo.

éter d ie t l l ic o , hexano y éter de

(10) Reacción de color

Reacción de ninhidrina y reacción de Rydon Smith: 

p o sitiv a s; reacción de Salcaguchi,' reacción de m altol, reac­

ción de cloruro ̂ férrico y reacción de Fehling: negativas.

(11) Estabilidad

Estable a un pH de a l  menos 2; gradualmente descom 

puesto y desactivado en medio fuertemente, ácido.

(12) Espectro de resonancia magnética nuclear 

( S ^ p ,  PPM)*

1,25 (3H, d, C-CH )̂

2,70 (3H, s ,  N-CH )̂

- 3,45:(3H, s ,  0-CH^) ............. ...............— .----

4,95 (1H, d, H anómero)

(13) Espectro de masas (m/e):

332( i f ) ,  283, 219, 119, 143 

_ (14) Cromatografía en papel

20

25

30

050478

Valor Rf: 0,86

Papel de f i l t r o :  Whatman nB l  

Disolvente: una capa in ferio r  de clorofor- 

mo-metanol-hidróxido amónioo a l 

17% (2 : l : l )

(15) Cromatografía en capa delgada

Valor Rf -_________ Disolvente________________________

0 ,5 7  Butanol-etanol-clorofoimo-hidróxido amónico al

17% (4 :5 :2 :5 ) ;

0,52 Clorofoimo-metanol-hidróxido amónico al 17% (1 :8 :3 )

0,16 Una capa in ferio r  de cloroformo-metanol-hidrÓxido 

'  amónico a l 17% (2 : 1 : 1 )
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Valor Rf ______________Disolvente............. ....................................

0,80 Una capa superior de cloroformo-metanol-hidróxido 

amónico a l 17% (2 :1 :1)

Se usó como placa hoja de aluminio para CCD (gel 

de s í l ic e  60 F g ^  0,2 Jim) (Merck Co.)

Derivado de penta-N-acetilo de sustancia KA-6606 II

(1) Naturaleza: agujas incoloras

(2) Fórmula molecular: Cg^H^OgN .̂HgO

(3) A nálisis elemental:

C H N

Hallado (%) : 52,99 7,65 10,52

Calculado (%) : 53,27 8,16 10,80

(4) Peso molecular: 500 (espectro de masas)

(5) Punto de fusión: 139 -  141SC

(6) Rotación específica: ¿ ^ r / ^  +52S (c 1, HgO)

(7) Espectro de resonancia magnética nuclear

<*DgO, PP"*)'
1,09 (3H, d, C-CH )̂

1,98, 1,99, 2,01, 2,13 (3H, s ,  CO-CĤ )

3,10 (3H, s ,  N-CH )̂

3,40 (3H, s , 0-CH^)

4,96 (111, d, H anÓmero) . 

(8) Espectro de masas (m/e):

500(M+), 303, 271, 257, 227 

Sustancia KA-6606 111 (base lib re )

(1) Naturaleza: polvo blanco

(2) Fórmula molecular: Ĉ gĤ gOgNg

(3) A nálisis elemental:

c H N

Hallado (%) : 49,51 8,11 19,10
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C H N

Calculado (%) : 49,99 8,39 19,43

(4) Peso molecular: 432 (espectro de masas)

(5) Punto de fusión: 145 -  152BC

(6 ) Rotación esp ecifica : +103a (c 1, HgO)

(7) Espectro de absorción u ltrav io le ta

A 220 a 360 nm no.se muestra absorción especifica,
[ .
sino que solo ex iste  una absorción terminal, 

j (8 ) Espectro de absorción in frarro ja

El espectro de absorción in frarro ja  de una mues­

tr a  en tab le ta  de bromuro potásico es como se muestra en l a  

Figura 3.

(9) Solubilidad

Huy fácilmente soluble en agua; fácilmente soluble 

en metanol; ligeramente soluble en etanol; insoluble én d o  

roforno, acetato de e tilo , éter d ie t i l ic o , hexano y éter de 

petróleo.

(10) Reacción de color

Reacción de ninhidrina y reacción de Rydon Smith: 

p o sitiv a s; reacción de Sakaguchi, reacción de m altol, reac­

ción de cloruro férrico , reacción de Fehling: negativas.

(11) Estabilidad

Estable a  pH de 3 a  8 ; gradualmente descompuesto y 

desactivado en medio básico y fuertemente ácido.

(12) Espectro de resonancia magnética nuclear

DpO, ppm)

1 ,21 (3H, d, C-CH )̂

3,07 (3H, s , N-CH )̂

3,40 (3H, s , 0-CH^)

4,06 ( 2H, CO-CHg-N)
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4,95 (lH,-'d, H anómero)

(3.3) Espectro de masas (m/e):

432(1^), 273 , 219, 194, 173, 143

(14 ) Cromatografía en papel

Valor Rf: 0,27

Papel de f i l t r o :  Vdiatman ns 1 

Disolvente: una capa in fer io r  de clorofoi*- 

mo-metanol-hidróxido amónico al 

' 17% (2 :1 :1 ) .

(15) Cromatografía en capa delgada

V g i o r ^  ------------------- M ^ lv ^ t e --------------------------------

de

0,55

0,64

0 ,0 6

0,77

s í l ic e

Butanol-etanol-clorofoxmo-hidróxido amónico 

17% (4 :5 :2 :5 )

Clorofoimo-metanol-hidróxido amónico a l 17% (1 :8 :3 ) 

Una capa in ferio r de cloroformo-metanol-hidróxido 

amónico a l 17% (2 :1 : 1 )

Una capa superior de cloroformo-metano1-hidróxido 

amónico a l  17% (2 :1 : 1 )

Se usó como placa hoja de aluminio para CCD (gel 

60 0,2 mm) (Merck).

Sustancia KA-6606 IV (base lib re )

(1^ Naturaleza: polvo blanco

(S) Fámula molecular: 018^35O6^5
(3) Análisis elemental:

C H N

Hallado (%) : 51,39 8,08 16,41

Calculado (%) : 51,78 8,45 16,77

(4) Peso m olecular:417 (espectro de masas)

(5) Punto de fusión: 135 - 140ec

(6 ). Rotación específica: +10H' ( c , l , HgO)
30

050478
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(7) Espectro de absorción u ltrav io le ta

A 220 a 360 nm no se muestra absorción especifica, 

sino que solo ex iste  una absorción terminal.

(8 ) Espectro de absorción in frarro ja

El espectro de absorción in frarro ja  de una muestra 

en tab le ta  de bromuro potásico es como se muestra en l a  Fi­

gura 4.  ̂ .

(9) Solubilidad

Muy fácilmente soluble en agua;' fácilmente soluble 

en metanol; ligeramente soluble en etanol; insoluble en cío 

rofoimo, acetato de e t ilo , ótcr d ie tilic o , hexano y éter de 

petróleo.

(10) Reacción de color

Reacción de ninhidrina y reacción de Rydon Smith: 

p o sitiv a s; reacción de Sakaguchi, reacción de m altol, reac­

ción de cloruro férrico  y reacción de Fehling: negativas.

(11) Estabilidad

Estable a un pH de 3 a 8 ; gradualmente descompues­

to y desactivado en medio básico y fuertemente ácido.

(12) Espectro de resonancia magnética nuclear

DgO'
1,23 (3H, d, C-CH3 )

3,09 (3H, s ,  H-CH3 )

3,40 (3H, s , 0-CH^)

4,18 (23, s , CO-CHg-N)

5,08 (1H, d, H anómero)

(13) Espectro de masas (m/e):

417(H+), 304, 276, 258, 219, 173, 143

(14 ) Cromatografía en papel

Valor Rf: 0,55

25H o ja  nA m .
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Papel de f i l t r o :  Whatman nS 1 

Disolvente: una capa in ferio r  de clorofor- 

mo-metanol-hidróxido amónico a l

17% (2 :1 :1 )

(15) Cromatografía en capa delgada

Valor Rf _____________ Disolvente_______________________ _

0,56 Butanol-etanol-clorofomo-hidróxido amónico a l

17% (4 :5 :2 :5 )

0,66 Cloroformo-metanol-hidróxido amónico a l  17% (1 :8 :3 )

0,16 Una capa in ferio r de clorofonno-metanol-hidróxido 

amónico a l  17% (2 :1 : 1 )

0,76 Una capa superior de cloroíormo-metanol-hidróxido 

amónico a l  17% (2 :1 :1 )

Se usó como placa hoja de aluminio para CCD (gel 

de s í l ic e  60 F g ^  0 ,2  mm) (Merck).

Los valores Rf por cromatografía en papel, de lo s 

nuevos antib ióticos de KA-6606 I ,  I I ,  I I I  y IV, se muestran 

en l a  siguiente Tabla 1, en comparación con lo s  de antibió­

tico s conocidos. Unos datos sim ilares, obtenidos por croma­

to g ra fía  en capa delgada, se muestran en l a  siguiente Tabla

2.
Tabla 1

Valores Rf de la s  sustancias KA-6606 y an tib ió ti­

cos conocidos

Sistema disolvente: una capa in ferio r  de cloro

formo-metanol-hidróxido 

amónico a l 17% (2 : 1 :1 ) 

Papel de f i l t r o :  YRiatman ne 1
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Antibióticos Valor Rf

KA-6606 1 0,53

KAr-6606 11 0 ,86

KA-6606 111 0,27

KA-6606 IV 0,55

Gentamicina 0,59

Gentaadcina Cg 0,35 "

Gentamicina 0,12

Sagamicina 0,49

Sisomicina 0,12

Verdamicina 0,35

G-52 0,49

Fortimicina A ............  - 0,32

Fortimicina B 0,89

Otros * 0 ,0  -  0,05

*  Otros representa Kanamicina A, B y C, Paromomicina, Neo- 

micina A, B y 0, Butirosina A y B, Lividomicina A y B, Rí- 

bostamicina, X ilostatin a, Gentamicina A y B, Tobramicina, 

Apramicina, Sorb icitin a, sustancia an tib ió tica  460, Higro-

micina o Destomicina.
- - - - . '

Tabla 2

Valores Rf de la s  sustancias KA-6606 y antibió­

tico s  conocidos 

Sistema disolvente

Disolvente í  : Butanol-etanol-doroformo-hidróxi- 

do amónico a l  17% (4 :5 :2 :5 ) 

Disolvente I I :  Clorofoimo-metanol-hidróxido amó­

nico a l  17% (1 :3 :3)
30

050478
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Placa

Hoja áe aluminio para COD (gel de s í l i c e  60 ^254 

0,2  nm) (Merck)

Antibióticos

Va3.or Rf

Disolvente 1 Disolvente 11

KA-6606 1 0,56 0,60

KA-6606 11 0,57 0*52 ,

KA-6606 111 0,55 0,64 .....

KA-6606 IV 0,56 0,66

Gentamicina 0,52 0,40

Gentamiciña Cg 0,51 0,44

Gentamicina 0,43 0,34 .......

Sagamicina 0,45 0,32

Portamicina A...... . ' 0,53 0,56 - -

Fortamiciña B 0,60 0,70

Los espectros antibióticos de lo s nuevos antibió­

tic o s  KA-6606 I , I I ,  I I I  y IV se muestran en l a  Tabla 3.

Tabla 3

Sustancias KA-6606 Fortimi- 
cina A

Amika-
cina1 11 111 IV

Staph aureus 209P 0,4 25 3 6 0,8 0,8

SMIIH 0,2 12 1,5 3 0,8 0,4
B. anthracis 0,2 6 0,8 1*5 0,8 0 ,2

cereus 1,5 50 6 12 6 1,5

su b tilis  - 0,2 6 0,8 1*5 1*5 0,4
Hierococcus luteus 0,4 >100 - - 6 12

Strept. faeca lis 25 >100 >25 >50 100 100

E. co li NIHJ 1,5 50 12 25 6 3

K-12 ML 1410 3 >100 >25 50 12 3
(continúa)
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Tabla 3 (continuación)

Sustancias KA-6606 Fortimi- 
cina A

Amika
ciña"

1 11 111 IV

K-12 ML 1410

R-8l l ) 12 >100 25 50 50 12

E-SSÍI) 3 >100 12 50 12 .,,3 .

B-101*'-̂ -'-̂ 3 >100 25 50 6 : 6

Prot. vulgaris 0X-1E 1.5 100 6 6 6 1,5

KLeb. pneumoniae - -

PCI-602 1,5 >100 12 12 6 1,5

Ps. aeruginosa

SUIBATA 3 >100 ' 25 25 12 0 ,8

MS 12 0,4 100 1,5 3 1,5 .0,4

TI-13 3 >100 >25 >50 6 -1,5

^3 3 >100 25 30 12 0 ,2

6 >100 >25 >50 12 1,5

3 1 5 ^ ' 6 >100 >25 >50 12 25

Providencia s p .^ 1.5 >100 25 50 6 3

S e rra tia  sp. 1,5 100 6 12 3 1,5

Mycobacterium smeg

rnatis 607 0,4 >100 >25 12 0 ,8 0 ,8

I )  3 ' ——fosfo tran sferasa  I  

I I )  3 '- fo sfo tran sferasa  I I

I I I )  2"-n u cleo tid iltran sfcrasa

IV) 6 '-ace tiltra n sfe ra sa

V) 2 '-ace tiltran sfe i'a sa  *

Las. toxixidades agudas del KA-6606 I , I I ,  I I I  y 

IV de la. presente invención, detenninadas usando ratones, 

son como sigue:
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KA-6606 1 KA-6606 11 KA-6606 111 KA-6606 IV

LD50
(mg/kg)

iv . 50-100 >400 >200 > 200

se . 200-400 > 1,000 >800 >800

Según l a  presente invención se puede proporcionar

también una composición an tib ió tica  que comprende ( l )  una 

cantidad eficaz de a l  menos un compuesto elegido del grupo 

que consta de la s  sustancias KA-6606 de l a  presente inven­

ción y sus sa le s  de adición de ácido aceptables en farmacia, 

y (2) un diluyente o vehículo aceptable en farmacia.

La cantidad del compuesto (1) es, por ejemplo, apro 

xlmadamente 0 ,01  a aproximadamente 99, 5% en peso, basado en 

el peso de la  composición.

La composición an tib ió tica  de l a  presente inven­

ción puede e star  en cualesquiera de la s  formas de d o sifica­

ción usualmente empleadas, pero se  prefieren especialmente 

la s  preparaciones para inyección y cápsulas.

Preferiblemente, como lo s  an tib ióticos básicos so­

lubles en agua conocidos, se prepara un inyectable llenando 

un v ia l  con un polvo lio filiz a d o  del an tib ió tico , p referi­

blemente junto con un estab ilizador, y en e l uso se  disuel­

ve e l contenido del v ia l  en un líquido disolvente, para ad­

m inistración.

Entre lo s diluyentes o vehículos se incluyen, por 

ejemplo, diluyentes líquidos ta le s  como agua destilada para 

inyección y solución isotán ica f is io ló g ic a , y vehículos só­

lid os ta le s  como lacto sa , almidón, azúcar blanco, glucosa, 

celu lqsa c r is ta lin a , carbonato cálcico , caolín, D-manita, 

m etasilicato  aluminato de magnesio, su lfato  cálcico , fo sfa ­

to cálcico y bentonita. También se prefiere  l a  adición de
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estab ilizadores ta le s  como b isu lfito  sódico ácido.

La dosis de la  sustancia an tib ió tica  de l a  presen­

te  invención se puede e leg ir  adecuadamente, y es, por ejem 

pío, aproximadamente 0 ,0 1  a  aproximadamente 100 mg/kg/dia.

Asi, segán l a  presente invención, se pueden pro­

porcionar composiciones an tib ió ticas para animales d istin ­

tos de lo s seres humanos, ta le s  como aves de corral, anima­

le s  domésticos y peces de p isc ifac to r ía , y composiciones* 

an tib ió ticas para e l hombre. Estas composiciones son ú ti­

le s  como agentes antibacterianos que tienen amplio espectro 

ant ibact criano.

La sustancia KA-6606 de l a  presente invención tam­

bién es ú t i l  como m aterial para producir sus derivados.

Los siguientes ejemplos ilu stran  l a  presente in­

vención en más d eta lle . —

Ejemplo 1

Se preparó un medio de cultivo a p a rt ir  de 3% de 

almidón, 15% de harina de so ja , 0 , 5% de liquido de macera- 

cióh de maíz, 0 , 2% de extracto de levadura, 0,05% de su lfa­

to de magnesio, 0 , 3% de cloruro sódico, 0 , 3% de carbonato 

cálcico , 0 , 001% de cloruro cobáltico hexahidratado, y agua 

corriente, se ajustó a un pH de 7 ,0 , y se e s te r il iz ó . La 

cepa KC-6606 fué inoculada en e l medio de cultivo , y c u lti­

vada a 27SC durante aproximadamente 50 horas, para formar 

un primer cultivo de siembra.

Doscientos m ililitro s  del primer cultivo de siem­

bra se tran sfirie ron  a  un fermentador de 200 l i t r o s ,  que 

contenía 100 l i t r o s  del mismo medio e s té r i l  que antes, y 1% 

de aceite  de sem illa de algodón. El cultivo se  efectuó míen 

tra s  se agitaba a 225 rpm, con un caudal de a ire  de 50 l i -

H o jn  n ñ tn .
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iro s  por minuto, a  27 SC, -durante 4 d ias.

Tras e l cultivo, se añadid ácido sulfúrico a l  cal­

do de cultivo para a ju sta r  su pH a 2,0. luego se f i l t r ó  el 

caldo de cultivo con uso de Dikalyte (Dikalyte Orient Co.) 

como coadyuvante de f i ltra c ió n . Se añadió solución acuosa 

d ilu ida de hidróxido sódico a l  f iltra d o , para a ju sta r  su 

pH a 8 ,0 , y se pasó a  través de una columna de una resina 

intercambiadora de cationes, Amberlite IRC-50 (forrea NĤ  ) 

¡e l  efluente se despreció). Tras lavar la  columna de re s i­

na con agua desionizada, l a  sustancia activa adsorbida fué 

eluída con hidróxido amónico 1N. La actividad del eluido se 

determinó por un método con disco de papel, usando una plaz­

ca de agar de B acillus su b t i l is .  Las fracciones que tenían 

actividad se reunieron, y se concentraron a aproximadamen­

te 50 mi bajo presión reducida. B1 concentrado se l io f i l i z ó ,  

proporcionando 8,8 g de un polvo crudo de sustancia KA-6606.

Ocho gramos del polvo crudo se disolvieron en 50 

mi de agua destilada. Tras a ju sta r  el pH a 7 ,0 , l a  solución 

se pasó a  través de una columna (3 x 150 cm) de una resina 

intercambiadora de cationes, Amberlite CG-50 I (forma NH^*). 

Tras lavar con agua desionizada, la s  porciones activas se 

obtuvieron por elución en gradiente, entre 5 1 de hidróxido 

amónico 0,01N y 5 1 de hidróxido amónico 1N, a  un caudal 

de 150 ml/hora, y todas la s  fracciones, cada una de la s  cua 

le s  contenia 25 mi, se determinaron por e l  método del disco 

de papel. Las fracciones que contenían ingredientes corres­

pondientes a  KA-6606 I ,  fracciones que contenían ingredien­

te s  correspondientes a KA-6606 I I ,  fracciones que contenían 

ingredientes correspondientes a KA-6606 I I I  y fracciones que 

contenían ingredientes correspondientes a  KA-6606 IV, res­

1
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lectivamente, se recogieron y l io f i l iz a ro n , proporcionando 

80 mg de un polvo crudo que contenia KA-6606 I ,  16 mg de 

un polvo crudo que contenía KA-6606 I I ,  120 mg de un polvo 

crudo que contenía KA-6606 I I I ,  y 794 mg de un polvo crudo 

que.contenía KA-6606 IV, respectivamente.

El KA-6606 I  y KA-6606 II  l io filiz a d o s  se- d iso l­

vieron, respectivamente, en agua, y tra s  a ju sta r  el pH .a , 

7,0 cada una de la s  soluciones se pasó a  través de una co­

lumna (1 x 150 cm) de una resina intercambiadora de aniones, 

Dowex 1x2 (forma OH). La porcién activa  se revelé con agua 

desionizada, y la s  fracciones activas se reunieron y l i o f i - ,  

lizaron , proporcionando 40 mg de KA-6606 I  como base lib ré  

pura, y 10 mg de KA-6606 I I  como base lib re  pura.

Por separado, 120 mg del polvo crudo que contenía 

sustancia KA-6606 I I I  se disolvieron en agua, y l a  solución 

se pasé a través de una columna (2 x 60 cm) de gel de s í l i ­

ce, re llen a con una mezcla disolvente de cloroformo-metanol- 

-hidréxido aménico a l  17^ (1 :8 :3 ), para e lu ir  e l KA-6606 

I I I  con el disolvente anterior. Las fracciones eluídas co­

rrespondientes se  concentraron bajo presién reducida y se 

lio filiz a ro n , proporcionando 70 mg de un polvo blanco de 

KA-6606 I I I .  El tratamiento de 794 mg del polvo crudo que 

contenía KA-6606 IV, de l a  misma manera, proporcioné 50 mg 

de un polvo blanco de KA-6606 IV.

Cada uno de lo s productos l io filiz a d o s  se disolvió 

en agua, y tra s  a ju sta r  e l pH a 7,0 l a  solución se cromato- 

grafié  en una columna (1 x 10 cm) de una resina intercambia­

dora de aniones, Dowex 1x2 (forma OH**), y l a  porcién a c ti­

va se eluyé con agua desionizada. Las fracciones activas 

se recogieron y lio filiz a ro n , proporcionando 12 mg de

050478
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KA-6606 I I I  como base lib ro  pura, y 8 mg de KA-6606 IV como 

base lib re  pura, respectivamente.

Ejemplo 2

Se preparó un medio de cultivo a p a r t ir  de 2% de 

almidón, 1% de harina de so ja , 0,5% de líquido do macera- 

ción de maíz, 0,05% de su lfato  de magnesio, 0,3% de cloru­

ro sódico, 0,3% de carbonato cáloico y agua corriente, se 

ajustó a un pH de 7,0 y se e s te r iliz ó . Se inoculó la  cepa 

KC-6606 y se cultivó a 27SC durante aproximadamente 50 ho­

ra s , formando un primer oultivo de siembra. Cien m ililitro s  

del primer cultivo de siembra se tran sfirieron  a un fcimen­

tador de jarro de 20 l i t r o s ,  que contenía 10 l i t r o s  del mis 

mo medio e s té r i l  que antes. El cultivo se efectuó con agi­

tación a 250 rpm, a un caudal de 10 l i t r o s  por minuto, a 

2?SC, durante 4 d ías.

De l a  misma manera que en el Ejemplo 1, se trató  

el oaldo de cultivo y lo s productos deseados se aislaron  

y purificaron. Este método dió como resultado 20 mg de 

KA-6606 I como base lib re , 4 mg de KA-6606 II  como base l i ­

bre, 4 mg de KA-6606 I I I  como base lib re , y 5 mg de KA-6606 

IV como base lib re , todos en l a  foima purificada.

Ejemplo 3

Cuarenta miligramos del KA-6606 I obtenido en el 

Ejemplo 1 o 2 se disolvieron en 1 mol de una solución acuo­

sa  4H de hidróxido sódico, y l a  solución se calentó durante 

1 hora, l a  mezcla de reacción se d isolvió en 100 mi de agua, 

se neutralizó, y se pasó a través de una columna (1 x 10 cm) 

de una resina intercambiadora de cationes, Amberlite CG-50 

(forma NH^*). La columna se lavó, con 100 mi de agua desioni- 

sada, y se eluyó con hidróxido amónico 1N. Las fracciones

Hojw n ó m .
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que tenían actividad antibacteriana y mostraron resultado 

positivo en una reacción de ninhiarina se recogieron y lio -  

filiz a ro n , proporcionando 23 mg de un polvo blanco de KA- 

-6606 I I ,  como base lib re .

Ejemplo 4

Cuarenta miligramos del KA-6606 I I I  obtenido en el 

Ejemplo 1 o 2 se disolvieron en 1 mi de un hidróxido sódico 

4N, y l a  solución se calentó durante 1 hora. La mezcla de 

reacción se disolvió en 100 mi de agua desionizada, se neu­

tra lizó  y luego se pasó a través de una columna (1 x 10 cm) 

de una resina intercambiadora de cationes, Amberlite CG-50 

(forma NH^*). La columna se lavó con 100 mi de agua desio­

nizada, y se eluyó con hidróxido amónico 1N. Las fracciones 

- que mostraron resultado-positivo en una reacción de ninhir- 

drina, y tenían actividad antibacteriana, se recogieron y 

l io f i liz a ro n , proporcionando 18 mg de un polvo blanco de 

KA-6606 I I ,  como base lib re .

E j emulo 5

Cuarenta miligramos del KA-r6606 IV obtenido en el 

Ejemplo 1 o 2 se trataron de l a  misma manera que en el Ejem 

Pío 3. Como resultado se obtuvieron 26 mg de un polvo blan­

co de KA-6606 I I ,  como base lib re .

30
050476
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invención propia y nueva que se pre­

sentan para que sean objeto de esta  so lic itu d  de Patente.de 

Invención en España, por VEINTE anos, son lo s que se reco­

cen en la s  reivindicaciones sigu ientes:
¡

l a . -  Procedimiento para obtener un antib iótico ,

que comprende cu ltivar una c&pa productora del antibiótico

KA-6606 de la  estructura siguiente:
CĤ

Estructura (1)

OCH.
R '3

del gónero Saccharopolyspora, a i s la r  e l antibiótico KA-6606 

del caldo de cultivo, y separar del antibiótico KA-6606 re­

sultante a l menos un antibiótico elegido del grupo que cons­

ta  de antibiótico KA-6606 I de la  estructura siguiente:
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Estructura (1-a)

OCH. 
C H ^  '

antibiótico KA-6606 II  de la  estructura siguiente:



Mtj)M n ñ m .

1

5

10

15

20

25

30

050478

CĤ
3 8

(1-c)

CĤ NHCONĤ

y antibiótico KA-6606 IV áe la  estructura siguiente:

CĤ NBCHO

2^.- Procedimiento según la  reivindicación 1&, que 

comprende además tra ta r  e l antibiótico resultante con un 

ácido inorgánico u orgánico aceptable en farmacia, para 

obtener un antibiótico en fonna de una sa l  de adición de 

ácido.

33.- Procedimiento según l a  reivindicación 13, don 

de l a  sustancia productora de antibiótico KA-6606 es Saccha 

ropolyspora h irsuta KC-6606.

43.- Procedimiento se¿?6n la  reivindicación 1S, don
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de el cultivo se efectúa bajo condiciones aerobias, a una 

temperatura do aproximadamente 20^0 a aproximadamente 40EC.

5S.- Procedimiento según l a  reivindicación 18, don 

de e l compuesto separado elegido de lo s  an tib ióticos KA-660( 

I ,  KA-6606 I I I  y IíA-6606 IV se t r a ta  con un á lc a l i  o ácido, 

para convertirlo en antibiótico KA-6606 I I .

6a .- Un procedimiento para obtener un antib iótico .

Tal y como se ha descrito en l a  Memoria que ante­

cede, representado en lo s  dibujos que se acompañan y con 

lo s fin es que se han especificado.

Esta Memoria consta de TREINTA Y NUEVE hojas escri 

ta s  a  máquina por una so la  cara.

Madrid, 1 9. JUN. 19 7 8

VAL
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