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Ta preceate invencién se refiere s nuevos antibié-
[ticos, a un procedimiento para. preparar los antibiéticos, ¥
a un cultivo bioldégicamente puro para uso en el procedimien-
to. e

LIos autores de la presente invencién han aislado
diversos ﬁ;iéroorganismos del terreno, en bfisqueda de anti-
l?idticos producidos por estos microorganismos. En oons"éél{ég

¢ia, han conseguido aislar wna cepa productora de antibié.

‘ul‘ico perteneciente al genero Saccharopolyspora, del 'l:ei'?ého
de Kobe, Japéu. Por sus propiedé.des bacteriolégicas, d';s:c’i'_i;
tas mds adelante, se supuso que la cepa era un mubante na-
tural de Saccharopolyspora hirsuta, y se denoming Sacchavo-
polyspora hirsuta KC-6606. Esta cepa KC-6606 se depositd :
como FERI-P n? 3912 en el kicroorganism Research In'stitu_te
(Instituto de investigacién sobre microorganismos), Age’:icy
of Industrial Science & Technology (Agencia de ciencia y
tecnologia industriales), Japén; y como ATCC 20501 en la
American Type Culture Collection (Coleccién americana de
cultivos tipo).

Se ha establecido que los antibibdticos producidos
por la ceps KC=6606 son sustancias no descritas en la biblip
gralia, ¥y que tienen accidén antibacteriana contra bacterias
gram positi\fas,' bacterias grem neg;.tivas ¥ bacterias resis-
tentes a 4cidos. Esta sustancia se denomind “sustencia KA-
~-6606", También se ha hallado que por tratamiento con un
4cido inorgénico u orgénico aceptable en famacia, la nueva
sustancia KA~6606 antibibtica se puede convertir ficilmen-
te a un antibidtico en forma de sel de adicibén de 4ecido.,
Més investigaciones han cond'ucido el descubrimiento de que

la sustancig KA-6606 se puede seguir separando en cuatro en-
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tibidticos, ¥A-6606 I, K.A'—6606 I, KA-6606 III y KA-6606 IV
Fy que los KA-6606 I, XA-6606 III y KA-6606 IV se pueden con
vertir fécilmente en KA-6606 II por tratamiento ‘con &lcalis

' sales de adicidn de 4cido.
) .

una composicién antibidtica que comprende la sustancia Ki-

Hoja nfim,

2 I

o écidos.
(Por tanto, un objeto de la presente invencidén es

proporcionsr una nueva sustancia antibiética KA-6606, y sus

Otro objeto de la presente invencién es pI‘OpOI"‘lO-
l'xa.r un procedimiento para preparar la sustencia KA-6606. ,

&dn ofro objeto de la invencién es proporeionar

-6606 como f{.ngredien‘te activo,

Otro objeto de la invencién es proporcionar un :
cultivo biolégicamente puro, ¥bil para proporcionar 1% SUS-
tancin XA-6606. ) '

Los objetos énteriores, y otros de la presente in-
veneién, junto con sus ventajas, serin més evidentes por la
siguiente descripeién.

La sustancia KA-6606 antibidtica de la presente

invencién se puede representar por la siguiente férmula es-

(Estructura I)
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¢conde R representa un resto elegido del grupo que consta de
hidrégeno, -COCHYKH", -COCHWHCORH" y -COCHWNIICHO. KA-6606
Il es un compuesto de estructura (I) donde R es hidrégeno;
KA-6606 | es un compuesto de estructura (1) donde R es
-COCHgNKg; KA-6606 111 es un compuesto, de estructura (1)
donde R es -COCHgNHCONIig, y KA-6606 IV. es un compuesto de
estructura (1) donde R es -COCHWHCHO. La sustancia KA-6606
de estructura (I) que se produce por fermentacion de ce-
pa productora de sustancia KA-6606, del género Saccharolo-
lyspora, y que se acumula en el caldo de cultivo, contiene
las cuatro sustancias antes descritas. Si se desea, se pue-
de dividir en esas cuatro sustancias, o en mezclas que con-
tienen dos o tres de esas sustancias. Esas sustancias son
Gtiles como antibioticos ya sea una a una o como tales mez-
clas. EIl tratamiento de KA-6606 I, KA-6606 111 y KA-6606 IV
con alcalis o acidos produce KA-6606 Il, de estructura (1)
donde R es hidrogeno. C

Las estructuras quimicas y las propiedades fisi-
cas y quimicas de KA-6606 I, 11, IlIl y IV se describen a
continuacion.

KA-6606 | se puede representar por la siguiente

fomula estructural:
B



Hyn rtm

1 y tiene la féormula molecular, rotacion especifica y punto
de fusidén siguientes:
Formula molecular: CryH”ON
Rotacion especifica: +1042 (¢ 1, HO)
5 Punto de fusién: 115 - 1252C
KA-6606 Il se puede representar por la siguiente

féormula estructural

g

10
Estructura (I-bj
15
3
y tiene la féormula molecular, rotacion especifica y punto
de fusion siguientes:
20 Féormula molecular: CAHAON
Rotacion especifica: +139*59 (¢ 1, HgO)
Punto de Risién: 88 - 93se
KA-6606 111 se puede representar por la siguiente
formula estructural:
30

050478
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y tiene la féormula molecular, rotacién especifica y punto
de fusion siguientes:
Formula molecular: CgHYOgN\®
Rotacion especifica: +103S (el, HYO)
Punto de fusion: 145 - 152BC
KA-6606 IV se puede representar por la siguiente

formula estructural:

7

y tiene la formula molecular, rotacion especifica y punto

de fusion siguientes:
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de@a molecular: 018H3506N5
r‘ Rotacién especificat [Ecj%? +101¢ (c 1, H20)

Punto de fusidén: 145 - 1402C

Tos antibiéticos conocidos que son mis similares
a las sqs’%ancias antibiéticas KA-6606 de férmula (1) éon la
fortimicina A, B y‘C (véanse las publicaciones de patente
japonesa hechas pﬂ'blicas n® 6487/78 (publicada el 20 de eng
ro de 1978), 29789/75 (publicada el 25 de marzo de 1975)‘:‘ -
145588/75 (publicada el 21 de noviembre de 1975), 18888/77

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

el 12 de julio de 1977), 'Y la publicecién de patente japo-
nesa n2 46311/77 (publicada el 24 de noviembre de 1977))..
Ta fortimicina es wn antibiético producido por Micromonos-
.pora sp. cepa MK=-T0 (FERM-P n¢ 1560; ATCC 21819) v, segcﬁnf»
se exponé en ihe J.oux;w,l of Mtibiotics, wol. XXX, n? 7,
pags. 552-563, tiene una estructura quimiéa diferente de la
sustancia KA-6606 de férmula (1) antes dada, ya que la sus-
tancia KA-6606 no tiene grupo hidroxilo en posicién 2, y
tiene wna configuracién diferente de un grupo amino en po-
sicién 1. _ '

Como se describiri més adelante, la sustancia KA~
~6606 de la ;;resente invencién tiene mejor actividad anti-
bacteriana que la fortimicina.

¥l nuevo antibiético de la invencién se puede pro-
ducir fermentando la cepa pz;oductora de antibviético KA-6606,
del género Saccharopolyspora, y aislando la sustancia KA-
-6606 antibidtica del caldo de cultivo. Si se desea, se
pueden separer uno o mis de los antibidticos KA-6606 I,
KA~6606 II, RA-6606 III y KA.-6606 IV de la sustancia KA-6606

resultente,
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La caracterizacidn taxondmice de'Saccha.ropolyspo-
| ra hirsuta KC-6606, w ejemplo tipico de la cepa producto-
ra de KA-6606, se muestra a continuacién. Salvo que se espe
cifique otra cosa, sus propiedades en diversos medios de
cultivo fueron obsgrvadé,s por métodos ordinarios tras cul-
tivarla durante 21 dfas a 2"'7-90. Los colores se expresaron
para cultivo maduro, segn las clasificaciones del "Color -
Hamony Hanual® (Manual de armonfa de colores)(Containér:..
Corp. Amer. 1958). ’ e

I. Propiedades morfolégzicas - -

Esta cepa forma hifas de sustrato e hifas aéreas
en un medio de sales inorgénicas-agar de almiddn. ILas hifas
de sustrato (0,5 a 0,7 u de didmetro) se extienden en lax-
gas ramas, y estén complicadamente entrelazadas unas con
otras, permitiendo usualmente que uno, muy raramente 2 2 -
3, cuerpos tipo esporas de sustrato (0,8 a 1,2 P de didme-
tro) se adhieran al extremo del eéporangiéfom (aproximada~
mente 2,5 p de longitud). Ocasionalmente se halla en la
colonia wns tipica fragmentacidn nocardioforme, Iias hifas
aéreas (0,6 a 0,9 p de difmetro) son cortas, y las esporas
‘ma.duras se observan como cadenas de 20 o més esporas, ¥
segnentadas en cadenas tipo perla de esporas, a menudo se-
paradas por la longitud de hifas vacias. Las cadenas de es-;-
poras se observan como bucles y espirales flojas. Las es-
poras son de voladas a cilfndricas cortas (0,5-0,6 u x 0,7-
~0,9 p1), ¥ las superficies de las esporas estén oubiertas
por wna vaina que tiene wna estructura peluda.

" II. Propiedades en diversos medios
1.' Agax de sacaros?.-nitrato

Crecimiento: bueno

el tepoge vy oo Y Y = o 4O S
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Hifas aéreas: buenas, pulverulentas, rosa con-
cha (5ba)
Hifas de sustrato: butirosas, canela claro a
beige rosa (3gc - 4 ge)
. Pigmento soluble: rosa pélido con tinte de ma-
fﬁ\ rrén amarillento
2, Agar de glicerina-nivrato
Crecimiento: moderado a bueno
Hifas aéreas: buenas, pulverulentas, blanéﬁS'(a
Hifas de sustrato: bubtirosas, marfil clarﬁlkkca
Pigmento soluble: amarillo pilido
3, Agar de glucosa-asparagina (inclinado) ...
Crecimiento: moderado
Hifas aéreas: ninguna
Hifas de sustrato: bﬁtirosas a gelatinosas,
7 ante (2fb)
Pigmento soluble: ligeramente amarillo pdlido
4. Apar de glicerina-asparagina (medio ISP ne 5)
Crecimiento: moderado
Hifas aéreas: deficientes, pulverulentas, blan
cas (a)
Hifas de sustrato: gelatinosas, marfil claro
: {(2ca) -
Pigmento soluble: ligeramente amarillo pélido
5. Sales inorgénicas-agar de almidén (medio ISP ne
Crecimiento: bueno 4
Hifas aéreas: deficientes, puwlverulentas, blan
cas (a)
Hifas de sustrato: cartilaginosas, marfil cla-

ro a ante (2ca-2fb)

8 {

g

A)




U

10

15

20

25.

30
050478

—

- 10, Agar de peptona~extracto de levadura~hierro

i
Hojn nham, 9

Pigmento soluble: ningmo
6. Agor de tirosina (inclinado, medio ISP no 7)
Crecimiento: moderado _
Hifzs aéreas: buenas, pulverulentas, blemcas (g
Hifas de sustrato: butirosas a gelatinosas,
i marfil 5laro a ante (2ca~2fb)
Pigmento soluble: ligeramente amarillo palido
Te Agar nutriente
Crecimientos modefado
Hifes aéreas: ninguna
‘Hifas de sustrato: gelatinosas, ente (2fDb)
Pignento soluble: ninguno | .
8. Agar de extracto de levadura~exbracto de malta
(medio ISP ne 2)
Crecimiento: bueno .
Hifas aéreas: escasas, pulverulentas, blancas
() ..~ L
Hifzs de sustrato: gelatinosas, bambi (2g)
Pigmento soluble: amarillo pélido
9. Agar de harina de avena (medio ISP n? 3)
Crecimiento: deficiente -
Hifas aéreas: ninguna
Hifas de sustrato: incoloras

Pignento soluble: hinguno

(inclinado, medio ISP ne 6)
Crecimiento: moderado
“Hifas aéreas: deficientes, pulveruléntas, blan-

cas (a)
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Hifas de sustrato: bubirosas ’a gelatinosas,
emarillo melén claro (2ea)
Pigmento soluble: ligeramente amarillo pélido
1l. Agar de Bermett
Crecimiento: bueno
" Hifas abreas: ninguna

Hifas de sustrato: gelatinosas, marfil clsiro -

o
a

(2¢a) .
Pigmento soluble: 1igeramen’te amarillo péli“f;:b'
II. Propiedades fisiolbgicas o
1, Temperatura de crecimientos 18-452C
2. Licuacién de gelatina: positivo
3. Hidrélisis de almidén: positivo
4. Accién sobre la leche: .. - - -
Coagulacidn: negativo
. ng‘bonizacién: positivo
5. Produccidén de pigmento melanoide
Negativo en agar de tirosina y en ggar de
peptona~hierro-extracto de levadura
6e Produccién de nitrito a partir de nitrato y su
acumlacidén: positivo
Utilizacién de fuentes de carbono
Positivo: D-glucosa, D-fructosa, rafinosa, sa~
carosa, D-manita, galactosa, inulina
¥ salicina.
Negat:'L‘vo: I-arabinosa, D~xilosa, inosita, I~ram-
nosa, sorbita, lactosa y dulcita.
Como se ha deserito antes, la cepa KC-6606 forma
hifas de sustrato e hifas aéreas en diversos medios de agar.

Los cuerpos tipo esporas del sustrato se adhieren a les hi-
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fas de sustrato;, y las cadenas de esporas .se adhieren a las
(hifas de sustrato. Las hifas de sustrato se fragmentan oce~
sionalments en elementos en forma de varilla. Las superfi-
cies de las esporas estdn cubiertas con una vaina que tie[ne
estructura peluda.

El anflisis de su pared de célula mostré que con=-

y galactosa. Por tanto, se cree que la pared de célula d,e:_

esta cepa es de tipo IV. ' i

El anélisis de los 4cidos grasos en la célula:en—
tera mostré gque no contiene LCHN~A (1lipido caracteristico de
las nocardias). e

Las cepas conocidas que tienen estas caracteristi-
cas se han buscado por el Bergey's Hanual of Deteminat:i.ve :
Bacteriology (iianual Bergey de Bacterio_logia deteminati—,‘
va), 82 edicién (1975). Como resultado, se ha hallado que
el género Micropolyspora es un género similar, y también  _
se puede citar como cepe similar el género Saccharopolyspo-
ra sefialado por La.céy y Goodfellow (Journal of General Ki-
crobiology, vol. 88, pigina 75, 1975). La cepa usada en la
presente invencidn difiere de las cepas del género Kicro-
polyspora en que tiene estructura peluda en las esporss, y
las cadenas de esporas contienen més de 20 esporas. Sin em-
bargo, es similar en morfologla a esta Wltima. Esto conduce
a la creencia de que la cepa K¢-6606 pertenece al género

Saccharopolyspora; Ho ha habido ningin método establecido

para la clasificacién sistemdtica del género Saccharopolys-

pora, debido a que solo se ha seiialado una especie Ge géne-

X0,

v

tiene &cido meso~diaminopimélico, y como azficares arabinssa |

Las diferencias entre la cepa KC~6606 y la Saccha-

IR ¢ e BeTwd gt A T S e e e newiss bse - - - e e e—————
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ropolyspora hirsuta se muestran en la Tebla 1.
- Tabla 1
KC-6606 Saccharopolyspora
hirsuta
ﬁtilizacidn de azidoares
Xilosa ! - | '
Hamndsa 4 - : +
Sorbita - +
Inosita : - + -
Produccidén y acumulacién e
de nitrito * -

. Dado que la cepa XKC-6606 y la Saccharopolysporz
hirsube se corresponden bien una con otra, en propiedades
bédsicas tales como la morfologla, en propiedades en diver-
Sos medios de cultivo, y en propiedades fisioldégicas, aun-
que difieren en la utilizacidén de fuentes de carbono y en
la formacidn y acumulacibn de nitrito, serfa razonable cone
siderar que estas cepas pertenecen a la misma especie.

En base a la anterior informacidn, los autores de
la presente invencidn hen considerado la cepa en cuestidn
como un mutante natural de Saccharopolyspore, ¥ le han nom-
brade Saccharopolyspora hirsuta cepa K0=-6606. La cepa Sa-
ccharopolyspora hirsuta usada en la presente invencién es
suscepﬁible de campiar de caracteristicas, ¥y se puede mutar
L4cilmente por medios de mutacidén artificial, usando rayos
ultravioleta, rayos X, divefsos productos quimicos tales
como nitrosoguenidinas o mitomieina, etc. Todos.los tales
mutentes que $ienen la capacidad de producir la sustancias

KA-6606 antibiética pueden ser usados en la presente inven-

H
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cidn. Respecto = ello, la capacidad de cepas pertenecientes

= Saccharopolyspora hirsuta para producir amtibiéticos no

‘ha, sido sefialada.

Segin la presente invencién, se proporciona w cul
tivo bioldgicamente puro de Saccharopolyspora hirsuta KC-
‘-66‘06, que tienevcaracteristicas identificadas como FERi-P
ne 3912 y ATCC 20501, y que también tiene la capacidad -de
producir sustancia KA-6606 antibiética por fermentocibn-en
un medio nutriente acuoso que contiene ﬁna fuente de cai"x.)'o'-
no, una fuente de nitrégeno, y minerales.

Los medios de cultivo adecuados pars uso en la

género Saccharopolyspora comprenden fuentes de carbono’y de
nitrégeno y, como ingredientes opcionales, sales inorgénicas
(minerales), cantidades muy pequefias de metales pesados, .
etc.

Se pueden usar diversas fuentes de carbono, ¥y son
ejemplos de fuentes de carbono preferidas el almidéri, &li-
cerina, maltosa, deﬂrina, sacarosa, fructosa y melazas, que
se pucden usar solos o como mezclas adecusdas. Taubién se
pueden usar hidrocarburos, 4cidos orginicos y aceites vege-
fales, si la cepa concreta puede utilizarlos como fuente de
cerbono., Son ejemplos de :t‘tg.entes cie nitrégeno la harina de
soja, extracto de levadura, levadura seca, peplona, extrac-
to fie came, liquido de maceracidén de mafz, casaminoicido,
soluble de destileﬁa, cloruro eménico, sulfato aménico,
urea y nitrato sédico, que se pueden usar solos O COMO MeZe
clas adecuadas. Entre los ejemplos de slales inorgénicas se
incluyen el cloruro sédico,. fosfato potésico, suifato de

magnesio, cloruro célecico, carbonato cdlcico, hidréxido cil

e,

fermentacién de la cepa productora de sustancia Ki-6606. del |
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'cico, cloraro cobéltico, sulfato de cine, cloruro férrico
[y sulfato ferroso.

Pambién se pueden afiadir al medio de cultivo, se-

nicas (p.ej. amino4cidos) que ayuden al crecimiento de la
cepa ¥ favorezcaﬁ”ia produccién de sustancia KA-6606. Cuan—

do se emplea wn método de cultivo con aireacidén, también-sé

puede afiedir sl medio de cultivo un anbiespumante tal cowo
aceites de dcido graso, aceites de 8ilicona y parafinas.

El cultivo se puede efectuar en un medio s61ido.
Sin embargo, preferiblemente, igual que en el procedimiento
general para producir antibidéticos, se usa un método de cul
tivo liquido, especialmente wm método de cultivo sumergido.
El cultivo se efectia bajo condiciones aerobias, y la tem-
peratura de cultivo es en general aproximadamente 20 a apro-
ximadamente 40¢C, de preferencia aproximadamente 27¢C. Pre-
feriblemente, durante el cultivo se mantiene el pH del me-
dio de cultivo a aproximadamente 4 & aproximadamente 10,

E1l periodo de cultivo es en general aproximadamente 2 dfas
a aproximadamente 6 dias. .

Como resultado del cultivo, la sustancia KA-6606
se produce ¥ acumula en el caldo de cultivo, Cuando la can-
tidad de sustancia KA-6606 producida en el caldo de cultivo
llega a un miximo, se detiene el cultivo y se puede recoger
la sustancia KA-6606 del caldo de cultivo,

Dado que 1a sustancia KA-6606 es una sustancia béd-
sica soluble en agua, pero solo ligeramente soluble en los
disolventes orgénicos comunes, se puede separar del caldo
de cultivo utilizendo medios que se usan habituaimente para

aislar y purificar antibidticos bésicos solubles en agua.

on se requieran,~sustancias inorgénicas y sustancias orgé~ -
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Por ejemplo, se puede usar un méltodo de adsorcién desorcién
Tusando una resina intercambiadora de iones, carbono activo,
celulosa, gel de silice, alvmina, ¥y un méfodo de extraccidén
con butanol, slcohol amflico, efic, usando wn 4cido graso

| superior como coadyuvante. _ ‘

Por ejemplo, si el filtr;do del caldo de cultivo
se carga en wa colume de wna resina inteércambiadors de
cationés débilmente 4cida, la sustaﬁcia KA-6606 se adsorbe
en ella. Imego se alsla la sustenciz KA-6606 por eluciéni:;
con wn &lcali o &cido 0,1-3,0 N, o diversas soluciones de -
sal. El elufdo activo resultante se liofiliza, para propor-
cionar wa polvo crudo de sustancia KA-6606.

Son ejemplos de la resina intercambiadora de qa#ip—
hes débilmente 4cida, usada para recuperar la sustancia -
XA-6606, el Anberlite IRC-50, IRC-84 y CC-50 (Rohm & Haas_
Cos); ¥ Diaion WK-10 y WE~20 (Hitsubishi Chemical Co., L%d.)
Los &lcalis que se pueden usar para la elucién son solucién
de aidrdxido aménico, y una solucidn acuvosa de nidréxido
sédico. Son ejemplos de los Acidos el 4cido férmico, 4cido
clorhidrico y 4cido sulftrico. Las soluciones de sal pueden
ser, por ejemplo, wa solucién de carbonato aménico y wma’
solucién de formiato aménico. Otro ejemplo del método de
recuperacién comprende ajustar el pH del filtredo de caldo
de cultivo a 7 2 9, poner en contacto el filtrado con car-’
 bono activo para hacer que el KA-6606 se adsorbs sobre el
carbono aotivo,_y elulr la sugtancia con agua 4cida o dcido
clorhidrico-metanol. ; |

La sustancia KA-6606 que se puede aislar por los

métodos entes deseritos se puede dividir en KA-6606 I, II,

111 y 1V, disolviéndola en agua 0 hidréxido sménico diluf-
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do, cargéndola en wna columna de wn adsorbente tal como una
| resina intercambiadora de iones débilmente fcida, del tipo
antes descrito-, o un intercembiador de iones débilmente dci
do, tal como CM-Sephadex o CM celulosa, para hacer que la
éus‘ba.ncia se adsorba al adsorbente; y eluyendo luego con
una solucién acuosa alcalina tal como hidrdéxido aménico di-
lufdo, o una solucién acuosa de carbonato aménico o for-
miato aménico, por w método de gradiente o wn método por
etapas. Segd.n este método de separacién se eluyen primexo
varios componentes en cantidades de traza, y luego se elu-~
yen, en este orden, KA-6606 IV y KA-6606 III como bases 13‘:-
bres. Por mds elucibén se separan sucesivamente KA-6606 I y
KA=6606 II. ' '
| EL KA~6606 I, II, III yIV resultantes se pueden
purifi;-c:.a—;r por eromat;grafia en celulbéa, ge?l. de silice, Se-
phadex (p.ej. IH 20), ete. Por ejemplo, se puede cromato-
grafiar en una colﬁmna de gel de sflice, usando una mezcla
(1:8:3) de cloroformo-metanol~hidréxido aménico al 17%, co-
mo eluyenfe. -

El XA-6606 I, II, III y IV que se¢ pueden separar
por el método antes descrito estén en forma de bases libres
¥y, segin se desee, se pueden obtener en forma de una base
libre pura haciendo que se adsorban en una columna de una.
resina intercamb;i.adora de aniones fuertemente bisica, tal
como Dowex 1x2 (Dow Chemical), eluyendo con agva desioni-
zadé,, recogiend;) fracciones activas, y liofilizando las
fracciones recogidas.

Estos KA-6606 I,_ I, IIi ¥ IV obtenidos como bases
libres se pueden convertir en sus sales de adieién de 4eci-

do, por tratamiento con &cidos inorginicos u orghnicos acep

1
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tables on farmecie. Son ejemplos dé tales 4cidos los 4ci-

[ aos inorgénicos tales como 4cido clorhidrico, 4cido sulfi-
rico y 4cido bromhidrico, y 4cidos orginicos tales como &ci
do acético y 4cido oxélico. 7

EL KA-6606 I, EA-6606 ITI y KA-6606 IV se pueden
convertir en KA-6606 IT por tratamiento con £lcalis o 4ci~
dos. La conversién se puede efectuar tratando el EﬁPGGQQ‘I,
KA96606 III y XA-6606 IV con una solucién acuosa 0,1—4;&:7
de wn reactivo alcalino, tal como hidréxido sédico o h;é;d—
xido de bario, o con una solucidn acuosa 0,1-1 N de wn
reactivo dcido tal como 4cido clorhidrico o 4cido sulfiri-
co. -

En el caso de usar el reactivo 2lcalino, se pﬁéde
atiadir una resina intercambiadora de aniones fuertementé_:
b4sica (p.ej. Amberlite IRA 400 (forma OH ) o Dowex 1x2
(fozmé 0I7")), ¥ la reaccién se puede efectuar en estado de
suspensién. Anflogamente, cuando se usa el reactivo &cido
se puede afladir wna resina intercambiadora de cationes fuer
temente 4eida, tal como Amberlite IR 120 (forma H') o Dowex
50%8 (forma H'), vy se puede efectuar la reaccién en estado

de suspensidn. Ia reaccién se puede efectuar usualmente a
| aproximadamente 30 a 1002, durante gproximadamente 0,5 a
3 horas. '

Las propiedades fisicas y quimicas de los nuevos
antibiéticos K4-6606 I, II, ITI y IV, de estructuras (1-a)
"a (1~d), se describen e continuzcién.

- KA-6606 T (base libre)
(1) Naturaleza : polvo blanco

(2?~Fﬁrmula molecular: CyqHyz05H5
(3) mnflisis elementals
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- Hellado (%) ¢ 52,10 8,84 17,83
Caleulado (%) @ 52,42 9,06 17,99

(4) Peso molecular: 389 (espectro de masas)
(5) Punto de fusién: 115 - 1252C
(6) Rotacién especificar /575 +1042 (c 1, H,0)
(7) Espectro de absorcién ulbraviolets .
" A 220-360 nm no se muestra absorcién caracterfsti-
cay 8ino que solo existe una absorcién terminal, B
(8) Espectro de absorcidén infrarroja
El espectro de absoreidén infrarroja de una muestra
en ‘tableta de bromuro potdsico es como se muestra en la Fi-
aura 1,
(9) Solubilidad B )
Muy fécilmeﬁ%é soluble en agua. Fécilmente solunblre
en metanol, ligeramente s@luble en etanoi. Insoluble en clo
roformo, acetato de etilo, éter dietilico, hexano y é&ter de
petréleo.
(10) Reaceidn de color
Reaccién de ninhidrina y reaccién de Rydon Smith:
positivas; reaccién de Sakaguchi, reaccién de maliol, reac-
c¢ién-de cloruro férrico y réacci&n de Fehling: negativas.
(11) Bstabilided ‘
Estable a pH de 3 a 8; gradualmente descompuésto
y desactivado en medio bésico y fuertemente dcido.
(12) Espectro de resonancia magnética nuclear
(5],20, ppm):
1,25 (3E, 4, 0‘Q§3)
3,05 (38, s, N-CHj)
3,07 (2H, s, COCH,K)




10

15

. ‘20

————

25

30
050478

o

Y e

re T

Hoja ndm, 19 7

3,40 (34, s,:Gc_Ij:,’)
5,00 (1H, d, H anémero)
(13) Bspeciro de masas (m/e):
389(i*), 276, 258, 248, 230, 180, 143
(14) Cromatografia en papel
| ‘Valor Rf: 0,53 _
Papel de filtro: Vhatman ﬁQ 1l
' Disolvente: una capa inferior de clorofof—‘-
mo-metanol-hidréxido aménico al
174 (2:1:1) _
(15) Cromatografia en caps delgada

I%}-w_f Disolventie
0,56 Butanol-etenol-cloroformo-hidréxido aménico &l
17% (4:2:5:2). e
,5’60 Clorofonmo-metanol-hidréxido aménico al 174 (1:8:3
0,10 Una capa inferior de cloroformo-metanol-~hidréxido
eménico al 175 (2:1:1)
0,76 Una capa superior de cloroformo-metanol-hidréxido
aménico al 17% (2:1:1)
Se usé hoja de aluminio para CCD (gel de silice
60 Fo54 0,2 mm) (Merck), R

Derivado de tetre-N-acetilo de sustancis KA-6606 I

(1) Natureleza: polvo cristalino incoloro

.. (2) Fémula moleculars ChgH,s0gN5

(3) mn4lisis molecular:

N 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 fusién: 160 - 1662C.
(6) Rotacién especifica: [0{_7%5 +112¢ (c 1, H,0)
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(7) Espectro de resonancia magnética nuclear

- . (SDO,nmﬂ

1,4.0 (3“’ d, C"Cg3)

1,95, 2,00, 2,05, 2,07 (3H, s, COC§3)

3,09 (3H, s, N-CHs)
3742 (38, s, 0~CHj)
4,11 (2H, s, COCH,N)
4,95 (1H, 4, H anémero)
(8) Bspectro de masas (m/e):
557(17), 342, 314, 296, 227
Sustancig KA-6606 II (base libre)

(1) Naturaleza: polvo blanco
(2) Férmula molecwlar: 015H3204H4
(3) Anflisis elemental:

C
Hellado (%) @ 53,97
Caleulado (%) @ 54,19

H L
9,51 16,55
: 9, 70 -'16’ 85

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

(5) Punto de fusién: 68 - 93¢

(6) Rotacidén especificas: zfij727 + 139,59 (¢ 1, H o)

(7) Bspectro de absorcién ultravioleta

T A 220 a 360 nm no se muestra absorcidn

caracteris~

tica, sino que solo existe una absorcidén terminal.

(8) Espectro de absorcidn infrarroja

El espectro de absorcidn infrarroja de una muestra

en tableta de bromuro potdsico es como Se muestra en la Fi-

gura 2. S
(9) Solubilidad

Muy fécilmente soluble en aguna; fécilmente soluble

‘en metanol; ligeramente soluble en ctamol; insoluble en clo

|
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roformo, acetzoto de etilo; éter dietflico, hexano y éter de
petréleo.
(10) Reaceidn de color
Reaccién de ninhidrina y reaccién de Rydon Smith:
iaositivas; reaccidn de Sakaguchi, reaccién de maltol, reac-
cibn .de cloruro /fgrrico ¥ reaccidn de Fehling: negativas.
(11) Estabilidad ~
" Estable a wn pH de al menos 2; gradualmente de'é'com
 puesto y desactivado en medio fuertemente, dcido.
(12) Espectro de resonancia magnética nuclear
(8 D,0* ppm):
1,25 (3H, 4, C-CH;)
2,76 (3, s, N-CH3)
- - 3,45;-‘('3H, s, o-c_}_z3) e S —
4,95 (1H, 4, H andémero) '
(13) Espectro de masas (m/e):
332(u"), 283, 219, 119, 143 .
_ (14) Cromatografifa en papel . . ... ..
Valor Rf: 0,86 '
_Papel de filtro: Whatmen no 1
Disolvente: una capa'inferior de clorofor—
T 777 mo-metanol-hidréxido aménico al
17% (2:121) -
(15) Cromatografia en capa delgada

s

Valoxr Rf - Disolveﬁ'be

0,57 Butanol-etanol-cloroformo-hidréxido aménico al |
1% (4:5:2:5) - o
0,52 Clorofomo-metaﬁol-hidréxido eménico al 17% (1:8:3
'0,15 Una capa inferior de cloroformo-metanol-hidréxido
- eménico .al 17% (2:1:1)
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Digolvente

" 0,80

Una capa superior de cloroformo-metanol-hidréxido

aménico al 17% (2:1:1)

Se usé como placa hoja de aluminio para CCD (gel

de sflice 60 Fosy 052 ma) (lerck Co.)

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

(1).

(2)
(3)

(4)
(5)
(6)
(7)

(8)

Naturaleza: agujas incoloras
Férmula molecular: C23H4008N4.H20
An#lisis elemental:
| ¢ i N
Hallado (%) @ 52,99 7,65 10,52
Calculado (%) 53,27 8,16 10,80

Peso molecular: 500 (esPebtro de masas)
Punto de fusidn: 139 - 141¢C
Rotacidén especificat 4357%2 +529 (e 1, Hy0)
Espectro de resonancia magnética nuclear
(SDQO, ppm) 2
1,09 (3H, 4, c-ch)
1,98, 1,99, 2,01, 2,13 (3H, s, C0-CH,)
3,10 (31, s, N-CHj)
3,40 (34, s, 0-CH,)
4,96 (1H, 4, H andémero)
Espectro de masas (m/e):

s00(u*), 303, 271, 257, 227

Sustancia KA-6606 III (base libre)

(1) Naturaleza: polvo blanco

(2) Férmula molecular: C16M360686

(3) Andlisis elementals

¢ 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) Punbo de fusidn: 145 = 1528¢
(6) Rotacién especificas: 13(_712)7 +1032 (¢ 1, sz0)
(7)_ Espectro de absorcién ultravioleta
A 220 a 360 nm no.se muesira absorcién especifjiéé;
sino que solo existe wis absorcién terminal. b
'! " (8) Espectro de absorcidén infrarroja
t Bl e'spec“bro de absorcibn infrerroja de una mues-
tra en tableta de bromuro potdsico es como se muestra en la
Pigura 3.
(9) Solubilidad
Muy fécilmente soluble en agua; fécilmente soluble [
en metanol; ligeramente soluble en etenol; insoluble én‘ clo
roformo, acetato de etilo, éter dietflico, hexano y éter de
petréleo.
(10) Reaccién de color
Reaccién de ninhidrina y reaccién de Rydon Smith:
positivas; reaccién de Sakaguchi, reaccién de maltol, reac-
cién de clomrq férrico, rea.ccitSn de Fehling: negativas.
(11) Estabilidad ™ = T A .
Estable a pH de 3 a 8; gradualmente descompuesto y
desactivado en medio bésico y fuertemente Acido.
(12) Espectro de resonancia magnética 'nucléar
(532;,, ppm)
1,21 (3H, 4, C-CHy) -
3,07 (34, s, N~CH;)
3,40 (34, Sy ,0~CH, )
4,06 (28, s, CO-CH,~N)
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4,95 (1H," d, H andémero)
- (13) Eépectro de masas (m/e):
a32u*), 213, 219, 194, 173, 143
(14) Cromatograffa en papel
Yalor Rf: 0,27 .
Papel de filtro: Vhatman ne 1
Disolvente: una capa inferior de clorofox-
mo-metanol~hidréxido aménico al
17% (2:1:1)
' (15) Cromatografia en capa delgada
or BE Disolvente
Eéi:;;f’ 'Bgtanol—etanol—cloroformo-hidr6xido andnico
174 (4:5:2:5)
0,64 - Cloroformofggtanol-hidr6xido eménico al»lf% (12823

0,06 Una cepa inferior de clorofoymo-metanol~hidréxido
aménico al 17% (2:1:1)
0,71  Una capa superior de cloroformo-metanol-hidréxido
aménico al 174 (2:1:1)
Se usé como placa hoja de aluminio para CCD (gel
ge sflice 60 F254 0,2 mm) (Merck).
Sustancia KA-6606 IV (base libre)

‘“zijwﬁaturalezé: 551vo blanco

(2) Férmula molecular: C1gH350¢05

(3) Anflisis elemental:

¢ H N
51,33 8,08 16,41
51,78 8,45 16,77

H&ilado ()
Calculado (%)
(4) Peso ﬁolecular:417 (espectro de masas)
(5) Punto de fusgibn: 135 - 140¢C
(6). Rotacidén especifica:,[ﬁé7%7 +101¢ (e,1, Hy0)

(1]

o
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(7) Zspectro de absorcién wliravioleta
4 220 a 360 nm no se muestra absorcién especifica,
sino que s0lo existe una absorcién terminal.

(8) Ispectro de absorcién infrarroja

en tableta de bromuro potdsico es como se muestra en la Fi=

e . _ | tn:‘
(9) Solubilidad |
Kuy fécilmente soluble en agua; fhcilmente solﬁﬁlg
en métanol; ligeramente soluble en ebancl; insoluble eﬁ clo
roformo, acetato de otilo, éter dietflico, hexano y éter de
petréleo, '
(10) Reaccidn de color
Reaccién de ninhidrina y reaccién de Rydon Smith:
positivas; reaccién de Sakaguchi, reaccidn de maltol, reac-
cién de cloruro férrico y reaccién de Fehling: negativas,
(11) Estabilidad
Estable a un pH de 3 g 8; gradualmente descompues-~
to y desactivado en medio bésico y fuertemente écido.
~ (12) Espectro de resonancia magnética nuclear
(6 D,0* ppm)
1,23 (3H, 4, C-CH,)
3,09 (34, s, N-CH,)
3,40 (34, s, 0-CH,)
4,18 (2, s, CO~CH,~N)
5,08 (1H, 4, H anémero)
(13) Espectro de masas (m/e): ‘
417(%), 304, 276, 258, 219, 173, 143
(14) Cromatografia en papel ?
. Valor Rf: 0;55

P I T e B

T T g e e P R, £t it g e g
. . D

. El espectro de absorcibén infrarrcja de una muesira




el i + o A o

10

15

25

30
050478

2,

Hoja ntim.

Papel de filtro: Vhatman n? 1
Disolvente: una capa inferior de cloroform
‘mo-petanol-hidréxido aménico al
_ 175 (2:1:1)
(15) Cromatografia en capa delgada
Valor RE - Disolvente

0,56  Butandl-etanol-clorofomo-hidréxido aménico al
‘ 1%% (4:5:2:5) o
0,66 Cloroformo~metanol-hidréxido aménico al 17% (1:8:3
0,16 Une caps inferior de cloroiormo-metanol-hidréxido
anénico al 174 (2:1:1) .
0,76 Una capa superior de cloroformo-metanol~hidréxido

aménico al 17% (2:1:1)

Se usé como placa hoja de aluminio para CCD (gel
de silice 60 Fogg 092 m) (lerck).

Ios valores Rf por cromatografia en papel, de los
nuevos antibibticos de XKA-6606 I, IT, III y IV, se muestran
en la siguiente Tabla 1, en comparacién con los de amtibié-
ticos conocidos. Unos datos similares, obtenidos por croma-

tografia en capa delgada, se muestran en la siguiente Tgbla

Tabla 1
Valores Rf de las sustancias KA-6606 y antibidti-
cos conocidos
Sistema disolvente: una capa inferior de cloro
' formo-metanol-~-hidréxido
. aménico al L7% (2:1:1)

Papel de filtro: Vhatman ne 1

-
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n Antibidticos Valor Rf
KA-6606 I ’ 0,53
KA-6606 II | 0,86
KA-6606 III 0,27
KA~6606 IV : 0,455
Gentamicina Cy 0,59 :
Gentamicina C, 0,35 .
Gentamicina Cia 0,12 K
Sagamicina 0,49
Sisomicina ' 0,12
Veérdanicina 0,35
G-52 0,49
‘Fortimicina A R ' - = 0,32
Portimicina B 0,89
Otros T . 0,0 - 0,05

27

Hoja ndam,

* Otros representa Kansmicina A, B ¥ ¢, Paromomicina, Heo~
micina 4, B y C, Butirosina A y B, lividomicina A y B, Ri-
bostemicina, Xilostatina, Genbemicina A y B, Tobremicina,
Apremicina, Sorbicitina, sustancia antibiética 460, Higro-
sioss o Togmicive,
Tabla 2 ]
Valores Rf de las susta.t;cias KA-6606 y antibid-
ticos conocidos | '

Sistema disolvente

Disolvente I : Butanol-e‘l;mol-clorofoxmo-hidréici—-
do aménico al 17% (4:5:2:5)
Disolvente II: Clomfomo—metanql-—hidréxido am$~

nico al 175 (1:8:3)

1 0 v, b T ST
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Hoja de aluminio para CCD (gel de silicg 60 Pogg

0,2 mn) (Merck -
Valor Rf

Antibidticos Disolvente I |Disolvente II
XA-6606 I 0,56 0,60
KA-6606 II 0,57 0,52
KA-6606 III 0,55 0,64
K4-6606 IV 0-,56 0,66
Gentamicina €y 0,52 0,40
Gertamicina C, 0,51 0,44
Gentamicina Cy g 0,43 0,34
Sagemiecina 0,45 0,32
Fortamicina A~ . - 0,53 0,56 -
Portamicina B 0,60 0,70

Los espectros antibidticos de los nuevos antibid-

ticos KA-6606 I, II, III y IV se muestran en la Tabla 3.

Zabla 3
Sustancias KA-6606 Fortimi- | Amike-
T 17 |11I Iy [eine A cina
Staph aureus 209P 0,4 25 3 6 0,8 0,8
SMITH | 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
subtilis < Jo,2| 6| 0,8 1,5 1,5 0,4
Micrococcus luteus | 0,4 [>100 - - 6 12
Strept. faecalis 25 >100 [>25 {>50 {100 100
E. coli NINJ 1,5 50 | 12 25 6 3
K-12 LL 1410 3 1>100 [»25 |50 | 12 3
(continmia)
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Tabla 3 (con‘ainuaciiﬁn) 7
I Sustancias KA-~6606 Fortimi- { Amika
r - 1l v cina A cina
K-12 NL 1410
r-81% 12 [>100| 25|50 | 50 12
p-211) 3 ({>w0 | 12|35 | 12 |3
“ ra01T) |3 [>100 | 25 | 50 6 ¥
Prot. vulgaris 0%-19 1,5 2100 6| 6 "6 .1:,.5
Kleb, pneuvmoniae _ "
PCI-602 1,5 |>100 | 12 | 12 6 1,5
Ps. aeruginosa o
SHIBATA 3 [>200 (" 25 | 25 12 o;é
e 12 0,4 | 100 | 1,5 3 1,5 L 0,4
T1-13 3 {>100 | >25 [>50 6 |.1,5
Ay 3 |>100 | 251 50 12 0,2
x-117) 6 |>100|>25 bso | 12 1,5
315tY) 6 |>100 | >25 [s50 | 12 25
Providencia sp.V) [1,5 [>100 | 25 | 50 6 3
Serratia sp. 1,5 | 00| 6|12 3 1,5
liycobacterium smeg
natis 607 0,4 [>100 |>25 | 12 0,8 0,8

son como sigue:

L w0y - A aer + o e s o

IV) 6'~acetiltransferasa

-

I) 3'~—fosfotransferasa I
II) 3t-fosfotransferasa II

- I1I) 2"-—nucleo*bidiltransfei‘asa

V) 2t-acetiltransferass, -

Las toxixidades agudas del KA-6606 I, II, III y

{ IV de la. presente invencidn, determinadas usando ratones,
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LDg, ive 50-100 S 400 > 200 S 200
(mg/kg)

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

Segiin la i)resente invencidén se puede proporcionar
también wna composicibn antibidtica que comprende (1) wma -
cantidad eficaz de al menos un compuesto elegido del grupo
que consta de las sustancias KA-6606 de la presente invér;'-
cién y sus sales de adicidn de 4cido aceptables en i‘amaﬁia,

¥y (2) wm diluyente o vehiculo acepteble en farmacia.

ximademente 0,01 a anroximadameﬁfe 99,5% en peso, basado en

el peso de la compos1016n. . o L
I.a comp031ci6n antibibtica de la presente inven--
¢ién puede estar en cualesquiera de las formas de dosifica-
cién usualmente empleadas, pero se prefieren especialmente
1as preparaclones para :.nyecc:uSn ¥ cépsulas. o
Preferiblemen‘be, como los antibidticos basicos so-
lubles en agua conocidos, se prepara wn inyectable llenando

un vial con wn polvo liofilizado del antibiético, preferi-

ve el contenido del vial en wn liquido disolvente, para ad-
ninistracién.

Entre los diluyentes o vehficulos se incluyen, por
ejemplo, diluyentes liquidos tales como agua destilada para
inye’ccidn ¥ solucidn isoténica fisioldgica, y vehiculos sé-
lidos tales como lactosa, almiddn, azdcar blanco, glucosa,
celulosa cristalina, carbonato céleico, caolin, D-manita,
netasilicato aluminato de magnesio, sulfato cdleico, fosfa-

to céleico y bentonita. También se prefiere la adicién de

KA-6606 I|KA-6606 IT | XA-6606 ITI | KA-6606 IVl|-

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

blemente junto con un estabilizador, ¥y en el uso se disuel- |-
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~estabilizadores tales como bisulfito sédio:o 4cido.
B Ta dosis de la sustancis gntibibdtica de la presen-
te invencidén se puede elegir adecuadamente, y es, por ejem
plo, aproximadsmente 0,01 a aproximadamente 100 mg/kg/dfa.
' As{, segfn la presente invencidén, se pueden pro-
porcionar composiciones antibiéticas para animeles distin-
tos de los seres humanos, tales como aves de corral, anm'a,-
les domésticos ¥y peces de pisci facuorj‘.a, ¥ compos:u.clonezﬂ
antibiéticas para el hombre. Estas compos:Lc:Lones son u‘l:1-
les como agentes antibacteriznos que tienen amplio especuro
antibacteriano.

Ia sustancia KA-6606 de la presente 1nVenc16n tem—
b:Lén es util como material para producir sus derivados.. ‘f

-Los siguientes ejemplos ilustran la presente :i.1i-~
vencién en més detalle. 7
Ejemplo 1

Se preparé un medio de cultivo a partir de 3% de
almidén, 155 de harina de soja, 0,5 de lfquido de macera-
cién de mafz, 0,2% de extracto de levadura, 0,055 de sulfa-
to de magnesio, 0,37 de clorure sédico, 0,3% de carbonato
céleico, 0,001 de cloruro cobdltico hexshidratado, y agua

corriente, se ajusté a wa pH de 7,0, ¥ se esterilizé. La

vada a 272C duran'i:e aproximadamente 50 horas, para formar
wm primer cultivo de siembra.

Doscientos mililitros del primer cultivo de siem-
bre se transfirieron a w fermentador de 200 litros, que
contenia 100 litros del mismo .n;edio_ estéril que antes,. ¥ 1%
de aceite de semilla de algodén. EL cultivo se e:fe;:tué mien

tres se agitaba a 225 rpm, con un caudal de aire de 50 li-

e e -

cepa KC~6606 fué inoculada en el medio de cultivo, y culti-

[}

ARy A AT A o s A M mesmpy e hims r n e e~
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tros por minuto, a 272C, -duranie 4 dias.
™ Pras el cultivo, se afiadié 4cido swiférico al eal-
do de cultivo para ajusbtar su pH a 2,0. Tuego se filtré el
caldo de cultivo con usom de Dikalyte (Dikalyte Orient Co.)
como coadyuvante de filtracidn. Se afiadié solucidén acuosa
dilufda de hidréxido sédico al filtrado, para ajustar su
;éH a 8,0, y se pas6 a través de una columna de una resing
intercémbiaaora de cationes, Amberlite IRC-50 (forma rmf)
2e1 eflueﬁ’ce se desprecié). Tras lavar la columna de resi-
ﬁa con agua desionizada, la sustancia activa adsorbida fud
elufda con hidréxido aménico 1N. La actividad del elufdo se
deterniné por un método con disco de papel, usando una,! plaf-
ca de agar de Bacillus subtilis. Ias fracciones que tef-i‘i‘af_;
actividad se reunieron, y se concentraron a aproximada:ﬂégi-l
te 50 ml bajo presién reducida. El concentrado se liofilizé,
proporcionando 8,8 g de wn polve crudo de sustencia KA-6606.
Ocho gramos del polvo crudo se disolvieron en 50
ml de agua destilada. Tras ajustar el pd a 7,0, la solucién
se pas6é a través de una colurma (3 x 150 cm) de una resina
intercambiadora de cationes, Amberlite CG~50 I (forma NH4*).
Tras lavar con agua desionizada, las porciones activas se
obtuvieron por elucién en gradiente, entre 5 1 de hidréxido
aménico 0,0l y 5 1 de hidréxido aménico 1N, a un caudal
de 150 ml/hora, y todas las fracciones, cada wna de las cua
les contenfa 25 ml, se determinaron por el método del disco
de papel. las fracciones que contenian ingredientes corres-
pondientes a KA~-6606 I, fracciones que contenfan ingredien-
tes correspondientes a KA-6606 II, fracciones que contenfan
ingredientes correspondientes a KA-6606 III y fracciones que

contenfan ingredientes correspondientes g KA-6606 1V, res-
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pura, y 10 mg de KA-6606 II como base libre pura.

tioja nGm. 33
pectivamente, se recogieron y liofilimaron, proporcionendo
80 mg de un polvo crudo que contenia KA-G606 I, 16 mg de
uwn polvo crudo que contenia KA-6606 II, 120 mg de un polvo
crude que contenfa KA-6606 III, y 794 mg de un poivo crudo
que. contenia KA=-G6606 IV, respectivamente.

El KA-~6606 I y KA~6606 II liofilizados se disole
vieron, respectivamente, en agua, ¥y tras ajustar el pH'éﬁ:f
7,0 cada wna de las soluciones se pasé a través de unaléb—
luma (1 x 150 ecnm) de una resina intercambiadora de ani;ées,
Dowex 1x2 (forma OH). La porecién activa se reveld con é@a

desionizada, y las fracciones activas se reunieron y liofi-

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

Yor separado, 120 mg del polvo crudo que contenfe:
éustancia Ki-6606 III‘se disolvieron en agua, y la solucién
se -pasé a través de wa colunna (2 x 60 cm) de gel de sfli-
ce, rellena con unz mezcla disolvente de cloroformo-metanol-
~hidréxido aménico al 17% (1:8:3), para elufr el KA-6606
III con ¢l disolvente anterior. Ias fracciones elufdas co-
rrespondientes se concentraron bajo fresién reducida y se
liofilizaron, proporcionendo 70 mg de un polvo blanco de
KA~6606 IITI. El fratamiento de 794 mg del polvo crudo que
contenia Ki-6606 IV, de la misma manera, propo_rcioné 50 ng
de un polvo blznco de .KA—6606 Iv.

Cada uno de log productos liofilizados se disolvidé
en agua, Yy tras ajustar el pH a 7,0 la solucién ge cromato-
grafié en una colwmna (1 x 10 cm) de una resina ihtercambia—
dora de aniones, Dowex 1x2 (forma OH™), y la pox_'cidn aéti-
va se eluybé con agua desionizadé. Las fracciones activas

8¢ recogieron y liofilizaron, proporcionando 12 ng de

3 e s e § s e s &
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KA-6606 III como base libre pura, y § mg de KA-6606 IV cono
[base libre pura, respectivamente.

Se prepard un medio de cultivo a partir de 2;¢ de
alniddén, 1% de harina de soja, 0,55 de liquido de macera-
cién de maiz, 0,05% de sulfato de magnesio, 0,30 de clo_ru—-.
ro sédico, 0,3% de carbonato cdlcico y agua corriente, sc
ajustd‘a un pH de 7,0 ¥ se esterilizd. Be inoculd la cepa
KC-6606 ¥ se cultivé a 279C durente sproximadamente 50 hew
ras, formendo un primer cultivo de siembra. Cien milili"!;}'o-s
del primer cultivo de siembra se {transfirieron a wn fennerf-

tador de jarro de 20 litros, que contenfa 10 litros delm:._g_

mo medic estéril que antes. El cultivo se efectud con agi-

|tacién a 250 rpm, a wn caudal de 10 litros por minuto, a

27¢C, durante 4 dias.

_ De 1la misma manera que en el Ejemplo 1, se tratd
ei caldo de cultivo y los productos deseados se aislaron

¥y purificaron. Este método dié como resultado 20 mg de
XA-6606 I como base libre, 4 mg de KA-G606 II como base li-~
bre, 4 mg de KA-6606 III como base libre, y 5 mg de KA-6606
IV como base libre, todos en la forma purificada.

Ejemplo 3 -

Cuarenta miligramos del KA-6606 I obtenido en el
Bjemplo 1 o 2 se disolvieron en 1 mol de una solucidn acuo-
sa 417 de hidréxido sédico, ¥y la solucidén se calenté durante
1 hora. La mezels de reaccibén se disolvid en 100 ml de agua,
ge neutralizé, y se pasé a bravés de una columa (1 x 10 cm)
de una resine intercambiadora de cabiones, Amberlite CG-50

(forma HH4+). La colwma se lavé con 100 ml de agua desioni-

- kada, ¥ se eluyé con hidréxido aménico 1N, Les fracciones
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que tenian actividad antibacteriana y mostraron resultado
positivo en una reaccion de ninhiarina se recogieron y lio-
filizaron, proporcionando 23 mg de un polvo blanco de KA-
-6606 11, como base libre.
Ejemplo 4

Cuarenta miligramos del KA-6606 |11 obtenido en el
Ejemplo 1 o 2 se disolvieron en 1 mi de un hidroxido sodico
4N, y la solucion se calenté durante 1 hora. La mezcla de
reaccion se disolviéo en 100 mi de agua desionizada, se neu-
tralizd y luego se pasé a través de una columna (1 x 10 cm)
de una resina intercambiadora de cationes, Amberlite CG-50
(forma NH”). La columna se lavé con 100 mi de agua desio-
nizada, y se eluyé con hidroxido amonico 1N. Las fracciones
que mostraron resultado-positivo en una reaccién de ninhir-
drina, y tenian actividad antibacteriana, se recogieron y
liofilizaron, proporcionando 18 mg de un polvo blanco de
KA-6606 11, cono base libre.
Ejemulo 5

Cuarenta miligramos del KA-r6606 IV obtenido en el
Ejemplo 1 o 2 se trataron de la misma manera que en el Ejem
Pio 3. Como resultado se obtuvieron 26 mg de un polvo blan-
co de KA-6606 Il, como base libre.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencion propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente.de
Invencion en Espafia, por VEINTE anos, son los que se reco-
cen en las reivindicaciones siguientes:
| la.- Procedimiento para obtener un antibidtico,
que comprende cultivar una c&pa productora del antibidtico

KA-6606 de la estructura siguiente:
cH

Estructura (1)

R
del gonero Saccharopolyspora, aislar el antibiotico KA-6606
del caldo de cultivo, y separar del antibiotico KA-6606 re-
sultante al menos un antibiotico elegido del grupo que cons-

ta de antibiotico KA-6606 | de la estructura siguiente:
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A/ \ : | Estructura (1-a)
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a
1
(1-c)
5
10 CHNHCONH®
y antibiotico KA-6606 IV & la estructura siguiente:
15
20
CHWBCHO

2™ .- Procedimiento segun la reivindicacion 1& que
comprende ademés tratar el antibidtico resultante con un
acido inorganico u organico aceptable en farmacia, para

25 obtener un antibidtico en fonna de una sal de adicién de
acido.

33.- Procedimiento segun la reivindicacién 13, don
de la sustancia productora de antibiotico KA-6606 es Saccha
ropolyspora hirsuta KC-6606.

30 43.- Procedimiento se;?6n la reivindicacién 1S, don

050478
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de el cultivo se efectla bajo condiciones aerobias, a una
temperatura do aproximadamente 200 a aproximadamente 40EC.

5S.- Procedimiento segun la reivindicacion 18, don
de el compuesto separado elegido de los antibidticos KA-660(
I, KA-6606 111 y liA-6606 IV se trata con un alcali o &cido,
para convertirlo en antibiético KA-6606 I11.

6a.- Un procedimiento para obtener un antibiotico.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, representado en los dibujos que se acompafian y con
los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de TREINTA Y NUEVE hojas escri

tas a maquina por una sola cara.
Madrid, 19.AN1978
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