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RESUÎ BN DE LA INVENCION

j Un nuevo complejo an tib ió tico  denominado aquí Bu-2313 

se produce por fermentación de M icropolispora esp. ATOO 

31295, 31296, 31297 y  31298. El complejo se separa en dos 

componentes b ioactivos , Bu-2313-A y  Bu-2313By que están-es*- 

tructuralmente relacionados con e l grupo de an tib ió ticos  de 

estrep to lid ig in -tirandam icina . Son activos contra la s  bact'e-  ̂

r ía s  anaerobias. ^

/ COMPENDIO DE LA INVENCION - J.
/ - ' /  
f, Esta invención se r e f ie r e  a nuevas sustancias an*!¡i-bió-

t ic a s . Más especialmente, se r e f ie r e  a un complejo ant^brór- 

tico'denominado aquí Bu-2313, siendo producido dicho cdmple- 

jo  por cu ltivo  de una cepa de M icropolispora caesia  con.las 

ca ra c te r ís tica s  iden tificadoras del ATCC-n^ 31295, 3123,6, \ 

3 1 2 9 7  y 3 1 2 9 8  bajo condiciones aerobias conocidas,en.un*me­

dio acuoso hasta que se produce en e l medio de cultivo?uhá- 

cantidad sustancial de Bu- 2 3 1 3  y, opcionalmente, recuperando 

e l  Bu-2313 del medio de cu ltivo .

¡ Esta invención también proporciona dos nuevos compo­

nentes a n tib ió t ico s  de Bu-2313, denominados Bu-2313A y 

Bu-2313B, que se recuperan d e l complejo de Bu-2313 por pro­

cedimientos cromatográficbs. El Bu-2313 y sus componentes 

b ioactivos  Bu-2313A y Bu-2313B presentan activ idad  antibac­

teriana  contra diversas bacterias anaerobias y algunas bac­

te r ia s  aerobias. El Bu-2313A y ¿1 Bu-2313B son á t i le s  en e l 

tratam iento de la s  enfermedades in fecciosas en lo s  animales, 

inclu ido e l hombre, especialmente en la s  enfermedades causa­

das por bacterias anaerobias.
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! DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
!
' La Figura 1 maestra e l espectro áe absorción u ltra v io ­

le ta  de Bu-2313A en etanol, en NaOH N/10-5 % e ta io l,  en t  am­

pón de fo s fa to  a pH 7,0 y en HC1 N/10-5 % etanol.

La Figura 2 muestra e l espectro de absorción u ltra v io ­

le ta  de Bu-2313B en etanol, en NaOH N/10-5 % etanol, en ham­

pón de fo s fa to  a pH 7,0 y en HC1 N/10-5 % etanol.

.La Figura 3 muestra e l espectro de absorción in fra rro ­

jo  del Bu-2313A cuando se forma una p a s t il la  con bromuro po­

tá s ico . - _

La Figura 4 muestra e l espectro de absorción in fra rro ­

jo  del* BU-2 3 1 3 B cuando se forma una p a s t il la  con bromuro po­

tá s ico .

 ̂ La Figura 5 muestra e l espectro de resonancia magnética 

nuclear de BU-2313A en CDCl  ̂ (60 MHz).

.'La Figura 6 muestra e l  espectro de resonancia magnéti­

ca nuclear de Bu-2313B en CDCl  ̂ (60 NHz).

-Los compuestos Bu-2313 y  sus componentes Bu-2313A y 

Bu-2313B pueden ser producidos por fermentación de ciertas* 

nuevas subespecies cromógenas de Micropolyspora caesia. Las 

estructuras de Bu-2313A y Bu-2313B son la s  sigu ientes:



Bu-2313A R =.CH^ 

jBu-23l3B R = H

El Microorganismo

En e l  curso áe una selección  de a n tib ió ticos  an ti— 

anaerobios, se a is ló  una cepa de actinomiceto o ligospórica  

nS E864-61 de una muestra de iie n u  recogida en e l d is t r ito  de 

Rajasthan, Ind ia . Se a is ló  a 42°C en una placa de agar,de^-._  ̂

medio de extracto-peptona-sales inorgánicas suplementadb"c^n - 

2 ^LCg/ml de d ih id rox im etilfu ra triz in a  y 4 0  mcg/ml de nigtar-j 

t in a . Se h a lló  que la  cepa E864-61 producía un huevo copple-- 

30 a n tib ió t ico  Bu-2313, que es activo  fundamentalmente Con­

tra  d iversas bacterias anaerobias.

M orfo logía  ^

La cepa E864-61 forma esporas sobre- lo s  m icelios-háreoí 

y !del substrato . La. aayoría de la s  esporas son in d iv id u ó le s

y  se encuentran directamente sobre la s  h ifa s  o sobre esporpfe-
I ' -

ros cortos . Ocasionalmente se observan esporas apareadas y
i * ' ,

cadenas de 2 a 8 esporas. El co lor del m icelio  aereo es.; blan­

co, volviéndose más tarde de color verde azulado mate o verde 

grisáceo pálido con abundante esporulación. En e l medio de

agar se producen dos tipos  de pignento, v io le ta  y verde os­

curo. Las esporas son de forma es fé r ica  a ova l, de un. tamaño 

de 0 ,5-0 ,7  por 0,5--],2 mieras y su superfic ie  es l is a .  Las 

h ifa s  aéreas ocasionalmente se retuercen en varias  vueltas, 

que pueden l le g a r  hasta d iez, con e l aspecto de una cadena 

de esporas re c ta . Generalmente no se observa fragmentación 

del m ice lio  de l substrato, mientras que una variante sin mi­

c e lio  aéreo forma celdas fragmentadas después de un largo pe­

riodo de incubación. La cepa madre (S-2 ) es susceptible de
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formar va llan tes  espontáneas que d ifie ren  en su capacidad 

de formación de una masa.verdosa de esporas, e l m icelio  aé­

reo ' o e l pigmento v io le ta  o verde. Las propiedades de la  

cepa o r ig in a l y de algunas variantes se encuentran en la  Ta 

b la I .  '*

-TABÍÍA I

Cepa número

Masa ver
dosa de %  M icelio  

poras" aéreo

Producción de 
pigmento

V io le ta  verde

Relación .de 
Bu-2313A/IP-" 
2313B produ­

cida

S-2 (cepa 
o r ig in a l) + + + + 8 : 2

S-26 (va­
r ia n te ) ' + + -  - - 1 : 9 ^

S-7 (va­
r ian te ) - + - * - 6 : 4

Y-29 (va­
r ian te ) + 1 : 9

La variante Y-29, producida a p a rtir  de la  cepa o r ig i­

na l S-2 por técnicas de aislamiento de monoesporas, es" se lec­

cionada como cepa muy productora. Se han depositado cu ltivos  

de actinomiceto E864-61 cepas S-2, S-26, S-7 e Y-29 en la  

American Type Culture C o llection , Washington, D.C, y se han 

incorporado a su co lecc ión  permanente de microorganismos como 

ATCC números.31295, 31297, 31296 y 31293, respectivamente. 

Composición de la  pared celu lar

La cepa E864-61 contiene meso-DAP, galactosa y ramnosa 

como componentes de diagnóstico de la  pared ce lu la r . La com­

posición  de la  pared ce lu lar se encuentra en la  Tabla I I .
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Composición de aminoácidos e hidratos de carbono de la

\ TABLA II

pareá ce lu lar
A -

Aminoácido

meso-DAP

LL-DAP

G licina

Acido glutámico 

Alanina

Hidratos de carbono 

Arabinosa

Galactosa
!

Ramnosa

Cepa ES64-61 

+*!*+

+++

+++

+++

+

trazasMañosa *

C aracterísticas de cu ltivo

La cepa E864-61 crece vigorosamente sobre medios -nU.tri  

tivamente r ic o s  ta les  como agar extracto de levadura-extract 

de malta y agar de Bennett, mientras que e l  crecimiento es 

pobre en medios químicamente defin idos ta le s  como agar almi­

dón-sal mineral, agar glucosa-asparagina, agar t iro s in a  y 

agar glucosa-sales amónicas. No experimenta ningdn crecimien 

to  sobre agar Czapek. ..

.La cepa o r ig in a l de E864-61 (S-2) forma esporas y mi­

c e lio  aóreo abundantes. Produce dos tipos de pigmento: un 

pigmento pórpura r o j iz o  a marrón ro jiz o  sobre agar extracto 

de levadura-extracto de malta, agar peptona-extracto de l e ­

vadura-hierro y agar glucosa-sales amónicas y un pigmento 

verde oscuro sobre agar harina, de avena, agar t iro s in a  y agar 

de Bennett. La variante nS S-26 esporula bien y. forma mi 

c e lio  aóreo pero carece de capacidad de formación de pigaentc
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i La varian te ne .s-7 forma un m icelio  aáreo blanco 

s in  masa de esporas verdosa y produce abundante pigmento pdr- 

pura r o j iz o  pero no produce e l pigmento verdoso. La variante 

ns Y-29 carece de capacidad de formación de masas do esporas 

y ¡de m icelio  aóreo y por lo  tanto presenta un aspecto simi­

la r  a l de una bacteria . Produce solamente un pigmento verdo­

so pero esta propiedad es perdida fácilm ente por transferen­

c ia . Las ca rac te r ís tica s  de cu ltivo  de la  cepa o r ig in a l"y  de 

la s  variantes espontáneas se encuentran en la  Tabla I I I .
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25
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TABLA I I I

ns.rK.cteríst^ .f'K de cu ltivo  á eJ ^ e 'o a J ^ 864̂ 6j.__ 

n ^ a  E 864-61  ^ S -2 ] ^ ^ l a ^ ^ _ n í J L 26  B E

to  (agap deCzapek)

AM

D
i ' '  13 T-*

. ^  harina .e  nte . .  W  ^ e §
na ( IS P n -3 /  pQ -

D I.?arr6n r o j iz o  pá Ninguno 
l id o

. - p VM Crecimiento esca Crecimiento escás)
4. Agar ao

minerales (ISPnr 4J

AM

no 
o c 
lo r 
Moá

' Nií

Cr(
do,
so2 . ^  ^ . .  ^

vadura-extracto de s. H e n e o - '
malta (IS P  nS 2 ) . . Abundante. Amarillo N I

AM Abunaanre.Veríe ^ y ^ g r i s á -  B i
a a a la í. mate Se.

D Marrón r o j iz o  pa Parrón r o j iz o  P^--:
l id o  o° " i "  ,

Na
te

Ci
de
me
Ni
B]

Pi
t

C
K
p

N
c

25

D !
o m  Oreoimiento esoa Oreeimiento escasa

S .-Agarglnoosa-aspa- . ^
ragm a (ISP n- ... - Escaso. Blanco

Ninguno
AM

D

6. 4gar oeotona-ex- 
tyacto de le-vadura- 
h ierro (ISP n^ 6)

. .  W  Cracimianto pobre Crecimiento pobre..

AM Ninguno
Ninguno

D Púrpura r o j iz o  Ninguno 
mate

30
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TABLA I I I

Características As cultivo Re la  cena ¿864—61 y de sus variantes

Cepa E864-61 n^S-3 Variante ns s-26 Variante ns S-7 Variante n$ Y-29

VM no hay crecim ien 
to

AM .

no hay crecimiento no hay crecim iento 
o crecimiento de cj) 
lon ias . Rosa oscuro 
M oderadoB lanco.

No hay crecim iento

D ' * .* Ninguno *

). VM Crecimiento mode 
rado. Marrón ro*^. 
so

Crecimiento modera 
do. 1 Jarrón amari-** 
l i e n t o 'j  *

Crecimiento modera 
do. Naranja inten? 
so. . . .

Crecimiento moderado 
Verde oro u oliva.

AM Abundante^ Verde 
azulado mate

Abundánjre. Amarillo 
mat e á' Verde g r isá ­
ceo pulido

Ninguno o escaso. 
. Blanco

Ninguno

D Marrón r o j iz o  pá 
l id o

M arrón 'ro jizo  páli. 
do -

Naranja r o j iz o  in  
tenso

Dorado u o liv a

1. VM Crecimiento mode 
rado. Verde oscu 
ro

Crecimiánto-moderq
do. Mattrón pá lido " 

, '

Crecimiento modera 
do. Púrpura r o j iz o  
mate

Crecimiento escaso. 
Amarillo mate

AM Abundante. Verde 
azulado mate

Escaso.,Blanco y 
verde,'grisáceo pá-- 
l id o  " *

Ninguno o escaso. 
Blanco

Ninguno

D Marrón r o j iz o  pá 
l id o

Ninguno Púrpura r o j iz o  ma­
te

Ninguno

!.-*VM Crecimiento esca 
so "

Crecimiento escasa Crecim iento'escaso. 
Marrón am arillento 
pálido

Crecimiento escaso. 
Incoloro

AM Nulo o escaso. Blan 
co ,

Ninguno

. B ) Rosa púrpura pálido Ninguno

VM Crecimiento esca 
so

Crecimiento escasa Crecimiento escaso. 
Naranja

Crecimiento pobre. 
Blanquecino

AM Escaso. Blanco Ninguno Ninguno

D Ninguno Ninguno Ninguno

. n i Crecimiento pobre Crecimiento pobre;. 
Incoloro

Crecimiento re s tr in  
gido. Incoloro **

Crecimiento pobre. 
Blanquecino

AM Ninguno , Ninguno Ninguno Ninguno

D Púrpura rojizo^ Ninguno Ninguno Ninguno
mate
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1 TABLA 111 (Cont.)

Ceca E864-61nSS-2 Variante ns S-2g

7. Agar t iro s in a  
(ISP. n3 7)

C. VM Crecimiento res ­
tr in g id o . Verde 
o liv a

Crecimiento pobre. 
Rosa am arillento 
pálido

5 AM Abundante. Verde 
azulado pá lido

Escaso. Blanco

D Ninguno Ninguno

8. Agar glucosa- 
sales amónicas

C. VM Crecimiento pobre, 
marrón amarillento 
pálido a marrón ro 
j iz o  pálido

Crecimiento escaso. 
Marrón.pálido

AM Escaso. Blanco Escaso. Blanco
10 * D Ninguno

¡
NiiigMípo

- 9. Agar de Bennett c . v n Crecimiento modera 
do. Verde oscuro "

* ' *
Crecimiento pobre. 
Incol.Qro

AM Abundante. Verde 
grisáceo pálido

Escaso. Blanco o ver 
de*'gr-isáceo pálido

. D O liva Ninguno

15

-

 ̂ * 'i * '

r 20

-

25
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TABLA I I I  (Cont.)

Ceca E864-61n°S-2 Variante nS S-2g Variante nS S-7 Variante n9 Y-2$

VM Crecimiento res ­
tr in g id o . Verde 
oli*va

Crecimiento pobre. 
Bosa am arillento 
pá lido

Crecimiento pobre. 
Harrón am arillento 
pálido

Crecimiento pobre. 
Dorado

AH Abundante. Verde 
aznlado pálido

Escaso. Blanco Escaso. Amarillo 
pálido

Ninguno

D Ninguno Ninguno Pórpura r o j iz o  mate Ninguno ;

VH Crecimiento pobre, 
marrón amarillento 
pálido a marrón ro 
j iz o  pálido

Crecimiento escaso. 
Harrón .pálido

Crecimiento escaso. 
Harrón amarillento 
.pálido

Crecimiento esca­
so. Harrón dorado 
y marrón am arillen 
to .

AH Escaso. Blanco Escaso. Blanco Ninguno Ninguno

D Ninguno
¡

Ningdip Pdrpura r o j iz o  in  
tenso

Ninguno ¿

W Crecimiento modera 
do. Verde oscuro

Crecimiento pobre. 
Incod,qro

Crecimiento modera 
do..Naranj a in t  enso

Crecimiento .pobre. 
Blanquecino -

AH Abundante. Verde 
grisáceo pálido

Escaso. Blanco o ver 
de*'gr-isáceo pálido

Ninguno Ninguno

D Oliva N in^ño Rosa grisáceo Ninguno .

í



C aracterísticas f is io ló g ic a s

¡ La cepa E864-61 es un actinomiceto aerobio y m eso fili-  

co. La temperatura óptima 3e crecin^iento para la  cepa o s c ila  

e n tre '32° y 42°C y se obtiene un crecim iento moderado a 20° 

y,48°C* No se observa crecimiento a 55°C. Las reacciones f i ­

s io lóg icas  y  la s  u tiliza c ion es  de hidratos de carbono de la s  

cepas^original y variantes se encuentran en la s  Tablas IV y 

V respectivamente. ^  -

' ¡ ' ' TABLA IV  .

 ̂ Reacciones f is io ló g ic a s  .

Método y medió

Caldo de Czapek'de sa 
caro sa -n itr at o

0,5% extracto de l e ­
vadura, 1,0% glucosa. 
0,5% KNO ,̂ 0,1%CaC0 '̂

Medio basal: 1% ex­
tra c to  de levadura,
2% almidón, so lub le, 
1,5% agar

. ^Ensayo_______ Respuesta
i S-2 S-26 Y-29

N itrit 'os  a p a r t ir  -  +
de n itra tos  en me­
dio ¡inorgánico

N itr ito s  a p a r t ir  -  -  -
de n itra tos  en me­
dio orgánico

Tolerancia a l  c ío -  Sustancialmente mo 
ruro sódico derado a una con-"

centración de 4% o 
menos de NaCl. No 
hay crecimiento a l 
5% de NaCl

H id ró lis is  de la  
caseína en medio 
de agar

++ ++ -  Medio de agar de Lúe- 
demann

Reacciones en solu 
ción de leche des­
cremada

Coagulación: ++ +

Peptonización: + - -  *

Licuefacción de la  
ge la tina ++ +

1,0% extracto de mal" 
-  ta , 0,4% extracto de 

levadura, 0,4% gluco­
sa, 16% ge la tin a .
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TABLA IV  (Cont.)
i
í Ensayo Respuesta Método y medio

-. : S-2 S-26 Y-29

-

5

Producción de HgS 
a p a rt ir  de L - 
c is te ín a

. i

++ ++ ++ L -c is te ín a  (0,1%) 
agregada a caldo di 
triptona-ext'racto 
de levadura (medio 
ISP nB 1) más agar. 
H2 S detectado por 
una t i r a  de.papel 
que contenía solu­
ción acuosa a í 10% 
de acetato de plomo

-
10 H id ró lis is  de 

t iro s in a
la + + + Se omitió la -L -as - 

paragina del agar 
de tirosina-.-'^

Formación de me- 
lanoide

— — - — Agar t iro s in a  y 
agar peptona-leva- 
.dura-hierro.

ie

Cat¿Lása ++ ++ ++ Crecimiento de una 
noche, sobre agar 
nu trien te. Solución 
de peróxido.de h i­
drógeno. - ; /

Oxidasa Crecimiento de una 
noche sobre agar 
nu trien te. Reacti­
vo de Kovac.

20
Efecto de la  tem 
per atura

Crecimiento máximo 
a 32-42°C. Creci­
miento moderado a 
20°C y 48°C. Nulo 
crecimiento a 55°C

Extracto de le va - 
dura-exbracto de 
malta.

25 -

-
30 -

--
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1 TABLA V
i ,

U tiliza c ió n  de hidratos de carbono de la  cepa E864-61

i Cepa o r ig in a l Variantes ndmeros

!EQO] S-26 S-7 Y-29

s
1 . G licero l + - + + +

2. D(-^arabinosa 4, 4 +

3 . L(+)-ar abino sa 4* + 4 +

4. D -xilosa +? + +

5* D-ribosa + r + 4 * -. +

6 . L-ramnosa 4 .. + — ' r  +
10 7 . D-gluco*sa (con tro l 

p os it ivo ) + J + + +

8 . Drgalactosa 4 4 '"  +

9. D-íructosa + ' + 4̂ **

' 10. D-manosa + + - ' ' +

1S
1 1 . L (-)-sorbosa T- -

12. Sacarosa - - -

13. Lactosa + + -  .

1 4 . Cel.obiosa 4 4 + +

15. M elibiosa + - 4 + +

20 16. Trehalosa + t- + 4

17.., Bafinosa - - - -

1 8 . D (+ )-m elezitosa - - - -

19. -Aü-midón soluble + + + +

20. D u lc ito l - - - -

21. In o s ito l - - + 4
25 22. D-manitol 4 4 +

23. D -sorb ite l - - - -

24. Salicina + ' - - -

25. Celulosa - - - -

Medio basal: Medio basal de Luedemann

30 Condiciones.de c u lt iv o : 37°C, 2 semanas.

-
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Taxonomía

jLas  ca rac te r ís tica s  m orfológicas y- de composición de 

la  pared ce lu la r de la  cepa E864-61 indican que e l organis­

mo debe ser c la s ifica d o  en la  fam ilia  Nicromonosporaceae 

Krasiln ikov 1938, descrita  en e l Manual.of"Determinativo

B acterio logy de Bergey, 8& edición, 1975. Cuando se compara 

con e l género de la s  Nicromonosporaceae, la  cepa E864-61 es 

d ife ren te  del género Micromonosuora en su formación de mi­

c e lio  aéreo y.en la  composición de su pared ce lu lar de l T i­

po IV aunque hay presente ramnosa en lugar de arabinosa. Tam­

bién  d i f ie r e  de lo s  géneros Thermoactinomyces,' A c tin ob ifida . 

Thermomonospora, Microbispora y Microt etraspora en la  mor­

fo lo g ía  de la s  esporas y en e l  tip o  de pared ce lu lar (.Ti­

po I I I  para estos géneros). E l más relacionado con la  cepa 

E864-61, en e l tipo  de pared ce lu la r, m orfología de la s  es- 

ppras y modo de esporulación, es e l  género Micropolyspora.

Ŝ e han descrito  ocho especies bajo e l género Micropolyspora 

y se observa una diversidad considerable entre la s  especies 

en e l  nAmero de esporas en una cadena. Se há informado que 

Micropolyspora caesia contiene de 1 a 5 esporas y tres  espe­

c ie s  de 5 a 20 esporas en una cadena. La cepa E864-61 es s i­

m ilar a la  Micropolyspora caesia Kalakoutskii 1964 en que 

forma predominantemente esporas ind ividuales y ocasionalmen­

t e  cadenas de 2-8 esporas*. Además, la  cepa se parece a 

M. caesia  en e l c o lo r  de su m icelio  aéreo, en e l  'in tervalo 

de temperaturas de crecim iento y en e l tipo  de pared celu­

la r ,  aunque d if ie r e  de esta Altima en la  producción de dos 

c lases de pignento d ifu s ib le . Asi, la  cepa E864**61 se con­

sidera  una nueva subespecie cromógena de Micropolyspora
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1 caesia.

í Como la  cepa ES64-61 es fácilmente mutable natural o 

a r tific ia lm en te , debe entenderse que esta invención no se 

lim ita  a la  cepa o r ig in a l S--2 o a la s  varian tes S-26, S-7

5 ó Y-29. Se pretende específicam ente 'inclu ir todos ío's mu- 

tantes y-varian tes naturales y a r t i f ic ia le s  productores de

10

Bu-2313 que puedan obtenerse a p a rtir  de lo s  organismos des- 

-critos  por medios ta les  como radiación X, rad iación  u ltra ­

v io le ta ,  tratamiento con mostazas nitrogenadas, exposición 

á fa g o s  y s im ilares. Como en e l caso de otros an tib ió tico s  

se prevé que puede conseguirse una. mayor producción dé 

Bu-2313 mediante la  selección  de cepas altamente producto­

ras después de la  selección de una sola colon ia , por t r a ta ­

miento con diversos mutágenos o mediantá lo s  procedimientos

18 genéticos de recombinación, transformación o transducciÓn. 

Preparación del an tib ió tico
i - '

El complejo an tib ió tico  Bu-2313 es producido cu ltivan -
I r

do una cepa de Micropolyspora caesia E864-61 (y  p re fe r ib le -  

mente áTCC ns 31295, 31296, 31297 y 31298), en condiciones
20 aerobias sumergidas, en un medio n u tr it ivo  acuoso. Los pro­

cedimientos generales u tilizados  para e l cu ltivo  de otros 

áctinomicetos son aplicab les a l cu ltivo  de Micropolyspora 

caesia E864-61. El medio n u tritivo  debe contener una o más

25
fuentes de carbono asim ilable como g l ic e r o l ,  glucosa, fruc­

tosa, mañosa, almidón, dextrina, maltosa, melazas, ace ites , 

grasas y s im ilares, en estado purificado o crudo. El medio

30 ,

n u tr it iv o  también debe contener una o más fuentes de n itró ­

geno asim ilab le como, por ejemplo, harina de soja , harina 

de pescado, extracto de malta, peptona, extracto de leva ­

dura, solubles de d e s t ile r ía , harina de gluten, l ic o r  de
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in fusión  de maíz, harina de sem illa  de algodón, caseína,
! ' ' ' 

sustancias proteicas h idrolizadas, n itra tos , sales amóni-

cas'y urea y s im ilares. También pueden agregarse a l medio

sales inorgánicas nutrientes como cloruro sódico, su lfato

potásico, su lfa to  magnésico, carbonato cá lc ico  y cantidades

tra za  de sa.les de metales peshdos como cobre, cinc, manga-

neso, h ierro  y s im ilares. En e l  cu ltivo  sumergido aireado,

puede u t il iz a rs e  un antiespumante como parafina líqu id a ,

a ce ite  de so ja , grasa o s ilioon a . ;

'P referib lem ente, la  temperatura de fermentación debe 

estar comprendida entre alrededor de 20°C y 48°G y lo s  l í ­

m ites más p referidos son de 32 a 42°C. El pH del medio de 

fermentación debe estar comprendido aproximadamente cutre 

5 y 10 y  e l  in terva lo  preferido es alrededor de 6 a 8. Nor­

malmente, se obtiene la  producción óptima en 3 a 7 d ía s . . 

Cuando se realiza la  fermentación en tanque, es conveniente 

producir un inóculo vegeta tiva  en un caldo n u tr it ivo  por 

inoculación del caldo de cu ltivo  con un cu ltivo  en tubo in ­

clinado o en t ie r r a  o con un cu ltivo  l io f i l i z a d o  de l orga­

nismo. Después de obtener de esta forma un inóculo activo , 

se tra n s fie re  asépticamente a l medio de l tanque de fermen­

tac ión . La activ idad  an tib ió tica  en e l caldo de fermenta­

ción  puede ser determinada mediante un an á lis is .en  disco de 

papel-placa de agar u tilizando  Bacteroides f r a g i l i s  como 

organismo de ensayo cu ltivado sobre GAEI (medio anaerobio 

Gifu, N issu i) en condiciones anaerobias. Después de que se 

ha obtenido la  potencia óptima d e l caldo, este áltimo se 

f i l t r a ,  preferiblem ente con un a u x ilia r  de f i l t r a c ió n .  Lo. 

to r ta  m ice lia l se lava  con agua y  e l  f i l t r a d o  combinado 

con la s  aguas de lavado se a justa  a pH 8 aproximadamente
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y se pasa por una columna de una resina polim órica macro- 

re t íc u la r  (macroporosa) no ión ica , t a l  como Diaion HP-20 

(M itsubishi Chemical Industries) o Amberlite XAD-2 (Rohm 

and Haas,' C o .). La columna de resina se lava con agua y me- 

tanol acuoso (v .g .  metan'ol a l 40 %) y dospúós se eluye con 

metanol acuoso a l 95 % aproximadamente. Se combinan la s  

fracciones activas, se concentran a vac ío , y se evaporan o 

. l io f i l i z a n  para obtener e l complejo crudo Bu-2313. El s ó l i ­

do crudo as í obtenido puede ser separado en sus compopen- 

te s , Bu-2313A y Bu-2313B, por cromatografía sobre una r e s i­

na m acrorreticular como se lia indicado antes y/o por croma­

to g ra fía  en ge l de s í l ic e .  ^

Cuando se fermentan algunas cepas de Micropolyspora 

caesia E864-61, se ha encontrado que la 'a d ic ió n  de. g lic in a  

á l medio de fermentación (v .g .  1 %) reprime la  producción 

de BU-2313A ' y da como producto p rinc ipa l BU-2313B. ?

Propiedades.fisicopuím icas de BU-2313A y Bu-2313B ;
! .  . .

.EL Bu-2313A y e l BU-2 3 1 3 B son ambos sustancias ácidas

a isladas como c r is ta le s  de co lo r am arillo pá lido. Son f á c i l ­

mente solubles en la  mayoría de lo s  d isolven tes orgánicos 

\:omo alcoholes in fe r io res , acetato de e t i lo ,  cloroformo y 

benceno; ligeramente solubles en hexano y  agua a lca lin a  pe­

ro  prácticamente insolubles en agua. Son estables en solu­

ción ácida pero menos en solución a lca lin a , siendo in a c t i­

vados a la  temperatura ambiente cuando se mantienen durante 

la  noche en una solución de NaOH N/10. Ambos componentes 

dan reacción pos itiva  con cloruro fó r r ic o  pero reacción ne­

ga tiva  en ninhidrina, antrona y reacción de Sakaguchi y de 

T o llen . EL Bu-2313A y Bu-2313B pueden ser d iferenciados me­

diante dos sistemas de cromatografía en capa fin a  ind ica-
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dos 'a  continuación:
Bf

Componente Sistema 1^ Sistema 2̂ '̂

Bu-2313A - 0,31 0,39

BU-2313B 0 , 0 5 0,30

^ (^el de s í l i c e ,  cloroformo-metanol (100:3)

^  Gel de s í l ic e ,  benceno-metanol (4 :1 )*

El compuesto B^-2313A fu ide a 116-118°C y  es ópticamen­

t e  a c tiv o : = -58° (c  = 0,5, metanol). Presenta un pKa'

de 5,2 en solución acuosa de etanol a l 5 0  %, con un equivale¡Y- 

te  de va loración  de 519 y su espectro de masas da un pico de 

ión  molecular a m/e 517* El compuesto Bu-2313B funde a 160-

162°C y es ópticamente a c tivo : = -69,9^* (c  = 0,3,

tan o l) y -34,9° (c = 0,93, CHCl^). Presenta un va lo r  Re pKa' 

de 4,9 en solución acuosa de etanol a l 46 %, con un equiva,- 

len te  de va loración  de 5 O9 y da un pico de ión molecular a 

m/e 5 0 3  en e l espectro de masas.

Los espectros u ltra v io le ta  de BU-2313A y BU-2313B en 

diversos d isolventes se encuentran en la s  F igs . 1 y 2, res­

pectivamente, y lo s  máximos de absorción están indicados a . 

continuación:

me-

D isolvente 

Etanol

NaOH N/10 -  5% etanol

Tampón de fo s fa to  a 
pH 7,0

H d  N/10 -  5 % etanol

Bu-2313A:\ax ^ ^ ^ ] ^ c m )

235(330), 288(290), 344(535), 

355(555).

257(400), 293(415), 337(520).

261(418), 291(430), 339(482).

241(310), . 361 (690),
373(670).
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15

20

28

30

Disolventes

Etanol

18-

Bu-2313B: ^max. en nm (E ^ ,_ .) t ' 1 cm'

239(220), 295(260), 352(730),368(610)

NaOH. N/10 -  5% etanol 2 4 8 ( 3 2 8 ) ,  295(415), 332(600).
_ t

Tampón de fo s fa to  a 
PH 7,0

HC1 N/10 -  5 % etanol

251(335), 294(454), 332(580).

241(210) 359(656),370(665)

j Los espectros in fra rro jo s  de BU-2313A y Bu-2313B (en 

p a s t illa s  de KBr) están indicados en las  Figuras 3 y 4, res­

pectivamente, y son muy sim ilares entre s í ,  observándose la s

bandas de absorción caracter ís ticas  a 1730, 1660, 1630,
—1

1580 y 1210 cm . En e l  componente A hay presente una banda

defin ida a 1500 cm**̂  mientras 'que e l componente B muestra
" —1̂

la s  absorciones ca racter ís ticas  de N-H a 3200-3400 cm que 

están ausentes en e l componente A. Los espectros de resonan­

c ia  magnética nuclear protónica de Bu-2313A y Bu-2313B.(en 

CDClg) están indicados en la s  Figuras 5 y 6, respectivamen­

te , que ponen de m anifiesto la  presencia de cinco grupos 

C-metilo, un grupo óster m etílico  y un cromóforo ácido trans 

d ienoico. El espectro de BMN del componente A presenta una 

señal N-metilo a 6 3 , 0 3  ppm que está ausente en e l componen­

te  ̂B. El pico de ión molecular se observa por espectroscopia 

de masas para Bu.-2313A (m/e. 517) y Bu-2313B (m/e 5 O3 ) .  Se ob 

servan picos de importantes iones fragmentados en e l  espec­

tro  de masas a m/e 221 (p ico  de base para e l  componente B), 

m/e 2 3 5  (p ico  de base para e i componente A) y m/e 2 8 3  (p ico  

intenso para ambos componentes A y  B ).

Las sustancias BU-2313A y BU-2313B son sustancias ac­

t iv a s  y e lla s  y sus mezclas forman sales con la s  bases. En 

e l sentido u tilizad o  aquí, e l término "s a l no tóx ica  y fa r ­

macéuticamente aceptable" incluye sus sales con cationes me-



t a l i e o s , v . g .  cationes de metales a lca linos o a lca lin o -té  

rreos como sodio, potasio, ca lc io  y magnesio.

! Propiedades b io lóg icas  de BU-2313A Y de . Bu-2313B

Espectro antibacteriano

i í a  concentración mínima de inh ib ición  (CMI) de BU-2313A 

y de! Bu-2313B se determinaron mediante e l método de d ilu ­

ción  seriada a l  doble en agar, u tilizando un aparato m uíti- 

inoculante, fren te  a una variedad de bacterias aerobias y 

anaerobias. Generalmente se u t i l iz ó  medio de agar nutriente 

(Eikén.) para la s  bacterias aerobias, medio de Gonococcuc 

(GC) (Eiken) .para lo s  organismos aerobios molestos como 

es trep to cocos , N eisseria  y Hemophilus, y medio de agar GAM 

(N issu i) para las  bacterias anaerobias.

Las actividades in  v i t r o  de BU-2313A y BU-2313B contra 

d iversos organismos aerobios y anaerobios se encuentran en 

la s  Tablas VI y V I I ,  respectivamente, junto con las  de la  

tirandamicina , y L la  clindamicina que se u t iliza ron  como 

compuestos de re fe ren c ia . Las^sustancias Bu-2313A y BU-2313B 

inhiben e l  crecim iento de diversas bacterias anaerobias a * 

concentraciones bajas pero presentan sólo una actividad de 

d éb il a moderada contra muchos de lo s  organismos aerobios 

habituales como S. aureus, E. c o l i  y K. pneumoniae. Sin em­

bargo, la s  cepas de la s  especies B acillu s, estreptococcus, 

N eisseria  m en ingitid is , Ñ. gonorrhoeae y Hemophilus in fluen- 

zae son susceptibles en la s  sustancias Bu-2313-A y Bu-2313B. 

En general, la  activ idad  y aL espectro antibacteriano de 

BU-2313A y BU-2 3 1 3 B son muy sim ilares a la s  de la  tiranda­

micina y la  activ idad  in trínseca  in  v it r o  de BU-2313B pare­

ce ser algo mayor que la  d e l Bu-2313A.
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Efecto del tamaño áe inóculo

' La in flu encia  del tamaño áe inóculo sobre la  CMI fue

determinada parados organismos anaerobios (B. f r a g i l i s  y C.
( _

perfringens) u tilizando caldo GAM en medio de agar. Como 

muestra la  Tabla V I I I ,  lo s  va lores de la  CMI de Bu-2313A y 

Bu-23l3B fueron considerablemente afectados por e l  tamaño de 

inóculo cuando se determinaron por e l método de d ilución ;en  

caldo. '

Actividad bacteric ida  \  .

. *'E1 potencia l bacteric ida  de lo s  compuestos Bu-2313A y 

BU-2313B fue determinado en dos organismos anaerobios y_ uno 

aerobio. Se rea liza ron  recuentos de la s  cé lu las  v ia b le s , fo r -  

mandOíUna placa de una parte a lícu ota  de 0,1 mi, de caldo de 

cada tubo exento de turbidez, después de la  determinación 

de la 'CM I. Se u tiliza ron  placas de agar GAM para e l recuento 

de célu las v iab les  de B. f r a g i l i s  y C. perfringens y agar 

nutriente conteniendo 5 % de suero de caballo para S. pyoge­

nes, y la s  placas se incubaron durante 18 horas a 37°C. La 

concentración de an tib ió tico  que permite un crecim iento in ­

fe r io r  a 100 colonias por placa se d e fin ió  como bacteric ida  

(tamaño del inóculo o r ig in a l: 1 0 ^ - 1 0 ^ célu las/in l). Como mues­

tra  la  Tabla IX, la  acción antibacteriana de la s  sustancias 

Bu-2313A y Bu-2313B parece ser b a c te r io s tá tica  más que bac­

te r ic id a . '
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TABLA VI

Actividad in  v it r o  contra bacterias aer<

5

1 0

15

20

25

30

Numero de 
clave Organismo experimental ensayo ^ BU-2313A

Ec-3 Escherichia c o l i  Juhl A15119 . -A >100

Ec-8 Escherichia c o l i  K-12 A9632 A
'i \

>100

Kp-2 K leb s ie lla  pneumoniae A9678 i *
>100

Sm-1 Serratia  maroescens A20019 >100

Pa-13 Pseudomonas aeruginosa A9843 >100

Pm-1 Proteus m irab ilis  A9554 >100

Pg-1 Proteus morganii A9553 ,'A >100

Sa-1 Staphylococcus aureus 209P -' A-' * 25

Sa-2 Staphylococcus aureus Smith 12,5

Sa-8 Staphylococcus aureus n2 52-34 . 12,5

Sl-1 Sarcina lú tea  PCI-1001 i -'4 25

Mf-1 Michoccccus flavus A 6,3

Bc-1 B acillus cereus ATCC 10702 A A 0,8

Bs-1 B acillu s s u b t il is  PCI-219 A 1,6

Sp-3 Streptococcus pyogenes A9604 ' B 0,8

Sp-9 Streptococcus pyogenes A2020-j B 0,8

Sv-8 Streptococcus v iridans A21354¡ B ; 0,8

Dp-4 Diplocoecus pneumoniae A95S5 B : 0,8

Nm-2 N eisseria  m en ingitid is A20049 B 1,6

Nm-4 N eisseria  m en ingitid is A21496. B 3,1

Ng-1 N eisseria  gonorrhoeae A15112 ' B ' 1,6

Ng-4 N eisseria  gonorrhoeae A20154 B 0,8

Hi-3 Hemophilus in fluenzae A9832 B 0,8

Hi-7 Hemophilus in fluenzae A20188 B 1,6

A:, A^.r nutriente (Eiken) B: Medio GC (Eiken)
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Actividad in vitro contra bacterias aerobias

-i
TABLA VI

- Medio de
CMI (mcg/ml)

ísmo experimental ensayo & Ba-2313A Ba-2313B Tirandamicina Clindamicina

c o l i  Juhl A15119 , . -A >100 >100 >100 12,5

c o l i  K-12 A9632 A >100 >100 >100 25

neamoniae A9678 . - -- >100 >100 >100 100 <

cescens A20019 ' ' 'A : >100 >100,1 >100 50 *

aeraginosa A9843 >100 >100^ >100 >100

b i l i s  A9554 ''*A? >100 >100 >100 100

a n ii A9553 A >100 >100 ¡ >100 100

as aereas 2 0 9P " 'A '* * 25 25,,, 100 0,1

as aereas Saith - f.A 12,5 Í2\5 >100 o ,i

as aereas na 52-34 12,5 12,5 50 0,1

a PCI-1001 ".;'A 25 12,5 50 0,¿25

flavas A 6,3 25 25 0,0125

-easATCC 10702 A A 0,8 0,8 0,4 0,4

) t i l i s  PCI-219 A 1,6 1,6 ^ *3,1 0,8

-S pyogenes A9604 * B 0,8 0,4 0,8 . 0,0125

s pyo^enes A2 0 2 0 i B 0,8 0,4 0,8 0,0125

'.s v iridans A21354 ¡ B ; 0,8 .0,4 0,4 0,025

pneamoniae A9585 B i 0,8 0,4 0,4.. 0,0125

^n ingitid is  A20049 B 1,6 , 0,8 0,8 0,05

a iin ^ it id is  A21496 B 3,1 1,6 0,8 0 , 0 2 5

m orrhoeaeA15H2 ' B - 1,6 0,8 0,4 ' 0,2

^norrhoeae A20154 B 0,8 0,8 0,4 0,2

Lnflaenzae A9832 B 0,8 0,4 0,4 - 0,4

tnflaenzae A20188 B 1,6 0,8 0,8 0,8

ikeit) B: Medio GC (Eiken)
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1 TABLA V II

Actividad in  v it ro  contra bacterias ana

Número de 
clave

-

Organismo experimental Bu-2?i3Á

5 Bf-1 Bacteroides f r a g i l i s  A20926 0,2

Bf-3 Bacteroides f r a g i l i s  .A20928-1 0,1

Bf-4 Bacteroides f r a g i l i s  A20929 , , - 0,2
!

Bf-6 Bacteroides f r a g i l i s  A20930 . t 0,¿

Bf-7 B a c te ro id es -fra g ilis  A20932 ' ^' 0,2

10
Bf-10 Bacteroides f r a g i l i s  A20935

i . 
0,2

Sm-1 SpháerophorusnecrophorusAl5202 Ó,2

So-1 Spba.erophorus pseudonecrophorus A20013 0,2

Fo-1 Fusobacterium mortiferum ATCC 9817 0,2

Fv-1 Fusbbacterium varium ATCC 8501 0,1

15
Ae-1 Acidoaminococcus fermentans ATCC 25085 0,2

Vp-1 V e iílo n e lla  párvula ATCC 17745 0,2

Cb-1 Clóstridium acetobutylicum IAM 19011 0,4

Cc-1 Clóstridium caproicum IAN 19228 0,4

Ch-1 Clóstridium chavoei A9561 0,2

20
Cp-.1 CloStridium perfringens A9835 0 , 4

- Cp-2 Clóstridium perfringens A21284 0,4

Pp-1 Peptocuccus p re v o t ii ATCC 9321 0,2

Pe-101 Peptococcus aerogenes ATCC 14963 0,2

25
Pb-1 Peptostreptococcus anaerobius B43 0,4

30 '

. -
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TABLA V II

Actividad *in v i t r o  contra bacterias anaerobias

CMI (mcg/inl

nismo experimental Bu-2.'i3A Bu-2313B Tirandamicina Clindaraicina

f r a g i l is  A20926 0,2 0 , 1 0,2 0,05

f r a g i l i s  ¿20928-1 0 , 1 0 , 1 0 , 1 0,05

f r a g i l i s  A20929 0,2 0.1 0,2 0,05

f r a g i l i s  A20930 0.2
!

0-,1 " 0 , 1 0,05

f r a g i l is  A20932 0,2 0 , 1: 0 , 1 0,05

f r a g i l is  A20935 ' * 0,2 , 0^1 . 0 , 1 0,025

3 neerophoras A15202 0,2 0 ,1 0 , 1 0,025

3 psendonecrophorus A20013 -309 0,2 0 , 1 .. . 0,2 0 , 0 5

a mortiferum ATCC 9817 0,2 0 .1 . ' 0,1 0,05

n'varium ATOO 8501 * ,
0 , 1 o ; i , 0 , 1 0,05

ccus fermentans ATCC 25085 0,2 0 , 1 0 , 1 0,05

earvula ATCC 17745 0.2 0,1 0 , 1 0,05

acetobutylicum IAM 19011 0,4 0,2 0,2 0,1

oaprcicum IAN 19228 0,4 0,2 0,2 0,1

ehavoei A9561 0,2 0,2 0,2 0 , 0 2 5

erfringens A9635 0 , 4 0,2 0 , 1 0 , 0 2 5

perfringens ¿2128/]. 0 , 4 0,2 0,1 0 , 0 2 5

o re vo t ii ATCC 9321 0,2 0 , 1 0,2 0,1

aerogenes ATCC 14963 0,2 0,2 0 , 1 0,2

eoccas anaerobias B43 0,4 0,4 0,2 0 , 8
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5

10

15

20

25

TABLA VIII
Efecto del tamaño áel inácul

Tamaño áel CMI (mcg/ml) en aga
ináculo,

BU-2313A BU-2313B T ircé lu la  Q/ml

B. f r a g i l i s  A20928-1 1 , 2  x 1 0 ^ . 0 , 1 0,05

1 , 2  x 1 0 ^ 0 , 1 ^ 0 , 1

C. perfringens A9635 7 ¡x lO^ 0 , 1 : 0 , 1

7 x 10^ 0 , 1

Tamaño del
-

CMI (mcg/nl) en
ináculo,

células/ml ' Bu-2313A BU-2313B T ir

B. f r a g i l i s  A20928-1 2 , 8  x 1 0 ^ 0,006 0,013

2 , 8  x 1 0 ? 0 , 8
f : 0,4

C. perfringens A9635 1 , 2  x 1 0 ^ ! 0 , 1 , -  0 , 1

- 1 , 2  x 1 0 ^ : 1 0 0 25

TABLA IX

- Activ idad bacteric ida

Tamaño áe l 
inácu lo ,

CMI y CMB

BU-2313A BU-2313B T
células/ml CMI CMB CMI CMBi

B. f r a g i l i s  A20928-1 2 , 8  x 1 0 6 0,03 > 0 , 8 0,006 > 0 , 8- 0

C. perfringens A9635 1 , 2  x 1 0 ^ * 0 , 1  12,5 0 , 1  1 2  5 0

S. pyogenes A2 0 2 0 1 6 x 1<)5 0,4 12,5 0 , 2  1 2 , 5 0

30
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Efecto del tamaño d e l inóculo

TABLA VIII

Tamaño del 
inóculo, 

célula^/ml

CLÍI (mcg/ml) e& agar GAM :

BU-2313A Bu-2313B Tirandamicina Clindamicina

1 , 2 x 1 0 ^ .0,1 0,05 0,2 0,025

1,2 x l O ? 0,1 0,1 0,2/ i/ * 0,025

7 ¡ x l o 5 0,1 : ° , i 0,8; * 0,0125

7 x l 0 6 0,1
*.

0 , 1 0 , 8 , , ,  - 0,0125

Tamaño del 
indculo,

*,*>3* .
GMI (mcgA<l) en caldo * GAH

célnlas/ml ; Bu-2313A Bu-2313B T i r  andaMi c ina-.. Clindamicina

2 , 8 x 1 0 ^ 0,006 - 0,013 0,00]6. ; ^ 0,025

2,8 x 10^ 0,8 1 0,4 0,2 ¡ 0,05

1 , 2 x 1 0 5 ! 0,1 . 0,1 0,1 0,025

1 , 2 x 1 0 ^ 100 25 12,5 í 12,5
- TABLA IX

Activ idad bacteric ida
L

Tamaño del 
indculo,

CNI' y CMB (mcg/ml)

BU-2313A BU-2313B Tirandamicina Clindamicina
células/ml CMI CMB CMI CM3¡ CMI CMB CMI CMB

2 , 8 x 1 0 6 0,03 >0,8 0,006 >0,8- 0,025 >0 ,8 0 , 0 5  0,4

1 , 2 x 1 0 5 ;0 , 1  12,5 0,1 12 5 0 , 1  , , 3,1 0,025 0,05

6 x 1 0 ^ 0,4 12,5 0,2 12,5 0,4 >12,5 0,05 6,3
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Niveles en sanare en ratones

j Se determinaron lo s  n ive les  en sangre en ratones, des­

pués de la  administración subcutánea u ora l de Bu-2313-B 

(s a l sód ica ), clindamicina y F lagy l, a n ive les  de d os ifica ­

ción graduados (100, 50, 25, y 12,5 mg/kg). Se recogieron 

muestras de sangre de lo s  senos o rb ita les  y se analizaron 

por e l método de disco de papel-placa de agar empleando 

B.- f r a g i l i s  A20926 como organismo de ensayo. Los resultados 

se encuentran en la  Tabla X. Los n ive les  máximos en sangre 

obtenidos con Bu-2313B fueron aproximadamente 3 ó 4 veces ma­

yores* que lo s  de la  clindamicina por la s  v ía s  parenteral y 

o ra l mientras que e l F lagyl presentó mejor absorción que e l 

Bu-2313B.

' - TABLA X

N iveles en sangre en ratones 

Administración subcutánea " - ""
N ive les en sangre (mcg/ml)

A n tib ió ticos dosis 15 min. 30 min. 1 hora 2 horas

Bu-2313B 10o mg/kg 28 34 38 29

50 25 27 20 9,3

25 12 10 4,6 0,9

12,5 4,4 1,7 0,4 -

Clindamicina 100 11 9,5 5,2 0,4

50 , 7,0 5,8 3,4 0,3

25 3,8 2,1 0,8 0,4

12,5 1,9 1,2 0,5 0,3

F lagyl 10Ó 98 121 98 40

50 32 . 32 26 12

25 16 15 . 12 8,3

12,5 6,7 3,8 3,0 -
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1

!
¡

Administración ora l

! Niveles en sangre (mcg/ml)
A n tib ió ticos Dosis 3 0  min. 1 hora 3 horas 5 horas

BÚ-2313B 100 mg/kg 12 5,5 0,4 0,3

5: !
50 . 3,0 0,7 0,2- 0,1

25 0,4 0,2 0,1 -

12,5 0,3 0,2 0,1

Clindamicina 100 2,8 1,3 0,6 -
S -

50 0,9 a ,5 0,3  ̂ -

10 ' 25 0,8 0,5 0,3

12,5 0,6 0,4 0,3 \  -

F lagyl 100 56 41 24 .13

50 20 15 11 , -

25 8,8 6,7 6,1
15 12,5 6,0 . 6,0 3,0

Actividad in v ivo

[La e fic a c ia  de la s  sustancias BU-2313A y Bu-2313B in  

v ivo  fue determinada en ratones in fectados con B. f r á g i l  i  s 

A20926 ( lo c a l ) ,  C. perfringens A9635 y  S. pyogenes A20201 -
20

25

30

(s is tém ico ).

Se estab lec ió  una in fección  loca lizada  de B. f r a g i l i s  

médiante inyección subcutánea en e l  cuello  dorsal de lo s  ra­

tones de 0,5 mi de la  suspensión bacteriana conteniendo
/r

2-5 x 10 cé lu las más 10 mg de celu losa m icrocris ta lin a . El 

tratamiento se re a liz ó  por v ía  subcutánea u ora l una vez a l 

día durante 5 d ías, empezando 30 minutos después del ataque. 

Se u t i l iz ó  un grupo de cinco ratones para cada n iv e l de do­

s is  y lo s  animales se/disecciouaronáL sexto d ía  para medir e l  

tamaño del absceso subcutáneo. La respuesta de cada animal 

fue puntuada de 0 a 5 de acuerdo con e l tamaño de la  les ión
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y ' l a  suma de las  puntuaciones áe la s  les iones se d iv id ió  por 

e l  ndmero de ratones u tiliza d os  en un grupo para obtener la  

puntuación media para cada tratamiento y grupo de con tro l. 

Tomando la  puntuación media del grupo de contro l como n iv e l 

de in fec tiv idad  del 100 %, se calcu ló e l n iv e l r e la t iv o  do 

in fecc ión  para cada uno de lo s  grupos de tratamiento y se 

estimó un va lo r de la  D P^ mediante una representación del 

lo g  prob it. Los resultados obtenidos con Bu-2313B se encuen­

tran en la  Tabla XI junto con lo s  de la  clindamicina y e l 

F la gy l. La clindamicina era más activa  que e l  Bu.-2313B y que 

e l  F lagyl en este modelo de in fecc ión .

! ' USe produjo una in fecc ión  sistómica en ratones de C. 

perfringens o S. pyogenes mediante ataque in traperitonea l 

con'una dosis le t a l  de la  sustancia patógena en una suspen­

sión e l  5 % de mucina gástrica  de cerdo (American Laborato­

r i e s ) ;  El an tib ió tico  se administró por v ia  subcutánea u ora. 

inmediatamente antes del ataque con las  bacterias . Se deter­

minó la  DP,-  ̂ a l  cabo de 5 d ias. Como muestra la  Tabla X II, 

la  sustancia Ba-2313B proporciona una protección bastante - 

buena contra estas in fecciones sistárnicas por administración 

subcutánea y o ra l, mientras que la  sustancia Bu-2313A es 

in activa  por la  v ía  o ra l. La clindamicina resu ltó  la  más ac­

t iv a  en estos ensayos in  v iv o .
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1
- - TABLA XI

Infección local.izada con. B. frag

Tratamiento subcutáneo

5 Antibióticos
Dosis

(ma/kg)
Puntuación
individual

Suma de las , Pe 
puntuaciones

Bu-2313B sal sódica 5 0 x 5 0 , 2 , 3, 3, 3 11

12,5 x 5 2 , 3, 3, 3, 3 i '\^14

3,1 x 5 3, 3, 3, 4, 4 ' ' * . *17

10
0,8 x 5 4, 4, 4, 4, 4 y  20

Clináamicina 50 x 5 0 , 0 ,M , 1 , 2 4

1 2 , 5 x 5 1 , 1 , ; 1 , 2 , 2 7

3,1 x 5 2 , 2 , ; 2 , 2 , 2 10

0,8 x 5 4, 4, 4, 4, 4 '.A.' 20

15 Flagyl 5 0 x 5 2 , 2 ,. 2 , 2 , 2 "  10

1 2 ,5 x 5 2 , 2 , 2 , 3, 3 12

3,1 x 5 3, 3, 3, 4, 4 17

0 , 8 x 5 4, 4,^4, 4, 4 20

20
Control 4, 4 ,. 4, 4, 5 21

25
} -

f
j

30

-
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TABLA XI

Infección localizada con. B. fr a g i l is

s Puntuación
individual

Suma de las  
puntuaciones

Puntuación
media

Nivel de in  
fectividad,' 

(%)
DP50 s*c*

: 5 o, 2, 3, .3, 3 11 2 ,2 52,4 60 mg/kg

: 5 2 , 3, 3-, 3, 3 - . '^ 1 4 2,8 66,7

: .5 3, 3, 3, 4, 4 ' * ' * :17 3,4 - 8 1,0

: 5 4, 4, 4, 4, 4 20 4,0 = r 95,2

5 o, 0, 1 , 1 , 2 ' * * 4. 0,8 19,0 2,8  mg/kg

5 1 , 1 , * 1 , 2 , 2 7 1,4 33,3

5 2 , 2 / 2 , 2 , 2 io 2 , 0 47,6 -

: 5 4, 4,. 4, 4, 4 20 4,0 95,2-

5 2 , 2 ,. 2 , 2 , 2 . ** 10 2,0 47,6 35 mg/kg

5 2 , 2 , 2 , 3 , 3 12 2,4 57,1 *

5 3, 3/ 3, 4, 4 17 3,4 81,0

5 4, 4/4 ,  4, 4 20 4,0 s 95,2 -

4, 4,, 4, 4, 5 21 4,2 100
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Tratamiento oral

A n tib ió ticos  

Bu-23133, sal sódica

Clindamicina
-í

F lagyl

Control

^TABLA X I (Cont.)

Dosis 
(mg/kg) .

Puntuación
ind iv idua l

Suma de las 
puntuaciones

100 X 5 2, 2, 2, 3, 3 12

25 X 5 . 3, 3,..3* 3, 3 15

6,3 X 5 3, 3 ' 3, 4, 4 3 3 . * 17

1,6 X 5 4, 4/ 4, 4, 4
? *

20

100 X 5 0* 0, o , 1, 1 2

25 X 5 1, 2, 2, 2, 2 9

6,3 X 5 2, 2, 3, 3, 3 13

1,6 X 5 4, 4, 4, 4, 4 2 3 3 3 4 20

100 X 5 0, 1, 2, 2, 3
 ̂ * *

8

25 X 5 2, 2, 3, 3, 3 13

6,3 X 5 3, 3, 3, 4, 4' 17

1,6 X 5 4, 4, 4, 4, 4 20

4, 4, 4, 4, 5 21
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^TABLA XI (Cont.)

Dosis
(mg/kg)

Puntuación Suma áe las 
ind iv idua l puntuaciones

puntuación
media

N ive l de in  
fe c t iv id a d , 

(%)

1 0 0 x 5 2, 2 , 2 , 3 , 3 12 2,4 57,1

2 5  X5 3, 3, 3, 3, 3 15 3,0 71,4

6 , 3 x 5 3, 3, 3, 4, 4 17 3,4- 81,0

1 , 6 x 5 4 , 4 ,  4, 4, 4 20 ^.,c 95,2

100 x. 5 0, 0 , 0 , 1 , 1 1 ' 2 c,4 9,5

2 5 x 5 1, 2, 2, 2, 2 i , ^ 9 3,a- 42,9

6,3 x 5 2, 2 , 3 , 3, 3 'J* 13 2 , 6 61,9

1 , 6 x 5 4, 4, 4, 4, 4-''=*^ 20 4 , 0 95,2

1 0 0  x 5 0, 1, 2, 2, 3 '? ^ * 8 i-,6 38,1

25 x 5 2, 2, 3, 3, 3 ' " ' - 13 2,6 61,9

6 , 3 x 5 3, 3, 3, 4, 4'-:l-/ 17 3:4 81,0

1 , 6 x 5 4, 4, 4, 4, 4 20 4,0 95,2

4, 4, 4, 4, 5 21 4,2

D P 5 0  s . o .

r-' 220 mg/kg

11 mg/kg

50 mg/kg

100
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! In fección  sistém ica

TABLA X II

con C. Perfringens y s. Pyogenés

t; DP5 0 (mg/kg)

C. perfringens S. pyo gen es
' s .c . p.o. s .c . p $ 0 #
i . - . 
Bu-2313A 6,25 AN a 50 7,6 AN a 25

BU-2313B 6,25 30 9 \ J 2 5

Tirandamicina 17 60 9,7 , ^ 0

Clindamicina 0 , 0 8 0 , 2 2 0,3 - . 2 , 1

F lagyl 31 60 NE

AN: actividad nula

NE:no ensayado. --

Toxicidad aguda

.'La tox ic idad  aguda DL^p de la s  sustancias Bu-2313A y B 

fu.e "determinada por la s  v ía s  subcutáneas, in traperitón ea l 

y 03¿al. Se ensayaron la s  formas de ácido l ib r e  y de sa l só-

. d icá del Bu-2313. Los resultados se encuentran en la  Ta­

b la X I I I .  El Bu-2313B presenta una tox ic idad  considerable­

mente menor que e l  Bu-2313A, lo  que es in teresante a la  v is  

ta  de la- solo l ig e ra  d iferen c ia  estructural entre lo s  dos 

componentes (presencia o ausencia de un grupo N -m etilo ).

TABLA X III 

Toxicidad aguda

DLqO (mg(kg)
s .c . i  * p* p.o

BU-2313A (ácido l ib r e ) 90 14 90

BU-2313A (s a l sódica) 90 14 -

BU-2313B (ácido l ib r e ) 225 115

BU-2313B (s a l sódica) 200 .. 55 280
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1 j Un aspecto de esta invención se r e f ie r e  a un compues­

to an tib ió tico  de fórmula:

15

20

25

30

donde R es H o CH ,̂ o una mezcla de lo s  mismos, o de una 

sa l no tóx ica  y farmacéuticamente aceptable del mismo (y 

preferiblem ente la  sa l sód ica ).

' * Otro aspecto de esta invención se r e f ie r e  a l  compues­

to  an tib ió tico  denominado Bn-2313A, que es una sustancia 

acida, soluble en alcoholes in fe r io re s , .acetato de e t i lo ,  

cloroformo y benceno; ligeramente soluble en hexano y agu.a 

a lca lin a , pero prácticamente .insoluble en agua; que da reac­

ción  p o s it iva  con cloruro fé r r ic o  pero reacciones negati­

vas con ninhidrina, antrona y  reactivos..de Sakaguchi y 

ToHem y que en forma purificada funde a 116-118°C aproxima- 

d'amente; es ópticamente a c tiva , con un [a jp  de aproxima­

damente - 5 8 °  (c = 0 , 5 , metanol); presenta un pKa' de 5 , 2  

aproximadamente en metanol acuoso a l  5 0  % con un equivalente 

de va loración  de 5 1 9 ; t ien e  un pico de ión molecular a m/e 

517 en su espectro de masas; responde a la  fórmula empí­

r ic a  C2 yH^N0g y sus espectros u ltra v io le ta , in fra rro jo  y 

de resonancia magnética nuclear son sustancialmente lo s . in ­

dicados en la s  Figuras 1, 3 y 5 de los  dibujos, respectiva­

mente, o a una sa l no tóx ica  y farmacéuticamente aceptable
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del mismo (y  preferiblemente la  sa l sád ica).

Otro aspecto de esta invención se r e f ie r e  a l compues­

to an tib ió tico  denominado Bu-2313B, que es una sustancia 

ácida soluble en alcoholes in fe r io re s , acetato de e t i lo ,  c lc -  

roformo y benceno; ligeramente soluble en hexano y agua a lce -  

lin a  pero prácticamente insoluble en agua! que da reacción 

pos itiva  con cloruro fé r r ic o  pero reacciones negati?as\con 

ninhidrina, antrona y react ivos ' de Sakaguchi y Tollen; -y que 

en forma purificada funde aproximadamente a. 160-162 C-; es 

ópticamente ac tivo  con un de aproximadamente -69^9°

(c = 0,3, metanol) y  -34)9^ (Ó = 0,93) CHCl^); presenta un 

pKa' de 4)9 aproximadamente en metanol acuoso a l 46 % con uf 

equivalente de valoración  de $0 9 ; tiene un pico de ión mo­

lecu lar a m/e 503 en su espectro de masas; responde a ..la 

fórmula empírica CggH^NOg y presenta unos espectros u ltra ­

v io le ta ,  in fra rro jo  y de resonancia magnética nuclear sus­

tancialmente como lo s  descritos en las Figuras 2, 4 y 6 de 

lo s  dibujos, respectivamente,, o a una sa l no tóx ica  y farma­

céuticamente aceptable del mismo (preferib lem ente la  sa l só­

dica) .

Otro aspecto de esta invención se r e f ie r e  a un pro­

cedimiento 'm icrobiológico para la  preparación de una mez­

c la  de lo s  an tib ió ticos  Bu-2313^ y Bu-2313B que consiste en 

cu lt iva r  una cepa de Nicropolyspora caesia con la s  caracte­

r ís t ic a s  de id en tifica c ión  de ATOO 31295) 31296, 31297 ó 

31298, en condiciones aerobias sumergidas, en un medio de 

cu ltivo  acuoso que contiene fuentes asim ilables de carbono 

y nitrógeno, hasta que dicho microorganismo ha producido en 

e l  medio de cu ltivo  una cantidad sustancial de dicha mezcla
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a n tib ió t ic a . En una rea liza c ión  preferida , e l  procedimiento
i ' -
incluye la  etapa ad ic iona l de recuperar la  mezcla an tib ió - 

t ic a  'del medio de, cu ltivo . En una rea liza c ión  más preferida, 

é l  microorganismo es Micronolyspora caesia ATCC 31298.

¡ ' Otro aspecto de esta invención se r e f ie r e  a un proce­

dimiento m icrobiológico para la  preparación del a n t ib ió t i­

co BU-2313B que consiste en (a ) cu ltiva r  una cepa de y ic ro -- 

po lyspora caesia  con las  ca racter ís ticas  de iden tifi.caeión  

de ATCC 31295, 31296, 3 1 2 9 7  6 31298, en condiciones aero­

bias ¡'sumergidas, en un medio de cu ltivo  acuoso que contiene 

fuentes asim ilables de carbono y nitrógeno, hasta que d i­

cho microorganismo ha producido en. e l  medio de cu ltivo  una 

cantidad sustancial de activ idad  an tib ió tica ; (b ) recuperar 

l a  mezcla a n tib ió t ica  producida en la  etapa (a ) del medio de 

cu lt iv o  y (c ) separar Bu-2313B de dicha mezcla an tib ió tica  

mediante cromatografía en una resina polim órica m acrorreti- 

cu lar. En una rea liza c ión  p re ferida , e l  microorganismo es 

Micrópolyspora caesia ATCC ^1298.

Otro aspecto de esta invención se r e f ie r e  a un procedi­

miento m icrobiológico para la  preparación del an tib ió tico  

Bu-2313A que consiste en: (a ) cu ltiva r una cepa de Micropo- 

lyspora caesia con la s  ca racter ís ticas  de id en tifica c ión  de 

ATCC 31295, 31296, 31297 ó 31298, en condiciones aerobias 

sumergidas, en un medio acuoso de cu ltivo  que contiene 

fuentes asim ilab les de carbono y nitrógeno, hasta que dicho 

microorganismo ha producido en e l  medio de cu ltivo  una can­

tidad  sustancial de activ idad  a n tib ió tica ; (b ) recuperar la  

mezcla an tib ió tica  producida en la  etapa (a ) del medio de 

c u lt iv o ; (c )  separar la  porción prin c ipa l de BU-2313B de 

dicha mezcla a n tib ió t ica  por cromatografía en-una ̂ resina



!

- 3 3 -

1 polim érioa m acrorreticu lar y (d ) separar BU-2313A del 

BU-2313B residual mediante cromatografía en g e l de s í l i c e ,  

nn nnn. rea liza c ión  nrefcrida . e l microorganismo es Micropo- 

lyspora caesia ATOO 31298.

5 Los compuestos an tib ió ticos  de esta invención in c lu -

yen e l  complejo Bu-2313, sus componentes BU-2313A y BU-2313B 

y sus sales y mezclas. La invención incluye dentro &e ns- 

-tos lím ite s  la s  composiciones farmacóuticas que contienen 

cómo mínimo una de hs sustancias an tib ió tica s  antes mencio-

10 nadas junto, con un vehículo compatible farmacéuticamente 

aceptable. Las composiciones tambión pueden contener.¿tros

agentes antibacterianos. Las composiciones pueden preparar-

se en cualquier forma farmacéutica apropiada para la  v ía  de 

administración en cuestión. Son ejemplos de estas composi-

1S ciones la s  composiciones sólidas para adtinistración o ra l,

como tab le tas , cápsulas, p íldoras, polvos y gránulosj la s
i

. composiciones liqu idas para administración ora l como solu-

ciones, suspensiones, jarabes y e l ix ir e s  y lo s  preparados 

para administración parenteral como soluciones, suspensione 3
20 0 emulsiones, e s té r ile s .

V Como en e l  caso de otros an tib ió tico s , la  posologia 

para e l  Bu-2313A 0 B dependerá del peso, edad y estado ge- 

nera l del paciente as i como deTa naturaleza de la  enfermedad

25
y se deja a la  d iscreción  del médico. En general, la  dosis 

ora l estará comprendida entre 50 y 750 mg de BU-2313A ó B 

(0  de una mezcla de lo s  mismos), suministrada 3 ó 4  veces 

a l  d ía .

La.invención es ilustrada mediante lo s  sigu ientes

30
ejemplos que de ningdn modo la  lim itan .
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¡ EJEMPLO 1

Preparación de l cu ltivo  3e siembra y fermentación a pegue-

} * .na escala en matraz sacudido
¡ . -

: Se u t i l iz a  un cu ltivo  en tubo inclinado de agar, bien

desarrollado, d e l organismo productor de Bu-2313, cepa 

E864-̂ 61 nS Y-29, para inocular 100 mi de un medio vege ta ti­

vo liqu ido.conten ido en un Erlenmeyer de 500 mi, que com­

prendo lo s  sigu ientes ingred ientes: 3 % de glucosa, 3 % de 

harina de so ja , 1 % de l ic o r  de in fusión  de maíz y 0,5 % 

de carbonato cá lc ico . El pH del medio se a justa a 7,0 an­

tes  de e s t e r i l i z a r lo .  El cu ltivo  de siembra se incuba a 

34°CP'durante 3 días en un sacudidor ro ta to r io  (250 rpm) y 

se jtran s fie ren  2-3 mi d e l cu ltivo , a un Erlenmeyer de.

50Ó mi que contiene 100 mi del medio, de fermentación cons- 

t itu íd o  por 3 % de sacarosa, 3 % de harina de lin aza , 0,3% 

de* í" (NH^)gSO^ 0,003 % de ZnSO .̂YHgO y  0,5 % de CaCO .̂ La 

producción a n tib ió tica  alcanza un máximo a l cabo de 4-7 

días-de sacudir a 28°C. El pH del caldo asciende gradualmen­

te  a l progresar l a  fermentación y alcanza un va lo r  de 8,1- 

8,8 cuando se ha producido una potencia a n tib ió tica  de 

150 mcg/ml. La activ idad  an tib ió tica  en e l caldo de fermen­

tación  se determina por e l  método de disco de papel-placa 

de agar empleando Bacteroides f r á g i l i s  como organismo de 

ensayo cu ltivado sobre placas de agar GAM en condiciones 

anaerobias.

EJEMPLO 2

Fermentación en tanque a gran escala 

Un cu lt iv o  de siembra (110 l i t r o s )  preparado a par­

t i r  de un cu lt iv o  en tubo inclinado de ágar bien desarro­

llad o  de la  cepa E864-61 nB Y-29, se inocula en 1500 l i -

"34**
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tro s  de un medio de fermentación que contiene 3 % de glucosa, 

3 % de harina de soja, 1 % de l ic o r  de in fusión  de maíz y 

0,5 % de CaCO ,̂ en un tanque de 2500 l i t r o s .  La fermenta­

ción se r e a liz a  a 31 °C agitando a 200 rptn y a un caudal de 

a ireación  de 1000 litros/m inuto. A l cabo de 72 horas, e l pH 

de l caldo de fermentación alcanza un va lo r de 8,2 y la^po­

ten c ia  a n tib ió t ica  analizada es de 265 mcg/ml. /

EJEr<íPL0 3

^ Aislamiento y pu rificac ión  .

,! Se f i l t r a  un caldo de fermentación (1500 l i t r o s ^  

a n á lis is  200 mcg/ml) con un au x ilia r de f i l t r a c ió n  y. ls¿ to r ­

ta  m ic e lia l se lava con agua. El f i lt r a d o  se combina cqn la í 

aguas de lavado, se ajusta a pH 8,3 y se ap lica  a una-colum­

na de resina m acrorreticu lar (DIAION HP-20, 100 l i t r o s ) .  La 

columna se la va  con 400 l i t r o s  de agua y 410 l i t r o s  desuna 

solución acuosa de metanol a l 40 % sucesivamente y despuós 

se d esarro lla  con 400 l i t r o s  de una solución acuosa de.me- 

tanol a l  95 %. Las fracciones activas se combinan y concen­

tran a vacio para formar un concentrado acuoso. La to r ta  mi­

c e l ia l  hómeda antes obtenida (360 kg) se suspende en 300  l i ­

aros de metanol y se extrae con ag itac ión . Esta operación 

se rep ite  dos veces y e l extracto metanólico combinado (7 0 0  

l i t r o s )  se concentra a vac io . Los dos concentrados acuosos 

obtenidos de l eluato HP-20 y e l  extracto de la  to rta  mi­

c e l ia l  se combinan y se evaporan de nuevo a vacio (hasta 

70 l i t r o s )  y  la  actividad  del concentrado se extrae dos ve­

ces con 35 l i t r o s  cada vez de acetato de e t i lo .  E l extracto 

se concentra a vacio a sequedad para dar 1,03 kg de un só­

l id o  oleoso (220 mcg/ing) que se disuelve en 2,2 l i t r o s  de
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1 una mezcla 20:1 de acetato de e t i lo  y metanol y se ap lica  a 

una c'olumna de carbón activo (volumen: 5 l i t r o s ) .  La columna 

se d esarro lla  con la  misma mezcla d isolvente y lo s  eluatos 

a c tivo s  se combinan y concentran a vacío para dar un sólido

3 pardo oscuro que se c r is ta l iz a  en metanol ca lien te  dando 

279 g de un polvo c r is ta lin o  am arillo pardusco (650 mcg/hg).

E l m ateria l c r is ta lin o  as i obtenido es una mezcla de 

componentes A y B, cuya separación se r e a liz a  por cromatogra­

f í a  en D iaion HP-20. Se disuelven 100 g de la  mezcla en? me-

10 tan o l acuoso a l  90 % y la  solución se ap lica  a una columna 

dé res ina  HP-20, (5 l i t r o s ) .  La coltmma se desarro lla  aon 

metanol acuoso a l  80 % para dar dos fracciones activas.^D el 

concentrado de la  primera fracción  ac tiva  (24 l it r o s )s e  ob&e- 

nen unas agujas c r is ta lin a s  de co lor am arillo pálido de
is BU-2313B (45 g) que se re c r is ta liza n  dos veces de metanol

20

para dar un preparado analíticamente puro (32 g ) .  E l segundo 

eluato a c tivo  (23 l i t r o s )  se concentra a vacio para dar una 

mezcla de componentes A y B (alrededor de 20 g) que se sepa­

ra  por crom atografía en columna de ge l de s í l i c e  eluida con

cloroform o. Se obtienen c r is ta le s  puros del componente A
\
(4 g ) después de r e c r is ta liz a r  la s  fracciones que se mueven 

rápidamente y  se recupera una cantidad ad icional de componen 

te  B (7 ,5  g) de la  última parte de lo s  eluatos.

28
Los a n á lis is  de los  productos c r is ta lin o s  puros son 

lo s  s igu ien tes :

Bu-2313A -  Calculado para CgyH^NOg: C, 62,65; H, 6,82;

N, 2,71; 0, 27,82. Encontrado: C, 62,57;.

H, 6 , 6 4 ; N; 2,60; 0, 28,20 (por d iferencia )-.

so

í
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Bu-2313B -  Calculado para CggH^NOgi C, 62,03; H, 6,56;

í N, 2,78; O, 28,63. Encontrado: C, 61,77; H, 6,80; 

N, 2,65; 0, 28,78 (por d ife ren c ia ).

EJEMPLO 4

Preparación de un solvato bromobencénico c r is ta lin o  de

Bu-2313B

Se disuelven 100 mg de Bu-2313B en 4 mi de bromoben- 

ceno ca lien te  a l que se añade gota a gota é ter de petróleo 

hasta que se induce una lig e ra  turbidez. La solución se deja 

en reposo durante la  noche a la  temperatura ambiente para 

com pletar.la c r is ta liz a c ió n . Se obtiene e l  solvato de^bromo- 

benceno de Bu-2313B como agujas amarillas (80 mg), [a]-p = 

-51 ,2 ° (c = 0,88, metanol). en etanol: 225, 2 9 5 (hom-

b ro ), 352 y  369 nm. Espectro de RMN: 7,1 ppm (5H) para e l 

bromobenceno. A n á lis is : Calculado para C^gH^QNO^QBr ; 

(CggH^NOg.CgH^Br.HgO): C, 56,64; H, 5,90; N, 2,06; Br,. 11,8C; 

O, 23,60. Encontrado: C; 56,87; H, 5,84; N, 2,19; Br, 12,10; 

0, 23,00 (por d ife ren c ia ). . s

EJEMPLO 5

Preparación de la  sal sódica de Bu-2313B 

 ̂ A una solución de 200 mg de Bu-2313B en 10 mi de c lo ­

ruro de metileno se añaden 30 mi de agua. A la  solución se 

añade gota a gota y agitando NaOH 1 N hasta pH 11,5. Des­

pués de a g ita r  durante 3? minutos, se separa la  capa de d i­

solvente y la  capa acuosa se extrae dos veces con 30 mi cada 

vez de n-butanol. Los extractos se combinan y concentran a 

va c io . El só lido as i obtenido se disuelve en una pequeña 

cantidad de acetona y se p rec ip ita  por ad ición  de n-hexano

30
para dar 176 mg de sal sódica de Bu—2313B. Una parte de es­

te  m ateria l (45 mg) se c r is ta l iz a  de una mezcla de benceno-
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; 1 i ' ......  ' .̂...........  . , . i
metanol.para áar 36 mg áe c r is ta le s  de co lor am arillo p á li­

do que funden a 236-241°C (desc^), = -7 ,4  (c  = 0,94* 

inetanol). A n á lis is : Calculado para CggH^gNOgNa.HgO: 0,57,46; 

!. - H, 6,26; N, 2,58; Na, 4,24; 0, 29,46.
5 i . Encontrado: C, 57,57; H, 6,29; N, 2,39;

Na, 4,21; 0, 29,54 (por d ife ren c ia ).

10

EJEMPLO 6

¡ Preparación de la  sa l sódica de Bu-2313A

]Se rep ite  e l  procedimiento general de l Ejemplo 5 a -  

excepción de que e l  Bu-2313B a l l í  u t iliza d o  se sustituye poi 

una cantidad igu a l de Bu-2 3 1 3 B y  se obtiene a s í la  sa l só­

d ica  de Bu-23134.

j -En resumen, la  Patente de Invención que se s o l ic i t a

15 deberá recaer sobre la s  s igu ien tes:

REIVINDICACIONES

¡ 20

! l .  Un procedimiento m icrob io lógico  para la  prepara­

ción de un nuevo complejo a n tib ió t ico  Bu-2313 y  sus compo­

nentes b ioac tivos  Bu-2313A y  Bu-2313B.de fórmula:

-s

0 = /  —  COOCĤ  ' '

25
CU. ' !

 ̂ L CH. CĤ  0 ^  ^
R

donde R es H en é l  componente Bu-2313B y  -CH^ en e l  compo-

i nente Bu-2313A, 0 una sa l no tóx ica  farmacéuticamente acep­

tab le  de lo s  mismos; cuyo procedimiento se ca racteriza  por-

30 que consiste en: -
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i a ) c u lt iv a r  una cepa de Micropolyspora caesia con las  

¡ ca ra c te r ís tica s  de id en tif ic a c ió n  de ATCC 31295) -

¡ * 31296, 31297 ó 31298, en condiciones aerobias suma

i gidas en un medio acuoso de cu lt iv o  que contiene -

; '* fuentes asim ilab les de carbono y  n itrógeno, hasta -

que dicho microorganismo ha producido en e l  medio 

de cu ltivo  una cantidad sustancial de ac tiv idad  -  

, a n tib ió t ic a ;

.b ) recuperar la  mezcla a n t ib ió t ic a , producida en la  -  

' etapa ( a ) ,  del medio de cu lt iv o ;

Je) separar lo s  componentes b ioactivos  Bu-2313A y  -  

' ? Bu-2313-B de la  mezcla a n tib ió t ic a  mediante croma-

j - to g ra fía .

 ̂ :2 . Un procedimiento según la  re iv in d icac ión  1, donde 

la  fórmula del componente a c tivo  Bu-2313B e s : *

o una sa l no tóx ica  y  farmacéuticamente aceptable de l mismo

3. Un procedimiento según la  re iv in d icac ión  2, donde 

e l  compuesto obtenido es la  sa l sódica de Bu-2313B.

4. Un procedimiento según la  re iv in d icac ión  1, donde 

la  fórmula del componente ac tivo  Bu-2313Aes:
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o una sa l no tó x ica  farmacéuticamente aceptable del mismo.

" 5- Un procedimiento según la  re iv in d icac ión  4,* donde 

e l  compuesto obtenido es la  sa l sódica de Bu-2313A.

*- 6. Un procedimiento según la  re iv in d ica c ión  i ,  donde 

e l  Componente a n tib ió t ic o  denominado Bu-2313A, presenta -  

las, s igu ien tes  propiedades: es una sustancia acida boluble 

en alcoholes in fe r io re s , acetato de e t i l o ,  cloroform o.y ben 

ceno^ ligeram ente soluble en hexano y  agua a lca lin a  pero -  

prácticamente insolub le en agua; da reacción p o s it iv a  con -  

c lo ru ro - fé r r ic o  pero reacciones negativas non n inhidrina, -  

antrona, y  reactivos  de Sakaguchi y 'T o lle n ; y  en forma pura 

funde a 116-1189C aproximadamente; es ópticamente a c tivo , -  

con u n^o.'j^  de -58S aproximadamente (c  = 0,5, m etanol); -  

presenta un pKa' de 5,2 aproximadamente en etanol acuoso -  

a l 5 0% con un equivalente de va loración  de 519; tien e  un p i 

co de ión molecular a m/e 5 1 7  en su espectro de masas; res­

ponde a la  fórmula empírica y  presenta lo s  es­

pectros u ltra v io le ta , in fra rro jo  y  de resonancia magnética 

nuclear sustancialmente como los  indicados en la s  Figuras 

1, 3 ó 5 de lo s  d ibu jos, respectivamente; o una sa l no tó ­

x ica  y  farmacéuticamente aceptable de l mismo.



¡ 7. Un procedimiento según la  re iv in d ica c ión  1, donde

e l  componente a n tib ió t ic o  denominado Bu-2313B, presenta -  

las  s igu ien tes propiedades: es una sustancia acida soluble
i

én alcoholes in fe r io r e s ,  acetato de e t i l o ,  cloroformo y ben 

ceno; ligeramente soluble en hexano y  agua a lca lin a  pero -  

prácticamente insolub le en agua; da reacción  p o s it iv a  con 

cloruro fé r r ic o  pero reacciones negativas con n inh idrina, 

antrona y  reacciones de Sakaguchi y  T o llen ; y  en forma pura 

funda a 160-162SC aproximadamente; es ópticamente a c t iv o ,-  

con ún [(fjjp  ^  aproximadamente -69,95 (c  = 0,3, metanol) y  

- 3 4 ,9 a (c  = 0 , 9 3 , CHCl^); presenta un pKa' de 4,9 aproxima­

damente en etanol acuoso a l 46% con un equ ivalente de va lo ­

ración de $09; t ien e  un p ico de ión m olecular.a m/e 5 0 3  en 

su 'espectro de masas; responde a la  fórmula empírica 

^26^33^9' ^ presenta unos espectros u lt ra v io le ta ,  in fra rro  

jo  y de resonancia magnética nuclear sustancialmenté como -  

lo s  de las  Figuras 2, 4*y 6  de los  d ibu jos, respectivamen­

te ;  o, una sa l no tóx ica  y  farmacéuticamente aceptable de l -  

mismo.

8 . Un procedimiento según la  R eivind icación  1 , donde 

e l  microorganismo es H icropolysoora caesia ATOO 31298.

9. Un procedimiento según la  re iv in d ica c ión  1, donde 

e l  producto que se recupera es e l  Bu-2313B.

1 0 . E l procedimiento de la  R eivind icación  9, donde e l  

microorganismo es H icropolysoora caesia ATCC 31298.

11. Un procedimiento según la  re iv in d icac ión  1^ donde 

e l  producto que se recupera es e l  Bu-2313A.

1 2 . Un procedimiento según la  Reiv ind icación  1 1 , donde 

e l  microorganismo es H icropolyspora caesia  ATCC 31298.
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1 . 13. Un procedimiento según cualquiera de las  Reiv in -

dicaciones precedentes donde e l  cu ltivo  de ,1a cepa tien e  -
;

lugar en condiciones aerobias sumergidas, a un pH de *3,0 a

10,0 y  a una temperatura de 20SC a 483C.

3 14. Un procedimiento según las  Reivindicaciones prece

10

dentes donde e l  cu lt iv o  tiene lugar a un pH de 6,0 a 8,0 -  

y  a una temperatura de 3230 a 42aC.

13. Un procedimiento según cualquiera de la s  Reiv in ­

dicaciones precedentes donde e l  medio n u tr it iv o  contiene -  

además g lic in a .

¡ 16. Se re iv in d ica  por último como ob jeto s o b re 'e l -

que ha de recaer la  Patente de Invención que se s o l ic i t a :

UN PROCEDIMIENTO MICROBIOLOGIA PARA LA PREPARACION DE UN

NUEVO COMPLEJO ANTIBIOTICO.

15 i Todo conforme queda descrito  y re iv ind icado en i á  -

presente memoria d escrip tiva  que consta de cuarenta y.dos
i

1

i ,

paginas mecanografiadas.
¡

í
. Madrid, 13 Ju lio  1.978/

BER#ARDOyUNGRIA/
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