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se nroauce por ferm aentacibn de Micropolispora esp. ATCC '

~rias anaerobias. , 25

|
el Bu-2313 del medio de cultiyo.

. terias aerobias. .El Bu-23134 ¥y ¢l Bu-2313B son @tiles en el

das por bacterias anaerobias,

-2 -~ REP.: SY-1547A (BU-2313)
ANTIBIOTIC COMPQUINGL

RESUNEN DE LA INVERCION

j Un—nuevo complejo antibidtico denominado aqul Bﬁ~2313_

31295, 31296, 31297 y 31298, EL complejo se separa en dos
componentes bioachivos, Bu-23134 y Bu-2313B; que'esténues~

tructuralmente relacionados con el grupo de ant1b16+1cos de

estreptolidigin-tirandamicina,. Son activos contra las Qac’o_re;- .

i

COMPENDIO DE LA INVENGION . ...

~ e
P Y

_ Bsta invencidn se refiere a nuevas sustancias anﬁibid

~

A"

Llcas. Map especialmente, se refiere a un compleJo bldr

tlco denominado aquf Bu-2313, siendo producido dicho oamvle-'

n ‘“1-‘,

30 por cultivo de una cepa de Hicropolisporsa, caesig con 115

-

acterfstlcas identificadoras del ATCCG-n9 31295, 3129o,
31297 N4 31298 bajo condiciones aerobias conoc1das,en un ne—

le acuoso hasta que se prcduce en el rnedio de cultxvo una

pantldad sustancigl de Bu-2313 y, opcionalmente, recupgrando

| ﬁsta'invencién tanbién proporciona dos nuevos Compo-—
nentes antibidticos de Bu—2313, denominados Bu~23134 ¥
ﬁu—2313B, que se recuperan del complejo de Bu-2313 por pro-
eédimienfos cromatogrificos. E1 Bu-2313 y sus componenies
bioactivos Bu~23134 y Bu-2313B presentan actividad ahtibac—

teriana contras diversas bacterias anaerobias y algunas bac-

tratamiento de las enferrmedades infecciosas en los animales,

inclufdo el hombre, especialmente en las enfer.:edades causa-

1

.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

1
|
i La Pigura 1 muestra el espectro de absoreidn ultravio-

léta de Bu~23134 en etanol, en NaOH N/10-5 % etanol, en teon-
pén de fosfato a pH 7,0 y en HCL N/10-5 % etanol.

tﬂa Fipura 2 muestra el espectrb de absorcibn ultravio-
leta @é Bu-2313B en etanol, en NaOH N/10-5 % etanol, en tam—
pén de fosfato a pH 7,0 ¥ en HCL N/10—5'% etanol,

A La Figura 3 muestra el esﬁectro de absoreibn infﬁértb;
jo‘dei Bu-23134A cuando se forma uha pastilla con bromurc po-
tdsics. /

iLa Figuora 4 muestra el espectro de absorcidn infia#féé
jo del Bu~2313B cuando se forma una pastilla con bromure ?o—
tésipé. :

La Figura 5 muestra el espectro de resonancis uavﬁéfﬁch
nuclecr de Bu~23134 en CDCl (60 mHz).

La Figura 6 ruestra el espectro de resonancia mqwnét¢~
ca nuclear de Bu-2313B en CDC1, (60 1iHz).

‘Los compuestos Bu=2313 y sus componentes Bu-23134 ¥y
Bu—~2313B pueden ser producidos pér fermentacidn de ciertas

nuevags subespecies cronéaenas de Micropolyspora caesia. lLas

estructuras de Bu-23134 y Bu-2313B son las siguientes:

OH




[¢]

- 10

E RY:

20

25

30

Bu-23134 R =0,

/’Bu-2313]3 R =9

¥l iricroorsanisno

En el curso de una seleccibn de antibiGtiqos antie-
anaerobies, se aisld una cepa de actinomiceto oligospbrica
ne E864—6!dp una muestra de tierra recogida en el distrito de
Rajasthan, India. Se aisl$ é 22°C en una pldca de agarJdew

3 C':

medio de extracto-peptona-sales inorgdnicas suple¢entado cOn

N

cg/ml de dihidroximetilfuratrizina y 40 meg/ml de nlstﬁrﬂp?

ﬁiha. Se hallé qﬁe 1la cepa ES864-61 producia un huevo combléL

>
w:,,

jq antibidtico Bu— 313, que es activo fundamentalmente cop::
tPa diversas bacterias anaerobias, o i,
WMorfologfa 3 , _ ' E N .

La cepa E864-61 forma esperas sobre los micelios. aéTGO‘

.ﬂ<~

¥y del substrato. La,. maJoria de las esporas son 1nd1v1du@les

o

yse encuentran c’llrectamente sobre las hifas o sobre espo*‘me—

' '111

ros cortos. Ocas1ona_mente se observan esporas apareadas ¥
cadenas de 2 a8 esporas. E1l color del mlcello adreo es. plan-
co, volv1éndose nméds tarde de color verde azulado mate 0 verde

griséceo pilido con abundante esporulaéién. En el medio de

aéar se pfoducen dog tipos de pigmento, violeta y verde 0s-
cufo; Las esporas son de forma esférica a ovaL, de un. tamafio
de 0,5-0,7 por 0,5-1,2 micras y su superficie es lisa. Las
hifas aéreas ocasionalmenie se retuercen en varias ﬁueltas,
que pueden llegér hasta diez, con el aspecto de und cadena
de esporas'recta. Generalmente no se observa fragmentacidn
dél micelio del substréto, mientras qué una variante sin mi-

celio aéréo'forma celdas fragmentadés después de un largo pe-

riodo de incubacibn. Ta cépa madre (S-2) es susceptible de

-2
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formar veriantes espontdneas que difieren en su capacidad
de formaciln de una masa verdosa de esporas, el micelio ad~

reo' o ¢l pigmento violeta o verde. Das propiedades de la

cepa origingl y de algunas variantes se encuentran en la Ta-t

bla T. _
TABLA I
| , _ * Produceidén de Relaciln Gef.
‘Masa ver ~ pigaento Bu~23134/Bu-- -
dosa deeg Micelio” 23138 wroda-~
Cepa nlmero poras aéreo  Violeta verde cida |
s-2 (cepa o . )
original) + + + + 8 :2
9-26 (va- : » e
riante) - *+ +u - - 13 9
S=7 (va- ) S
riante) - L + - . 6 ¢ 4
Y-29 (va- _ :
riante) - = - + 19

La variante Y-29, producida a partir de la cepa_qfiﬁﬁu
nal S~2 por técnices de aiSlamiénto de. monoesporas, es seloc-
qionada como cepa muy productqfa. Se han depositado cultivos
de actinomiceto E864-61 cepas‘S—Z, §-26, 8-7 e ¥-29 en la
American Type Culture Collection, Washingwon; D.C, y se han
incorporado a su coleccidn permanente de microorganismos comg
ATCC ndmeros.31295, 31297, 31296 y 31298, recpectivamente,

Composicibn de la pared celulaw

La cepa EB864-61 contiene meso-DAP, galactosa y ramnosa
como componentes de diagndstico de la pared celular, Lg com-

posicidn de la pared celular se encuenira en lg Tabla II.
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v
i

\ T PABLA TI

Gomposieibn de aminodcidos e hidratos de carbono de la

: - pared celular
\

Aminocdcido (epa E864-61
meso~DAP : . T

15-DAP A -

_ Glicing, : ; S - -

. ;

Acido glutémico -~ ) et ey
Maning e e
Hidratos de carbono ?' : ' p 7_
Arabinosa - 5 ' T - ’ m;} )
Galactosa L e
Bam?osa _— S 1,:T
Manosa trazas .-;;-“\

Garacteristicas de cultivo . ) ) 7 o

tivamente ricos tales como agar extracto de levadura—extract

*

La cepa E864-61 crece vigorosamente sobre medios ALY

de malta y ager de Bennett, m%entras que el crecimiento es
pobre en medios qufmicamente definidos tales como agar almi-

abn-gal mineral, agar glucosa-asparagina, agar tirosina y -

agar glucosa—-sales ambnicas, No experimenta ningdn crecimient

to.sobre agay Czapelk.

7 3_ﬁa cepa original de E864~61 (8-2) forma esporas y mi-
celio aéreo abundanies. Prodﬁce dos tipos de pigmente: un
pigmento plrpura fojizo a marrén rojizo sobre agar extracto
de levadura—extracto de malta, agar peptonafext:acto de ie-
vadura—hierro y agar glucosa-sales ambnicas y un pignento
verde oscuro sobre agar harins de avena, agaf tirosina y agay
de Bgﬁnett.,Lﬁ variante n? §-26 esporula bien y. forma mi-
celio aérée pero carecevde éapapidad de formaciéh de pignentd

~

< 7 ° : \_J
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E La variante n¢ .3-7 forma un micelic adreo " Dblauco

sin.masa de esporas verdosa y produce abundante pigmento pir-

pura rbjizo pero ho prodﬁqe el pigmento verdoso, La variante
né Y-29 carece de capacidad de forjpacién de masas de esporas
y;de micelio ééreo y por lo tanto presehta un aspecto gimi-
lar al- de una bacteria, Produce solamente un pigmento verdo-

sq pero esta propiedad es perdida ficilmente por transferen~

cia. Lés caracteristicas de cultivo de la cepa original” y cde

las veriantes espontdneas se encuentran en la Tabla ITI.-

"
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5e

5

garacterfsticas de cul

1’ -
p4BLA TIT

+iyo de la cend 86451

Variante nt 5-26

Agar szcarosa~nitra G. VM no hay crecimien

o (agar de Gzapek)

Ager extracto de 1€ C.

vadurarextracto de
malta (ISP no 2)

A

Ager harina de ave: G.

na (ISP n® 3)

Agar almidén:sa%es C.-

minerales (ISPm4

.Agar gluccsa~aspa-. C.

ragina (ISP n® 5)

Agar pepbona—ex-
o=

srgeto de levadura-
nierro (ISP n2 6)

C. VI Greciniento

to
A
D | \

VM Crecimiento mode

rado. Marrén rof

z0

AM Abundantes Verde
arulado mate

D Warrén rojizo P
lido

VM Crecimiento mode
rado. Verde OsSCW
TO -

AN Abundante. Verde
azulado mate

D Larrén rojizo pé
lido
YM Crecimiento escZg
S0

AM

D |
VM Crecimiento esca
S0
AN
D

AM Winguno

D Pérpurd rojizo
mate

nobre

no hay crecinmientc

grecimiento modera
do. Marydén amari-
llento:>

Abunddnpe. Amarilio

nete & vorde grisd- -

ceo pélido
Marrén rojizo pali
A0 earad .

.

crecimiénto modersy '
do0. Tarydén pilido”

£
s 9

DA
Escaso,, Blanco ¥
verde;g?isaceo P
1lido

Hinguno

grecimiento escaso

Crecimiento escas®

wscasd, BLanco
Hinguno

Grecipmiento PODTZ4
Incoloro

fiinguno ;

Ninguno

o o E O

Ll




Caracterfsticzs de cultivo de 12 cena

T48L4 IIT

~86é

ra

—-£1 v de sus vzriantes

VI

Vi

AM

v

AN

Warrdn rojizo

Cepa ES64-61 1832

Veriante n2 S-2¢

no hay crecimien
to

5
i

Crecimiento mode
rado. Marrdén roRd
Z0

Abundante. Verde
azulado mate

j D4
iido

Crecimiento mode

rado. Verde Oscl
o -
Abundante. Verde

azulado mate

Larrén rojizo pd

Jdido

Crecimiento esca

.80

i

Crecimiento esca

S0

Creciniento mobre

Ninguno

Plrpura rojizo:
mate

no hay crecimientc

Creclmlento modera
do. Maryrbn amari~
1lenxo'-'

Abunddnfe, Amarillo

nete & verde grisd- .

ceo pgkido
Farrbn’ roalzo péLE
do .

"Oaa

grecipiéato. modern
o » » rd =3 e
rayrén pédlido

1“scuscn Blanca v
vbrde'bflsaceo &~
lido

Hinguno

Crecimiento escaso

Crecimiento escasn
Iscast. Blanco
MNinguno
C“eCWmlento PODIT24
Incoloro
#inguno

Hinguno

Variante n2 S-7

no gy crecimiento
0 crecimiento de co
lonizs. Rosa cscurc
Koderado,. Blancoe. "

 Ninguno

C?G”lﬂl&gto ﬂodera
do. Narania inten—
So. _.

Ninguno 0 €SCas0.
Blanco

Haranja rojizo in
tenso

Crecimiento modera
do, Pdrpura rojizo
nate

Hinguno o escasoO.
Blanco

Purgura rojizo ma~
te

Crecimiento’ escaso.
Warrdn amerillento

pdlido

Hulo o escaso. Blan
co

Rosa plrpura palido

Jrecimiento escaso.

Yaranja

Hinguno

Kinguno

Crecimiento restrin
gido. Incoloro
Ningano

Winguno

Varisnte ne ¥Y-29

No hay crecimiento

Crecimiento moderado.
Verde oro u oliva

Ninguno

Dorado u oliva

Creciniento escasc.

-Amarillo mate

Ninguno

‘Winguno

Crecimiento

€SCas0.
Incoloro :

Ninguno

HWinguno
Crecimiento
Blanguecino
Hinguno
Ninguno

pobre.

Crecimiento
Blanguecino

DohTre.

Ninguno

Ninguno
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gor tirosina

Te AZ
(1P n¢ 7)

8+ Ager glucosa=—
sales aménicas

9. Agar de Bennett

C.

Vi

AM

Vil

VM

AW

.

Cena E864—~61n2 5-2

N

TABLA III (Cont.)

Variante ne 5-424

Crecimiento rese—
tringido. Verde
oliva

Abundante. Verde

azulado pdlido
Ninguno A
Crecimiento pobre,
marrbn amarillento
p4lido a marrén ro
jizo pdlido
BEscaso, Blanco
Ninguno

i
Crecimiento nodera
do. Verde oscuro

Abundante. Verde
griséceo pdlido

Oliva

Crecimiento pobre.
Rosa gmarillenis
pdlido

Escaso. Blaaco

Ninguno

AR Y

w‘..
Creszinjento escgso.
Marxbun .pdlido

s
T

Escgso. Blanco
Nidgdo

.
38,

Crecimiento pokre.
Ineplgro 7
Eseaso. Blanco o ver
de'sxrdisbceo pélido
Ninguno

. . s

3

> %
Tagr




AW

(=]

Vil

AN

Ninguno

TABLA III (Cont.)

Cena E364-61n2S5-2

Variante ng $-25

Grecimiento res—
tringido. Verde
oliva

.Abundante.,Verde-

azulado pilido
¥inguno ;
Crecimiento pobre,
marrbn amarillento

pélido a marrén ro
jizo palido

Escaso. Blanco

i
Crecimiento moders
do. Verde oscuro

Abundante. Verde
grisfceo pélido

0liva

Crecimiento pobre.
Rosa amarillenso
pédlido

Escaso. Blanco

Ninguno

N 3

2 e L .
Cresinj*ento escaso.

Harrén .pdlido

>
*2v

Escaso. Blanco
Nidguno

Crecimiento pokre.

Ineolygro

Eseaso. Blanco o ver
de Erisdceo piiido

Hinguno

3 .y
SR ]
g,

Varisnte n® S-7

Grecimiento pobre.
Harrfn smarillento
pilido

Zscaso, Amarillo
p4lido

Phrpura rojizo mate
Gresimiento escaso.
Werrdn amarillento

_palido

Ninguno

Plirmura rojizo in
tenso .
Crecimiento modera
do, WHaranjs intenso
Ninguno

Rosa grisdceo

v

Varisznte n? ¥=2G

Grecimiento pobre.
Dorado

Ninguno

¥inguno

Crecimiento escas
50. ¥Yarrén dorado
y marrdn amarillen
t0. -

Ninguno
Ninguno

Crecimien}o pobre.
Blarqgueecino -

Ninguno

Ninguno
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ticag fisiolégicas

i
Caracteris

Ta cepa E364-61 es un actinomice%o aerobio y mesof{li-
cs. La temperaturaléptima de creéimiento para la cepa oécila
entre'32°.y 4200 ¥ se obtiene un crecimiento quefado a 20°
y:48°cn No se observa cfecimiento a 55°¢, Laé reacciones fi-

i -
sioldgicas y las utilizacioneS-de hidratos de carbono de las

cepas orlglnal y varlantes se encuen sran en las Tablas IV y

v resoeotlvageute.

i

.

TABLA IV

Reacciones fisiollgicas

R

SA

Método v medio

BnSayo Respuesta
L3 - §-2 S-26 Y=29
Nitritos a partir - + - " Caldo de Czapek de sg

de nitratos en me-
dio jirorginico

Nitritos a partir
de nifratos en me—
dio orgdnico

Tolerancia al clo—
ruro gbdico

Hidrdiisis de la
casefna en medio
de agar

Reacciones en solu
cidn de leche des—
cremada

Coagulacidns
Peptonizacidns

Licuefaccidn de la
gelatina

'Sastancialmente mo

derado & una con-
centracién de 4% o
menos de NaCl, No
hay crecimiento al

5% de NaCl

++ b -
-+ - +
+ - —
++ + -

caIOSa—nlbrato

0,5% extrac%b -Ge le-
adura, 1 Op glucosa,
O 5/0 KNO:S, s |/v Gaco

-3
Medio basal: 1% ex~
tracto de levadura,
% almidéd. soluble,
1 y5% agar

Medio de agar de Lue-
demann

1,0% extracto de mal-
ta, 0,4% extracto de
levadura, 0,4% gluco-
sa, 16% gelatina,
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Ensayo

TABLA IV (Cont,)

Respuesty

Método ¥ medio

i
o ,
i

Produceién de

& partir de L-
cistelna

Hidrélisis de la
tirogina

Formaciln de me—
lanoide

L
Catalasa

!

’

Oxidasga

.
»-

Efecto de 1a teg

© peratura

S

§2 506  Y-29

R ++ o
+ + +
e o +

~ noche. sobre &gar

"de perdzido de hi~-

ERE
Crecimiento méximo
a 32-42°C. Creci-~
miento moderado a

209¢ y 48°C. Nulo
crecimiento a 55°¢

dura~hierro.

- malta.

L-cisteina (0,1%)
agregada a caldo dq
triptons-extracto

de levadura {medic
ISP n? 1) nés azaxrd
HpS detectado por

una tira de ponel

que contenia solu~
cibn acuosa al 10%
de acetato Ge wiomo

3

Se emitié la- L-as-
paraginag dal agar
de tirosing. -
Agar tirosgina y
agar peptona—~leva—~

Crecimiesto de una
nutriente. Solucibn
arégeno, - -
Creciniento de una
noche sobre agar
nugriente. Reachi~
vo de Kovac.

Extracto de leva-
dura—extracto de
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.\, : , ~ DABLA ¥
i ’ :
C Utilizacidn de hidratos de carbono de la ceva E864-61

i
\

Cepa original

Variantes nfmeros

Medio basal: WMedio basal de Luedemann

. - 0
Condiciones.&e cultivo: 37 C, 2 semanas.

i Ne 52 526 5~7 ¥-29
Te Giicerol' wr £ o+ .+
2, D(-)arabinosa +] + + +
3; I,‘(-k_)-m"abinoga + + + . +
4. D:--xilosa o * PN
5+ D=ribhosa +f + +1 .
6o L-ramnosa +-'-.' * - 4
T D—élucoéa (control § : s
positive) o+ + + 7 4+
8. D-galactosa +h +
9. D-fructosa + + £ g
10. D-hanosa i+ ] L0
11 L(=)-sorbosa - - z -
12. Sacarosa ”.;, - - -
13. Lactosa +§ + + -
14, Cel.obiosa ‘ + + + +
15. Melibiosa B o+ s
160 Trehalosa +. +- + +
17., Rafinosa - - - -
18, \D(-{-)-melezitosa - - - -
119+ 41middn soluble + + + +
20. Duleitol - - - -
21. Inositol - - g +
22, D-manitol + + . + +
23+ D-sorbitel - - - -
24. Salicina. + - - -
125. Celulosa - - - -
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Taxonom{a
Las caracter{sticas morfolégicas y- de composicién de
la pared celular de la cepa E864-61 indican que el orgahis-

mo debe ser clasificado en la familia Micromonognorsaceas

Krasilnikov 1938, descrita en el Manusl of Determinative

Bacteriology de Bergey, 88 edicidn, 1975. Cuando se compara

con el género de las Micromonogporaceae, la cepa E864~41 es

diferente del género HMicromonosnpora en su formacidn de mi-

celio aéreo y. en la composicién de su pared celular d§1 Ti-

po IV aunque hay presente ramnosa en lugar de arabinost. Ta

bién difiere de los géneros Thermoachinomyces, ActinoPifida

Thermomonosuyora, Microbispora y Microietragpora en 1a_ﬁor~
fologla de las ésporas y en el tipo de pafed celular<§Ti-
po III pafa estos géneros). El mds rélaéionado cpn‘lg'cepa
E864—61, en el tipo de pared celular, morfologfes d3 1ss es-

|

goras y modo de esporulacidn, es el género Iicropolyspora.

Se han descrito ocho especies bajo el género Nicropolvsnora

y se obgerva una diversidad considerable entre las especies

en el niimero de esporas en una cadena. Se ha informado que

Microvoiyspora caesia contiene de 1 2 5 esnoras y tres esneq

cies de 5 a 20 esporas en una cadena. La cepz E864~61 es sif

milar g la Micropolysnora caesia Kalakoutskii 1964 en que

forma, predominantemente esporas individuales y ocasionalmens-

te cadenas de 2-8 esporas. Ademis, la cepa se parece a

Mo éaesia en ei éolor de su micelio aéreo, en el ‘intervalo
de temperatﬁras de crecimiento y eh’elrtipo de parédfcelu-
lar, aunque difiere de esta dltima en la produccién de dos

clases de pigmento difusible. Asf, la cepa EB864-61 se con-

sidera una nueva subespecie crombgena de Micropolyspora
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.eritogs por medios itales como radiacidn X radiacién‘ujtra—
H

- Bu=2313 mediante la seleccidn de cepas altamente prodqcto—

Noos - .
cedimientos generales utilizados para el cultivo de otros

fuentes de carbono asimilsble como glicerol, glucosa, fruc-

.—.14,—

[ Como la cepa ES64-61 es fécilmegte mutable natural o
artificialmente, débé eﬁteﬂdérse que esta invencién no se
limits a la ceﬁa o?iginal S=2 0 a las variantes S-26, .87
§ Y29,

tantes v.variantes naturales y artificiales productores de
y y ) ,

Se pretende espeefficamente incliir todos los mu-

Bu~2313 que puedan obtenerse a partir de los organisnay des:

v1oleba, tratamlenbo con mostazas nlbrogenadas, exp031016n
/
a fagog; y similares, Como.en el caso de otros anilbldulcos

se prevé que puede conseguirse una mayor produccibn de

ras después de la selecciln de una sola -colonia, por drata—
miento con diversos mutdgenos o nedianté los procedimientos
genéticos de recombinacidn, transformacibn o transduccidn.

Preparacibn del antibidtico

i

i El complejo antibibtico Bu-2313 es producido cultivan~
do una cepa de HlCrODOlVUDOTa caeszw 864-61 (y preferible-

mente ATCC n? 31295, 31296, 31297 ¥ 31298), en condiciones

aerobias swsergidas, en un medio nutritivoe acuoso, Los pro-

detinomicetos son aplicables al cultivo de Mieronolyspora

caésia ER64-61, El medio nutritivo debe contener una o més

’

$osa, manosa, almidbn, dextrina, maltosa, melazas, aceites,

grasas N4 similares, en estado purificado o crddo. El medio

nut rltlvo también debe contener una o més fuentes de nitrd-
, ‘"

geno a51m11able como, por e;emplo, harlna de soja, harina

de peseudo, extracto de malta, pepbona, ext racto de leva~

dura, solubles de destilerfa, harina de gluten, licor de
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infusibn de mafz, harina de semilla de algoddén, caseina,
‘ M G . .
sustancias proteicas hidrolizadas, nitratos, sales amfni-

cqu? urea ¥y similares. También pueden agregarse al medio

sales 1norgunlcas nutrientes como cloruro sédlco, sulfato

potdsico, sulfatbo mav16s1co, carbonauo CalClCO y cantidades

traza de sales de metales pesados como cobre, cihc, manga-—

. ¢

neso, hierro y similares. En el cultivo sumergido aireado,

. pucde ut:llzarse un anulespum:nte como parafina 1Iqu1da,

aceite de sojay gra 38, 0 51llcona.
" Preferiblemente, la temperatura de fermentacldq uebe
estar comprendida entre alrededor de 20% v 48°¢ y los 14~
mltes ﬁas prpferldos son de 3° a 42 Ce EL pH del medmo de
ferqenﬁacidn debe estar compfpndido aproximadamnente cntre
5y 10y el inﬁervalo preferiﬂo es alrededor de 6 378; Hoxr—
malmnente, se obtiene la produ 2eibn bptima en 3 a2 7 dfﬂs..

Cuande se realize. la fermentacidn en tanque, es conveniente

producir un inbeulo vegetativo en un caldo nutritivo por

_inoculacibn del caldo de cultivo con un cultivo en tubo in-
‘clinado o en tierra o con un cultivo liofilizado del orga-

: nlsmo. Después de obtener de esta forma un indeulo actlvo,

se transfiere aséptlcamente al medio del tanque de fermen-
tacibn. La actividad antibidtica en el caldo de fermenta—
c16n puede ser determinada mediante un anéllsls en discode

papel—placa de agar utlllzando Bacteroides fragilis como

orgenismo de ensayo cultivado sobre GAN (medio anaerobio
Gifu, Nissui) en condiciones aﬁaerobias: Despuds de que se
ha obtenido la potencia 6pfima del caldo, este Ultimo se
filtra, preferiblemente con un auxiliar de filtraeién. Lo,
torta micelial se lava con aaua y el raltrado combinado

con las aguaq de 19vwao se aJqua a pH 8 avrox1m4damente
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and Haag, Co.). La columna de resina se lava con agua y me-

liofiligzan para obtener el complego crudo Bu~2313. El s611~

¥y se pasa por unz columna de ung resina polimérica macro-
reticular (macroporosa) no idnica, tal como Diaion HP=-20

(Mitsubishi Chemical Industries) o Amberlite XAD-2 (Rohm

. s -_‘ . N . -
banol acuoso (v.g. metanol al 40 %) y despés se eluye con
metanol acuoso al 95 % aproximadamente. Se combinan 1aé

fracciones activas, se concentran a vacio, y se evanoxaq 0

%p crudo asl obtenido puede ser separado en sus componenm
tes, Bﬁ—2313A v Bu-2313B, poi cromatografia sobre unéEresi-
ha, macrorretlcular como se ha indicado antbes y/o por croma-
tografia en gel de sflice.

Guando se fermentan algunés cepas de Micropolyspora'

caesia E864-61, se ha encontrado qué laadicidén de glicina
al medio de fermentacidn (veze 1 %) reprime la-producéién
de Bu~23134 -y da como producto principal Bu=2313B. ;
Propledadeu flsicoquimlcqs de Bu-~23134 v Bu—-2313B

El Bu-2313A y el Bu-2313B son ambog susban01as doidas

1

aisladas como cristales de color amarillo pélldo. Son féeil]
mente solubles en la mayorfa de los dlsolventev orgénicos
%omo alcoholes inferiores, acetato de etilo, cloroformo y
Benceno; ligeramente solibles en hexano y agua alcalina pe-~
rouprécticamente insolubles en agua. Son estables en solu-
cidn 4eida pero menos en solucidn alcalina; siendo inacti-
vados a la temperatura ambiente cuando se mantieﬁén durante
la noche en una solucién de NaOH N/10. Ambos componentes
dan reaceidn positiva con eloruro férricp pero ;eagcidn ne=-
gativa en ninhidrina; antrona y réaccién de Sakaguchi y de
Tollen. El Bu-2313A y Bu~2313B pueden ser diferenciados re-

diante dos sistemas de cromatograffa en capa fina indica-
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dos' a continuacidn:

BE
Componente . sistema 1 sistema 2™
Bu—-2313B .f 0,05 0;30

2 Gel de gilice, cloroformo-mgbanol (100:3)

2 el de sflice, benbeno—metaéol (4:1).

R compuesto Bu~23134 fuéde a 116-118°¢ & es éphicament
te activos [a]%5 = -58% (¢ = é;s, metgnol); Presenta uﬁ Ka
de 5,2 en solucifn acuosa de epanol al 50 %, con un éddivalw
te de‘valoracidn de 519 y su e%pect;o de masas da unvﬁico de
i6n molecular a m/e 517. El coépuesto Bu-2313B funde 8 160~
162°é y es bpticamente activo:f[a]%5 = -69,90 (¢ = 0,3, me~
ténol) y -34,9° (¢ = 0,93, CHC}3). Presenta un valor de pKa!
de 4,9 en solucibn acuosa de e%anol al 46 %, con un.eéﬁiva-

lente de valoracién de 509 y dé un pico de ién molecular a

'm/e 503 en el espectro de masa

Los espectros ultran1oleta de Bu-23134 y Bu-2313B en
diversos disolventes se encuentrap en las Pigs. 1 y 2, res-

pechbivamente, y los méximos de absorcién estdn indicados a .

continuacién:

: Bu-23138: »___ enmn (2% )
Disolvente .max 1 em
Etanol ' 235(330), 288(290), 344(535), .

355(555) »

NaOH N/10 - 5% etanol  257(400), 293(415), 337(520).

Tampbn de fosfato a

pH 7,0 261(418), 291(430), 339(482).
HCL N/10 - 5% etanol 241(310), . 361(690),
' - - 373(670). :

E)
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- tivas y ellag y sus mezclas forman sales con las bases. En

~ 18-

[P ) .

| Bu-23138: A en nm (E1% )

Digolventes max 1 em
Etanol . 239(220), 295(260), 352(730),368(610)

Na0H1ﬁ/1o - 5% etanol 248(328), 295(415), 332(600).

Tamp&n de foafato a .
pH 7,0 251(335), 294(454), 332(580).

HCL N/10 ~ 5% etanol  241(210) 359(656),370(665)

i Los espectros infrarrojos de Bu-23134 y.Bu—23133 (en

pasfillas de KBr) estdén indicados en las FPiguras 3 y'4; res—
pectivamente, y son muy similsres entre si, observéndose las
bandas de absoreibn caracteristicas a 1730, 1660, 1630,

1580 y 1210 cm-1. En el compoqénte A hay presgente una banda

T mientras ‘que el componente B muestra

lag absorciones caracterfsticas de N-H a 3200-3400 cm-$-que

definidé a 1500 em

estdn ausenies en el componente A, Los espectros de rééonan—
cia magﬁética nuclear prpténida de Bu~23134 ¥y Bu-23i3B;(en
GDCl3) estdn indicados en las:Figuras 5 y 6, respectivamen—
te, que ponen de manifiesto 1é>presencia de cineo grupos
C-metilo, un grupo éster met{)ico y un Qréméforo dcido trans:
dienoico. El espectro de RMN &el componente Arpresenta una,
sefial N-metilo a 63,03 ppm que estd ausente en el componen—
te\B; El pico de ién molecular‘se.observa por espectroscopia
de masas para Bu-2313A (m/e.517) ¥y Bu=2313B (m/e 503); Se obi
sefvan picoa de importantes iones fragméntados en el espec—
tro de masas a m/e 221 (pico de base para el componente B),
m/e 235 (pico de base pafa el componente A) y m/e 283 (picb
intenso para ambos componentes A y B).

Las sustancias Bu-23134 y Bu—-2313B son sustancias ac-—

el sentido utilizado aguf, el término "sal no tdéxica y far-

macéuticamente aceptable™ incluye sus sales con cationes me-
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t4licos, v.g. cationss de metales alcalinos o alcalino-té
rreos como sodioy potasio, calcio y magnesio.

5 ‘ Propiedades bioldgicas de Bu-23134 y de. Bu—-2313B

Eépecﬁfo antibacteriano

é Ia concentracién minima de inhibicidn (cuI) de Bu-2313
y ‘de: Bu—2313B se determinaron’ medlante el método de dilu-
eibn serlada a2l doble en agar, utilizando un aparato Ludfi-

1nocu1ante, frente s una varledad de bacterias aeroblas ¥

I v . .
angerobias. Generalmente se utilizé medio de agar nutriente
(Elken) para las bacterias aerobias, medio de GOnOCoocuﬂ

(6e) (Elken) para los organismos aeroblos molestos COmO ’

estreptococ305, Neisseria y Hemophilus, y medio de aga* GAM
(lesui) para las bacterias anaerobias. o

Las actividades in vitro de Bu-23134 ¥ Bu—2313B contra
dlvér?és organismos aerobios y anaercobios se encuentran en
las Tablas VI ¥y VII, respectivamente, Junto con las de lg

t1randam1c1na . ¥ . la clindamicina que se utlllzaron como

-compuestos de referencia. Lagisustancias Bu—2313A y Bu~2313B

inhiben el crecimiento de diversas bacterias anaerobias a-
concentraciones bajas pero presentan sblo una actividad de

débil a moderada contra muchos de los organismos aerobios

‘hdbituales como §, aureus, E. coli y K. pneumoniae. Sin em-

bargo, las cepas de las especies Bacillus,'estreptococcus,

Neisseria meningitidis, N. gonorrhoeae y'Hemophilus influen-

zae son susceptibles en las sustancias Bu—2313A y Bu—2313B.
En general, la act1v1dad ¥ €l espectro antlbacterlano de
Bu-23134 ¥ Bu-2313B son muy similares a las de la tiranda-

micina y la actividad intrinseca in vitro de Bu-2313B pare-

»Qe ser algo mayor que la del Bu~-2313A. ;'
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Efecto del tamafio de indculo

. ’ Ia influencia del tamafio de inbeulo sobre la CMI fue
determlnada para(ios organismos anaeroblos (B. fragilis y C.
Eerfrmn ens) utilizando caldo GAM en medio de agar. Como
mueatga la Table VIII, los valores de la CMI de Bu-23134 y

Bu~2313B fueron cohsiderablementc afectados por el tamafio de

. indcuio cuando se determinaron porrelnmétodo de dilucidn: en

caldo,

il

Actividad bactericida

fE1 ﬁotencial bactericida de los compuestos 3u—23ﬂ3A y
Bu—23q33 fue determinado en dos organismos anaerobios»y:&no
aerob{o. Se realizarnn.recuénﬁos de las células viablééifor-
man@oguna placa de una parte alfcuota de 0,1 ml de caldo de
cadé $ubo exento de turbidez, después de la determinacién
de 1aECMI. Se utilizaron placas de agar GAM para el re;ﬁento
de células viables de B. raglll ¥y C. perfringens y agar
nutriente conteniendo 5 % de suero &e caballo para S. gz_gg—
nes, y las placas se incubaron durante 18 horas a 37 Ce La

concentracién de antibidtico que permite un crecimiento in-

ferior a 100.colonias por placa se defipid como bactericida

(tamafio del inbculo original: 105---106 cédlulas/ml). Como mues:

tra la Tabla IX, la accidén antibacteriana de lag sustancias
Bu~23134 y Bu-2313B parece ser bacteriostftica mds qué bac-

tericida.
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DABLA VI

Actividad in vitro contra bacterias aer

Némero de jedio de
clave Organismo experimental ensayo ¥  Bu-23134
Eo-3 Escherichia coli Juhl 415119 A  >100
BEc-8 Escherichia coli K-12 49632 \-A1 >100
Kp-2 Klebsiella pneumoniae A9678 :KA5 >100
Sm—1 Serratia marcescens A20019 i”AE >100
Pa-13 Pgeudomonas aeruginosa A9843 ’gﬁ 100
Pu-1 Prot;us mirabilis A9554 Lo ‘>1ob
Pg-1 Prot?us morganii A9553 ‘ZA >100
Sa-1 Staﬁ?ylococcus aureus 209? N 25
Sa-2 Staphylococcus aureus Saith > ﬂ& 12,5
sa-8  Staphylococcus aureus ng 52-34 " 12,5
S1-1 Saréina lutea PGI-1001 | 500 25
ME-1 » Micfococcus flavus , A 6,3
Be~1 Bacillus cereug ATCC 10f02 A A 0,8
Bs-1 Bacillus subtilis PCI-219 A 1,6
Sp-3 Streptococcus pyogenes A9604 B 0,8
Sp-9 Stréntocoocus pyogenes 420201 B - 0,8
Sv-8 Stréptococcus viridans A21354 | B f 0,8
Dp-4 Diplococcus pneumoniae A9585 B © 0,8
" Nm—2 Neisseria meningitidis 420049 B 1,6
Noi-4 Neisseria meningitidis 421496 B 3,1
Ng-1 Neisseria gonorrhoeae A15112 \ B 1,6
Ng-4 Neisseria gonorrhoeae 420154 B 0,8
Hi=3 gggpphilus';nflgenzae 49832 R B -~ 0,8
. Hi-T Hemophilug influenzae AéO188 B 1,6

‘At Agar nutriente (Eiken)

Bt Medio GC (Eiken)
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TABLA VI

Actividad in vitro contra bacterias merobias

CWI (meg/ml)

Hedio de :
ismo experimental ensayo 8 Bu-2313A4 Bu~2313B Tirandamicina (lindemicina
coli Juhl A15119 A ©>100 >100 >100 12,5.
coli K~12 49632 A >100 >100 >100 25
neumoniaze A9678 , "Av"‘ >100 >10D >1 QO 100 :
cescens A20019 A - >100 >1C:0u ~100 - 50
aeruginosa 49843 E >100 >100 - >100 >100
pilis A9554 Lig > 00 >10C >100 100
‘i.n___n A9553 Ia >100 >100 >100 100
us aureus 209P 25 25.., 100 0,1
us aureus Saith Ry 12,5 12,5 >100 0,3
us aureus n? 52-34 . g 12,5 12,5 50 0,1
a PCI-1001 - 1D 25 12,5 50 0,025
flavus , A 6,3 25 25 0,.@5125
‘eug ATCC 10702 A A 0,8 | 0,8 0,4 0,4
tilis PCI-219 A 1,6 1,6 3,1 0,8
's pyogenes A9604 B 0,8 0,4 0,8 . 10,0125
.8 pyogenes 420201 B 0,8 0,4 0,8 0,0125
s viridans 421354 | B : 0,8 0,4 " 0,4 0,025
pneumoniae A9585 B © 0,8 0,4 0,4. 0,0125
:mingitidis 420049 B 1,6 . 0,8 0,8 0,05
ningitidis 421496 B 3,1 1,6 0,8 0,025
norrhosse 415112 B 1,6 0,8 . 0,4 0,2
»norrhoese A20154 B 0,8 0,8 0,4 0,2
influenzae 49832 B .: 0,8 0,4 0,4 v 0,4
influenzae Aé0188 B 1,6 - 6,8 0,8 0,8

iken)

Bt Medio GC (Eiken)
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TABLA VII

Actividad in vitro contra bacterizs anze

ST el lillvk

Ndimero de '

clave Organismo experimental Bu~-2-134
Bf-1 Bacteroides fragilis A20926 0,2
Bf-3 Bacheroides fragilis A20928;1.‘ 0,1
Bf-4 Bacteroides fragilis 420929 P o,?
Bf-6 Bacteroides fragilis A20930 ‘ L 0,2
BET Bacteroides fragilis 420932 s , o,g
Bf-10 Bacteroides fragilis A20935 f,ﬁ; O,g
Sm—1 Sphaerophorus necrophorus 415202 E, 0,2
So-1 Sphaeroﬁhorus pseudonecropnorus A20013 2% 0,2
Fo-1 Fusobacteriun mortiferun ATCC 9817 2 6,2
Fv-1 Fuéébacterium'varium ACC 8501 ’:55 0,1
Ae-1 Acidoaninococcug fermentans AmCC 25085 ¥ 0,2
yp-1  Yeiilonella parvula ATCC 17745 ’ 0,2
Cb-1 Qld%ﬁridiwn acei;ébutylicum IAM 19011 0,4
Ce~-1 Clostridium caproicum IAM 19228 0,4
Ch-1 Clostridium chavoei A9561 0,2
Cp~-1 Clostridium perfringensg 49635 0,4
op-2 Glostridium perfringens A21284 0,4
Pp-1 Peptocuccus prevotii ATCC 9321 0,2
Pe-101 Peptococous acrogenes ATCC 14963 0,2
Ph-1 Peptostrepbococeus anasrobiug Bd3 C.4
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TABLA VIT

Actividad in vitro contra bacterizg anzerobiss

.CMI (meg/ml

aismo experimental Bu—-2-134 Bu~2313B Tirandamicing Glindamicing
fragilis 420926 - 0,2 0,1 0,2 0,05
fragilis A20928-1 ™. | Q,1 0,1 : 0,1 0,05
fragilis 420929 | 0,2 .1 0,2 0,05
fragilis 420930 e 02 0,1 0,1 ' 0,05
fragilis 420932 - RS 02 0,1 0,1 0,05
fragzilis 420935 . | 0,2 0:1 0,1 - 0,025
3 necrophorus 415202 >E» . C,2 0,1;, ’ 0;1 . 0,025
3 pseudonecrophorus A20013 ...\ - c.2 0:;%.. 710,2 0,05
1 mortiferun ATCC 9817 B G.2 0,7 0,1 - 0,05
1 varium ATCC 8501 a0 0,1. 0,1 0,05
2cus fermentans aTce 25085 -'f} C.2 0,1 0,1 - : 0,05
sarvula ATCC 77745 C.2 0,1': ' o,i 0,05
acetébutylicum IAM 19011 C.4 0,2 0,2 - - 0,1
saproicun IAM 19228 0,4 0,2 0,2 0,1
shavoei 49561 02 0,2 0,2 0,025
srfringens 89635 C.4 0,2 ) 0,1 0,025
perfringens A21-84 ’ 0,4' 0,2 0,1 0,025
orevobii ATGC 9321 0.2 0,1 0,2 0,1
serogenes ATCC 14963 0,2 0,2 - 0,1 0,2

i0ccus angerobius B43 c.4 0,4 0,2 0,8

!
1
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TABLA VIII

Efecto del tamafio del indcul

20

25

30

Tﬁﬁﬁlg?]‘ | CMI (meg/ml) en agm
célulasg/ml Bu-2313A Bu—-2313B Pir
B. fragilis A20928-1 1,2x10° .01 0,05
| 1,2 x 107 0,1 5% 0,1
C. perfringens A9635 ;'Jx 107 0,1 ,j 0,1 ‘
7 x 108 0,1 0,1
2gant a0 G (e e
células/ml Bu~2313A Bu-~2313B Tir
B. fragilis A20928-1 2,8 x 10° 0,006 1% 0,013
2,8 x 10 " 0,8 0,4
C. perfringens A9635 1,2 x 100 0,1 0,1
: | 1,2 x 165 100 " s
TABLA IX
Actividad bactericida
Temafio del ATy cus
~“inéculo, Bu-23134 Bu—2313B
_ células/ml - CNI  _CMB  CNI_ _Cu3
B. fragilis 4209281 2,8 x 10° 0,03 >0,8 0,006 >0,& .
C. perfringens A9635 1,2 210 .0, 12,5 0,1 125
S. pyogenes 420201 6x10° 0,4 12,5 0,2 12,5
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TABLA VIII

Efecto del tamafio del inSculo

Tamafio del

CHI (mcg/ml) en agar GaYW

inéCUlO, ° - .
célulasg/ml Bu=23134 Bu=-2313B Tirandamicina Glindamicina
1,2 x10% 0,1 0,05 0,2 0,025
1,2 x100 0,1 D, %0, 0,2 .7} 0,025

7z 107 0,1 10,1 0,8 .- 0,0125
7 x 108 0,1 L 0,1 0,8 -, 0,0125
Tamafio del OMI (meg/ml) en caldo: GAHM

indeculo, Tre R
células/ml ° Bu-23134 Bu~2313B Tirandaficina. Clindamicina
2,8 x 10° 0,006 : *% 0,013 0,006 : 0,025
2,8 x 107 , 0,8 sy 0 0.4 0,2 ' 0,05
1,2 x 10° 0,1 . v 01 0,1 - 0,025
1,2 x 10® -~ 100 25 12,5 © 1 12,5

TABLA IX ;

Actividad bactericida _ -

o CMI' y cMB (meg/ml)
Tamafio del

" inéculo, Bu-23134 Bu-2313RB Pirandamicing Clindamicina
células/ml GyT ~ _CMB  CHI_ _CMB CMI_ _cuB Cul_ _cuB
2,8 x 10° 0,03 >0,8 0,006 >0,& 0,025 >0,8 0,05 0,4
1,2 x 10° . 0,1 12,5 0,1 125 0,1 3,1 0,025 0,05

6x10° 0,4 12,5 0,2 12,5 0,4 >12,5 0,05 6,3
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Niveles en sangre en ratones

! Se determinaron los niveles en sangre en ratones, des—~

pubs de la adminigtracidén subcutdnea u oral de Bu-2313-B

‘(éal sbdica), clindamicina y Flagyl, a niveles de dosifica~

cibn éraduados (100, 50, 25, y 12,5 mg/kg). Se recogieron
muestras de sangre de los sgenos orbitales y se analizaron
por ei método - de dioco de papeinplaca de agar emplﬂando
B. fragilis A20926 como organismo de ensayo. Los resultpdog
se encuentran en la Tabla ¥. Los niveles mdximos en sangre
obtenidos con Bu~2313B fueron aproximadamente 3 6 4 vecos ma,
yores‘que log de la clindamicina por las vias parentbral ¥

oral mlentras que el Flagyl presentd mejor absorclén que el

Bu-2313B
h TABLA X
’ j Niveles en sangre en ratones
Admin@stracién'subcuténea . e
_ i _ Niveles en sangre (meg/ml)
Antibibdticos  dosis 15 min, 30 min. 1 hora 2 horas
Bu-23138 100 mgfkg 28 34 38 29
- 50 25 27 20 9,3
25 12 10 4,6 0,9
- 12,5 4y4 1,7 0,4 -
Clindamicina 100 11 9,5 5,2 0,4
50 . T,0 5,8 34 0,3
25 ' 3,8 2,1 0,8 0,4
12,5 149 1,2 0,5 0,3
Flagyl 100 98 121 98 40
' 50 2 2 26 12
25 C 16 5. 12 8,3

12,5 6,7 3,8 3,0 -
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i .
Administracidn oral

| ) : Niveles en sangre (meg/ml)

Antibibtices Dogis . 30 min, 1 hora 3 horas 5 horas
‘ B§-2313B', 100 mgfkg 12 5,5 04 - 0,3
% 50 3,0 0,7 0,2 0,1
| 25 0,4 0,2 0,1 -
12,5 0,3 02 01 . -
Clindamicine 100 - 2,8 1,3 0,6 ingﬂ}
L 50 0,9 05 03 .-
a 25 . 0,8 0,5 0,3 L
o 12,5 0,6 0,4 0,3 -
Flagyl 100 56 41 24 "13
v 50 _ 20 15 11 t”:; :
I 25 8,8 6,7 6,1 -
’ 12,5 6,0 . 6,0 3,0 *“j:-
Actividad in vivo : E

“Ia eficacia de las sustancias Bu-23134 y Bu-2313B in
y_i_vg _;‘.‘ue determinada en ratom‘as infectados con B. fragilis
420926 iloeai), C. perfringens 49635 y S. pyogenes A20201 - -
(sistémico). _ ' |

Se establecié una infeceién localizada de B. ffagilis
médiante inyeccién subcutdnea en el cuello dorsal de los ra-
tones de 0,5 ml de la suspensién bacteriana conteniendo
2-5 x 10° células mds 10" mg de celulosa rh:'.c:rocristail.ina.~ EL
tratamiento se realizé por via subcu‘bé.r'x_ea u oral una vez al

dfa durante 5 dia:s, empezando 30 minutos después del ataque.

Se utilizd un grupo de cinco ratones para cada nivel de do-

sis y los animales se:Gdiseccionaron &l éex*bo dia para medir el
tamafio del absceso subcutdneo. La respuesta de cada animal

fue puntuada de 0 '-a 5 de acuerdo con el tamafio de la lesién

—
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_infecdién para cada uno de los grupos de tratamiento y se

y 'la suma de las puntuaclones de las les1ones se @ividid por
ei ndmero de raiones utilizados en un grupo para ohtener la
puntua016n media para cada tratamlento y grupo de control.
Tomando la puntuacién media del grupo de control como nivel

de infectividad del 100 %, se calculd el nivel relativo de

estimé un valor de la DP5O mediante una representao:dn del
1og probit. Los resultados obtenidos con Bu-2313B ue enoueu—
tran en la Tabla XI junto con los de 1a clindamicina y el
Flagyl. Ta clindamicina era mds activa gue el Bu—2313B‘y que
el Flagyl en este modelo de infeccién. e
*iSe produjé ung infeccibn gistémica en ratones de C.
gerfringens'o S. pyogenes mediante ataque intraperitonesl
con'una dosis letal de la sustancia patégena en una suspen-—
sién él 5 % de mucina gistrica de cerdo (Amefican LgﬁoratOn
ries)% El antibibtico se administrdé por via subcutdnes u orel
inméd{atamente antes del ataque'con las bacterias. Se deter-
mind ia DB al cabo de 5 dia?. Como muestra la Tabla XIT,
la susténcia'Bu—2313B proporciona una proteccibn bastante .
buena contra estas infecciones sistémicas por administracibn
subguténea y oral, mientras,que la sustancia Bu-2313A es
inactiva por la via oral. Ia clindamicina resulté la mds ac-

tiva en estos ensayos in vivo.
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Tratamiento subcuténeo

Antibidticos

Bu-2313B sal sbdica

¢lindamieina

Plagyl

Control

i

Infeceidn

-

- 27 o

-

TABLA XI

localigada con. B. frag

O

.  Dosis Puntuacidn
(ng/kg)  individual
50 X5 O, 2, 31".3,
12,5 x 5 2, 3, 34 3,
3,1 x5 3, 3, 3, 4
0,8 X5 4, 4, 4, 4,

50 x5 0, 0,1, 1,

12,5 x 5 1 1,;1, 2,
341 %5 2, 21221 2,
0,8 x5 4y 4y 4y 4y
50 x 5 2, 2;.2’ 2y

12,5 x 5 2, 2, 2, 3
3,1 x5 3; 3y 3, 4
0,8 x5 4, 4; 4, 4,

4y 4, 4, 4,

\

S T R N S O S VI oY

o~ W N

Sumz de las o P
puntuaciones

11

-
3

Y
)
: ‘)’)_}14'.
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TABLA XTI

Infeccibn locelizada con . B. frogilis

Puntuacidn

2,
3,

4,

0,
1,
2,
4,
2,
2,
3s
4”

4,

» 0, 2, 3,

3y 3y
3r 3y
4, 4,
0,1,
o,
2,72,
4y 4y
2, 2,
2, 2,

3/ 3,

47 4,

4y 4,5 4

individual

3,

3,
4y
4,

1,
24
2y

4,

2,
3,
4,
4y

RSO L ST - T S N PR oY’

N PO

Sumza de las

. Puntuvacidn
puntuaciones R media
11 2,2
2314 0,8
a7 3,4 .
:1 20 4_,0;‘:.—
R 4 0,8
+ 7 7 1,4,
T 0 2,0
" 20 4,0
10 2,0
s 42 2,4 -
17 3,4
20 4,0
21 4,2

Nivel de in
fectividad,

0

52,4
65,7
81,0
95,2
19,0
33,3
47,6
. 95,2

47,6
57,1
81,0
95,2

100

DPsofs.c.

60 mg/ke

2,8 mg/kg

35 mg/ke
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“TABLA XI (Cont.)

Tratamiento oral ' . .-

10

15

20

25

30

: Dosis Puntuacién Suma de las
Antibidticos (ng/keg) individual puntuacionss
Bu-23133, sal sbdica 100 x 5 2,.2, 2, 3, 3 12
25 x5 3, 3,3, 3, 3 15
6,3 x 5 35 3, 3y 4y 42,3 1T
1,6 X 5 by &y by 4y 47000 20
Clindamicina 100 x5 0, 0, 0y 1, 1 717 2
A 25 x 5 1, 2, 2,2, 25478 9
6,3%x5  2,2,3 3,37 13
: 1,6 x 5 Ay &y 4y 4y 4ooasd 20
Flagyl 100 x 5 0y 1y 2y 2, 3 57 8
25 x 5 2, 2,3, 3,3 " 13
6,3 %5 3y 3, 3, 4, 47253 17
1,6 X 5 4y 4y 4y 4y 4 20
Control 49 4, 4, 4, 5 21



" mABLA XI (Cont.)

Puntuacién Sumg de las

Mivel de in

Dosis Puntus Puntuacidn fectividad, DP50 SeCe
(mg/kg) individual puntuacions mediz (%)
100 x 5 2,.2,2, 3,3 - 12 2,4 5741 ~ 220 mg/ke
25 x5 3, 3,.‘3, 3, 3 15 3,0 T4
6,3 x5 3035 35 4 473 4T 3,4 81,0
1,6%5 4,4, 4,4, 470 20 4,0° 95,2
100 x5 0, 0, 0, 1, 1 "° 2 0,4 9,5 11 mg/kg
25 x5 1,2, 2,2, 2,0 9 1,8 - 42,9
6,3 x 5 2,2,3, 3, 3% 13 2,5 61,9
1,6 x5 4y 4y 4y 4y 45050 20 4,0 - 95,2
100 % 5 0, 1, 2, 2, 3 8 1,5 38,1 50 mg/kg
25 x5 2, 2, 3, 3, 3 13 é,s’ 61,9
6,3 x5 3, 3, 3, 4, 4707 17 3.4 81,0
1,6 x 5 44y &, 4, 4 20 4,0 95,2
Ay 4y 4y 4, 5 21 4,2

100
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.dice del Bu-2313. Los resultados se encuentran en la Ta-

8.0, L1eDe PeOe

Bu~2313A (decido libre) © 90 14 90
. Bu~23134 (sal s§aioa) 90 14 -
Bu-2313B (4cido libre) - 225 115 -

- 20~

TABLA XIT

Infeccién sistémica con C, Perfringens y 3. Pyogenes

DPso (mg/kg)

: C. perfringens S. pyogenes

f : ‘ , SeCo PeOo S_aC. PoOoe
Bu~23134 : 6,25 AN a 50 7,6 AN a 25
Bu-2313B 6,25 30 9 .25
mirandamicina 17 60 9,7 .50
(lindamicina 0,08 0,22 0,3 ~1:2,1
Flagyl 31 60 NE - - NE
AN: actividad nula B

NE: -ensayado, . aiah
Toxicidad aguda : .

/ : yoa
- la toxicidaed aguda Dlg, de lag sustancias Bu~23134 ¥y B

fue ‘determinada por las vias subcuténeas, intraperitoneal

y ofél. Se ensayaron las formas de dcido libre y de sal s6-

bla XIIT. El Bu-~2313B presenta ﬁna toxicidad considerable—

[}

mente menor que el Bu-23134, lo que es interesante a la vig
ta de la solo ligera diferencia estructural entre los dos
componentes (presencia o ausencia de un grupo N-metilo).

, _ : TABLA XITII

Toxicidad aguda
' DL5o (me(kz)

Bg~2313B (sal sbdica) _ 200 .. 55 280
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| Un agpecto de esta invencidn se refiere a un compues—

to antibibtico de Férmula:

CH3

H3‘C 0 \(

dopdé’R es H o CHy, © uﬁa mezela de los mismos, o de una
sal'nb téxica y farmacéuticamente aceptable del mismo (¥
preferlblemente 1la sal sbdica).

! Otro aspecto de esta invencidn se refiere al chmpues~
to‘antiblétlco denomlnado Bu—2313A, que es una sustancxa
écidévsoluble en alcoholes inferiores, aceﬁaﬁo de é%iio,
cloroformo ¥ bencemoj ligeramente soluble en hexano ¥ aguar
alcallna, pero préctlcamente 1nsoluble en agus; que da.reac—
¢idn p031t1va con cloruro férrlco pero reacciones negati--
vas con nlnhldrlna, antrona y reactlvos;de Sakaguchil y
Tollen y que en forma purlflcada funde a 116—118°C apraxima-
damente; es pticamente activa, con un.[a]D de aproxima-
damente -58° (¢ = 0,5, metanol); presenta un pKa' de 5,2
aproximadamente en.metaﬁql,aéuoso al 50 % con un-equivalenﬁc
de valoracidn de 519; tiene un pico de 15n moleculaxr a.m/e
517 en su espectro de maéas; responde & la  férmula empf~
rlca 027 35N09 ¥ ‘sus espectros ultrav1oleta, infraxrojo y
de resonancia magnética nuclear son’ sustan01a1menue los. in-

dicados en las Flguras 1, 3y 5 de los d;budos, respectiva—~

mente, -0 2 una sal no t6xica y farmacéuticamente aceptable
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' equivalente de valoracibn de 509; tiene un pico de ién mo-

'tan01a1mente como los descrltos en las Figuras 2, 4 y 6 de

=31 -

del mismo (y preferiblemente la sal éédica).

| Otro aspecto de esta invencidn se refiere al compues—
to antibidtico denominado Bu-2313B, gue es una sustancia
éciéa,éolﬁble en alcoholes inferiores,-écetato de eﬁilo; clg-
roforms y benceno; ligeramente soluble en hexano y agua aleg-
ling pero précticémente insoluble en agua; que da reaccidn
posvblva con cloruro férrico pero reacciones negativag.con
ninhidrina, antrona y reactlvoq de Sakaguchi y Tdtbn:iy que
en forma purificada funde aproximadamente a. 160-162°Qw es
Spticamente activo con un [a]D5 de aproximadamente ~69,9
(¢ = 0,3, metanol) y ~34,9° (§ = 0,93, GH013); presenta un

pKa'.de'4,9 aproximadamente en metancl acuoso al 46 %pcon uy

~ oy

-

lecular a m/e 503 en su espectro de masas; respOnde a 1a

férmula empirica 026H33N09 ¥y plesenta unos espectrog ultra—

violeta, infrarrojo y de resonan01a magnética nucledr SU S

los dibujos, respecblvamente,fo a una sal no téxica y farma—
céuticaﬁente aceptable del mismo (preferiblemente la sal s6-
dica). .
} Otro aspecto de esta invenci6n.se refiere a un pro-

cedimiento 'microbiolégico para la preparacién de una mez-
cla de los antibibticos Bu-23134 y Bu~2313B que consiste en
cultivar una cepa de Micropolyspora caesia con las caracte-

risticas de identificacién de ATCC 31295, 31296, 31297 §.

31298, en condiciones aerobias sumergidas, en un medio de
cultivo acuoso que contiene fuentes asimilables de carbono
y nitfégeno, hagta gque dicho microorganismo ha producido e

el medio de cultivo una cantidad sustancial de dicha mezcla
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medlante cromatografia en une resina pollmér¢ca maciorreti-
-cular. En una realizacidn preferida, el microorgsenismo es

. Micropolyspora caesis ATCC 31298.

-32 -

antibibtica. En una realizacién preferida, el procedimiento
] ' : :

incluye la etapa adicional de recuperar la mezcla antibid-
ﬁica'ael medio de. cultivo, En una realizacidn mds preferida

el microorgenismo es IMicropolyspora caesia ATCC 31298

% Otro agpecto ‘de esta lnvenclén se refiere 2 un prece-
dimlento mmcrpbloléglco para la preparacidn del antibibti-

co Bd—2313B que congiste en (aj cultivar una cépa da icro

polyspora caesia con las caracteristicas de identifiqééidn
de Aécc 31295, 31296, 31297 & 31298, en condiciones aéfom

blas“sumergldas, en un medio de cultlvo acuoso que ontione
fuentes a51m11ables de carbono Y nitrégeno, hasta que dl—

cho’ mlcroorganlsmo ha producido en.el medio de cultlvo una
canﬁidad sustancial de actividad antibibtica; (b) recuperar
la?mézcla antibibtica producida en la etapa (a) delfmééio de

culti&o y (¢) separar Bu—23133 de dicha mezcla antibiﬁtica

Otro éspeoto de esta invencién se refiere a un procedi
miento microbiblégico para la preparacién del antibibtico
Bu~23134 que consiste en: (a) cultivar una ceba de Micfopo-
Iyspora caesia con las caracteristicas de identificacidn de

ATCC 31295, 31296, 31297 é 31298, en condiciones aeroblas

sumergidas, en un medio ‘acuoso de cultivo que contlene
fuentes a51m11ables de ‘carbono y n1tr6geno, hasta que dloho
mlcroorganlsmo ha producmdo en el medio de cultivo una can-
tldad sustancial de aot1v1dad antlblétlca' (b) recuperar la
mezcla antibidtica producida en la eﬁapa (a) del medio de
cultivo; (c) separar la porcién principal de Bu-2313B de

dicha mezclarantiﬁidtica por cromatografia’en.una*resina
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polimérica macrorreticular y (d) separar Bu-23134 del
Bu—2B13B regidual mediante cromatograffa en gel de sflice.
In una realizacién preferida, el microorganismo es M1crogo~

lyspora caesia ATCC 31298.

Tos compuestos antibibticos de esta invencién inclu~
yen el complejo Bu-2313, sus componentes Bu42313A ¥y Bu;2ﬁ3B

y sus sales y mezclas. Ia -invencibn incluye dentro de ns-

tos 1imites las composiciones farmacéuticas que contienen

%6mo minimo uﬁa de ks sustancias antibidticas antes méﬁeio-
nadas junto con un vehfculo compatible farmacéutlcamente

aceptable. Lag composiciones tamblén pueden contener. otros
agentes antibacterianos. Las comp051elones pueden preparar-
se en cualguier forma farmacéutica apropiada para 1arv;a de
administraciﬁn en cuestidn. Son ejemplos de esfas cémposi-

ciones las composiciones sbélidag parza adinistracién oral,

eOmo tabletas, cdpsulas, pildoras, polvos y grénulos; 1as

. composiclones 1iquldas pera administracién oral como solu-

ciones, suspensiones, jarabes y elixires y los preparados
para sdministracidn parentefal como goluciones, suspensione

o emulgiones estériles.

b Como en el caso de otros antibibticos, la posolegia

para el Bu~2313A o B dependerd del peso, edad y estado ge-

. neral del paciente "asi como dla naturaleza de la enfermedad

y se deja a la dlscreclén del médico. En general, la dosis
oral estaré comprendida entre 50 y 750 ng de Bu-2313A 6 B

(o de una mezcla de los mismos), suministrada 3 6 4 veces

.al diac

Ia.invencidén es ilustrada mediante los siguientes

ejemplos que de ningfn modo la limitan.

—
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EJEMPLO 1

Preparacifn del cultivo de siembra'y fermentacidn a pegue-

i
2
i
!

fia escala en matraz sacudido

" Se wbiliza un cultivo en tubo inclinado de agar, bien
Qesafrollado; Qel orgahismo productor de Bu~2313, cepa
E864361 ne Y-29, para inocular 100 ml de un medio vegetati-
vo liquido.contenidd en un Erlenmeyer de 500 ml, que com-
prende los siguientes ingredientes: 3 % de glucosa; jf% de
hariha de soja, 1 % de licor de infusién de mafz y 015.%
de carbonato c4leico. EL pH del medio se ajusta a 7,0 an-
tes de esterilizarlo. Bl cultivo de siembra se inoaééfa
34005duranté 3 dfas en un sacudidor rotatorio (2507rpm) v
se transfieren 2-3 ml del cultivo. a un Erlenmeyer de. |
506 ml que contiene 100 ml del medio de féfmentaeiﬁp’cons—

i - . . ‘ -
titufdo por 3 % de sacarosa, 3 % de harina de linaza, 0,3%

de’ i (NH,),S0, 0,003 % de ZnS0,.TH,0 y 0,5 % de Cally. Ia

produceibn antibiética alcanza un méximo al cabo de 4-7

afas. de sacudir a 28°C. El PH del ¢caldo asciende graduﬁimen
te al ﬁrogﬁesérnla fermentacién y alcanza un valér de 8,1-
8,8 cuando se ha producido uné.potencié antibiftica de

150 mcg/m1, Ia actividad antibibtica en el caldo de fermen-

tacibn se determina por el método de disco de papel-placa

de agar empleando Bacteroides fragilié.como organismo de.

ensayo cultivado sobre placas de agar GAM en condiciones

" anaerobias.

- EJEMPLO 2

Fermentacidn en tangue a gran escala

Un cultivo de siembra (110\1itros) preparado a par-
$ir de un cultivo en Hubo inclinado de dgar bien desarro-

1lado de 1la cepa B864-61 n® Y-29, se inocula en 1500 li-

[
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¥ros de metanol y se extrae con agitacién. Esta operacién

.obtenidos del eluato HP-20 y el extracto de la torta mi-

-35 =

tros de un medio de fermenfaciég gue contiene 3 % de glucosd,
3% ?e barina de soja, 1 % de licor de infusién de mafz y
0,5 % de CaCOy, en un tanque de 2500 litros. lLa fermentas-
cibn se realizaa 3100 agitando a 200 rpm ¥ a un caudal de
aireacibn de 1000 litros/minuto. Al cabo de 72 horas, el pH
del éaldo de fermentacidn alcanza un valor de 8,2 y la ipo—-
tencis antibibtica analizada es de 265 meg/ml.
BIEMPLO 3

/ . Aislamiento y purificacidn

/ 5 i .:J.
J Se filtra un caldo de fermentacidn (1500.litro§§

-

énélisis 200 meg/ml) con un auxiliar de filtracidn yrla tor-
ta micelial se lava con agua. Bl filtrado se comblngﬂyqn las
aguas de lavado, se ajusta a pH 8,3 y se aplica a una-colum-
na de resina macrorretlcular (DIAION HP-20, 100 11tros§
columna se lava con 400 1itros de agua y 410 litros de una
soluclén acuosa de metanol gl 40 ¥ sucesivamente y después
se desarrolla con 400 litros de une solucién acuosa de;me—
t;nol al 95 %o Ias fracciones activas se combinén ¥y cohéen—

tran a vacfo para formar un concentrado acuoso. ILa torta mi-

celial hémeda antes obtenida (360 kg) se suspende en 300 lid

se repite dos veces y el extracto metanélico combinado (700

litros) se concentra a vacfo. Los dos concentrados acuosos

célial se combinan y se evaporan de nuevo a vacfo (hasta
70 litros) y la actividad del concentrado se extrae dos ve-
ces con 35 litros cada vez de acetato de etilo. El extracto

se concentra a vacio a éequedad para dar 1,03 kg de un sb~

lido oleoso (220 mcg/mg) que se disuelve en 2,2 litros de
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una mezela 20:1 de acetato de etilo ¥ metanol y se aplica a

una clolumna de carbén activo (volumen: 5 litros). ILe columna

se desarrolla con la misma mezcla disolvente y los eluatos

activos se combinan y concentran a vacio para dar un sélido
pardo oscuro gue se cristaliza en metanol caliente dando
279 g de un polvo cristalino amarille parduzco (650 mcg/mg).

Fl material cristalino as{ obtenido es una mzzcla de

componentes A y B, cuya separaciln se realiza por cromatogra:

fié en Diaion HP-20, Se disuelven 100 g de la mezcla en: me-

!

tanol acuogo al 90 % y la solucibn se aplica a uné co}gmna

-

d§ resina HP-20, (5 litros). La columna se desarrolla con

metanol acuoso al 80 % para dar dos fracciones activas.’ Del

concentrado derla_primera fraccibn activa (24 1itros)sabbﬁe—
nen unas agujas cristalinas de color amarillo pilide de

B&—2313B (45 g) que se recristalizan dos veces de metonol

1
H

péra dar un preparado analitiqamente puro (32'g). Bl ségundo

eiuato activo (23 litros) se concentra a vacifo para dar una
mezcla Ge componentes Ay B (élrededor de 20 g) que se -sepa-—
ra por cromatografia en columna de gel de sflice elufda con
cloroformo. Se obtienen cristaleé puros dgi componente A
(4 g) después dé recristalizar las fracciones qﬁe se mueven
répigamente y se recupera una cantidad adiéional de componens
te B (7,5 g) de 1a dltimg parte de los eluatos.

Los anilisis de ias productos cristalinos puros son
los siguientes: '
Bu~23134 - Calculado para CyoHysNOg: C, 62,65 H; 6,82

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

;_H; 6,643 N; 2,60; O;'28,§0.(po? difgrencia).

)
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'aﬁaae gota a gota y agitando NaOH 1 N hasta pH 11,5. Des—

Bu~2313B ~ Calculado para 026H33N09= G, 62 03 H 6 56,
; , 2,78 O 28,63. Encontrados C, 61 77, H, 6, 80
} N, 2,65; 0, 28,78 (por diferencia).
BIRNPLO 4
Preparacidn de un solvato bromobencénico cerigtalino de
Bu-23138 |

Se disuelven 100 mg de Bu~2313B en 4 ml de Lronobenr

%

ceno caliente al que se aflade gota a gota éter de petréleo
hasta que ge induce una ligera turbidez. la solueibn se deja;
en reposo durante la noche a la temperatura ambiente. pg?a
comp]etar la crlstallza016n. Se obtiene el solvato de Eromo—
benceno de Bu—2313B como agujas amarillas (80 mg), [a]ﬁ =

nnnnn

-51,2° (¢ = 0,88, metanol). A .. en etanol: 225, 295(hom—
bro), 352 y 369 nm. Espectro de RMN: 7,1 ppm (5H) para el
bromobenceno, Anflisis: Calculado para GyoH, GNO, (B
(026H33N09 CelsBreHy0) Cy 56,64; H, 5,903 N, 2,06; Br, 11,80
o, 23,60, BEncontrados Gy 56, 87, H, 5484 N 2,193 Br, 12 103
O; 23,00 (por diferencia), .1
o EJENPLO 5
Preparacibén de la sal sédica de Bu~2313B

\ A una solucién de 200 mg de Bu-2313B en 10 ml de clo

ruro de metileno se afiaden 30 ml de agua. 4 la solucidn se

pués de agitaf duranter-EQ minutos, se separa la capa de di-
solvente y la capa acuosa se extrae dos veces con 30.m1‘cada
vez de n-butanol. Los extractos se combinan y concentran a
vacio. El sblido asi obtenido se disuelve en una pgqueﬁa
cantidad de acetona y se precipita por adicién de n-hexano
para dar 176 mg de sal sédica de Bu—2313ﬁ. Una parte de es-

te material (45 mg) se cristaliza de una mezcla de benceno-

i
ok
i

-e

]
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;etaﬁol.para dar 36 ﬁg de éfié%alesrd;-cﬁlof amarillo péli—l
ho que funden a 236-2419C (descf),'[a]%é =,"§54 (¢ = 0,9,
@etaﬁol)w Anélisisi Calcglado para 026H32N09Na.H20: C457,46;
o H, 6,26; N, 2,58; Na, 4524; 0, 29,46.
§ : : Encohtrado:.c, 5?,5%} H, 6,29; N, 2,39;

: Na, 4,21; 0, 29,54 (por diferencia).

EJEMPLO 6

{
i Prepara01on de la sal sddica de Bu-2313A

Se replte el procedimientc general del Egemplo 5 a -
excepblon de que el Bu—25153 alli utilizado se sustlbuye poT
una canuldad igual de Bu-231%B y se ‘obtiene asi la sal 58
dica de Bu~2313A

'i ‘En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita

debera recaer sobre las 51gulentes.

REIVINDICACIONES

S

£'31. Un procedimiento micrébiolégico para la prepara-
¢idén de un nuevo compleao antlblotlco Bu~-2%13 y sus compo-

nentes bloactlvos Bu-23%13A y Bu-23133 de formula.
H3C 0 CHS

. N ;;;:7:
_ cqovﬂsf_n.ﬁ;,u.
0H

—————

_ o3 oty ' oy, 0 CF

donde R es H en el componen%é Bu—EBiBBVy -CH;Ren el compo-
nente Bu-23134, o una sal no téxiéé‘farmacéuficamente acep—
table de los mlsmos, cuyo procedlmlento se caracterlza por-

que conszste en'
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a).cultivar una cepa de Micropolyspora caesia con las

. caracteristicas de identificacién de ATCC 31295, -

gidas en un medio acuoso de cultivo que contiene -
fuentes asimilables de carbono y nitrégeno, hasta
que dicho microorganismo ha producido en el medio

de cultivo una cantidad sustancial de actividad -

Y

antibidtica;
.b) recuperar la mezcla antibidtica, producidawéﬁ'la -
: etapa (a), del medio de cultivo; ii
fc) separar los componentes bioactivos Bu—23135:§: -
Bu-2%13%-B de la mezcla antibidtica mediante croma-
| : tografia., E

! 12. Un procedimiento segfin la reivindicacién 1, conde

la férmula del componente activo Bu-2313B es:
HBC '

CH3

|

o una sal no téxica y férmacéuticamente aceptable del mismo
3. Un procedimiento seglin la reivindicacién 2, donde
el compuesto obtenido es la sal sbédica de Bu-2313%B,
4, Un procedimiento segin la reivindicacidn 1, donde

la férmula del componente activo Bu-2313A es:

_51296, 31297 6 31298, en condiciones aerobias sumg_

L]
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L 3 CHy  cmy ,

Ly
0 un% sal no téxica farmacéuticamente aceptable dei wismo.

" 5. Un procedimiento segin la reivindicacién 4, donde

élfqémpuesto obtenido es la sal sédica de Bu-23134A. -~

| ;;6. Un procedimiento segiin la reivindicacidn l,'&onde
el‘§Qmponente antibidtico denomiﬁado Bu-2313%4, preéeﬁta -
lasléiguientes propiedades: es.una'sﬁstancié'écidé.boiuble
en alcoholes inferiores, acetato de etilo, cloroformg;y ben
cenoy ligeramente soluble en hexano y agua alcalina pero =
précéicamente insoluble en agua; da reaccién positiva con -
clorﬁro-férrico pero reacciones negativas non ninhidrina, -
antrona, y reaptivos de Bakaguchi y Tollen; y en forma pﬁra
funde a 116-1189C aproximadamente; es bépticamente activo, -
c9h un[u{]%6 de -58¢ aproximadamente (¢ = 0,5, metanol); -
pfésenta'un pKa' dé 5,2 aproximadamente en etanol acuoso -
al 56% con un equivalenﬁé'dé valoracidén de 5i9; tiene un pi
¢o de ién molecular a m/; 517 eﬁ su espectro @e magas; res-

ponde a la férmula empirica7027H55N09; y presenta los es-

pectros ultravioleta, infrarrojo y de resonancia magnética

nuclear sustancialmente como los indicados en las Figuras

1, 36 5 de los dibﬁjos, respecﬁivéﬁente} o una sal no té-

xica y farmacéuticamente aceptable del mismo.
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-34,99 (¢ = 0,93, CHCl,); presenta un pKa' de 4,9 aﬁréxima-
: 3

41

% 7..Un procedimiento segin la reivindicacién 1, donde
él componente antibidtico denominado Bu-2313B, presenta -
ias siguientes propiedades: es una sustancia Acida soluble
én alcoholes inferiores, acetato de etilo, cloroformo Yy ben|
éeno;.ligeramente soluble en hexano y agua alcalina pero -
précticamente insoluble en agua; da reaccidn positiva con
cloruro férrico pero reacciones negativas con ninhidrina,
antrona ¥y reacciones de Sakaguchl y Tollen; y en férmé pura
funde a 160-1629C aproximadamente; es épticamente ack 1vo,-

con un[¢jn5 de aproximadamente -69,92 (¢ = 0,3, metapql) y

damente en etanol acuoso al 46A con un equivalente de valo-
ra016n de 509; tiene un pico de ién molecular.a m/e 50) en

50 espectro de masas; responde a la férmula emplrlca —

P

H ,NO ; ¥ presenta unos espectros ultravioleta, inrrarro
9 2

6733

Jo ¥y de resonancia magnética nuclear sustancialmenteé ébmo -
los dé las Figuras 2, 4y 6 de los dibujos, respectivamen-
te; ojuna sal no toéxica y farmacéuticamente aceptable del =~
mismo. ' ' '

8. Un procedimiento seglin la Reivindicacién 1, donde

el microorganismo es Micropolyspora caesia ATCC 31298,

9. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, donde
el ﬁroducto que se recupera es el Bu-2313%B,

10. El procedimiento de la Reivindicacién 9, donde el

microorganismo es Micropolyspora caesia ATCC 31298.
1l. Un procedimiento segin la reivindicacién 1y donde
el producto que se recupera es el Bu-2313A.

12. Un procedimiento segln la Reivindicacién 11, donde

el microorganismo es Micropolyspora caesia ATCC 31298.

e
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. ademds glicina.

42

13. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivin-
dicaciones precedentes donde el cultivo de la cepa tiene -
lugar en condiciones aerobhias sumergidas, a wn pH de 5,0 a
10,0 y a una temperatura de 209C a 489C.

14. Un procedimiento segin las Reivindicaciones precg
dentes donde el cultivo tiene lugar a un pH de 6,0 a 8,0 -
¥ & una temperatura de 320C a 42¢C, '

15. Un procedimiento segin cualquiera de las Reivin-

-

dicaciones precedentes donde el medio nutritivo contiene -

: 16. Se reivindica por Gltimo como objeto sobréj@l -

éue~ha de recaer la Patente de Invenciéﬁ que se solicita:
UN PﬁOCEDIMIENTO MICROBIOLOGICO PARA LA PREPABACIOH:DEVUN
NUEVO COMPLEJO ANTIBIOFICO. . |

; Todo conforme gqueda descrito y reivindicado en le -

presente memoria descriptiva que consta de cuarenta 7 dos
[ .
paginas mecanografiadas.
A

Madrid, 1% Julio 1.978 -
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