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— ' Esta invencién se refiere a un método para produ
cir entibibdtico 0-15003 P-3 en un método industrialmente
ventajoso. 7

E1 antibidtico C-15003 P-3 (mas- adelante se sbrg
via como "P-3") es un nuevo compuesto obtenido cultivando
un microorganismo del género Wocardia, que so aisla a par-
tir de recursos naturales.

Tos microorganismos que pueden emplearse en la
prese%te invencidn cuando se cultiven mediante el uso de
medioé de cultivo convenéionales, proéucen en generdl va-
Trios componentes de antibidtico ¢-15003, simulténeamente.
Pars separar cada compomente del caldo cultivado, se re-—
quieren procedimientos muy complicados, 1o que inevitablg
mente conduce & un bajo rendimiento del camponehte desgau
do. 7

Con el fin de superar esta desventaja, 103 inven
tores presentes han efectuado estudios extensos en especial
para recuperar especificamente P-3, y han encontrado que
ol P-3 puede ser obtenido en una proporeiln nobabvlemente
elevada respecto al contenido total de antibibtico (-15003
cuando se emplea un medio de cultivo de una composicitn eg
pecifica. 7 -

. La presente inVencién es un método pare producir
antibibdtico C~15003 P-3, caraéterizadd porque dicho método
comprende cultivar un microorganismo que Pertenece a8l gé-
nero Hocardia y que es cabaz de producir el antibidtico
0;15003 P-3 (denominado frecuentemente en esta Memoria,
més adelente fceps productora de antibibtico C-15003 P-3")
en uwn medio de cultivo que contiene valina o écido is0bu-

tirico 0 sus derivados o sus sales, para producir especi~




10

15

20

25

30
27118

2

Hoja nam.

- ficamente antibidtico C-15003 P-3 en el caldo cultivado,
y recupsrar antibiético C-15003 P-3 del caldo.

En ol contexto de esta invencidn, la expresidn
"antibibtico ¢-15003" 6 vG-15003", significa, genéricamen
te, los cuatro compuestos que tienen la siguiente férmula
general (I) como un grupo o una mezcla de dos o tres de

,dichos compuestos 6, separadamente, uno cuaslquiers de los

mismoF compuestos.

/

R (
. !
C1 CHy O 0 )
CH,O N —
NP NG
| CH 3 (1)
S 3 I
: 0
_ o I
CH3 OCH3
Gl
(en la que R representa -CO~CH ~CH , ~CO-CH -
‘ 2 3 —~ CH3 !

~C0-CH —CH -CH & -CO-CH -CH/C 3.
2 2 3 2 \CH3

Con referencia teambién a la formula general (T),
el compuesto en que R s ~CO—CH2-OH3 se denomina en ésta
Memoria “antibiético C-15003 P-2" o més brevemente "P-21;
el compuesto en que R es ///CH se denomina en

~CO~CH 3
"S~CH, .
. 3 B ,
esta Memoria "antibidtico ¢-15003 P-3" o mis brevemente

up-31; el compuesto en que R es ~CO-CH,~CH,~CH, se denoni

ne en esta Memoria !antibiltico ¢~15003 P~3' " o mds brove,
C cH

mente ®pP-3t* ¥; ol compuesto en que R es -C0-CH »CHV/’ 3

2 T~¢H
Cly
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~ 58 denopina en esta Memdria."antibiético C-15003 P-4" o,
méds brevemente, WP-44. : '

Como wn ejemplo de la cepa de microorganismos
 que produce antibibtico G-15003 P-3, puede mencionarse la
~Cepa de actinomiceto Ho. C-15003 (denominado sbreviadamen
te en esta Memoria "Gepa No. G-15003") que fue aislsda del
suelo .y otras muestras en la seleccién de microorganismos
productores de antibibticos. .

Ias caracteristicas microbiolégicas de la Cepa
'No.rc-15do3 fueron investigadas mediante procedimientosg
andlogos a 10s propuestos por Schirling and'Gottlieb (In
‘ternational Journal of Systematic Bacteriology 16, 313-340
(1966). Los resultados de observaciones a 289C durante 21

dias son los siguientes.

1) Caracteres nmorfoldgicos

El micelio vegetativo se extiende bien y se do-
éarréila'en ramas, tanto sobre ager como en medio Liguido.
Muches de las hifas miden de 0,8 a 1,2 /um’de diémetrqjy,
en ciertos casos, pueden dividirse en fragmentos que 56
asemejen a bacterias bastonadas o hifas ramificadas de cor
ta longitud. La cepa proporciona buen crecimiento SObrq qg‘
versos medios taxondmicos, con micelios asreos superﬁﬁéé-
tos sobre'el micelio vegetativo, aun cuando frecuentemente
forma cusrpos semejantes a corsmios (50~200 x 200 - 1000
/ym) sobrs los que tiene lugar um crecimiento adreo adi-
cional. Muchos de los micelios aéreos tienen configuracién
- flexuosa, recta o.helicoidal suelta, que se encuentra en
glgunas ocasiones. El examen mic%oscébico de cultivos en-—

vejecidos revela que s6lo en algunos casos las células se
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—-mejantes a conidios se presentan en cadenas, miegtras que
las suspensiones celulares obtenidas de las superficies

de tales cultivos, examinadas microscdpicamente, contenian
muchos cuerpos elipsoideos alargados (0,8-1,2 /umb X
x 4,8-6,8 yum) y elipsoideos (0,8-1,2 x 1,0 2,0 sum) que
ge asemejan a artrosporas.

Exémenes efectuados con mieroscopio electrdnico

nostraron que estos cuerpos tenian superficies lisas.

2) Los constituyentes de cédlulas.

Ie cepa fue cultivada en agitacidn, en medio
ISP;NO. 1 modificado, a 282C, durante 66 a 90 horas, al
término de cuyo tiempo las célulag fueron recogidas &,yg

vedas. Mediante el método de B.Becker y otros. (Applied

*

Microbiology 12, 421 (1964) y el método de M.P. Lechevilier
(Journal of Leboratory and Clinicel Medicine, 71, 934
(1968), las células totales anteriores fueron exeminadas
para determinar 4cido dieminopimélico y la composicidn de
azdcares. S6 encontrd que el primero era de la forme meso,
mientras que se detectaron manchas que correspondiaﬁ‘~a

galectosa y arabinosa.

3) Carascteristicas on medios taxonémicos.

e cepa mostrd un crecimiento relativaments buenp
en diversos medios, siendo el micelio vegetative incoloro
o d6 color amarillo palido en las fases inicié;es del cull
tivo y-de-color tostado amarillento claro a tostado amari-
llento en las fases posteriores. Ia cepa produce pigmentos
solubles, de color émarillo a.tostadO'amarillento en diver

803 medios taxondmicos. Bl micelo adreo es polvoriento ¥y
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—por 1o general da un crecimiento moderado siendo de color
de blanco a amerillo o tosbtado ligeramente amarillento.
Las caracteristicas de la cepa en diversos medios taxonb—

micos se indican sn la Tabla 1.

Table 1. Carac’ceristicas de cultivo de 13 Cepa NoO.
-15003 en medios ta;.o;émlcos.
Secerosa nitrato sgar: : '
Crecimiento (C): Moderado, Amarillo Meldn Brillante
/! (3 :'La.) “costado Anbar (3 1c)
forman cuerpos. parec:Ldos a coremios.
Micelio aéréo (MA): Escaso, blanco ,
Pigmento soluble (PS): Nade o tostado emarillento pd
' lido
Glicerina nitrato agar: '
C: Moderado, Marfil claro (2 ca)® , me forman crer-
POs parecidos a coremioss |
MA: Moderado, blanco
PS: Nada |
Gluc0sa asparréguina'agar: .
C: MNoderado, Anaranjado brillante (3 pa)® o Ameri-
1lo brillante (2 pa)®. o

-MA: Escaso, blanco

PS: Amarillo brillente (2 pa)®

Glicerina asparraguina agar

C: Moderado, Marfil claro (2 ca)®, se forman cuer~
Pos parecidos a coremios.

MA: ‘escaso, blanco o

PS: Nada
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Almiddn agar: i
C: Moderado, Marfil claro (2 ca)® a Trigo ligero
/(2 ea)® , se forman cuerpos parccidos a coremios.
MA: Abundante, Marfil claro (2 ca)¥
PS: Nada
Agar nutritivos
C: Moderado, Marfil claro (2 ca)® a Amarillo colo-

nial (2 ga)® , se forman cuerpos parecidos a co-

|

!
MA: BEscaso, blanco

Z‘PS: Rada
Malato de calecio agar:

ramni.os.

¢: Moderado, Marfil claro (2 ca)™ a Trigo ligero.
(2 ea.)*, se formen cuerpos parecidos a coremioz.

MA: Moderado, blanco a Marfil claro (2 ca)®

PS: Nada

Extracto de levadura-sxtracto de melta agar:

G: Moderado, Ambar (3 1c)¥ a Amarillo brillente
(3 la)®, se formen cuerpos parecidos a coremios.

MA: Moderado, blanco a Marfil claro (2 ca)®

PS: Nada

Herina de avena agar:

¢: Moderado, Marfil claro (2 ca)® a Amarillo Colo-
niel (2 ga)®, se formen cuerpos parecidos a co-
remios .

MA: escaso, blenco 0 amgrillo claro

PS: Nada

Peptona extracto de levadurs hiérro agar:

C: Koderado, Amarillo Colonial (2 ga)®

MA: Nada |




10

15

20

25

30
27118

: l 7 ] ' Hoja nam. [

E

- PS: Amarillo Colonisl (2 ga)®

(K) Tirosina agar
C: - Moderado, Merfil clero (2 ca)® 2 Anarillo melén
claro (3 ea)¥®, se forman ouei*p0s parecidos a co-
TOmiOoS . o '

Moderado; blanco a Marfil claro (2 ca)®,

3 B

: Color camello (3 ie)ﬁ_

b - . :
 Los cbdigos de color. son segun el Color Harmony

- —

! Memsel, 4¢ ed. (Conteiner Corporation of Ameri-
ca, 1958). |
4) Caracteres fisiolégicoé ,
Los caracteres fisioldgicos de la cepa se ind:.-
can en la Tabla 27. Intervalo de temperatura para el éredi——
miento: 129C a 389C. El intervalo de temperaturra en ol que
tiene lugar buen crecimiento adrec en agar (ISP No. 2) es
20 a 359C. _ , ,
Pabla 2: Caracteres fisioldgicos de la-Cepa No. =’
C-15003. |

,Intervralo de temperatura para sl

- erecimiento ' : 12 a 389C. B
Intervalo de temperature pera -
crecimiento adreo : 20 a 35C.

- Licuefaccidn de gelatina : Positiva -
Hidrélisis de elmiddén : Positiva
Reduceidn de nitratos :  Positivo
Peptonizacién de leche : Positiva
Coaguiacién de leche :  Negativa
Descompesicidn de caseing :

Positiva
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|_Produccifn de pigmentos melahoides
Negativa (peptona extracto de levadura hierro agar),

/ Positiva (Tirosina agar)

Descomposicidn de tirosina :  Positive

Descompoéicién de xantina : Negativa

Descomposicidn de hipoxantina : Negativa

Tolerancia a lisozima : Positivsa
: 2%

Tolerancie a cloruro de sodio
k o |
5) Utilizacibn de diversas fuentes de carbono
| Te utilizecifn de diversas fuentes de carbono
fve investigada usando un medio descrito en Pridhem y
Gottlieb (Journal of Bacteriology 56, 107 (1948) y un me
dio basal de la misma composicidn mds 0,1% de extracto de
levadura. E1 espectro resultante se muestra en la Tabia 3.
ﬁabla 3. Utilizecidn de fuentes de carbono porrla
Cepa No. C=15003

Fuente de car Crecimiento Fuentes de car COrecimiento
bono : bono :

D-Xilosa + #*  Rafinosa P
I-Avebinosa  + & Melibiosa DR
D~Glucosa TR i-Tnositol = =
D-Galectosa & & D-Sorbitol - =
D-Fructose IRRR D-Menitol TR,
L-Ramnosa + + Glicerol ' - %
D-Menosa TR Almiddn soluble +  +
Sacarosa PR Control (Nada) - -
Tactosa - -

Maltosa + L

Trehalosa + ok _

% Afladido medio basal con 0,1% de extracto de levadur
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— Notas: +ii : Crecimiento exhuberante

L& ¢ Crecimiento bueno

/
/ '+ ¢ Crecimiento
+ : Crecimiento malo

No hay crecimiento

X 6) Otras caracteristicas

| Las células fueron recogiﬁas mediante el proce-
dimiento anteriormente descrito en 2) ¥y se prepaié bNA por
un procedimiento andlogo al de J.Marmur y otros (Journal

of Molecular Biology 3, 208, 1961), Se encontrd que el

~contenido de G-C (guanina-citosina) del INA era aproxima-

damente 71 moles f%. -
Ia tincidn de Gram del micelio vegetativo de.og
ta cepa fue positiva.

' Tas caracteristicaéVanteriorés de la Gepa No. .
¢-15003 fueron comparadas con las descripciones que fige-
ren en "The Actinomycetes Vol. 2" de S.A. Wakeman (The.
Williems end Wilkins Co., 1961); R.B. Buchansn y N.E.

Gibbons, "Bergey's Manual of Determinative Bacteriolegy,

82 ed., 1974"; y otras referencias bibliogrificas.

Auhrduando s6 pensaba que esta cepa perfanecia;
al Grupo IIT del género Kocardisa, el fallo para encontrar
especies que tuvieran los caracteres antes deséritOS'en—
tre las especiés conocidas, condujo a los inventores a
llegar a la conclusitn de que esta cepa reprasénibabé; uwna

meva especie de microorganismo.

La presente Cepa No, C-15003 ha sido depositeda

‘en el “Fermentation Research Inétiﬁute",'Agencia de Cien-

cia y Tecnologia Industrial (FERM), Japdn, bajo el nimero
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-de depbsito de FERM~P No. 3992; en "Instituto de Fermenta-

cidn", Osake (IF0), Japbn , bajo el nimero de catdlogo de
IFq 13726 y en "The American Type Culture Collection®
(Aicc), Maryland, Estados Unidos, bajo el nimero de catd-
logo de ATCC-31281.

Aun cuando es un microorgenismo del género -
Nocardis es propenso, como 1o son los microorganismos en
general, a sufrir variaciones y mutaciones, tanto esponté-
nea como artificialmente. Por ojemplo, las muchas verian-
tes de le cepa que pueden obtenerss por irradiacidn con ra
yos X,irayos gamma, luz ultravioleta, etc, por aislamiento
de célula tnica, por cultivo en medios que contienen diver
508 compuestos quimicos, o mediante cualguier otro'trgta-
miento mutagénico, asi como tambidn los mutantes que Froce
den esponténeamente de la cepa, no deben ser consideradas
cono fepresentantes de otras especies distintas, sino que,
més bien, cuélqﬁiera de tales veriantes y mutentes capaz
de producir ¢-15003 P-2, P-3, P-3' y/o0 P-4 puede ser ﬁtii;
zada invariablemente para 1los fines de esta invencidn. A
titulo de ejemplo, sometiendo la Cepa Ho. C~15003 a diver-
s0s tratamientos mutagénicos se obtienen mutantes que ado-
lecen substancialmente de la capacidad de producir piéﬁén~
+0s solubles, mutantes con micelios de substrato que Qon“
incoloros, verde amarillento, pardo rojizo 6 rojo aneranja
do, mutantes cuyas hifas estén pregtas a fragmentarse en
elementos bacilares o0 fragmentos de hifas cortos ramifica-
dos, y.mutanﬁes con abundantes micelios aéreos blancos ©
substancialmente sin micelios adreos.

Pueden usarse en formas de derivados, valina y/o

dcido isobutirico, como substancias aditivas en la presen—
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—te invencilén. Son ejemplos de los derivados dsteres tales
como ésteres alcohilicos que ticnen de uno a 2 &tomos de
carbono (por ejemplo éster metilico, éster etilico), de
los compuestos anteriores, amides tales como amidas o al-
cohil emidas que tiensn uno a 2 ftomos de carbono (por
ejemplo N-metil amida, N-etil amida), de los compuestos
anter;ores, sﬁé ceto-dcidos (pog ejemplo gcido Of-cetoiso
valérico), sales de los compuestos an%eriores tales como
clorh%drato, sél de sodio, sal de potasio o sal de calcio.
La valina puede ser usada en su form% D, su forma I 0 su

forms DL. Ias substancias aditivas anteriores Pueden ser

| mezelas de valina, decido isobutirico y/o sus derivados.

En la pféctica de esta invqncién, las subsban-
cias antes ciﬁaaas se afiaden generalmente al medio en apro
ximedamente 0,01 a 1,0% (P/V), de preferencia aproximada-
mente 0,1 & 0,54 (®B/V), en cualquier momento del cultivo,
mientras ée 113#& a cabo el cultivo de Nocardia sp. Ko.
C-15003, preferiblemente en la etapa inicial del cultivo.

BI medio empleado pare el cultivo de tal cepa
que produce el entibibtico C-15003 P-3, puede ser cual-
quiera de medios iiquidos y s6lidos sb6lo si contiens éubs
tanc ias nutritives que pueda utlllzar 1a cepa. Para oper
'c1ones de altas produccmones se preflere en general un me
dio 1iguido. E1 medlo pueds comprender la substancia adi-
‘tiva usada en la presente invencidn, fuentes dercarbono ¥y
nltrégeno que la Cepa Ho. G-15003 pueda asimilar y subs-
tanclas nutritivas, 1nd10105, materis inorgénica, digesti-
ble, etc. Como ejemplys de dichas fuentes de carbono pue~
den citarse glucosa, 1act0$a,‘sacarosa, maltosa, dextrina,

almidén, glicerina, menitol, sorbitol, etc, grasas y acei~
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- tes (por ejemplo aceite dé soja, grasa de cerdo, grasa de
pollo, ete) y asl sucesivamente. Las fuentes de nitrdgeno
pueden ser, por ejemplo, extracto de carne, extracto de lg
vadura, levadura desecada, harina de soja, 1iqui§o de ma-
cerado de maiz, peptona, harina de semilla de algodén, hil:]

'lazas, urea, sales Qe amonio (por ejemplo sulfato de amo-
nio, cloruro de amonio, nitrato de amonio ete.), sales ni-
trato‘(por ejemplo nitrato de sodio, nitrato de potasio).
£1 medio puede contener ademis sales de sodio, potasio,
caleio, megnesio, hierro, manganeso, zinc, cobalto, niguel
etc., sales de 4cido fosférico, dcido bdrico, etc. Ademés,
el medio puede contener, segin sea necesario, vitaminas

(por ejemplo Bl, B., &cido nicotinico, 312’ ¢, E, ét?,).

2
4cidos nucléigos (por ejemplo purina, pirimidina y sus ds
rivados) y asi sucesivamente. Gon el fin de ajustar el bH
‘del medio puede afiadirse un dcido mineral y/0 un metal al-
calino o emoniaco asi como tambidn las bases correspéndieg
tes como agentes de ajuste del pH. Ademds pueden afiadirse
al medlo, si se desea, aceifes y grasas,'agentes tenso-
activos y antiespumantes. .
Bl cultivo puede llevarse a cabo mediante cualF
quiera de las condiciones, estacionaria, en agitaeiéﬁ; ‘
aerobio sumergido y otras condiciones de cultivo. Paia'
cperaciones de alta produccién se prefiere,'como es logi-
co, sl cﬁltivo sumergido. Aun cusndo las condicionss de
cultivo dependeh, naturalmente, de las condiciones de la
ferménfacién y de la composicién del medio, la cepa usa-
da, el método de cultivo y otros factores, se prefiere
normalments llever a cabo la incubacién a una temperatura

entre 20 y 350C con un pH inicial de aproximadamente 5,5 -
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1 +-.8,5 o cosa asi, en particular desde 23 a 302C con un
PH inicial de 6,5 a 7,5. Aun cuando el tiempo de cultivo
os tembién variable segln los mismos factores citados, es
acohsejable continuar el cultivo hasta que la potencia dé

P-3, se hace mAxima. En el caso de cultivo en agitacidn o

5 | eultivo sumergido asrobio en'mediorliquido, el tiempo re-

querido normalmente oscila entre aproximademente 48 y 240

horas.

io siguiente es un ejemplo concreto del método

' para producir P-3. Se inoculd la Cepa No. (-15003 en un

10 | medio de cultivo (I) compuesto.ds 3% de almidén solubls,

0,2% de cloruro de amenio, 0,05% de sulfato de magnesio,

1,09 de dihidrbgenofosfato de potasio, 2,09 ¢ de hidrdze

nofosfato dipotdsico, 0,001 % de sulfato ferroso y la subg

tancia aditive, o un medio de cwltivo (II) compuesto 2s

15 5% de dextrina, 3% de liquido,dé macerado de maiz, 0,1%

de peptona; 0,5% de carbonato de calcio y la subsﬁan§ia

| eaditiva, y se cultivé 37289Q7dufante,144 horas en wn aéi—
tador giratorio (200 rep.m.) 0 un fermentadors

Ias Teblas 4 y 5 muestren 1os resultadoé 6b%en;
20 | dos usando los medios (I) y (I1) respsctivamente.
' Ia potencia del G-15003 fue valorada mediante’

el método del disco do papel con Talaromyces avellaneas

IFO 7721 como organismo de ensayo. El medio de valoracidn
ostaba constituido por 3,5 g de hidrégenofOSfatdjdiséaico,
25 | 0,5 g de dihidrdgenofosfato potdsico, 5 g de extracto de
ievadufa (Difco U.8.4), 10 g de glucosa, 15 g de agar ¥
1000 ml de sgus destilada (pH 7,0). Ia determinacién de
P~2, P-3 y P-4 acumulados en él caldo de cultivo se efec
30 tud como sigue:
27118
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- Ei caldo de cultivo se extrajo con un volumen
igual de acetato de etilo. La capa de disolvente se con-
contrd y se secd. Ia ﬁateria seca se disolvid con acetato
de otilo para dar un volumen 1/100 del caldo de.parfida.

- Los productos fueron desarrollados sobre una placa de gel
de gilice 60F s Merck, Alemania Occidental, para croma-
tografia de cggg delgada sobre gel de silice, con acetato
de etilo saturado de agua. La centidad de antibibtico g
la proporcidn de los componentes fueron determinadas me-
diante un explorador de COD de doble longitud de onda
Shimazu modelo C$-910 (Shimazu, Itd., Japén) sobre la ba-
se de las densidedes integrales de cada una de las mahchas
oxistentes sobre el cromatograma, & 254 nm. La proborcién
de los componentes fus representada como tanto por ciento
Pesgo en peso en los productos totales, P-2, ?—3 y P-4

Como se indica en las Tablas 4 y 5, la Cepa No.
€-15003 produjo el antibibtico P-3 en la proporcidn del’
90% o més del total, en presencia de los aditivos especi-
ficos, pero 65% 0 menos en ausencia de téles compuestos.
Por consiguiente, la recuperacidn del P-3 del caldo de .
cultivo se hace més eficazmente en el primer caso que;ehv

el Qtimo.
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~ Debido a que el P-3, que se producé de este modo
en el caldo de cultivo, es una substancis neutra 1lipdfila,
‘puede ser recuperado conveniéntemente'del.caldo de cultivo
- por procedimientos de separacién y purificacién que se em-
Plean habitualmente para la recuperaciéﬁ de tales metaboli
- tos micrcbianos. 1 P-3 se oxbtrae Paeilmente del £iltrado
de cultivo con disolventes orgénicos immiscibles con agua
tales como éstereé de 4cidos grasos, %or ojenplo acetato
de eﬁélo y ecetato de amilo; alcoholes, por ejemplo buta-
nol; hidrocarburos halogenados, por éjemplo diclorometans,
cloroformo§ y cebonas, por ejemplo métil isobutll cetona.
La extraccidn del P-3 del filfrado se lleva a cabo a un
pH casi newtro, preferiblements con acetato de etilo s
PH 7. E1 extracto se lava con agua y se concentrs & pre-
sibn reducida. Despuds, se afiade al concenfrado un disd;—
vente no polar tal como éter de petrdleo o hexano y se re
cupera como un precipitado eirproducto crudo que contiene |
los compuestos activos. El prqducto crudo g8 somste suce-
sivamente a'procediMientos de'purificacién cpnfenientes,
si se deseas Asi, como un procedimieﬁto de purificacidn
rutinerio, es Wtil la cromatogrefis de adsorcién y pare
~este_fiﬁ, puede emplearse uno de gquellos adsorbentes co~r’
munes ‘tales como gel de silice, allmina activada, reéina
adsorbente no iénica mecroporosa, ete. EL P-3 en el pro-
ducto crudo se desarrolla en +tal cromatografia cn gel de
silice con, por ejemplo, éter de petrdlec y hexano y se
eluye mediante la adiciln de un disolvente polar tal como
acetato de etilo, acetona, etanol o metanol, © un hidrocay

buro halogenzdo tal como diclorometanc o cloroformo, con-
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— tanol o etanol, wma cetona, pe.e. acetona o métil etil ce~
tona, 0 semejante. De este modo se eluye el P-3 se separa
y se recupera. | ‘

En el-caso de que se use una resina adsorbente
macroporosa para la purificacibm de P-3, la elucién del
P-3 desde la cplumna ge consigue con una mezcla de sgua
con un gleohol inferior, une cetona inferior o un éster.
Bl alcohol inferior puede ser, por efemplo, metanol, eta-
nol,/propanol‘o butenol, etc., y la cetona inferior puede
ser, por ejemplo, acetona o metil etil cetona, etc. El
bster puede ser, por ejemplo acetato de etilo o acetato
de butilo, etc. En un procedimiento tipico, el producto
crudo se disuelve en metanol-agua 8l 60% y se adsorbe s0
bre une columna de Diaion HP-10 (Mitsubishi Chemicalkig
dustries, Ltd., Japbén). La columna se lava copn metbanol-
-agua al T0% y se eluye el P-3 con metanol-ague &1 SOj.

En el procedimiento antes descrito, las frec.-
ciones que contienen P-3 se reunen y concentran & presiﬁn
reducida. Al producto seco se afiaden de 5 a8 volimenes
de acetgto de etilo y se dsja en reposo la mezcla, de don
de cristaliza el ?-3. ' '

. En el método de lea presente invencidn, la pro-
porcién de produccibn de P-3 en los productos -15003 al
canza 90% o mis y se recupera féoilmento el P-3 del caldo
de cultivo. Por consiguiente, el método de la presente in
vencibén es muy ventajoso para la produccibm industrial de
P-3.

Las propiedades fisico-quimices del P-3 obteni

do en el Bjenmplo 4 se muestran en la Tabla 6.
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Antibiotic C-15003 P - 3. ,
¢,.H CIN O "= 635,169
29 "

32743

Punto de fugidn (°Q)

. 190 - 1920

Rotacidn especifica

~1369 & 100

19

208 : )
L% (6=0,375 CHOL,)
D "
 Apé1isis'eiemenfa1 g 60,06
Encontrado (%) ' :
N 4433
Gl 5,37
Andlisis elemental ¢ 60,51
, H 6,82
Caled. (%)
’ N 4': 4'1
cL 5,58

Espectro de @bsorcidn

uwltravicleta

m (€)

(en,metanol)

233(30250) ZgO(l?flex.
252(27640) 280(5750)

'288()700)

Espectro de absorcidn
infrarrojo

(em™t)EBr

1740, 1730, 1670, 1580
1445, 1385, 1340, 1255
1180, 1150, 1100, 1080

1038'
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Espectro de resomancia . 1,27(3) (3H)
magnética nuclear 1,28(a) (3H)
(ppm) '
100MHz en cDCQ3

Espectro de masas (m/e)| 573, 485, 470, 450

Solubilidad Insoluble en éter de
| :
petroleo, hexano y
/ agua.

Escasamente soluble,
en benceno y eter.

Soluble en clorofor-—
mo, acetato de etilo,
ascetona, etanol, mu-
tanol, piridina, te-—
trehidrofurano y di-
metilsulfoxido.

Reacciones de color Dragendorff: Positivs,

Beilstein: Positiva -

Se gsupone qus el P-3, P-3' y P-4 son compusstos
nuevog, pero §~2 es el mismo compuesto que el proPionat§
de maytansino; que se indica en el informe de Kupchan y
otros (The Journal of the American Chemical Society, 97,
5294 (1975) en tdrminos de andlisis elemental, rotacibn
especifica, absorcibn de rayos ultravioleta, absorcibn de
rayos infrarrojos, espectro de masas y asi sucesivamente.

Lz sctividad bioldgica del P-3 es como sigues
A) Accibn antimicrobianas

' Con tripticasa-soya egar (BBL) como medio de va-

loracibn, las concentraciones inhibitorias contra los nicro
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—-0rganismos que se describen seguidamente fueron investiga-~
das mediente el método del disco de papel. Discog de pa-
pel de filtro (Toyo Seisalusho, tipo delgado, & mm de did-|
netro) cada uno de elles impregnade con 0,02 ml de una s0-

‘lucidn de P-3 a 300 sug/ml fueron colocados sobre placas

1 de agaf inoculadas respectivamente con los microorganismos

‘que -se, describen a comtinuacibn. Bl P-3 no tuvo accién con

tra las bacterias siguientes:

Escherichia coli, Profeus vulgaris, Profteus mirabilis,

.Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Bacillus

gubtilis, Bacillus cereus, Klebgiella pneumoniae, Serratia

mercescens y _Mycobacterium svium.

Por otra parte, el desarrollo de un hongo,

Talaromyceé avellapeué es inhibide por P-3 sobre ung pla—
ca de agar que consta de 3,5 g de hidrégenofosfato d&séii—
éo, 0,5 g de dihidrégenocfosfato monopotisico, 5 g de ex-
tracto de levadura (Difco), 10 g de glucosa, 15 g de ager,
1000 ml1 de'agua destileda, pH 7,0. La concentracibn minima
inhivitoria fus de 3 /ug/ul para el P-}.' |

Ademds, Tetrohymena pyriformis W como orgenis-—

mo de emsayo fue cultivado sobre un medio de ensayo (com-
puésto por 20 g de Proteosapeptona (Difco), 1 g de extrac
to de levadura, 2 g de glﬁCOSa, 1000 ml de sgua destilada
y 10 ml de;solﬁcién amortiguadora de fOSfétd M, pH 7,0:
a 28920, durante 44 & 48 hores y la activided ivhibitoria
- del crecimiento del P-3 contra los protozoos fue determi-
nada mediante el método de dilucidn en serie. La imhibi-

cidn del crecimiento'tuvb lugar a 1 sug/ml.
El P-3 tenia asctividad contra los microorgenis—

mos siguientes: Fusicladium levieri, Helminthosporium
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.f i

borus miyabeanus, Sclerotinla screrotiorum, Pellicularia
saﬁakll, Trichophyton rubrum, Rhodotorulas rubra y Crypto—

coceus neoformans.

B) Accidn antitumoral
Se investigaron los efectos»terapéuticos del P-3

(administrado por via intraperitoneal durante 9 dias conse

| , L .
/animel, raton, trensplantedo por via intraperitoneal).
El P—3 tenia accidn antitumoral tan alta como una propor—
cibn de_prolangacién de la duracidn de la vida de 163% al

nivel de dosis de 0,00625 mg/kg/dia.

C) Toxicided

En wn ensayo de toxicidad aguda preliminar en
raténAcomo animel de ensayo, gue llevé consigo la invesw
cibn intraperitoneal de P-3, este antibibtico mostro wn
valor de la DL50 superior a 0,313 mg/kg.

Como se ha mencionado anteriormente en esta Me-
noria, el P-3 tiene uma fuerts accidn inhibitoria contia
hongos y protozoos y, por consiguiente, tiense valor comd
agente antifingico y antiprotozoario. Ademés, debido a
que el P-3 pone de manifiesto una sccidn de prolongadién
de la duracidén de la vida en animales mamiféroa que tienen
tumores (por ejemplo el rattn), es de esperar asimismo que
el compuesto pueda usarse como farmaco antltumoral.

El P-3, cono agente antlfunglco y antiprotozZoari
pusde ser usado con ventaja para una fijacién de la scolo-
gie bacteriana en suelos, lodo activo, fluidos corporales

enimeles o semejantes. Asi, cuando han de aislarse de

cutivos) sobre leucemia P388 en el raton (1 x 100 células/
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-muestras de suelo bacterias %aliosas 0 cuando las accio-
ﬁeé de bacterias han de ser evaluadas independientemente
de/las:ae hongos y protozoos en relacidn con la operacidn |
ylanélisis de un sistema de 1040 activo usado en el trats
miento de agua residual, el antibidtico presente puede sex|
utilizedo para obtener un creéimientd selectivo de la flo-
ra bacteriana sin permitir el desarrollo de los hongos y
protozoos que acompafien al espéeimen. En un caso tipico,
la mugstra se efiade a un medio liguido o sélido y se afa-
de 0,1 ml de una solucién de 10 a 100 fug/ml de P-3 en mg
tanoljagua al 1% por ml del medio, gue después es incuba-
do.

También puede usarse el P-3 como agente anﬁimi—
crobiano para el tratamiento de enfermedades de planteas
ocasipnadés por los microorganismos mencionados anteriocr-—
mente. En la aplicacidn tipica se usa P-3 en forma de vna
solucién acuosa metanélica'que contisns 0,5,/hg/bl -

5 /ug/ml del antibiético. Por ejemplo puede usarse P-3
pars controlar el afiublo, la mancha de la hojz de Holmin-
Vthosporium ¥y de la roya en vaina de las plantas de arfoz.
Los ejemplos siguientes son ilustretivos ademds
para expiicar en detalle la presente invendién, en doﬁﬁe

' nparte(s)" ée basa en peso'a menos que se indique de'otro'

modo y la relacidn entre "parte(s)" y “parte(s) en volu~

men" corresponde & la existente entre '"gramo(s)" y "mili-

litro(s)" y win se base en "peso/volumen" a menos que se

indique de otro modo.
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» Ejemplo 1

Cuarenta partes én volumeh de medio de cultivo
.de siembra (1,0% de glucosa, 2,04 de Bactotriptona y 1,2%

de Bacto-extracto de levadura, pH 7,0) se vierte en 200
partes en volumen en un matraz érlenmeyer.

Después de ester@l%?acién, se inocula en el me-
di0 Nocerdia sp. No. C-15003 (IFO 13726; ATCC 31281;
FERM-P no. 3992). E1l inoculants se incubd a 282C en un
agitador giratorio (200 r.p.m.) para dar un cultivo de
siembra. _

Tas células en el cultivo se lavan tres vecéé
con agué destilade esterilizada, y las células lavaiss se
vuelven a suspender en el volumen de caldo original de
agua_destilada esterilizada. Una parte en volum?n de 1o
enterior fue inoculada en 40 partes en volumen ds medic.de
eultivo principal constituido por 3% de almidén soluble,
0,2% de cloruro de amonio, 0,05% de sulfato de magnesio,
1,09% de dihidrégenofosfatd potésioo,'2,09ﬁ de hidrdgenv-
fosfato dipotdsico, 0,001% de sulfato ferroso y 0,1% de _
I~valina y el cultivo principal se efectud a 28eC duranfe
8 dfas en ol agi%aaor giratorio (200 r.p.m.). ‘

Ie centided de produceibn total de C-15003 fue
de 16 fug/ml, y la proporcin de P-3 en el total era del

95% (B/P)e
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Ejemplo 2

500 partes en volumen del cu_-lti%ro de siembra in
dicado' en el Ejemplo 1 fueron inoculadas a 2.000 partes en
volumen de un métraz Sakaeguchi y se cultivé a 282 guran-
te 48  horas en un agitador de valven (110 carreras/m:m.
para dar un inoculum. El inoculum se hlZO basar a lOO X
103 partes en volumen de un medio con.,tltuldo por 2,04 de
glucc}sa, 3,0% de almidén soluble, 1,0i de liquido de mace
rado de maiz, 1,04 de harina de sojr-;a., 0,5% de polipeptonal
(Daigo Mutritive Chemicals, Ltd., Japén), 0,3% de cloruro
de sodio y 0,5% de carbonato de caleio, pH 7,0, en 200 x
103 Partes en volumen de un :Eermentadof de acero incxida-
ble. o

Bl cultivo se efectud a 289C durante 48 heras

bajo 100 x 103 partes en volumen/minuto de aireacidn y

partes en volumen) se hizo pasar a 100 x 103 partes en vQ
lumen de un medio de fermentacidn ,(5% de dextrina, 3¢ de.

liquido de maCerado de maiz, 0,1% de peptona, 0,3% de

que esteba en 200 x 103 partes en volumen del fermentaddr
de ac;ero inoxidable. E1 cultivo fﬁe llevado o cabo a 289C
durante 4 dias bajo 100 x 103 partes en volumen/minuto de
aireacifn, 150 r.p.n. de agitacidn. '

La centidad total de produccidn de 0-15003 fue-
de 12 /ug/ml, y el P-3 en el 0—15003 era aproximadamente
de 98% (»/P). '
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- Ejemplo 3 ‘

| A 95 x 103 partes en volumen’dei caldo de culti~
vo obtenido en el Bjemplo 2 se afiaden 50 ‘x‘lo3 partes en
volumen de acetonéf Ta mezcla se agita durante 30 minutos.
A la mezcla qué resulta se afiaden 2 x,lO3 rartes de H&flo
Super—Cel (Jchnes and Manville Products, Ltd.) y la mezcla
ge agita bien. La mezcla se filtrd coﬁ un filtro de pre-~
sibn Proporcionando 135 x 103 partes en volumen de filtra
do. Al filtrado se afiadieron 50 x 103jpartes en volumen de
agua y 90 x 103 partes en volumen de écetato de etilo, ¥y
la mezcla se agitd y extrajo dos veces. Las capas de ace-
tato de etdilo obtenidas fueron reunidas y lavadas dos ve-
ces con agua, de 80 x 103 partes en volumen de cada una.
4 la cppa de acetato de etilo obtenida se afiadié 1 x-10°
partes de sulfato de sodio anhidro, se secd y se concensrd
a 200 partes en volumen. ALl concentrado se afiadié éter de
petrbdleo, y el precipitado obtenido se recuperé mediante
filtracidn obteniéndose 35 partes del producto crudo.

Al producto crudo obtenido de este modo se afia-
dieron 50 partes eﬁ volumen de acetato de etilo y sé agité
la me@cla. La porcidn insoluble fue separada por filtra-
cibn y al filtrado se affadieron 10 parﬁés de gel de sili-
ce (Merck, Aiemania Occidental, 0,05 & 0,2 mm), Despuds de
agitar la mezcla, se separd el acetato de etilo por desti-
lacibén & presidn reducidae

" E1 residuo se eplicd a la parte superior de una
columna de gel de-silice (500 partes en volumen). Los an-
tibidticos fueron eluidos por atapas con»SOO partes en vo

lumen de n-hexano, 500 partes en volumen de una mezcla de
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L. n-hexano~acetato de etilo (3:1), 2.000 partes‘en volumen
de una mezcla do n-hexano-acetato de etilo (l:l), ¥ 2.000
partes en volumen de acetato de étilb.saturado da.agua, y
los eluatos fuéron recogidos en fracciones de 50 partes en
volumen cada una. . |
Una porclon de una parte en volumen de cada frac

c16n se concentro a seouedad, y se anadlo 0,1 parte en vo-

¢la. Ta mezcla se coloed en forma de mencha a 2,5 cm del
borde/del lado inferior de una placa de vidrio con gel de
.sillce (Merck, Alemenia Occidental, 60 F254, 0, 25 mm, -
20 x 20) y se desarrolld aprox1madamente 17 cm con acetato
de etilo saturado de agua. Después del desarrollo se 1levd
& oabo la deteccidn con luz wltravioleta (2537 R) Lez frag
c:Lones actlvas de R 2 0,42 fueron recogldas y concenura.das
a pres1on reducida a aproxmmadamenxe 2 partes en volumen.
A este concentrzdo se afiadieron 20 partes en volumen dc
étor de petrdleo obteniendo 9,1 partes de cristales de cru

d0. Tos cristales de crudo se disolvieron en 20 partes en

se recuperaron 0, 85 partes de cristales de P-3., la pureﬁa
de los cristales de P~3 obtenidos era de 9% (P/P), y su
punto de fusibn era 189 a 1908C.

, Ejemplo 4
En 400 partes en volumen de metanol al 50 % se
disolvieron 20 partes del pro@udto erudo obtenido en el
Ejemplo 3. Se rellend une columna de 2,5 cm de,diémetro
con i.OOO’partes en volumen de Diaion HP-10 (Mitsubishi

Chemical Industries Ltd., Japén) con 3.000 partes en volu

lumen de acetato de etilo al concentrado para dar una mez- |

-
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l
riormente preparada se hizo pasar a través de la columna
y se lavd con 1.000 pertes en volumen de metanol al 60%,.
¥y la elucidn del graﬁieﬁte se efectud continuamepte, emplegn
6o T.500 partes en volumen de metanol-agua al 60% y T.500
partes en volumen de metanol-agua a1'95%.

‘ El oluato se recogib en fraéqiones de 75 pertes
en voluﬁah hg cadé fraceidn se aﬁlicé én la crogatqgrafia
de caﬁa ddlgada‘en gel de silice, descrita en el Ejemplo 3.

Las ffacpiones activas Nos. 145 a 153 fueron re-
cogidas y concentradas. Al concentradb se afladieron 500
partes en volumen de agua y 1.000 parfes en volumen de
mcetato de etilo. | N

Le mezela se agitd en un embudo de separacifn y
se separ6 la capa ds agua, y despuds de lavar dos veces
con 360 partes en volumen de agua;, se secd sobrs sulfato
de sodio anhidro le capa de acetato de stilo, se concen-
tré y dejb en reposo.

Los cristales de P-3 resultantes fueron reqoéi~
dos por filtracibén y secados (0,880 parfes de P-3). La‘gg
reze de los cristales de P-3 obtenidos fue de 95% P/P y
su'pﬁnto de fusibn era 188 a 1902C. '

Ejemplo 5

Se usa en lugar de la I-valina del Ejemplo 1

‘hidrato de valina, dcido o -cetoisovaldrico, éster metili-
co del éeido isobutirico, éster N-metilico del dcido iso~
butirico o una mezcla de valina y dcido isobutirico, con
lo que se obtienen resultados similares, es decir, la -

. produccidén especifica del P-3 objeto de la invenciébn.
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Los puntos de ir;izenc:’gén propia y nueva que se
Presenten rparé. qﬁe sean objeto de esta solicitud de Paten
te de Invencién en Espafia, por VEINTE aflos, son los que se
recogen en lag reivindicac iOn'es siguientes:
o 12 .- Un método mejorado para produc ir entibibti
co (=15003 P-3 cultivendo un microorganismo que pertensce

al género Nocardie y que es capaz de producir el antibid-

tico C-15C03 P-3 en un medio de cultivo que contiene fuen

tes de carbono asimilsble y fuentes de nitrdgeno digesti~ |-

ble'; que comprende incorporar valina, écido isobutii';i.c_o ¥/
sus derivedos, como substa.ncias aditivas, al medio¢ de cu}—-
tivos . ,

22 .~ Un nétodo segin 1a reivindicacion 1%, en el
que ol microorganismo es Nocardia spe N0.C-15003 - -
(ATGC—31281; IFO 137265 FERM-P No.39923.

38,-TUn mé.tc')do segin la reivi?adicacién 18, = -
el que le sustancia aditiva comprende valina y/o &c ige -
isobutirico. | ‘ T

48 .~ WUN METODO MEJORADO PARA PRODUCIR AVTIBIO-
TICO G-15003 P-3". I

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede y con los fines que sé han especificado.

. Esta Memorie conste de veintinueve hojas eseri-

tas 2 maguina por una sole cara.

Madria, J0NN187G
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