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1 otros efectos bioldgicos. EL1 antibidtico K 582 M, descrito en

' nentes sminodcidos asi como sus sales. ELl antibidtico 582 M -

-2 -

La presente invencidn se rslaciona con un procediﬁieg
t0 para preparar el antibidtico X 582 M de tipo peptido, de ca-
dena recta, que consiste en arginina 1, treonina 1, tirosina 1,|
ornitina 2, hidroxiarginina m, lisina n comp componentes aminéj
deidos, por cultivo de un microorgenismo productor de K 582 K. |

De un modo mds especifico, la presente invencidn se r¢
fiers a la producecidn de un medio cultivado mediante el cultivo
de un microorganismo productor de K 582 M que pertenece al gé-
nero Metarhizium y una mezcla de K 582 1 ~ A y ~ B obtenida a
partir del medio cultivado y ademds K 582 M - Ay K 582 M - B
obtenlido por separacidn de dicha mezcla de X 582 M ~ A y B.

La presente invencidn se relaciona con un procedimisn]
t0 para preparar un antibidtico K 582 M de tipo pdptido de ca-
dena recta que comprende X 582 M -~ A y X 582 M -~ B,une produ~
cen un efecto antibvidtico, wn efectb inhibidor de tumores y

la presente memoria, es un antibidtico nuevo de tipo péptido
de cadena recta compuesto por arginina: 1, treonina: 1, tirosi-

na: 1, ornitina: 2, Hidroxiargining: m, y lisina: n como compo-~

4, que se describird mds adelante, es K 582 M en el cual m de
hidrdxiarginina ¥ n de lisina corresponden a 1 y'1, respecti- 7
vemente y K 582 ¥ -~ B eé X 582 M donde m de hidroxiarginina y
n de lisina corresponden.a 2 y O, respectivémente. |

Las figuras 1 y 2 representan el espectro IR de K 582
¥ - 4 {hidrocloruro) y K 582 M - B (hidrocloruro) respectivamen
te. 7
| Las figuras 3 y 4 representan el espectro UV de K 582

¥ - & (hidroclorurc) y-K 582 M - B (hidrocloruro) respectivemen|
te.
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Las figuras 5 y 6 representan el espectiro 013-NMR
de K 582 M - A (hidrocloruro) y K 582 M - B (hidrocloruro) res-

pectivamente.
Ia figura 7 representa el espectro IR de X 582 M - A

(sulfato).
Fn el medio cultivado de una cadena que pertenece al’

3

género Metarhizium utilizado como microorganiemo de K 582 M, por
‘ejemplo, Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorok. var. emisoplias
582 M, se depositan suastancias eficaces para inhibir el desarrg
110 de diversos hongos verdaderos, especialmente Candids y los
demds levaduras y tambidn sustancias eficaces para el virus co-
mo el virus de polio, gripe, etc, y eficaces para tumores de
animales experimentales.

La presente invencidn se ha obtenido por el aislamien
to satisfactorio de estas dos sustanciass que tienen caracteris-
ticas similares como nusvas susténcias activa de tipo péptido a

partir del medio cultivado.
La cepa Metarhiziuvm anisopliae (Metsch) Sorok. var.

anisoplise 582 M se ha depositado con Kogyogljutsuin-Biselbutsu:
-Kogyo-Gijutsu~-Kenkyujo (Japén) como FERM-P N2 4217 el 25 de ng
viembre de 1977 y con ATCC como ATCC N2 20500 el 27 de diciembre

de 1977. Ias caracteristicas toxonomicas de esta cepa se expo-

nen a continuacidn:

Observacidn macroscdpica

El desarrollo de la colonia sobre agar de extracto de
multe es rdpido y alcanza hasta un didmetro de 4,5-5,0 cm des-
puds de dos semanas a 25%C¢. Presenta una cierta forma de haz.
Es plana y en ocasiones arracimada radialmente. EL color de la

colonia es del verde grisaceo oscuro gl verde amarillento en la

parte central formadora de espora y blanco en el margen. A veces
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‘tituyen un conjunto cilindrice largo por conexidn entre si. EL

de 5;0 - 7,0 /o La Candida estd compuesta centripetamente pa~-

-4 =
las partes verdes y las partes blancas se entremezclan o forman
franjas. Su lado posterior representa desde el amerillo algal
hasta un color crema ¥y no se reconoce fluido secretor. Tiene
un olor sstimulante semejante al olor perteneciente al génerc
Streptomyces.

Observacidn microscdpica:

El Mycelio es incoloro y tiene ceptos y ramificacio-
nes. La Conidiofora es corta, incolora y tiene septos. Pre«
genta una forma simple o ramificada. ZEn lugar de presentar
ung forma simple, se forma finalizando en una forma finamenfe
ramificeds como el Penicillio y finalmente forma una masa seme-
jando "tierras de fuego" (ramificacidn de un extremo acabadn en
punta). Ia construccién ¢ilindrica consiste en desarrollos de

conidio en la parte que forma una capa'suélta. La "tierra de

¥y sus extremos aguzados se vuslven mds esbeltos. MNds lejos en

gus extremos se conectan con cadenas largas de conidio y cons-

conidio es del tipo de la herospora plana monocelular y repre-
genta un tono de color verde amarillento pdlido que tiene for-
ma cilindrica o wna forma élipsoidal larga y cuatro ssquinas eg
t4n redondeadas. ILa longitud y la anchure son 4,0 - 8,0 py

2,0 - 2,5 Vas respectivamente, pero normalmente son del orden

ra formar cadenas miltiples y por adherencia mutus para establg
cer un c¢ilindro altorde;color verde grisdceo.
Sus propiedades en diversos medids de cultivo con

agar se indican a continuacidn:

///
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Asvecto en los diversos medios

de cultiv

copos de nig
ve

Condiciones de desarrollo Forma
Desarrollo 45 su
Forma Margen Arroyamiento
Czapek~pepton— Forma de Ciliar En espiral | De v
-Agar Bueno cogin .| a ve
Czapek-Dox-Agar | Bueno Forma de Lébulo En espiral § De v
botdn pequefio i| ave
Saburo-Agar Bueno Forma de Cilier En espirsal De v
cojin a ve
Harina de maiz-| Bueno Ensayo de mi | Forma de Ninguno .| Verd
Agar coelio en plg | dientes en :
neidad conjunto :
irregular }
Malta-Agar Algo defi- | BL micelio Onda  Ninguno | Verd
ciente (prg forma planei | verd
fusamente dad delgada :
extendido) |
Patata-Dextro— |Algo defi- | El micelio Ciliar Ninguno Verd
sa-Agar ciente es delgado ¥
plano :
Gelatina-Agar |Algo defi- | E1 micelio Onds Ninguno Verd
clente eg delgando ¥
plano ‘
Agar ordinario |Algo defi- | E1 micelio Cnda Ninguno N4
ciente tiene formsa
de gruesos



de cultivo con agar (28°G)

Q

FPormacidn de esporas

¥ su color Pigmento Gota de agua
De verde amarillento | Producs Finguno
a verde oscuro
De verdé amarillento | Produce Ninguno
a verds oscuro
De verde amarillento | Produce Ninguno
a verde oscuro '
Verde oscuro Ninguno Ninguno
Verde amarillento a Produce Ninguno
verds oscuro
Yerde oscuro Produce Ninguno
Verde oscuro Ninguno Ninguno
Ninguno Ninguno

Ninguno -

- 5 big -
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BEn el cultivo segun la invencidn se pueden aplicar
conocimientos generales con respecto al cultivo de hongos. Reg

pecto al medio de cultivo y fuentes nutritivas, se pusden em~

plear varias clases; no obstante, como fuentes de carbono se
utilizan preferiblemente azucares como la dextrosa, sacarosa, !
levulosa, mmenosa, glicerina, almidones, maltosa, xilosa, lac-
tosa, molazas, mannan. Respecto a fuentes de nitrdgeno se pue
den emplear sales inorgdnicas como nitrato de sodio, nitrasvo
de amonio, cloruro de amonio, etc, asf como fuentes orgdnicas
de nitrdgeno como caldo, peptona, licor de infusidn de maiz,
extracto de levadurs, harina de habas de soja,'harina de csacu-
huete, aminoscidos, etc. En algunos casos se pusden emplear
otras sales inorgdnicas apropiada y agentes sbyuvantes.

Con respecto al método de cultivo, aun cuando se cul-
tive sobre un medio de cultivo sdlido, la produccidn de K 582
M se puede reconocer como convenlente en un medio de cultivo
1fquido pars la produccidn a gran escalsa.

" Bl cultivo se realiza serodicamente a una temperatura

comprendida entre 20 y 37°C, preferiblemente entre 28 y 30°C ¥

wn valor de pH entre 3,0 y 8,0, preferiblemente entre 5,4 ¥ 5,6
Si fuera necesario se puede afiadir un desespumante en cualquier
estadio apropiado.

Para recoger el K 582 M del medio cultivado después
de completarse la fermentacidn, se puede aplicar un proceso ut}
lizado en general para recoger los productos de fermentacidn,
por ejemplo, un proceso de precipitacidn por un disolvente or-'
gdnico hidrdéfilo, por ejemplo, etanol, acetona, etc, un proceso
de precipitacidn por wn dcido orgdnico, por ejemplo, decido pi-

erico, decido flavidnico, stc, un proceso de precipitacidn por

una sustancia quimica, por ejemplo, deido fosfotungustico, pen-
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faclorofenoi sddico, benzoaldehido, etc, un procesoc de extrac—
cidn por metanol o por varias clases de absorbente active ¥y

taﬁbién wn proceso de purificacidn aplicando un vehfculo de in-

| tercambio idnico, cromastografia de tamiz molecular, un proceso

de orientacidén de densidad, un proceso de distribucidn en con=~
tracorriente, un proceso de fraccionacidn por sales, disolven-—-
tes o iones ﬁetélicos, un proceso- de electroforesis, un proceso
de aislemiento por la formacidn de una sustancia compleja y uﬁé
combinacidn apropiada de los mismos para obtener la sustancis
pretendida.

Por ejemplo, la sustancia perseguida se puede separar
fdcilmente por un procedimiento qué combina la precipitacidn

con la purificacidn por una resins de interceambio iénico, cuyo

. procedimiento comprende las fases de filtracidn pbr adicidn de

un adyuvante de f£iltro, tratamiento del filtrado con una resins
deida de intercambio idnico o una resina bédsica de intercambio
idnico y despuds elucidn con un dcido dleali.

El concentrado asi obtenido por el empleo de la resina
de intercambio idnico se concentra aun mds, y se aﬁaderdeépués
con cantidades apropladas de stanol y acetona para producir cru
do deruna mezcla de K 582 M - A y B. El nuevo crudo asi obte-
nido se trata de un modo ‘adicional con metanol, alimins, car-
bén activo, cromatografia de tamiz molecular, y asi sucésivameg
te, para obtener un producto purificado. | -

Lg mezcla de K 582 M —- A.y B asi obtenida contiene d4i-
chos ¥ 582 M - Ay K 582 i - B y presenta propiedades como si
ambos existieran juntbs en propiedades fisioquimicas y tambidn
tiene efectos fisioldgicos con actividad antibidtica, actividad
de inhibicidn de tumores, efectos de aceleracidn e inhibicidn

de inmunidad, efectos de induceidn de interferencia, y asi su-
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cesivamente.

El producto purificado asi obtenido o el caldo o elui
do cultivado obtenido por el vehfculo de intercambio idnico,
etc, 8 partir del caldo de cultivo se pueden‘tratar con diver-
808 procesos. cromatogrdficos, por ejemplo, mediante el empleo
de gol de polimcrilamida, CM-Cephadex, etc para aislar K 582 M-
AyK582M~3B. Apartir el K 582 M - Ay K 582 M -~ B asi ob
tenidos se pueden obtener productos mds purificados empleando
diversas clases de purificacidn, respectivamente.

Las propledades fisioguimicas del K 582 M - A y K 582

M - B asi obtenidas se indican como sigue:

K 382 M - A (sal de HC1) K 582 M - B (sal de HC1)

1. Andlisis elemantal

Cc: 39,35 C: 36,25
H: 7,24 H: 6,61
N: 18,03 N: 18,62
Cc: 15,83 ' C: 14,06

2. Peso molecular (medido por los tres métodos mencionados a
continuacidn; no obstante, como estos mdtodos dan un amplio
error en la gama de pesos molsculares mencionada a continuscidn
las caracteristicas de las sustancias segin la invencidn no que
dan restringidas por los valores de peso molecular medidos men-
cionados a continuacidn)
Aproximadamente 1300 (Proceso de| Aproximadamente 1200 (Proce-

y

filtracidn so de
por gel) filtra-|
cidn
por gel
Aproximadamente 1300 (Método Aproximadamente 1220 (Mdtodo
del punto del punto
de conge- de conge~-
lacidn lacidn

)
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. pliamente de acuerdo con las condiciones de la medicidn, las

(1) Hidrocloruro

-G -

Aproximadamente 1200 (Mdtodo de | Aproximadsmente 1200 (Método

presidn ga de pre-
seoss) ' sidn ga
seosa

3. Temperatura de fusidn
(o] - \
192 ~ 198 ¢ (descomposicidn) 197 - 203°C (descomposicidn)

4. Potencia rotativa especifica (como estos valores cambian gm

caracteristicas de las sustancias segin la invencidn no ven- de

tomarse en sentido restrictivel): 7

[%7 D2 = 4 0,2° (0= 1%, B,0)| /&7 D%2 = 40,6° (0=1%,E,0)

5. Egpectro infrarrojo

K 582 M - A (hidrocloruro) K 582 M - B (hidroclorurc)
Figura 1 , Figurs 2

6. Espectro de absoreidn de ultravioletas

Figura 3 ' | Figura 4
7. Espectro de 13w

Pigura 5 Figura 6
8. Solubilidad

Fdcilmente soluble en agua,
metanol, dificilmente solu~
ble en etanol. Insoluble
en dter, dter de petrdleo,

butanol, cloroformo, benceno ,

(2) sulfato (se ilustra la solubilidad especial de sulfatosr
" Fdeilmente soluble en agus, Igual que 2 la izquierda
dificilmente soluble en me-

tancl. Insoluble en los

. 0tros disolventes.
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.9. Reaccidén del color:
Reaccidn de Ninhidrins 4
Reaccidn de Xantoprotei-
na + Reaccidn de Milldn +
Reaccidn de Sakaguchi +
Reaccidén de Pawly +
Reaccidn de Molisch -
Reaccidn de Tollen-Orcin -
Reaccidén de Na-nitroprusido -

'10. Naturaleza (como base libre)
Sustancia bdsica

{11. Color

~Polvo amorfo blanco

512: Reaccidn de precipitaciédn

- 10 =

Igual que en la izquierda

Igual que a la izquierds

Igual que a la izquierda

La precipitacidn tiene luger por
adicidn de los reactivos menciong
dos a continuacidn: tungstato de
f£ésforo, dcido pictrico, decido
flavidnico, pentaclorofenocl, ben

zaldshido.

13. Estebilidad
Estable en reaccidn dcida y
neutra. Algo inestable en

reaccidn bdsica

14. Composicidn despuds de la hidrolisis con deido clorhidrica

(Relacidn molar)

Arginins 1
Treonina 1
Hidroxiarginina 1
Tirosina 1

Igual que a la izquierda

(Relacidn molar)

Arginina 1
Treonina

Hidroxisrginina 2
Tirosgina 1
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(Relacidn moler)

Ornitina 2

Lisina 1

15. Aminodcidos terminales
Terminal C (proceso de digestidén de hidrezina)

Tirogina

Ornitina
Iisina

| Tirosina

Terminal N (método de Dancilacidn)

Argining

do ambas la sal de HCI.

1. BEfectos antibidticos de K 582 M - A y K 582 M - B (Método

de dilucidn)

Arginina
Actividades bioldgicas de K 582 M - Ay K 582 M -3, sien-

- 11 -

(Relacidén molar)
2
o]

Concentracidn minima que 1nhibe el
desarrollo (mec g/ml)
- Micrborganismos ensayados K582 M~4A K582 M-8
Candida albicans 0,2 0,4
" tropicalis 0,2 0,4
o pseudotropicalis 0,2 0,4
" upilis 0,2 0,4
" guilliermondii 0,2 0,4
" krusei 0,2 0,4
Saccharomyces cerevigiae
Br-60 0,2 0,4
Saccharomyces rouxii :
bottlucug 0,2 0,4
Zygosacbharomyces salsus 0,2 0,4
Willia anomala - 0.2 0.4
1|Torulaspora delbriickii 0,2 0,4
Rhodoburola lupra 0,2 0,4
Mycoturola 0,2 0,4
Debafyomypes kloecheri 0,2 0,4
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Concentracidn minima que inhibe|

el desarrollo (mec g/ml)
Microorganismos ensayados

K582 M -A K582 M-8

Pullularie pullulans 0,2 0,4
Proteus 0X-19 20 40
Bacillus subtilis > 100 > 100
Staphylococcus aureus 209-P > 100 > 100
Escherichia coli > 100 > 100
Shigella sonnei >100 > 100
Sarcina lutea Hata >100 > 100
Baeillus mycoides > 100 > 100
Mycobacterium cymote > 1000 > 1000
Mycobacterium Smegmatis > 1000 > 1000
Mycobacterium Hy7RV >1000 > 1000
Trichohyton asteroide ? 1000 > 1000
Trichohyton lpulam > 1000 | >1000
Trichomonas waginalis >1000 >1000

Segin se podrd ver por lo expuesto anteriormente,
K 582 M = Ay K 582 M - B presentan una fuerte actividad anti-
bidtica contra los microorganismos Candida y otras levaduras.

2. Caracteres tdxicos agudos de K 582 M - A y K 582 M - B.

e Ratén IDgy mg/kg
K 582 M - A K 582 M - B
L"‘%’i‘;&:iﬁi:i"” o) 120 ~ 144 24,1 - 34,8
Q@ | 144 - 1278 24,1 = 34,8
fndﬁﬁégﬁggigﬁl 8 |por encima e 300 | 43,2 - 57,2
Ea por encima de 300 | 43,2 - 57,2
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Continuacidn

Ratén LDsq ng/kg

Via

K582M~-A |K582M-3
Administracién 6 ) 320 o més 86,8 - 104
subcutanea Q 320 o mds 104 125
Aninistracidn & | por encima de 6000 | 2400 - 005
oY

Q| por encima de 6000 | 2400 - 3000

3. Efsctos de inhibicidn de tumores dse K 582 M - A y K 582 M =~

B.
(a) Efectos de inhibicidn de tumores con ratas portadoras

de tumores. | i 7

 Se transplantd 107 ds célules de cancer de higado de
ascitis AH 44 y AH 66, respectivamente, en grupos consisteﬁtés
cada uno en diez ratas de origen Donryu (hembra:,150-200 gm),
en la vena de la cola; despuds de'haber transcurrido T2 horés
se administrd oralmente K 582 M — A § K 582 M — B en una dosis

de 30 mg/kg de wna forma continua 10 veces y al cabo de 60

dfas se determind la proporcidn de existencias de ratas. Segun

se podrd ver por la tabla siguiente, en cada grupos de ratas
portadoras de tumor se reconocen efectos potentes'de inhibi-
cidn del tumor si se compara con el testigo al que solo se ha-

bfa administrado la dieta.

Proporcidn de existencia

K 582 N-4

Grupo de animales
X 582 M-B

Testigo™
Cdlulas de tumor '

AH 44 0 100 50
AH 66 ' o 80 40 -
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| 4. Otros efectos bicldégicos.
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(b) Efectos de inhibicidn de tumores con ratones portadores

de tumor.

6 de cdlulas de cancer de ascitils

Se transplantd 10
de Ehrlichs, cdlulas de sarcoma S - 180 y cdlulas de cancer
de ascitis leucédmica SN 36, respectivamente, a grupos consisten
tes cada uno en 10 ratones de origen dd (hebra 2: 20 gm + 1,0
gn), en la cavidad peritoneal del ratdn y despuds de traascu-
rridas 24 horas se administrd X 582 M - A § K 582 M- B en ura
dosis de 25 mg/kg/dfa por espacio de 10 dfas en la cavidad pe-
ritoneal de los ratones respectivamente. Ios resultados de es-
te experimento, en los casos de las administraciones de los
productos de la invencidn, presentaban potentes efectos de in-
hibieidn del tumor (proporcidn de existencia al cabo de 50 dfas)
segin se indica en la tabla sigulente, mientras que en el caso
del grupo testigo, los ratones hablan muerto todos a2l cabo de

unos 20 dfas.

Grupo de ratones tones (%)

Célula de tumor Tegtigo K 582 M~A | K 582 M-B

¢dlulas de sarcoma S-180 0 90 80

Células de cancer de as~
citis de Ehrlich 0 70 80

Célulasg de cancer de as-—
citis leucémica SN 36 0 80 T0

(a) Efsctcs contra el sistema inmuns ds wn SusSrpo vivo.
Se ha averiguasdo shora, como resultado de diversos
experimentos, que el X 582 M - A y K 582 M -~ B producen efectos

de inmunidad del cuerpo vivo (en tanto en humoral como en celunm

lar). Espscialmente se ha podido averiguar shora también que
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‘grupo de 2,5 mg/kg de administracidn presentd 234 % de valor

M~ AJSK 582 M -B en un cuerpo viviente, induce mds unidades
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las sustancias de la invencidn producen efectos de acelerécidn
y de inhibicidn contra el sistema inmune en el método de valo-
racidén de la hemolisina por administracidn de SRBC (corpudsculos
de sangre roja de oveja) ¥y, por consiguiente, se indicard un
ejemplo 8o dichos sfectos del K 582 M ~ B mds adslants.

Se administré a grupos consistentes cade uno de 5 - 10
ratones hembras de origen 43I el producto X 582 M - B en uns
dosis de 25 mg/keg, asi como 2,5 ng/kg por dfa durante 4 diasj
por via intraperitoneal y se trasplantd 4 x 108 de SRBC en las
venas de la cola y se continud la administracidn de X 582 M-B
durante otros 4 dfas y despuds de completarse la administracidn|
se midieron los valores @e anticuerpos en sangre.

Un grupo de 25 mg/kg de administracidn presentd wa
77 % de valor de anticuerpos basado en el grupo testigo y wn

de anticuerpos basédo en el grupo testigo y grupos de adminis—
tracidn en mayor concentracidn presentaban tendencias de inhi-
bir la inmunidad y grupos de administrecidn de menor concentra-
cidn presentaban una tendencia a acelerar la innunidad.

(b) Acidn de los efectos de tipo inductor de interferona.

Hemos averiguado ahora que cuando se administra X 582

de interferona en la sangre. Por ejemplo, dichos efectos res-—
pecto al X 582 M - B se indicardn mds adelante. Un ratén de -

origen dd recibid X 582 M - B por via oral en una dosis de 2,5
ng/kg 7 se wmidié la concenitracidn de interferona en'la sangre

en el curso del tiempo y al cabo de 25 horas presentd un valor.
méximo'de 20 x 105 I.U. Esto demuestra efectos de induccidn de
interferona mnuy potentes de esta sustancia. Tales efectos sér

reconocen tambidn con otros animales como las aves domdsticas,
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cone jos, perros, cerdos, etc. En los experimentos de infeccidni
por virus de gripe en ratones, cusndo se ha administrado 2 mg/
kg de K 582 M - B por vié oral a los ratones en 12 o 24 horas
antes de la infeccidn, se presenta de un 30 a un 40 % de pro-
longacidn de la vida.

ILes caracterfsticas de K 582 M -~ A y K 582 M ~ B, se-
gin se ha indicado anteriormente, demuestran con claridasd que
estas sustancias son sustancias nuevas que hemosz podido obiener
Cuando se utiliza X 582 M - A (sal de H2804) K582 M - 3B (sall
de H,SO4) se obtienen resultados similares.

La presente invencidn se i1lustra de un modo adicional
por los ejemplos sigulentes: no obstante, no ha de interpretar-
se restringida a lo expuesto y en tanto que se han presentado
las diversas propiedades de la sustancis segin la invencidn con
total claridad, es evidente a los expertos en la materia que
a¥n cuando no se hublersn descrito prdcticamente con respecto
al slcance de la invencidn, los objetos de la invencidn se pue-
den consegulr tembién aplicendo variaciomes o medics alterados.

La presente invencidn se ilustra de un modo adicional
en los ejemplos sigulentes.

Ejemplo 1

(a) Se inocularon 200 cc de medio de cultivo 1lfquido
(pE aproximadsmente 6) que tenfan una composicidn de 3,0 % glu-~
cosa, 1,0 % polipeptona, 0,2 % nitrato de sodio, 0,1 % fosfato
de dihidrdgeno potdsico, 0,05 % cloruro de potasio, 0,05 % sul-
fato ds magnssio, C,01 % suilfato ferroso con lMetarhizium aniso-
pliae (Metsch) Sorck. var. anisopliae 582 M (Bikoken FERM-P N2 |
4217, ATGC N¢ 20500) y el cultivo con sgitacidn se efectud a
30% por espacio de 14~20 dfas.

(b) Se repitid el procedimiento del ejemplo 1 (a),
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excepto que en lugar de 1,0 % de polipeptona se afiadid 0,1 % de
aminoécido'(glicina, asparagina, arginina, histidina, alanina
y otros aplicados por separado).
Ejemplo_ 2

Se filtraron 5 litros de filtrado del caldo de culti-
vo obtenido en el ejemplo 1 con adiceidn de Hiflo-supercel. |

Despuds de ajustar el valor de pH en 6,0-7,0, el f£il=-
trado obteﬁido se pasd a travds de una columna de resina‘de-in-
tercambio iénico IRC-50 (H*, Na* en tipos mezclados) que tenfa
un didmetro interior de 20 mm ¥ una altura de 500 ﬁm pars gbsor
ber las sustancias ocbjetivas. Ia.columnaz se lavd con agua, des|
pués se pasaron 500 cc de HC1 de 1,0 N a un caudel de 10 cc/mi-
nuto para sluir las sustancias objetivas. E1 eluidd se gjvatd
al'valor de pH de 6,0 y despuds se concentrd a presidn reducida.
Se dejd qus el concentrado'reposara hagta el dia'siguiente a
359C afiadiendo pentasclorofenol sédico para dar por resultado
una precipitacidn de mezcla de pentaclorofenclato de X 582 M-A
v B. El pentaclorofenclato obtenido de X 562 M - Ay B mezela=
dos se lavd con agus, despuds se disolvid en butilacetato y la
solucidn obtenids se extrajo dos veces con solucidn de dcido
clorhidrico diluido de un valor de pH de 2,0—3,Q pafa obtener
una, solucidn acuosa de mezcla de K - 582 « M -~ A y B (sal de
HCl). ZIa solucién acuosa se lavé varias veces con butilacetato
¥ la capa acuocsa se ajustd a un pH de 4,0 y despuds se concen—
tré a presidn reducida. E1 residuo se afiadid con una cantidad
e gtanocl para precipitar la mezcla s X 582 M - A F
B (sal ds HC1l). Asi, se obtuvieron 5,0 gn de polvo crude de
mezcla do K 582 M — A y B (sal de HOL).

El polvo obtenido se disolvid de nuevo en metanol y, |

afiadiendo una cantidad suficiente de acetona y etanol a la so-
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lucidn de metanol, se precipitd una mezcla de X 582 M - A y B
(sal de HCl), que se recogid por filtrescidn. La mezcla de K 582
M - Ay3B (sal de HCl), asf obtenida, se disolvié en metanol y
gse purificd utilizando una columna de Cephadex IH~-20 para ob-
tener 4,0 gm de K 582 M - A y B mezclados (sal de HC1l) como un

polvo blanco.

Ejemplo 3
Se disolvid 1 gm de mezcla de K 582 M -~ A y B (=al

de HC1l), obtenido por el procedimiento descrito en el ejemplo
2, en 5 cc de agua ¥y la solucidn acuosa se tratéd con cromsto-
grafis utilizando una columna (didmetro interior de 26 mm, al-
ture 1200 mn) de Biogel P-2 (malla de N2 100-200). O sea, em~-
pleando una solucidn acuosa de NaCl 0,1 M, se eludid en la pro
porcidn de 30 ce/hora y en principio se obtuvo la fraceidn de
K 582 M - A (sal de HCl) y despuds la fraccidn de X 562 M ~ B
(sal de HC1l). ILos eluidos A y B, asi obtenidos, se trataron
cada uno con cromatografia y se concentraron a presidn reduci-
da. Se afiadid una mezcla de acetona y etanol (4:1) al residuc
obtenido por precipitacidn y despuds de deshidratar, los preci-

pitedos obtenidos se extrajeron de una forma repetida con meta:
nol. Ia solucidn de metanol se concentrd g presidn reduclda y
el residuo se precipitd por adiccidn de una mezela de acetona
y etanol (4:1), ¥ se deshidratd para obtener pélvo de K 582 M-
A (sal de HOl) o polvo de K 582 M - B (sal de HC1l). Después -
el polvo A y el polvo B obtenidos se disolvieron cada uno en
una pequefia cantidsd de metanol al 80 % ¥ 1a solucidn de meta-
nol se purificd por desalacidén con cromatograffa utilizando la
columna (didmetro interior 26 mm, altura 1200 mm) de Cephadex
IH-20, el eluido obtenido se concentrd a presidn reducida y el

residuo se precipitd con uns mezcla de acetona y etanol (4:1).
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HCl) y despuds K 582 ¥ ~ B (sal de HC1l). Ios eluidos de K 582
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Los precipitadosvse deshidrataron y, por lo tanto, se obtuviero
respectivamente 0,41 gn de K 582 M ~ A (sal de HC1l) (rendimien-
%0 41,0 %) y 0,35 gn de K 582 M — B (sal de HC1) (rendimiento
35,0 %). |
Ejemplo 4

Se disolvid 1 gm de K 582 M -~ A y B (sal de HC1l) ob=-
tenido por el procedimiento del ejemplo 2 en 5 cc dé agua y'la
solucidn acuosa se traté con cromatograffa empleando una colum~
na (didmetro interior 20 mm, altura 500 mm) de CM-Cephadex C=25
(malla Ne 100-200). La cromatogréfia se 1levd a cabo en rrimer|
lugar con tampén de dcido fosférico 0,1 M (pH 6), despuds en
solucién de NaCl 0,4 M y después en solucidn de NaCl 0,9 M com
disolvente de elucidn. Después de haber cambiado la eluccidn g

solucidn de NaCl 0,9 M, se eluyd primero X 582 M - A (sl de

M - A (sal de ECl) y K 582 M - B (sal de HC1l) se concentraron
cada uno, se deshidrataron, se extractaronrrepetidamente y des-
puds la parte soluble en metanol se concentrd y el residuo se
precipité por adiceidn de una mezecla de acetona y etanol (4:1)
para obtener K 582 M ~ A (sal de HCL) y X 582 M - B (sal de
HC1l) en forma ds polvo, respectivamente. EL polve A y el polvo
B asi obtenido se disolvieron cada uno en una pequeiia centidad
Vde metanol acuoso al 80 % y la solucidn de metanol se purificd
por desalacidn con cromatografia empleando una Qolumna'ae Cép;
hadex IH-20. Despuds de la concentracidn a presidn reducida;
el eluido se precipitd por adiccidn de una mezela de acetona ¥y
otanol (4:1) y los precipitados se deshidrataron pars obtener
0,40 gn de K 582 M ~ A (sal de HOl) purificado (rendimiento
40,0 %) ¥ 0,43 @n de K 582 ¥ - B (sal de HC1l) purificado (ren-

dimiento 43,0 %), respectivements.
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Ejemplo 5
Se filtraron 5 litros de medio cultivado obtenido por

el procedimiento descrito en el ejemplo 1 con adicecidn de 100
gn de Hiflo-supercel. E1 filtrado obtenido se ajustd a wn va-
lor de pH de 5,0-6,0, se concentrd a un volumen de 1/10-1/20,
se removieron las sales inorgdnicas contenidas en el mismo, de
nuevo se concentrd hastes la sequedad y se extrajo con 20Q cc de
metanol, varias veces. El extracto combinsdo se concentrd; ¥
ge extractd repetidamente con metanol reduciendo la cantidad
de metanol cada vez, y los extractos se disclvieron complota-
mente en una pequefla cantidad de agua y la solucidn acucsa ob-
tenida se tratd por cromatograffa con una columna (didmetro in-
terior 50 mm, altura 1000 mm) de Biogel P-2 (malla 100-2C0}. O
sea, se eluyd con solucidn de NaCl 0,1 M (caudal 30 cc/hora)
pars obtener en primer lugar la fraccidn de K 582 M - A (sal
de HOl) y despuds la fraceidn de X 582 M-B (sal de HC1l). Los
eluidos de estas fraccionss se purificaron cada uno por desala-
cidn de acuerdo con el procedimiento descrito en el ejemplo 3
(extraceidn con metanol,'adiccidn de una mezcla de acetona y
etanol, tratamiento en columna de Cphadex IH-20) para obtener
1,4 gm de X 582 M - A seco (sal de HC1) y 1,2 em de K 582 M-B
seco (sel de HC1l), respectivamente.
Ejemplo 6

Se filtraron 5 litros de medio cultivado obtenido se-
gin el procedimiento descrito en el ejemplo 1 con adiccidn de
Hiflo-super-cel. Despuds de la concentracidn a rresidn reduci-
da el filtrado se filtrd de la sustancia separads y se ajustd
a wn valor de pH de 5,0~7,0 y despuds se pasd a travds de wna
columna (didmetro interior 20 mm, altura 1000 mm) de CM~Cepha-
dex C-25 (malla N® 100-200) para adsorber las sustancias perse-
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guidas. Ia columna se eluyd entonces en primer lugar con so-
lucidn tampdn de deido fosférico 0,1 M que tenfa un pH de 6,6,
despuds con una solucidn de NaCl 0,4 M y despuds con una solu-
gi&n de NaCl 0,9 M. Despuds de cambiar la solucidn de eluido
e solucidn NaCl 0,9 M, se eluyeron primero K 582 M - A (sal de
HCl) y en segundo lugar K 582 M - B (sal de HCl). ZEstos elui-
dos fraccionados, que contenfan cada uno X 582 ¥ - A (sal de
HCL) y K 582 M = B (sal de CH1), respectivamente, se concentras
ron, se secaron, se desalaron por el procedimiento descrito
en el ejemplo 4 (metanol), ediccidn de una mezcla de acetona
¥y etanol, tratamiénto con columna de Cephadex IH-20 y se seca-
ron y de este modo se obtuvieron 1,2 ém de X 582 M - A (sal de
HC1l) v 1,3 gn de K 582 ¥ ~ B (sal de HCl) secos, réspectivh—
mente. |
Ejempio 1 : 7

Se disolvieron 2 gm de K 582 M = A (hidrocloruro)
obtenido por el método del ejemplo 3 6 4 en 5 cc de agus déét;
lada y se aplicd a una columna de IRC-50 (4 x 25 om). Despuds -
de haberse lavado la columna con 400 cc de agus destilada,:ser
eluyd K 582 M - A (sulfato) con HyS0, 1N. BEl eluido que conte
nia K 582 M - A (sulfato) se afiadid a IRA-400. Despuds de

ajustar la mezecla g un valor de pH de 6,0, se filtrd y se con-

centrd. ELl concentrado se afiadid g una mezcla de acetona: Et0L

(4:1) y los precipitados separados se filtraron. El K 582 M-4

(éulfato) obtenido sertraté con refinado de desalacidn pof el
empiec de una columna de Cevhadex IH-20 (2,2 x 80 cm). Se em~
pled agua destilads para la eluccidn. Se obtuvieron 1,4 gn

ds K 582 M - A (sulfato) deshidratando por congelacidn el elui:
do resultante. Su espectro IR se representa en la figura 7.

De un modo similarrse puede obtener K 582 M ~ A (sulfato) por

21 o
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tratamiento proporcional con el procedimiento indicado ante~

riormente.

Ejemplo 8 - Secuencis de asminodcido de XK 582 M -~ A

Despuds de nuestro estudio sobre el andlisis de ami-
nodeido con respecto a K 582 M - A, hemos averiguado que K 582
M - A consiste en arginina, 1,) -hidroxiarginina 1, ornitina 2,
tronina 1, lisina 1 y tirosina 1 y el eminodcido terminal C es
tirosine (mdtodo de descomposicidn de hidrazina).

Empleando el método de eliminacidén de Edmen, la se-
cuencia de aminodcido de K 582 M = A se analizd sucesivamente
a partir del terminal N, O sea, se disolvieron 3 mg de K 582 M-
Aen 0,5 cc de agua y 1,0 cc de piridina y el pH se ajustd s
9,0-9,5 por adiccidn de NaOH 1N. Despuds de afladirse 100 ful
de fenilisocianato y de sustituirse el matraz con gas nitrdége-
no, el contenido del matraz se mantuvo a 4000 por espacio de 90
minutos. Despuds de lacar con benzeno se deshidratd por conge-
lacidn y el metraz se sustituyd con gas nitrdgeno, cargado con
200 /ul de decido trifluoracdtico y se mantuvo a 40°C durante
15 minutos. Despuds de eliminar el 4cido trifluoracdtico, se
tomd una parte del residuo y se hidrolizd a 110°¢ por espacio
de 22 horas por adiccidn de HCl 6N para analizar el aminodcido.
Como resultado, se conformd que une arginina se desprende de
X 582 M - A, 0 sea, el aminodecido del terminal N es arginina.

Empleando el método de eliminacidn de Edmen menciona~-
do, la secuencia de aminodcido del aminodcido del terminal N al
tercer aminodcido del mismo en K 582 M -~ A se analizd sucesiva~
mente y se confirmd que era arginina—d/ ~hidroarginina—ornitina.

Despuéé de calentar a 55°C por espacio de 24 horas en

deido trifluoracdtico seguido por eliminacidn de deido trifluor

acdtico, se sometieron 50 mg de K 582 M - A a electroforesis en
|
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CM-celulosa equilibrada con acetato aménico 0,01 M (tamafio de

la columna: 17 x 160 mm ¥ se sometieron a eluccidn gradiente

‘de aminodcido de ornitina 2, treonina 1, lisina 1 y tirosina 1:

- 23 -

filtro de papel a alta presidn.  Ademds del K 582 M - A, se rec

| (o]

nocieron dos sustancias positivas de ninhidrins y una de estas

era positiva en la reaccidn de Sakaguchi. Cuando se f£iltrd con
gel el producto de descomposicidn de decido triflucracético a

una fraccidn de 1 cc en columna de Cephadex IH~20 (tamefio de lal
columna: 18 x 840 mm; disolvente:'ﬁetanol al 80 %), se eluyé

K 582 M - A y sustancia positiva-enrninhidrinary sustancia posi

tiva en reaccidn de Sakaguchi como una mezcla en las fraccicnes|
Ne 136-154. |

Tembidn se eluyd una sustancia positiva en ninhidrina
¥y positiva en reaccidn de Sakaguchi como una sustancia udnica en
las fracclones N2 156-164. Deépués del andligis de esta sustan
cia eluida en las fracciones No 156~-164, se averigud que consig
t{a en arginina 1 y ¥-hidroxiarginina 1. Despuds de 1a concen-

tracidn, las fracciones N2 136-154 se absorbieron en columna de

empleando solucidn acuosa ds NaCl 2M a una fraccidn de 1,5 cc
para eluir una sustancia positiva.en ninhidrins y negativa en
reaccidn de Sakaguchl en las fracciones N2 220-233. Se eluyé
tambidn X 582 M - A en las fracciones N2 302-328. Ilas fracecio-
nes Ne 220—230 se desalaron éoh Cephadex IH-20 metanol al 80%)
y despuds del andlisis del aminodecido se obtuvo la composicidn:

Se averigud ademds por el método de descomposicidén con hidrazi-
na que el aminodcido terminal C es tirosina.

Las fracciones N2 220-230 se emplearon para snalizar
sucesivamente 1a=secuencia de aminodcido a partir del terminal

¥, o sea 2 mg de las fracciones N2 220-233 se disolvieron en

0,2 cc de agua y 0,3 cc de piridina y se ajustd a un valor de



O PO S P IOE SO O S ST VIR

10

15

20

25

30

-24 -

pH de 9,0-9,5. Se affadieron 100 /ul de fenilisocilanato y el

matraz se sustituyd con gas nitrdégeno y se mantuvo a 4000 du-
rante 90 minutos. Después de lavar con benzeno, se deshidratd
por congelacidn y el matraz se sustituyd con gas nitrégeno, se
cargd con 200 /ul de deido trifluoracético, y se mantuvo a 40°
C por espacio de 15 minutos. Despuds de eliminar el decido tri
fluoracético, se tomd una parte del residuo y se hidrolizé a

110%¢ por espacio de 2é horas por la accidn de HC1 6N para sna-
1lizar el aminodcido. Como resultado se pudo confirmar que wna
ornitina se desprendfa de las fracciones N2 220-233, o sea, el
aminoécidb terminal N de las fpacciones 2é0-233 era ornitina.

Empleando el método de eliminacidn de Edman menciong
do anteriormente, se analizd la secuencia de eminodcido de las
frocclones N2 220-233 en sucesidn comenzando a partir del ter-
minal N y se confirmé que era ornitina-treonina-ornitina-lisi-
na=-tirosina.

Partiendo de los resultados mencionados se determi-
né que la secusncia de aminodcidos de K 582 M - A era argini-
na-K-hidroxiarginina-ornitina-treonina-ornitina-lisina—tirosin
na.

Ejemplo 9 - Secuencia de eminodcidos de X 582 M -~ B
" El andlisis de aminodcidos de X 582 M - B demuestra

que sus componentes de aminodcidos son arginina 1,8’—hidroxia;

ginina 2-ornitina 2-treonina 1 y tirosina 1, y la descomposi~-

cidn con hidrazina indica que el aminodcido terminsl C es ti- |

i
roslna. i

Empleando el método de eliminacidn de Edman, se de-
termind el aminodecido del terminal N de K 582 M -~ B. O sea, se
disolvid 1 mg do K 582 M - B en 0,2 cc de agua y 0,3 cc de pi-

ridina y se ajustéd a un valor de 9,0 -~ 9,5 por adiceidn de
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NaOH 1 N. Despuds se afiadieron 100 /ul de fenilisocianato ¥y

(o]
el matraz se sustituyd con gas nitrdgeno y se mantuvo a 40 C

~ por espacio de 90 minutos. Despuds de lavar con benzeno, se

deshidratd por congelacidn y el matraz se sustituyd con gas
nitrdgeno, se cargd con 200 /ul de deido trifluoracdtico y se
mantuvo a 40°C por espacic de 15 minutos. Despuds de eliminer
el dcido trifluoracético, se tomd-una parte del residuo, se-
hidrolizd a 110°C por eépacio de 22 horas por adicecidn de HC1
6N pars analizar el aminoééido. ‘Como resultado se confirmd
gque una arginina se desprendia de K 582 X - B, o seé el anmi-

nodcido terminal N es arginina.

Se calenteron 100 mg ds K 582 M - B en dcido trifivor

acdtico a 40°C por espacio de 9 horas. Despuds de éliminar'el

- dcido trifluoracdtico, se sometid a filtracidn por gel emplean

do una columna de Sephadex IH-20 (tamafio de la columna: 183970
mm; disolvente: agua), en la cual despuds de diluir 105 ce del
eluido inicial se recogieron fracciones en una proporcidnrde
1,15 cc por fraccidn. Como resultado se eluyd una mezela en

las fracciones N2 40-83 y un dipéptido consistente en arginina

1e hidroxiarginina 1 como componentes de aminodeido en las

fracciones N¢ 84-92, as{ como tirosina en las fracciones N2

114-134. Después de la concentracidn, las fracciones N2 40-83

se aasorbieron en uns columna de celulosé CM (temafioc de la co-
lumna: 15 x 600 mm) equilibrado con acetato aménico 0,01 M y-

despuds se tratd con eluccidn gradiante a 1,0 cc/fraccidn em~

Pleande NaCl {M. En las fraccicnes N¢ 151-204 se eluyd un te-|.

trapéptido que, por el andlisis de aminodecidos, se averigud
que consistfa en ornitina 2, teronina 1 e hidroxiarginina 1.
Empleando el método de eliminacidn de Edman, se anali

zaron las fracciones N2 191-204 en las mismas condiciones que
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K 582 M - B para clarificar la secuencia de sminodeidos, sucesd
vemente. Como resultado, se determind que las fracciones Ne
191-204 eran un tetrapéptido que tenia la secuencia de aminodci
do de ornitina-treonina-ornitina-~ b’ ~hidroxiargining.

Partiendo de los resultados mencionados anteriormente,
se determind fineslmente la secuencia de sminodcidos de K 582 M-
B como argining- X-hidroxiarginina—ornitina-treonina-ornlﬁina-
Y -higroxiarginina-tirosina.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
aas{ como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacerze
constar que las disposiciones enteriormente indicadas, son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren

su principio fundamental.

—
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descrito en la presente Memoria e ilustrado en los dibujos adjun

- 27 -

* REIVINDICACTONES

1.~ Procedimiento para preparar éntibiéticos de
tipo péptido de cadeha recta, designados por K 582 i y consisten
tes en arginina 1, treonina 1, tirosina 1, ornitina 2, hidroxi-
arginina m, lisina n como constituyentes aminodcidos, én donde
m de hidroxiarginina es 1 - 2 y n de lisina es 0 -1 caractepi
zado porque comprende cultivar aerobicamente un microorganismo
productor de K 582 M, perteneciente al género Metarhisium..

2,- Procedimiento segin la reivindicacién 1, cg
racterizado porque el cultivo se efecﬁua en un medio de cultivo
liquido a una temperatura entre 20 y 372C y a un pHrde 3 a 8.

3.~ Procedimiento para preparar antibidticos de

tipo péptido de cadena recta, tal y como queda sustancialmente

tos.

Esta Memoria consta de 27 hojas escritas a maqui]

na por una sola cara.
Madrid, .8 8 1978

KAKENYAKU KAKO CO. LID.
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