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ge denomind Streptomyces sp. KC-7038. Zsta cepa KC~T7038 s¢

Hojn nam. 1

Esta invencidn se refiere a nuevos antibvidticos

3

8 un procedimiento para la preparacidn de los mismos, ¥y

un cultivo bioldgicamente puro para uso en el procedimien

to. *

Los autores de la presente invencidn han tenido

éxito en el aislamiento de una cepa productora de antibid.

tico perteneciente al género Streptomyces del suelo vege-

‘tal en Sannan-cho, Hikami-gun, Prefectura de Hyogo, Japén.
Por sus caracteristicas morfoléglcas, flsloldglcas y de
cultivo descritas mds adelante, se supuso que 1lg ceps era

una, espeéie nueva perteneciente al género StrentomKQQEL N

>

depositd como FERM-P Ne 4388 en el Instituto de Investiga'
cidn de Fermentaciones, Agencia de Ciencis y Tecnologia,
Industriales, Japén; como ATCC mimero 31530 en la Coleccidn

Americans de Culbivos~Tipo.

Se ha comprobade que los antibidticos producidos
por la cepa KC-T038 son sustancias no descritas en la bi-~
bliografia y que tienen una accidn antibacteriana contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Esta sustancia
se denomind "sustancia KA-7038%,

Investigaciones ulteriores han conducido al des»
cubrimiento de que la sustancia KA-7038 puede separarse
todavia en siete antibidticos; KA-7038I, KA~7038II, KA~
7038III, KA-T038IV, KA~7038V, KA~7038VI y KA-TO38VII, y
que éstos pueden convertirse fdcilmente en sales de adin
cidn de dcido de los mismos por tratamiento con dcidos.

Bs un objeto de esta invencidn, por consiguiente,

o]

proporcionar una nueva sustancia antibidtica KA-7038 ¥y su

sales de adicidn de dcido.
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Otro objeto de esta invencidn es proporcionar un
procedimiento para. preparar la sustancia KA-7038.
 Todavia otro objeto de esta invencidn es propor-
cionar una composicidn antibidtica que contiene la sustan-
cia KA-7038 como ingrediente activo.
Un objeto adicional de la invencidn es propor-
%ionar un cultivo bioldgicamente puro Util para la produc-
caén de la sustancia KA-T7038. »
. Los anteriores y otros objetos de esta invencién
junto con sus ventajas resultardn mis claros a partir-de‘
la descripcidn siguiente. |
La sustancia antibidtica KA-7038 de esta inven-
cidén puede expresarse por las fdrmulas esfructurales-i~a{

VII siguientes.Sustancia KA-T70301: 2

CH,NHCH,  NH,
| | CHg
| ox | COCH.NH férmula I
0 b oNHy
0CH
NH,, 3

TLas propiedades quimicas y fisicas de la sustans

cia KA-T038I se describen a continuacidn.

Pérmula molecular: 017H3505N5
Rotacidn Especifica: 4751755 + 120,52 (¢ 1, H20)
Punto de Fusidn: 83 ~ 90¢C

Egpectro IR: Fige 1

Sustancia KA-T7038I1:
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CHZNH2 NH2
' 0 OH
\0 @ _ ‘formula IT
NH2 NHCH3

Las propiedades quimicas y fisicas de la sustand
cia KA-T038II se describen s continuseidn.
Formuls, Molegular: 013H2804N4§ |

. 25 |, s
Rotacidn Especificas Z?X_7£ L 6122 {(c 1, H20)
Punto de Fusidn: 85 - 1029CG.
Espectro IR: Fig., 2

Sustancia KA-T7038III:

CHZNHCH3

formula III

Las propiedades quimicas y fisicas de 1la susbtan~
cia KA~T038IIT se describen a continuacidn.

Férmula Molecular: 015H3204N4

Rotacidn Bopeeffica: /X7 + 780 (¢ 1, H.0)
D 2

Punto de Pusidn: T4 ~ 839C
Bgpectro IR: Fig. 3 '
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“tancia KA-TO38IV se describen a continuacidn.

cia KA-T038V se describen a continuacidn.

i

/ Hojfa ntim. 4‘

!

Sugtancia KA-7038IV:

“ CH,NH, NH, OH
O .
0 OCH, formula IV
NH,, OH NHCH,

Las propiedades quimicas y fisicas de la svug~

Férmuls Molecular: Cl4H3OO5N4
Rotacidn Especificas: [be7%5 +:115¢9 (e 0,1, H20)

Punto de PFusidn: 78 ~ 820C
Espectro IR: Fig. 4

Sustancia KA-T038V:

CH.NH
272 Hy
0 .
0 @ formula V
OCH,
NH, NHCH,

Tas propiedades quimicas v fisicas de la sustan

Férmula Molecular: 014H3004N4

Rotacién Especifica: [o(727 + 982 (e 0,5, H,0)
Espectro IR: , Eig. 5

Sustancia KA-T038VI:
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Férmila Molecular: ¢.,.H..0 N

/ ' toju nam, 5’

CH,NHCH,, NH,,
. 0
OCH3 7
o~ H © formula VI
CH
NH2 3

Las propiedades quimicas y fisicas de la sus—

tancig KA~T038VI se describen a contimuscidn.

157327474

Rotacidn Especificas 47m;7§5 +582 (¢ 1, H0)
Egpectro IR: Fig. 6
Sustancia KA-T7038VII:

CH,NH, NHz
0 OCHy -
o formula VII
NHZ NHCH3

Las propiedades quimicas y fisicas de la susban
cia KA-T038VII se describen a continuacidn.

Férmula Molecular: -014H3OO4N4

Rotacidén Especifica: [7x“7§5 + 59¢ (¢ 1, HZO)

Egpectro IR: Pig. 7

Bl nuevo antibidtico de esta invencién puede

producirse culbivando una cepa productora de la sustancia

antividtica KA-7038 pertencciente al género Streptomyces
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— ¥y aislando la sustancis antibidtica KA-T7038 a paftir del

(%)

caldo de cultivo. Si se desea, una o mds de las sustancia
antibidticas KA-7038 I-VII se pueden separar de la sus-
tancia: KA-T038 resultante.

]

Las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas

y de cultivo de la cepa Streptomyces sp. KC-7038, un ejem
ﬁlo tipico de la cepa productora de la sustancia KA-7038,
ée indican a continuacidn. A no ser que se especifique otra
édsa, sus propiedades sobre diversos medios de cultivo se
observaron por métodos ordinarios despuds de cultivarla dp-
rante 21 dfas a 27°¢. Los colores so expresaron para un -
cultivo maduro de acuerdo con las clasificaciones de t(qo-
lor Harmony Manual" Container Corp. Amer. 1958).
I. Propiedades Morfolégicas

Egts cepa produce hifas en el substrato e hifas
aéreas. E1 micelio adreo estd remificado de modo simple.
La cadena de esporas maduras forma espirales compactas.

Tas espirales estan constituidas por dos a tres vueltas.

No se observa formacidn alguna de esporangio. Las esporas

]

tienen forma desde oval a cilindrica, de tamafio comprondi
do entre 0,5-0,6 micras por 0,8~1,2 micras, y en cada ca-
deng de esporas se forman 20 o mds de dichas esporas. Ia
superficie de la espora es ligeramente rugosa, pero se
conglders como lisa (debido a que no se forma ningin gré~
nulo esclerdtico claro).’
II. Caracterdsticas de cultive en diversos medios de cul-
tivo
I. Agar de sacarosa-nitrato
Crecimiento: Pobre, incoloro

Micelio adreo: Moderado, pulverulento, pardo cubierto

J»l(2 H).
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Pigmento soluble: Ninguno

2. Agar de glucosa-asparagina

Crecimiento: Moderado, crems (1 1/2 ca)

Micelio adreo: Moderado, pulverulento, blanco (a) a
pardo cubierto (2 1i)

Pigmento soluble: Ninguno

3. Agar de glicerol-asparagina

Crecimiento: Pobre, incoloro

Micelio adreo: Pobre; pulverulento, blanco (a)
Pigmento soluble: Ninguno

4. Agar de sal inorganica-almidén

Crecimiento: Satisfactorio, perla (3 ba)

Micelio adreo: Satisfactorio, pulverulento, blarce (a
a gris plata (3 fe)

Pigmento soluble: Ninguno

5. Agar de tirosina

Cfecimiento: Satisfactorio, marfil (2 db)

Micelio adreo: Moderado, pulverulento, blanco (a)
Pigménto soluble: Ningﬁno

6. Agar nutriente

Crecimiento: Satisfactorio, color anter(z fb)

Micelio adreo: Ninguno

Pigmento soluble: Ninguno

T. Agar de extracto de levadurg~extracto de malta
Crecimiento: Satisfactorio, trigé claro (2 ea)
Micelio adreo: Pobre, pulverulento, blanco, (a)
Pigmento soluble: Ninguno

8. Agar de harina de avena

Crecimiento: Moderado, incoloro

Micelio aéreo: Satisfactorio, pulverulento, pardo cu-

bierto (2 1i)
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Pigmento soluble: Ninguno
9. Agar de peptona-extracto de levadura-hierro
Crecimiento: Satisfactorio, crema (1 1/2 ca)
Micelio adreo: Ninguno
Pigmento soluble: Amarillo débil

III Propledades f191oldgicas

1. Intervalo de temperatura de crecimiento: 17 a 37°C

2, Licuefaceidn de gelatina: Positiva
" 3. Hidrélisis de almidén: Positiva
4. Accidn sobre la leche: Crecimiento nulo
5. Formacidén de pigmento melancide: Negativa
IV. Utilizacidn de.fuentes de carbono
En un medio de agar de Pridham y Gottlieb, no
ge utilizan L—arabinosa; D-xilosa, D—glucosa; D~fructosa,
sacarosa, inosita, L-ramnosa, rafinosa, y D-manita, En
un medio resultan%e de la separacién de sulfato de cobre.
a partir del medio de cultivo anterior, se utilizan DQxi—
165a ¥y D=glucosa.
V. Pared celular
Se formé dcido ILl~diaminopimélico como componen
te de la pared celular.
A partir dé las propiedades anteriores; S8 CON~
sidera que la cepa KC—7038 pertenece al género Streptomy-
ces. Especies que contienen cadenas de esporas espirales,
micelios adreos blancog a grises y esporas con una super-
ficle lisa, y que no producen pigmento soluble ni utili~
zan inosita y sacarosa han sido seleccionadas a partir de
cepas conocidas descritas en el Bergey's Manual of Deter-

minative Bacteriology, 88 edicidn (1975), ISP strains, de

Shirling y Gottlieb, y "The Actinomycetes", de Waksman,
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— Como resultado, se han identificado Streptomyces argenteo:

se diferencian claramente en los aspectos siguientes.

HoJn ntim. 9 -

!
lus (ISP 5226), Streptomyces griseolosuffucus (IMET JA
3708), Streptomyces griseofuscus (ISP 5191) y Streptomyce
pyridomyceticus (ISP 5024).

Sin embargo, la cepa KC-T038 difiere claramente

U

de Streptomyces argenteolus, Streptomyces griseolosuffucus
y Streptom&ces griseofuscus en la wtilizacidn de fuentes
de carbono excepituando la inosita y la sacarosa. Por el
contrario, la cepa KC-7038 es comin con Streptomyces pyri:
domyceticus en que no'utilizé todas las fuentes de carbong

on el medio de agar de Pridham y Gottlieb, pero agquéllas

21 crecimiento de Streptomyces pyridomyceticus
es mds pobre que el de la cepa KC-7038 en diversos medios
de ISP, ¥ apenas se observan micelios adreos. La cepa
KC~7038 hd crece en un medio de leche desnatada, ¥y su 1i-

cuefaccidén de golatina es positiva. BEn contraste, Strepto

myces pyridomyceticus muestra un resulbtado negativo en
licuefaccidén de gelatina, y crece en un medio de leche
desnatada. Ademds, son diferentes en la ubilizacidén de

glucosa y sacarosa en un medio de Pridham~Gottlieb del gug

W

ge ha separado sulfato de cobre. Los metabolitos resultan
tes de éstos difieren también unos de otros. -

A partir de estos resulbtados, se ha llegado a
1la conclusidn de que la presente cepa no corresponde a niy
gung de las especiesrcoﬁocidas, y es una gspecie nueve..
Tog autores de la presente invencidén la han denominado
Streptomyces sp. KC—7038.

Ia copa ubtilizada en esta invencidén puede some-—

torse a mutacionss por un medioc mubante artificial wbili-

A4 T §

py

1

—
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~zando luz ultravioleta, rayos X, diversos productos qui-

-ra producir la sustencia antibidtica KA-~T038 pueden uti-

Hojrn nam, lO

/

/

micos tales como nitrosoguanidinas, nitrosourea o mitomi-

cina, etc. Todos aquellos mutantes que tienen aptitud pa~-

lizarse en esta invencidn.
De gcuerdo con esta invencidn, se proporciona

también un cultivo biolégicamente puro de Streptomyces spl.

1
o

RC-7038 que tiene caracteristicas identificadas como FERM
Ne 4388, ATCC mimero 31530, ¥ que tiene también la apti-~
tud para producir la sustancis antibidtica KA-~T038 por
fermentacidn en un medio nutrients que contiene una fuen-
e de carbono, una fuente de nitrdgeno y minerales.

Log medios de cultivo adecuados para uso en la
fermentacidn de la cepa prodﬁctora de la sustancia Ka-7038
del género streptomyces comprenden fuentes de carbono y
nitrdgeno y como ingredientes opcionales; sales inorgani-
cas (minerales), cantidades muy pequefias de metales’pésa—
dos, etc.

Pueden utilizarse diversas fuentes de carbono,
y ejemplos de fuentes de carbono preferidas son glucosa,
almiddn, sacarosa; fructosa, dextrina, melazas y glice~
rina, que pueden utilizarse solas o en forms de mezclas
adecuadas. Pueden utilizerse también hidrocarburos, alco-
holes; dcidos orgdnicos y aceites vegetales; si la cepa
utilizada puede utilizarlos como fuente de carbono.

Ejemplos de fdentes de nitrdégeno son harina de
s0ja, ektracto de lovadura, levadura seca, peptona, ex-
tracto de carne, licor de maceracidn de maiz, 4dcido Casa~
mino, productos solubles de destilerias de alcohol, clo~

ruro de amonio, sulfato de amonio, nitrato de amonio, urep
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~ y nitrato de sodio, los cuales pueden utilizarse solos o

-cio,’cloruro de potasio, clorurc de cobalto y sulfato fe-

~se puede: afiadir también un antiespumante tal como aceites

- preferiblemente de éproximadamente 20 a aproximadamente

Hoja niim. 1L

!

!

en forma de mezclas adecuadas. Ejemplos de sales inorgdni

I

cas incluyen cloruroc de sodio, nitratos, carbonato de cal

TT0S0.

Sustancias inorgdnicas y sustancias orgdnicas
(pe ©j. aminodcidos) que favorecen el crecimiento de la
cepa y promueven la produccidn de la sustancia KA—?QjB

pueden afiadirse btambién al medio de culbtivo en caso reque

1

rido. Cuando se emplea un método de cultivo con aireacidn

de dcidos grasos, aceites de silicona, aceite de semilla :
de algoddn y parafinas al medio de culfivo.

i Bl cultivo se puede llevar a cagbo en un medio
sélido. Preferiblemente, sin edbargo; al igual que en el
procedimiento general para la produccidn de antibidticos,
se ubtiliza un método de cultivo liguido, especialmenie un
método de cultivo éumergido. El cultivo se lleva a cabo

en condiciones aerobias, y la temperatura de cultivo es

359C, mids preferiblemente de aproximadsmente 24° a aproxi
mgadsmente 272C, freferiblemente, durante el culjivo,_el
pH del medio de cultivo se manfiene entre aproximadamente
4 y aproximadamente 10, Bl periodo de cultivo es general- -
mente de'aproximadamente 2 digs a aproximadamente 10 dias
' Conmo resulﬁadé del cultivo; la sustancia'KA—7o38
se produce y scumula en el caldo de cultivo. Cuando la
cantidad de la sustancia KA-T038 producida en el caldo
de culbtivo alcangza un mdximo, se intorrumpe el cultivo. Im

sustancia KA-7038 puede recogerse a partir del caldo de
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eultivo.

.ventés orgdnicos comunes, la misma se puede separsr del

con empleo de un gcido graso superior como coadyuvante,

Hols num. 12

/

/

Como lg sustancia KA-T7038 es una sustancia bdsi

ca soluble en agua pero dificilmente soluble en los disol

caldo de cultivo por utilizacidén de los procedimientos

que se emplean habitualmente en el aislamiento y purifi-
cacién de 1os antibidticos bdsicos solubles en agua. Por
ejemplo, se puede utilizar un método de adsorcidn-desor-—
cidn con empleo de uns resina de intercambio de ion, cur-
bén activo, ete; un método de cromatografia en columna coh
utilizacién de celulosa, gel de silice, aldmina, etc; ¥

un método de extraccidn con butanol, alcohol amflicc, stel,

i« Por ejemplo, si el filtrado del caldo de culti-
VO se carga a ung,columna de una. resina cambiadora de ca-
tidn débilmente écida; le sustancia KA-T038 se adsorbe a
la misma. La sustancia KA-7038 se aisla despuds por eiu-
cién con un 4leali o deido 0,1-3,0 N. Bl producto de elu-
cidn activo resultante puede liofilizarse para proporcio-

nar un polvo bruto de la sustancia KA-T038.

Ejemplos de la resina cambiadora de catidn ad-
bilmente deida utilizade para recuperar la sustencia KA-
7038 son Amberlite IRC-50, 130484 y CG~50 (Rohm & Haas Co})
y Dialon WK-10 y WK-20 (Mitsubishi Chemical Co., Ltd.).
Ejemplos de dlealis que se pueden utilizar para la elu-
cidén son solucidn de hidrdkido de amonio, y una solucidén
acuosa de hidrdxido de sodio. Ejemplos de los decidos son
gcido fdérmico, deido clorhidrico y deido sulfdrico. Otro
ejemélo del método de recuperacidn comprende ajustar el

PH del filtrado del caldo de cultivo a entre 7 y 9, poner
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- ' Ia sustancias KA-T038 gue puede aislarse por'los

sea adsorbida por el adsorbente, y eluyéndola despuds con

se adsorban en una columns de ung resina cambiadora de

Hoja ntm. 1‘3

en contacto el filtrado con carbdn actlvo para hacor que
la sustancia KA-T7038 se adsorba al carbdn activo, y eluir

lo. sustancia con agua acidulada.

13

4

nétodos descritos arriba se pueds separar en KA-7038I, II

Iir, 1v, V, VI y VII disolviendo la misma en agua, cargsns
éo la solueidn en wna columng de un adsorbente tal como
ép& resina cambiadora de ion débilmente dcida del tipo
descrito arribs o un cambiador de ion Adbilmente écido tal

como CM-Sephadex ¢ CM-celulosa para hacer que la susféncia

wna solucidn acuosa alcalina tal:como hidrédxido de amouio
diluido, o una solucidn acuosa de carbonsto de amonio o -
formiato. de amonio por un nétodo de gradiente o un métudo
por etapas. De acuerdo con esfe*procedimiento de separy~:
cidén, se separan sucesivamente ls sustancia KA-7038 iv,
la sustancia KA—7038 ViI, lé sustancia KA—7038 I, la sus-
tancia KA-T038 TI, la sustencia EA-7038 VI, la sustancia
Ka-T7038 IiI'y ls sustancia KA—7038 V como bases libres.r
Las sustancias resultantés Ka-T7038 I, II, III,
Iv, Vv, VI.y VII separadas pueden enconirarse en forma de
polvo por concentracidén del producto eluido y liofiliza-
cién del condensado. Las mismas se pueden purificar por
cromatografis en columng Qobre; por ejemplo; celulosa,
o resing cambiadora de anidn fuertemente bdsica. Por e jem

plo, disolviendo el polvo en ggua, haciendo que las mismad

anidn fuertemente bdsica tal como Dowex 1x2 (Dow Chemical)

eluyéndolas con agua desionizada, recogiendo las fraccio-

nes activas y liofilizando las fracciones recogidas. Bstag
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. sustancias KA-T038 obtehidas como bhase libre se pueden cop-
vertir en sus sales de adicidn de deido por tratamiento
con gcidos inorgdnicos u orgdnicos farmacdéuticamente aceps
tables. Ejemplos de tales dcidos son dcidos inorgdnicos
éales como dcido sulfurico, deido elorhidrico, deido yodhl
drico, decido fosfdrico, écido‘carbdnico, deido nitrico,
%tc, y dcidos orgdnicos tales como deido acético, decido
ﬁumérico, geido maleico, dcide citrico, dcido mandélico
yiécido succinico.

La sustancia KA—7038 III tiene la férmula estru¢-
tural de la sustancia KA—7038 I en la que se ha escindido
el grupOA~COCH2NH2. Por consiguiente, la sustancia KA-7038
III puede obtenerse también por tratamiento de la sustan-
cia KA~T038 I con dlcalis o acidos para descomponer la -
sustancia KA-T038 I y convertirla en la sustancia KA—7038
IiI. Esta conversién puede efectuarse por tratamiento de:
la sustancia KA-7038 I con una solucidn acuosa 0,1-4K de.
un reactivo alealino tal como hidrdxido de sodio o hidrdxi-
do de.bario 0 con una solucidén acuosa 0,1-1N de un reacti+
vo dcido tal como deido clorhidrico o dcido sulfurico,

En el caso de utilizar el reactivo alcalino, pue-

de afiadirse ung resina cambiadora de anidn fuertemente D&
pica /p. ej., Amberlite IRA 400 (forma OH™) o Dowex 1x2
(forma OH™) 7/, y la reaccidn puede efectuarse en estado
de suspensidén. Andlogamente, cuando se utiliza el reactiv
gcido, se puede efladir una resina cambiadora de catién
fuertemente dcida tal coﬁo Amberlite 1R 120 (forma H+) o
Dowex 50x8 (forms H*), y la reaccidén puede realizarse en
estado de suspensidn. La reaccidn se puede llevar a cabo

usualmente a aproximadamente 30 a 1009C durante aproxima-
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(3)

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

(8)

(9)

(11)

B damente'O,S a 3 horas.

sugtancias antibidticas KA-T7038 I-VII se describen con mo-

yor detalle a continuacidn.

(1) Naturaleza: polvo blanco

(2) Férmula moleculer: Cyell

(10) Reaccidn coloreada: Reaccidn con ninhidrina y ves

tloja niim. 15 -

/

Las propiedades fisicas y quimicas de lzs nuecvad

Sustoncia KA-T7038 T (base libre)

359555

Andlisis elemental:

C H N
Calculado (%) © 52,42 9,06 17,98
Encontrado (%) 51,98 8,71 17,64

Peso molecular: 389 (espectro de masas)

Punto de fusidn: 83 -~ 90<C

Rotacidn especifica: [9(_712)5 + 120,50 (¢ 1, Hy0)
Espectro de absorcidn en ultravioleta:

A 220-360 nm, no se observa absorcidén caracteris-
tica alguna, y sdélo existe una absoreidn terminall
Espectro de gbsorcidn en infrarrojo: El espectro
de absorcién en infrarrojo de una muestra en ta-
bleta de bromuro de potasio es como se representa
en la Figura 1.

Solubilidad: Muy fdcilmente soluble en agua. Fdeil
mente soluble en metanol, poco soluble en etanol,
ligeramente soluble en acetona. Insoluble en clo=-
roformo, acetato de etilo, &ter dietilico, hexano

vy éter de petrdleo.

cidén Rydon Smith - positi%as; reaccidn de Sakaguch
reaccidn con cloruro férrico y reaccidn de Fehling
negativas.

Estabilidad: Estable a un pH de 2,0 a 8,0.

T
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H
(12) Espectro de resonancia megnética nuclear:

(6 D,0 * PER):
2,75 (3H, s, 6'- N~CH,)
3,12 (3H, s, 4~ N-CH,)
3,45 (3H, s, OCHB)*
4,06 (2H, s, COCHZN)
5,432 (1H; d, J=3:; Hz, H andmero)
(13) Espectro de masas (m/e):
390 (uF + 1), 360, 276, 258, 230, 143
:(14) Cromatografia en papel:
Valor Rf; 0,86
Papel de filtro: Whatman No 1
/Disolvente: una capa infcrior de cloroformo-mcta-
| nol-hidrdéxido de amonio al 17% (2:1:1)
(15) ‘Cromatografia en capa delgada: Se utilizé hoja de
rgluminio bara cromatografia en capa delgada (gol.

de silice 60 Rosy 0,2 mn) (Merck & Co., Inc.j.

Valor Rf Disolvente
0,61 Butanol-etanol-cloroformo~-hidrdéxido de amo~
nio al 17% (4:5:2:5) ‘
0,60 Cloroformo-metanol—hidrétldo de amonio al
17% (1:8:3)
0,16 Una cape inferior de 0101oformo~metanol—h1~
drdxido de aemonio al 174 (2:1:1)
0,87 Una capa superior de cloroformo-metanol-hi-
' dréxido de amonio al 17% (2:1:1)

Sustancia KA-7038 II (base libre)

(1) Naturaleza: Polvo blanco
(2) Férmula molecular: C13H2804N4
(3) Andlisis elementals
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C H N
Caleulado (%) 51,30 9,27 18,41
Encontrado (%) 51,12 8,87 18,10

(4) Poso molecular: 304 (espectro de masas)

(5) Punto de fusidn: 8,5 = 1029C

(6) Rotacidn especificas ZEQZ%5+ g1e (c 1, Hzo)

(%) Espectro de absorcidn en ultravioleta:
A 220~360 nm, no se observa ninguna ebsorcidén cearac-
teristica, sino que sélo existe una agbsorcidn termi~
nal.

(8) Espectro de absorcidn infrarrojo: EL espectro de ab-
sorcidn infrarrojo de una muestra en tebleta de bro-
muro de potasio es como se indica en la Figura 2.

(9) Solubilidad: Muy fécilmente soluble en agua. Fécilmen

te soluble en metanol, poco soluble en etanol, 1igera:

mente soluble en acetona. Ihéoluble en cloroformo,
acetato de etilo, éter dletilico, hexano y éber de
petrdleo.

(10) Reaccidn coloreada? Reaccién de ls ninhidrina y reac
cidn Rydon Smith - positivas; reaccién de Sakaguchi,
resccidén con cloruro férrico y reaccidn de Fehling -

negativas.

(11) Estabilidad: Estable a ﬁn pH de 2;0 a 9,0.

(12) Espectro de resonancia magnética nuclear
($D,0: ppm) :
2,83 (3H, s, N-OH,)
5,84 (1H, d, J=3,5Hz, H andmero)

(13) Espectro>de masas: (m/e):

305 (4 1), 214, 205, 177, 129
(14) Cromatografia en papel:
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Valor Rf: 0,18
Papel de filtro: Whatman No 1
Disolvente: Una capa inferior de cloroformo-metanol-
hidrdéxido de amonio al 17% (2:1:1).

215) Cromatografia en capa delgada:

‘ Se utilizé hojs de aluminio para cromatografis

en capa delgada (gel de sflice 60 R2r4 0,2 mm) (Merck & Co.,

ﬁnc )e

Valor Rf Disolvente

0,43 Butanol~etanol-clorof ormo-hidréxido de amonio
al 17% (4:5:2:5)

0,44 Cloroformo-metanol~hidrdéxido de amonio a1 174
(1:8:3)

0,06 Una capa inferior de cloroformo-metanol-hidrdg-
xido de amonio al ‘17% (2:1:1) _

0,73 Una, capa superlor de c1oroformo—metanol—h1dr(—
xido’' de amonio al 17% (2:1:1) , _

| sustancia FA-7038 ITI (base libre -

(1) Naturaleza: Polvo blanco

(2) Pérmula molecular: 015H3204N4
(3) Andlisis elemental:
_C H . N
Calculado (%) 54,19 9,%0 16,85 i
Encontrado (%) 53;84 9,38 l 16,50

(4) Peso molecular: 332 (espectro de masas)
(5) Punto de fusién: T4 - 8390 |
(6) Rotacidén especifica: éf;7 + 782 (¢ 0,5, H,0)

(7) Espectro de absorcidn en ultravioleta: A 220-360 nm,

'no se observa ninguna absorcidén caracterfstica, si-

no que sélo existe una absorcidn terminal,
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(8) E;pectro de sbsoreidn en infrarrojo: Bl espectro de
absorcidén en infrarrojo de una muestra en tableta
de bromurc de potasio es como se muestra en la Figu

" ra 3.

(9) Solubilidad: Muy ficilmente soluble en agua. Ficil
mente goluble en metanol, poco soluble en etanol,
ligeramente soluble en acetona. Insoluble en cloro-
formo, acetato de etilo, éter dietilico, hexano y
éter de petrdleo.

(10) Reaccidn coloreada: Reaccidn de la ninhidrina y
resccidn Rydon Smith - positivas; reaccidén de Saka-
guchi, reaccidén con cloruro férrico y reaccidn de
FPehling - negativas.

(11) Estebilidad: Estable g un pH de 2,0 a 9,0.

(12) Espectro de resonancis qagnética nuclear (§ ’
K : DZO
ppm): como sal de HC1.

2,73 (3, s, 6' - N-GH,) -
2,83 (34, s, 4- N-CH'T
3y 46 (3H, s, OCH3)
5,43 (1H, 4, J=3,5Hz, H andmero)

(13) Espectro de mesas (m/e)
333 o + 1), 332, 283, 230, 219, 191, 143

(14) Cromatografia en papel: Valor Rf: 0,92
Papel de filtro: Whatmen no 1
Disolvente: una capa inferior de cloroformo-meta-
nol-hidrdéxido de amonio al 17% (2:1:1)

(15) Cromgtografia en capa delgada: Se utilizd hoja de

aluminio pars cromatografia en capa delgada (gel

de silice 60 Fogy 012 mn) (Merck & Co., Inc.).
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Valor Rf Disolvente

0,65 Butanol-etanol-cloroformo~hidrdxido de amonio
' al 17% (4:5:2:5)
10,61 %10§of§rmo~metanol~hidr6xido de amonio al 17%
‘ 1:3: '
. 0,35 Una capa inferior de cloroformo-metanol-hidrd
! zido de amonio al 17% (2:1:1)
§O,84 Una capa superior de cloroformo-metanol-hidré

xido de amonio al 17% (2:1:1)

Sugtancia KA-7038 IV (base libre)

(1)
(2)
(3)

@
- (5)
(6)
(7)

(8)

. %a de bromuro de potasio es como se muestra en la

16)

‘Figura 4.

Naturaleza: Polvo blanco

Férmuls molecular: 014H3005N4

Andlisis elemental:

c H X
Calculado (%) 50,28 9,04 16,75
Encontrado (%) 49,89 8,91 16,45

Peso molecular: 334 (espéotro de masas)

Punto de fusidn: 78 -~ 829C '

Rotacién especifica: [0(_7;5 + 1152 (¢ 0,1, H,0)
Espectro de absorcidén en ultravioleits:

A 220~360 nm, no ge observa ninguna absorcidén cars
teristica, sino que sdlo existe una absorcidn ter-
minal. j
Espectro de absorcidn en infrarrojo: El espectro

de absorcidn en infrarrojo de una muestra en table

Solubilidad: Muy répidamente soluble en agua. Fdcl
mente soluble en metanol, poco soluble en etanol,

ligeramente soluble en acetona. Insoluble en ¢loro-
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formo, acetato de etilo, dter dietilico, hexano y éter
de petréleo.
(10) Reaccidn coloreada: Reaccidn de la ninhidrina y reac

'¢idn Rydon Smith - positivas; reaccidn de Sakaguchi,

negabtivas.
(11) Bstebilidad: Esteble a un pH de 2,0 a 8,0.
%12) Egpectro de resonancia magnétics nuclear (g , ppm
: (Como ‘base libre) , Pp°
2,47 (3H, s, N-CH,) '
3,43 (3H, Sy O-C§i)
5,08 (1H, 4, H andmero)
(Como sal de HC1)
2,72 (3, s, TE,)
3,37 (3H, s, 0-0132)
5,44 (1H, 4, E andmero)
(13) Espectro de masas:
335 (4 1), 235, 207, 189, 129
(14) Cromatografia en papel: Valor Rf: 0,63, Papel de fil
tro: Whatman N¢ 1.
Digolvente: Una capa inferior de cloroformo-metanoli~
hidréxido de amonio al 17% (2:1:1).
(15) Cromatografia en capa delgada: Se utilizd hoja de

aluminio para cromatografia en capa delgada (gel de

s{lice 60 F__, 0,2 mm) (Merck & Co., Inc.).

254

resccidén con cloruro férrico y reaccidén de Fehling -

.
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Valor RE Disolvente

0’56 b

b6

0,13
{
i
0

".,85

Butanol-etanol~cloroformo-hidrdxido de amonié
al 17% (4:5:2:5)

Cloroformo-metanol-hidrdéxido de amonio al
17% (1:8:3)

Una capa inferior de clorcformo-metanol-hi-
dréxido de amonio al 17% (2:1:1)

Una capa superior de cloroformo-metanol-hi-
dréxido de amonio al 17% (2:1:1)

(4) Peso moleenlar: 318 (espectro de masas)

Sustancia KA-7038 V (base libre)

(1) Naturaleza: Polvo blanco

/ .

(2) Férmula molecular: 014H3OO4N4

(3) Andlisis elemental: C H N
Calculado (%) 52,81 9,50 17,60

Encontrado (%) 52,70 9,33 17,41

(5) Rotacidén especifica: 47547%5 + 98¢ (e 0,5, Hzo)

(6) Espectro de absorcién en ultravioleta: A 220~
360 nm, no se observa ninguna absorcidn carace—
teristica, sino que sdélo existe una absorcidn
terminal.,

(1) Espectro de absorcidn en infrarfojo: El espec—
tro de absorcidn en infrarrojo de una muestra
en tableta de bromurc de potasio es como se mues-
tra en la Figura 5.

(8) Solubilidad: Muy fdcilmente soluble en agua.
Pdeilmente soluble en metanol, poco soluble en
etanol, ligeramente soluble'en acetona. Insolu~
ble en cloroformo, acetato de etilo, éter etilipR

co, hexano y éter de petrdleo.
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(9) Reaccidn coloreada: Reaccidn de la ninhidrina y
reacclén Rydon Smith - positivas; reaccidn de
Sakaguchi, reaccidn con cloruro férrico y reaccié

" de Fehling - negativas.

(10) Estabilidad: Estable a un pH de 2;0 a 9,0.

(11) Espectro de resonancia magnétice nuclear (§

ppm) (Como base libre): DQQ
2,35 (3H, s, N-oﬁ)
3,36 (H, s, o-cgi)
5,12 (1H, 4, H andmero)

(Como sal de BC1)

?

2,78 (3H, s, N-CH,)
3,43 (3, s, 0CH,)
5,76 (1H, d, E andmero)

(12) Espectro de masas (m/é): 319 (M+ + 1), 219,

' 191, 173, 129

(13) Cromatograffa en papel: Valor Rf: 0,82. Pepsl
de filtro: Whatman N2 1.
Disolvente: Una capa inferior de cloroformo-
-metanol~hidrdxido de amonio al 1%% (2:1:1).

(14) Cromatografia en capa deigada: Se utilizd hoja
de aluminio para cromatografia en capa delgada

(gel de silice 60 F 0,2 mm) (Merck & Co.,

254

Inc.).

3
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Valor Rf Disolvente

0,57, Butanol-etanol-~cloroformo-hidrdxido de amonio
al 17% (4:5:2:5)

0,55 Cloroformo-metanol~hidrdxido de amonio al 17%
(1:8:3)

0,25 Uns. capa inferior de cloroformo-metanol-hidrd-
xido de amonio al 17% (2:1:1)

0,81 Una'capa superior de cloroformo-metanol~hidré-

xido de amonio al 174 (2:1:1)

Sustancia KA-7038 VI (base libre)

(1) Naturaleza: Polvo blanco

(2) Pérmula molecular: C. . H, O N

157327474
(3) Andlisis elemental: c H N
Calculado (%) 54,19 9,70 16,35
. Encontrado (%) 53,83 9,8% 16,55
(4) Peso molecular: 332 (edpectro de masas)

(5)
(6)

(7) Bspectro de absorcidn en infrarrojo: El espectro

(®)

Rotacidn especifica: Zﬂx;zs5 + 58¢ (c‘l, H20)
Espectro de absorcidén en ultravioleta: A 220 ~
360 nm, no se observa ninguna absorcién carac~
terigtica, sino que sdlo existe una absoréidn

terminal.

de absorcién en infrarrojo de una muestra en ta-
blete de bromuro de potasio es como se mestra
enlla Flgura 6. |

Solubilidad: Muy fdcilmente soluble en agua. Fd-
cilmente soluble en metanol, poco soluble en etg—
nol, ligeramente soluble en acetona. Insoluble
en cloroformo, scetato de etilo, éter dietilico,

hexano y éter de petrdleo,
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(9) Reaccidn coloreada: Reaccién de la ninhidrina y
resccidn de Rydon Smith - positivas; reaccidn de
Sakasguchi, reaccidn con cloruro férrico y reaccidn

' de Fehling ~ negativas.
(10) Estabilidad:Estable a un pH de 2,0 a 8,0.
(11) Espectro de resonancia megnética nuclear (4§

_ D,0
2,87 (3H, s, 6'—N~CH3) 2
2,93 (3H, s, 4.—N..01_{_§ '

3,87 (3, s, 0-CH,)
5,57 (1H, @, H andmero)

s PP

(12) Bspectro de masas'(m/e):-
333 (6 4 1), 332, 283, 230, 219, 191, 143

(13) Cromatografia en papel: Valor Rf: 0,91. Papel de
filtro: Whatman N2 1.
Disolvente: Una capa inﬁéfior de cloroformo-metg-
nol-hidréxido de amonio al 17% (2;1:1).

(14) Cromatograffa en capa delgada: Se utilizé hoja Je
aluminio para cromatografia en capa delgada (gel

de gilice 60 Fogg 0,2 mm) (Merck & Co., Inc.).

Valor Rf Disolvente
0,63 Butanol-etanol~cloroformo~hidréxido de amo-
nio al 17% (4:5:2:5)
0,60 Cloroformo~metanol~-hidréxido de amonio al

17% (1:8:3)

0,29 . Ung eépa inferior de cloroformo-metancol-hi-
dréxido de amonio al 17% (2:1:1)

0,62 Una capa superior de ¢loroformo-metanol~hi-
drdxido de amonio al 17% (2:1:1)

Sustancia KA-7038 VIT (base libre)

(1) Natwraleza: Polvo blanco

%
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(2) Pérmula molocular: 014H300 N

(3) Andlisis elemental: ! é H N

Caleulado (%) 52,81 9,50 17,60
> Encontrado (%) 52,50 9,78 17,41
(4) Peso molecular: 318 (espectro de masas)

(5)
(6)

(8)

(9)

(10)

(11) Espectro de resonancia magnética nuclear (g ’
i , D

(12) Espectro de masas: (m/e):

' - terminalc
(7).
.de absorcidn en infrarrojo de una muestra en ta~

-bleta ds bromurc de potasio es como se muesirs
-Solubilidad: Muy fdacilmente soluble en agua.

‘Pdeilmente soluble en metanol, poco soluble sn

etanol, ligeramentc soluble en acetona. Insolu-

ppm) &

Hojrn niim. 26

Rotacién especifica: Z:&L7§5 + 59¢ (o 1, HZO)
Espectro de absorcidén en ultravioleta: A 220 -
360 nm, no se observa ninguna absorcidn carac-

terfstica, sino que sélo existe una absorcidn

Espectro de absorcidn en infrarrojo: Bl espectro

en la Figura 7,

ble en cloroformo, acetato de etilo, ter die-
tilico, hexano y &ter de petrdleo.

Reaccidn coloreada: Reaccidn de la ninhidrina
y reaccidn Rydon Smith - positivas; reaccidn de
Sakaguchi, reaccién con cloruro férrico y reac-
cién de Pehling - negativas.

Estabilidad: Estable a un pH de 2,0 a 9,0.

2O

2,92 (3H, s, NLCHB)
3,93 (3H, s, O-CH3)
5,63 (1H, 4, I andmero)
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319 (¥ +1), 219, 191, 173, 129
(13) Cromatografia en papel: Valor Rf: 0,65. Papel de
filtro: Whatman No 1.
‘Disolvente: Una cgpa inferior de cloroformo~meta~
~ nol-hidréxido de amonio al 17% (2:1:1)
(14) Cromatografia en capa delgada: Se utilizé hoja de
aluninio para cromatOgrafia en capa delgada (gel

de silice 60 F254 0,2 mm) (Merck & Co., Inc.).

Valor RE 7 Disolvente
0,62 Butanol—etanol—cloroformo-hidréxido de amoxnio
al 17% (4:5:2:5)
0,61 Cloroformo-metanol-hidrdxido de amonio ai 17%
(1:8:3)
0,28 Una capa inferior de.cloroformo-metanol-hidrél

xldo de amonio al 17% (2:1:1)

0,63 - Una capa superior de.cloroformo-metanol~hidrd
xido de amonio al 17% (2:1:1) :

Los valores Rf por cromabtografia en papel de la
nieva susfancia antividtica KA~T7038 I-VII se muestran en
la Tabla I a continuacién, comparados con los de antibid-

ticos conocidos. Dalbos similares obtenidos por cromatogra

fia en capa delgada se muestran en la Tabla 2 siguiente.

Se ha encontrado que la sustancia KA~T038 difie

ré grandemente en propiedades~fisicoquimicas de las kana-
micinas A, By C, la tobramicina, la paromomicina, las
neomicinas A,.B ¥y C, las butirosinas A y B, las 1ividomif
cinas Ay B,lla ribostamicing, la.xilistatina, la aprami-
cina, las genbamicinas A y B, y la sorbistina, asf como
de la sustancia antibidtica Ne 460, que son susbancias

antibidticas bdsicas solubles en agua y dextrorrotatorias
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conoci!as. Ademés; 1o, sustancia KA-7038 difiere de los
antibidticos conocidos que se muestran en las Tablas 1 ¥y
2 en los valores Rf determinados por cromatografia en pa-
pel y cromatograff{a en capa delgada.
| TABIA 1

Valores Rf de las sustancias_KA-7038 y de antibidticos

conocidos, Sistema disolvente: una capa inferior

de cloroformo~metanol-hidréxido de amonio al 17%

(2:1:1). Papel de filtro: Whatman N° 1.

Antibidticos Valor Rf
KA~7038T 50,86
KA-70381T . 0,18
KA-T038III 0,92
KA—7038IW ' 10,63
KA~7038V | ‘ 0,82
KA~7038VI | 10,91
KA-7038VII 0,65
KA-66061 | 0,53
KA-66061T 0,86
KA-6606IIT 0,27
KA-6606IV 0,55
KA~6606V 0,91
KA-6606VI 0,9

Gentamicing Cl 0,59

Gentamicina C2 0,3%

Gentamicing 013 0,12

Sagamicins, 0,49

Sisomicina . 0,12

Verdamicina . 0,35

(contimia)
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Tabla 1 (Cont.)

Antibidticos Valor Rf
G-52 ' , 0,49
FPortimicing A : 0,32
Fortimicina B 0,89
Otros (% 1) , 0,0 - 0,05

¢ "Otros" representan las kanamicinas A, By C, ?;ro—
nomicing, neomicinas A, B y ¢, butirosinas A y B,
lividomicinas A y B, ribostamicina, xilostatina, gen
tamicinas A ¥y B, tobramicina, apramicina, sorbis—
tina, sustancia antibidtica 460, higromicina, o des-

tomicina.

Tgbla 2 ' ,
Valores Rf de las susbencias KA-7038 y antibidticos
conocidos.

Sistema disolvente

Disolvente a: Butanol—etanol—cloroférmo~hidr6xido de
| amonio al 1%% (4:5:2:5)
Disolvente b: Cloroformo—mefanol-hidrdxido de amonio
al 17% (1:8:3)
Placa: Hoja de aluminio para cromatografia en caﬁa

0,2 mm) (Merck

delgada (gel de silice 60 F
& Co., Inc.)..

254
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Antibidticos Valor Rf
Disolvente Disolvente
o 2 b

§A~7o381 0,61 0,60

? KA-70381T 0,43 0,44
KA-7038IIT 0,65 | 0,61
KA=70381V 0,56 0,62
Ki—7038v ' 0,57 0,55
KA-7038VT 0,63 0,60

10 KA-T038VII 0,62 0,61
KA-GG06T 0,56 0,60
KA-660611 0,57 0,52
KA~-G606ITI 0,55 0,64

5 KA-6606TV 0,56 - | 0,66
KA-6606V ! 0,64 0,61
KA-G60GVT 0,69 . 0,73
Gentamicina o, | o2 0,40
Gentamicina C, 0,51 0,44

20 Gentamicina C, 0,43 0,34
Sagamicing 0,45 0,32
Portimicing A | 0,53 0,56
FPortimicina B 0,60 0,70

25 Los espectros aptimicrobianos de las nuevas susH
tancias antibidticas KA~T038 I-VII se muestran en la Tabls
3.
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1 - | De acuerdo con esta inveneién, puede proporcio~
narse también una composicidn antibiética compuesta de (i)
una cantldad efectiva como antibidtico de una sustancia
antibidtica KA~T7038 seleccionada del grupo constituido por
5 compuestos que tienen la férmuln I~VII indicada arriba, mep-
clas de los mismos y sales de adicidn de deido farmacduti-
camente aceptables de los mismos y .(11) un diluyente o ve-
hifcule farmacéuticamente aceptable.

La cantidad del compuesto (i) es; por ejemplo;
10 aproximadamente 0,01 a aproximadamente 99,5% en peso, ba-
sada en el peso de la composicidn.

La composicidén antibidtica de esta invencidn pues
de encontrérse en cualquiera de las formas de dogificacidn
empleadas usvalmente, pero se prefieren especialmente pre-
15 - | paraciones inyectables y cdpsulas,

Preferibiemente; como ‘en el caso de los antibid-
ticos bdsicos solubles en agua conocidos, un inyectable se
Prepara por introduccidn de un polvo liofilizado del anti~
bidtico en un vial, preferiblemente junto con un estabili-
20 zador, y en el momento de su empleo, el contenido del vial
s6 disuelve en un lfquido disolvente para su administracidn.

El diluyente o vehfculo incluye, por ejemplo, i
luyentes lfquidos tales como agura destilada para inyeccidn
y solucidn isotdnica fisioldégica, y vehfculos sdlidos taled

25 como lactosa, almiddén, amicar refinada, glucosa, celulosa

cristalina, carbonato de calcio, caolin, D-manite, metasili
cato~aluminato-de magnesio; sulfato de caleio, fosfato de
calcio, y bentonita. Se prefiere también la adicidén de es-
tabilizadores tales como bisulfito do sodio dcido.

30 LaIGOSificacidn de la sustancia antibidtica de

06089
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{
—esta invencidn puede seleccionarse adecuadamente, y es, por

ejemplo, de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg/
kg/dia.

' Asi, de acuerdo con esta invencidén, pueden pro-
porcionarse composiciones antibvidiicas para animales distin-

tos de los seres humanos, tales como aves de corral, anima

]

O3
I

les domésticos y peces de criadero, y composiciones antibi
ticas para seres humanos. Estas composiciones son Utiles
como agentes antibacterianos qﬁe tienen un espectro éﬁfi-
bacteriano amplio. -
- Lo sustancis KA-T7038 de esta invencidn es también

util como material para la produccidn de sus derivadcs.

Los Ejemplos siguientes ilustran la presente in-
vencidn coh mayor detalle.
Ejemplo ;; :
' . _Se inocuid una cepa de.streptomyces KC—7038,en
un medio de cultivo esterilizado compuesto de 4% de almi-
adn, 0,5%766 harina de soja, 4%'de,licor de maceracidn de
maiz, 0,05% de sulfato de magnesio heptahidratadd, 0,3% de
cloruro de sodio y 0,1% de carbonato de calcio. (EL PH se
ajusté a 7,0 antes de la esterilizacidén). Ia cepa ss pre-
cultivé durante aproximadamente 48 horas a 279 para for-
mar uns cepa de primera siembrat

Se cargé un depdsito de 200 litros con 100 li-
tros de wn medio de culbivo obtenido por adicidn.de 1% de
aceite de'sémilla de algoddn al mismo medio de culbtivo que

el utilizado para formar el cultivo de siembra. Después de

ello, se inocularon 500 nl de 1la primera siembra, y se cul;
tivaron durante 4 dias a 279C bajo aireacidn y agitacidn

(220 revoluciones por minuto; caudal de aire: 50 litros/mi;
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Después de la fermentacidn, se afiadid deido sule

fdrico diluido al caldo de fermentacidn pare ajustar su pH

a 2,0, ¥ se efiadid Dicalite (Dicalite Orient Co., Ltd.) co
mé coadyuvante de filtracidn, y se separaron los micelios
por filtracidén. Se afiadid una solucidn acuosa diluida de
hidréxido de sodio al filtrado para ajustar su pH a 6,2,

y se pasé el filtrado a través de una columna de Ambsarlite

TRC-50 (forma NH4+), une resina cambiadora de catién ddbil
mente dcida. Despuds de lavar con agua, el mgterial adsor=
bido se eluyé con solucidén de amonfaco 1N. Se recogieron
las fracciones activas, se concentraron a presidn reducida;
y se 1iofilizaron para proporcionar 9,7 g de un polvo brutd
de sustancis KA-7038.

Se disolyieron 9,7 g del - polvo bruto en 1 litro 
dé agua destllada, ¥ la solucidn se ajustd a pH 7,0 con
dcido sulfvrico diluidp. Se pasé luego la solucidn a tra-
vés de una columna (3 x 150 cm) de una resina cambiadora
de ion, CM-Sephadex C~25 (forma NH4+), seguido por lavado
con agua. E1l material adsorbido se eluyb a un ritmo de 60
ml por hora utilizando un método de gradiente de concen-
tracidn entre 5 litros de solucidn de amonfaco 0 05 Ny 5
litros de solucién de smonfaco 0,5 N. Los productos de elu-
cién se fraccionaron en fracciones cada una de las cuales
tenia un voluﬁen de 30 ml. La actividad de cada fraccidn s
midid por un método de disco de papel utilizando una placa
de agar de Bacillus subtilis.

Las fracciones activas Nos. 96 a 112 se liofili-

zaron para proporcionar 0,65 g de un polvo bruto que con-

tenfa la sustancia KA-7038. La liofilizacidn de las fraceiqg-
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-nes Nos. 135 a 149 proporcioné 0,36 g de un polve bruto

de ung mezcls de susbancia KA-7038 I, sustancia KA-T038 II
vy sustancia KA~7038 VI. Adicionalmente, se obtuvieron 0,9
g de una base libre de sustancia KA-T7038 IIT a partir de
las fracciones Nos. 150 g 172. '

Despuds de ello, se obtuvieron 0,12 g de un polwv
bruto de sustancia KA-7038 V a partir de las fracciones ac
fivas Nos. 173 & 212. ,

Una muestra de la sustancia KA-7038 (0,65 é) se
cargd como una capa uniforme en una columna rellena con
300 ml de polvo de celulosa. Se reveld con ung capa infe-
rior de una meszcla de cloroformo-metancl-solucidén de ano-
nfaco al 17% (2:1:1) como eluyente’ g un ritmo de 30 ml. poxr
hora. E1 producto de elucidn se di&idid en fracciones, ca-
da ung de las cuales tenia un vo;uﬁen de 10 ml, y la ancti-
vidad de cada fféccién se midid deiun modo similar gl -des-
crito arriba. Las fracciones activas se recogieron, se con
centraron a sequedad, y se cargéron como una capa uniforme
en una columna rellena con 160 ml de gel de silice. Utili~
zando la capg inferior de una solucidn'dercloroformo-metan
nol-amoniaco al 17% (2:1:1) como eluyente, se eluyd a un
ritmo de 30 ml por hora. E1l producto de elucidn se dividid
en fracciones, cada una de laé cuales tenia un volumen- de
3 nl, y la acﬁividad dg cada fraccidn se midid de un modo
similar al descrito arriba. Las fracciones que contenian
la sustancia KA~T038 IV que se eluyeron subsiguientemente
a la elucidn dé uno o dos componentes de menor importancia
se recogieron, y el disolvente se separd por destilacidn
a presidn reducida. El residuo se disolvié en 20 ml de agu

y so paséd a través de una columna rellens con 5 ml de una

[ =4

¥
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/

Cc-25 (NH4+). Después de lavado con agus, el material adsop

bido se eluyé con solucién de amonfaco 0,5N, y se recogio—
ron las fracclones activas. La liofilizacidn de las fraccip-
nes activas dié 0,01 g de una base libre de sustanciag KAw
7038 IV como un polvo amorfo incoloro.

Un polvo bruto (0,4 g) de una mezcla de sustan-

cig KA-T038 I y sustancia KA~7038 VII se cargd como una ca
pz uniforme en una columns rellena con 200 ml da celqlosa,
y se cromatografid utilizando la capa inferior de una mesz-
cla de cloroformo-metanol-solucidén de amonfaco al 17%
(2:1:1) como eluyente, despuds de “1lo cuzl se eluyeron la
sustancia KA-7038 I y después la sustancia KA-T038 VII. La
fraccidn que contenia la sustancia KA-7038 VIT se concene
tré a sequedad, y se disolvid de nuevo en agua. Se adsor-
bié la solucidn en una columna de 15 ml de una resina cam-
biadora de catidén débilmente dcida, CM-Sephadex C=25 (for-
ng, NH4+). Despuds de lavar con agua, el material adsorbido
se eluyd por wun método de gradiente de concentracidn entre
300 ml de solucién de amonfaco 0,04 N y 300 ml de solucidn
de amoniaco 0,4 N. Las fracciones que contenfan la sustan-
cia KA-T038 VII se recogieron, y se liofiligzaron para pro-
poereionar 0,01 g de una base libre de un polvo incoloro.
Por otra parte, cuando se concentraron a seque-
dad fracciones que contenfan la sustancia KA-7038 I, se
obtuvieron 0,31 g de un polvo bruto de sustancis KA-T038 I
El polvo bruto ge disolvié en agua destilada, y se adsorbid
en una columna rellena con 1000 ml de una resina cambiadors
de catidn débilmente deida, CM-Sephadex C-25 (forma NH44),

seguido por lavado con agua. Bl raterial adsorbido se elu-
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litros de agua y 2,25 litros de solucién de smoniaco 0,5 K
Se mididé la actividad de cada fraccidn. Se recogieron las
fqacci;nes activas; y se liofilizaron para proporcionar 0,21
g.de una bgsgse libre de sustancia KA-7038 I en forma de un
pdlvo gnorfo incoloro.

E Una mezcla (0,26 g) de sustancia KA~T038 I, sus-
tépgia KA-T038 II y sustancia KA-7038 VI se carg$ comc una
capa uniforme en una columna rellena con 300 ml de polwvo
de celulosa. Se eluyd utilizéndo la capa inferior de una
mezcla de cloroformo-metanol-solucidn de amonfaco al 17#
(2:2:1) a un ritmo de 30 ml por hora. Bl producto eluido
se dividié en fracciones, cada una de las cuales tenfs un
volumen de 10 ml, Se midid la actividad de cada fraceidn -
por el mismo método indicado arriba. Como resultado, se el
y6 primersmente la sustancia KA-7038 VI, y luego se eiuye~
ron sucesivamente la sustancia KA-T038 I y la sustancia
KAJ7038 II.

Se recogieron las fracciones activas de sustancid
KA-T7038 II, y se separd el disolvente por destilacién a prd-
sién reducida. Bl residu& se disolvidé de nuevo en 20 ml de
agua, ¥y se hizo pasar a través de una columna rellens con
5 ml de une resina cambladora de cgtidn débilmente 4cida,
CM-Sephadex C-25 (forms, NH4+). Despuds de lavar con agua,
el material adsorbido se eluyé con solucidn de amoniaco
0,5 N. Se recogieron las fracciopes activas, y se liofili-
Zaron para proporcionar 0;05 £ de una base libre de sustand
cia KA~T038 II en forma de un polvo amorfo incoloro.

Se recogieron las fracciones que contenian la

sustancie KA-7038 VI, y el disolvente se separd por desti~-
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en 100 ml de agua, y se hizo pasar a través de una columna

rellena con 40 ml de una resina cambiadora de catidn débild
mente d¢ida, CM-Sephadex C-25 (forma NH44). Después de la-
var con agua, el material adsorbido se eluyd por un método
dé gradiente de concentracidn entre 500 ml de solucidn de
a%oniaco 0,1 N y 500 nl de solucidn de amoniaco 0,5 N. Se
récogieron las fracciones que contenian la sustancia KA~
7038 VI, y se liofiligzaron para proporcionar 0,07 g de una
base libre de la sustancia KA-T038 VI,

 E1 polvo bruto (0,12 g) de la sustancia KA§7§38 v
gse disolvié en mgua destilada, y se adsorbié en uﬁa quﬁmf
na rellena con 1000 ml de una resina caembiadora de catién:
dévilmente dcida, CM~Sephadex C-25 (forma NH4+). Después
de lavar con agua, el materizl adsorbido se eluyd por un .
méfodo de gradient; de concentracién entre 2,25 litros de’

agua y 2,25 litros de solucién de smoniaco 0,5 N,

t
!

© Se midid la actividad de cada una de las fraccio
nes resultentes de la misma manera que anteriormente. Se rp-
cogieron las fraccionesg activas, y se liocfilizaron para
proporcionar 0;02 g de unag base libre de la sustancia
KA-T038 V en forma de un polvo amorfo incoloro.,
Ejemplo 2

E1l polvo liofilizado de sustancia KA—?O38 I ob-
tenido en el Ejemplo 1 (unidades de 100 g) se disolvid en
500 ml de agua, y se afiadid deido sulfurico diluido para
ajustar el pH a 5,0—7;0. Ta liofilizacidén de la solucidn

proporciond 160 g de un polvo de sulfato de la sustancia

Ejemplo 3
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de sulfato de la sustancia KA-7038 I (unidades de 20 g)

Se mezclaron wniformemente el polvo liofilizado

¥y 200 mg de sulfito de sodio deido, y la mezcls se vertid
en 106 viales. Cada uno de los viales contenia 200 mg (unis
dades) de sulfato de la sustancia KA—7038 I. Antes de su

empleo, la solucidén contenida en un viel se disolvié en 2
a 5 ml de agua destilada para inyecciones. La solucidn pue
de sdministrarse por vias intramuscular o intravenosa, v

bien puede infundirse por via intravenosa en forma de una

mezcls con una infusidén nutriente.
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REIVIIDICACIONES

Los puntos de invenéién propia ¥ nueva que se pre-
sentan para que secan objeto de és’ca golicitud de Patente de
Invencién en Espaila, por VEINTE aios, son 1os que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

18,- Un procedimiento para la preparacién de la
sustancia antibibtica KA-7038, que comprende cultivar uns.
cepa productora de la sustancia antibiética KA~7038 perte-

neciente gl género Streptomyces ¥y aislar la sustancia erti~

bidtica KA-T038 a partir del caldo de cultivo.

28,~ El procedimiento de la reivindicacién 1t, |
que comprende adicionalmente separar g parbtir de la susten-
cia antibidtica KA-T7038 resultante al menos w antibidtico
geleccionado del grupo constituido por compuestos que tie-

nen la férrula siguiente I a VII:

(,}‘HQNHCH3 NH2
0 CH3 _
0 A OH I\I-I-"'COC}-{QNH2 férmula I
0
Il\7H CH3
2
CH2NH2 NH2
0 (,JH :
0 @ " formula IT
NH2 NHQI3
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CH NHCH

= 3
\O formula ITI
H,
CH,NH, NH, oy F | :
o . ) /o |
R t et )——OCH3 fér‘mula v
? » . NH, o NHCH, ‘ -
L CH,NH,, ,
- < % féfmula ‘'
]
s \0
i <%::%> OCH
i urcn ,
CH HHCH H2 '
OCHQ
ou N férmula VI
\‘ /\ H
CH,
THZ :
OCH, . o
' ‘rérmula VII
| \o/
NHQH3

32.-- EL procedimiento de la reivindicacién 22,
que comprende adicionslmente tratar el antibidtico resul-
tante con wm 4cido inorgénico u orginico fam geéuticamente
aceptable para ob'bener wm antibidtico en la forma Ge una
sal de adicidén de &cido. |

-4

42 .~ Tl procedimiento de la reivindicacidn 12, en
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el que la cepa productora de la sustancia antibidtica Ka~

=7038 es Streptomyces sp. KC-T038.

52,~ El procedimiento de la reivindicacién 12, en
el que el cultivo se realiza en condiciones serobias a wa
temperatursg de aproximadamente 20¢C a aproximadamente 35¢C.

68,~ "n procedimiento para la prenaracidén de la
sustancia antibiética KA-T038",

Tal y como se ha descrito en la Hemoria gue ante~
cede, representado en los dibujos que se acompailan y con
los fines que se han especificado.

Esta lemoria consta de CUARENTA Y CUATRO hojas es—
critas a miquina por wma sola cara.

Madrid,02 011979

P.A.

! Albe e,Elzab
Par Poder? /\/Z
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