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Composti macrolidici ad attivita antibiotica, procedimento e microorganismo per la loro preparazione, e
relative composizioni farmaceutiche. .

6 La fermentazione di un substrato scelto tra eritrono-

lide B, eritronolide A ed eritronolide A ossima con un
nuovo mutante, Streptomyces antibioticus ATCC 31771,
derivato da un ceppo industriale per la produzione di
oleandomicina, detto nuovo mutante essendo incapace di
produrre la stessa oleandomicina, porta alla produzione di
nuovi antibiotici macrolidici, aventi non soltanto spettro
di azione simile a quello dell’eritromicina, ma caratteriz-
zati da una maggiore stabilitd in ambiente acido, cosicché
per la somministrazione dell’antibiotico non & piu necessa-
rio il ricorso ad esteri e/0 sali fortemente tossici per I'orga-
nismo.
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RIVENDICAZIONI
1. 3-O-oleandrosil-5-O-desosaminil-(8S)-8-idrossieritro-
nolide B, avente formula
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4. 3-O-oleandrosil-5-O-desosaminil-(8R)-8,19-epossieritro-
nolide B, aven:ce formula
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mula
Me
o}
Me 35 Me o OH
Me
Me'. MeCH .\‘\ ton IelULALERRTRET ]
iy H Me
Me 40 3
MeCH ““\ LR T I Y YR Y n.-.o E‘
Me Me o NMe 2
2 HO
2 o]
: NMe 45 T OH
Me ¢ 2 Me
HO
0 OH
Me
50 OMe
oM 5. Procedimento per la preparézione di antibiotici macroli-
e

- 3. 3-O-oleandrosil-5-O-desossiaminil-15-idrossieritronolide

B, avente formula
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dici, caratterizzato dal fatto che si prepara una brodocoltura

ss vegetativa di Streptomyces antibioticus ATCC 31771 e nel caso
di una fermentazione attuata, viene addizionata di un substrato
scelto tra eritronolide B, eritronolide A ed eritronolide A ossi-
ma, procedendo quindi all’isolamento dei singoli antibiotici in-

dividuali mediante tecniche di TLC.

60 6. Procedimento secondo la rivendicazione 5, caratterizzato
dal fatto che detto substrato & eritronolide B e I’incubazione
viene effettuata per 100 ore, dopo di che in un campione della
brodocoltura si verificano la presenza e I’identita degli antibio-
tici prodotti, mediante TLC e bioautografia oppure spruzzatura

65 delle piastre con reattivo all’anisaldeide, il brodo di fermenta-
zione essendo quindi sottoposto a filtrazione, salatura ed estra-
zione con un solvente organico, con separazione di una fase ac-

quosa e di una fase organica.



7. Procedimento secondo la rivendicazione 6, caratterizzato
dal fatto che dalla fase organica si isola I’antibiotico macrolidi-
co secondo la rivendicazione 3, avente Ry 0.9 rispetto all’olean-
domicina ed Ry 0.85 rispetto all’eritromicina A e di color viola
alla prova con il reattivo all’anisaldeide.

8. Procedimento secondo la rivendicazione 6, caratterizzato
dal fatto che dalla fase acquosa con operazioni di estrazione
con solvente e per differenza di solubilita si isolano gli antibio-
tici macrolidici delle rivendicazioni 1, 3 e 4, aventi rispettiva-
mente Ry 0.8, 0.47, 0.8 rispetto alla oleandomicina ed Ry 0.75,
0.44 ¢ 0.75 rispetto all’eritromicina A e colorati di color porpo-
ra alla prova con reattivo all’anisaldeide.

9. Procedimento secondo la rivendicazione 5, caratterizzato
dal fatto che nel corso di una fermentazione attuata si addizio-
na di eritronolide A, procedendo all’incubazione per ulteriori
60 ore, dopo di che, dopo controllo ed individuazione degli an-
tibiotici prodotti dalla fermentazione, si procede al loro isola-
mento.

10. Procedimento secondo la rivendicazione 9, caratterizza-
to dal fatto che si ottiene un nuovo antibiotico macrolidico, P
15151, avente Rf 0.8 rispetto all’eritromicina A ed Rf 0.88 ri-
spetto all’oleandomicina. :

11. Procedimento secondo la rivendicazione 5, caratterizza-
to dal fatto che si prepara una brodocoltura vegetativa di Strep-
tomyces antibioticus ATCC 31771 e nel corso di una fermenta-
zione attuata si addiziona di eritronolide A ossima, e si procede
all’incubazione per ulteriori 60 ore dopo di che, dopo indivi-
duazione e controllo degli antibiotici prodotti nella fermenta-
zione, si isolano gli antibiotici cosi ottenuti.

12. Procedimento secondo la rivendicazione 11, caratteriz-
zato dal fatto che si produce un antibiotico, P 15152, avente Rf
0.47 rispetto all’oleandomicina ed Rf 0.44 rispetto all’eritromi-
cina A.

13. Streptomyces antibioticus ATCC 31771 quale agente
per la produzione di antibiotici macrolidici secondo il procedi-
mento della rivendicazione 5 e caratterizzato dall’incapacita di
produrre oleandomicina.

14. Composizione farmaceutica contenente un antibiotico
secondo una delle rivendicazioni 1-4.

La presente invenzione riguarda nuovi antibiotici apparte-
nenti alla famiglia dei macrolidi. Pill specificamente la presente
invenzione riguarda nuovi antibiotici macrolidici ottenuti a par-
tire sia da eritronolide B avente formula

M

ossia un substrato naturale che ¢ il precursore biosintetico del-
Peritromicina A, sia da substrati semisintetici quali eritronolide
A, avente formula
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Altro oggetto della presente invenzione ¢ un nuovo microor-
ganismo quale agente per produzione di antibiotici macrolitici,
Streptomyces antibioticus ATCC 31771, depositato il 4 dicem-

40 bre 1980 all’American Type Culture Collection, 12301 Park-
lawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA, ottenuto per
trattamento mutageno dallo Streptomyces antibioticus ATCC
11891, produttore di oleandomicina.

E noto che lo Streptomyces antibioticus ATCC 11891 & ca-

45 pace di utilizzare un substrato semisintetico (eritronolide A os-
sima) (Le Mahieu e coll., J. Antib., 1976, XXIX (7), 728), ma
non ’eritronolide B anzidetto, che é un substrato ottenibile per
fermentazione diretta in notevole quantita e quindi a prezzi
economicamente validi utilizzando microorganismi produttori

s0 di eritromicina e loro mutanti.

D’altro canto & noto che Peritromicina ¢ fortemente instabi-
le in ambiente acido, per cui se ne rende necessaria la sommini-
strazione sotto forma di esteri /0 sali che, pur migliorando la
stabilita, conferiscono al principio attivo caratteristiche, negati-

ss ve e sfavorevoli dal punto di vista terapeutico, ben note, quali
epatossicita, bassa tollerabilita ed altre.

La stessa oleandomicina del resto ¢ nota per la sua forte tos-
sicita.

Scopo principale della presente invenzione ¢ quello di realiz-

60 zare nuovi antibiotici aventi attivita simile a quella dell’eritro-
micina, ma esenti dagli inconvenienti sopra menzionati di que-
sto antibiotico ed in particolare stabili in ambiente acido e som-
ministrabili direttamente senza dover ricorrere ad esteri e/o sali
tossici.

Un altro scopo della presente invenzione & quello di fornire
un procedimento per I’ottenimento di tali antibiotici a partire
da un nuovo microorganismo, capace di utilizzare substrati na-
turali e semisintetici, in particolare eritronolide B. Un altro

65
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scopo ancora della presente invenzione € quello di fornire una
composizione ad attivita antibiotica per il trattamento di malat-
tie e disturbi indotti da germi e batteri sensibili all’azione dell’e-
ritromicina e di antibiotici ad essa simili.

Questi scopi vengono conseguiti con i nuovi antibiotici ma-
crolidici ed il relativo procedimento di preparazione secondo la
presente invenzione che si caratterizza per il fatto che per la fer-
mentazione, condotta in modo di per se noto, si utilizza un sub-
strato scelto tra eritronolide B, eritronolide A ed eritronolide A
ossima e, quale agente di fermentazione, lo Streptomyces anti-
bioticus ATCC 31771.

L’agente di fermentazione anzidetto, ossia lo Streptomyces
antibioticus ATCC 31771 viene derivato dallo Streptomyces an-
tibioticus ATCC 11891 mediante trattamento mutageno con
raggi ultravioletti, con un massimo di emissione a 254 nm ¢ ad
una dose da uccidere circa il 99,6% delle spore, il microorgani-
smo desiderato essendo inoltre caratterizzato dalla incapacit di
produrre oleandomicina.

Esaminando in maggiore dettaglio i nuovi antibiotici macro-
lidici della presente invenzione, essi vengono qui di seguito indi-
viduati in base al substrato dal quale vengono ottenuti ed in ba-
se alle caratteristiche di analisi cromatografica (essendo indica-
to tra parentesi il riferimento proprio della Richiedente).

1) 3-O-oleandosil-5-O-desosaminil-(8S)-8-idrossieritronolide
B (P 15148) avente formula
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E ottenuto con il microorganismo dell’invenzione da eritro-

nolide B; all’analisi cromatografica su strato sottile (TLC) pre-
senta Ry di 0.8 rispetto all’oleandomicina e Ry di 0.75 rispetto
all’eritromicina A. Utilizzando il reattivo all’anisaldeide (al
quale la oleandomicina si colora di viola e I’eritromicina A di
marrone) questo antibiotico appare di colore porpora.

In HPLC (cromatografia in fase liquida ad alta pressione) il
picco corrispondente a P 15148 ha un tempo di ritenzione rela-
tivo all’eritromicina A di 0.69 e relativo all’oleandomicina di
1.08.

2) 3-O-oleandrosil-5-O-desosaminileritronolide B (P 15149),
avente formula
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E anch’esso ottenuto per fermentazione di eritronolide B, e

presenta Ry di 0.9 rispetto all’oleandomicina e R di 0.85 ri-
spetto all’eritromicina A.

Nella prova all’anisaldeide risulta anch’esso colorato di co-
30 lor viola.

In HPCL il picco corrispondente a P 15149 ha un tempo di
ritenzione relativo all’eritromicina A di 0.79 e relativo all’olean-
domicina di 1.22.

» 3) 3-O-oleandrosyl-5-O-desosaminil-13-idrossieritronolide B

(P 15150), avente formula
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E derivato per fermentazione con Streptomyces antibioticus
60 ATCC 31771 da eritronolide B quale substrato e presenta Ry di
0.47 rispetto all’oleandomicina e Ry di 0.44 rispetto all’eritro-
micina A. Nella prova all’anisaldeide risulta di color porpora.
In HPLC il picco corrispondente a P 15150 ha un tempo di ri-
tenzione relativo all’eritromicina A di 0.52 e relativo all’olean-
65 domicina di 0.80.

4) 3-O-oleandrosil-5-O-desosaminil-(8R)-8,19-epossientro-
nolide B (P 15153), avente formula
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5) P 15151: si ottiene dalla fermentazione con lo Streptomy-
ces antibioticus ATCC 31771 da eritronolide A e presenta Ry, di
0,88 rispetto all’oleandomicina ed Ry, di 0,8 rispetto all’eritro-
micina A.
5 Dall’analisi della brodocoltura, dopo 90 ore di fermentazio-
ne, si trova un’attivita antibiotica espressa come attivita di eri-
tromicina A di circa 70 mcg/ml.

6) P 15152: ottenuto da eritronolide A ossima, presenta Ry
10 di 0,47 rispetto all’oleandomicina e di 0,44 rispetto all’eritromi-
cina A,

Dall’analisi della brodocoltura, dopo 90 ore di incubazione,
si rivela un’attivita antibiotica totale di circa 50 mcg/ml
N (espressa come attivita di eritromicina A), questa attivita essen-
do tuttavia riferita alla miscela di P 15152 e di un altro antibio-
tico, ottenuto concomitantemente, che risulta essere lo stesso
| gia descritto in J. Antib. (1976), 29, 728.

Passando ora a considerare i nuovi antibiotici macrolidici
20 ottenuti secondo la presente invenzione, essi si caratterizzano
tutti per uno spettro batteriologico simile a quello dell’eritromi-
cina e per la stabilita in ambiente acido, cosicché ¢ possibile la
somministrazione diretta per via orale, senza dover ricorrere ad
esteri e/o sali, con i sopra menzionati inconvenienti e problemi.
25 Ci0 € confermato dalla tabella 1 che segue, in cui sono riportati
i valori della MIC, indicanti il potere batteriostatico e dalla ta-
In HPLC il picco corrispondente a P 15153 ha un tempo di bella 2 che fornisce invece le stabilita in ambiente acido. Senza
ritenzione relativo all’eritromicina A di 0.64 e relativo all’olean-  che cid debba essere inteso in senso limitativo, sembra plausibi-
domicina di 0.99. Per questi quattro antibiotici, ottenuti in mi- le attribuire la maggiorata stabilita degli antibiotici macrolidici
scela da eritronolide B, dopo 100 ore di fermentazione e prima 30 secondo I’'invenzione alla presenza nella molecola dell’antibioti-
dell’isolamento, Pattivita antibiotica totale espressa come attivi-  co dello zucchero neutro oleandrosio (J. Antib. (1976) XXIX
ta di eritromicina A risulta essere di circa 120-150 mcg/ml. (7), 728).

E ottenuto per fermentazione con il microroganismo dell’in-
venzione da eritronolide B; all’analisi cromatografica su strato
sottile (TLC) presenta Ry di 0.8 rispetto all’oleandomicina e Ry
di 0.75 rispetto all’eritromicina A. Utilizzando il reattivo al-
Panisaldeide questo antibiotico appare di color viola.

TABELLA 1

Potere batteriostatico in terreno solido di Eritromicina A, Eritromicina B, Oleandomicina P 15149-P 15148-P 15153-P 15150
su ceppi batterici aerobi ed anaerobi, Gram positivi e Gram negativi. Concentrazioni minime inibenti espresso in mcg/ml

Prodotto  Eritro- Eritro- oleando- P15149 P15148 P15153 P15150
micina micina micina

Microorganismo A B

1. AEROBI

A. GRAM POSITIVI

Staphylococcus aureus ATCC 6538P LRP 39 0,049 0,097 0,39 0,78 1,56 0,195 3,12
» » LRP 14** 0,049 0,095 0,39 0,78 1,56 0,195 3,12
» » » 14154 LRP 78* >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25

Streptococcus faecalis LRP 7 0,097 0,195 1,56 0,78 0,78 0,78 6,25
» » sub. zymogenes

ATCC 12958 LRP 61 0,195 0,195 1,56 0,78 0,78 0,39 3,12

Streptococcus pneumoniae ATCC 6303 LRP 35 0,012 0,024 0,195 0,097 0,195 0,049 0,195
» » LRP 52 0,012 0,024 0,195 0,097 0,195 0,049 0,195
» » LRP 53 0,012 0,024 0,195 0,097 0,097 0,024 0,39
» pyogenes ATCC 8668 LRP 34 0,012 0,024 0,195 0,097 0,195 0,049 0,097
» » LRP 197 0,012 0,024 0,195 0,097 0,195 0,049 0,097

Corynbacterium diphteriae LRP 24 0,006 0,012 0,097 0,049 0,097 0,024 0,097

Micrococcus Luteus ATCC 9341 LRP 6 0,006 0,006 0,049 0,097 0,049 0,024 0,195
» » ATCC 15957 LRP 193* >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25

Bacillus subtilis LRP 25 0,049 0,049 0,39 0,39 0,78 0,195 3,12

B. GRAM NEGATIVI

Haemophilus influenzae ATCC 19418 LRP 213 3,12 6,25 >25 6,25 >25 12,5 >25

Neisseria gonorrhoeae  ATCC 19424 LRP 214 0,049 0,097 0,195 0,195 1,56 0,195 0,195

Escherichia coli LRP 50 6,25 25 >25 >25 >25 25 >25
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TABELLA 1 (continuazione)

6

Prodotto Eritro- Fritro- oleando- P15149 P15148 P15153 P15150
micina micina micina

Microorganismo A B

Klebsiella pneumoniae LRP 54 25 25 >25 >25 >25 >25 >25
Proteus vulgaris ATCC 6380 LRP 13 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
Pseudomonas aeruginosa LRP 9 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
Salmonella typhy - LRP 8 12,5 25 >25 >25 25 25 25
Shigella sonnei LRP 5 12,5 >25 >25 >25 >25 >25 >25
Acholeplasma laidlawii ATCC 23206 LRP 204 0,097 0,097 6,25 12,5 6,25 1,56 6,25
Mycoplasma hominis I ATCC 14027 LRP 211 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
2. ANAEROBI

Clostridium perfrigens ATCC 3624 LRP 206 1,56 1,56 3,12 12,5 >25 3,12 6,25
Bacteroides fragilis ATCC 23745 LRP205 0,195 0,195 0,39 3,12 6,25 6,25 >25
Fusobacterium necrophorum ATCC 27852 LRP 210 1,56 6,25 6,25 >25 >25 25 >25

* eritromicina resistente
** penicellina resistente

Legenda:

TABELLA 2

Stabilita in ambiente acido a 25°C dei nuovi antibiotici
in confronto con eritromicina A

Gli esempi che seguono illustrano a titolo non limitativo la
preparazione del microorganismo Streptomyces antibioticus
ATCC 31771, e dei nuovi antibiotici dell’invenzione.

30

Eritromocina A Esempio 1
pH 2.0 3.0 4.0 Ottenimento del mutante Streptomyces antibioticus
1 ATCC 31771

t 2 (minuti) 2 6 120 55 Una sospensione di spore di Streptomyces antibioticus
ATCC 11891, produttore di oleandomicina, ¢ stata sottoposta a

P 15148 trattamento mutageno con raggi ultrovioletti (massimo di emis-
sione a 254 nm) ad una dose tale da uccidere circa il 99.6% del-

pH 2.0 3.0 4.0 le spore (circa 3000 erg/cmq).

4  Le spore sopravvissute sono state piastrate su un terreno nu-
¢ 1 (ore) 27 ~100 =100 tritivo e le colonie risultanti sono state analizzate per la loro in-
2 capacita di produrre oleandomicina utilizzando la tecnica de-

scritta da A. KELNER (1949) J. Bact. 57, 73.
P 15149 I mutanti bloccati nella sintesi della oleandomicina (circa il
45 2% dei sopravvissuti) sono stati quindi analizzati per la loro ca-
pH 2.0 3.0 4.0 pacita di riconoscere e trasformare i substrati eritronolide B,
1 eritronolide A ed eritronolide A ossima in nuovi composti ad
t 5 (ore) 18 =100 >100 attivita antibiotica.
P 15150 % Esempio 2
Preparazione degli antibiotici 3-O-oleandrosil-5-O-desosaminil-
pH 2.0 3.0 4.0 -(8S)-8-idrossieritronolide B (P 15148), 3-O-oleandrosil-5-O-
1 -desosaminileritronolide B (P 15149), 3-O-oleandrosil-5-O-
t E (ore) >100 >100 >100 ss -desosaminil-(8R)-8,19-epossieritronolide B (P 15153) e P I5150.
Metodo A
P15153 o )
Il mutante Streptomyces antibioticus ATCC 31771 viene
pH 2.0 3.0 4.0 mantenuto su coltura agarizzate a becco di clarino («slants»)
) del seguente terreno:
t > (ore) 65 >100 >100 — Peptone 0.2 grammi per 100 ml
— Glicerina 0.5 » » »o»
— Melasso di canna 0.5 » » » »
Nota bene: t L rappresenta il tempo di dimezzamento del? ~ © — K:HPOq 0.1 LA
2 — MgSO,4 - TH,O 0.05 » » » »
’antibiotico determinato mediante cromatografia in fase ad al- — NaCl 0.5 » » »»
ta pressione (HPLC). — FeSO, - TH,0 0.001 » » » »



— CoCl6H,0 0.002 grammi per 100 ml
— Agar 2.0 » » » »
— Acqua distillata a volume

— pH corretto a 7.0

Con una ansata di spore di uno slant si inocula una beuta
Erlenmeyer da 500 ml contenente 50 ml di terreno vegetativo
della seguente composizione:

— Destrosio 1.5 grammi per 100 ml
— Farina di soia 3.0 » » » »
— Autolisato di lievito 0.1 » » » o»
— MgS04 ¢+ TH20 0.1 » » » »
— Calcio carbonato 1.0 » » » »
— Olio di soia 0.6 » » » »
— Acqua distillata a volume

La beuta viene incubata a 28°C su shaker rotativo a 220
rpm per 24 ore. Dopo tale periodo, con 15 ml di tale coltura si

inocula un fermentatore in vetro da 10 litri contenente 5 litri del 20

suddetto terreno.

Si incuba tale fermentatore a 28°C, con una agitazione di
800 rpm ed un flusso d’aria di 0.6 V/V/minuto per 16 ore. Al
termine di tale periodo, 3,5 litri della suddetta coltura vengono
utilizzati per inoculare un fermentatore in acciaio da 200 ktri
contenente 100 litri del seguente terreno:

— Destrosio 5.0 Grammi per 100 ml
— Farina di soia 2.0 » » » »
— Lievito di birra secco 0.4 » » » »
— Farina di mais 1.6 » » » »
— Calcio carbonato 3.0 » » » »
— NaCl 0.3 » » » »
— Olio di lardo 1.0 » » » »
— Acqua di rete a volume

L’incubazione viene effettuata a 28°C con una agitazione di
250 rpm ed una areazione di 1 V/V/minuto.

Dopo 32 ore di crescita si aggiungono alla coltura 75 gram-
mi di eritronolide B e si protrae Pincubazione per altre 68 ore.

Al termine di tale periodo un campione della brodocoltura
viene filtrato ed estratto a pH 8.5 con pari volume di CH,Cl,.

L’estratto viene analizzato per TLC su lastre al gel di silice
sviluppate per 2 ore col sistema: CH,Cl: Metanolo 95%:
NH4OH conc. (90:10:1).

Su tale piastra si effettua una bioautografia contro Micro- .

coccus lutens. (Sarcina lutea) ATCC 9341 o alternativamente le
piastre possono essere spruzzate con un reattivo alla anisaldeide
(0.5% V/V di anisaldeide in una miscela di metanolo: acido
acetico glaciale: acido solforico conc., 85/10/5) e riscaldate a
120°C per 5 minuti.

Nelle condizioni di fermentazione suddette e, parallelamente
all’utilizzo dell’eritronolide B, vengono prodotte quattro nuove
sostanze ad attivita antibiotica denominata P 15148, P 15149,
P 15150 e P 15153. In TLC queste presentano Ry di 0.8, 0.9,
0.47 e 0.8 rispetto all’oleandomicina.

Rispetto all’eritromicina A tali Ry sono 0.75, 0.85, 0.44 ¢
0.75.

Utilizzando il reattivo all’anisaldeide, i prodotti P 15148, P
15150 e P 15153 appaiono color porpora, mentre P 15149 risul-
ta viola (I’oleandomicina risulta viola, mentre ’eritromiciria A
risulta marrone).

Un campione dell’estratto organico viene controllato anche
al’HPLC, a tal scopo viene evaporato a secchezza, ripreso con
acetonitrile e iniettato in colonna (RP8 10 pm 25 cm; fase mo-
bile tampone fosfato 0.01 M pH7/acetonitrile 36:64; flusso 2
ml/min; temperatura colonna 40°C). Per le nuove sostanze P
15148, P 15149, P 15150 e P 15153 si evidenziano picchi con

30 — Lievito di birra
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tempi di ritenzione relativi all’eritromicina A di 0.69, 0.79, 0.52
€ 0.64 e relativi all’oleandomicina di 1.08, 1.22, 0.80 e 0.99.
Dopo 100 ore di fermentazione Pattivita antibiotica totale
espressa come attivita dell’eritromicina A risulta essere di circa
s 120-150 meg/ml. L’agitazione viene ridotta al minimo sospen-
dendo ’erogazione di aria e la temperatura viene abbassata a
15°C.

Metodo B

10 Si prepara una coltura fermentativa di Streptomyces eryth-

reus NRRL 2338 nelle condizioni descritte nella domanda di
brevetto tedesca pubblicata (OS) 1900647 del 13.8.1970. Con
I’aggiunta di n-propanolo al 4% V/V, dopo 144 ore di fermen-
tazione, si ottengono nella brodocoltura circa 500 mcg/ml di

15 eritronolide B e tracce di eritromicina (meno di 20 mcg/mt).

A tale eta la coltura viene centrifugata ed il sovranatante
limpido viene sterilizzato per filtrazione.

Si prepara una coltura vegetativa di Streptomyces antibioti-
cus ATCC 31771 seguendo le modalita descritte nel metodo A.

Si effettua un secondo passaggio vegetativo nelle medesime
condizioni inoculando con 1 ml di coltura vegetativa una secon-
da beuta Erlenmeyer da 500 ml contenente 50 ml di terreno ve-
getativo del metodo A.

Con 1,0 ml di coltura di secondo vegetativo si inocula una

25 beuta Erlenmeyer da 500 ml contenente 30 ml del seguente ter-

reno fermentativo:

— Destrosio
— Farina di soia

5.0 grammi per 100 ml
2.0 » » » »

0.2 » » o » »

0.3 » » » »

2.0 » » » »

a volume

— Farina di mais
— Calcio carbonato
— Acqua di rete

35 La beuta si incuba a 28°C su shaker rotativo a 250 rpm.

Dopo 32 ore di incubazione si aggiungono alla beuta 10 ml del
sovrastante limpido sopra descritto e si prosegue I’incubazione
per ulteriori 64 ore.

La coltura viene analizzata secondo le modalita descritte nel

40 metodo A. Si ottiene una attivita antibiotica totale di circa 30

mcg/ml (espressa come attivita di eritromicina A) e mediante

HPLC si rivela la presenza dei quattro nuovi antibiotici P

15148, P 15149, P 15150, P 15153 e tracce di eritromicina A.
Nelle beute di controllo dove non ¢ stata effettuata aggiunta

45 del filtrato contenente eritronolide B, 1’attivita antibiotica & as-

sente.

Esempio 3

Purificazione degli antibiotici 3-O-oleandrosil-5-O-desosaminil-
-(8S)-8-idrossieritronolide B (P 15148), 3-O-oleandrosil-5-O-
-desosaminileritronolide B (P 15149), 3-O-oleandrosil-5-O-
-desosaminil-(8R)-8,19-epossieritronolide B (P 15153) e P 15150.

Alla miscela di fermentazione finale, riportata nell’esempio

ss 2 (metodo A), vengono aggiunti sotto agitazione 30 litri di una

soluzione di ZnSO4 al 10% P/V e 30 litri di NaOH al 2% P/V
in acqua.

Dopo aggiunta di un coadiuvante di filtrazione, i solidi ven-
gono rimossi per filtrazione su filtro rotativo sotto vuoto dopo

60 lavaggio in continuo degli stessi sul pannello del filtro.

I solidi lavati vengono scartati e, alla fine della filtrazione,
si recuperano 150 litri di filtrato limpido.

11 filtrato viene quindi salato con un opportuno sale quale
NaCl, Na;SO4, (NH4)2SO4 od altri aggiunto in ragione del

65 15-25% P/V onde facilitare la successiva estrazione con un op-

portuno solvente non miscibile in acqua. Il pH del filtrato viene
corretto tra 5.4-6.2 con acidi diluiti, quali ad esempio fosforico
od acetico.
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In questa operazione si ha precipitazione di solidi inattivi
che vengono eliminati per filtrazione.

Un opportuno solvente non miscibile in acqua quale butile
acetato, cloroformio, metilisobutilchetone, metilene cloruro o
dicloroetano viene messo in contatto mediante un estrattore
centrifugo operante in continuo con il filtrato limpido, in un
rapporto compreso tra il 20 ed il 50% V/V.

L’operazione & ripetuta due volte ¢ le fasi organiche sono
riunite insieme. Le fasi organiche riunite contengono prevalen-
temente P 15149. Nella fase acquosa sono presenti P15148, P
15150, P 15153 ¢ P 15149 residuo, non estratto completamente
dalla fase organica.

La fase organica (circa 100 litri) viene distillata sotto vuoto
a bassa temperatura fino ad un volume di circa 10 litri.

Sotto vigorosa agitazione si aggiungono 3 litri di tampone
acetato 10~*M a pH di circa 4.0 e le fasi vengono successiva-
mente separate. L’operazione viene ripetuta 3 volte ed alla fine
tutto il P 15149 & presente nella fase acquosa; il solvente, conte-
nente molte impurezze, viene scartato.

Le fasi acquose riunite sono portate a pH di circa 8.0 con
NaOH diluito e sono quindi estratte in tre riprese con 3 litri cia-
scuna di un solvente organico quale metilisobutilchetone o buti-
le acetato. .

La fase acquosa viene scartata e le fasi organiche sono riu-
nite ed essiccate su Na;SOyq.

La soluzione essiccata viene distillata sotto vuoto a bassa
temperatura sino ad un volume di 500 ml.

A 5 litri di un solvente non polare quale esano od etere di
petrolio riscaldati a circa 40°C si aggiungono, sotto agitazione,
500 ml della soluzione concentrata; ’aggiunta viene completata
in circa 1 ora.

Al termine dell’aggiunta si sospende il riscaldamento e si
raffredda lentamente sino a +5°C.

Dopo circa 2 ore a tale temperatura si completa la precipita-
zione di P 15149 che era gia iniziata intorno ai 18°C.

11 precipitato bianco e fioccoso viene filtrato, lavato con
solvente ed essiccato ottenendo 4,2 g di P 15149 il cui controllo
HPLC mostra una purezza dell’85%.

Per ottenere un campione analiticamente puro bisogna ulte-
riormente purificare il solido mediante cromatografia di riparti-
zione in colonna su gel di silice seguendo il procedimento indi-
cato da N.L. Oleinick in J. Biol. Chem., Vol. 244, N° 3, pag.
727 (1969).

Le frazioni 25-80 contenenti solamente 3-O-oleandrosil-5-O-
-desosaminileritronolide B (P 15149) sono riunite, e evaporate a
secchezza sotto vuoto a 50°C, cristallizzate da acetone-n esano
per dare g 1.835 di P 15149 con le seguenti caratteristiche: p.f.:
128-131°C; [0]¥-68.2° (C = 1 in metanolo); UV (metanolo)
290 nm (¢ 59.8); IR (KBr) 3490, 1720, 1700 (spalla), 1460, 1380,
1335, 1275, 1250 (spalla), 1180, 1160, 1140, 1105, 1075, 1050,
1000, 945, 920, 890, 830 cm™! (figura 1).

L’analisi per C36HesNO12 ha dato i seguenti valori:

calcolato (percento) C 61.43 H 9.30 N 1.99
trovato (percento) C 61.34 H 9.38 N 2.05

Le fasi acquose contenenti P 15148, P 15150, P 15153 ¢ P
15149 (non completamente estratto) vengono basificate con
NaOH diluito, estratte pil volte con pari volume di CH>Cl,.
Prima di ogni estrazione il pH della fase acquosa viene riporta-
toal.

Mediante controllo TLC e HPLC ¢& possibile evidenziare gli
estratti contenenti solamente ’antibiotico P 15150 (pit solubile
degli altri in fase acquosa) e gli estratti contenenti ancora P
15148, P 15149, P 15150 e P 15153 insieme.

La fasi organiche contenenti solamente P 15150 vengono
riunite ed avaporate a secchezza sotto vuoto a 50°C per dare g
3,4 di P 15150 con le seguenti caratteristiche chimico-fisiche:
[0J&-55° (C = 1 in metanolo); UV (metanolo) 288 nm (g 42);
IR (KBr) 3460, 1715, 1700 (spalla), 1455, 1375, 1330, 1270,

1255, 1240, 1170, 1105, 1070, 1045, 1000, 990, 980, 940, 915,
885, 825 cm™ (figura 2). Il corrispondente cloridrato ha p.f.
160-163°C (acetone).
L’analisi per C3s HgsNO;3 - HCI ha dato i seguenti valori:
5 calcolato (percento) C 57.17 H 8.80 N 1.85 CI 4.69
trovato (percento) C 59.62 H 8.77 N 1.91 Cl 4.59
Le altre fasi organiche contenenti ancora P 15150 e i rima-
nenti antibiotici vengono evaporate a secchezza sotto vuoto a
50°C e il residuo ottenuto viene purificato su colonna di riparti-
10 zione in gel di silice seguendo il procedimento di N.L. Oleinick
suddetto.
Eluendo con il solvente incicato nel procedimento si raccol-
gono frazioni contenenti solamente P 15149 (Fr 52-110), P
15148 (Fr 130-185), P 15153 (Fr 260-450). Quando dal controllo
1s TLC e HPLC risulta che le frazioni eluite non contengono piit
P 15153 si cambia il solvente di eluizione. Eluendo con alcool
isopropilico-acetone (1:1.5) si raccolgono frazioni contenenti
solamente I’antibiotico P 15150.
Le frazioni 52-110 riunite ed evaporate a secchezza sotto
20 vuoto a 50°C hanno dato g 0,425 di 3-O-oleandrosil-5-O-
desosaminileritronolide B (P 15149) dopo cristallizzazione da
acetone-n. esano con caratteristiche chimico-fisiche eguali a
quelle riportate per P 15149 isolato precedentemente.
Le frazioni 130-185 riunite ed evaporate a secchezza sotto
25 vuoto a 50°C hanno dato g 3,2 di 3-O-oleandrosil-5-O-desos-
aminil-(8S)-8-idrossieritronolide B (P 15148) dopo cristallizza-
zione da acetone caratterizzati da: p.f. 204-6°C; [a]¥-48.35°
(C = 1in metanolo); UV (metanolo 280 nm (¢ 39.2); IR (KBr)
3590, 3520, 3440 (larga), 3280 (larga), 1725, 1455, 1380, 1365,
30 1305, 1280, 1270, 1260, 1175, 1155, 1095, 1060, 1050, 1020,
1005, 970, 935, 915, 885, 875, 820 cm™! (figura 3).

L’analisi per C3sHgsNOs3 ha dato i seguenti valori:
calcolato (percento) C 60.05 H 9.10 N 1.94
trovato (percento) C 60.12 H 893 N 1.92

Le frazioni 260-450 riunite ed evaporate a secchezza sotto

vuoto a 50°C hanno dato g 10,3 di 3-O-olendrosil-5-O-desos-
aminil-(8S)-8,19-epossieritronolide B (P 15153) dopo cristalliz-
zazione da acetone-n. esano con le seguenti caratteristiche
chimico-fisiche: p.f. 125-130°C; [0]&-27.7° (C = 1 in metano-
40 lo); UV (metanolo) 294 nm (¢ = 32,7); IR (KBr) 3485, 1720,
1460, 1380, 1330, 1305, 1270, 1170, 1140, 1110, 1075, 1050,
1000, 930, 920, 890, 830, cm™! (figura 4).

L’analisi per C3sHgsNO;3 ha dato i seguenti valori:
calcolato (percento) C 60.23 H 8.85 N 1.95
trovato (percento) C 60.12 H 8.75 N 1.79

Per evaporazione sottovuoto a 50°C delle frazioni raccolte

con alcool isopropilico-acetone (1:1.5) e successiva cristallizza-
zione da acetone-n. esano si ottengono g 15,4 di P 15150 con le
stesse caratterisriche viste precedentemente.
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Esempio 4
Preparazione dell’antibiotico P 15151

Ad una coltura fermentativa in beuta di Streptomyces anti-
bioticus ATCC 31771 preparata secondo quanto descritto nel-
I’esempio 2, si aggiungono, dopo 30 ore di incubazione, 15 mg
di eritronolide A preparato a partire da eritromicina A seguen-
do la tecnica descritta in J. Med. Chem. (1974), 17, 953.

Dopo ulteriori 60 ore di incubazione si analizza la brodocol-
tura come descritto nell’esempio 2 e si rivela una attivita anti-
biotica di circa 70 meg/ml (espressi come attivita di eritromici-
na A).

In TLC si rileva una nuova sostanza attiva, P 15151, con Rf
65 0.8 rispetto all’eritromicina A e 0.88 rispetto alla oleandomi-
cina.

Tale composto & altresi diverso dagli antibiotici P 15148, P
15149, P 15150 ¢ P 15153.

55

60
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Esempio 5 In TLC si rilevano due sostanze attive delle quali una ¢ la

Preparaione dell’antibiotico P 15152 f,tessa descr'itfa in J. Antib. (1976), 25}, 728 (Rf 0‘.73 rispetto.al-
oleandomicina), mentre la seconda & nuova e viene denomina-
Ad una beuta di Streptomyces antibioticus ATCC 31771, ta P 15152 e mostra un Rf di 0.47 (rispetto all’oleandomicina) e

preparata secondo la procedura descritta nell’esempio 4, si ag- s di 0.44 (rispetto all’eritromicina A).

giungono, a 30 ore di incubazione, 15 mg di eritronolide A ossi- E opportuno precisare che, nell’ambito della presente inven-

ma preparata chimicamente secondo quanto descritto in J. zione, si intendono completare anche le altre possibili applica-
Med. Chem. (1974), 17, 953. zioni dello Streptomyces antibioticus ATCC 31771 nel senso di

Dopo ulteriori 60 ore di incubazione si analizza la brodocol-  introdurre nella molecola di precursori, nuovi o gia noti, di an-
tura come descritto nell’esempio 2 e si rivela un’attivita antibio- 10 tibiotici macrolidici, I’oleandrosio inteso quale agente che con-
tica totale di circa 50 mcg/ml (espressi come attivita di eritro- ferisce stabilitd ad ambiente acido e quindi ne favorisce la som-
micina A). ministrazione per via orale.
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