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Descrigido referente a patente
de invengdo de HOECHST AKTIEN
GESELLSCHAFT, alemd, indus-
trial e comercial, com sede
em D-6230 Frankfurt am Main
80, Republica Federal Alemd,
(inventores: Dr. Werner Aretz,

Dr. Dirk Bottger, Prof. Dr.
Gerhard Seibert, Dr. Alois
Tumulka, Prof. Dr. Peter Wel-
zel e Kurt Hobert, residentes
na Alemanha QOcidental), para
"PROCESSO PARA A PREPARACAQ
DE PRODUTOS DA DEGRADACAQO MI-
CROBIOLOGICA DE MOENOMICINA".

DESCRIGAQ

A moenomicina A (Figura 1) é o compo
nente principal da Flavomicina utilizada na alimentag&o de ani
mais. Como todos os antibioticos de fosfoglicolipidos conheci-
dos, inibe a biossintese da cadeia de peptidoglicano da parede
das células das bactérias. Ensaios mais exactos mostraram que
a reacgdo da transglicosilagd@o da proteina de ligagdo da peni-
cilina 1b de E. coli é fortemente inibida por esta substancias
(Huber G., Antibiotics, V-1, paginas 135 a 153 (1979)). Os en-
saios para degradar enzimaticamente ou microbiologicamente os
antibiéticos de fosfoglicolipidos fracassaram até hoje.

Surpreendentemente, a Requerente iso
lou, a partir de um fermentador para a preparagio de Flavomici




bacilos que pode degradar os antibidticos de fosfoglicolipidos
de maneira a obterem-se produtos finais definidos. Estes produ-
tos finais possuem actividade antibidtica ou podem ser utilizz-
dos como componentes da sintese para novos inibidores de trans—
glicosilase.
A invengd@o refere-se, portanto, a:
1. Bacillus spec. DSM 4675, assim como aos seus variantes e
mutantes.
2. Ao produto da degradagdo da moenomicina A com a formula I
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3. Ao produto da degradagdo dos antibidticos da fosfoglicoli-
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na qual

RE significa hidrogénio ou um grupo fdsfono (-PO(CH),); e

R2 é um grupo alquilo em Cl até C55 que pode ser ramificado ou

ndo ramificado, saturado ou ndo saturado.

4. as enzimas com o auxilio das quais se podem degradar os
antibidticos de fosfoglicolipidos ua ligagdo fosfoglico-
sidica ou o produto da degradagdo caracterizado em 3. na
ligag8o de éster de monofosfato.

5. A um processo para a preparagdo dos produtos da degrada-
Gdo caracterizados nas alineas 2. e 3. que se caracteri-
za pelo facto de se incubarem os antibidticos de fosfog-
licolipidos com o Bacillus spec. DSM 4675.

6. A utilizag8o das substancias caracterizadas nas alineas
2. e 3. como elementos de sintese para a preparagédo de
inibidores de transglicosilase ou como substancias que
actuam antibioticamente.

A invengdo é em seguida descrita por
menorizadamente, em especial, nas suas formas de realizagdo
preferidas; ainda se define nas reivindicagdes.

A Bacillus spec. foi depositada sob
o Numero DSM 4675, nas condigdes de Tratado de Budapeste, na
! Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
‘em Braunschweig, Republica Federal da Alemanha, em 23 de Junho
de 1988. A estirpe pode caracterizar-se da seguinte maneira:

1. Propriedades taxonodmicas do Bacillus sp. DSM 4675

4) Morfologia

- bastonetes méveis; até 5 micrdémetros de comprimento;
parcialmente em cadeia curtas;

— eésporos que se encontram nas extremidades; esporangio
inchado;

- Gram-positivo,

B) Desenvolvimento em diversos meios (28O C: quarenta e oito

Horas)

1. Meio com antibidtico 3 (Difco)

- coldnias bem definidas, sobrepostas, com 1 - 2 milime-




09.
10.
“11.

tros de diametro;

Caldo de Luria (Friptona Bacto 10 g/l; levedura Bacto 5
g/1l; NaCl 5 g/1)

- coldnias lisas, redondas, brilhantes, com o diametro de

2 - 3 milimetros; opacas.
Caldo nutritivo (Difco)
- coldnias brancas brilhantes, com a periferia irregular.
Agar contendo ureia de acordo com Christensen (Difco)
- desenvolvimento positivo.
Agar de McConkey (Difco)
~ desenvolvimento positivo.
Agar BROLAC (lactose) (Difco)
- desenvolvimento positivo.
Agar de Citrato de Simmons (Difco)
~- desenvolvimento negativo.
Auséncia de desenvolvimento em presenga de 7 e de 10% de

NaCl num meio de extracto de carne/peptona (Difco).

Propriedades Fisioldgicas

Oxidase +
Catalase
Hemdlise -
Aminopeptidase -
Redugdo de nitratos -
Desaminase de fenilalanina -
Desenvolvimento a 30° ¢ +
a 40° ¢ +
a 50° ¢ +
Desenvolvimento anaerdbio
- so0lido -
- liquido -
Formag&do de gases em glucose -
Formagdo de indol -
Arginina-di-hidrase -




12. Degradacdo de ureia -
13. Hidrdélise de esculina +
1l4. Degradagdo de gelatina -
15. Beta-galactosidade +
16. ILisina-descarboxilase -
17. Ornitina-descarboxilase -
18. Produgdo de H,S -
19. Triptofano-desaminase -
20. Fosfatase alcalina -
21. Reacgdo de Voges-Proskauer -.

D) Fermentagdo de Hidratos de Carbono

Fonte de C Assimilagédo Formagdo de
dcido

Adipato -

Adonit -

Arabinose + +
Caprato -

Citrato -

Dulcit -

Fructose + +
Galactose -

Gluconato +

Glucose + +
Inosit -+

Lactose + +
Malato -

HWalonato -

Maltose + +
Manite + +
Manose + +
Melibiose + +
Fenylacetato -

Rafinose + +
Rhamnose -

Sacarose + +

Salicin -




Sorbite _

Trehalose + +
Xilite - -
Xylose +

N-Acetil-Glucosamina - +

Tendo em atengido as caracteristicas
taxondémicas e a tebela auxiliar de "Bergey's Manual of Systema-
tic Bacteriology" (Vol. 2, Williams and Wilkins Publ., Baltimo-
re, 1986 ), a estirpe é classificada como pertencente & espécie
Bacillus.

Para a determinagd@o do tipo, realiza-
ram-se ensaios em paralelo com culturas tipicas de comparagao
de Bacillus macerans, circulans, lentus, alcalophilus, stearo-

thermophilus, licheniformis, polymyxa e fastidiosus. Todas as

estirpes de comparag8o apresentaram nitidas diferengas em rela-
¢80 ao Bacillus spec. DSM 4675. Também nenhuma destas estirpes
degradou os antibidticos de fosfoglicolipidos, especialmente
moenomicina A. Conclui-se, portanto, que a estirpe DSM 4675 é
um novo género.

A invengd@o refere-se também respecti-
vamente aos mutantes e variantes que se podem obter espontanea-
mente como se sabe ou por tratamento com meios fisicos, por
exemplo, irradiagdo, como, por exemplo, raios ultravioletas ou
raios X, Y ou com mutagénicos quimicos como, por exemplo, meta-
no-sulfonato de etilo (EMS), N—metil—N'—nitro—N—nitroso—guanidi
na (MNNG) ou 2-hidréxi-4-metoxi-benzofenona (MOB).

Como fontes de carbono preferidas pa-
ra a fermentagdo aerdbica de Bacillus spec. DSM 4675, sdo apro-
priados hidratos de carbono assimiléveis e &lcoois de agicar,
como glicose, lactose ou manite, assim como produtos naturais
que contém hidratos de carbono, como extracto de malte.

Como substancias alimentares que con-
tem azoto preferidas, interessam aminoédcidos, péptidos, protei-
nas, assim como os seus produtos de degradagd@o, como peptona ou
triptona e ainda extractos de carne, sementes moidas, por exam-
.|[plo, de milho, de feij&o, de soja ou de plantas de algoddo, re-
siduos de destilag&@o de fabricagdo de alcool, farinha de carne




ou extractos de levedura, mas também sais de amdénio e nitratos.

Além disso, a solugdo nutritiva pode
conter, por exemplo, cloretos, carbonatos, sulfatos ou fosfa-
tos de metais alcalinos ou alcalino-terrosos, ferro, zinco e
manganés, como sais inorganicos adicionais.

0 desenvolvimento do microrganismo e
a formagdo das enzimas necessdrias &s reacgles de degradacgdo
de acordo com a presente invenc#o s3o especialmente boas num
meio nutritivo com amido de milho, farinha de soja, sacarose,
glicerina, peptona e/ou liquido de fermentagdo de milho, como
fontes de carbono e de azoto.

A fermentagdo realiza-se aerobicamen
te, ou seja, por exemplo, em condigdes submersas, com sacudi-
mento ou agitagdo, em vasos para sacudimento ou fermentadores,
eventualmente com introdugdo de ar ou de oxigénio. A fermenta-
¢8o pode realizar-se num intervalo de temperatura desde cerca
da temperatura ambiente até 50° ¢, de preferéncia a cerca de
35 até 37° ¢. 0 tempo de cultura esta compreendido, em geral,
entre vinte e quatro e quarenta e oito horas.

As culturas de bacilos de DSM 4675
assim obtidas ou as preparacgdes que os contéem podem ser utili-
zadas para a degradag8o dos antibiéticos de fosfoglicolipidos.
A esta classe pertencem, especialmente, os antibidticos do gru
po da moenomicina, por exemplo, a folipomicina, a prasinomici-
na, a diumicina (macarbomicina), a esancomicina, a prenomicina
€ a teicomicina, assim como outras substincias estruturalmente
semelhantes que apresentam dcido fosfoglicérico correspondente
mente funcionalizado:

1) S. Takahashi e col., Tetrahedron TLett. 1983, 499;
2) F. L. Weisenborn e col., Nature 213, 1092 (1967);
3) S. Takahashi e col., J. Antibiot. 26, 542 (1973).

De maneira especialmente preferida,
degradam-se com as enzimas a moenomicina, por exemplo, a flavo
micina,

Se se utilizam células de Bacillus,
é vantajoso permeabilizar estas, por exemplo, com sais de ce-—
itil-trimetilaménio. % igualmente possivel trabalhar com isola-

dos de proteina obtidos a partir de células de bacilos, ou




com, por exemplo, extractos de enzima enriquecidos parcialmente
por des-salificagdo ou cromatografia ou naturalmente com as en—
zimas purificadas. % ainda possivel empregar enzimas e células

na forma livre ou na forma imobilizada.

A desagregagiio enzimdtica, no caso,

por exemplo, da moenomicina A é representada pelo seguinte es-

guema:

Desagregagfo Enzimatica de Moenomicina A
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MOENOMICINA A
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Moenomicinase

MB

MA

MBase




A partir deste esquema, conclui-se
que, para a preparag@o de produtos de degradagfo sdo necessa-
rias duas enzimas. Para a separagfo da ligag8o fosfoglicosidi-
ca, € necessaria uma enzima que foi designada pelos inventores
por moenomicinase. A moenomicinase esta associada & membrana
de citoplasma de Bacillus spec. DSM 4675 e pode obter-se de
acordo com métodos conhecidos para isolamento de enzimas a par
tir dos microrganismos.

A moenomicinase tem um valor dptimo
de pH compreendido entre cerca de 8,0 - 8,5, em especial, 8,2 -
- 8,3. A temperatura Optima da enzima estd compreendida entre
[ 45 -~ 550 C, em especial, a 49 - 51° C. A moenomicinase tem um
valor de Km para a moenomicina A compreendido entre 4 e 10 mi-
limolar.

Obtém-se dois produtos de eliminagdo.
0 produto de eliminagdo I consiste no componente de agucar do
antibidtico de fosfoglicolipido. Obtém-se ainda o produto de
eliminagdo com a fdérmula geral II

R'0~CH,~CH-OR®
1I
COOH

na qual

R ¢ um grupo fdésforo; e

R é um grupo alquilo em Cs até Ces de preferéncia, um grupo
alquilo em Clo até 030 e, especialmente, um grupo alquilo em
020 até 025, que respectivamente pode ser ramificado ou nio ra
mificado, saturado ou nfo saturado, de preferéncia, ramificado
e nao saturado.

De preferéncia, utiliza-se moenomi-
cina como substrato, de modo que, como produtos de separagdo,
se obtem as substancias que correspondem ao composto MC, assim
como os compostos MB e MA.

Para a desfosforilagfo do lipido de
fosfogglicerina, obtido por incubag#o com moenomicinase, de
formula geral II, na qual Rt & hidrogénio, é necessdria uma ou
tra enzima que igualmente pode ser obtida a partir do microrga
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nismo de acordo com a presente invengdo. Esta enzima foi desig
nada pelos inventores como MBase. A MBase pode igualmente ser
isolada a partir do microrganismo, de acordo com métodos em si
conhecidos. Por exemplo, rompem-se as células com ultra-sons

e purifica-se o extracto bruto ou por fraccionamento com sulfa
to de aménio (25 - 55% de saturagfio) ou por ultracentrifugacgo.
Em seguida, realiza-se a didlise. Em seguida, separa-se por
cromatografia a moenomicinase e a MBase.

A MBase é inactivada a temperaturas
que sdo superiores a 370 C, assim como no dominio do pH &cido
a partir de pH 5 progressivamente a pH que diminui.

A separagdo da moenomicina assim co-
mo dos fosfoglicolipidaantibidticos pode realizar-se, como ja
se referiu, com células completas e isoladas de enzimas.

A reacgdo realiza-se, em geral, em
meio aquoso, a um valor de pH compreendido entre cerca de 5,5~
- 8,5, de preferéencia, a pH 7 - 8.

O tempo de realizagdo da reacg8o es-
ta compreendido, em geral, entre cinco e guarenta e oito horas,
de preferencia, igual a cerca de vinte e quatro horas. A tempe
ratura de realizagfo da reacgio pode variar entre 4 e 60° c,
de preferéncia, entre 30 e 37° C. A concentragdo de substrato
em geral, deve estar compreendida dentro do intervalo de 0,1
a 5%, de preferéncia, entre 1 e 24%.

A reacgdo pode igualmente realizar-
—-se a temperaturas mais altas ou mais baixas e a valores de PH
mais altos ou mais baixos do que os indicados; no entanto, a
moenomicinase é ent3o menos activa.

Como produtos de reacgdo da moenomi-
cina A, obtém-se as substéncias designadas no esquema como MB
e MC. O produto MA pode obter-se por incubagdo de MB com MBase,
a 30 até 37° ¢, de preferéncia de 35 até 37° C e a PH compreen
dido entre 5,5 e 8,5, de preferéncia, entre 6 e 8, durante um
intervalo de tempo igual a cerca de vinte e quatro horas.

Os produtos da reacg8o mencionados
podem ser utilizados como antibidticos (por exemplo, MB) ou co
no elementos de sintese para os inibidores da transglicosilase

(por exemplo, MA e MC).




Bacto triptona (Difco) 10 g/1

Extracto de levedura (Difco) 5 g/l

NaCl 5 g/l
 Agar 15 g/1
‘ pH = 7,2.

o AT g RIS AT A DT R b

Em seguida, descreve-se mais pormeno
rizadamente a invengdo por meio de Exemplos. As indicagOes das
percentagens sdo, se ndo se indica outra coisa, percentagens
em peso.

EXEMPLOS
Exemplo 1

Conservacdo da Estirpe de Bacillus spec. DSM 4675

A estirpe de Bacillus spec. DSM 4675
¢ mantida no seguinte meio nutritivo sélido (meio 1):

0 meio é distribuido por tubos de en
saio e esterilizado a 121° ¢ durante trinta minutos; seguida-
mente arrefece-se, vacina-se com a cultura e incuba-se a 37° ¢
durante dois a trés dias.

Uma suspensdo da cultura adulta ser-
ve como indculo da seguinte cultura principal que contém moeno

micina (Meio 2):

Amido de milho 40 g/1

Farinha de soja 35 g/l

Sacarose 10 g/1

CaC0 8 g/1

Solugdo de maceracgdo de milho 4 g/l

€030, 20 mg/1

(R)Genapol (éster alquil-poliglicdlico) 5 g/l

Moenomicina A 3 g/l (fil-
trada

para este
PH = 7,6 rilizag&o)

Incubam-se 30 ml deste meio por
baldo de Erlenmeyer de 300 ml depois da vacinagdo, durante oi-

. O ) ~
to a quarenta e oitoc horas a 37 C e cento e noventa rotagodes
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por minuto. A andlise por cromatografia em camada fina do fil-
trado da cultura mostra que, como produtos da separagdo da moe
nomicina, se detectam os compostos MA, MB e MC e que a moenomi
cina introduzida esta completamente desaparecida no fim da

reacgao.

Exemplo 2

Preparagdo de extractos Isentos de Células

Para a preparagdo de extractos
isentos de células cultiva-se Bacillus spec. DSM 4675 em fer-
mentador. Para o efeito, utilizam-se 10 ml de populagdo de cé-
lulas da placa de agar para a vacinagfo de uma pré-cultura
(500 ml de Meio 2 sem flavomicina, num baldo de Erlenmeyer de
2 litros), que se incuba seguidamente durante vinte e quatro
horas a 37° ¢ e 190 rotagdes por minuto.

Como andar de cultura principal
serve um fermentador laboratorial de 12 litros, cheio com 9 1i

| tros de Meio 3:

Peptona 12,5 g/1
Glicerina 20,0 g/1
Citrato 2,0 g/1
K,HPO, 1,5 g/1
MoSO, x 7 Hy0 0,5 g/1
FeCl3 X 6 H,0 0,04 g/1
Desmophen (propilenoglicol) 5,0 ml/1
pH = 6,8.

Vacina-se este meio com 500 ml de
pré-cultura e incuba-se a 37° ¢ durante vinte e quatro horas,
com 300 rotagdes por minutos e uma taxa de are jamento de 0,5
vvn,

Separa-se por centrifugagdo a cul-
tura depois de desenvolvida e ressuspende-se a pasta de célu-
las em tamp&o de fosfato de potdssio (pH 7,0) 50 mM (1 grama
de células humidas + 2 ml de tamp8o ). Em seguida, desfazem-se
as células com ultra-sons empregando uma French Press (R) ou
Dyno NMill (R) e utiliza-se o extracto bruto resultante para a

reacgao.

- 13 -




Numa mistura de ensaio com 100 micro
litros de extracto bruto, 12 mg de moenomicina A e 900 microli
tros de tampdo de fosfato de potéssio (pH 8,0) 50 mM, desagre-
ga-se 50% do substrato empregado durante sete a vinte e quatro
horas a 370 C. Como produtos da reacg¢do, encontram-se MA, MB e
MC.

Exemplo 3

Reacgdo preparativa de moenomicina A

Realizam-se reacgdes preparativas
num fermentador de 12 litros com 8,2 litros de tampdo de fosfa
to de potéssio (pH 8,0) 50 mM, 800 ml de extracto bruto de en-
zima e 100 gramas de moenomicina 4, a 37° ¢ e 100 rotagdes por
minuto. 0 decurso da reacgdo é seguido por meio de cromatogra-
fia em camada fina. Depois de decorridas oito e e gquarenta e
oito horas, liofiliza-se toda a mistura reaccional. A desagre-
gagdo da moenomicina é, em geral, igual a 40 - 60% (andlise
por ultravioleta do eluido de cromatografia em camada fina).
Como produtos dea reacgdo, obtém-se MA, MB e MC.

Exemplo 4

Preparagdo dos produtos da degradacdo

Introduzem-se 100 gramas de mistura
seca por liofilizagdo da mistura reaccional enzimatica em 2 1i
tros de dgua e extrai-se por duas vezes com 2 ml de acetato de
etilo de cada vez. Para completa separagdo de fases, foi neces
saria a centrifugag8o. Secaram-se com sulfato de sédio os ex-
tractos organicos depois de reunidos, filtrou-se e evaporou-se
até a secura. Obtém-se 0,4 grama (0,4%) de 4leo castanho-escu-
ro que, de acordo com o ensaio de cromatografia em camada fina
no sistema de n-butanol/édcido acético/dgua = 3 : 1 : 2 com gel
de silica (Merck DC-Alufolien 60 F254), com coloragdo com rea-
gente de acido fosfomolibdairo/sulfato de cério (IV) (seguida-
mente, abreviadamente designado por PMS), consistia principal-
mente no componente MA (valor de Rf = 0,85).

Extraiu-se seguidamente a fase aguo

ga assim obtida duas vezes com 2 litros de n-butanol de cada
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vez. Neste caso, também foi necessaria a centrifugacgfo para a
separagdo de fases. As fases butanélicas, depois de reunidas,
foram seguidamente concentradas o mais possivel, o residuo foi
retomado numa pequena quantidade de dgua e, em seguida, liofi-
lizado. Obtiveram-se 7,4 gramas (7,4%) dum pdé amarelado que,
de acordo com os ensaios de cromatografia em camada fina (com
as condigfes acima referidas e com o mesmo método de detecgdo),
consistia principalmente no componente MB (Rf = 0,52).

A fase aquosa assim isentada de
substancias nfo polares foi liofilizada. A quantidade de resi-
duo assim obtido foi de 76,9 gramas (76,9% de uma quantidade
total de 85%). O pé amarelo claro assim obtido consistia, de
acordo com a cromatografia em camada fina, numa substancia
principal polar designada por MC (Rf = 0,1), moenomicina A e
subprodutos secundarios.

Os produtos brutos assim obtidos
contendo os componentes MA, MB e MC foram ainda mais purifica-
dos, procedendo como se descreve seguidamente.

Exemplo 5

a) Purificag8o do produto de degradacgdo MA

Cromatografaram-se 400 mg do produ-
to bruto MA em 120 gramas de gel de silica (Merck 60, 15 - 40
mem), que se tinha regulado para um valor de pH igual a 7,5.
(O material da coluna para esse efeito foi previamente tratado
da seguinte forma: o gel de silica foi agitado durante uma ho-
ra em 500 ml de HC1 2 N, e em seguida separado por filtracio
sob sucgfo e lavado até & neutralidade. Em seguida, regulou-se
a um valor de pH igual a 7,5 com NaOH 1 N e, seguidamente, la-
vou-se com 2 litros de dgua e 500 ml de metanol. O material as
sim previamente tratado foi seco durante a noite a 120° C e ac
tivado. -

Como agente de eluicdo utilizou-se
clorofdérmio/etanol = 1 ; 1. A substancia foi adicionada & colu
na em 3 ml de mistura dissolvente e recolheram-se duzentas e
dezasseis fracg¢des cada uma com 2,5 ml. Com andlise por croma-
tografia em camada fina (chapas de DC e detecgdo como se des-
creveu no Exemplo 1; sistema eluente como meio de eluigdo da
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! fato de sdédio e seguidamente evaporadas até a secura. Obtive-
- ram~-se 27 mg de MA espectroscopicamente puro.

- produto bruto contendo MB proveniente da extracggo em 500 gra-

coluna) foram reunidas as fracgdes 115 - 175, secas sobre sul-

b) Purificacg8o do produto da degradacgd@o MB

Cromatografaram-se 3,1 gramas do

mas de gel de silica que foi regulada a um valor de pH de 7,5
procedendo de acordo com 0 processo esclarecido no Exemplo 2.
Com utilizagdo de uma instalacdo de cromatografia de média
pressdo (MPLC), eluiu-se com um caudal de 10 ml/minuto a uma
pressdo de 2 a 5 bar, com clorofdrmio/etanol/dgua - 4 : 7 : 1,5
Depois de um intervalo prévio de 600 ml, recolheram-se duzen-
tas e vinte fracg®es cada uma com 10 ml e purificaram-se por
cromatografia em camada fina. Juntamente com as fracgdes mis-
tas que contem MB, nas fracgBes 90 e 170 depois da evaporagdo,
retomada em dgua e liofilizagdo, obtiveram-se 1,28 gramas de

MB puro.

c) Purificagdo do produto da degradacdo MC

Cromatografaram-se igualmente sob
pressdo 2,2 gramas do produto bruto polar proveniente da fase
aquosa de extracg¢do (MPLC). Empregaram-se 500 gramas de gel de
silica com um valor de pH igual a 7,5 (processo de acordo com
o Exemplo 2) e como agente eluente utilizou-se acetato de eti-
lo/i-propanol/agua = 4 : 5 : 5. Depois de se suspender a amos-
tra da toma em metanol com 15 gramas de gel de silica, se eva-
porar o dissolvente e se introduzir o suporte assim tratado nu
ma pré-coluna, eluiu-se com um caudal de 5 ml/minuto e sob uma
pressdo de 2 - 4 bar. Depois de uma passagem prévia de 940 ml,
efectuou-se o subsequente fraccionamento em duzentas e cinquen
ta fracgdes cada uma com 10 ml. As fracg¢des foram ensaiadas
por cromatografia em camada fina com sistema acetato de etilo/
/i-propanol/dgua =1 : 1 : 1 com coloragdio com o reagente PMS
ou detecgdo da absorgdo de UV a 254 nm e reuniram-se. Juntamen
te com as fracgles mistas, obtiveram-se nas fracgdes 120 -

- 190, depois de dbtengdo de uma fase aguosa e subsequente lio

filizagdol 1,3 gramas de MC puro, gue foi submetido a ensaio
espectroscdpico.
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Exemplo 6

Esclarecimento estrutural dos produtos MA e MB obtidos por de-

gradacdo com Enzimas da Moenomicina A

(Os nimeros das férmulas de estrutura referem-se ao esquema
formular da pégina 19)

Para MA, derivou-se a estrutura
la. A ordenagdo da estrutura baseia-se no espectro de resso-
nancia magnética nuclear de 1°¢ de la, reacgsio de la com diazo
metano, que originou o éster de metilo 1b, que é caracterizado
pelo espectro de ressonancia magnética nuclear proténica e pe-
lo espectro de massas EI.

Para MB, deduziu-se a estrutura 2

13C e de massas FAB. A hidrogenagdo do

com base no espectro de
composto 2 originou o derivado deca-hidrogenado %a, que reagiu
com diazometano para se obter o composto 3b, que ja se tinha
obtido previamente por outras vias a partir da moenomicina A.
0 facto de o composto 2 (MB) poder
ser transformado enzimaticamente no composto la (MA) estd de

acordo com as estruturas referidas.

Descricgdo dos Ensaios

la

Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 130 (100,6 MHz,
CDBOD) : parte de moenocinol : § = 67,5 (C-1), 123,5 (c-2),
141,6 e 141,8 (C-3 e C-7), 32,3 e 32,5 (C-4 e C-5), 126,7
(c-6), 35,9 (c-8), 40,9 (c-9), 30,7 (c-10), 151,1 (C-11), 33,4
(c-12), 122,7 (¢c-13), 137,3 (C-14), 36,4 (c-15), 27,7 (c-16),
125,3% (¢-17), 132,2 (c-18), 25,9 (c-19), 17,8 (c-20), 16,1
(C-21), 109,2 (c-22), 27,3 (C-23 e C-24), 23,8 (C-25).

parte do dcido glicérico : & = 175,9 (¢-1), 80,6 (c-2), 64,1
(C-3).

CogHy 504 (44,6).

1b

Transformou-se la em solugdo aquosa
com (R)Dowex (forma H+) na forma H . Dissolveu-se la (forma
gt » 18,5 mg, 0,04 mM) em metanol (3 ml) e, a 0° C, misturou-
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~se com excesso de solug8o etérea de diazometano. Manteve-se a
mistura reaccional a 0° ¢ durante duas horas e a 20° ¢ durante
doze horas e depois evaporou-se até & secura. A cromatografia
em coluna (5 gramas de SiOZ, éter de petrdleo/acetato de etilo=
= 2 :1), originou 1b (3 mg).

Espectro de Ressondncia Magnética Nuclear Protdnica (80 MHz,
CDC1s) : é =0,96 (s, 6H, CHz-23 e CHz-24), 1,61 (s, 6H), 1,68
(s, 3H#), 1,73 (s, 3H) (4xCHz), 1,90-2,12) (H de alilo), 2,62
(largo 4, J = T7Hz, CH2—12), 3,78 (s, OCHB), 3,60-4,30 (OCHZ— e
OCH-Sinais), 4,62 (largo s, CH,-22), 4,87-5,47 (olefina H).-
CogHyg0y (460.7), MS: m/z (%) = 460 (0,03), 271 (10), 230 (19),
199 (68), 43 (100).

2

Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 130 (100,6 MHz,

.D20 ) : parte de moenocinol : J = 68,6 (C-1), 124,5 (c-2),
142,9 (Cc-3), 34,6 (c-4), 34,0 (C-5, C-10), 128,1 (C-6), 143,6
(c-7), 37,8 (c-8), 44,1 (C-9), 151,4 (c-11), 37,2 (Cc-12), 123,5
(c-13), 138,3 (c-14), 42,2 (c-15), 29,1 (C-16), 126,9 (C-17),
133,1 (c-18), 28,0 (Cc-19), 19,9 (c-20), 18,2 (C-21), 111,2
(C-22), 29,7 (c-23, 24), 25,9 (C-25). Parte do &cido glicérico:
14 =179,0 (c-1), 81,8 (C-2), 68,6 (C-3). Cogly 7077 (526,7)
Espectro de Massas FAB (Matriz : DMSO/glicerina): m/z = 615
(M-3H+4Na)™, 593 (M-3H+4Na)¥, 593 (M-2H+3Na)*, 571 (M-H+2Na)¥,
492, 267, 231, 185, 165, 143, 115.

3a

Agitaram-se, em atmosfera de H2 sob
condigdes normais, o composto 2 (14,9 mg, 28,3 mM) e Pt02 (4 mg
em metanol (3 ml) e acido acético (50 microlitros), durante
trés dias. Depois de se separar o catalisador por filtragdo e
se evaporar a secura, obteve-se 3a (13,5 mg). C28H57O7P (536,7 X
Espectro de Massas FAB (matriz : DMSO/glicerina) : m/z 625
(M-3H+4Na)™¥, 603 (M-2H+3Na)*, 581 (M-H+2Na)®, 558 (M-H+Na)¥,
514, 500, 498, 432, 404, 362, 340, 298, 288, 266, 186, 164,
142, 115, 93.

llap
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Tratou-se o composto 3a em solucgdo

aquosa com uma resina permutadora de iles (Dowex-50, forma H+)
para libertar todas as fungdes &acido. Depois de se separar por
filtrag8o a resina, liofilizou-se. Dissolveram-se8,5 mg (15,9
micromoles) da amostra assim tratada em metanol (2 ml). A 0° ¢,
adicionou-se uma solug8o de diazometano etérea em excesso. Man
teve-se a mistura reaccional durante duas horas a 0° C e a 20°
C durante doze horas. A evaporaglio & secura e a cromatografia
em coluna (5 gramas de §10,, éter de petrdleo/acetato de etilo
1 : 1), originou o composto 3b (4,0 mg).

Espectro de Ressondncia Magnética Nuclear Protdnica (80,20 MHz,
CDClz): & = 3,75 (s, OCHy e 2 d, 3Jy p = 10 e 12 Haz, P(OCHz),),
3,20 - 4,40 (OCH,-multipletes OCH-), Cy3Hg304P (578,8).
Espectro de Massas: m/z (%) = 563 (0,1, M—CHB), 519 (1,
M—COOCHB), 452 (1, M—(CH3O)2P(O)OH), 381 (3, M—Cl4H29, corte
da ligagdo entre C-8 e C-9 da parte de per-hidro-moenocinol 25)
229 (8, a), 212 (6, b), 127 (20), 57 (100).
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Exemplo 7

Actividades antibidticas dos produtos separados

Para a determinac¢do das actividades
antibacterianas, realizou-se um ensaio de diluigfo em agar com
agar de Mueller-Hinton (Antibiotics in Laboratory Medicine, V.
Lorian, Ed. Baltimore, 1986, paginas 1 - 10).

Produtos de Concentrag8o Minima de Inibig#o
Separagéo (micrograma/mililitro)
Str. pyogenes Staph. Aureus E. coli
77 503 DC2
MA > 100 7100 >100
MB 3,125 25 > 100
MC >100 > 100 7100

Exemplo 8

Ensaio de TPransglocosilase

Realizou-se a inibig8o da polimeriza
¢8o das cadeias de agucar de peptidoglicano pelos produtos da
separacgdo, de acordo com o ensaio descrito por Izaki (J; Biol.
Chem. 243, 3180 - 3192, 1968) com intermedidrios de lipidos da
membrana das células de E. coli K 12,

Este ensaio mostra que a moenomicina
A (20 microgramas/mililitro) inibe a reaccgéo de transglicosila
se em 52,7% e o produto de separagio MB inibe a enzima em

32,9%.
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REIVINDICAGCOES

- 1lg -

Processo para a preparagdo do com-
posto de degradacdo microbiolbgico de moenomicina da férmula I

caracterizado pelo facto de se incubar moenomicina A com o mi-
crorganismo da ColecgZo Alema de Microorganismos Bacillus spec,

DSM 4675 ou com um isolato enzimdtico dele extraido.
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Processo para a preparagdo de com-




postos de férmula geral II

1 2
R —O—CHZ—?H—OR 1T
COOH
na qual
Rl € hidrogénio ou um grupo fosfono e

R2

é um grupo alquilo de cadeia remificada ou nZo ramificada,

saturado ou n8o saturado em CS—C55,

caracterizado pelo facto de se incubarem antibidticos de fos-—

foglicolipidos com o microrganismo Bacillus spec. DSM 4675 ou

com um isolato enzimdtico dele extraido.

Processo de acordo com as reivindi

cagdes 1 ou 2, caracterizado pelo facto de se incubar a um va-—

lor de pH compreendido entre 5,5 e 8,5.

- 48 -

Processo para a preparagdo de moeno

micinase caracterizéavel por

decompor os antibidéticos de fosfoglicolipidos na ligacdo fos
foglicosidica,

um valor Sptimo de pH de 8,0 a 8,5,

uma temperatura Sptima de 45 a 55° ¢ e

um valor de Km de 4 a 10 micromolar relativamente & moenomi-
cina A como substrato, caracterizado pelo facto de se culti-
var o microorganismo Bacillus spec. DSM 4675.

- 23 _




n?., P 38 28 337.09,.

A requerente reivindica a prioridade

do pedido alem&o apresentado em 20 de Agosto de 1988, sob o

Lisboa, 17 de Agosto de 1989
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE PRODUTOS DA DEGRADACAO MICRO-
BIOLOGICA DE MOENOMICINA"

A invengdo refere-se a um proces
so para a preparagdo do composto de degradagdo microbioldgico
de moenomicina da férmula I

H2N 0 CO0OH
\\rEO—— 0
0
0 OH
HO
0
HO 0
NHAc
OH J
HO
/ oH I
HO
5 HO 0 0
/ /_\L, °
CO NHAc
HO ]
NH
0 = OH

MC

que compreende incubar-se moenomicina A com o microorganismo
da Colecgdo Alemd de Microorganismos Bacillus spec. DSM 4675
ou com um isolato enzimatico dele extraido.




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

