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"MEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
PATENTE DE INVENCION
en
ESPARNA
por VEINTE afios
a nombre de MERuK & CO., INC., entidad norteamericana, esta-
blecida en 126 East Lincoln Avenue, Rahway, Nueva Jersey,
Estados Unidos de América, por:
" UN PROCEDIMIENTO DE PREPARAR NEOMICINA A
.Y SUS SALES ACIDAS

Este invento se refiere a sustancias antibiéticas
nuevas y terapéuticamente utiles y a,procedimientos para ob-
tenerlas.- Nas especialmente, el invento se refiere a neo-
micina Ay a sales acidas de la misma y a procedimientos para
prepararlas en forma virtualmente pura a partir de caldos de

cultivo obtenidos cultivando cepas seleccionadas del género
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Actinomyces en medios de cultivo adecuados.-

En una publicacién de .jaksman y Lechevalier que
aparece en Science. 109. 305-30? (1.94-9) N se ha descrito que
ciertas cepas de Actinomyces. particularmente las pertenecian
tes a la subespecie Streptomyces. cuando se cultivan en me-
dios adecuados, producen un material que es activo contra
las bacterias resistentes a la estreptomicina y especialmente
activo contra las cepas de M. tuberculosis resistentes a la
estreptomicina.- En particular, se ha mostrado que un orga-
nismo identificado como Actinomyces fradil, o identificado
alternativamente como Streptomyces fradiae. da un producto
que ha sido denomihado neomicina y que se describe en la pu-
blicacién antes mencionada como compuesto basico con su ma-
yor actividad a reaccioéon alcalina, que es soluble en agua e
insoluble en disolventes organicos, termoestable, y activo
contra numerosas bacterias uram-positivas y Uram-negativas,
especialmente microbacterias, pero no contra hongos.- La pu-
blicacién sefala ademas, por espectro antibidtico comparativo,
que la neomicina bruta es muy diferente y distinta en su ac-
tividad de la estreptomicina y la estreptotricina.-

Aunque se indica en la citada publicacién que la
neomicina bruta recuperada de caldos de cultivo de Strepto-
myces fradiae contiene un solo compuesto activo, se ha com-
probado ahora que el producto bruto contiene en realidad una.
pluralidad de sustancias antibidticas.- La distribucién en
contra-corriente del material bruto con pentasol - acido es-

tearico 5% contra borato M/2 pH 7~?, es decir, acido bdrico
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y tampén de hidréxido sédico (mutuamente saturadas) indica
gue existen tres fracciones antibiOticas distintas.- Se ob-
tienen resultados similares con otros sistemas de contra-co-
rriente de disolvente organico y acuoso tales como butanol
normal contra &cido p-tolueno sulfénico 5-10% en agua, mutua-
mente saturados.-

<uomo ejemplo de una distribucién tipica de contra-
corriente, cantidades iguales de n-butanol y acido p-tolueno-
sulfonico 10% en agua se agitaron juntas y se dejaron separar
se como dos capas mutamente saturadas.- " En cada uno de 9
tubos o0 embudos separadores se coloc6é una porcidn de 60 mis.,
del n-butanol (saturado con acido p-toluenosulfénico 10% en
agua) .- Ademas, se colocé en uno de los tubos una porcidn
de 60 mis., de la solucidén acuosa (saturada de n-butanol),
y a Oste tubo se afadieron 4 grs., de un concentrado bruto
de neomicina con una actividad de unas 200-250 unidades/mgr.-
Este tubo se agité entonces a fondo, se dejaron separar las
dos fases liquidas, la fase acuosa se transfirié a un segundo
tubo y se afiladié fase acuosa nueva al primer tubo.- Se agi-
taron luego ambos tubos, se dejaron separar en dos fases li-
quidas y la fase acuosa del tubo 2 se transfirio al tubo 3;
y la del tubo 1 se transfirié al tubo 2, y se afadié fase
acuosa nueva al tubo 1.- Este proceso se continué hasta que
la fase acuosa originalmente afiadida habia sido hecha avanzar
hasta el tubo 9, y todos los tubos contenian dos fases liqui-

das.- Luego se afladieron 200 mis., de éter de petrdéleo a

cada tubo para forzar la actividad completamente en la fase
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acuosa que se separd y neutralizb.- e obtuvieron anflisis
de la solucibn de cada tubo sobre una base comparsble, y los
resultgdos se tabulan debajo.-

EX T+ T Y XX FF R XY ST R F S FFEE-F X £ E X 2 F 2 2 F

- 5 2 2 2 2 4 2 22 2+ 5 7 5 53

! 1 ! !
! ldctividad ! Tipo de !
} Tubo tUnidades/ml. ! Actividad.~ ;
! ~ (O ! _

‘8========8========-='=====.=================================:======
! ! ! !
! 1 ! 234 1 #4s soluble en disolvente!
P 2 ! 283 ! (neomicina A) !
! ] ! 397 ! !
! ! ! * !
! 4 ! 269 ! Solubilidad intermedia !
! 5 ! 251 ! (neomicina ¢) !
| 6 ! 17v ! !
} ! ! !
! 7 ! 181 ! iAs soluble en agua !
! 3 ! 143 ! (neomicina B) !
! 9 ! 81 ! |

En esta tabulacibn, aparecen crestas bien definidas
en los tubos 3y 7, y la distribuciéﬁ de la actividad indica
fuertementé la presencia de una cresta sumergida en'aproxima—
damente el tubo 5.=- Por este ejemplo parecer;a que sobre.
una base de actividad, las centidades relativas de los tres
componentes activos indicados est&n en el orden neomicina A >
n~omicina U > neomicina B, y que la cantidad de neomicina A
es menor gue que las cantidades combinadas de neomicina By C.-

Debe observarse a este respecto que las porciones
de las fraccicnes antibibticamente activas varfan alzgo de
tanda en tanda de neomicina bruta.- Bl tipo de medio emplea-
do al producir la neomicina bruta parece influir en las caﬁ—
tidades relativas de los tres componentes activos, pero los

tres componentes parecen ser producidos en los diversos medios
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que se han empleado hasta la fecha.-

La neomicina A se distingue de la neomicina By C
en razon de su mayor solubilidad en disolventes en un siste-
ma de distribucién en contra-corriente acuoso disolvente or-
ganico.- La neomicina u por el contrario, se caracteriza
por su baja solubilidad en los disolventes y la neomicina U
se caracteriza aproximadamente por una solubilidad en los di-
solventes que cae entre la de la neomicina Ay la de la B.-
Asi, cada una de las tres moléculas activas de neomicina pue-
de caracterizarse por su coeficiente de particién en un sis-
tema adecuado de disolvente organico y acuoso.-

L1 presente invento se refiere a los procedimientos
para la separacion de los tres componentes activos de la neo-
micina y, particularmente, para el aislamiento y purificacioén
de una de estas sustancias antibidticas a la que se hace refe
rencia como neomicina A en esta Memoria y a neomicina A vir-
tualmente pura y a sus sales acidas que se obtienen de este
modo. -

al procedimiento que se ha desarrollado es equipara
ble en Nierta medida a procedimientos que han sido descritos
pana el aislamiento de estrqtotricinay estreptomicina e in-
cluye las operaciones de preparar primero un picrato, someter
el picrato o una sal de &cido mineral regenerada desde el mis
mo a una adsorciéon cromatograficay elucion, y tratar el pro-
ducto muy purificado asi obtenido con una sal de acido arila-
zosulfonico para formar una sal cristalizada de neomicina A,

y convertirla en una sal virtualmente pura de acido mineral



tal como hidrocloruro de neomicina A.- En cada fase del
proceso, sin embargo, se obtienen resultados que son muy di-
ferentes y distintos de los resultados en el aislamiento de
estreptotricina y estreptomicina, y la posibilidad de ais-
lar sales puras de neomicina A depende de controles y precau-
ciones especiales en cada etapa del procedimiento general .-

uuando un concentrado de hidrocloruro de neomicina
obtenido de acuerdo con el procedimiento descrito en la pu-
blicaciéon de ".“aksman y Lechevalier antes mencionada se hace
reaccionar con acido picrico, y la sal o complejo de acido
picrico asi obtenido se convierte de nuevo en hidrocloruro de
neomicina, se comprueba que la actividad total del hidroclo-
ruro resultante es casi siempre mayor que la actividad total
del concentrado de partida, y a menudo tanto como dos o tres
veces tan grande como la actividad total del concentrado de
partida.- Asi, pareceria que el acido picrico efectla un
cambio quimico tal como la division de una forma combinada
de neomicina para dar moléculas libres o no combinadas, acti-
vas, que tienen una actividad, referida al peso, mayor que la
de la forma combinada.- Por otra parte, este aumento en la
actividad puede ser debido en parte a separacion de los com-
ponentes que poséen actividad antibidtica de sustancias inhi-
bidoras presentes en el concentrado delL cultivo.-

La preparacion de-las sales de acido picrico se
efectua preferentemente haciendo reaccionar una parte en peso
de hidrocloruro de neomicina bruto disuelto en unas seis

partes (volumen métrico) de agua y calentado a aproximada-
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de 200-250 unidades/mgr., 0 mas.- Aun cuando es posible
preparar sales brutas de neomicina de esta actividad por re-
precipitacion reiterada desde un disolvente organico, es muy
facil efectuar este aumento en la actividad pasando por la
fase de picrato de neomicina antes mencionada.-

En el proceso cromatogréfico, la s,1 de neomicina
es disuelta en un disolvente adecuado, tal como metanol o
metanol acuoso y puesta en contacto con una cantidad adsor-
bente, con preferencia dispuesto en una columna del tipo
cromatogréafico.- La columna se lava luego con disolvente
adicional y la solucidon efluente se ensaya de vez en cuando
afadiendo unas pocas gotas a una cantidad de acetona o éter,
indicando la aparicién de un precipitado en la acetona o en
el éter que los materiales antibidticos estan comenzando a
ser eluidos de la columna.- La columna puede entonces di-
vidirse fisicamente en zonas o fracciones separadas para la
extraccion de material antibidtico desde ellas, pero es pre-
ferible efectuar el fraccionamiento continuando lavando la
columna con un disolvente bal como metanol, metanol acuoso,
o metanol acuoso acido, y recogiendo varias fracciones dife-
rentes de eluato.- La sal acida de neomicina es precipita-
da desde estas fracciones, ya directamente, ya después de
evaporacion a volumen conveniente, por adiciéon a las mismas
de un disolvente miscible tal como acetona o éter, en el
cual sea relativamente insoluble la sal acida.-

A este respecto debe observarse que la eleccidn

del disolvente a emplear en el desarrollo y la elucion de la



10

15

20

25

193634

columna varia con los diferentes adsorbentes.- Asi, por
ejemplo, con alumina lavada con acido como adsorbente, el me
tanol que contiene hasta 15% de agua separa la mayor parte
de las impurezas de la neomicina adsorbida, al paso que el
metanol con 15-50% de agua sirve para eluir las zonas de ma-
terial activo.- En contraste con esto, cuando se emplea
alumina alcalina, el metanol que contiene hasta 50% de agua
se ha comprobado que separa esencialmente las impurezas solu
bles, siendo las zonas activas eluidas por el uso de metanol
con 50-70% de agua.-

Se ha comprobado al ensayar diversas fracciones de
eluato por el proceso de distribucidén en contra-corriente
antes citado, que la composicién de fracciones sucesivas de
eluato varia considerablemente.- Uuando se emplea alumina
lavada con acido como adsorbente y se eluye con metanol acuo-
so, las primeras fracciones parecen contener un predominio
esencial de un solo material antibidtico que es la neomicina
A que el invento busca recuperar.- Las ultimas fracciones,
aun cuando contienen todavia cantidades considerables de neo-
micina A, contienen tambian cantidades crecientes de otros
componentes, neomicina Ey o.- Parece existir tendencia a
que la alumina retenga algo de la neomicina B y O pero esto
puede vencerse lavando la columna con acido clorhidrico acuo-
so aproximadamente 0,1N.-

~omo prueba de la elucidon selectiva de las fraccio-
nes que contienen predominantemente neomicina A y para i1lus-

trar mas el efecto del procedimiento al acido picrico en el
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mente 70$ 0., con una soluciéon de aproximadamente 1,5 partes
en peso de acido picrico en aproximadamente 30 partes de
agua.- La solucién de hidrocloruro de neomicina se afiade
rapidamente a la solucidn casi hirviente de &cido picrico, y
comienza a formarse iInmediatamente un precipitado oleoso de
picrato de neomicina.- La mezcla se enfria luego y las
aguas madres se decantan del precipitado gomoso.- Luego, el
precipitado se disuelve en aproximadamente 3 partes de ace-
tona, Yy la solucidon resultante se mezcla con aproximadamente
34 partes de acetona que contienen 0,5 partes de acido clor-
hidrico, determinando la precipitacion del hidrocloruro de
neomicina.- Este hidrocloruro regenerado tiene en general
una actividad por unidad de peso al menos tres o cuatro ve-
ces mayor que la actividad del concentrado de partida.- La
neomicina puede precipitarse tambian en forma de otras sales
de acidos minerales por reaccion similar de la sal del &cido
picrico en solucidon en acetona con acidos minerales tales
como el sulfurico o el bromhidrico.-

La siguiente operacion de la purificacion de la neo-
micina y el aislamiento de la neomicina A supone la adsorcioén
cromatografica y elucién sobre un material adsorbente adecua-
do, tal como carbdén vegetal, carbdén vegetal lavado con acido,
alumina, alumina lavada con acido, tierra de diatomaceas y
gel de silice; siendo los adsorbentes preferidos el carbén
vegetal y la alumina lavada con &acido.- La sal de neomicina
empleada para la purificacion cromatografica debe estar sufi-

cientemente concentrada y purificada para tener una actividad
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aumente de la recuperaciéon de neomicina A se presentan los si-
guientes datos comparativos.-

tina muestra de 2U grs. de hidrocloruro de neomicina
con una actividad de unas 250 unidades/mgr., pero que no habia
pasado por la etapa del picrato, se cromatografid en una colum
na que contenia 1.000 grs., de alumina lavada al acido, dando

los resultados siguientes:

iTipo de eluatd Peso de la frac- ! Actividad de la frac-!

1 iy volumen. I cién solida recu-! cion.- !
IFraccionl-—-——————————— I perada. e P !

NVol. ' A _— ! unidades™agr . 1

Imls. iggtanol! gramos t !
13-¢'-g —a= 1 N===38== : =====s _
! ! ! ! i
1 171400 ' 90 - 4,53 1 304 .
t ! ! ! ! i
! 2 12800 ' 85 = 4,10 ‘ 427 :
| 1 1 1 = !
1 3 12020 ' 80 i 2,50 ! 3io ’
! ! ! ! ! i
| 4 11050 1 70 ! 2,37 i 380 .
. ! ! ! < t
t ! ! ! ! t

Se cromatografiaron similarmente en dos columnas
dos cantidades adicionales.de 20 grs. de hidrocloruro de neomia
cifia con una actividad de unas 239 unidades/mgr. y preparadas
por regeneracion de picrato de neomicina, conteniendo cada co-
lumna 1.000 grs. de alumina lavada con acido, y fracciones
correspondientes de las dos columnas se combinaron para dar

los resultados siguientes:

i!Tipo de eluato! Peso de la frac-! Actividad de la frac-!

I I y volumen I cién sélida re- ! cion. 1

iFraccion! ————— ———————— ! cuperada. _-— !

! Ivol ! % e ! unidades/mgr . I
-i-_:—:: _:::!2']:|=S:.:!r2e:':t§|;g|S:::!:: gramos !=_=:’\‘=::::S:=:Z:::35-':$S: ;
1 1 1 t 1 t
11 i3200: 90 i 18.1 ! 290 t
! ! ! ! ! !
12 ip820!1 9,6 ! 760 !
i i ! 2 ! ! !

i 3 16420 80 ! 5,4 ! 683 !
! i i ! ! t

- 10 -
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La primera de las anteriores tablas que muestra las
fracciones 2 y 4 con una actividad ligeramente mayor a la
fraccion 3, indica claramente que ha tenido lugar una separa-
cion de al menos dos componentes activos.- La comparacién
de la actividad del material recuperado de la fraccién 2
(neomicina A) en la tabla primera con la actividad incremen-
tada de la fraccién 2 de la tabla segunda, indica claramente
que la fase del picrato ha proporcionado una recuperacion in-
crementada de la neomicina A.-

Un solo tratamiento de purificaciéon cromatografica
dara, al menos una parte de la actividad en forma de material
purificado con dos a cinco veces la potencia del concentrado
de partida, dependiendo el grado de aumento en la potencia,
desde luego, del cuidado tomado en la eleccidon de las frac-
ciones de eluato.- Los tratamientos cromatograficos sucesi-
vos de las sales* acidas de neomicina recuperadas de las frac-
ciones de eluato dan una purificacion ulterior y separacion
de los diversos componentes de la neomicina, y es posible,
empleando el proceso cromatografico, obtener facilmente con-
centrados de neomicina A con mia actividad de 500-1000 unida-
des/mgr .- Las sales de acidos minerales de este orden de
actividad son terapéuticamente Utiles pero no son practicas
desde el punto de vista comercial, ya que la presencia de
pequefias cantidades de impurezas, asi como la falta de uni-
formidad en la actividad, hace dificil determinar las canti-
dades de estos productos que pueden administrarse terapéuti-

camente con seguridad.-

11
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Se ha comprobado ademds que las sales esencialmente
puras de neomicina A obtenidas en la purificacidén cromatogra-
fica pueden convertirse en un producto todavia mas puro y
esencialmente uniforme por reaccion con ciertas sales de acido
arilazosulfonico para formar una sal cristalizada de neomici-
na A que puede purificarse facilmente por recristalizacioén y
convertirse luego de nuevo en una sal de acido mineral esen-
cialmente pura de neomicina A.- La heliantina y el naranja
Il que fueron eficaces en la formacion de sales cristalizadas
de estreptotricina y estreptomicina no parecen formar sales
con la neomicina A que puedan purificarse facilmente.- Estas
dales de neomicina A son tan dificilmente solubles en los di-
solventes usuales que la recristalizacién no puede realizarse
convenientemente.- Sin embargo, se comprueba que el p-(p*-
-hidroxifenilazo)-benceno sulfonato sédico forma una sal cris-
talizada Tacilmente purificada con la neomicina A cuando una
sal acida de neomicina A con una actividad de al menos 400
unidades/mgr., y, con preferencia, con unas 700 unidades/mgr.,
se hace reaccionar con al en agua, metanol, o mezclas acuosas
de alcoholes alifaticos inferiores.- El disolvente preferi-
do a usar en esta reaccién es agua o metanol acuoso, y se han
obtenido resultados muy satisfactorios en la purificacién por
recristalizacion cuando se recristaliza la sal del acido ari-
lazosulfonico de neomicina A desde metanol acuoso que contie-
ne 5-50% de metanol .- En la formacién de esta sal, es pre-
ferible emplear la sal de acido mineral de neomicina Ay la

sal de acido arilazosulfonico en una relacién de aproximada-
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mente dos a una partes en peso.- La reaccidén es una reac-
cion metatéticay puede realizarse a la temperatura ambiente
pero, con preferencia, se lleva a cabo a una temperatura de
unos 60-703 C., aungque pueden usarse temperaturas de hasta
unos 1003 C.- A la temperatura ambiente, la terminacion de
la reaccién puede necesitar una a tres horas con agitacion,
pero a 60-703 se obtiene una reaccién casi inmediata.-

La sal cristalizada del acido p-(p°-hidroxifenilazo)
-benceno sulfoénico de la neomicina A después de purificacion
por recristalizacion tiene una actividad de unas 6l2unidades/
mgr., comienza a descomponerse sin fusidn a unos 2259 u., y
cuando se somete a ensayos de adsorcion ultravioleta muestra

una banda pronunciada a 3-700 A = 400).- Por anali-
*

1 cm
sis, se comprueba que el producto tiene la siguiente composi-
cion elemental parcial: 6, 50,62; R, 5.03; y N, 11,31.-

Al formar la sal cristalizada de acuerdo con el
procedimiento arriba descrito, es decir, usando menos de una
cantidad equivalente del p-(p"-hidroxifenilazo)-benceno sul-
fonato soédico, el precipitado cristalizado inicial formado
es virtualmenue puro.- L1 uso de mayores cantidades efectua
una separacién ce mas de la actividad original, pero da un
producto menos puro que contiene aparentemente formas crista-
lizadas de neomicina Ry C.- También se ha comprobado que
la composicion de la sal del acido mineral de neomicina afec-
ta mucho a los resaltados obtenidos en la operacién de cris-

talizacion. - A;1, por ejemplo, si la sal de acido mineral

de neomicina se obtiene a partir de una fraccién ultima en
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el proceso cromatograficoy contiene cantidades sustanciales
de neomicina By C, es muy dificil obtener una sal cristali-
zada que sea una sal pura de neomicina A.- Si la sal de
acido mineral de partida de neomicina es una sal de neomici-
na A con una actividad de al menos 700 unidades por mgr.,
sin embargo, parece que pequefias cantidades de neomicina B o
C que puedan todavia estar presentes permaneceran en solucioén
durante la etapa de cristalizacion.- De hecho, la adicion
de mas p-(p"*-hidroxifenilazo)-benceno sulfonato sodico a las
aguas madres después de la cristalizacion de la neomicina A
ha dado un producto cristalizado con una forma acicular y un
analisis elemental que le distingue de la neomicina A .-

Uomo evidencia ulterior de que las aguas madres
después de la cristalizacion de la sal de acido arilazosul-
fonico de neomicina contiene cantidades residuales de neomi-
cina A y neomicina B, se exponen los datos siguientes:

Una parte de material que representa eluatos ante-
riores de las columnas cromatograficas se traté con la mitad
de su peso de p-(p- hidroxifenilazo)-bencenosulfonato sédico
para dar la sal de neomicina A sustancialmente pura una vez
cristalizada en un rendimiento de aproximadamente 40% del
peso de partida.- Las aguas madres de la sal se libertaron
del &cido sulfoénico por extraccion de la solucidn acidifica-
da con butanol.- La solucidn acuosa se neutralizdé luego y
se tratd con acido picrico para dar un picrato que se convir-
tido luego en la sal hidrocloruro en la forma usual.- Las

aguas madres de la formacion del picrato insoluble se liber-

14
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taron de acido picrico, se evaporaron hasta obtener un jarabe
se diluyeron con metanol y se precipitaron vertiendo la solu-
cién en acetona.- El producto se sec6.- El hidrocloruro
de neomicina A, el hidrocloruro del picrato, y el producto
obtenido de las aguas madres del picrato* se examinaron por mé
todos de distribucion usando el tampén de borato M/2 pR 7)3
contra acido estearico 5% en sistema de pentasol.- La can-
tidad de actividad en cada tubo se muestra a continuacion

para experimentos comparables.-

Actividad en cada tubo al final de la distribuciéon con

1 I I ] 1 il
THidroclo Uiidroclo-!
Truro delruro del! Producto de las aguas

Tubo Ineomici-! picrato ! madres del picrato
na "A" 1 (2 ! (3)
Q) iunidades !

unidades/ml .

Tunidades! mi.
I mi. 1

1 (final del so- 0 310 2740
luble en agua)
2 0 53 970
3 0 50 592
4 54 145 733
5 168 980 739
6 I 517 1700 692
7 (Ffinal del soluble! 742 2280 309
en disolvente) !
8 1 410

(1) ensayo de 7.2 mgrs. en ocho tubos.-
(2 ensayo de 32.2 mgrs. en siete tubos,

(3 ensayo de 104 mgrs. en siete tubos.-

- 15 -



10

15

193684

La columna I de la tabla anterior muestra claramen-
te que el hidrocloruro de neomicina A regenerado de la sal
acido del p-(p*"-hiaroxifenilaao)-benceno sulfénico es un solo
compuesto homogéneo.- La columna I1l1*indica que el tratamien-
to de las aguas madres procedentes de la formacidén de la sal
cristalizada del acido arilazosulfonico de neomicina A con
acido picrico y regeneracion subsiguiente del picrato al hi-
drocloruro, efectla otra separacion de neomicina A desde las
aguas madres, pero que el material asi separado contiene al
menos otro componente activo.- La columna 111 indica ademas
la accion separadora del tramiento del picrato, ya que las
actividades de cresta en los tubos 1 y 5 indican la presen-
cia de dos componentes activos, y el bajo valor en el tubo
7 indica que el contenido de este material en neomicina A
es muy bajo.-

La siguiente comparacién de actividades respecto a
diversos micro-organismos muestra las diferencias en el caréac-
ter especifico que se observan para el hidrocloruro de neo-
micina A y el hidrocloruro obtenido de las aguas madres del

picrato antes descritos.-

GRAFICO
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(y /mi. requeridos para inhibicién)

iHidroclo-{Producto de
'ruro de !las aguas
Ineomicinalmadres del

1AM {picrato 300
11700 uni-'unidades/6igr
Tdades/mgr!
4
t
. Aspergillus niger M" 442 % ¢ 59 { <150
Trichophyton mentagrophytes MF 1932 I <59 = ¢150
Bacilo de Rodenheimer MB 265 i 15 { 19
B. cereus MB 19 % 1,5 = 37
M. lysodeikticus ™NB 79 i 1,5 { 3
B. subtilis MB 249 ! 2 { 15
i
E. coli W NB 208 i 7,4 E 7
E. coli resist. a la estreptomicina MR ! 30 ] 19
- 273
coli O MB 61 7,4 1 7,5
E. coli C resistente a la neomicina 59 75
4. aureus MB 109 0,741 15

De las sales crdabalizadas purificadas de acido ari-
lazosulfénico de neomicina A, pueden prepararse sales esencia],
mente puras de &cidos minerales de neomicina A haciendo reac-
cionar la sal compleja con un exceso de acido mineral tal
como el clorhidrico, el sulfurico o similares, en agua, meta-
nol o una. mezcla, acuosa de alcoholes alifaticos inferiores.-

El acido arilazosulfénico libertado en esta reac-

cion es separado por fmltracidén o extraccién con butanol, y
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la sal de acido mineral y neomicina A que queda en el filtrado
o fase acuosa después de la extraccidn es precipitada vertien-
do el filtrado o solucion acuosa en un disolvente, tal como
acetona o éter o una mezcla de ellos que sea miscible con la
solucioén pero que no sea disolvente para la sal del antibidéti-
CO.- El precipitado asi obtenido cuando estd libertado de
disolvente y seco de acuerdo con métodos convencionales es la
sal esencialmente pura de acido mineral y de neomicina A.-

Al hidrocloruro de neomicina A preparado de este mo-
do muestra una actividad de unas 1700 unidades/mgr., comienza
a obscurecerse a unos 2202 u., y funde con.descomposicién a
unos 2p0-2509 0.- Después de secado a temperatura ambiente,
el hidrocloruro de neomicina A, cuando es calentado sobre el
micro-block tiene una rotacién en agua de aproximadamente

+g”o, - Una solucidén acuosa muestra sustancialmente
s6lo absorciéon final en el ultravioleta.- La titulacioén po-
tenciodmetrica ¢e-1 hidrocloruro de neomicina A da un peso
equivalente de 128 con un pH 1/2 7,70-7,80.- El hidroclo-
ruro de neomicina A da ensayo positivo de ninhidrina, pero el
ensayo de Sakaguchi para los guanido-grupos, el de Elson-Mor-
gan para la glucosamina, y los ensayos del maltol son nega-
tivos. - Una distribucidon de contra-corriente de hidrocloru-
ro de neomicina A en fases mutuamente saturadas que compren-
den tampén de borato M/2 pii 7,3 y acido estearico 5% en pen-
tasol muestra la presencia de un solo componente por ensayos
de actividad bioldégica y por ensayos cuantitativos de ninhi-

drina.- El coeficiente de particidén en este sistema es de

18
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5 aproximadamente.- Los analisis elementales de hidrocloruro
de neomicina A muestran la presencia de: 0, 32,52; H, 6,86;

N, 011,571 Cl, 28,65; la pérdida de peso en el secado de la
muestra analitica durante dos horas a 100% u., en vacio en ana
cubeta pesadora fué de 9,7%.- El analisis del amino-nitrége-
no dié un valor de 11 ,25%.- H1 hecho de que el aminonitroge-
no sea igual al nitrégeno total en la neomicina A es una pro-

piedad caracterizante significativa.-

~omo ulteriores propiedades caracterizantes, el es-
pectro de absorcion del infra-rojo de hidrocloruro anhidro de
neomicina A mostrdé bandas de absorcidn caracteristicas de gru-
pos -OH y ~ NH* y ausencia de absorcion en la regidén caracte-
ristica de grupos de ester carbonilo y grupos amidicos mono-
sustituidos.- -a acetil-neomicina A mostro bandas de absor-
cioén caracteristicas de grupos ™ NH, grupos de aster carbonilo
y grupos amidicos monosustituidos, junto con una banda de ab-
sorci6on limpia y neta a 9)3/".- La altima banda estd también
presente en el espectro del hidrocloruro, pero esta algo en-
ma-scaradapor la absorcién del hidroxilo.-

H1 sulfato de neomicina A preparado a partir de la
sal del acido arilazosulfonico en la forma arriba descrita tie-
ne una actividad de unas 1700 uni®dades/mgr., una rotacién Op-
tica de material seco a la temperatura* ambiente fué de Ipﬂd N
+72% (0, 1.0% en agua).- H1 sulfato de neomicina A secadg g
100% o., en el vacio mostrdo un analisis de nitrégeno de aproxi-
madamente 11,25%.-

H1 sulfato de neomicina A puede convertirse a la
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base libre de neomicina A por reaccié6n con hidréxido de bario
diluido, es decir, aproximadamente 0,2N en solucidén acuosa,
separando el precipitado de sulfato de bario asi formado, y
afladiendo metanol y acetona en una relacién aproximada de

1 : 10 a la solucidén resultante para precipitar neomicina A
libre.- La base libre secada a la temperatura ambiente tiene
una actividad de aproximadamente 2345 unidades/mgr., y uha ro-
tacioén optica de +792 @& ., 0,37 en agua) y cuando se

calentd sobre un micro-block comenzé a obscurecerse a 210° o.,

y se descompuso gradualmente hasta unos 2702 0., sin fundir.-

En solucion, la base libfe da una reaccion fuertemente alcalina
El hidrocloru.ro de neomicina A puro obtenido por el

procedimiento anterior, muestra actividad contra diversos mi-

cro-organismos con inclusién de organismos resistentes a la

estreptomicina, segun queda indicado por la tabla siguiente:

! Hidrocloruro de neo-!

I*micina "A".- Concen-!

I tracion mgr./mi. re-1

! querida para la inhi!
! bicion completa. !

Organi sm"os

Staph. aureus MB 109 0,00074
B. subtilis MB 249 0,002
E. coli W (resistente a la estreptomicina) 0,030
?- cereus MB 19 0,0015
57 coli C (resistente a la neomicina) 0,059

Existen también indicaciones de que la neomicina A

tiene actividad biolégica diferente de la de la neomicina By C
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oero la couplets evaluacién de estas diferencias solo puede ser
determinada cuando se disponga de muestras puras de neomicina
By C.-

Los ejemplos siguientes muestrah las diversas opercio
nes que entran en juego en la preparacién de sales puras de aci
do mineral y neomicina A de acuerdo con el presente invento,
pero ha de entenderse que estos ejemplos se dan a modo de ilus-

tracion y no de limitacién.-
AURMPNO |

Una porcién de 50 grs. de hidrocloruro de neomicina
bruto (80 unidades/mgr.) se disolvié en 300 mis. de agua y se
calent6é a 70e C.- Esta solucidn se afiadié en seguida a una
solucidn casi hirviente de 75 grs. de acido picrico (contenien-
do 10% de humedad) en 1400 mis. de agua.- uomenz6 aformarse
inmediatamente un precipitado oleoso pardo de picrato de neo-
micina.- Al enfriarse algo ( a unos 605u), el precipitado se
volvid viscoso, y la solucién que sobrenadaba se separd de él
por decantacién, y la goma se lavé con 50 mis. de agua.- La
solucion que sobrenadaba y las levaduras se enfriaron luego a
0-520, después de lo cual se separé un nuevo precipitado gomo-
S0 espeso contaminado con acido picrico cristalizado.- Las

aguas madres se separaron por decantacién, y el residuo se en-

juagdé con 1UO mis. de agua.-
ElI primer precipitado oleoso de picrato de neomicina
de dos tandas de 50 grs. preparadas como antes se ha descrito,

se disolvid en unos 200 mis. de acetona.- Se produjo facil-
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mente, con agitaciéon, la disolucién de cada precipitado oleoso
en unos 75 mis., de acetona.- Las soluciones combinadas se di-
luyeron a unos 600 mis., con acetona, y a esta solucidn se afia-
dié con agitacion una solucion de 20 mis., de acido clorhidrico
concentrado en 280 mis., de acetona.- La precipitacién de hi-
drocloruro de neomicina comenzé inmediatamente; el precipitado
era gomoso al final de la reaccidn en este caso.- La adicidn
de 20 mis, de agua efectué la disolucion de la goma.- La so-
lucion acuosa se diluyd con 180 mis,, de metanol, y la solucién
se vertid entonces en dos litros de acetona para precipitar el
hidrocloruro de neomicina como polvo sé6lido de color avellana.-
Usualmente se obtiene un precipitado sélido en la primera se-
paracion de hidrocloruro, sin embargo.- El peso del hidroclo-
ruro de neomicina procedente de la primera fraccidén de picrato
de las dos tandas combinadas fuid de 28,6 grs., con actividad

de 250 unidades/mgr.-

El segundo precipitado oleoso de picrato de neomicina
obtenido por enfriamiento de la solucidén que sobrenadaba del
primer picrato a 0-59 u., se trabajé en la misma manera.- Esta
fraccion procedente de dos tandas de 50 grs., combinadas, se

combiné y convirtié en el hidrocloruro; rendimiento 22,7 grs.,

actividad, 290 unidades/mgr.- La tabla siguiente resume los
rendimientos
o ! ! Actividad, Unidades
Fraccidn i Peso, grs.! unidades/ total
1 mgr,
! ! t
Material de partida ! 100 1 80 18.000.000
Primera fraccién de picrato!
regenerada a hidrocloruro ! 28,6 250 17.150.000 !
| : !
Segunda fraccion de picrato! ! 1
regenerada a hidr-ocloruro ! 22,7 290 16.600.000 !

22
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La discrepancia en la recuperacién de actividad se
debe probablemente, no a variaciones en el analisis, ya que los
resultados eran valores promediados.- Pareceria posible que
la divisidén por el acido picrico de una forma combinada de neo-
micina pueda haber libertado una forma libre méAs activa.- Tam-
bién es posible que puedan desarrollarse sustancias inhibido-~
ras, siendo precipitada la neomicina como picrato y quedando

el inhibidor en solucién.-

& J BMP L O 1T,

100 grs. de hidrocloruro de neomicina (84 unidades/
mgr,.) se disolvieron en 6UU mls. de agua y la solucidn se ca-
lentbé a 702 .- A esta solucibdn se afiadid una casi hirviente
de 150 grs. de acido picrico entres litros de agua.- La nmez-
cla se enfrid a 100C.,.y las aguas madres se decantaron de un
precipitado gomoso de picrato de neomicina.-— El precipitado
se disolvid en unos 300 mls, de acetona, y la solucién se mez-
cld con 3400 mls. de acetona que contenian 50 mls. de acido
clorhidrico concentrado,- El hidrocloruro de neomicina preci-
pitado pesb 64,7grs.- Después de lavado con acetona y secado,

el producto mostré una actividad de unas 240 unidades/mgr.-

M J B uPLO IIT,

Una muestra de 2 gramos de cada uno de dos diferentes
concentrados brutos de neomicina’se disolvid en 12 mls. de agué

¥ la solucibn se calentd a 602 C.- A cada solucidn se afiadid

- 23 -
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una solucioén de 3 grs. de acido picrico en 60 mis. de agua ca-
liente (9020).- Cada solucion se enfrio luego a 59C, y la so-
lucidén que sobrenadaba se decantdé Ael precipitado de picrato
gomoso. - En cada caso, el picrato gomoso se disolvié en 15
mis. de acetoRa y la solucidén aceténica se vertié con vigorosa
agitacion en 150 mis. de acetona que contenian 1,5 mis. de aci-
do clorhidrico concentrado.- mi hidrocloruro de neomicina
precipitado se recogi6é sobre un filtro, se lavé con acetona y
éter y se sec6 en el vacio.-

Los resultados de cuidadosos ensayos promediados so-
bre los materiales originales e hidrocloruros regenerados sobre
bases yuxtapuestas se dan a continuacién, junto con valores me-

dios de analisis obtenidos en un periodo anterior

MUR3TRA i PxUDUTO
1 1
_________________________________ S |
iPesoimnsayola-! Ensayo ori-! 1 Ensayolado 1% de recupera-!
Igrs.ido alado Iginal. IPeso ! alado Icion de activi!
1 Tunidades/ ! Unidades/ ! grs. ! unidades/mgnldad (base lado!
1 I mgr. 1 mgr . 1 1 1 a lado). 1
; i ! ! !
i 1 195 ! 84 1132 1 310 ! 103
] i i ! ) !
: 1 157 ! 100 10,88 i 336 ; 94
1 t 1 t ;

Los ensayos lado a lado promediados muestran aproxi-
madamente recuperacién cuantitativa de actividad.- Sobre la
base de los ensayos anteriores sobre el material de partida,
la recuperacioéon estaria bien por encima de 100 por ciento en
las aguas madres en este experimento.- Asi, la recuperacion

de actividad es excepcionalmente elevada.- Es insélito que
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tal recuperacion sea observada rutinariamente, de modo que

existe la posibilidad de que esté indicado un fenémeno tal co-
mo la division de formas combinadas menos activas de neomicina
A, o la eliminacidén o separacién de sustancias inhibidoras por

el proceso.-
mdRMPLO V.

Una porcidon de 22 gramos de hidroclor i.ro de neomi-
cina (actividad 290 unidades/mgr. preparado a través del pi-
crato, como se describié en el ejemplo 1) se disolvié en 18
mis., de agua y la solucién se elaboré en una columna croma-
tografica de alumina (1 iig. de alumina lavada con &cido sul-
fdrico a pH 4,5; con metano! absoluto como relleno humedo) y
se desarrolld sucesivamente con 2.500 mi., de metanol 90%,
3000 mis., de metanol 85% y 2000 mis., de metanol 80%.- Se
tomaron fracciones correspondientes del filtrado comenzando
en el momento en que la banda amarilla ripidamente movible
(acido picrico o un derivado presente en el material de par-
tida) comenzé a emerger de la columna.- Las tres fracciones
asi obtenidas fueron concentradas a la forma de jarabes finos
en el vacio, trituradas bajo etanol absoluto, filtradas y se-
cadas; los resultados se resumen a continuacioén

iPeso,!ActiviQ! !

i ! Por ciento de actividad
mis. ' de_  jUnidad ! Unidades totales!
Isoli-! mgr. ! de partida.
'do ! !
1 _ t L
! ! !
11700' 5 691 300 ! 1 .700.000 ! 26 t
13000! 4,77¢ 700 ' 3.340.000 ! 52 t
120001 2.121 500 ' 1.060.000 E 16 )
1 i ! i
22 * 290 E 6.400.000 ! 100 i
1 ; !
I - I
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Una muestra de 2 grs., de hidrocloruro de neomicina
(175 unidades por ngr.) se disolvié en 2 mis., de agua y la
solucién se diluyé con 18 mis., de metanol.- Esta solucidn

se cromatografié sobre una columna de 100 grs., de aldmina no

5 lavada al acido (Harshaw) compuesta en metanol.- El desarro-
110 de la columna se realiz6é con porciones de 250 mi., de me-
tanol 90%, de metanol 85%) de metanol 80%, de metanol 70%, de
metanol 50%, y de metanol 30%, y finalmente con agua.- La
actividad comenz6é a aparecer solo ligeramente en los eluatos

10 de metanol 70%, de modo que se aislaron sélidos unicamente del
metanol 50% y del de 25% y de los eluatos del agua.- Los
resultados se resumen como sigue:

Fraccioén Peso, grs. Actividad, Unidadas/mgr.
. 15 L
i i
F Eluato de metanol 50% 0,267 242
g Eluato de metanol 25% 0,278 315
I Eluato de agua 0,155 285
;
20
La actividad se retiene mas fuertemente sobre alu-
mina alcalina que sobre alumina lavada con acido cuando se
usa metanol acuoso como disolvente.- Asi, se han obtenido
mejores resultados con columnas lavadas con acido.- uon un
25 preparado de hidrocloruro de neomicina bruto (100 unidades/mgr.)

alcanzé una purificacion muy satisfactoria por cromatografia

directa sobre alumina lavada con acido en metanol acuoso, ob-
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teniéndose una fraccioéon de cresta, 700 unidades/mgr.- Esta
fraccion aparecié en un eluato de metanol 70%, y se obtuvo ma-

terial de 400-300 unidades/mgr.por elucion ulterior con metanol

50%.-
EJEMPLDO \

Dos gramos de hidrocloruro de neomicina bruto (100
unidades/mgr.) se disolvieron en 20 mis. de metanol 85% y se
cromatografiaron sobre 100 grs. de alumina lavada con acido.-
Las soluciones de elucién, rendimientos ponderales después de
aislamiento de fracciones solidas, y las actividades de las

fracciones sélidas, se muestran a continuacion

iDisolvente jVolumen del! Peso grs. de la Actividad de lal

4

! Fraccion jde elucion, jeluato. ifraccion solida fraccion solida,!
- 1 1 1 unidades/mgr.
!nwet?- ! T i
! no 90% ! : i
I 1 ° % 250 t 0,505 i < 10
! 2 1 8% | 250 't 0,125 ! 20
1
t 3 L™ 80% | 500 i 0,232 L 250
t o= ; i
4 i 70% Y 250 % 0,125 { 700
t 5 t * 50% I 250 i 0,195 L 400
i
! 6 Tagua ! 250 0,170 ! 125

EJE MPLO VI

Se prepar6 una columna rellenando una cromatografica
de 76 mi. de didmetro con®una mezcla intima de 200 grs. de car-

bon vegetal activado y 75 grs. de Ffibra de policel.- La mez-
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cia seca se afiadid en porciones y se apisond fuertemente des-
pués de cada adicion.- A la columna preparada seca se le ana-
didé una solucién de 100 grs. de hidrocloruro de neomicina bru-
to en 600 mis. de metanol 78™™ La columna se desarrollé con
2 litros de metanol 75%) seguidos por un litro de metanol 50%.-
Se recogieron cuatro fracciones de filtrado de 500 mis. cada
una (metanol 75%), y luego una fraccion de un litro (metanol
50%) .- Las dos primeras fracciones se precipitaron vertiendo
en aproximadamente diez volumenes de acetona para dar solidos
gomosos que se granulaban cuando se agitaban con alcohol abso-
luto.- Las dos ultimas fracciones de 500 mis. se combinaron
después de precipitacion y granulacion.- El eluato de meta-
ncl 50% no se trabaj6, ya que contenia s6lo un total de 75.000
unidades de actividad.- Los pesos y actividades de las tres
fracciones soélidas obtenidas fueron: (1) 53.97 grs., 94 unida-
des/mgr.; (2) 27,67 grs., 143 unidades/mgr.; (3 y 4 combinadas),
2 gramos, 97 unidades/mgr.- El color de estos sélidos fué

avellana péalido.-
EJEMPLDO vil

_ 500 mgrs. de concentrado de neomicina A (750 unida-
des/mgr.; obtenido por cromatografia) se recromatografiaron
sobre una columna de 25 grs. de alumina lavada con acido.- Las
fracciones de eluato recogidas se evaporaron a la forma de ja-

rabes, se granularon bajo etanol y se secaroén.-
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X ’ ! ! !
! ! Eluato ! Producto sélido del eluato !
!==========!=======:==================!============:==========a=aa=!
! . ! : ! ' !
¢ rraccidén ! vol. mls. ! % de metanol ! Peso, mgrs. ! Actividad, !
{ ! f { _ ! unid/mgr. !
!g=========!=a=======é=!=:============!=============!==88=======€8=!
! ! ! ! ! !
! 1 ! 60 ! 90 ! 199 ! 710 !
! ! ! ! ! !
! 2 ! S0 i 85 ! 118 ! 1220 !
! ! ! ! ! !
! > ! 100 § 80 ! 58 ! 925 !
} ! ! ! ! !
! 4 100 ! 70 ! 75 ! 300 !
! & ! ) ! ! !
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En este fraccionamiento, se obtuvo un concentrado (fraccién 2)

' muy rico en neonmicina 4,- Se calculd esta fraccidén que con-

tiene al menos un 60% de neomicina A.-

BEJBEMPLO vIiII,

Un gramo de hidrocloruro de neomicina A (700 unida-
des/mgr.), obtenido como se ha desqrito en los ejemplos ante-~
riores, se displvié en 15 mls. de mataﬂol 40% v la solucién se
calentd a 70%C.~ '~ .A esto se &#iadib una solgcién caliente (9090
u) de U,5 grs. de p-(p°-hidroxifenilazo)-benceno sulfonato en
15 mls. de agua.- La mezcla era clara al principio, pero
pronto empezd a depositar rosetas translicidas amarillas,-
Déspués de reposo durante dos horas a la temperaﬁura ambiente,
el producto cristalizado se recoglid sobre un filtro, se lavd
con agua y se secé en el vasio.- 8l rendimiento fué aproxi-
madamente 500 mgrs,., de p—Qf—hidroxifenilézo)-benceno sulfonato
de neomicina A, cristalizado.~ El producto, en esencia, era

puro.- vuando se calent$ comenzdé a descomponerse a unos 225¢

- 29 -
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0, en el analisis mostr6é una actividad de unas 650 unidades/mgr.
y en el ultravioleta exhibid una banda, pronunciada a 33200 i
(Ep% cm = 410).- mi p-(p"-hidroxifenilazo)-benceno sulfonato
de neomicina A puede recristalizarse para separar los vestigios
de impurezas disolviendo en metanol 5-50% caliente, dejando que
la solucion se enfrie, recuperando 1?-(p"-hidroxifenilazo)-ben-
ceno sulfonato de neomicina A recristalizado sobre un filtro,
lavando con agua, y secando en el vacio.- La composicién ele-
mental encontrada por analisis fu6: C, 50,42; H, 5.01; R, 11,20.
Los resultados de la recristalizacién repetida se resumen a
continuacion:

I Disolvente de Ila descomposicién}Ac;ividad!Iqtensidad de absor-
3recr|stallzaC|on comienza a aproBEiibioldégicaiciéon al ultravioleta,

! mudamente a 3 ! 1%

3 é ! t EM  om
! i | i t

I metanol 20% 3 22520 I 645 3 419
I (primera cris- 3 3 3

3 ‘talizacion) % ? 3

I .

I metanol 50% i 225°C ! 625 ; 403
3( se?unda cris- i 3 [

! izacion) 1 3 t

3 3 ] )

3 metanol 5% 3 2253C 3 660 i 400
3 (tercera cris- 3 3 t

% talizacion) % 3 5

3 metanol 5% 3 2252C I 645 i 395
3 (cuarta crista- 3 t

1

lizacion)

El procedimiento segun se ha descrito arriba (uso de
menos de la cantidad equivalente de p-(p"”-hidroxifenilazo)- ben-

ceno sulfonato sédico) da un, precipitado cristalizado que es

esencialmente puro.- El uso de cantidades mayores efectla una
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separacién de mas de la actividad original, pero da un producto
que contiene cantidades significativas de material biologica-
mente inerte,- Se prefiere emplear un concentrado de neomi-~

cina de al menos 700 unidades/mgr.'para este procedimiento.-

- ‘ BEJENPLO IX

14 mgrs. de hidrocloruro de neomicina A en 1,5 mls.
de metanol 30% se calentaron a unos 600C y se mezclaron con una
solucién caliente de 12,2 mgrs. de naranja de metilo en 1 ml.
de agua.- Se formd en seguida un precipitado.-  El producto
se recogibd en un filtro después de enfriar a la temperatura
ambientej rendimiento, l2,6mgrs.-— El producto se recristali-
z6 desde 2 mls, de metanol 50% para dar 3 mgrs. de agujas cor-
tas,hactividad unas 500 unidades/mgr.- Los cristales se des-

compusieron en la gama de 235-2852C.-

EJEMPLO X

Un gr. de p-(p*hidroxifenilazo)-benceno sulfonato de
neomicina A se puso en suspensidn en unos 10 mls. de agua y 20
mis. de n-butanol y se mezclé.con unos 2,5 mls, de acido sul-
firico 2,5 N.-~ La mezcla se agitd vigorosamente para conse-
guir una disolucién y la terminacidn de la reaccién.-  Se
separd el butanol que contenfa mucho del acido sulfénico libre
puesto en libertad.- Se usaron tfes porciones'adicionales de
n-butanol para extraer el resto del acido sulfénico;— La so-
lucidn acuosa incolora residual se vertid luego en 20_volume-

nes de acetona para dar un precipitado blanco amorfo, de sulfa-
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to de neomicina A que se recogid por centrifugacién, se lavo,
con acetona y se secO; rendimiento, 282., 72% (0, 1,0
en agua), actividad aproximadamente 1700 unidades/mgr.

Analisis, encontrado: N, 11,25.-
EJEMTICrHLDO XI.-

Una solucidn de 57:3 mgrs.,de sulfato de neomicina
A en 3 mis., de agua se calentd a unos 70% 0., y se mezclé
bastante rapidamente con 2,18 mis., de solucidén de hidréxido
de bario 0,193 E.- Se separd en seguida un precipitado gra-
nular de sulfato de bario.- Después de enfriamiento, la mez-
cla se fFiltr6 y el filtrado claro e incoloro y las aguas de
lavado se diluyeron con metanol a un volumen de 20 mis., y se
vertieron en 20u mis., de acetona para dar un precipitado
blanco amorfo de neomicina libre A.- El producto se regogié

por centrifugacion, se lavdo con acetona y se secO; rendimien-

to 13 mgrs- N +79N (C, 0,37 en agua), actividad aproxi-
mada 2345 unidades/mgr.- Una solucidén en agua dié una reac-
cion fuertemente alcalina.- cuando se calentd sobre el mi-

cro-block, la neomicina libre A comenzé a oscurecerse a 210°
0., y se descompuso gradualmente hasta 2?0° c., sin Ffusioén.-
EJE-MPLO All.-

Una muestra de 24u mgrs. de p-(p"-hidroxifenilazo)-
benceno sulfonato de neomicina A puro, se puso en suspension
en lo mis., de n-butanol y. lu mis., de agua.- A la mezcla
se le afadieron 3 mis., de acido clorhidrico N/l con agitacién.
Ua sal pas6 a solucidén muy. rapidamente.- La capa de butanol

que contenia el acido sulfénico libre se separ6é y se usaron
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dos nuevas porciones de bucanol sucesivamente para extraer el
resto del acido p-(p"-hidroxifenilazo)-benceno sultanico.- La
solucidén coosa residual de hidrocloruro de neomicina A se vertio
luego er 20 volumenes de acetona para dar un polvo blanco de
nieve.- El precipitado de hidrocloruro de neomicina A se re-
cogid por centrifugacidén, se lavdé con acetona y se secl; ren-
dimiento, 60 mgrs., actividad aproximada de 1420 unidades/mgr.

N 4813 (0, 0,71 en agua).-
EJEMPLDO XIn.-

Dos grs. de p-(pM-hidroxifenilazo)-bencenosulfohato
de neomicina A,-recristalizado una vez, se pusieron en suspen-
siéon en 40 mis., de metanol y se calentaron a 50-603 C.- A la
suspension caliente se le afadieron rapidamente 160 mis., de
agua hirviente que efectuaron la disolucion.- La solucién,
al enfriar, depositd un producto voluminoso que se recogidé so-
bre un Ffiltro.- Una porcién seca al vacio mostrd una activi-
dad aproximada de 600 unidades/mgr., se descompuso a unos 220-
240° u., sobre el micro-block; y una solucién en tampén M/20 a
pR 8 mostré Ei\cm = 402 a 3700 & en el ultravioleta.-

El resto de este material, mientras estaba todavia
himedo, se puso en suspension en 30 mis. de metanol caliente
y se mezclé con 120 mis., de agua hirviente.- La solucién
clara resultante depositdé un producto voluminoso, una pequefia
porcién del cual se secOd; actividad de unas 730 unidades/mgr.,
gama de descomposicidon 225-2459 C., * 393 a 3700 A para

una solucién en tampdén M/20 a pR 8 en el ultravioleta.-
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El resto de este material se recristalizé dos veces
en la misma forma usando 20 mis, de metanol y 80 mis., de agua
hirviente.- El producto cristalizado final pes6 600 mgrs.,

y mostré una actividad de aproximadamente 750 unidades/mgrs.,
se descompuso a 220-2502 o., y mostré6 E~™ N 410 a 3700 & para
una solucion en tampéon M/20 a pH 8 en el ultravioleta.-

Analisis, encontrado: 0, 50,62; H, 5,03; h, 11,31;
pérdida de peso al secar 2 horas a 1002 u., en cubeta, 5, 8,
4, 8.-

La regeneracion de 540 mgrs. de la sal antes descri-
ta para dar el hidrocloruro se realizdé como sigue:*La muestra
seca se puso en suspension en 3 mis., de acido clorhidrico
2,5 h, y se afadieron, con agitacién vigorosa, 10 mis., de
agua y 20 mis., de n-butanol.- be separaron dos fases, con-
teniendo la de butanol la mayor parte“del color.- ni buta-
nol se retir6, y la Rase acuosa se extractd con otras tres
porciones de n-butanol saturado de agua.- Estos extractos
se combinaron con el primero para la recuperacién de cualquier
hidrocloruro de neomicina A arrastrado.- La fase acuosa in-
colora se vertido en 250 mis., de acetona para dar un sélido
granular; rendimiento, 162 mgrs. N +836 (0, 1,0 en agua),
actividad promediada 1700 unidades/mgr.-

Analisis. encontrado: 0O, 32,40; h, 6,42; perdida de
peso al secar 2 horas a 1002 o., en cubeta 5)6, 10,4.-

Esta muestra tendia a ser de secado dificil sin pér-
didas, debido a la fragmentacion de los granulos, y por tanto

se disolvié en 5 mis., de metanol 90%, se pasé a través de
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una almohadilla de 50 mgrs., de carbdén vegetal activado y se
vertié en 70 mis., de acetona para dar el precipitado flocu-
lento mas tipico.- Esta muestra didé un valor de ensayo me-
dio cuidadoso de 1723 unidades/mgr.- uuando se calentd sobre
el micro-block, ésta muestra se oscurecid desde los 2206 gj.,
y fundidé con descomposicion a 230-260% a un alquitran ne-
gro -

Analisis, encontrado: 32,32; H, 6,86; 11,37;
NH2-~, 11,23; ™, 28,63; pérdida de peso al secar dos horas
a 1003 0., en cubeta, 3*9* 9*7* 6,9.-

Los siguientes ensayos de este material dieron re-

sultados negativos: 3akaguchi (grupos guarido); Elson-Morgan

(glucosamina); maltol .- El ensayo de ninhidrina fua positi-
VO.- En el ultravioleta, solamente se observd absorcion ex-
trema. -

Una distribucidén en contra-corriente de ocho placas
sobre 7*2 mgrs., de este material en fases de 5 mis., de pen-
tasol-acido estearico 5% contra tampon de borato ph7*3 M/2
(mutuamente saturadas) se realiz6.- Se observé una sola
cresta arttibidtica con coeficiente de particién de aproximada-
mente 3.- Las determinaciones cuantitativas de hinhidrina
dieron la misma cresta que los ensayos bioldégicos. - Esto in-
dica una distribucién de los sélidos de acuerdo con la calcu-
lada para una sola sustancia homogénea.- Estos resultados
parecerian establecer el hecho de que la neomicina A es una
entidad Unica y que la muestra es pura.-

La titulacion potenciodmetrica de esta muestra con
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alcali mostr6 un peso equivalente de 138 con pR 1/2 7,7%-?.-

La titulacion posterior después de reposo con alcali en exceso
mostré un peso equivalente de 128.- RI peso equivalente del
intervalo fué de 128 con pn 1/2 7,80.-

Rn relacién con -la caracterizaOion ulterior de hi&D-
cloruro de neomicina A se cree que el peso molecular es de
aproxinadamehte 350-400 referido a determinacidn hecha sobre
neomicina A acetilada.- -jigle un ejemplo que da detalles de

la preparacién de acetilneomicina A.-
EJEMPLO X1V.-

Una mezcla de 105,5 mgrs. de hidrocloruro de neomi-
cina A puro, 75 mgrs., de acetato sédico fundido y 15 mis., de
anhidrido acédico se mantuvo a temperatura de reflujo durante
una y media horas.- La solucidon incolora se filtr6o para se-
parar el cloruro sddico insoluble que se habia formado.- El
filtrado se evaporé a sequedad, y el residuo se disolvid en
cloroformo, se filtré por un tanpén de carbdon vegetal activa-
do de 108 grs., y el filtrado y las lavaduras de cloroformo
se vertieron en 60 mis. de éter de petréleo para dar un pro-
ducto amorfo blanco, acetilneomicina A, N~ +802 (C, 1,0
en metanol) .- El producto fundié a unos 150-1602 o., después
de comenzar a ablandarse a 1452 C.-

Analisis, encontrado: R, 7,78; acetilo, 56,43.-

Se realiz6 una determinacién del peso molecular por
el método ebulloscépico y dié un valor de570 - 10 para el pe-

-so molecular.-
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La presente solicitud que corresponde a la presen-
tada en los Listados Unidos de América, con fecha 28 de Junio
de 1.949, bajo el numero 101.708, se acoge a los beneficios
del articulo pl del vigente Estatuto-Ley sobre Propiedad In-

dustrial. -
- NOTA -

Los puntos de invencion propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de la presente solicitud de Pa-
tente de invencidén en Lspafia, por VEINTE afios, son los si-
guientes:

19.- El procedimiento que comprende hacer reaccio-
nar un concentrado bruto de sal de &cido mineral de neomicina
con acido picrico en solucién acuosa, separar el precipitado
gomoso de sal de &cido picrico y neomicina asi formado y facer-
lo reaccionar con un acido mineral para formar una sal de aci-
do mineral de neomicina con potencia aumentada, someter la
sal de acido mineral asi obtenida a adsorcidn cromatografica
y elucion con soluciones de disolventes organico-acuosos de
contenido progresivamente decreciente en disolvente organico,
efectuando con ello una separacién de una fraccion mas solu-
ble en disolventes que comprende predominantemente la sal de

acido mineral de neomicina A de fracciones mas solubles en
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agua que comprenden predomlnantemente sales de neomicina B y
de neomicina ¢, recuverar la sal de 4cido mineral y neomicina
A de dicha fraccidén nombrada en primer lugar y hacerla reac-
cionar con uﬁa sal de un metal alcalino de un 4cido arilazo-

sulfénico para former un precipitado cristalizado de la corres-

-pondiente sal del 4cido arilazosulfbnico y neomicina A, recrig

talizar esta dltima desde metanol acuoso y hacerla reaccionar
luego con fcido mineral acuoso y recuperar la sal virtualmente
pura de &cido minersl y neomicina A asi formada.-

29,~ Bl procedimiento segin se define en el punto
19, en el cual el 4cido mineral citado en dltimo lugar es

dcido clorhfdrico acuoso ¥ se recupera hidrocloruroc de neomi-

¢ina A virtualmente puro.-

32,- El procedimiento segylin se define en el punto
12, en el cual él &cido mineral citado en Gltimo lugar es
Zcido sulfdrico acuoso y se recupera sulfato de neomicina A
virtualmente puro.-

49,~- Bl prdcedimiento sesin se défine en el punto
12, en el cual el 4cido mineral citado en dltimo lugat es
cido sulfdrico acuoso, & el sulfato de neomicina A asi obte-
nido se hace reaccionar con hidréxido de bario acuoso, el pre-
cipitado de sulfato de bario resultante se separa y se recﬁpe—
ra neomicina A esencialmente pura de la solucién residual.-

5¢.,- 1 procedimiento que comprende hacer reac-
cionar un concentrado bruto de una sal de écidé mineral de

neomicina con 4cido pferico en solucién acuosa, separar el

precipitado gomoso de sal de 4cido picrico y neomicina asf
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formado, y hacerlo reaccionar con un &cido mineral para for-
mar una sal de acido mineral y neomicina con potencia incre-
mentada, someter la sal de &cido mineral asi obtenida a adsor-
cion cromatografica y elucidon con soluciones disolventes acuo-
so-organicas de contenido en disolvente organico progresiva-
mente decreciente, efectuando con ello una separacién de una
fraccion mas soluble en disolvente que comprende predominan-
temente la sal de acido mineral de neomicina A de fracciones
mas solubles en agua que comprenden predominantemente sales
de neomicina ” y neomicina o, recuperar la sal de acido mine-
ral de neomicina A de dicha fraccidén citada en primer lugar y
hacerla reaccionar con una sal de metal alcalino de un acido
arilazosulfonico para formar un precipitado cristalizado de
la correspondiente sal de &cido arilazosulfénico de neomicina
A y recuperar neomicina A adicional de la solucién residual
extrayendo primero el &cido arilazosulfénico de la solucidn
residual con butanol neutralizando luego la solucidn acuosa
y haciendo reaccionar con acido picrico para formar un preci-
pitado que comprende predominantemente el picrato de neomicina
A y una soluciodn residual que comprende predominantemente los
picratos de neomicinas hy 0.-

63.- En un procedimiento p-m. -reparar neomicina
A a partir de neomicina bruta, la operacidén que comprende
hacer reaccionar neomicina bruta en solucidén acuosa con acido
picrico.-

73.- En un procedimiento para preparar sales aci-

das de neomicina A a partir de una sal acida bruta de neamicina,
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la operacidén que comprende hacer reaccionar una sal &cida
bruta de neomicina en solucidén acuosa con acido picrico para
formar un precipitado de picrato de neomicina y hacerlo reac-
cionar con un acido mineral para formar una sal de acido mi-
neral de neomicina que contiene una cantidad toral de activi-
dad en neomicina A mayor que la actividad en neomicina A de
la sal bruta de partida.-

82._- En un procedimiento para preparar sales &ci-
das de neomicina A, la operacidon que comprende someter una
sal acida de neomicina a adsorcién cromatografica y elucidn
con soluciones disolvente acuoso-organicas que contienen, pro-
porciones progresivamente decrecientes de disolvente organico,
efectuando con ello una separacién de una fraccidén mas solu-
ble en disolvente que comprende predominantemente la sal aci-
da de neomicina A de fracciones mas solubles en agua que com-
prenden predominantemente sales de neomicina B y neomicina 0.-

$2.- El procedimiento que comprende someter neo-
micina a un sistema que incluye agua y disolvente organico
para efectuar una separaciéon de fracciones mas solubles en di-
solvente que comprenden predominantemente neomicina A de frac-
ciones mas solubles en agua que comprenden predominantemente
neomicfna By C.-

102.- EIl procedimiento segun se define en el punto
92, en el cual el sistema empleado comprende adsorcidén de neo-
micina y elucién con soluciones de disolvente organico y acuo-
sas que contienen cantidades progresivamente decrecientes de

disolvente organico.-
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112,- Bl procedimiento segin se define en el punto
90, en el cual el sistema empleado comprende adsorcidn de neo-
micina y elucidn con metanol acuoso que contiene cantidades
de metanol progresivamente decrecientes.- '

_ 122,~ Bl procedimiento segin se define en el punto
99, en el cual el sistema empleado comprende la distribuciédn
en contra-corriente con fases acuosa y de disolveante orgénico
inmiscible-mﬁtuamente saturadas.-

132,- &1 procedimiento seglin se define en el punto
92, en el cual el sistema empleado comprende la distribucién
en contra-corriente con fases acuosa y de disolvente orgénicb,
inmiscibles y mituamente saturadas, consistente respectiva-
mente en tampén de borato pH 7,3 M/2 y pentasol que contiene
fcido estefrico 5.~ |

140 ,~ Il procedimiento seglin se define en el punto
99, en 2l cual el sistema empleado comprende la distribucidbn
en contra-corriente con fases -acuosa y de disolvente orgénico,
inmiscibles y mdtuamente saturadas, que consisten respéctiva-
mente en &Acido p-toluenosulfénico 10% en agua y en n-butanol.-

150,~ ¥n un procedimiento de preparar neomicina A
a partir de neomicina bruta, la operacidn que comprende hacer
reaccionar una sal 4cida de neomicina que compfende predomi-
nantemente neomicina A y que tiene una actividad de aproxi-
madamente 700 unidades/mgr., con una sal de metal alcalino
de un 4cido arilazosulfénico para formar la sal cristalizada
de Acido arilazosulfdnico de neomicina A.-

162,- ¥En un procedimiznto de preparar neomicina A
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a partir de neomicina bruta, las operaciones que comprenden
hacer reaccionar una sal acida de neomicina que comprende pre-
dominantemente neomicina A y que tiene una actividad de unas
700 unidades/mgr., con una sal de metal alcalino de un acido
arilazosuifénico para formar la sal cristalizada de &cido
arilazosuifénico de neomicina A recristalizarla desde metanol
acuoso y hacer reaccionar la sal recristalizada con un acido
mineral para formar la sal virtualmente pura de acido mineiaL
de neomicina A.-

170 .- EI procedimiento que comprende hacer reac-
cionar una sal acida de neomicina que comprende predominan-
temente neomicina A y que tiene una actividad de al menos
700 unidades/mgr., con una sal metalica alcalina de &cido
p-(pN-hidroxifenilazo)-benceno sulfénico para formar la sal
cristalizada de acido sulfénico y neomicina A, y hacer reac9
cionar dicha sal cristalizada con un acido mineral para for-
mar- la sal virtualmente pura de acido mineral yneomicina A -

18%.- EI procedimiento que comprende hacer reac-
cionar sulfato de neomicina A con hidréxido de bario en solu-
cion acuosa, formando con ello un precipitado de sulfato de
bario, y recuperar de la soluciodn residual la base libre
neomicina A.-

192_.- Un procedimiento de preparar neomicina A y
sus sales &4cidas.-

Tal y.como se ha descrito en la Memoria que antece-
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de y para los fines que se han especificado.-
La anterior Memoria consta de cuarenta y dos hojas

y la presente, escritas a maquina por una sola de sus caras.-
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