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'MEEORIA DESCRIPTIVA 
para solicitar

P Í T E N T E  D E  I N V E N C I O N  
e n

E S P A Ñ A

por VEINTE años

a nombre de PAREE, DAVIS & COMPANY, entidad norteamericana,
establecida en Detroit, Michigan. Estados Unidos de América, 
por?

"PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE PAROMOMICINA"

Este invento se refiere a un nuevo compuesto quími­
co que tiene valiosas propiedades antibióticos. Más en par­
ticular, el invento se refiere a un nuevo y útil antibiótico 
llamado paromomi.ina y a los métodos para su producción. El 
invento incluye el antibiótico y sus sales, tanto en forma 
pura como de concentrados brutos.

La paromomicina es una sustancia blanca amorfa 
estable, que ee muy soluble en agua, moderadamente soluble 
en metanol y débilmente soluble en etanol absoluto. Es dpti-
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camente activa y tiene una rotación óptica^ ^  ^
unos + 64 (al 1 %  en agua). ^

La paromomicina contiene solamente los elemen­
tos carbono, hidrógeno, nitrógeno y oxigeno. Segdn el 
análisis contiene 45,17 % de carbono, 7,44 % de hidróge­
no y 10,35 % de nitrógeno. Tiene la fórmula empírica pro­
bable ( )̂ .

La paromomicina da un ensayo de ninhidrina po­
sitivo, ensayo de El son-Morgan para amino-azúcares 
positivo, ensayo negativo del maltol después de calefac­
ción con álcali y un ensayo de Sakaguchi de guanidinas 
negativo.

El espectro de absorción infrarrojo de la paro­
momicina, empleando una pasta de aceite mineral, compues­
ta del material pulverizado y aceite mineral, se caracte­
riza por vértices de absorción en las longitudes de onda 
de 2,93 y 6,25 mieras, La figura 1 representa el espec­
tro de absorción infrarrojo de la paromomicina. La paromo- 
micma forma sales de adición con los ácidos minerales 
como el ácido clorhídrico ácido sulfúrico y similares.

La paromomicina forma un clorhidrato que tie­
ne una rotación Ópticaí/Q ^  de unos 4 56,5° (al 1 % 
en agua). Segdn el análisis el clorhidrato de paromomicina 
contiene 35,71 % de carbono, 6,95 % de hidrógeno, a,42 % 
de nitrógeno y 21,5 % de cloro. Tiene la fórmula empírica 
probable (C^H^^NO^.RCl)^. El pk es igual a 6,3 y R,35.
El clorhidrato es más soluble en etanol frió que en etanol 
caliente.
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El espectro de absorción infrarrojo del 
clorhidrato de la paromomicina, empleando una pasta 
de aceite mineral, se caracteriza por vértices de absor­
ción en las longitudes de onda 6,23, 6,61, 6,66, 6,72, 
9,53, y 9,70 mieras y una inflexión en 2,95 mieras. La 
figura 2 representa el espectro de absorción infrarrojo 
del clorhidrato de paromomicina.

La paromomicina fonaa un sulfato que tie­
ne una rotación ópticaC^o^ de unos + 50,5°( al 
1,5 % en aguaj. Segón el análisis, tiene ia fórmula 
empírica probable ^  espec­
tro de absorción infrarrojo^ del sulfato de paromomi­
cina, empleando una pasta de aceite mineral,se carac­
teriza por vértices de absorción pronunciados en las 
longitudes de onda de 6,17 y 6,55 mieras y una inflexión 
en 3,1 mieras. La figura 3 representa el espectro de 
absorción infrarrojo del sulfato de paromomicina.

La paromomicina puede prepararse de acuerdo 
con el invento por métodos sintéticos microbiológieos, 
que suponen el cultivo de un microorganismo llamado 
Streptomyoes rimosus fonna paromornareinus en condiciónes 
artificiales en un medio nutricio adecuado. La pro­
ducción de paromomicina por medios microbiológieos 
se describe a continuación.

El Streptomyoes rimosus forma paramomycinus 
es un microorganismo hasta ahora desconocido que se en­
cuentra en los suelos. Se aisló por primera vez de una 
muestra del suelo recogida en Hacienda Tierradura,

-  3 -



1

22 8 61 1

Miranda, Colombia, América del Sur. Cultivos de éste mi­
croorganismo pueden obtenerse preparando una suspensión en 
agua estéril de una muestra de suelo que Aa contenga, de­
jando sedimentar las partículas más pesadas, colocando la 
suspensión de suelo que sobrenada en diluciones en serie so­
bre placas de agar nutritivo, incubando las placas a 
24-28 c. para obtener un desarrollo del microorganismo y 
transplantando desarrollos individuales seleccionados que 
se asemejen al Streptomyces rimosusforma paromomycinus a 
nuevas placas de agar nutritivo. Mediante selección y trans­
plantación repetida de desarrollos característicos, sin cnta- 
minar, a nuevas placas de agar nutritivo, se obtienen talos 
que constituyen cultivos puros del microorganismo deseado.

El Streptomyces rimosus forma paromomycinus tie­
ne las características siguientes: cuando se desarrolla 
en un medio de agar glieerinaasparaguina, el micelio del 
substrato es de color amarillo pálido a pardo, el micelio 
aéreo es blanco; en un medio agar sinténtico-aimidón el mi­
celio del substrato es pardo claro y el micelio aéreo es 
blanco; en un medio de agar malato calcico, el micelio del 
substrato es pardo amarillo claro y el micelio aéreo es 
blanco; en un medio de agar nutricio el micelio del substra­
to es amarillo-naranja-pardo claro y existe poco . ningán 
micelio aéreo; en un medio de agar de glucosa-triptona, 
el micelio del substrato es de amarillo claro a pardo claro, 
el micelio abreo es blanco y aparece una coAoración parca 
débil en el medio de agar. Las colonias superficiales están
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levantadas, lisas, arrugadas o plegadas y agrietadas 
en áreas de crecimiento denso; frecuentemente, el agar 
está también agrietado. Microscópicamente, las hilas 
aéreas están ramificadas irregularmente; las ramas la­
terales son cortas y enrrolladas. ¡Las espirales son nu­
merosas en la mayoría de los medios y aparecen a menudo 
en racimos densos. Las porciones distantes de las hilas 
aéreas se subdividen en cadenas de esporas.

El Streptomyces rimosus forma paramomycinus 
vuelve liquida la gelatina con formación de poco o nin­
gún color en el medio y generalmente no peptoniza la 
leche tornasol. En un medio de agar sintético L Pridham y 
Gottlieb, J. Bact.,56, lOd ( 194S)J , el organismo uti­
liza numerosas fuentes de carbono, incluyendo adonita, ce- 
lobiosa, dextrina, dextrosa, D- galactosa, glicerina, i-ino- 
sita, lactosa, levulosa, maltosa, D-manita, D—mannosa, 
melibiosa, sorbita, almidón y trealosa; utiliza con menor 
apetencia L-arabinosa, rafinosa, y xilosa; y no utiliza 
la esculina, dulcita, inulina, melecitosa, ramnosa, salí— 
ciña, y sacarosa. El organismo utiliza numerosas fuentes 
de nitrógeno, incluyendo DL—alanina, L—arginina, ácido 
DL-aspártico, L-cistina, L-cisteina, ácido L-glutámico, 
glicil-glieina, L-histidina, L-leucina, L-lisina, L-fenila- 
1anina, L—prolina, DL—serina, DL—tre&nina , DL—valina, sul­
fato amónico, y nitrato sódico; y utiliza con menor ape­
tencia L-hidroxiprolina, DL-isoleucina, DL-metionina, 
L-triptofano, L-tirosina. DL—norleucina, urea, y carbonato

-  5 -



2 2 8 6 1 (

amónico.
Morfológicamente, el Streptomyces rimosus 

forma paromomycinus se asemeja estrechamente al 
Streptomyces rimosus (descrito por Sobin y col. en 
United States Patent No. 2,516,050 y conservado como 
NHHL-2234 en la colección permanente de cultivos de la 
Northern Utiíization Researcn Branch en Peoría, Illi­
nois). Estos dos microorganismos poseen análoga colo­
ración del micelio del sustrato y aéreo, como se indica 
en la tabla I. Ŝ. rimosus es algo mas oscuro y frecuen­
temente colorea más el agar de lo que lo hace el 
Streptomyces rimosus forma paromomycinus. En los ensa­
yos de utilización de carbono, el Streptomyces rimosus 
forma paromomycinus y el S.rimosus utilizan las mismas 
fuentes de carbomo, excepto la L—arabinosa que el 
Streptomyces rimosus forma paromomycinus lo utiliza dé­
bilmente o de ninguna manera y el S. rimosus lo utiliza 
bien. (Tabla II). Con respecto a la utilización de ni­
trógeno, los dos organismos son análogos (Tabla III). 
Microscópicamente, el Streptomyces rimosus forma paro­
momycinus se asemeja estrenuamente ai S. rimosus.Am­
bos organismos forman densos racimos de espirales en 
medios de agar glicorina asparaguina, almidón sintético, 
malato calcico y glucosa triptona. En un medio de agar 
nutritivo, ambos organismos forman, sin embargo, poco 
micelio aéreo y microscópicamente sus hifas aéreas son 
en su niayor parte cortas y rectas, con espirales solo
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ocasionalmente. Con ambos microorganismos el desarrollo 
superficial y el agar se agrietan en áreas de crecimien­
to denso, en diversos medios de agar.

Puesto que el Stmeptomyces rimo sus forma paromo- 
mycinus se asemeja estrechamente al S. rimo sus NRRL 2234, 
morfológicamente y en muchos aspectos fisiológicamente, 
se deduce que el Streptomyces rimosus forma paromomycinus 
representa una forma nueva y distinta del Streptomyces 
rimosus. Un cultivo del Streptomyces rimosus forma paro­
momycinus se conserva en la colección de cultivos de 
Parke, Davis & oompany Culture Bureau, Detroit, Michigan, 
con el No. 04993 y en la Culture Collection of tne Fer- 
mentation División, Northern Utilization Research 
Branch, U.S, Department of Agricultura, peoría, Illi­
nois, con el No. NRRL 2455.

La producción de paromomicina de acuerdo con 
el invento se lleva a cabo inoculando un medio acuoso 
nutritivo estéril con el Streptomyces rimosus forma 
paromomycinus, incubando el medio inoculado en condi­
ciones aerobias asépticas a una temperatura de unos 
20 a 35sc., separando el material sólido presente en la 
mezcla de cultivo y aislando la paromomicina deseada 
del liquido de cultivo acuoso.

Para la inoculación, pueden utilizarse esporas 
o conidios del Streptomyces rimosus forma paromomycinus. 
También puede utilizarse suspensiones acuosas de los 
mismos que contengan una pequeña proporción de jabón u
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TABLA s  22 8 8í i -g
Comparación de la utilización de carbono del STREPTOMYCES 
RIMOSUS FORMA PARCMOMYCINUS Y EL S. RIMOSUS NRRL 2234

Fuentes de carbono^ Streptomyces rimosus S.rimosus
forma paromomycinus NRRL 2234

íonosac áridos 
Pentosas

Disacáridos
Celobiosa
Lactosa
Maltosa
Melibiosa
Sacarosa
Trealcsa

Trisacéridos
Melécitosa
Rafinosa

Polisacáridos
Dextrina
Indina
Almidón

Alcoholes polihidróxilicos 
Adonita 
Dulcita 
Glicerina 

i-ínosita 
D-mannita 
D-sorbita

Diversos
Esculina
Salicina

O a 
O a O

a

O

- a
O

O

O

o
o

O a O

a
O

- a
0

f
0

o

o
o

O = no hay desarrollo 
- = escaso desarrollo

--- = desarrollo mediano
-—  = buen desarrollo 

--  - - = muy buen desarrollo
** Cada fuente de carbono se ensayó en una concentración de 1,0 por 
ciento en peso en el medio de agar sintético descrito por Pridham v 
Gottlieb, j. Bact., 56, 108, 1948.
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Comparación de la utilización de nitrógeno del Streptomyces rimosus 

forma p aromomyeinua y el S. rimosus NRRL 2234

Fuentes de nitrógeno % ^
Streptomyces rimosus S. rimosus 
forma paroinomycinus NRRL 2234

Inorgánico
Nitrato sódico 
Sulfato amónico 
Amonio

Orgánico
DL-Alanina
L-Arginina
ácido DL-aspártico
L—cisteina
L-eiatina
ácido L-glutámico
gli c il-glicina
L-histidina
L-hidroxiprolina
DL-isoleueina
L- leucina
L-lisina
DL-metionina
L-fenilalanina
L-prolina
DL-serina
DL-treonina
L-triptof ano
L-tirosina
DL-norleucina
DL-valina
Urea

--------------- ---------------

^ Cada fuente de nitrógeno se ensayó en una concentración 
0)01 ]H de nitrógeno equivalente en el medio de agar sintéti­
co descrito por Pridham y Gottlieb, J. Bact., 56, 103, 1943, 
modificado por la omisión del sulfato aEÓhico y la adición 
de 1,0 por ciento en peso de dextrosa.
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otro agente humectante. Para fermentaciones en gran 
escala es preferible utilizar cultivos jóvenes, potentes, 
del microorganismo.

Medios nutritivos acuosos apropiados son aquéllos 
que tienen un pH entre 6 y 8,5 y contienen una fuente 
de carbono asimilable y una fuente de nitrógeno y sales 
minerales. Como fuentes de carbono asimilable pueden 
utilizarse tanto los hidratos de carbono puros o las 
mezclas de hidratos de carbono disponibles comercia¡mente . 
Algunos ejemplos de materiales que son apropiados con 
éste objeto incluyen la glucosa, d-manosa, d-galactosa, 
jarabe de maíz, almidón, almidón soluble, líquidos de 
maceración de malta, melazas finales ("black-strap"), 
almidones hidrolizados, glicerina y similares. La can­
tidad de hidrato de carbono presente en el medio nutri­
tivo no es especialmente crítica y puede variar desde 
un0,5 % a un 5 % en peso del peso total del medio.

La fuente de nitrógeno en el medio nutritivo 
p&ede ser de naturaleza orgánica, inorgánica o mixta 
orgánica-inorgánica. Algunos ejemplos de sustancias 
nitrogenadas que pueden emplearse en el medio nutritivo 
son los aminoácidos, peptonas, proteínas hidroüzadas 
y sin hidrolizar, harina de pescado, harina de soja, 
líquido de maceración de maíz, extractos de carne, 
harina de cacahuetes, nitratos inorgánicos, urea, sa­
les amónicas y similares. Debido a la naturaleza en 
bruto de la mayor parte de las sustancias nitrogenadas

-  11 -
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fácilmente asequibles, la cantidad a añadir al medio 
nutritivo varia algo de acuerdo con la pureza. Sin em­
bargo, puede decirse para su aplicación práctica que 
los materiales nitrogenados necesarios no deben exce­
der del 6 % en peso del peso total del medio de fermen­
tación.

Para obtener los mejores rendimientos de 
paromomicina es necesaria una cierta cantidad de sales 
minerales. En general, muchos materiales en bruto, como 
el liquido de maceración de maíz, residuos de fermenta­
ción butanol-acetona, preparaciones de levadura, harinp 
de soja, etc. contienen sales minerales en cantidades 
sedicientes. Sin embargo, con objeto de asegurar la pre­
sencia de cantidades adecuadas de componentes minerales 
del medio, generalmente es conveniente añadir una pe­
queña cantidad de sales inorgánicas, como el cloruro 
sódico, bicarbonato sódico, carbonato cálcico, acetato 
sódico y similares. La concentración preferida de sa­
les minerales está entre 0,1 y 1 % del medio nutritivo.

El cultivo del Streptomyces rimosus forma 
paromomycinus en el medio acuoso nutritivo puede llevar­
se a cabo por diferentes caminos, por ejemplo, el micro­
organismo ppede cultivarse en condiciones aerobias en 
la superficie del medio o puede cultivarse por debajo 
de la superficie del medio, esto es, en forma sumergida, 
si se suministra simultáneamente oxigeno.

El método preferido de producción de paromomi-

-  12 -
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ciña en gran escala supone el empleo de cultivos su­
mergidos o profundos de Streptomyees r*!mnsu.s forma 
paromomycinus.De acuerdo con esta forma de llevar a ca­
bo el invento, un medio nutritivo acuoso, estéril, se 
inocula con Streptomyees rimosus forma paromomycinus 
y se incuba con agitación y aireación a una temperatura 
entre unos 20 y 353 B., de preferencia en las proximida­
des de 23-303 C., hasta que se ha producido una concen­
tración máxima de paromomicina en el líquido de cultivo. 
La duración del tiempo necesario para la producción má­
xima de paromomicina varia con el tamaño y tipo de ins­
talación empleada, por ejemplo, en fermentaciones co­
merciales en gran escala, como las que se llevan a cabo 
en fermentadores tipo tanque, la producción mávimp de 
paromomicina se alcanza en unos tres a seis dias. ia 
incubación puede limitarse a periodos de tiempo más cor­
tos, pero los rendimientos son generalmente inferiores. 
Periodos de incubación mayores no parece que disminuyan 
la cantidad de paromomicina presente en el líquido de 
cultivo, cuando se utilizan frascos de agitación para 
la incubación, el tiempo de producción máxima puede ser 
ligeramente superior que el necesario para los tanques 
de fermentación en gran escala. En las condiciónes del 
cultivo sumergido, el microorganismo se desarrolla como 
partículas mas o menos discretas dispersas a través del 
medio nutritivo en contraste con la película más o me­
nos continua presente en la superficie del medio en el

-  13 -
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método de cultivo superficial. En virtud de esta distri­
bución del organismo en el medio, pueden cultivarse de 
una vez, en los grandes tanques y recipientes empleados 
ordinariamente en la industria de fermentación, grandes 

5 volúmenes de medio nutritivo inoculado. En relación con
esto, se ha encontrado que son particularmente útiles 
tanques de fermentación estacionarios provistos con 
sistemas adecuados de agitación y aireación, asi como 
termentadores de tambor rotatorio horizontal. Sin embar- 

10 go, para la preparación de cantidades menores de anti­
biótico, o de cultivos del microorganismo, el método 
de cultivo sumergido puede llevarse a cabo en pequeños 
frascos o tarros que se sacuden o agitan por procedi­
mientos mecánicos adecuados.

15 La agitación y aireación de la mezcla de cul­
tivo puede conseguirse por diferentes métodos. La agi­
tación puede realizarse por turbinas, paletas, propul­
sores u otros artificios mecánicos de agitación, giran­
do o agitando el propio termentador, por diversos siste- 

20 mas de aspiración o pasando aire a través del medio. La
aireación puede efectuarse inyectando aire en la mezcla 
de fermentación a través de tubos abiertos, tubos per­
forados, medios porosos de difusión como trozos de car­
bón, carborundo, vidrio poroso y similares, o puede con- 

25 seguirse por pulverización, rociamiento o desparramando
la masa en o a través de una atmósfera que contenga oxi­
geno.

-  14 -
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El método de cultivo superficial de producción 
de paromomicina supone la inoculación de una capa poco 
profunda, generalmente menor de 2 om, de un medio acuoso 
nutritivo estéril, con el Streptomyces rimo sus forma 
paromomycmus y la incubación de la mezcla en condicio­
nes aerobias a una temperatura entre unos 20 y 35s o. 
Generalmente es necesario un periodo de incubación más 
largo, que el empleado en el método de cultivo profundo, 
para obtener la producción máxima de paromomicina. En 
general, el periodo de incubación se dalla en las pro­
ximidades de diez a quince dias. Una vez que la fase de 
incubación del proceso es completa, se separa el micelio 
del liquido que contiene la paromomicina deseada y el 
producto se aísla del liquido de cultivo por los méto­
dos que se describirán en lo que sigue.

Después de completa la fase de fermentación del 
proceso, el material sólido presente en la mezcla de 
cultivo se separa por un método adecuado como filtración, 
centrifugación, etc., y la paromomicina deseada se ais- 
la del líquido de cultivo residual. El aislamiento se 
consigue de modo conveniente por métodos de cambio 
iónico, preferentemente por adsorción y elución de la 
paromomicina empleando un cambiador de catión en forma 
de sal. La paromomicina contenida en el eluato puede 
aislarse por concentración a sequedad o, si se desea, 
antes de aislarla puede purificarse más por adsorción 
y elución repetida.
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Uno de ios métodos preferidos de aislar 
la paromomicina de la mezcla de cultivo consiste en 
someter el líquido de cultivo residual a la adsorción 
y elución de una resina cambiadora de catión en forma 
de sal, concentración del eluato, adsorción del eluato 
concentrado sobre carbón activo, extracción de la paro­
momicina del carbón y recuperación de la paromomicina 
libre, o de su sal de adición con ácidos minerales, del 
extracto. De acuerdo con éste método, el líquido de cul­
tivo, obtenido por separación de los materiales sólidos 
de la mezcla de cultivo de fermentación, se ajusta a un 
pH de aproximadamente 6, 8 a 7,5 y se hace pasar a tra­
vés de una columna de adsorción que contiene u^a resina 
de ácido carboxílico en forma de sal, como la sal sódi­
ca, potásica o amónica. La resina que contiene la paro— 
momicina adsorbida se lava con agua y se eluye entonces 
con un ácido mineral acuoso diluido como el ácido clor­
hídrico o una base como el hidróxido amónico. ¡El eluato 
se concentra, se mezcla carbón activo con el concentra­
do, se separa de la mezcla el carbón que contiene adsor­
bida la, paromomicina y la paromomicina se extrae enton­
ces del carbón con un disolvente orgánico adecuado como 
por ej. un alcohol o cetona alifáticos inferiores acuo­
sos o anhidra. La paromomicina puede aislarse del extrac- 
to eliminando el disolvente en vacio o por precipitación 
como sal insoluble ácida de adición.

En algunos casos, a continuación de la elución
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de la paromomicina, del cambiador de catión, es convenien­
te, especialmente cuando están presentes cantidades im­
portantes de sales minerales, elevar el pH del eluato 
por adición de una base antes de la adsorción sobre ear- 

5 bón activo. En éstos casos, el eluato se ajusta a un PH
de 9 a 9,7, se mezcla carbón activo con el eluato, se 
separa de la mezcla el carbón que contiene adsorbida la 
paromomicina, se lava con agua y la paromomicina se elu- 
ye entonces con ácido mineral diluido. La paromomicina 

10 contenida en el eluato resultante se aisla conveniente­
mente haciendo pasar el eluato a través de un cambiador 
que contenga una resina aniónica en la forma hidroxiliea, 
recogiendo y neutralizando el liquido que sale y operan­
do después sobre este en forma neutra mediante cambio 

15 con una resina cambiadora de catión, elución con hidróxi-
do amónico y liofilización del eluato.

De acuerdo con otro de los métodos preferidos 
de aislar la paromomicina, el líquido de cultivo de la 
fermentación se adsorbe y eluye en la forma antes indi- 

20 cada empleando una resina cambiadora de catión, el pH
del eluato resultante se ajusta, si fuese necesario, 
alrededor de pH 4,5-7 y se hace pasar a través de una 
columna que contenga una mezcla de cantidades aproximada­
mente iguales de carbón activo y tierra de diatomeceas.

25 La paromomicina, que está retenida en ia columna se elu­
ye convenientemente lavando con agua. Cantidades adicio­
nales de paromomicina que quedan en la columna después
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del lavado con agua pueden recuperarse por lavado poste­
rior con disolventes orgánicos acuosos diluidos o ácidos 
minerales acuosos diluidos. La paromomiciña puede obte­
nerse a partir de los líquidos de lavado separando el 
disolvente en vacio o por precipitación en forma de sal 
insoluble de adición de un ácido mineral.

La paromomicina puede degradarse por hidróli­
sis con ácidos minerales como el ácido clorhídrico dan­
do un producto salino cristalino que contiene segdn el 
análisis elemental alrededor de 32-33 % de carbono, 7 % 
de hidrógeno, 9-10 % de nitrógeno y 23—24 % de cloro.
Los productos de una hidrólisis por ácido mineral como 
ésta no tienen actividad antlbacteriana apreciable. En 
particular, el producto de hidrólisis obtenido del si­
guiente modo es inactivo contra el B. subtilis: 
una solución de 2,81 gr. de clorhidrato de paromomicina 
en 280 mi de metanol anhidro se refluye durante dos ho­
ras y media con 60 mí de cloruro de hidrógeno 1,8 N en 
metanol, tiempo durante el cual se deposita un precipi­
tado cristalino. Después de refrigerar durante la noche, 
el precipitado, que consiste en la sal del ácido clorhí­
drico del producto de hidrólisis, se recoge por filtra­
ción y se purifica por reeristalizaeión de etanol acuoso. 
La base libre, que corresponde a la sal de ácido clorhí­
drico del producto de hidrólisis, tiene una fórmula em­
pírica probable C-, y contiene segdn el análi­
sis elemental un 44—45 % de carbono, 8 % de nidrógeno,

10
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y 13 % de nitrógeno.
La paromomieina es muy activa bacteriostatica— 

mente contra una amplia variedad de organismos patóge­
nos. En particular, la paromomieina es completamente ac­
tiva in vitro contra razas de staphylococcus que son 
resistentes a la oxitetraciclina, eritromicina o earbo- 
micina. La tabla IV ilustra el espectro antibaeteriano 
de la paromomieina empleada como sulfato in vitro.
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TABLA IV.

Espectro antibacteriano del sulfato de paromomicina

Cultivo
Concentración inhibitoria 
mínima de sulfato de paro­

momicina. % ̂  
en g/ml.

Clostridium perfringens 100.0
Corynebacterium diphtheriae 0.39
Diplococcus pneumoniae 100.0
Micrococcus pyogenes var.aureus 0.78
Streptococcus pyogenes 28.0
Streptococcua salivarius 80.0
Aerobacter aerogenes 6.28
Brucelia sais 3.13
Escheriehia coli 12.8
Zlebsiella pneumoniae 1.56
Neisseria catarrhalis 0.78
Pasteurella multocida 6.25
Proteus vulgaris 3.13
Pseudomonaa aeruginosa 50.0
Salmonella paratyphi 1.56
Salmonella schottmuelleri 12.5
Salmonella typhosa 6.25
Shigella dysenteriae 12.5
Shigella paradysenteriae 12, 8
Shigella sonnei 12.5
Vibrio comma 25.0
Mycobacterium phlei 0.19
Mycobacterium tuberculosis var.

hominis 0.19

^ Determinados en series dobles de ensayos de dilución de caldo. 
% ^ Pureza estimada 60-70 %.
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La paromomicina es un agente útil para pre­
venir la infección potencial por microorganismos pató­
genos . La paromomicina posee importantes propiedades 
antiparasitarias y es particularmente útil para comba­
tir la Endomoeba hist&lítlea, el agente causante de la 
amebiasis. La paromomicina es también útil para el tra­
tamiento de infecciones superficiales locales causadas 
por varios agentes patógenos y es aplicable particular­
mente al tratamiento de la infección causada por razas 
staphylococcus, que son resistentes a diversos antibió­
ticos comunmente empleados, por ej. oxitetraciclina, 
eritromicina, carbomicina y similares. Para éstas apli- 
caciónes, la paromomicina puede emplearse como base li­
bre o como sal de adición de ácido mineral, por ej., 
clorhidrato, sulfato, etc. Puede aplicarse en varias for­
mas adecuadas, por ej., como polvo mezclado con un di­
luyenos inerte, como talco, almidón, etc. como ungüento 
que comprende un excipiente de ungüento inerte y una pro­
porción menor de paromomicina, o como solución diluida 
en agua que contenga, si se desea, un agente actividad 
superficial compatible. En éstas formas, la paromomicina 
puede emplearse convenientemente en mía concentración 
de unos 5 mg por centímetro cúbico en el caso de solucio­
nes y de unos 5 mg por gramo en el caso de polvos y un­
güentos. La paromomicina tiene la ventaja de ser relati­
vamente no toxica y estable en diversas condiciónes de 
empleo. En su empleo como bacteriostático, la paromomiei—
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na se aplica directamente en el sitio de la infección, 
y se aplica posteriormente de manera periódica según se 
precise. Si se desea, la paromomicina puede emplearse en 
combinación con otros agentes bacteriostáticos.

El invento se aclara en los ejemplos siguientes:
Ejemplo 1

Doce litros de un medio nutriente que tiene la 
siguiente composición:

Glucosa, monohidrato 0,5
Glicerina 0,5
Caseína hidrolizada con ácido 0,3
Peptona 0,25
Levadura de eerveza 0,1
Sólidos de maceración de maíz 0,25
Harina de soja 0,25
Residuos de fennentación 

tona-butanol...
StiO o*

Cloruro sódico 0,5
Carbonato cálcico 0,1
Agua suficiente para hacer 100,0

se coloca en un fermentador de 30 litros provisto de 
herrajes en acero inoxidable que incluyen inyector, agita­
dor obstáculos y conductos de toma de muestras y el medio 
se esteriliza por calefacción a 1218C. durante dos horas. 
El medio se enfria y se inocula con 20 mi de una suspen­
sión de las esporas de dos cultivos inclinados de esporu- 
lación en agar de Moyer de Streptomyces rimosus forma
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paromomycinns en una solución estéril al 0 ,1 % de 
heptadecil sulfato sódico. La mezcla de cultivo inocu­
lada se incuba a 2680. durante 60 horas, y durante és­
te tiempo se agita la mezcla a 200 r.p.m. y se pasa 
aire estéril por el medio a través del inyector a la 
velocidad de 12 litros por minuto. Una porción de la mez. 
cía de cultivo incubada resultante se emplea para la 
inoculación de dieciseis litros de un medio nutritivo 
que tenga la siguiente composición:

tanto por ciento
Glucosa, monohidrato j.,0

Harina <de soja *¡.,o
Cloruro sódico
Carbonato cáleico Q^i
Cloruro amónico 0*167
Residuo de estómago de cerdo, ex­

tracto salino............... 0 ,5

Agua suficiente para hacer........ 100,0
El pH del último medio nutritivo se ajusta a 7,5 con 
solución de hidróxido sódico lo H y se coloca en 
fermentador de vidrio de 30 litros provisto de inyector, 
agitador, obstáculos conducto de temía de maestra.
El medio se esteriliza por calefacción a 12lsc. durante 
dos horas, se deja enfriar y se inocula entonces con 
800 mi de la mezcla de cultivo obtenida según se descri­
bió anteriormente. La mezcla de cultivo resultante se 
incuba a 26ac. durante noventa y cuatro horas y durante
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este tiempo la mezcla se agita a 200 r.p.m. y se pasa 
aire estéril en el medio a través del inyector a la 
velocidad de 16 litros por minuto. Durante la incuba­
ción, se evita la formación de espuma por adición, 
según se necesite, de manteca de cerdo cruda y aceites 
minerales que contengan mono- y di-gliceridos.

Al final del periodo de incubación, la mezcla 
de cultivo de fermentación se ajusta a pH 2 con ácido 
clorhídrico concentrado, se separa por filtración el 
material sólido presente y la torta del filtro se lava 
con agua. Las aguas de lavado se combinan con el filtra­
do principal, se ajusta a pH 7,0 y 15,5 litros del liqui­
do de cultivo filtrado se introducen en un cambiador en 
columna (3,8 cm diam. int.) relleno con 380 mi. de resina 
de ácido carboxílico que ha sido previamente lavada su­
cesivamente con dos litros de una solución acuosa de 
37,5 g de hidróxido sódico y con dos litros de agua. La 
columna que contiene la paromomicina se lava con dos vo­
lúmenes de agua y se eluye con ácido clorhídrico 0,5 N. 
Los primeros 19,4 litros de percolado contienen poca o 
ninguna paromomicina y su pH varia de 6 a 7,3. Cuando 
el pH del eluato empieza a caer por debajo de 6,0 , se 
recogen dos litros de eluato.

La porción de dos litros de eluato, recogida 
según se indicó, se neutraliza a pH 6 con solución de 
hidróxido sódico 10 N y se filtra. El filtrado se concen­
tra por evaporación a vacio hasta un volúmen de un litro
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aproximadamente.
Se prepara una, columna de adsorción por adición 

de una mezcla acuosa pastosa de 65 g. de carbón activo 
lavado con ácido (Darco ü— 60) y 50 g de tierra de diato- 
maoeas en una columna de 3,8 cm y se añaden 300 mi del 
filtrado concentrado. La columna se lava con 400 mi de 
agua y se eluye sucesivamente con 325 mi de agua, 425 mi 
de acetona acuosa al 1 % y 400 mi de acetona acuosa al 
10 % . Los eluatos de agua y acetona se concentran y 
liofilizan para dar clornidrato de paromomicina en forma 
de polvo. El producto se purifica recogiendo el polvo en 
metanol, añadiendo un gran exceso de acetona a la solu­
ción, recuperando el precipitado que se foima, por fil­
tración. El producto, clorhidrato de paromomicina tiene 
una rotación óptica M  ̂  = + 56,5° (al 1 % en agua).

Con objeto de obtener la. paromomicina en foima de 
base libre, el clorhidrato se disuelve en agua en solución 
al 3 la. solución se vierte en una columna de adsorción 
que contenga una resina cambiadora de a-nión (Amberlite 
IR-45 o de preferencia IRA 411 ó IRA 400) en la forma 
hidroxilica y la columna se lava con una pequeña cantidad 
de agua. El percolato acuoso se concentra a sequedad por 
liofilización y el producto sólido obtenido se purifica 
recogiéndolo en etanol absoluto hirviente, enfriamiento 
y recuperación de la paromomicina sólida 4 64° (al
1 % en agua).

-  25 -
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Ejemplo 2
Para la preparación de un medio de inoculación 

reciente para la producción en gran escala de paromomicina 
descrita en lo que sigue, 80 litros de un medio nutritivo 
que tiene la composición siguiente:

Tanto por ciento
Glucosa, monohidrato 1.0
Harina de soja 1.0
Residuo de estómago de cerdo, ex­

tracto salino............. ... 0,5
Cloruro amónico 0,167
Cloruro sódico 0,5
Carbonato cálcico 0,5
Agua suficiente para hacer 100,0
se colocan en un Termentador de 200 litros de acero inoxi­
dable y se ajusta el pH a 7,5 con solución de hidróxiao 
sódico 6N. El medio se esteriliza por calefacción a 12lsc. 
durante una hora. El medio se enfria y se inocula con 40 
mi de una suspensión de esporas de Streptomyces rimosus 
forma paromomycinus en una solución estéril al 0,1 % de 
heptadecil sulfato sódico, preparada de la misma forma 
que se describió en el ejemplo 1. La mezcla de cultivo 
se incuba a 26sc. durante 64 horas, durante cuyo tiempo 
se suministra aire estéril a través de un inyector a la 
velocidad de 0,28 m- por minuto. Durante la incubación 
se añade una mezcla esterilizada de manteca de cerdo en 
bruto y aceites minerales que contengan mono- y di-glicé- 
ridos, segdn se requiera para controlar la formación de 
espuma.
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El cultivo incubado asi obtenido se utiliza 
para inocular el cultivo principal preparado de la si­
guiente manera: Se preparan seiscientos litros de un 
medio que tiene la composición:

Tanto por ciento
Glucosa, monohidrato 1,0
Harina de soja 1,0
Residuo de estómago de

cerdo,extracto salino O,i?
Cloruro amónico 0,167
Cloruro sódico 0,5
Carbonato cálcico 0,5
Agua suficiente para hacer 100,0 

en un fermentador de acero inoxidable de 800 litros y 
el pH se ajustó a 7,5 con solución de hidrósido sódico 
6 N. El medio se esterilizó por calefacción a 12lsc. 
durante una hora y se dejó enfriar. El medio estéril 
se inoculó con cuarenta litros del cultivo preparado 
como se describió anteriormente y se incubó a 26BC.se­
tenta y dos horas, durante cuyo tiempo se suministró 
aire estéril a través de un inyector a una velocidad 
de 0,95 m- por minuto y la mezcla de cultivo se agitó 
con un motor de revolución a la velocidad de 230 
r,p,m.. Para evitar la excesiva formación de espuma 
durante la incubación se aSaden 8,1 1. de una mezcla 
estéril de manteca de cerdo y aceites minerales, segdn 
se precise.
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Al final del periodo de incubación, la mezcla 
de cultivo ee ajusta a pH 2 con ácido clorhídrico con­
centrado, se filtra, y la torta del filtro se lava con 
agua. El filtrado y lavados combinados (600 1.) se neu-

5 tralizan y se anaden a una columna de adsorción (15 cm.
de diámetro interior) rellena con 13 1. de una resina de 
ácido carboxílico (amberüte IRC— 50) que ha sido neutra­
lizada previamente por percolación con una solución de 
1,265 gr. de hidróxido sódico en 60 1. de agua. La eolum- 

10 na, que contiene la paromomicina, se lava con unos 40 1.
de agua y se eluye con ácido clorhídrico 0,5 N. .Citando 
el pH del efluente de la columna cae por debajo de 6, 
se recogen 88,5 1. de eluato, se neutralizan con solución 
de hidróxido sódico 6 N. y se concentran por evaporación 

15 en vacío hasta aproximadamente un décimo de su volimen.
Un cuarto de litro del eluato concentrado se 

ahade a una columna de adsorción preparada llenando un 
tubo de 3,8 cm. que tenga una capacidad de 360 mi. 
aproximadamente con una pasta acuosa de 80 gr. de car- 

BO bón activo (Dareo G-,60 ) y 60 gr. de tierra de diato—
maceas. El clorhidrato de paromomicina contenido en la 
columna se recupera por elución con un litro y medio 
de agua. El eluato se concentra, se congela y se seca 
en el estado congelado, en alto vacio. El producto só- 

25 lido obtenido, el clorhidrato de la paromomicina, repre­
senta un rendimiento del 64 % de la actividad de paro- 
momieina presente originalmente en la mezcla de cultivo
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de la fermentación acabada.
Para convertir el clorhidrato de paromomicina en 

el correspondiente sulfato se disuelve 1 gramo de clor­
hidrato de paromomicina en 25 mi. de agua y se añaden a 

5 la solución 4,5 mi. de un ácido sulfúrico acuoso molar.
El precipitado que se forma se aísla por filtración y 
la torta del filtro se lava con metanol y se seca. El pro­
ducto resultante, sulfato de paromomicina en una forma 
que contiene ion cloruro se disuelve en agua y el pH de 

10 la solución se ajuBta a 6,0 mezclándolo con una cantidad
suficiente debrestna cambiadora de anión en la forma hi- 
droxilica. La resina se separa por filtración y el fil­
trado se concentra por liofilización. El producto gomoso 
residual se convierte en solido blanco por trituración 

15 con acetona. El producto solido se aisla por filtración,
se lava con acetona y se seca. El producto, sulfato de 
paromomicina, tiene una rotación óptica ^  &e +50,50
(1,5 % en agua).
Ejemplo 3.

20 Para la preparación de un medio de inoculación
fresco para la producción en gran escala de paromomicina 
según se describe a continuación, 12 1. de un medio nu­
tritivo que tiene la composición siguiente:

29 -
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Tanto por ciento
Glucosa, monohidrato 2,0
Harina de soja 1,0
Residuo de estómago de cer­

do ,extracto salino.... 0,5
Cloruro amónico 0,167

Cloruro sódico 0,5
Carbonato cálcico 0,5
Agua suficiente para hacer 100,u

10 se colocan en un fermentador con agitación de 30 litros y
el pH se ajusta a 7?5 con solución de hidróxido sódico 
6 N. El medio se esteriliza por calefacción a 12lac. duran­
te dos horas. El medio se deja entonces enfriar y se ino­
cula con 20 mi de una suspensión de esporas de Streptomy- 

15 oes rimoaus forma paromomycinus en una solución estéril
al 0,1 % de heptadeeil sulfato sódico, preparada de la mis­
ma forma que se describió en el ejemplo 1. La mezcla de 
cultivo se incuba a 26ac. setenta y una horas, durante 
cuyo tiempo se suministra aire estéril a través de un in- 

20 yector a una velocidad de 12 litros por minuto y la mez­
cla se agita por medio de un agitador a la velocidad de 
200 r. p. m.

El cultivo incubado asi obtenido se utiliza para 
inocular el cultivo principal preparado del siguiente mo- 

25 do. 40 litros de medio que tiene la composición:
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Glucosa, monohidrato 2,0
Harina de soja 1,0
Residuo de estómago de cerdo, ex—

tracto salino........ 0,5
Cloruro amónico 0,167
Cloruro sódico 0,5
Carbonato cálcico 0,5
Agua suficiente para hacer 100,0
se preparan en un termentador de acero inoxidable de 120 li­
tros y el medio se esteriliza por calefacción a 12180. durante 
a hora, El medio se deja enfriar y se inocula entonces con 

100 ni del medio de inoculación fresco preparado como se descri­
bió antes. El medio inoculado se incuba a 269C. veinticuatro ho­
ras, durante cuyo tiempo se proporciona aire estéril a través de 
un inyector a la velocidad de 0,18 m^ por minuto.

1.200 litros de un medio nutritivo que tiene la misma 
composición descrita anteriormente se prepararon y colocaron en 
un termentador de acero inoxidable de 2.000 litros y el medio se 
esterilizó pdr calefacción a 12lsc. durante una hora. El medio 
estéril se deja enfriar y se inocula con 40 litros de la mezcla 
de cultivo obtenida de la fermentación previa. El medio inoculado 
se incuba veintitrés horas a 26sc. durante cuyo tiempo se propor­
ciona aireación por medio de un inyector a la velocidad de 1,3 m^ 
por minuto y el medio se agita por medio de un agitador a la ve­
locidad de 84 r.p.m. Durante la incubación, se añaden 3,9 litros 
de una mezcla estéril de manteca de cerdo en bruto y aceites mi­
nerales que contenga mono- y diglicéridos, segdn se precise, para
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evitar la excesiva formación de espuma.
Se preparan 4.800 litros de un medio que tiene 

la misma composición descrita anteriormente y se colocan 
en un fermentador de acero inoxidable de 8,000 litros. El 

5 medio se esteriliza por calefacción a 121sc. durante ana
ñora y se deja enfriar. El medio estéril se inocula con 
800 litros de la mezcla de cultivo descrita inmediatamente 
antes y se incuba a 26 ac. durante cuarenta y nueve horas. 
Durante la incubación, se suministra aire a una velocidad 

10 de 3,4 metros cúbicos por minuto y el medio se agita con
un agitador a la velocidad de 125 r.p.m.

La mezcla de cultivo (8.200 litros que contienen 
la paromomicina en una concentración de 0 ,2 mg/ml) se fil­
tra, la torta del filtro se lava con agua y los filtrados 

15 y lavados combinados se ajustan a pH 7,2.El líqyido de
cultivo, lavados, etc., (9.600 litros) se anaden aúna 
columna de adsorción preparada rellenando una columna de 
45 cm. con 184 litros de una resina de ácido carboxilico 
(Amberlite IRC-5Q) y neutralizando la resina por percola- 

20 ción con 820 litros de hidróxido sódico 0,6 N. La columna
se lava entonces con 1.300 litros aprox. de agua y se 
eluye con 2.240 litros de ácido clorhídrico 0,5 N y 840 
litros de ácido clorhídrico 0 ,6 N, empleándose los lavados 
con agua después de cada elución ácida, dando un volúmen 

25 total de eluato de 3.900 litros.
Los eluatos combinados de varias operaciones como 

ésta (volúmen total 3.200 litros) se ajustan a pH 9 ,5 con
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hidróxido sódico 6 N. Se añade entonces carbón activo 
(Barco G-60) en una proporción de 1 ,5 % p/v y tierra de 
diatomaceas en una proporción de 1 .0 % p/v y la mezcla 
se agita durante media hora. La mezcla se filtra en un 

5 filtro prensa y se lava con 3.980 litros de agua. La pa-
romomieina se eluye con 980 litros de ácido sulfúrico 
0,05 N y 1.336 litros de ácido sulfúrico 0,1 N. Los elua- 
tos de ácido sulfúrico se combinan y se pasan sobre 50 
Kg. de resina cambiadora de anión (Amberlite IR-45) en 

10 la forma hidroxilica. El pH del eluato se determina pe­
riódicamente y cuando cae por debajo de pH 9, la resina 
se regenera. El filtrado contiene la base libre paromomi- 
cina.

Una porción de 64b mi de percolato concentrado, 
15 que contiene 1,3-1,5 g de paromomicina se ajusta a pH

7,3 con ácido sulfúrico 1 N y se pasa a través de 5 mi 
de una resina de ácido carboxílico en la forma amónica.
La resina se lava con agua y el lavado que contiene una 
pequeña cantidad de actividad se desprecia. La paromomi- 

20 ciña se eluye con hidróxido amónico 1 R* y el eluato se
seca a partir del estado congelado. El rendimiento del 
producto deseado, paromomicina, es 1.125 g.

Esta solicitud, que corresponde a la presentada 
en Estados Unidos de América, el 20 de Mayo de 1955, ba- 

25 jo el número 509.824, se acoge a los beneficios del arti­
culo 51 del vigente Estatuto Ley sobre Propiedad Indus-
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JVC I A

Los puntos de invención propia y nueva que se pre­
sentan para que sean objeto de ésta Patente de Invención 
en Espaíla, son los siguientes:

la.- Procedimiento para la producción de paromo- 
micina, que comprende la inoculación de un medio nutriti­
vo acuoso estéril que tenga un pH entre 6 y 8,5, y que 
contenga una fuente de carbono asimilable y una fuente 
de nitrógeno y sales minerales, con el Streptomyces rirno- 
sus forma paromomycinus la incubación del medio inocu­
lado a una temperatura en las proximidades de 20 a 35° c. 
en condiciónes aerobias, la separación del material sóli­
do presente y el aislamiento de la paromomicina del me­
dio incubado.

2s.— Procedimiento de acuerdo con la reivindi­
cación 1 , en el que el medio nutritivo se agita y se in­
troduce aire estéril en el citado medio durante la incu­
bación.

39.- Procedimiento de acuerdo con cualquiera de 
las reivindicaciónes precedentes en el que la incubación 
se lleva a cabo a una temperatura entre 23 y 309 o. du-
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rante 3 a 6 dias.
4S.-Procedimiento de acuerdocon cualquiera de las 

reivindicaciónes precedentes en el que el medio nutriti­
vo contiene entre 0,1 y 1 % de sales minerales y por lo 
menos una de las siguientes sustancias: glucosa, d-manosa, 
d-galactosa,jarabe de maíz, almidón, almidón soluble, li­
quido de maceración de malta, melazas finales, almidones 
hidrolizados y glicerina.

5s.- Procedimiento de acuerdo con cualquiera de 
las reivindicaciónes precedentes en el que la paromomi- 
cina, contenida en el medio incubado después de separar 
los sólidos, se adsorbe sobre una resina cambiadora de 
ácido carboxilico y se eluye de ella, la paromomicina 
contenida en el eluato resultante se adsorbe sobre car­
bón activo y se eluye de él y la paromomicina contenida 
en el eluato del carbón se aisla por separación del di­
solvente o por precipitación como una sal de adición de 
ácido insoluble.

6a.- Procedimiento de acuerdo con cualquiera de 
las reivindicaciónes 1 a 4 en el que la paromomicina 
contenida en el medio incubado después de separar los só­
lidos se adsorbe y eluye de un cambiador de catión, el 
PH del eluato se ajusta a 9 - 9,7, la paromomicina conte­
nida en él se adsorbe sobre carbón activo, se lava con 
agua y se eluye con ácido mineral diluido, la paromomici­
na contenida en el eluato resultante se adsorbe y eluye 
de una resina aniónica en la foima nidroxílica, el eluato
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* resultante se neutraliza, la paromomicina contenida en el 
eluato neutro se adsorbe en una resina cambiadora de catión 
y se eluye con hidróxido amónico y la paromomicina se ais- 
la por separación del disolvente.

7 9 procedimiento para la producción de paromomicina
Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante­

cede, ilustrado en los dibujos que se acompañan y para los 
fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta y seis hojas escri­
tas a máquina por una sola cara.

Madrid B JUN. 193!
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