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P A T E N T E  D E  I N V E N C I O N  

a  f a v o r  de
MERCK & CO., I n e . ,  de n a c io n a l id a d  n o r te a m e r ic a n a ,  dom ici­

l i a d a  en  RAHWAY (New J e r s e y ,  E .U .) ,  126 E a s t  L in c o ln  A venue,
p o r :

" P ro c e d im ie n to  p a r a  l a  o b te n c ió n  de n o v o b io c in a  m onosódi- 
ca  c r i s t a l i n a " .

M e m o r i a  d e s c r i p t i v a .
E s te  in v e n to  se  r e f i e r e  a l  nuevo a g e n te  a n t i b i ó ­

t i c o  N o v o b io c in a , y  más c o n c re ta m e n te  a. u n  p ro c e d im ie n to  
nuevo y p e rfe c c io n a d o  de p r e p a r a r  l a  s a l  m onosódica de no­
v o b io c in a .

5 E l a n t i b i ó t i c o  n o v o b io c in a , conocido  tam b ién  p o r



24Í397e l  nom bre de " C a to m ic in a " , nombre r e g i s t r a d o  p o r Merck &
C o ., I n e . , ,  se  o b t ie n e  c u l t iv a n d o  en c o n d ic io n e s  v ig ilad ae im a  

nueva e s p e c ie  de m icro o rg an ism o  que ha  s id o  d e s ig n a d o , en l a  
c o le c c ió n  de c u l t i v o s  de Merck & C o ., I n c . ,  Rahway, Nueva 

5 J e r s e y ,  p o r  S tre p to m y c es  s n h e ro id e s  M a-319* Un c u l t i v o  de 
e s t e  m icro o rg an ism o  se  ha  d e p o s i ta d o  en l a  S ecc ió n  de F e r­
m en ta c ió n  d e l  S e r v ic io  de I n v e s t ig a c ió n  U t i l i t a r i a  d e l  Nor­
t e ,  D epartam en to  de A g r ic u l tu r a  de EUA, en P e o r ía ,  I l l i n o i s ,  
y  ag reg ad o  a  su s  c u l t i v o s  p e rm a n e n te s  como NRRL 2449.

10 La p ro d u c c ió n  de n o v o b io c in a  m e d ia n te  fe rm e n ta ­
c ió n  a e r ó b ic a  de m edios l íq u id o s  ad ecu ad o s p o r  cep as de 
S tre p to m v c es  s n h e r o id e s . y  l a  p r e p a r a c ió n  de s a l e s  de no­
v o b io c in a ,  han s id o  p re v ia m e n te  e x p u e s ta s  p o r  o t r o s ,  ex­
p l ic a n d o  que l a  n o v o b io c in a  es  u n a  s u b s ta n c ia  á c id a  con 

k5 dos g ru p os b á s ic o s  de e n la c e .  E l p r im e r  e n la c e  p a ra  f o r ­
m ar una s a l  m onosódica s e  p ro d u c e  a  un  pH aproxim ado de 
7 ,0 ,  y t i e n e  un pK de 3 ,8  ap rox im adam ente? e l  segundo en­
l a c e  s o b re v ie n e  a  u n  pH de 1 1 ,0 ,  poco más o m enos, con un 
pK aproxim ado de 9 ,4 .

20 La s a l  m onosódica de n o v o b io c in a  e s  p a r t i c u l a r ­
m ente a c t i v a  c o n t r a  e s t a f i l o c o c o s  r e s i s t e n t e s  a l a  p en ic i-r  
l i n a  y  c o n t r a  e s t a f i l o c o c o s  y reum ococos, gérm enes re sp o n ­
s a b le s  de l a  m ayoría  de l a s  in f e c c io n e s  r e s p i r a t o r i a s  b a c ­
t e r i a n a s .  En t e r a p é u t i c a  humana, l a  s a l  só d ic a  de novo -  

25 b io c in a  puede a d m in i s t r a r s e  p o r  v ía  b u c a l  en form a de cáp­
s u la s  que c o n t ie n e n , p o r  e je m p lo , unos 100 a 500 mgs. d e l  
a n t i b i ó t i c o ,  a  u n a  d o s is  d i a r i a  que o s c i l a  e n t r e  1 y  2 g ra ­
m os. A s í ,  u na  form a p o s o ló g ic a  ad ecu ada  es una c á p s u la  de 
g e l a t i n a  b la n d a  núm. 1 que c o n t ie n e  250 mgs* de l a  s a l  mo- 

30 n o s ó d ic a . A l te r n a t iv a m e n te ,  se  pueden  p r e p a r a r  t a b l e t a s



m ezclando l a  s a l  m onosódica en p o lv o  con u na  pequeña can­
t i d a d  de una s o lu c ió n  de f t a l a t o  á c id o  de a c e ta to  d e c e lu ­
l o s a  a l  5% en m e ta n o l- a c e to n a  (5 0 -5 0 ) , g ran u la n d o  e l  ma­
t e r i a l  a  t r a v é s  de una c r i b a  num. 8 , d esecan d o  lo s  g rá n u - 

5 l o s  r e s u l t a n t e s ,  p asan d o  lo s  g rá n a lo s  d esecad o s p o r  una c r i ­
ba, núm. 1 2 , y  co m p rim ién d o lo s lu e g o , p r e v i a  a d ic ió n  de u a a  
pequeña c a n t id a d  de e s t e a r a to  m a g n és ico , p a r a  o b te n e r  ta<? 
b l e t a s  q u e  c o n tie n e n  u n o s  250 m gs. de n o v o b ic c in a  s ó d ic a .

La n o v o b io c in a , y en  p a r t i c u l a r  su  s a l  m onosó- 
10 d i c a ,  son  tam b ién  e f i c a c e s  en e l  t r a ta m ie n to  de c i e r t a s

en fe rm ed ades de p l a n t a s .  P o r e jem p lo  una s o lu c ió n  acu o sa  
que c o n te n g a  a l r e d e d o r  de 100 p .  p o r  m i l ló n  de l a  s a l  mo­
n o s ó d ic a  puede e m p le a rse  como a s p e r s ió n  p a r a  c o m b a tir  e l  
t i z ó n  de l a s  j u d ía s  causado p o r X anthom onas p h a s e o l i .  Ta- 

15 ' l e s  a s p e r s io n e s  pueden  c o n te n e r  d iv e r s o s  a g e n te s  hum ectan­
t e s  o d i s p e r s a n t e s  u  o t r o s  a g e n te s  a c t i v o s ,  y se  pueden 
p r e p a r a r  de ac u e rd o  con m étodos b ie n  co n o c id o s  en l a  e sp e ­
c i a l i d a d .

E s to s  y o t r o s  u s o s  de l a  s a l  m onosódico de novo- 
20 b b c in a  h acen  muy d e s e a b le  un método económ ico y p r á c t ic o

p a ra  p r e p a r a r l a ;  y e l  p r e s e n t e  in v e n to  se  r e f i e r e  a  un mé­
to d o  nuevo y m e jo r ,  p o r  e l  que un á c id o  de n o v o b io c in a  r e ­
la t iv a m e n te  im puro s e  puede c o n v e r t i r  d i re c ta m e n te  en l a  
s a l  m onosódica c r i s t a l i z a d a  de n o v o b io c in a .

25 E l nuevo p ro c e d im ie n to  conform e a l  p r e s e n te  i n ­
v e n to  com prende d i s o l v e r  á c id o  de n o v o b io c in a  con más de 
u n  80% de p u re z a  en  u n  d i s o lv e n te  o rg á n ic o  m ix to  que con­
t i e n e  2 a 4 vo lúm enes de un a lc o h o l  con 1 a  4 átom os de 
carbono  y 1 volum en de un d i s o lv e n te  a ro m á tic o  e sco g id o  
e n t r e  e l  g rupo  in te g ra d o  p o r  b en cen o , to lu e n o  y x i l e n o ;30



a ñ a d i r  a  e s t a  s o lu c ió n  en  d i s o lv e n te  o rg á n ic o  m ix to , m etó - 
x id o  só d ic o  en c a n t id a d  que dé un pH aproxim ado de 7 ,2  p a ra  
p r e c i p i t a r  a s i  d i re c ta m e n te  n o v o b io c in a  m onosódica c r i s t a ­
l i z a d a .  En e s t e  p ro c e d im ie n to , l a  m ezcla  d i s o lv e n te  o rg á -  

5 n i c a  p r e f e r i d a  e s  m e ta n o l-b e n ce n o  2 :1 ,  p o rq u e  p ro p o rc io n a  
un  re n d im ie n to  muy bueno ( re g u la rm e n te  s u p e r io r  a  90% d e l  
t e ó r i c o ) ,  y  d a  además un  p ro d u c to  de buen  c o lo r  y  e le v a d a  
p u re z a .

Al e f e c t u a r  e l  p ro c e d im ie n to , e l  m etóx ido  só d ic o  
10 se  añ ad e  con  p r e f e r e n c i a  d i s u e l t o  en m e ta n o l. D espués de 

a ñ a d i r  e l  m etóx ido  só d ico  y  de fo rm a rse  en c o n se c u e n c ia  
c r i s t a l e s ,  e s  c o n v e n ie n te  a g r e g a r  más d i s o lv e n te  a ro m á tic o , 
con a m p lia  a g i t a c i ó n ,  p a ra  au m en ta r e l  re n d im ie n to  en s a l  
m onosódica c r i s t a l i n a .  La c a n t id a d  de  d i s o lv e n te  arom á- 

15 t i c o  a s í  ag re g a d a  debe s e r  c in c o  a  ocho v e c e s  m ayor que l a  
d e l  mismo d i s o lv e n te  en l a  m ezcla  d i s o lv e n te  i n i c i a l .  Em­
p lean d o  menos de unos 5 volúm enes de d i s o lv e n te  a ro m á tico  
su p le m e n ta r io  no se  o b t ie n e  e l  aum ento deseado  de p ro d u c ­
c ió n  de c r i s t a l e s ,  y  con más de u n o s  8 vo lúm enes d e l  mismo 

20 t i e n d e  a  a l t e r a r s e  e l  c o lo r  d e l  p r o d u c to .
E l empleo de una m ezcla  d i s o lv e n te  de m e ta n o l-  

benceno  2 :1  p a re c e  s e r  lo  más e f ic a z ;  p a r a  r e t e n e r  l a s  im­
p u re z a s  c o lo re a d a s  y d a r  una s a l  m onosódica de n o v o b io c in a  
p u r a ,  c r i s t a l i n a  y b la n c a . Empleando o tro  a lco h o l,co m o  

25 m e ta n o l o p ro p a n o l ,  se  s u s c i t a  en c i e r t o  modo un  p ro b le m a , 
a  c a u sa  de l a  s o l u b i l i d a d  d e c r e c ie n te  d e l  á c id o  de novo- 
b io e in a  en m ezc la s  d i s o lv e n t e s  con a lc o h o le s  s u p e r io r e s ,  
e n t r e  y  C^. S i b ie n  e s t a  m enor s o l u b i l i d a d  se  puede 
c o n t r a r r e s t a r  empleando c a n t id a d e s  m ayores de l a  m ezcla 

30 d i s o lv e n t e ,  r e s u l t a  c la r o  que e s  p r e f e r i b l e  em p lear una
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m ezcla  d i s o lv e n te  que p e rm ita  m an ten e r re d u c id o  a  un  mí­
nimo e l  voldm en d e l  d i s o lv e n te  que ha de m an ejarse*

La s u b s t i t u c i ó n  d e l  benceno  p o r  o t r o s  d is o lv e n ­
t e s  a r o m á t ic o s ,  como to lu e n o  o x i l e n o ,  en  l a  m ezc la  d i s o l ­
v e n te  p r e f e r i d a ,  e s  s a t i s f a c t o r i a  en cu a n to  a  r e n d im ie n to , 
p e ro  e l  c o lo r  d e l  p ro d u c to  a i s l a d o  no e s  t a n  b u en o .

Con r e s p e c to  a  l a  m ezcla  d i s o lv e n te  p r e f e r i d a  
de m e ta n o l-b e n ce n o  2 :1 ,  l a  i n c lu s ió n  de más a lc o h o l ,  h a s ­
t a  una r e l a c i ó n  ap rox im ada de 4 :1 ., no in f lu y e  d e s fa v o ra ­
b lem e n te  en  e l  p ro d u c to ,  p e ro  tam poco e s  b e n e f i c i o s a ,  p o r 
lo  que e s  p r e f e r i b l e  e v i t a r l a ,  y a  que aum enta e l  volum en 
de d i s o lv e n te  que ha de m a n e ja rs e . P o r o t r a  p a r t e ,  re d u ­
c ie n d o  l a  p ro p o rc ió n  de m e ta n o l a p re c ia b le m e n te  p o r  debajo  
de l a  r e l a c i ó n  2 :1 ,  s e  in f lu y e  en  p e r j u i c i o  d e l  p ro c e d i­
m ie n to , y debe e v i t a r s e .

E l método se  l l e v a  a  cabo adecu adam en te  a tem­
p e r a tu r a  o r d i n a r i a ,  p o r  e je m p lo , a u n o s 25-30BC. D espués 
de d i s o l v e r  e l  á c id o  l i b r e  de n o v o b io c in a  en l a  m ezc la  d i ­
s o lv e n te ,  l a  s o lu c ió n  se  p a s a  con p r e f e r e n c i a  p o r  p a p e l 
de f i l t r o  c u b ie r to  de c o f i l ^ r a n t e  de t i e r r a  dé d ia to m e a s , 
p a ra  e l im in a r  c u a lq u ie r  m a te r i a l  no d i s u e l t o .  E l m é to x i-  
do de so d io  en m e ta n o l r e c ié n  p re p a ra d o  c o n v ien e  f i l t r a r ­
l o  as im ism o , p re s e rv á n d o lo  de l a  a c c ió n  d e l  a i r e .  La so ­
lu c ió n  de m etóx ido  só d ic o  se  a g re g a  g ra d u a lm e n te  a  l a  so­
lu c ió n  a c id a  de n o v o b io c in a  h a s ta  un  pE aprox im ado  de 7 ,1  
y  lu eg o  se  añ a d en  con cu idado  c a n t id a d e s  a d i c io n a l e s ,  a g i ­
ta n d o , h a s t a  un  pH de a l r e d e d o r  de 7 ,2 - 7 ,3 ,  p u n to  en e l  
c u a l  com ienza l a  c r i s t a l i z a c i ó n .  La le c h a d a  de novob io ­
c in a  m onosódica c r i s t a l i n a  se  a g i t a  d u ra n te  a lr e d e d o r  de 
una h o ra . Luego s e  añ ad e  benceno  en c a n t id a d  aprox im ada
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de c in c o  a  ocho v e c e s ,  y  m e jo r de 7-§- v e c e s  e l  volum en p re ­
s e n te  en l a  m ezc la  d i s o lv e n t e  p r i m i t i v a ,  y se  c o n tin ú a  a g i  
tan d o  p o r  e s p a c io  áe  una h o ra  ap ro x im ad am en te . Se se p a ra  
lu eg o  p o r  f i l t r a c i ó n  e l  p ro d u c to  c r i s t a l i n o ,  se  la v a  con 
b e n c e n o , se  l im p ia  su b stan c i& m en te  de d i s o lv e n te  r e s i d u a l ,  
cu id and o  de e x c l u i r  to d a  h u m e d a d a tm o s fé r ic a , y l a  t o r t a  
que r e s u l t a  s e  d e se c a  lu e g o  en una e s tu f a  de v a c ío  a unos
5090.

La n o v o b io c in a  m onosódica c r i s t a l i n a  r e s u l t a n t e  
se  d i s u e lv e  l ib re m e n te  en  a g u a , e s  c a s i  b la n c a ,  con más 
90% de p u re z a , y  p a ra  muchos u s o s  se  puede  em p lear s in  u l ­
t e r i o r  p u r i f i c a c i ó n .

Los s ig u i e n t e s  e je m p lo s  s e r v i r á n  p a r a  m o s tra r  
como p u ed e  p o n e rs e  en  p r á c t i c a  e l  m étodo d e l  p r e s e n te  i n ­
v e n to .  S in  em bargo, debe a d v e r t i r s e  que e l  e jem plo  I B ,  
r e f e r e n t e  so lo  a  l a  p re p a r a c ió n  d e l  á c id o  de n o v o b io c in a  
i n i c i a l ,  p ro v ie n e  ae  e s tu d io s  y a  c o n o c id a  y  no form a p a r ­
t e  d e l  p r e s e n te  in v e n to .  También h a  de e n te n d e rs e  que l a  
f i n a l i d a d  de e s t o s  e je m p lo s  es i l u s t r a t i v a ,  y no l i m i t a t i ­
v a .

EJEMPLO 1 8 .
Un f r a s c o  de B lake con 25 m i. de a g a r  acuoso

e s t é r i l ,  com puesto de
1% de e x t r a c to  de  le v a d u ra  1% de d e x tro s a  0,12%  de NagHPO^
0 , 05% cLe MagSOi.7HpO 2% de a g a r ,  ^ ^

d i s u e l t o  en  a g u a , se  in o c u ló  con un  a s a  de t i e r r a  tom ada 
de un  c u l t i v o  de t i e r r a  de S tre p to m y c es  s p h e r o id e s  MA-319 
(NRRL), y  se  in cu b ó  a  26BC d u ra n te  c u a t r o  a  c in c o  d ía s ,  
h a s ta  e s p o r u la c ió n  a b u n d a n te .
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D espués se  a ñ a d ie ro n  20 m i. de agua  e s t e r i l i z a ­

da a l  mismo f r a s c o ,  y se  su s p e n d ie ro n  l a s  e s p o ra s  p o r  r a s ­
p ad o . Unos 5 m i. de  l a  s u s p e n s ió n  de e s p o ra s  r e s u l t a n t e s  
se  a ñ a d ie ro n  a  un e r le n m e y e r  ta b ic a d o  de 2 l i t r o s  que con­
t e n í a  750 m i. de un medio acuoso  e s t é r i l  com puesto  de

0,3%  de e x t r a c to  de c a rn e  de buey1,0%  de h id r o l iz a d o  de c a s e ín a  (am ina NZ)10% de d e x t r o s a  0,5%  de c lo r u r o  s ó d ic o ,
con un  pH aproxim ado de 7 ,2 .  Luego se  tap o n ó  e l  m atra&  
con a lg o d ó n , y  su  c o n te n id o  se  in cu b ó  a  26sO en un  sa cu ­
d id o r  g i r a t o r i o ,  d u ra n te  48 h o r a s .

E l c u l t i v o  v e g e ta t iv o  a s í  p re p a ra d o  se  añ a d ió  
lu eg o  a  un  fe rm e n ta d o r  de a c e ro  in o x id a b le  de 50 g a lo n e s ,  
que c o n te n ía  unos 25 a  30 g a lo n e s  de m edio de e x t r a c to  de 
buey  e s t e r i l i z a d o ,  de l a  co m p o sic ió n  a n te d ic h a .  D espués 
de a g re g a r  u n a  p equeña  c a n t id a d  de una s o lu c ió n  de o c ta d e -  
c a n o l a l  1% en a c e i t e  m in e r a l ,  como a g e n te  a n tie sp u m o so , 
se  incubó  e l  medio a 26sC d u ra n te  48 h o r a s .  E n t r e t a n to ,  
e l  medio se  e s tu v o  a g i ta n d o ,  y  a  t r a v é s  d e l  mismo se  h iz o  
p a s a r  a i r e  e s t e r i l i z a d o  a ra z ó n  de u n o s 3 p i e s  c ú b ./m in u to .

Luego se  carg o  un fe rm e n ta d o r  de a c e ro  in o x id a ­
b le  de 200 g a lo n e s  con unos 100 g a lo n e s  de un medio acuoso  
que c o n te n ía  lo s  s i g u i e n t e s  i n g r e d i e n t e s :

3% de h a r in a  de soya  ( S t a l e y 's  S p e c ia l  N u t r i e n t  4-S)2% de d e x t r o s a0,75%  de s o lu b le s  de d e s t i l e r í a s  0,25%  de c lo r u r o  s ó d ic o .
E s te  medio t e n i a  un pH aproxim ado de 7 ,1 .  Des­

p u és de e s t e r i l i z a r l o  con  v a p o r  a unos 120BC d u ra n te  t r e i n ­
t a  m in u to s , y de e n f r i a r ,  e l  fe rm e n ta d o r  se  in o c u ló  con 
un  8,4%  de l a  s ie m b ra  p re p a ra d a  en e l  fe rm e n ta d o r  de 50 
g a lo n e s  seg ú n  se  d e ja  d e s c r i t o .  E l l o t e  se in cu b ó  a  co n - 
tin u a m ió n  a  2630, a g ita n d o  y a ire a n d o  a ra z ó n  de 12 p ie s



cú b /m in u to . A l cabo de 96 h o r a s ,  e l  c a ld o  fe rm en tado  que 
c o n te n ía  e l  a n t i b i ó t i c o  n o v o b io c in a  t e n i a  una. a c t i v id a d  
ap rox im ada de 82 m cg/m l.

D espués de f i l t r a r  to d o  e l  c a ld o  a  un pH de 9 ,0  
5 se  a n a d ia ro n  5 l i b r a s  de c o f i l t r a n t e  de t i e r r a  de d i a to -

meas (H yflo  S u p e rc e l)  p o r  100 g a lo n e s  de c a ld o  f i l t r a d o .
E l c a ld o  se  a c i d i f i c ó  d e sp a c io  h a s t a  un  pH de 2 ,0  con c l o r ­
h íd r i c o ?  t r a s  d ie z  m in u to s  d e  a g i t a c i ó n ,  l a  c a rg a  s e  f i l ­
t r ó ,  y  l a  t o r t a  s e  a g i t ó  con a g u a . En e l  f i l t r a d o  á c id o  

10 no puede d e s c u b r i r s e  nada  de a n t i b i ó t i c o .  Los s ó l id o s
p r e c i p i t a d o s ,  s i n  e l  c o f i l t r a n t e ,  d ie r o n  una p u re z a  a p ro ­
xim ada de 0 ,2  a  0,3% . La t o r t a  d e l  f i l t r o  r e s a l t a n t e  de 
l a  p r e c i p i t a c i ó n  con á c id o  s e  e x t r a c tó  dos v e c e s  con me- 
t a n o l  acu o so  a l  85%, a  u n  pH de 9 ,0 ,  em pleando aprox im ada— 

15 m ente l / l O  d e l  volum en de c a ld o  p r im i t iv o  p a r a  cada e x t r a c ­
c ió n .  La r e c u p e ra c ió n  t o t a l  fu e  de un  80% de l a  b i o a c t i -  
v id a d  t o t a l  e x i s t e n t e  en e l  c a ld o .  La p u re z a  de lo s  s ó l i ­
dos en l a  s o lu c ió n  e r a  de 1 , a 1,5% .

La s o lu c ió n  a c u o sa  de m e tan o l se  c o n c e n tró  h a s -  
20 t a  l / l O  aprox im adam ente d e l  volúm en de l a  s o lu c ió n  m eta- 

n ó l i c a  p r i m i t i v a .  Se a j u s t ó  e l  pH a  9 ,0  con so sa  c á r s ­
t i c a ,  y  l a  s o lu c ió n  se  e x t r a c tó  dos v e c e s  con volúm enes 
ig u a l e s  de n - b u ta n o l .  La r e l a c i ó n  de d i s t r i b u c i ó n  a p a re n ­
t e  a un pH de 9 ,0  v ie n e  a  s e r  de 4 0 :1 . Los s ó l id o s  d e l 

25 e x t r a c to  b u ta n ó l ic o  d ie ro n  un 4-6% de p u re z a .
E l e x t r a c to  b u ta n ó l ic o  se  c o n c e n tró  a  l / l O  d e l  

volum en p r i m i t i v o ,  y se  a n a d ió  a  15 vo lúm enes de agua con 
pE de 9 ,0 .  Se ag re g ó  c o f i l t r a n t e  (H yflo  S u p e r c e l ,  a l r e ­
d ed o r de 0 ,5  g /  g a ló n , a  b a se  d e l  volúm en i n i c i a l  d e l c a l -  

30 d o ) ,  y e l  pH se  a ju s tó  le n ta m e n te  a 2 ,0  añ ad ien d o  ác id o
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c l o r h í d r i c o .  Toda l a  b io a c t iv id a d  p r e c i p i t a  en e l  c o f i l ­
t r a n t e ,  y se  s e p a ra  a l  f i l t r a r .  La, p u re z a  de l o s  s ó l i d o s ,  
s i n  e l  c o f i l t r a n t e ,  e r a  de u n  1 a  12%.

La t o r t a  se  d esecó  en v a c ío  a  40SC, se m olió  
y  se  t r i t u r ó  con é t e r  de p e t r ó le o  (unos 180 a  400 m i. p a­
r a  l o s  s ó l id o s  d e r iv a d o s  de cada g a ló n  de ca ld o  de ferm en­
t a c i ó n ) ,  h a s t a  que e l  f i l t r a d o  s a l i ó  in c o lo r o .  E s to  e l i ­
m ina 20 a 25% de l o s  s ó l i d o s  p r e s e n t e s ,  y  e l im in a  p ro d u c­
t o s  o le o s o s  i n a c t i v a s  de f e rm e n ta c ió n  s u b s i s t e n t e s  de l a s  
o p e ra c io n e s  a n t e r i o r e s .  No se  p e r d ió  b io a c t i v id a d  a lg u n a  
p o r  e s t a  t r i t u r a c i ó n ,  y l o s  s ó l id o s  re m a n en te s  d ie ro n  12 
a  15% de p u re z a .

La t o r t a  se  e x t r a c tó  con e ta n o l  a n h id r o ,  h a s ta  
que lo s  e x t r a c t o s  e t a n ó l i c o s  s a l i e r o n  de c o lo r  a m a r i l lo  
muy d é b i l .  E s to s  e x t r a c t o s  se r e u n ie r o n  y  c o n c e n tra ro n  
h a s t a  una s o lu c ió n  de 15-20% de s ó l i d o s ,  con un  ín d ic e  
b io ló g ic o  aproxim ado de 200 a 300 mcg/mg.

La s o lu c ió n  c o n c e n tra d a  en  e t a n o l  se  som etió  a  
c r o m a to g ra f ía  en a lú m in a  la v a d a  con á c id o .  Debe em p lear­
se  u na  p ro p o r c ió n  de 5 0 :1  de a lú m in a , a b a se  de l o s  s ó l i ­
dos t o t a l e s  e x i s t e n t e s  en l a  s o lu c ió n  ¿e c a rg a , p a ra  ob­
t e n e r  u na  p u r i f i c a c i ó n  s a t i s f a c t o r i a .  E l m a t e r i a l  a c t i ­
vo p a s a  a  t r a v é s  de l a  colum na m ie n tra s  queda  en e l l a  una 
g ran  c a n t id a d  d e l m a te r i a l  s ó l id o  e x tra ñ o  p r e s e n t e .  La 
colum na de a lú m in a  se  la v ó  con e t a n o l ,  p a r a  r e c u p e r a r  l a  
n b v o b io c in a . A proxim adam ente 95% de l a  b io a c t i v id a d  e s­
ta b a  en 2 ,5  a. 3 vo lúm enes desocupados de l a  colum na.
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Volumen( c . c . ) I n d ic e  b io -  ló g ic o (m c g /c c ) m g/cc mcg/mg T o ta lu n id a d e s
Carga c o l .  ^ F ra c c ió n  1* 1000 44 .000 265 166 220 x 1061000 92 2 .5 37 0 .4 6 x 10611 1000 8 .4 0 0 1 9 .6 428 42 x 106111 1000 1 5 .2 0 0 3 1 .3 484 76 x 106IV 1000 1 2 .4 0 0 2 2 .3 556 62 x l 0 6V 1000 7 .4 0 0 1 3 .4 552 37 x 106VI 1000 2 .6 0 0 4 .5 604 13 x 106V II 1000 900 1 .3 690 4.5 x 106
F ra c c io n e s(p rom edio ) 7000 6 .7 0 0 1 3 .2 504
Volumen de a lú m in a  -  8 .0 0 0  c c .Volumen v a c ío  en l a  colum na -2 .6 0 0  c . c .  *  (p r im e r  c o lo r )

Las la v a d u r a s  de colum na de a lú m in a  con e ta n o l  
se  c o n c e n tra ro n  h a s ta  un 5% de s ó l i d o s .  Se a ñ a d ió  agua h a s ­
t a  tu r b i e d a d ,  em pleando poco más de un  volum en i g u a l ,  y se  
d e jó  c r i s t a l i z a r  e l  a n t i b i ó t i c o .  La c r i s t a l i z a c i ó n  fu á  muy 

5 l e n t a .  A l cabo de c in c o  d ía s  quedaba en l o s  l í q u id o s  so b re ­
n a d a n te s  h a s t a  15% de l a  b io a c t i v id a d  p r i m i t i v a .  La a g i t a ­
c ió n  y /o  l o s  cam bios de te m p e ra tu ra  p a re c e n  i n f l u i r  poco en 
l a  r a p id e z  de c r i s t a l i z a c i ó n .  E s ta  n o v o b io c in a  c r i s t a l i n a  
t e n í a  un í n d i c e  de b i o a c t i v id a d  aprox im ado  de 500 a  600 m cg/ 

10 mg.
E l m a t e r i a l  c r i s t a l i n o  s e  d i s o lv ió  en a c e to n a  

a n h id r a ,  p a r a  o b te n e r  una s o lu c ió n  a l  30%. E s ta  s o lu c ió n  
se  t r a t ó  con una c a n t id a d  de ca rb ó n  v e g e ta l  a c t iv a d o  (Darco 
0 -6 0 ) i g u a l  a  dos v e c e s  e l  p eso  d e l  m a te r i a l  c r i s t a l i n o  d i -  

15 s u e l t o .  E l Darco se  se p a ró  p o r  f i l t r a c i ó n  y  se  lav ó  re p e ­
t id a m e n te  con a c e to n a ,  p a r a  d i l u i r  l a  s o lu c ió n  h a s ta  una can - 
c e n t r a c ió n  ap ro x im ad a  de 5% de s ó l i d o s .  Se ag reg ó  é t e r  de 
p e t r ó le o  h a s t a  e n t u r b i a r ,  y se  d e jó  c r i s t a l i z a r  l a  novo b io ­
c in a .  Se re c u p e ró  90 a  95% de l a  b i o a c t i v i d a d ,  y  l a  novo-
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b io c in a  c r i s t a l i n a  o b te n id a  d io  un  í n d i c e  de 900 a  1000 
mcg/mg.

E x is te n  o t r o s  m étodos de re c u p e ra d  e l  á c id o  de 
n o v o b io c in a  de c a ld o s  de fe rm e n ta c ió n , y debe e n te n d e r ­
se  qpe puede  e m p le a rse  c u a lq u ie r a  de e l l o s  que p ro p o r­
c io n e  á c id o  de n o v o b io c in a  con p u re z a  s u p e r i o r  a un 80% 
p a ra  l a  c o n v e rs ió n  d i r e c t a  en l a  s a l  m onosód ica  c r i s t a ­
l i n a  de n o v o b io c in a , seg ú n  se  expone en l o s  e jem p los s i ­
g u i e n t e s .

EJEMPLO 29.
En un  f r a s c o  de d i s o lu c ió n  de c in c o  g a lo n e s  se  

m ez c la ro n  2350 m i. de m e ta n o l y  1175 m i. de b en cen o . A 
l a  m ezc la  s e  a ñ a d ie ro n  con a g i t a c i ó n ,  a  2 5 -3 09 0 , 1175 g . 
de á c id o  l i b r e  de n o v o b io c in a  de 88,5% de p u re z a .  La 
s o lu c ió n  se  p asó  en  un embudo de B uchner p o r p a p e l de 
f i l t r o  r e v e s t id o  p re v ia m e n te  con 15 g . de c o f i l t r a n t e  de 
t i e r r a  de d ia to m e a s  ( S u p e r c e l ) .  E l f r a s c o  de d is o lu c ió n  
se  en ju ag ó  con 450 m i. de u n a  m ez c la  de m e tan o l-b en cen o  
2 :1 .  E s ta  s o lu c ió n  s i r v i ó  p a r a  l a v a r  e l  f i l t r o .

En 1200 m i. de m e ta n o l se  d i s o lv i e r o n  120 g .  de 
m etó x id o  só d ico  r e c i e n t e .  La s o lu c ió n  l ig e ra m e n te  t u r b i a  
se  c l a r i f i c ó  p o r f i l t r a c i ó n  a  t r a v é s  de v i d r i o  c o n c re c io ­
n ad o , p re v ia m e n te  c u b ie r to  de c o f i l t r a n t e  de t i e r r a  de 
d ia to m ea s  ( S u p e r c e l ) .  E l f i l t r a d o  c la r o  se  p re s e rv ó  de 
l a  a c c ió n  d e l  a i r e .  La s o lu c ió n  de m etó x id o  só d ic o  se  
a ñ a d ió  le n ta m e n te  a l a  de n o v o b io c in a  en un p e r io d o  de 
m edia h o r a ,  a g i ta n d o ,  h a s t a  a l c a n z a r  un pH de 7 ,1 .  Se 
ag reg ó  con cu idado  más s o lu c ió n  de m etó x id o  s ó d ic o ,  h a s ta  
un pH de 7 ,2 - 7 ,3 ,  a l  que se  i n i c i ó  l a  c r i s t a l i z a c i ó n .  Se 
n e c e s i t a r o n  1150 m i. de l a  s o lu c ió n  de m etó x id o  só d ic o



p a r a  c o n s e g u ir  e l  pH a d e cu a d o . La d i s p e r s ió n  de n o v o b io - 
c in a  s ó d ic a  s e  a g i tó  d u ra n te  una h o ra  a  25-30SC; luego  
se  a ñ a d ie ro n  8800 m i. de benceno d u ra n te  unos d ie z  minu­
t o s ,  y  se  c o n tin u ó  a g i ta n d o  o t r a  h o r a ,  a  25-309(3.

La n o v o b io c in a  m onosódica c r i s t a l i n a  se  se p a ró  
p o r  f i l t r a c i ó n  en un f i l t r o  Lapp de p o r c e la n a  armado de 
p a p e l .  La t o r t a  se  la v ó  con c u a tro  p o r c io n e s  de 500 m i. 
de b en cen o , r e v o lv ié n d o la  a n te s  de e x p r im ir  e l  l í q u id o .  
D espués d e l  ú l t im o  la v a d o , se  a p l ic ó  un  e s t r u j a d o r  de 
caucho y se  ex p rim ió  e l  l íq u id o  re m a n e n te , con cu id ad o  
de e v i t a r  l a  humedad a tm o s f é r ic a .  La t o r t a  se  secó  en 
u na  e s t u r f a  de v a c io  a  5 0 e c .

E^% 3070 i  en  NaOH 0 , l n  = 5 9 3 .
R e n d im ie n to , 983 g .  (91,4%  d e l  t e ó r i c o ) .
En e l  e jem plo  p r e c e d e n te ,  l a  t é c n i c a  puede v a ­

r i a r s e  aum entando l a  r e l a c ió n  e n t r e  m e ta n o l y benceno a 
4 :1  ap ro x im ad am en te , s i n  i n f l u i r  en  p e r j u i c i o  d e l  p ro d uc­
to  o d e l  re n d im ie n to . P ero  una d ism in u c ió n  d e l  m etano l 
a  b a s t a n te  menos de l a  r e l a c ió n  2 :1  r e s u l t a  d e s fa v o ra b le  
p a ra  e l  p ro c e d im ie n to , y  se  c o n s id e ra  e s t a  ú l t im a  p rá c ­
t ic a m e n te  ó p tim a .

EJEMPLO 3 6 .
Se r e p i t i ó  e l  p ro c e d im ie n to  d e l  ejem plo  2S a  

p equeña  e s c a l a ,  d is o lv ie n d o  p rim ero  5 g .  de á c id o  de no­
v o b io c in a  en  p o rc io n e s  de 15 c . c .  de m ez c la s  d i s o lv e n te s  
de m e ta n o l-b e n ce n o  2 :1 ,  o b ie n  de m e ta n o l- to lu e n o  o m eta - 
n o l - x i l e n o  en  l a  misma r e l a c i ó n .  Cada u n a  de e s t a s  so ­
lu c io n e s  se  t r a t ó  con m etóx ido  só d ic o  en m e ta n o l, p a ra  
o b te n e r  n o v o b io c in a  m onosódica c r i s t a l i n a ,  como se  d es­
c r ib e  en e l  e jem plo  2&. Los re n d im ie n to s  de e s ta s  p r u e -
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b a s  c o m p a ra tiv a s  fu e ro n  de 3 ,15  g .  em pleando b e n c e n o , 2 ,9 5  
g .  em pleando to lu e n o ,  y 3 ,6 0  g .  em pleando x i l e n o .  E l p ro ­
d u c to  r e s u l t a n t e  de u t i l i z a r  benceno  e r a  s u b s ta n c ia lm e n te  
b la n c o  p e ro  en cambio h a b ía  b a s t a n te s  im p u re z a s  de c o lo r  

5 en e l  p ro d u c to  o b te n id o  usan do  to lu e n o ,  y más aún en e l
r e s u l t a n t e  de em p lea r x i l e n o .  En e s t e  ensayo  c o m p ara tiv o , 
l o s  re n d im ie n to s  fu e r o n  to d o s  r e la t iv a m e n te  b a jo s ,  compa­
ra d o s  con  lo s  de 90% y m ayores c o n se g u id o s  p ra c t ic a n d o  e l  
p ro c e d im ie n to  a m ayor e s c a l a .

10 EJEMPLO Aa .
R e p it ie n d o  e l  p ro c e d im ie n to  d e l  e jem plo  22 con 

e ta n o l-b e n c e n o  2 :1  y con iso p ro p a n o l-b e n c e n o  2 :1  como d i ­
s o lv e n te  m ix to , fu e  im p o s ib le  d i s o l v e r  l a  grisma c a n t id a d  
de á c id o  de n o v o b io c in a  que en una c a n t id a d  e q u iv a le n te  

15 de m e ta n o l-b e n ce n o  2 :1 .  E s to  puede com pensarse em plean­
do una c a n t id a d  m ayor d e l  d i s o lv e n te  m ix to  p a r a  una p o r­
c ió n  d e te rm in a d a  de d ich o  á c id o .  Aumentando l a  r e l a c ió n  
a lc o h o l/b e n c e n o  de 2 :1  a  a l r e d e d o r  de  4 :1 ,  s e  e le v a  tam­
b ié n  a lg o  l a  s o l u b i l i d a d  d e l  á c id o  n o v o b io c in ic o . T ra ta n -  

20 do s o lu c io n e s  de e s t e  á c id o  en e ta n o l-b e n c e n o  e iso p ro p a ­
n o l-b e n c e n o  con m etóx ido  só d ic o  en m e ta n o l , como se  d es­
c r ib e  en e l  e jem plo  29 , s e  o b t ie n e  n o v o b io c in a  m onosódica 
c r i s t a l i n a  de buen c o l o r .

Aunque l a  m ezcla  d i s o lv e n te  ae m etan o l-b en cen o  
2 5 2 :1  p ro p o rc io n a  u na  a d a p ta c ió n  muy e f i c a z  de e s te  p ro c e ­

d im ie n to  en cu an to  a  p u re z a  d e l  p ro d u c to  y  e f i c a c i a  d e l  
d i s o l v e n t e ,  debe a d v e r t i r s e  que l a s  c o n d ic io n e s  óp tim as 
de c u a lq u ie r a  de l a s  m ezc la s  d i s o lv e n te s  a n te s  d e s c r i t a s  
s e  o b te n d rá n  cuando l a  p ro p o rc ió n  e n t r e  e l  á c id o  de novo-



b io c in a  y  e l  d i s o lv e n te  o rg á n ic o  m ix to  en l a  s o lu c ió n  i n i ­
c i a l  dé una s o lu c ió n  s u b s ta n c ia lm e n te  s a tu r a d a  de á c id o  
n o v o b io c ín ic o  en e l  d i s o lv e n te  m ix to . Con m e ta n o l-b e n -  
ceno 2 :1 ,  s e  c o n s ig u e  una s a tu r a c ió n  s u b s ta n c ia l  d is o l t íe n -

5 do e l  á c id o  a  ra z ó n  de 1 g .  p o r  3 m i. de l a  m ezcla  d i s o l ­
v e n te .  La c a n t id a d  p r e c i s a  de ác id o  de n o v o b io c in a  que 
ha de u s a r s e  en c a so s  p a r t i c u l a r e s  d ep en d e rá  en c i e r t a  
m edida de l a  p u re z a  d e l  a n id o .

N O T A

10 Se r e i v i n d i c a  como o b je to  de e s t a  p a t e n t e :
1) P ro c e d im ie n to  p a ra  l a  o b te n c ió n  de novob io  -  

c iñ a  m onosódica c r i s t a l i n a ,  e l  c u a l  com prende d i s o lv e r  
á c id o  n o v o b io c ín ic o  en una m ezcla  de d i s o lv e n te s  o rg á n i­
co s que c o n t ie n e  2 a  4 vo lúm enes de un a lc o h o l  con 1 a  4 

15 átom os de c a rb o n o , y ap ro x im ad am en te , 1 volum en de un d i ­
s o lv e n te  a ro m á tic o  e le g id o  d e l  grupo in te g r a d o  p o r  bence­
n o ,  to lu e n o  y x i le n o ?  t r a t a r  d ic h a  s o lu c ió n  con m etóxido  
s ó d ic o , y r e c u p e r a r  l a  n o v o b io c in a  m onosódica c r i s t a l i n a  
a s i  fo rm a d a .

20 2) P ro c e d im ie n to  según  l a  r e i v i n d i c a c i ó n  1 ,  en
e l  que se em plea u e tó x id o  só d ic o  en  c a n t id a d  que p ro p o r­
c io n e  un  pE aproxim ado de 7 , 0 - 7 ,5 .

3) P ro c e d im ie n to  según  l a s  r e iv in d ic a c io n e s  1 ó 
2 , en e l  que s e  em plea m etóx ido  só d ic o  en m e ta n o l.

25 4) P ro c e d im ie n to  según  l a  r e iv in d i c a c ió n  1 ,  en
e l  que l a  d is o lu c ió n  i n i c i a l  de á c id o  n o v o b io c ín ic o ,  l a  
r e a c c ió n  con m etó x id o  s ó d ic o ,  y l a  c r i s t a l i z a c i ó n  de novo- 
b io c in a  m ono só d ica , se  e f e c tú a n  a g i ta n d o ,  a una tem pera­
t u r a  ap rox im ada de 25-30SC.
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5) P ro c e d im ie n to  según  l a  r e iv in d i c a c ió n  1 ,  en 
e l  que l a  n o v o b io c in a  m onosódica c r i s t a l i n a  s e  re c u p e ra  
sep a ran d o  lo s  c r i s t a l e s  p o r  f i l t r a c i ó n ,  la v á n d o lo s  con 
b en c en o , r e t i r a n d o  l a  m ayor p a r t e  d e l  benceno  s in  expo -  
n e r  l o s  c r i s t a l e s  a l a  humedad a tm o s f é r ic a ,  y  secando é s ­
t o s  en v a c io  a  unos 50BC.

6) P ro c e d im ie n to  según  l a  r e iv in d i c a c ió n  1 ,  en 
e l  que l a  c a n t id a d  de á c id o  de n o v o b io c in a  que se  d i s u e l ­
ve  en e l  d i s o lv e n te  o rg á n ic o  m ix to  e s  l a  c o r r e s p o n d ie n te  
p a ra  o b te n e r  una s o lu c ió n  s u b s ta n c ia lm e n te  s a tu r a d a .

7) P ro c e d im ie n to  según l a  r e iv in d i c a c ió n  1 ,  en 
e l  que t a n to  la  s o lu c ió n  d i s o lv e n te  m ix ta  d e  á c id o  novo- 
b io c ín ic o  como e l  m etéx ido  só d ic o  en m e ta n o l, se  f i l t r a n  
p o r sep a ra d o  a n te s  de c o m b in a r lo s , p a ra  e l im in a r  even -  
t u a l e s  com ponentes i n s o l u b l e s .

8) P ro c e d im ie n to  seg ú n  l a  r e iv in d ic a c ió n  7 , en 
e l  q u e , d esp u és  de a ñ a d i r  m etó x id o  s ó d ic o ,  se  a g re g a  más. 
d i s o lv e n te  a r o m á tic o , en c a n t id a d  de u n a s  c in co  a  ocho 
v e c e s  e l  volum en d e l  mismo p r e s e n te  en e l  d i s o lv e n te  o r ­
g án ic o  m ix to .

9 ) P ro c e d im ie n to  p a ra  p r e p a r a r  n o v o b io c in a  mo- 
n o só d ic a  c r i s t a l i n a ,  e l  c u a l  com prende d i s o l v e r  á c id o  no - 
v o b io c in ic o  en m e ta n o l-b e n ce n o  2 :1 ;  a ñ a d i r  a l a  s o lu c ió n  
r e s u l t a n t e ,  con a g i t a c i ó n ,  m etóx ido  só d ic o  en m e ta n o l, en 
c a n t id a d  que p ro p o rc io n e  un pH aproxim ado de 7 ,2 - 7 ,3 ,  y 
r e c u p e r a r  l a  n o v o b io c in a  m onosódica c r i s t a l i n a  a s i  form a­
d a .

10) P ro c e d im ie n to  según  la  r e iv in d ic a c ió n  9 ,  en 
e l  que l a  s o lu c ió n  i n i c i a l  de á c id o  n o v o b io c ín ic o , l a  
r e a c c ió n  con m etóx ido  só d ic o  y l a  c r i s t a l i z a c i ó n  de novo-

)
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b io c in a  m onosodica se  e f e c tú a n  con a g i t a c ió n ?  a una tem­
p e r a t u r a  de a l r e d e d o r  de 25 -3 03 0 .

11) P ro c e d im ie n to  según  l a  r e iv in d ic a c ió n  9?
en e l  que l a  r e c u p e r a c ió n  de n o v o b io c in a  m onosódica c r i s —

5 t a l i n a  s e  e f e c tú a  se p a ra n d o  l o s  c r i s t a l e s  p o r  f i l t r a c i ó n ?  
la v á n d o lo s  con benceno? r e t i r a n d o  l a  m ayor p a r t e  d e l  ben­
ceno s in  ex p o n er l o s  c r i s t a l e s  a  l a  humedad a tm o s f é r ic a ,  
y s e c á n d o lo s  en v a c ía  a  unos 50BC.

12) P ro c e d im ie n to  según l a  r e iv in d i c a c ió n  9? en 
10 e l  que l a  c a n t id a d  de á c id o  n o v o b io c in ic o  que s e  d is u e lv e

en e l  d i s o lv e n te  o rg á n ic o  m ix to , es  t a l  que se  o b t ie n e  
u n a  s o lu c ió n  s u b s ta n c ia lm e n te  s a tu r a d a .

13) P ro c e d im ie n to  según  l a  r e iv in d i c a c ió n  1 2 ,- *en e l  que se o b t ie n e  una s o lu c ió n  s ü b s ta n c ia lm e n te  s a tu -  
15 ra d a  d is o lv ie n d o  á c id o  n o v o b io c in ic o  a  ra z ó n  de 1 g* a p ro ­

xim adam ente p o r  cada 3 m i. de m e tan o l-b en cen o  2 :1 .
14) P ro c e d im ie n to  según  l a  r e iv in d i c a c ió n  9? en 

e l  que l a  s o lu c ió n  de d i s o lv e n te  m ix to  d e l  á c id o  novo b io ­
c in ic o  y e l  m etóx ido  só d ic o  en m e tan o l s e  f i l t r a n  p o r s e -

20 p a rad o  a n te s  de r e u n i r l o s ,  p a r a  e l im in a r  c u a lq u ie r  compo­
n e n te  i n s o l u b l e .

15) P ro c e d im ie n to  según  l a  r e iv in d i c a c ió n  8 , en 
e l  q u e , d esp u és  de a ñ a d i r  m etó x id o  só d ic o  en m e ta n o l, se  
a g re g a  más b en c en o , en c a n t id a d  u n a s  c in c o  a  ocho v e c e s

25 mayor? que e l  volum en de benceno p r e s e n t e  en l a  m ezcla  
d i s o lv e n te  i n i c i a l .

16) P ro c e d im ie n to  p a r a  l a  o b te n c ió n  de n o vo b io — 
c iñ a  m onosódica c r i s t a l i n a .

E s ta  memoria



de d ie z  y  s i e t e  p a g in a s  e s c r i t a s  p o r  una s o la  c a r a .

BARCELONA, 2 de A b r i l  de 1958 .
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