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ca cristalina“.

TEem I e STl el e TR e el ——
Memoria descriptiva.

Este invento se refiere a2l nuevo agente antibid-
tico Novobiocina, y mas concretamente a un procedimiento
nuevo y perfeccionado de preparar la sal monosddica de no-

vobiocina,

El antibiético novobiocina, conocido también por
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el nombre de "Catomicina™, nomg!e registrado por Merck &
Co., Inc.,, 8¢ obtiene cultivando en condiciones vigiladssina
nuam1éspecie de microoﬁgahismo que ha sido designado, en la
coleccidén de cultivos de Merck & Co., Inc., Rahway, Nueva

Jersey, por Streptomyces spheroides Ma-319. Un cultivo de

este microorganismo se ha depositado en la Seccidn de Fer-
mentacidn del Servicio de Investigacidn Utilitaria del Nor-
te, Departamento de Agricultura de EUA, en Peoria, Illinois,
¥y agregado a sus cultivos perimanentes como NRRL 244S.

La produccidn de novobiocina medisnte fermenta-
cibén aerdbica de medios liquidos adecuados por cepas de
Streptomyces spheroides, y la preparacidn de sales de no-
vobiocina, han sido previamente expuestas por otros, ex-
plicando gue la novobiocina es una substancia dcida con
dos grupos bisicos de enlace. 21 primer enlace para for-
mar una sal monosddica se produce a un pH aproximado de
7,0, y tiene un pK de 3,8 aproximadamente; el segundo en-
lace sobreviene a un pH de 11,0, poco més o menos, con un
PK aproximado de 9,4. '

La sal monosdédica de novobiocina es particular-
mente activa contra estafilococos resistentes a la penici-
lina y contra estafilococos y reumococos, gérmenes respon-
sables de la mayoria de las infecciones respiratorias wac-
terianas., En terapéutice humana, la sal sddica de novo -
biocina puede administrarse por via bucal en iorma de cédp-
sulas que contienen, por ejemplo, unos 100 a 500 mgs. del
antibidtico, a una dosis diaria que oscila entre 1 y 2 gra-
mos., 4si, una forua posoldgica adecuada es una cdpsula de
gelatina blande num. 1 que contiene 250 mgs., de la sal mo-

nosddica. Alternativamente, se pueden preparar tabletas
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mezclando la sal monosdédica en polvo con una pequefia can-
tidad de unavsolucién de ftalato dcido de acetato decelu-
losa 21 5% en metanol-acetona (50-50), granulando el ma-
terial a través de una criba num. 8, desecando los grénu-
los resultantes, pasando los grénulos desecados por una cri-
ba ntm. 12, ¥ comprimiéndolos luego, previa adicién de ume
pequefia cantidad de estearato magnésico, para Obtener ta=-
bletas que contienen unos 250 mgs. de novobiocina sédica.
La novobiocina, y en particular su sal monosd-
dica, son también eficaces en el tratamiento de ciertas
enfermedades de plantas. Por ejemplo una solucidn acuosa
que contenga alrededor de 100 p. por milldn de la sal mo-
nosbdica puede emplearse como asSpersidén para combatir el

tizdén de las judfas causado por Xanthomonas phaseoli. Ta-

"lés-agpersiones pueden contener diversos agentes humectan-

tes o diépersantes u otros agentes activos, y se pueden
preparar de acuerdo con métodos bien conocidos en la espe—
cialidad.

Estos y otros usos de la sal monosddico de novo-—
Wocina hacen muy deseable un método econdmico y préctico
para prepararla; y el presente invento ge refiere a un mé-
todo nuevo y mejor, por el gue un dcido de novobiocina re-
lativamente impuro se puede convertir directamente en la
sal monosddica cristalizadz de novoblocina.

E1l nuevo procedimiento conforme al presente in-
vento comprende disolver dcido de novobiocina con mds de
un 80% de pureza en un disolvente orgdnico mixto que con-
tiene 2 a 4 volUmenes de un alcohol con 1 a 4 Atomos de
carbono y 1 volumen de un disolvente aromdtico escogido

entre el grupo integrado por benceno, tolueno y xileno;
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afiadir a esta solucidn en disolvente orgénico mixto, meté-
xido sbdico en cantidad que dé un pH aproximado de 7,2 pars
precipitar asi directamente novobiocina monosdédica crista-
lizada. En este procedimiento, la mescla disolvente orgi-
nicae preferida es metanol-benceno 2:1, porgque proporciona
un rendimiento muy bueno (resularmente superior a 90% del
tedrico), y da ademds un producto de buen color y elevads
pureza.

A1 efectuar el procedimiento, el metdxido sédico
se afinde con preferencia disuelto en metanol. Despues de
afiadir el metéxido sddico y de formarse en consecuencia
cristales, es conveniente agregar mds disolvente aromatico,
con amplie agitacidén, para aumentar el rendimiento en sal
monosddica cristalina. Ia cantidad de disolvente aromé-
tico asi agregada debe ger cinco a ocho veces mayor gue la
del mismo disolvente en la mezcla disolvente inicial. Em-
pleando menos de unos 5 volumenes de disolvente aromdtico
suplementario no se obtiene el aumento deseado de produc-
cidn de cristales, y con mas de unos 8 volumenes del mismo
tiende a alterarse el color dei producto;

El empleo de una mezcla disolvente de metanol-
benceno 2:1 parece ser lo mas eficaz para retener las im-
purezas coloreadas y dar una sal monosddica de novobioeina
pura, criétalina y blanca. Empleando otro alcohol,como
metanol o propanol, se suscite en cierto modo un problems,
a causa de la solubilidad decreciente del &cido de novo-
bioecina en mezclas disolventes con alcoholes superiores,
entre Cl ¥y 04. Si bien ests menor solubilidad'se puede
contrarrestar empleando cantidades mayores de la mezcle

disolvente, resulta claro que es preferible emplear una



10

15

20

25

30

- 5 =

mezcla disolvente que permita mentener reducido a un mi-
nimo el voldmen del disolvente que ha de manejarse.

Ia substitueidén del benceno por otros disolven-
tes aromdticos, como tolueno o xileno, en la mezcla disol-
vente preferida,les satisfactoria en cuanto a rendimiento,
pero el coloy del producto aislado no es tan bueno.

‘ Con respecto a la mezcla disolvente preferida
de metanol-benceno 2:1, la inclusidn de més alcohol, has-
ta uns relacién aproximesde de 4:3, no influye desfavora-
blemente en el producto, pero tampoco es beneficiosa, por
lo que es preferible evitarla, ya que aumenta el velunmen
de disolvente que ha de manejarse. Por otra parte, redu-
ciendo la proporeidn de metanol apreciablemente por debajo
de la relacidn 2:1, se influye en perjuicio del procedi-
miento, y debe evitarse,

El método se lleva a cabo adecuadamente a tem-—
perature ordinaria, por ejemplo, a unos 25-302C., Después
de disolver el dcido libre de novobiocina en la mezcla di-
solvente, la solucidn se pasa con preferencia por papel
de filtro cubierto de cofilyrante de tierra de diatomeas,
para eliminar cualquier material no disuelto. ZEl1 métoxi-
do de sodio en metanol recién preparado conviene filtrar-
lo asimismo, preservdndolo de la accidn del aire. Ia so-
lucidn de metdxido sddico se agrega gradualmente a la so-
lucidn dcida de novobiocina hasta un pH aproximado de 7,1
Yy luego se afiaden con cuidado cantidades adicionales, agi-
tando, hasta un pH de alrededor de 7,2-7,3, punto en el
cual comienza la cristalizacidn. Ia lechada de novobio-
cine monosdédics cristaline se agita durante alrededor de

unga hora. Iuego se aflade benceno en cantidad aproximada



10

15

20

25

30

-6 -

de cinco a ocho veces, y mejor de T veces el volumen pre-
sente en la mezcla disolvente primitiva, y se continda agi-
tando por espacio cde una hora aproximadamente. Se separa
luego por filtracidn el producto cristalino, se lava con
benceno, se limpia substancilmente de disolvente residual,
cuidando de excluir toda humededatmosférica, y la torts
que resulta se deseca luego en una estufa de vacio & unos
50eC.

La novobiocine monosddica cristalina resultante
se disuelve libremente en aguz, es casi blanca, con mids
90% de purezea, y para muchos usos se puede emplear sin ul-
teridr purificacidn.

Los siguientes ejemplos servirdn para mostrar
como puede ponerse en prdctica el método del presente in-—
vento. Sin embargo, debe advertirse gue el ejemplo 1e,
referente s0lo a la preparacidn del dcido de novobiocina
inicial, proviene ae estudios ya conocide® y no forms par-
te del presente invento. También ha de entenderse que la
finalidad de estos ejemplos es ilustrativa, y no limitati-
va.

EJEMPLO Je¢.

Un frasco de Blake con 25 ml. de agar acuoso
estéril, compuesto de

1% de extracto de levadura

1% de dextrosa
0,12% de NaZH?O4

0,05% de Magso4.7H20
2% de agar,

disuelto en agua, se inoculd con un asa de tierra tomada

de un cultive de tierra de Streptomyces spheroides MA-319

(NRRL), y se incubd a 269C durante cuatro a2 cinco dias,

hesta esporulacidn abundante.
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Después se afisdieron 20 ml. de ague esteriliza-
da al mismo frasco, y se suspendieron laes esporas por ras-
pado. Unos 5 ml. de la suspensidén de esporas resultantes
se afiadieron a un erlenmeyer tabicado de 2 litros gque con-
tenia 750 ml. de un medio acuoso estéril compuesto de

0,3% de extracto de carne de buey
1,0% de hidrolizado de casefna (amina NZ)
10¢ de dextrosa .
0,5% de cloruro sodico,
con un pH aproximado de 7,2, Iuezo se tapond el matraz
con algoddén, y su contenido se incubd a 262C en un éacu-
didor giratorio, durante 48 horas.

El cultivo vegetativo asf{ preparado se afiadid
luego a un fermentador de acero inoxidable de 50 galones,
que contenfa unos 25 a 30 galones de medio de extracto de
buey esterilizado, de la composicién antedicha. Después
de agregar una pequefia cantidad de una solucidn de octade-
canol al 1% en aceite mineral, como agente antiespumoso,
se incubd el medio a 269C durante 48 horas. Entretanto,
el medio se estuvo agitando, y a través del mismo se hizo
pasar aire esterilizado a razdn de unos 3 pies cib./minuto.

Iuego se cargo un fermentador de acero inoxida-
ble de 200 galones con unos 100 galones de un medio acuoso
gue contenia los siguientes ingredientes:

3% de harina de soya (Staley's Special Nutrient 4-8)
2% de dextrosa . .

0,75% de solubles de destilerias

0,25% de cloruro sodico.

Este medio tenia un pH aproximado de 7,1. Des
pués de esterilizarlo con vepor a unos 1l208C durante trein-
ta minutos, y de enfriar, el fermentador se inoculd con
un 8,4% de la siembra preparada en el fermentador de 50

galones segin se deja descrito. EL lote se incubd a con-

tinuanidn a 262C, agitando y aireando a razdn de 12 pies
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cdb/mimito. Al cabo de 96 horas, el caldo fermentado que
contenia el antibidtico novobiocina tenia una zctividad
aproximeda de 82 mecg/ml.

Despuéds de filtrar todo el caldo a un pH de 9,0
se afiadieron 5 libras de cofiltrante de tierra de diato-
meas (Hyflo Supercel) por 100 galones de caldo filtrado.
El caldo se mcidificéd desvacio hasta un pH de 2,0 con clor-
hidrico; tras diez minutos de agitacidn, la carga se fil-
tréd, y la torta se agitd con agua. En el Piltrado decido
no puede descubrirse nada de antibidtico. Los sbdlidos
precipitados, sin el cofiltrante, dieron unz pureza apro-
ximada de 0,2 a 0,3%. La torta del iiltro resultante de
la precipitacidén con dcido se extractd dos veces con me-
tanol acuoso al 85%, a un pH de 9,0, empleando aproximada-
mente 1/10 del volumen de caldo primitivo para cada extrac-—
cién, La recuperacibn total fué de un 80% de la bioacti-
vidad total existente en el caldo. ILa pureza de los sbéli-
dos en la solucidn era de 1, a 1,5%.

La solucidn acuosa de metanol se concentrd has-
ta 1/10 aproximsdamente del volf@men de la solucidn meta-
nélica primitiva. Se ajustd el pH a 9,0 con sosa céi.-
tica, y la solucidn se extractd dos veces con vollmenes
iguales de n-butanol. La relacidn de distribucidn aparen-
te 2 un pH de 9,0 viene a ser de 40:1. Tos sdlidos del
extracto butandlico dieron un 4-6% de pureza.

El extracto butandlico se concentrd a 1/10 del
volumen primitivo, y se aBiadid a 15 volimenes de agua con
pH de 9,0. Se agregd cofiltrante (Hyflo Supercel; alre-
dedor de 0,5 g/ galdn, a base del volfmen inicial del cal-

do), y el pH se ajustd lentemente a 2,0 afindiendo &cido
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~clorhfdrico. Toda la bioactividad precipita en el cofil-

trante, y se separa al filtrar. Ia pureza de los s8lidos,
gin el cofiltrante, era de un 1 & 1l2%.

La torta se desecd en vacfo a 402C, se molié
v se triturd con éter de petrdleo (unos 180 a 400 ml. pa-
ra los sblidos derivados de cada galdn de caldo de fermen-
tacidn), hasta que el filtrado salid incoloro. Esto eli-
mina 20 a 25% de los s8lidos presentes, y elimina produc-
tos o0leosos inactivas de fermentacidn subsistenfes de las
operaciones anteriores. No se perdid bioactividad alguna
por esta trituracién, y los sdlidos remanentes dieron 12
a 15% de pureza.

La torta se extractd con etanol anhidro, hasta
que los extractos etandlicos salieron de color amarillo
muy débil. Estos extractos se reunieron y concentraron
hasta ung solucidn de 15-20% de sblidos, con un indice
bioldgico aproximado de 200 a 300 meg/mg.

La solucidn concentrada en etanol se sometid a
cromatografia en aldmina lavada con dcido. Debe emplear-
se una proporcidn de 50:1 de alidmina, a base de los séli-=
dos totales existentes en la solucidn de carga, para ob-
tener una purificacidn satisfactoria. ELl material acti-
vo pasa a través de la columna mientras queda en ella wm
gran cantidad del uaterial sblido extraiio presente. Ila
columna de alumina seila#6 con etanol, para recuperar la
novobiocina. Aproximadémente 95% de la bioactividad es-

taba en 2,5 a 3 volumenes desocupados de la columnea.,
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TABLA I
¥ollimen Indice bio- Total
(cec.) 18gico(meg/ce) mg/ecc wmeg/mg unidades
Carg col. . 1000 44,000 265 166 220 x 106
Praccidén I 1000 92 2e¢5 37 0.46 x 106
- II 1000 8.400 19.6 428 42 x 106
- IIT 1000 15.200 31.3 484 76 x 106
- v 1000 12,400 22.3 556 62 x 106
- v 1000 T.400 13.4 552 37 x 106
- VI 1000 2.600 4.5 604 13 x 106
- VII 1000 900 1.3 690 4.5 x 106
Fracciones
(promedio) 7000 6.700 13.2 504

Volumen de aldmina —~ 8.000 cc.
Volumen vacio en la columna -2.600 c.c.
% (primer color)

Las lavaduras de columna de alimina con etanol
se concentraron hasta un 5% de sdlidos. Se afiadid agua has-
ta turbiedad, empleando poco mds de un volimen igual, y se
dejé cristalizar el antibidtico. La cristalizacidén fué muy
lenta. Al cabo de cinco dfas quedaba en los 1iquidos sobre-
nadantes hasta 15% de la bloactividad primitiva., La agita-
cién y/o los cambios de temperatura parecen influir poco en
la rapidez de cristalizacidn. Esta novobioecina cristalina
tenfa un indice de bioactividad aproximado de 500 a 600 mecg/
ng.

El material cristalino se disolvid en acetona
anhidra, para obtener una solucidn al 30%. Esta solucidn
se tratd con una cantidad de carbdn vegetal activado (Darco
0-60) igual a dog veces el peso del material cristalino di-
suelto. E1l Darco se separ6 por filtracidn y se lavd repe-
tidamente con acetona, para diluir la solucidn hasta una can-
centracidn aproximada de 5% de sblidos. Se agregd &ter de
petroleo hasta enturbiar, y se dejé cristalizar la novobio-

cina. Se recuperd 90 a 95% de la bioactividad, y la novo=-
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biocing cristalina obtenida did un indice de 900 a 1000
meg/mg.

Existen otros métodos de recuperatr el Acido de
novobiocina de caldos de fermentacidn, y debe entender—
se que puede emplearse cualquiera de ellos que propor-
cione dcido de novobiocina con pureza superior a un 80%
para la conversidn directa en la sal monosddica crista-
lina de novobiocina, segin se expone en los ejemplos si-
guientes.

EJEMPLC 29,

" En un frasco de disolucidn de cinco galones se
mezclaron 2350 ml. de metanol y 1175 ml. de benceno. A
la mezcla se afiadieron con agitacidn, a 25-30eC, 1175 g.
de 4cido libre de novobiocina de 88,5% de pureza, Ia
solucidén se pasd en un embudo de Buchner por papel de
filtro revesgtido previamente con 15 g. de cofiltrante de
tierra de diatomeas (Supercel). E1l frasco de disolucidn
se enjuagd con 450 ml. de una mezcla de metanol-benceno
2:1. Esta solucidn sirvid para lavar el filtro.

En 1200 ml, de metanol se disolvieron 120 g. de
metéxido sddico reciente. ILa solucidn ligeramente turbia
gse clarificd por riltracidn a través de vidrio concrecio-
nado, previamente cubierto de cofiltrante de tierra de
diatomeas (Supercei). El filtrado claro se preservd de
la accidn del sire. ILa solucidén de metdxido sbdico se
afiadlibd lentamente a la de novobiocina en un periodo de
media hora, agitando, hasta alcanzar un pH de 7,1. Se
agregd con cuidado mds solucidn de metdéxido sbddico, hasta
un pH de 7,2-7,3, al que se inicid la cristalizacidn. Se

necesitaron 1150 ml. de la solucidn de metdxido sddico
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para consezulr el pH adecuado. DLa dispsrsidn de no;obio-
cina sdédica se agitd durante una hora a 25-302C; luego

se atiadieron 8800 ml. de benceno durante unoe diez minu-
tos, y se continud agitundo otra hora, a 25-302C,

La novobiocina monosddica cristalina se separd
por filtracidn en un filtro Lapp de porcelana armado de
papel. ILa torta se lavd con cuatro porciones de 500 ml.
de benceno, revolviérdola antes de exprimir el 1{quido.
Después del Ultimo lavado, se aplicdé un estrujador de
caucho y se exprimid el liquido remanente, con cuidado
de evitar la humedad atmosférica. Ie torta se secé en
una esturfa de vacio a 50e(.

E,% 3070 X en NeOH 0,1n = 593.

Rendimiento, 983 g. (91,4% del tedrico).

En el ejemplo precedente, la técnica puede va-
riarse aumentando la relacidn entre metanol y benceno &
4:1 aproximadamente, sin influir en perjuicio del produc-
to o del rendimiento. Pero una disminucidén del metanol
a bastante mencs de la relacidn 2:;1 resulta desfavorable

para el procedimiento, y se considera esta Ultima pric—

ticamente dptima.

EJEMPTO 3e.

Se repitid el procedimiento del ejemplo 22 a
pequefia escala, disolviendo primero 5 g. de dcido de no-
vobiocina en porciones de 15 c.c. de mezclas disolventes
de metanol-benceno 2:1, ¢ bien de metanol-tolueno o meta-
nol-xileno en la misma relacidn. Cada una de estas so-
luciones se tratd con metdxido sédico en metanol, para
obtener novobiocina monosddica cristalina, como se des-

cribe en el ejemplo 22. Tos rendimientos de estas prue-—
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bas comparatives fueron de 3,15 g. empleando benceno, 2,95
&+ empleando tolueno, y 3,60 g. empleando xileno. El ppo-
ducto resultante de utilizar benceno ers substancislmente
blanco pero en cambio habfa bastantes impurezas de color
en el producto obtenido usanfo tolueno, y mds aitin en el
resultante de emplear xilenc. En este ensayo comparativo,
los rendimientos fueron todos relestivamente bajos, compa-
rados con los de 90% y mayores congeguidos practicando el

procedimiento a mayor escala.

EJEMPIO 42,

Repitiendo el procedimiento del ejemplo 22 con
etanol-benceno Z:l.y con isopropanol-benceno 2:1 como di-
solvente mixto, fué imposible disolver la pisma cantidad
de 4cido de novobiocina que en una cantidad equivalente
de metanol-benceno 2:1. Esto puede compensarse emplean-
do una cantidad mayor del disolvente mixto para una por-

cidn determinada de dicho dcido. Aumentando la relacidn

"alcohol/benceno de 2:1 a alrededor de 4:1, se eleva tam-

bién algo lz solubilidad del dcido novobiocinico. Tratan-
do soluciones de este dcido en etanol-benceno e isopropa-
nol-benceno con metdxido sddico en metanol, como ée des~
cribe en el ejemplo 22, se obtiene novobiocina monosédica
cristalina de buen color.

Aunque la mezcla disolvente ¢de metanol-benceno
2:1 proporciona una adaptacidén muy eficaz de este proce-
dimiento en cuanto a pureza del producto y eficacia del
disolvente, debe advertirse que las condiciones éptimas
de cualquiera de las mezclas disolventes antes degcritas
se obtendrén cuando la proporcidn entre el dcido de novo-

4
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biocina y el disolvente orginico mixto en la solucidén ini-
cial dé una solucidn substancialmente saturada de Acido
novobiocinico en el disolvente mixto. Con metanocl-ben-
ceno 2:1, se consigue uns saturacidg substancial disolﬁen-
&0 el dcido a razén de 1 g. por 3 ml. de la mezcla disol-
vente. DLa cantidad precisa de Acido de novobiocina que

ha de usarce en casos particulares dependeria en cierta

medida de la pureza del acido.

Se reivindica como objeto de esta patente:

1) Procedimiento para la obtencidén de novobio -
cina monosodiea cristalina, el cual comprende disolver
dcido novobiocinico en una mezcla de disolventes orgdni-
cos que contiene 2 a 4 vollmenes de un alcohol con 1 a 4
dtomos de carbono, y aproximadamente, 1 volumen de un di-
solvente aromdtico elegido del grupo integrado por bence-
no, tolueno y xileno; tratar dicha solucidn con metéxido
8ddico, y recuperar la novobiocina monosddice cristalina
asi formada.

2) Procedimiento segin la reivindicacidén 1, en
el gque se emplea ..etdxido sddico en cantidad que propor-
cione un pH aproximado de 7,0~7,5.

3) Procediniento segln las reivindicaciones 1 §
2, en el que se emplea metdxido sddico en metanol.

4) Procedimiento segzin la reivindicacidn 1, en
el que la disolucidn inicial de dcido novobiocinico, la
reaccidn con metdxido sddico, y la cristalizacidén de novo-
biocina monosbédica, se efectian agitando, a una tempera-

tura aproxiumada de 25-30eC,
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5) Procedimiento seglin la reivindicacidn 1, en
el gue la novobiocina monosddica cristalina se recupera
separando los eristales por filtracidn, lavéndolos con
benceno, retirando la mayor parte del benceno sin expo -
ner los cristales a la humedad atmosiérica, y secando és-
tos en vacio a unos 50eC,

6) Procedimiento segin la reivindicacidn 1, en
el que la cantidad de dcido de novobiocina que se disuel=-
ve en el disolvente orgénico mixto es la correspondiente
para obtener una solucidn substancialmente saturada.

7) Procedimiento sezin la reivindicacién 1, en
el que tanto la solucidn disolvente mixta de deido novo-
biocinico como el metfixido sbédico en metanol, se filtran
por separado antes de combinarlos, paraz eliminar even -
tuales componentes insolubles.

8) Procedimiento sezin la reivindicacidn 7, en
el que, después de afiadir metdxido sddico, se agreges més.
disolvente aromético, en cantidad de unas cinco a ocho
veces el voldmen del mismo presente en el disolvente or-
génico mixto. .

9) Procedimiento para preparar novobiocina mo-
nosddica cristalina, el cual comprende disolver dcido no-
vobiocinico en metanol-benceno 2:1; afiadir a la solucidn
resultente, con agitacidn, metdxido sddico en metanol, en
cantidad que proporcione un pH aproximedo de 7,2-7,3, ¥y
recuperar la novobiocina monosddica cristalina asi forma~
da.

10) Procedimiento seglin la reivindicacidn 9, en
el que la solucidn inicisl de acido novobiocinico, la

reaccidn con metdxido sddico y la cristalizacidn de novo-
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biocina monosédica se efectlan con agitacidn, a una tem—
perature de alrededor de 25-30eC,

11) Procedimiento segin la reivindicacién 9;
en el gue la recuperacidén de novobiocina monosddica crisg—
talina se efectia separando los cristales por filtracidn,
lavindolos con benceno, retirando la mayor parte del ben-—
ceno sin exponer los cristales a la humedad atmosférica,
v secdndolos en vacio a unos 502¢,

12) Procedimiento segln la reivindicacidén 9, en
el que la cantidad de dcido novobiocinico que se disuelve
en el disolvente orgdnico mixto, es tal que se obtiene
una solucidn substancialmente saturada.

13) Procedimiento segin la reivindicacidn 12,

F
en el que se obtiene una solucibdn substancialmente satu-
rada disolviendo acido novobiocinico 2 razdn de 1 g. apro-
ximadamente por cada 3 ml., de metanol-benceno 2:1,.

14) Procedimiento segin la reivindicacién 9, en
el que la solucidn ée disclvente mixto del dcido novobio-
cinico y el metdxido sb8dico en metanol se filtran por se-
parado antes de reunirlos, para eliminar cualquier compo-
nente insoluble.

15) Procedimiento segin la reivindicacién 8, en
el que, después de afadir metdxido sbdico en metanol, se
agrega mas benceno, en cantidad unas cinco a ocho veces
mayor, que el volumen de benceno presente en la mezcla
disolvente inicial.

16) Procedimiento para la obtencidn de novobio-
cina monosédica cristalina.

Eatse memoria
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de diez y siete péginas escritas por una sola cara.

BARCELONA, 2 de Abril de 1958.
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