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Este invento se r e f ie r e  a nuevos compuestos orgánicos, 

ñ.ás en particu lar, so re l ia re  a nuevos coapuestos orgánicos n i­

trogenados y a procredi.niaitos para su preparación.

El invento proporciona un nótelo 6 e producción de S i lo s i-  

5 na o Desalóos! na que comprende e l  cu lt ivo  de una .cepa de 3trepto-

■nyeeo ñradiao productora de Si lo  si na, en un medio de cu lt ivo  que 

contenga fuentes asi..diablos de carbono, nitrógeno y sales inor­

gánicas, en condiciones aerobias sumergidas harta quo so produz­

ca por dicho organismo una cantidad considerablo do l 'i los ina  en 

10 e l citado medio de cu lt ivo  y , sí so fosea , bd/ ro l  i  z and o con áei-

- 1 -
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01 i ;Vv!; o raroporc.iona ud ornas un método de producción de 

T ilos ina , que comprando el cu lt ivo  ele une cepa de Ltrsptoiüyces fra -  

<3 la e productora do T i l  o si na on un medio cío cu ltivo  que contenga 

fuentes asimilables de car cono, nitrógeno y nales inorgánicas, en 

condiciones aerobias sucere-lelas basta que se proclueca una cantidad 

considerable de T iles ina por dicto organismo en e l  citado .cedió 

de cu lt ivo , y la  recuperación de la T i lo  si na de dicto .cedió de cul 

t i v o .

....ediante este invento se consiguen nuevas bases oiggáriicas 

que se han des Ignacio arb itrar ia:;. :;.nts y ss citan aquí con e l  nom­

bre de T ilosina y 7'csnicosina. Las nuevas bases poseen propieda­

des químicas, farmacológicas y antimiorobianas estrechen:ente ro­

la c ior.a3.as . La h id ró lis is  ¿iciáa d o la  T ilo  3ina da lugar a la  ío r  

nación de resínicos i  na mediante la eliminación cls la molécula de 

Tilosina do uva unidad de azúcar que es la .alcarosa» Las dos nue­

vas bases forman derivados aclis dos y sales car ión icas , que se ha­

llan  comprendidos en este invento. Las propiedades químicas, f í ­

s icas, y otras propiedades de lus nuevas bases orgánicas, según 

se describen aquí sn lo  que sigue, iden tif ican  a loe  compuestos y  

los diferencian de los compuestos aut crióme nfcc conocidos o des­

critos .

La T ilosina en forma ds base l ib r e  tiene las caracterís­

ticas siguientes: La un sólido blanco» Oriabaliza fúcilimencc en 

fn.r va do placas pequeñas do una ser ie  de disolventes de c r i s t a l i ­

zación como por ejemplo la ac otoña acuosa, alcoholes in feriores 

acuosos, como por ejemplo el cta.no 1 acuosa y agua. La. base l ib r e ,  

quie gruye uta solubilidad inversa, puede c r is ta l iza rse  de agua d i ­

so lv í  6rnola en agua a una teme:ora.tura cls unos 2fi C y Calentando 

gradualmente la solución a temperatura an ti ente o algo superior,30



c o-; lo  cual, i:io separa la Tilasinu emborna c r is ta l  ip.a. Loe c r is ­

ta los ñocos o ■" T i lo s !  na ¿unión ■-■■ unos 3.27-132® 0 •

La buso l ib r e  dv la Tilosina es soluble en soluciones 

acuosas ligeramente áridas, por ejemplo, ' e l l o  acético acuoso al 

'5 5 por loo . ..ideáis es sola’;-le on lu .¿ay o ría. do lo:; d iso l /oates or

gánicos poluros siendo oúaapj.os do lo :  mismos Las cotonas in fe r ió  

res cono la aootoña, t i l - c t i l - c s t o n a  y  r s t i l - ir ob u t i l -c s lo n a ,  

los alcoholes in fe r io res  cono el metanol y etanol, los esteres 

in fer io res  cono el acetato de o t i lo  y i'ormiato de o t i l o ,  los n i- 

10 árocar cures iialogenuños cono el cloruro de motil«no y cloroformo,

oteros cono el eter d i e t í l i c o ,  disolventes orgánicos quo contengan 

nitrógeno como la d ime t i  1 ~f ornamir! a , p i r  i  dina y t r i  otilara! na y  la; 

disolventes orgánicos heterocíc lícos como e l tetruhidroí'urano y 

t i  ofono. Es soluble en benceno mientras que es relativamente in- 

15 soluble en los disolventes no polares clol tipo de los hidnecarbu­

ros a l i f á t i c o s ,  por e;i emolo, herano y heptano. Es débilmente so­

luble en agua y en soluciones acuosas débilmente a lcalinas.

Lo base l ib re  do lu Tilos i  na es re la t í  va siente esta Irle on 

aolución en una zona de PH entre plT. 4 a pH o, mientras que es ines 

20 table en soluciones fuertes áoidas y fuertemente básicas. Guando 

la  T ilosina se trata  con una solución 'ácida que tonga un pií in fe ­

r io r  aproximada vento a 4, tiens lugar rápidamente la  degradación 

de lu base l ib r o ,  produciendo Desraicosina y un fragmento do h i ­

drato ce carbono '.pac, según se indicó ante.r lona o nte , os mi caros a. 

25 Una valoración el ec tramé tr ie  a de L.i 23. lo si na en solución

en dimetilformamida-agua ( 2:1 partos on volumen) revola la  presen 

cia de un grupo valora ble de plt' a= 7 ,0 .

El peso molecular doto.usó. nació o pa rt iré is  los datos de la 

valoración es, aproximad {..mente, 933. £.30*

30 Un análisis do la solubilidad do la base cristalina, on
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n  e l o r o f o r e o S é r e p r e s o

0 :: . L rCi J b a  v':t a s <■ u  . p o t o

i i  mura

pudor! fi la tinea i  r.. e on el

L' J2 i ’ o c.i —

los i  -

o  '.s -i-* •• -i /-.
U>- i ’ v O  -

•bo irjj.’.r^rro^o la  so no. a o 2,0 j x  & 15 >0 j(A son las a i.^uisnu’cs:

í  o J J y j - A  y ^ • - <->-¡- Í v ' H Í j G ü  c i  j  9 ’ {‘ f y J  p ' J t -  -J J  jt3'̂  ) y j  y - 'U  }  J  3

!?/■ 4, 5,27, 6,38, 7,09, 7 ,2 7 , 7,36, 7,51, 7,30, 0,43, C,32, 8,75, 

3,33, 7,2o, 3,53, 9 ,6 5 , 10,04, 10,13, 10,40, 10,SO, 11,10, 11,53

y 11,11.

U n o s  p e  c t r o  d e a b s o r c i ó n  e n  c  1  u l e ;  x a v i o l e t a f i o  l a T i l o s  i -

n a  c r :  . . - p ú a p r e s o . n t a  u  n . ¿ . . r i m o  ñ z  a l o o r  c a l ó n i n t o n s o  a.j0  r o x i . ¡ in c !  a m e n -

i 0/
9  c; t e  u  2 S o  . s u ,  c o  n u n a  0 2 ;  t i n c i ó n  r o l . i ;  r’j  ( j  2 _ • '  

- ■' -
/9 __ O  *1

—  •
U :li

-uB. r o t a c x 5 n  ó p b i c c .  e s p e c i e i c a  r e  u n o s  1 .a  b ¿ A S  G

l ib r e  c r iv ta lisaca  de lo  l i lo s in a  desecada a temperatura ambien­

to en vuelo sobre cloruro calcico antifiro curarte unas 15 ñoras

*"  J  0 . /- „  , - ! < " !  Ot  , i r= -4o ,3-; 0= 2 / , m  aiex^nol ( peso por• . . r  7125sxyuiante: o (
” L J p

3o volumen) •
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7 *Yk 0,40

5 oO 1.00

5 *12 0.40

1 0 5-74- 0*40

L> *iu 0.40

4 *  1 0.05

4 • y 'r 0.15

‘ 0 f '!O í 0 • 0

15 4 *2J 0 .02

4.12 0.03

J •ú'j- 0.12

■ j  • jü 0.12

¿ j 0.12

2o J  ♦<!* 1 0.12

< ’í 1 • J i. 0.03

0 1 y-1J •ll. 0.12

J *04 0.02

2 .27 0.20

25 • ./¿j- 0 .02

2 .74 0 .04

2 •1 j 3 U.04

2 .47 0.02

2,37 0.04

30 2 .53 0 • O -P-*
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Los ensayos químicos ^a lisados con la busa lib ro  c r is ta ­

lina demuestran la  orssonoiu de grupos .-¡Suo:-:ilo, h íb rox i lo , H-;. té­

ta lo  y ¡ e t i lo .  La caes l lo ro  do ensayos positivos de ,,.olisch 

;v •'‘'•o ¿urfcronti do la prese ñola de hidra loa do carbono. Decolora la 

solución '-o per .ju j a n a t o . r,u caso c r is ta lin a  da res ciliados nesa­

t ivos  on los oinsvos d" .uinhidrina , biuret y de proteina de 3aka- 

yuchi, da ensayo negativo con cloruro fé r r ic o  di© grupos f  enólicos 

r da ors-yo del :. .u lto l.

la  cromulonruiy'a d i la. base do l i lo s in a  cr is ta lizaba  sobro

panel '..ha'b.â n no. 1 produce les si yule lites valores bol R,o : YU =

0 >35 en un " i  so 3. vente- for.-.edo por ayua que- contenía 7 por loo de

sulfato magnésico (ycso-volunsn) / 2, 5  ñor loo d o. .. 3 t i l - e t . i l -

c otoña ( volacr/a-voluron) : R̂ . o ,15 en un disolvente fea do

por n-buianol suturad o do ayua; R  ̂ = 0,02 on un disolvente doria .

do por m o til- i  5:0 Ruti.l-cotona saturada con ayua y cus contenia 2

por loo de i-ex do gtoluensuifónioo monohib rutado (yeso-volumen) ;

y = 0,13 sn un disolvente for.it.:do por uotil-etll-cebona. satu- 
f

rada con ayua. faro, <3 etc ruinar los valores anter iores, la. baso de 

la  T ilos i  na se aplicó a], panol en fosun do solución on acetona.

La b....e- l íb re  be 1¡; t i l  coi na. tiene unu acción inhibió ora. 

bol d c s a r r e id - ’ n los organismos .aicrocíanos incluyendo bacterias 

yram-yos it lvas  y grum-negativ^s, algunas do las cu.-.les son pat6go 

rías en las plantas. Sin embarco, la mayoría do los organismos 

frente a loe cuales iieno acción inhibidora son eran-posit ivos.

Las concentraciones a las cuales la  T íloslna presenta inhibición 

del des a:: rol lo '~a ios or gañía.-,os i lu s tra t ivos  se Indican ns,..,6ri-30
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cúnente en la  sabia I .  L,..s concentraciones 1 ¿ inhibición n; bctcr 

• :! • turón .. scliíintc e l c- sayo de la lación en a$&:e o .cedíante el ©.■;~ 

sayo de dilación del ca llo  (indicado o»: la  lac la  con las le tías 

"acl¡l y '''ijd.1' , rosp activase;; o to . En el ensayo de dilución do a gara, 

si oryarI:r;o do o una jo  so lirtnoOujo o plantó en una ser le  do pía 

cas r v a jar cae contañíar dijerantes conoeyb raciones de Tilosina 

para ñ eterninur la  conoe atraei6n ni nina. de t i lo s in a  tase en me r J  

al (aicroarnuos por a i i i l i t r o s )  su un sustrato de a jar que inh i­

ce el desarrollo  del orjanlsac durante un periodo h  jO horas (o 

72 horas en e l cuso do orjanisnoo patógenos para las plantas.

En s i cus ajo do dilución d ó  o oíd o, una serie de tubos 

rpao contenían caldo nutricio con di farautes c ore entrac iones ele 

t i lo s in a  se inocularon con e l o rúa ni en o do ensayo para determi­

nar la concentración minina de Tilosina basa on ncy/eil sn el cal 

do sustrato que inhibe el desarrollo  del organismo durante uu 

período de unas 20 horas.

.los derivados adiados ds la  T ilosina y las calos por 

adición do ácidos do la  base l ib r e  y do los derivados adiados 

poseen actividad os aprorinubu ...cuto el ni ais,so valor cúo se indica 

en la Tabla I ,  teniendo en cuc ría los posos moleculares aun entr­

óos do los derivados acidad es salles.

Groani" ¡o do ensayo
Concentración, de inh i­
bición (ncy/ffii)

B-iiOTETIA

S t  a p h i  1 o c o c o u o au r © us X * li o ad

¿> t  a p í  1 ocoecus alous 3.13 ad

la o i l lu o  áubtilis 1.55 ad

_ 7 -
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Xyoobacterium idilio i  

ilyoobac uCritan t^bex^cM-iXos?(507) 

ujcobacterium aviara 

]?,s o h e :•: i  o b i  & col i  

P rob cus vu l"aris 

?g culo.nonas aero "inosa 

Áerobact e :c a o r o 5 e c s 

.21 í) C 1C1 lt> pllGUüOilia s 

Bul'f-onelJU. entcritid  is 

Stiipella paradysentérico 

Erucolla bro nch i s ep't 1 c a 

V ibrio ;:etschniEoj/ii 

Stroptococcus pyoyones 

CorynobacWlúa* 2inlrt11 s r la e 

T)i■: 1 ococ cus pncuaoniao

£fí?ii -Tül f  'Viy-z£±

Erainia &aylovora

¿^robactoritun tu;nüJ:‘aclsns 

Xantbojionas cara pos t r is

Xantiioiuonas avalvac carura 

Xanthonor.ao t;liascoli 

psc*ac]Oij¡onas syrinjgxe 

oorynecaclorluiu lnsiáiosu?a 

Ooryjicbac t criura ¿repódenleum

-7-r

•7o ad

9> 100 • ad

50. ad

> 100 . ad

> 100 . ad

12.5 ad

V 1_i c 0 • ad

100 • a el

2 5 . ad

50. ad

0.195 bd

0.0975 bd

0.195 bd

100 . ad

>  100 . ad

2 5 . acl

12.5 ad

6.25 ad

2 5 . ad

10 0 . ad

En la tabla anterior eo observará que la T ilos ina  tiene 

una actividad antiuicrobinna relativanento amplia. Esta a c t i v i ­

dad puede 7 enrostrarse no sólo in vibro, sino tambi 6n in vivo . 

A s í, la  administración de Tilooina a ratones infectados con d i ís  

rentas ornan! snon pa tópanos produce la  rápida eliminación d é l a

” r ::j. -arara ••



cubencínca, i  nt rar;3;:iion?;il u ora1 * La UE-,~ do la  f i l o s i -  ; yo

infección, 1 ¡bb y: me imto ..ente de guí la. froga so o.b: h¡r:.3'í;i:s ai 

fo t

na (do ¿ule e ficaz >ar,; protege? al 50 por loo áe los ratones u t i ­

lizados co co ani maleo ele o isa.ro) on Intecolonos realizadas- co .̂o 

ej enrolo so Inolea c-o nii rúa el 6r; en lo trola I I

LáJIiLi I I

Vía lo ad­
argan! ano infectante ainlatruclón

de T ilo  aína

- 5 ? ,
poso ño cuerpo

ina/kg de

10 Staphylococcus aureus Subcutánea 3 .8 (x 2 )

otaphylococcus aurous Oral 4-2. (x 2 )

Diplococcus p naun o n i  a a Subcutánea 4.8 (x 2 )

ibeningopneuyonit'ls virus Intrape ri tono al 41 «5 (x 5)

Stroptococcus Pyogenos 0203 Subcutánea 2 .6 (x 2 )

15 otrsptococcus ha o: lolyticus Oral .< C O J • (x 2 )

En los rato nos, -la ad cinlstruoióri de T i lo  aína so e fec t ivo  

para vencer los infeccionen le  Spirochaeta novyi, sí ñero la  dosis 

orol e f icaz  do- unos 31 rg/kg de peso de cuerpo y la dosis íntra- 

20 perifonsal e ficaz do unos 2 ag/kg ele roso de cuerpo.

La les ;¿c osi na . sus derivados ad iados y sus sales cat i ó ­

nicas, cpjo se ^escribirán on lo  sus signo,, poseen actividades an 

tir microbianas practica.sonto iguales a. las indicadas antevi órnen­

te- Sal’:, la f i l o s  i  na.

La f i l o s  1; . pued ■:■ pToducios:: cu lt iva d o  o cp • de organis­

mos oso entrad;: o redonteacnio y no descritas iiact.a la fecha a is la  

das de nuestras de suelos obtenidos en ifongkliai, Taiiandiu.. Los 

organismos so o moer aliaron utilizando la fomentación en cultivo 

su.:.émpido an coihieiones aerobias on un .necio de cu lt ivo  pus con- 

30 tenía fuentes m i.d iab leo  ú  carbono, nitrógeno y salas incrgáni-
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cas. Loe or.'-" a niveos s - ¡  ni ::on be 1o ~ raso i;,ras de sucio unterio 

res .onirmoo or s usp e no ió.u porciones ce lar en os i o. o an orne bss-

es 1 cr 11 s in Ir el re le ' o las -• rspancionnc en un apere nutri­

c io .  ñus placas b e apar nutricio se brabas se in n ó r o n  o unos 

25-30- 0 inorante varios dic¡s. AL cabo bel tie..go ña incubación, 

on traspasaron colonias d o los orna ni seos groáis; toros 1 *„> T i l o s ! - 

na, red lurte un 1 a?,o de platino y .«tor il gara inocular ¡cues-iras cíe 

apar . Las nuostras tí s upar inoculabas c-e incubaren groe uciendo 

cantidades mayoreo be inóculo para. 3.a producción de T ilos ina .

Los nuevos or;.;..uií&..jo.? capaces en producir Tilosinu se han

dnoon itabo de 'jeto permanente 

Porttiorn U t i l ís a t ion  Research

,t...rento ñs ^pricul'sura d :■ los 

solos aniprp.bo los núnnror: do

en "Tiio tul dure Collection o f  iho

i., ¡iand Lsvoloprent trancli del Lopur-

AI.IÍU*, Peoría, I l l i n o i s ,  habiéndo-

ouUívo rilídL 2702 .Sil. 2703 •

Loe nuevos or -unir,o -Vscubisrtos son en ..ruchos asuec-tos

to l-  3. rr-t o anilo.poo a las especies 3tr ep Ion/o as .ir - i i ae , po.rtsrc- 

cientos al orden ir, los  Ae L'inOi,ryoetElcs, sayón se ‘ atine en el 

"bsnual o í  Uctor.jina livo  3tu:jtorio] oyA1 ele Lorpey, oóptira. edición 

póp. 707* Los nuevos orearlo..'Os lií :L 2702 y FdlL 2703 se han cía 

ai Picado ceno nuevas cepas de la  osando B • Tradiae, organismo 

id 2:vi;. ].tiendo prl :.\sra ¡ente por nakenan y  pus puede oblare ono ahora 

de la  !Ll;.!oricardi?ypo Culturo ^Collection1' cono Aloe 1074b (kaksuan 

3535) • Una clitore: .cia nota el s satre nuestras nuevas copas y  la  

cope de .aleonan de 3 . Trabiue radico, on ol hecho de su o la  cepa 

de Taka^un no da lunar a la  producción de T ilosina ni Losnicosina. 

La cena de Waksnon s a lia eultivabe on las caedlos prehoridos des­

cr itos  uciui, poro nunca se han observado cantidades detectables 

de T ilosina o Desnicosina.

Lelo invento so d ssc r:l oirá con detall.o ibALirL'rAoso en 

particu lar a l  or .Pañiano encontrado r ec ion Le .¡cato , ha V.3 2702 . 3in

10
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embarro, beba o ni;o¡vi'-rso que la producción del un diciútico mediar 

te el. desarrollo do otros oryurisr.os coa o , por ejemplo, otras ce­

nan productoras de Silos i  na, Incluyendo la ií'tul 2'/C3 o rutantes 

de InllL 2702 y abrá 2703 so hulla d-rrtro de loe  1 i  pites de este 

invento . ortos otros orranis ;oe, cepas o rutantes pueden producir 

nc odiante proo edi.uio.nio s conocidos , por ejemplo, sometí salo un 

or-aniP'dO productor do l ’ilosinu a la  Irradiación con rayos X o 

u ltrav io le ta  o ;• los urentes q u i l ic o s , por o jsciplo, costosas ¿li­

tro  senadas.

lün los párrulou siguientes se indican loa resultados do 

un estudio tarconóvlco detallado de la cepa de 3. trac’ las produc­

tora de -Tilos ira , budd 2702. los colores u t i l i  nados en 1 -, des- 

cripeión cotón de acuerdo con lar di alinletones utilizadas en dlidy 

ray: Culture 31; and aréis and louanclatuin (1512).

lo r ía lo  ría ni oros cónica. . _ _• ______ .. . ~____

¡ pasta de touato-larinu do anona (14 días 

cadenas de esporas loman paneros, lazos j  hóliccs

u. 332 c ) . 

irremula­

res . 3e e ncucntran raramente espirales t íp ica s .  Las esporas

son de forma sub-ylcbosa y oscila: 

:uadu .¡ente.

entre 0,8 ju a
/

ap roxí-

■ nyar, aulas inoryúníeus-íéeula ( 14- oías a 30a 0 ) .  aorfo-

Icy ía  microscópico como la  observada en apar, pasta de to iate-La-O - ’ . *
’J

ciña do avena.

Ayar , ralee 1 normó.ni cus-rIrosa ( 1 4  día:; a 3 0 !: 0) . nor ío-  

I d a  •'icroscópicci cono la  observada cu arar, pacta de to.iate-n.a- 

rií'.a ña avena.

30
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r in .Cil- d ■ .c u l t i v o

üo usase!:: (14 días * 30® C) « D<js arro llo  usdiano. l'o 

Pay A lo d io  aéreo. 11 reverso ipr/odcad rnto de color orara (ürcaá 

C o lo r ) .

Arar, :-.i álate ñ3 calcio (14 aíre a 30a 0 ) .  Desarrollo üio- 

Cerado, 3 n nonas de color ante crear ( rea.a B u l! ) .  11 reverso

o...'arillo Xá polea (líaples Y e l low ).

10
Apar plu eos a-as p ar asnina (14 uíao a 30® 0 ) .  Desarrollo 

¡cuy escaso.

Arar salos^noryánicar-fécu la (14 días a 30® 0 ) .  Desarro­

l l o  aturda uto . l í e  e l lo  aéreo .¡od erado, color blanco a salmón-ocre 

pálido (Pule Oohraceous Salmón). Al reverso apror i  uad are ¡ale de 

15 co lor ante ere...a (Crear. dvuff) .

¿̂í'ía.r pasta de 1;o-.rto-harina d.- .• avena (14 alus a 30® C)« 

Desarrollo abunda ¡ros • m icelio aéreo modo rado, color blanco a an­

te vinoso (Vinaccous 3uíT). •

20 Apar d o Suerson (14 diac a 30s 0 ) .  Desarrollo moderado•

trie © lio aéreo mediano, blanco. JS1 reverso do color ante-core ( 0- 

clrraccous -lurr) .

25

Apar o s r r c to  de lavadura (14 dias a 30® 0 ) .  Desarrollo 

roáeroio . m ice lio  aéreo , odie, no, clareo . íeverso a ;a r i l lo  a n t i­

monio (Anti mOny Yellov;) .

VL

¿par de patata (14 ciiao a 3O2 C ) . lío ha; desarrollo v i s i -

30



Lirucocción  6 o gelatina - lenta '

Seducción de n itra to  - reduce lo ;  n itratos 

Produceión de Zp$ - ninguna

H idró lis is  de u lr I " 6.u - buena.
5

•Tenneratura - 2o® C - 3Gfi O desarrollo  óptir-o 

■ Temperatura - 32  ̂ G - 3 7 “ O esporalación óptima.

Ko se produce ¿¡icello aéreo a. los 2o s G.

Ün la t a l la  I I I  se indican los resul Isa el o o ele los ensayos
1°

do u t i l iza c ión  de carbono real izados sobro s i organismo ItiRL 

2702 . En la tabla so coplean ios sí.,ídolos siguientes:

-f = desarrollo  y u t i l izac ión  

- = no hay desarrollo ni u t i l iza c ión

I = desarrollo  l ic i ta d o ,  orobablo..lento u t i l iza c ión  escasa.
15

20

25

30

XÁHlA I I I

ÍJITZ ..IZACIOE J)H Gns30ió:)_ Pül

Compuesto 

L (* )  Ar¿tinosa 

L (♦ ) ia..inosa 

D ( * )  libosa 

D (+) Xilosa 

'O ( - )  '.‘ Luctuosa 

I) (+ ) Oluc ose.

D (+ ) uelio iosa 

Sacarosa 

D (+ ) Trehalosa 

D ( 4-) AQlicitosa

• A  ]iRH/, 2702

Desarrollo

+

+

4

4:

4

+

+

- 13
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D ( + ) finóse.

Celulosa.

Intuí 1.na. 

ílO. One. o a 

i- in os itu

..:,anita

¿ceta to sódico 

Salicina

+

4

Pegún ss indicó, la  l i lo e in a  puedo producirse m ©rilante el 

cu ltivo  de H:l”í£. 2702. 31 necio o. e cu ltivo puede sor uno cualquie

xa do una serie de medios puesto que, • según so deduce de; los onsu. 

pos do u t i l iza c ión  untsrlo:c¿ftonbe descritos , el orgajiLseio es capas 

de u t i l in u r  muchas fuentes le  energía. Sin embargo, para una ma­

rón economía de la producción, rondín i  en sos nóminos de an ;;ib ióti- 

co p f  u o i l id d  del aislamiento del a n t ib ió t ic o , son prefer ib les  

Sotermiiuv’ oc medios do cu lt ivo . Los medios que son de u tilidad 

par;, i ,  producción do l i lu s in a  comprenden una fuente de carbono 

asimilable como 3.a glucosa, sacarosa , fructuoso, al ..iá&n, g l í  c e- 

r ii ia , melazas, doctrina, azúcar moreno, sólidos de ¿.laceración de 

maíz 7 si ¿litares. Las .Chontes de carbono preferidas son glucosa 

y almidón. AdmiAs, los  medios que pueden emplearse comprenden 

una tu ente asi',¿i la 1)1 o de nitrógeno como harina de linaza extracto 

de residuos anima lo? a , bu riña de poseado, bacina, de sem illa do a l ­

godón, b,omina de avena, tr igo  molido, harina de s o ja , extracto 

t i1 caro o, poptonas (carne o so ja ),  caseína, meadas do aminoáci­

dos v similares . Las fuentes d..; nitrógeno preferid a o non la  ha­

rina do so ja , caseína y  sólidos do .maceradón do muís.

Pueden incorpora roe a los mea i  os con resultados benefi­

ciosos nulos minerales, por ejemplo, las pie proporcionen Iones

— 17
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no*io , voii.-üiio, aroniG, ca lc io ,

I

10

.30

na ■ nenio , cobalto ,

reo , Vos fu to , carbonato , ocetaéo y n itra to , y una tu en n¡ de tacto- 

te crecimiento coro productos solubles te  b es ti lo r ia  y extracto <3 o

levadura. ■

lyual que; en necesario pura e l  crsciríenro y desarrollo 

de oí; eos n i  c r oo rao. n i  s. so s , toben incluirse a si.ni su o el cuentos tra ­

za esenciales en e l  redio de cu ltivo patu e l  desarrollo  del uctino 

ule eco carleado e:i usté ineonio, Dictaos elerentos berza es in tro ­

ducen orainariarenta coro impar osees inherentes a la a. l ic ió n  de los 

otros constituyentes col rob lo .

11 olí in ic ia l  del re di o de cu ltivo  puede variarse arp lia- 

nente. 3in orburyo, os ha encontrar]o convenionte que e l pH in i ­

c ia l  del. roblo so encuentro uproxliagü :-.¡ea entro ol pil 5,5  7  pH 

8 ,0 .7 , cc pre ferenc ia , entre yll 8,5 y  aproxiAuó¿usnte pH 7 ,0 . 3e 

"ún so ha observado con otros achino vi cotos, ei pl-j t s l  red i  o au- 

renta rrabualaaent-: durarte todo el periodo del desarrollo rio], or- 

paniarc durante cuyo tierno se produce la Di lo siria y puede alcan­

zar un PTI desdo, aproximad aren te , pR 7 ,2  a pK 1,0  6 superior, de­

pendiendo el plí f in a l cor lo  ¡ríenos en parto cal pH in ic ia l  del 

reb lo , de los arorti ruad oros presentas en s i  ulero y el el periodo 

de tierno durante e l ¡púa se ña3a que se desarrollo e l orysnisno.

Las cono iciones de elección pura la  producción de yranhss 

cantidades de- Tilos ina son l;.u 00 r.ñ ic io  ne s aerobias de cu ltivo  

surerpibo . Fura L:, preparación d e cr acidados re la t i  va,/unto pe­

queras , pueden Garlearse eatr..eos apilados y cu lt ivo  superfic ia l 

en frascos, pero eam la p:roparación do yr-rál es c entidad os se 

profiero  el cu lt ivo  aerobio surorpifo fui tanques o s t i r l l e s .  b.l 

pedio on o l tanque e s té r i l  puede inocularse con una suspensión 

esporu'Uua, vero bebido a l b esarrollo retardado que se observa 

cuando una suspensión erporulov’a se u t i l iz a  coso inóculo se pee-



Con e l l o  3,: e v i t a  a l  c r e c í

.alerto r :  laa ’ al.) oonsipuifinm a u> omino nía? e f ic m  -le la  instado: 

ción cío sera anta alón . leerán cato , as conveniente priuervanonts, 

producir un inóculo vepctaiivo de los or sanio sos i  roo alcaide una 

5 cantidad re la t ivam nte  pe cu ella da sodio de culateo con el. orcuuis-

” o en fo ru i so esporas p cuando so lv. orce nido un inóculo vs.ectu- 

t ivo  , i oven, ac t ivo , traspasar el inóoulo vopetanivo asóptican;sn- 

to a l tuncus pirendo, sil erodio nn ai cu o se producá al inóculo 

vom éalivo  puede ser e l  .ulano sodio o d iierenm al u tilizado para 

10 la  producción en pro.n  e s d e  T ilos ina .

Los orsanisoios so d esa rro lla n  neiora  tempe ra l usas en al 

intervalo de unos 25” a unos y?J< 0. La producción óptima de 

t i l o e im  parece nue tiene lupp.r u una i; o-no raleara a unos 2o a

30- 0 .

15 doro es usual en loo procesos do cu lt ivo  sus.oppido, se

inpecta aire esaóril a i  vario m i  ...vedi o de cu lt iv o ,  rara, e l  de­

sarro llo  etican del or.pu nis so y  1 ,. producción de i i lo s in a . e l ro 

l,u.¡a: de .aire emplease en da producción de I i lo s in a  en tanque ss 

prcf oroné amiac de ü ,l  volunensu do ¡ñire por ni ñuto por volasen 

20 do i.indio r- ■■ cu ltivo  o .oía:, do ota;leñar d mesrollos alicuces y

rema, .n.máos óptimos de 'Iilosina cusa "o si so lumen  ̂e u iré u t í-  

lisudo es, por lo alvinos, un volumen d a ire  por ,ai rimo por volu­

men do ue ’ Io ñ •; cu lt ivo .

la., concentración de t i lo s in a  activa. en e l  medio ce c u lt í -

.L a c;VC 0 la. aQ -v.i . 0 jd o ivu  a 1 0. V I I  70 •

25 vo pued;- s mnieso con fac il id ad  cúrente e l período do l e reo irla-

ción r'd... ;■?'óo el en'"ano en nuco eras de l necio ele cu lt ivo df, r.;U

ao divisad In r i  o ¡.loria  sa i 5 cse.rrol.Lo n: un ore m i  evo vas >J CmV'-U

epue se inn lee  en presencia -n: presenom - i i lo s in a .  til 0 : .: piso

c c i  o r n i e o niapnploeocouG uureeis ee la Cnominado i.uy a.. • u l J. '< i C,

30 to r io  c. n orée al"'-.i:o . ":,1 enva.p o vur’ r  ou liea rco  por 103 ;a6to-
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la inoculación del -ionio c!e cul livo u Ion don a cinco l ia s  apro­

ximadamente cur ¡h-o se cuplé-... el cu ltivo aerobio sumergido o e l  cul 

t ivo  en rae traces con agitación y a loa cinco a dies clac aproxima 

ciáronte cuando se u t i l iz a  culrivo superfic ia l .

El micelio y los sólidos sin d iso lver se coparan del cal 

do de fermentación por los sistemas usuales como f  i ltruc ión  o 

c e n t r i f i la c ió n . 121 an t ib ió t ico  se sopara del caldo ó iltrado  o

con brix’ugado empleando tócnicas de adsorción o extracción. Ss 

p re fe r ib le  emplear un procedimiento de extracción para .recuperar 

el antib iótico  del caldo f i l t ra d o  ya fue dichos procedimientos de 

extracción son normalmente mós rápidos, eficaces y económicos pa­

ra la recuperación de an tib ió t ico . Para la extracción del a n t i­

b ió t ico  del caldo f i l t r a d o ,  se prefieren disolventes orgánicos 

polares, Inmiscibles con e l agua, incluyéndose entre e l los  los es 

terse de ácidos grasos, por ejemplo, acetato de e t i l o  y acetato 

de arcilo: hidrocarburos clorados, por ejemplo, cloroformo, d ic lo ­

ruro de e t l leno  y t r  i  clor oe t i  i  ono; alcoholes inmiscibles con el 

agua, por ejemplo, alcoholes butírico y amílico*, acetonas inmis­

c ib les  con e l agua, por ejemplo, je t i l - is o b u t i l - c e to n a  y m etil- 

amil-cetona; y ésteres, por ejemplo, eter c l ie t l l ic o  y eter m etil-  

p ro p í l íc o . rueden emplearse asimismo otros disolventes de carác­

te r  análogo. Los disolventes do extracción preferidos actualmen­

te  son e l cloroformo y el acetato de a ¡ai lo .

3i se u ti 112a;i técnicas de adsorción, pueden emplearse 

diversos adsorbentes y resinas cambia doras de ión, por ejemplo, 

carbón, gel de s í l i c e ,  alúmina y  resinas cambiadoras ce ión de 

carácter ácido como, por ejemplo, ,!XE" 64 7 "110*' 50 (resinas 

débilmente ácidas cambiadoras de catión que vende la  bolu and

-  17
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Haas Oonpany), r©oin« de earboxirnetil-celulosa 7 ''Dowex" 50 ( una 

resina fuertemenbe ácicla cambiadora de catión que vende l a  Dow 

Che rainal Company). La Tilosina puede adsorberse sobre uno de los 

adsorbentes antes indicados a pa r t ir  de su solución en c lo ro fo r­

mo, acetona o benceno. La -filo  si na adsorbida puede e lu ir  se a con 

tlnuaoión del adsorben be lavando s i  adsorbente sobre s i  que está 

adsorbida la  i 'i los lna  con un alcohol in f erior como el metanol o 

etanol o con un alcohol in fe r io r  que contenga hasta un 50 por 

loo de una cetona in fe r io r  codo la  acetona.

Los extractos en disolvente orgánico obtenidos por e l  mé­

todo de extracción preforido pueden evaporarse directa-.-ienbe a se­

quedad dando lugar a preparaciones de Tilosina bruta. Pin embar­

go, lo s  extractos de disolvente orgánico se utilizan de preferen­

cia para obtener preparaciones purificadas de !J}ilo si na. Por ejem­

p lo , la T ilosIna purificada puede obtenerse mediante concentración 

a vacío ele un extracto en un di solvente orgánico de la T ilos ina 

hasta pequeño volumen decoloración del concentrado de T ilos ina con 

carbón y precip itación  de la Tilosina mediante adición de un d iso l 

vente no polar codo, por ejemplo, un exceso de 2 a 10 veces de 

eter de petró leo . El precipitado asi obtenido es una T ilos ina só 

l i d a , purificada que es normalmentó amorfa. El precipitado amor­

fo  puedo c r is ta l iza rse  empleado uno de los  disolventes de c r is ta ­

l izac ión  anteriormente i  ndi «&d os . ror otra par be , la T ilosina 

puede recuperarse a part ir  de un extrae bo orgánico que contenga TI 

losilla medlauto la  cromatografía de adsorción, recuperando la  T i ­

losina adsorbida del adsor cents por e lación.

Según se indicó anteriormente, la Tilosina se convierte 

en Leo.micosina hidrolizando la  T ilosina con ácido diluido aproxi­

mada viente a temperatura ambiento o superior. Bebe ev itarse condi­

ciones enérgicas de h id ró l is is  par.:, impedir la destrucción de la

-  10 -
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Desmicosina . La Despico s i na puede obtenerse muy fácilmente de­

jando ostar una solución acuosa, ácida de l 'i los ina  a temperatura 

ambiente duran to un periodo de tiempo suficxeube para conseguir 

cantidades considerables de Desmicosiau como producto de hidró­

l i s i s  . ó a un o neón*, rao o qu e ce obtiene un '¡rendimiento excelente 

de o.eoi:iiccsxn«s- disolvíS".uo la  ••lloslna ñasüu una concentxación del 

4 por loo en una solución acuosa, ácida, por ejemplo, en ácido 

c lorh ídrico  acuoso d ilu ido , dejando estar la mezcla a temperatu­

ra amblente curarte unos 3 dias y recuperando después la Lesnico- 

sina de la mezcla de h id ró l is is  neutralizando la mezcla y extra­

yendo la  Desmic orina con un disolvente Inmis ci ble con agua.

ha -ues jkíco3 ina xi e na prác t i  ca monte las mismas pr opi edad es 

de solubilidad y de inhibición microbiológica que la  l ' i lo s ina . La 

Desraicoaina se caracteriza per las siguientes propiedad oís quími­

cas y f ís icas  específicas: es un sólido blanco, que es estable en 

solución en e l  in terva lo  aproximado de pK 1 a pH 3. Puede obte­

nerse en fo f.;ia c r is ta lin a  por c r is ta lizac ión  desde disolventes 

como el cloroformo y a c e to n it r i lo . Cuando se cristaliza de c lo ­

roformo, los c r is ta les  de Desmicos ina tienen for.ua de hojas y es­

tán aolvatados por una cantidad, up roximada ..¡a ni e equiaolar de c lo ­

roformo. Los c r is ta le s  solvatados con cloroformo de la  base l i ­

bre de la Dosmieooira, después de secarlos a l a ire  a temperatura 

ambiente funden a unos S5-H5a C • La Desmi co sí na cr is ta lizada , s 

sin so lvatar, puede obtenerse calentando los cristales solvatados 

en vacío a 75a 0 durarte algaras horas.

Una valoración ele ctrouétr ica de Dos mi eos Ina en solución 

en dietilformamida-agua (2:1 partes en volumen) indica lu presen­

cia  do un grupo v&lombla de piC'a = 8 ,0 .

SI peso molecular determinado mediante los datos de la  va­

loración es, apraxiaiadamentet '{ü6 ¿ 2 5 .

-  19 -
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balizada

Una media de vario;; anális is  elementales de la basa cris 

«eca en vacío a £02 0 sobre penfóxioo de fó s fo ro  dió los 

valores siguientes:

Carbono

Hidró geno 

nitrógeno

Oxígeno (por d iferencia )

59,73 % 

8,34 % 

1,70 % 

30,23 %

15

20

25

boa daüos anterio'íes indican como f&romla empírica para la  

Lesmicosina aproximada asure C^pH-.-íiO, ,, fórmula que iraial ouo la 

indicada para la  T ilos i  na es ocie Lo de posible ¡nod i f i  caeión •

La curva de absorción en o l in fra rro jo  de la base l ib r e  

cr is ta lizada  en solución su cloroformo cc representa en la f i g .

I I  de los dibujos ad. junios. La?; candas p e  pueden distinguirse  

en el es podro in frarro jo  en la zona de 2,0 a 15,0 son la s

es: O r-i C 
2 > 10, 2 ,6o , 3 V3 3,43, 3 ,43, 3,54, 3,6: 5,95 5,1 -i

37, 7,11, 7,15, 7,25, 7,37, 7 ,6 0 , 7,92, 6,4: 659, 6 , 7 7

¿U , 5,45, 9,92, 10,13 , 10,40, 1 0 ,75, 11 11,51 y 1 1 ,95.

30

Un espectro do absorción en e l  u ltra v io le ta  de la  Desmico

s i  na en agua presenta un máximo de absorción intenso a 2lid t3iK ,
1 "/

que tiene una extinción molar de 3* 6 -  '¿'15 • ̂ 1 0!U
La. io tación óptima escecij.xc¿>. ■-: ~ la la^ , 1 o. .etc c r i .iGuliza

da de la. Desmicosina, que re secó a t  au pera tura amble nc-e en vacio 

sobre cloruro cáleico anhidro curanto unas 15 horas, es la s i »  

spilent0:£©£j^',°=¡ - 15 ,75a; C = 2 por loo en uetanol (peso por vo­

lumen) •

Un dlagraiua de d ifracción  con rayos X, en polvo, u t i l i ­

zando radiación de cromo sin f i l t r a r  y un va lor de la longitud

de onda de 2,2695 a  para calcular las dis fenicias reticu lares dió 

los valores siguientes:

- 20 -
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"a”

13.1

11 «6

10 .1 

o ,oo 

5 .16 

5.62 

5 «27 

5.03 

4.76 

4 *39 

4 *1 i 

4.01 

3 .77 

3.54 

3.51 

3.35 

3.09 

2.91

2.75

2.61

0 .20 

0.20 

0 .20 

ü .50 

0-33 

1.00 

0.13

0.13 

0.33 

0.13

0 .20 

0 .20 

0.13 

0.13 

0.27

0 .13

0.13

0.13

0.13

2.37

.25

0.13

0.03

Loo e nsayos qu.mu C:OO ealLzso

l i za (3 a Indica r la  pros g no ..i.a 0. ’-'j ■rupo ¿J

lo Y 0- as t i l o • La bao O .Lió r e el eco lo.t

lo 5 da ensap 0 da ILoii ser. po s i i;ivo de

rbono . La ca a e c ri sta l 1 7*2.0. a da res

.703 de ninblc y. - na, biurol Y karuchi

ü'i \)0 d a orupoa 1 en6.11c 0 . con cloruro

21
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riega v ív o o. e l u a lto l .

La d-a.*rco^rcxí;¿ d o*T.a',D3S¡'.¡l co s i  na sobre papel .iHataan nO 1 

La los simúlenlos valores ele = O,.05 ©fl un aiaolveri u© fo r­

jado por ujuu que contiene 7 por loo de solicito .rugnésloo (en peco) 

y 2,5 por loo de n e t il-e t il-c e  tona (en volumen); 0 ,o2 en un 

disolvente for.uáo de n-eucauol s  a turad o con agja; y .u, — 0 ,o4 en 

un dleolvenfe forzuelo por n e vil-e til-e cro n a  saturada con agua» Pa­

ra áster .¡linar loe valores an te rio res, la  Despico si na se aplicó al 

papel on ¡Toma do solución en acetona»

tanto le  Pilas ina como la  Desde osina forman con f a c i l i ­

dad derivados aciludos, o esteres, por a c ila c ión , por ejemplo, con 

un halogonu.ro de ácido o e l  anhídrido de un ácido c r ó n ic o  como e l 

ácido acético , p -c lo ro -acético , propiónico, a c r i l i c o  y s i  «aliares» 

Además, puede u t i l iza rs e  como agón te de ¿criación  un ácido y orgá­

nico del carácter aritos indicado cuando se u t i l iz a  asimismo en la  

.¡•ezcla de reacción un reactivo como lo. ií ,n * -d l-c ic loh ex ilca rbod li-  

mida• de Ira encontrado conveniente emplear agentes acilentes a l-  

quilcarbacilicos., siendo los co..puesvos aoilad03 resultantes d e r i­

vados de a lqu il caí: b a c i lo » La separación y pu r i f i  cación de los nue­

vos derivados adiados se efectúa por cualquiera de las técnicas 

de c r is ta l iza c ión  empleadas ordinariamonte» Los derivados a d i a ­

dos tienen puntos de fusión diferentes que dependen do la natura 

loza y número de su-rtituyentes ac ilo  y ,  ordinariamente, tienen va­

lores de], pk'a esencialmente in feriores a los valores del pie'a de 

la  filo.siria y Les micos i  na.

.oao sa les de la  f i l o s  i  na y Dean i. cosí na por adición de á- 

cino pueden formarse emplea nao un ácido mineral cono e l su lfú rico , 

c lorh ídrico  o n ívrico  o un ácido orgánico cceio d  ta r tá r ic o ,  glu- 

cónico, oxácico o ácido acético . Las sales por adición de ácido 

pueden prepararse disolviendo la  baso l ib r e  de la  T ilosina o Des-

22 _
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mi COSÍ lia 0!;i u ■■ is o l vente en cdi íj ue b: 1;oluble
S

Ooo 1;- ace liona

O e 1 e y ae i dula..ndo lo sol.uc ión a oro xi,.ada gr;ibs con 11 M:u can-

t i n . o• ' óa t' aguií !lOl :or d c ácido a p ro piado  ̂ i 1 0 vaV. 11 pro c i;pita nórmal

71 rj irte "i.!. cX Sial d 6 la solucíÓn. En al caso d e o ue ,Ló. C: ¿l.b no prcci-

pi ’bS 1, aci Cili ¡ion;ü0 , puede precipi _i„ ,, . 0 ’/ói ] ,0;ru ¿id o la. 30 lu.'ción a un

< O i'U ú£ mesior 0 el. tc-l7'.i  ando un di  SO 1 Viento a ÍSC ib 1s en ol que no sea

30lu bl o i  & ui 3 . 1 . Las sales poi’ a di c:ión de ác ido de los d er.1 vados

adiados de d i  o si na y Do Sínicos i  na pueden prepararse a s id e ro  loa 

procedimiento.? an te r io res , utilizando ácidos como les indicados 

a ¡pierio rmente. .

Decido a su amplio espectro an ti bacteriano y a su acción 

antiuicrobiana muy e f ic a z ,  los nuevos compuestos de este invento 

son de utilidad en muchos modos como amentos e s te r i l iz a n te s , pa­

ra la  e s te r i l iza c ión  cío u tensilios de laboratorio y del hogar y 

productos a lim en tic ios .

además, los compuestos son de utilidad en Veterinaria pa­

ra. el tratamiento de infecciones cono la s inusitis  on e l  pavo. 3e 

obtiene un control eficaz de la s inusitis  medianta la  inyección 

d irecta en cada uno de los senos in fr  a or bit ales del ave atacada 

de una solución que contenga de 5 a 2ü mg aproximada..■■ente de f i ­

lo s i  na, Desalíeos ina o unsster o sal catiónica de te misma.

Srrte invento se aclarará más mediante los siguientes ejen 

oíos específicos:

Ejemplo 1

Preparación de f i l o s  i  na

Be obtuvo un cu lt ivo  esporuladc ¿e IfRgL 2702 desarrollan­

do e l  organismo en un agar nutricio inclinado cjue tenia la  compo­

sic ión  siguiente:

23
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10

1 p

252350
tracto de levadura 1 ,0  g

tracto cvü c axn 0 1,0 g
sei.ua hidrolizadu
ii-Z-Au IKE-Type A" vendido por

Sheff ie ld  Gneuinal üo.) 2 ,0 g

T jex rn n a 10 S

C lo ru ro  co 'b a lt Q J O y i i Cv P Ú 'Al i 1Xd ra io 20 ’11 ¡3

Agar 20 fó

Agua 11

a l pH del ¡sodio se ajusta a pH 7,3 mediante la adición 

de hidróxido sódico.

El a car indicado so Inocula con 

se incula  durante cinco diao a unos 303 

do desarrollado en el agar Inclinado se 

ss radpa suavemente para separar las es 

p e no i  ó n a cu o s a 3. e espo ra a .

esporas do iíitRL 2702 y

C. El cultivo es p o ru la- 

cubro con agua y ' e l  agar 

coras obteniendo una ous-

1 :al de la  suspensión do esporas se u tiliza  para inocu­

la r ,  eo condiciones asépticas, una porción da ICO iuIL ds un medio 

de cul tivo vegetativo e s té r i l  que ten ía  la  e? iguiente composición:

20

25

30

G-luo osa

Harina de a oja

Sólidos de naceración de uaiz 

Cloruro sódico

15 S 

15 g 

15 ^

Carbonato cále ico 2 g

So alacie agua del g r i fo  hasta completar 

un volumen tota l d c 1 1 .

El medio vegetativo inoculado ss incuba a unos 30s C. du 

rante 4o horas, duran Je cuyo tiempo s o agi ta a 114 c ic los  por mi 

ñuto en un agitador oscilante que tenía una carrera de 5 c¡».

5 mi del inóculo vegetativo su emplearon paca inocular

_ 24 -
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aséoticaracnto porciones ao 100 mi ¿él siguiente :».elio b 

colón es te r i l izad o , contenido en mal me os ¡Srl enineyer de

proau- 

500 ¡n i. *

Harina cié soja 

Caseína

jarabe de glucosa bruto

C arbo nato c álc ic o

Kitrabo sódico

,i fañado agua para completar 
un volumen tota l de

15 G

1 F. 

20 gl

2,5

3 g 

1 1.

151 cul tivo inoculado se incuba durante 100 lloras a unos 

26-2u*¿ C • Duranoe e l  periodo de incubaci6n, e l producto incubado 

se agita, a 114 revoluciones por i¡iinuto en un agitador oscilante 

que tenia una. carrera de 5 es. SI pH del medio de partida es 

aproximadamente de 6 , 5 * Al f ina l del período de incubación, e l  

pH del medio aumenta hasta pH 7,5* 31 caldo de cu ltivo  obtenido

se f i l t r a  para eliminar e l  micelio j  otros sólidos sin d iso lver . 

El caldo f i l t r a d o  contiene f i lo s in a  en la cantidad de unos 250 

rae r-/uil d s c al do.

Ejemplo 2

Preparación de ff  i  lo si na

be obtuvo un cu lt ivo  es po rulad o ds ERRE» 2702 raed i  ante el 

desarrollo  del organismo en un agar nutricio que tenía la  compo- 

3 i  e i  ó n i  gu i  e n t e:

Agar pasta do tomate -harina de avena 

Pasta da tomate 20 g

30 Harina de avena precocida 20 g

25
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arlad 
to ta l  de 1 1.

El agar inocula con escoras de fílidó 2702 y se incuba e l a- 

gar inclinado inoculado durante t cían a una temperatura de unos 301 

C. Después do la  incubación, e l  cultivo esrorulaclo en el agar in ­

clinado ~j(j cubre con agua y la  uperbioie se raspa suavemente pa­

ra so parar las esporas obteniendo una suspensión acuosa de esporas.

Empleando técnicas asépticas, la mitad del inóculo obteni 

do de una muestra de agar se u l/i 1. ¡uel cd 'O. •i inocular unu porción de 

500 ral de un medio ele cultivo vegetativo ester il izado  que ten ia  la  

siguiente con pos ie ión , contenido en un ma braz de l&rlenraeyer de 2 ].:

Sólidos de ¿«aceración de raaiz Levadura I

G-lucoea

Sólidos de :;iaceración de raaiz 

Levadura

Carbonato sá lc i co

de arlado agua para dar uu volumen 
to ta l  de

15 g

 ̂ cr J t?

f'7 n>
y ID

3 g 

1 1

La incubación se l le va  a cabo a 2ij£ C durante 45 horas 

agitando a l i o  c ic los  por miau üo en un agitador oscilan be que 

tenía una carrera de 5 era. 950 cc de l inóculo vegetativo del 

matraz se a Tí.id ieron aséptica me abe coro redio de inoculación a 

350 1 del medio sólido de raaiz levadura I  e s t é r i l  descrito an­

teriormente contenido en un 'tan.rué de fermentación de h ierro  de

,03 1400 l . be a Ú;.;G 30 a . 1 iciedio de culLtivo 0,1 1 . do a ni i f  oam

(un pr aducto a ahÍ -63'pU:.»a veno. Id 0 por la Dow Cora ing U 0 up í\ny)

ru ev ita r  la fo r r¿ üC 10 í.'i erc o ■ -'*. v a c.í e o kg.u . , auuÓ. if3 rd o nuevas

dad es duran i■e la forren ”0 a.c ió n a ¡:aedlcla qu e s e necea i ten. El

CÍO inoculad o s ierraentó cíu ran be 24 horas o. una ten pe ratura

no
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S ér il a rasón da 0 .77  m-5 por a i  mito y so agitó con dos agitadores

da 40 cüi que uctuafctui a ISO revoluciones por udnato.

ron 4

4t un feraentador de 

>50 1 de un , a odio que

hierro d a unos 5.500 3. se le añadxe- 

tenía la  composición s im ien te :

bólido C¡ ele iris iz  Soja .A.X i.

G-lucosa 30 hg

Ooncentrado d e ucei i;e d o soja 15 kg

Sólidos do rnac erac ión de uiaiz 5 -■-o

Ace i  L.o de so j a. cruel o 10 kg

Garbo na to cá lc ico * kg

Cloruro sód i  co 5 - o

Se anude as,ua has tai hacer un
volumen to ta l  de 1000 1 .

til medio se inocula con 355 1 dól inóculo desarrollado en 

e l tanque de fer.(tentación. Lo. fomentación se rea liza  a 28s C 

d turante 4 d ios. La espuma se ev ita  median i', e la  adición de "Larex11 

no. 1 (un producto ant i-espumante vendido por áw ift and Coupany ) 

cuando sea necesaria. 21 medio de i'srmentaeión se airea uedi an :,e 

la adición ce a ire e s t é r i l  a razón de 3,6 sP/minuto y se agita* 

con dos agitadores de 50 cu que actúan a 130 revoluciones por mi­

nuto . be añaden 270 kg de !,o i l f l o :l (un auxilia r  de f i l t r a c ió n

de t ie rra  de oiatonieas vendido por The o i l í l o  Corupeny) a 3300 l i  

■tros del caldo y la  mésela se f i l t r a .  ¿1 f i l t r a d o  se ajusta a 

pbr 8,5  red i unte la  adición de hidróxido sódico al 20 por loo , se 

añaden 1?C0 l i t ro s  de cloroformo la mezcla se ag ita  durarte 30 

a i  na tos y la  capa d.e cloroformo que se hulla en .dorna de anuís ión 

se decanta. La extracción con cloroformo se rep ite dos voces con 

porciones de IfOO l i t r o s  cié cloroformo. Las emulsiones de c loro­

formo que contienen la 'filos!na se co.ubinan y so hacen pasar por

27
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un separufíor Le Laval partí. romper ’iu emulsión. La solución c ío- 

rov'6r:'úica separada obtenida ec concentra en vacío hasta un volu- 

:.’.en de 25 1 y las impurezas se separan en ¿arte haciendo pasar e l 

concentrado por una columna ús Vj en de diámetro eme con tenía 10 

k,í?; do carbón activo como el que vende 1c. Pittsburgh Ooke and Che 

ninal Company. La columna cié carbón as lava con 16 1 de cío ro í or 

so . Las soluciones clorofóruicas salientes combinadas gue con­

tienen la  -til o alna se concentran en vacío hasta 2 1 3c el concen­

trado de cloroformo se arlarle lenta .mente con agitación  a 2:ü 1 de 

eter de petróleo, que. hace prec ip itar la  T ilos ina. Después de 

ag itar 1.a mezcla durante 15 minutos , se- f i l t r a  para separar e l ■ 

precipitado blanco anorto do T ilosina que después de seco en va­

cío pesa aproxinadaraenóe 1.070 g.

La -Tilosina amorfa se cris-baliza d isolviéndola  en 355 mi 

de acetona, f i ltrando  la  mezcla uc©tónica para separar una l ig e ra  

turbidez y añadiendo lentamente la mesóla acetónica íil¡..rada con 

agitación suave a 20 mi de agua a 5-“ C • La solución acuosa, ace- 

tónica resa l Lauto de Tilos ira  se deba ostar a temperatura ambien­

te con agitación suave para permitir que la acetona s e evapore 

lentauente, con lo  cual c r is ta l iza  la  T ilos ina . Los c r is ta les  de 

T ilosina se separan por f i l t r a c ió n  y se secan en vacío a tempera­

tura ambiente. yuncí en aproximada ente a 127-132* c .

üjemolo 3

preparación del ta rtra to  de T ilosina

5 g de 'Tilosina cris tal izada so disolvieron en 100 rul de 

acetona y se añadió con agitación 1,5 de ácido d-tarfcárico disuol 

tos en 2o mi do acetona. La solución se dejó estar & temperatura 

ambiente con lé> cual e l  ta rtra to  de 'Tilosina c r is ta l iz ó  de la  so-

-  £\j -*

30



lución. Los c r i r c a io r  l e í  Jar Lcu.ro'rh. f i l o s i n a  se separaron por 

f i l t r a c i ó n , se l a n s r s  con «cotona y se secaron al ñ i r e .  lili ron- 

diminuto o e s,..l es 1,5 g. La sal c r i s ta l i z ada  funden unos1 14C- 

14o- • •

Ejemplo 4

Preparación del gluconato de f i lo s in a

1 , 0 3  Z Se aluoono-ciellu-lacTona so disuelven en 10 ni d'e 

agua y  la solución acuosa se  ca l i e  ¡rio a 8¡?2 O durante 2 horas pa­

ra. pro voc ar la h id ró lis is  de la lee tona a ácido glueónico. A la  

solución acuosa se le  anadón 15 .mi de surcanol ca lien te , a  la  mez 

cía. acuosa metanólica se lo atad en con agitación 5 % de cr is ta les  

de f i lo s in a  dieuelios en 10 .al de metanol. La mezcla do f i l o s i -  

ua-metano! se  deja estar durante la noch.e a temperatura ambiente. 

31 metanol es elimina de la  mezcla por evaporación en vacío. Una 

voz eliminado al metano1 , sa añaden 40 mi de anua u la mezcla de 

f i lo s in a  acuosa. La mezcla diluida se f i l t r a  y el f i l t ra d o  rae 

condene la f i lo s in a  se seca por congelación dando 5,3 g da un 

sólido blanco formado pos ol pluconaio de f i lo s in a .  El ¡piucona­

to de f i lo s in a  funde aproximada,sen so a. 114-117® C.

ampio 5

Preparación el e l  clorhidrato de filosina.

ütO ¿ftr; de f i lo s in a  se di'-vuelven en 200 mi de s ter . La :i¡es 

cía etórea so acidula por adición de O.üo2 ..el da áci^o c lo rh íd r i­

co 12 K. L1 prscip idum o d .1 c.h.o.r.Viidr¿tto d- .Jilos!na ¡áue se forma 

se separa po o f i l t r a c ió n  a o lava con e tsr y se seca en vacío . El 

clorhidrato ¿ i f i lo s in a  s ra c r ia la i iza  de una mezcla e tu ao l-e ter .
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Ejemplo 0

trepar,a :i,6n cí el es i;er ae s t i l i c e  de la Ti los i  na.

H ,3  c; de T i l  o si na. se ^iruolvcn on 37 ;nl elg acetona. que

contengan 15,3 5 ds bicarbóna éo pp Lío ico . Pe anadón lentamente

con ...giración a. la solución ci a T ilo  si na 4,4. mi de cloruro de ace

t i l o en 5 ¡ni de ace 10 na ̂  o u. 'ex. ;j g e un _i_ eriocio do 25 ¡i i ñutos. £icL

10 í:í9ZCla  d e roa colón, agitada lenh i i.io n t j .  se •" ja estas u te ■/.rp cx"ní”i/u

Tcl íX..lOiente ■'uranio 3 horas , d esr.;UÓS do cuyo período la  mezela

avilada n ■> v ie r te  sobro bis lo triturado* Lo. M ezcla que contieno

10

T i lo  si na aoetiluñu r-e extrae dcu. veces con volúiiienes de 75 .-al de 

benceno. Los extractos bencénicooi combinados se concentran len ­

tamente por evaporación con lo  cual e l estere a có t i l ico  de la T i ­

lo s ! na c r is ta l iz a .  El ester cr is  ta l izad o se r e c r ls ta l iz a  de ben-

2o

c e no.

do ind 

ceso y 

d el pk 

sido d 

ÓS O <5 i.fi

Ci

C)

íf "iJi.r. a íió í  1 s 1 ;• del es i  er Ce !,ióti J. ico d e j.'i los ina rec r is ta 1 i  ZB .

ca quo lien e u.u cont e n id 0 do 10 e i i l 0 d 0 0 ,¿2 por loo en

u n pie'  a d e a cero xL-aada;.. 9 5,1 (ést e y lo s d enás valo res

a el. 0 1 O S C 0;apuestos O te invento \ .nciic a dos a...uí ha n

0 0 r'..viñados por valo:X c ión e le o i roñé \j j; ic a en una s o.’.v.c ión

t i l i'o rn aniela.-agua , 2* i 3 i : VC] U. 1e n ) .

9R Ejemplo 7

Frenar ue ión del estar acói;ilico de Tilosina

30

2GU g de i 'i losina se agraden a una yozclu de 4-37 ¡-ni de 

anlrld.riflo acótico y 200 y de acetato sódico anhidro fundido. La. 

.¡érela s- deja estar a úeupevatvira ampíente dar ante 3 días. La

30
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¡ao-Z'o']. u 03 reacción so vi Cal'*̂ 3 o .•■I'' f'j -nrCJ.O ‘Ürroumcio T-" rí 

.7 '• }j ncu rran -

na por odie ió i.1 de c re urbC r'i'i, ~\j o no tú oic O • ' 'L1 • 3 sj c a A 011'ha. l i  z ada

-ó ■xét/U tí llO Ll 2 1 d0 beno  eno • ■j.L 0 ¿t j.X 'cí 0to da heno ..no 1au 0 contie-

n 3 j'I rotor aCéGiliOO d o )/■ :Til osí na ¡3 0 i rXv a c 0 n s olue íón d e bi -

es rbor.alo pot le reo a l por ;1 00 1 ay ... U.vando a co nt inuaci 6n 3 veces

con a f ua . 21 en m e lo  be no&.ni c0 V rC 0 1L¡ Us coatle;tic e1 0stor acé

t i l  i 0 0 de Til'os i na se GOneóntro. V ¿M0 i 0 el uno; 100 Sil 4 ;¿;1 c on-

cení rio de oU Í I 0 0 i.. 0 -:j •l’ O.-.nudo LUIOS •*>n -J de et e y. d 0 petró l 00 que

he. c e '0 reoipit ar ci es ier a ci t i l ico C¡ 0 la Ti los i  na. rfl p iccip i-

ralo ornato por el oHtc r ucctí .O, V. O a .. a. Tilos!na C-. 1ara por

f i l é l*1 ¿iclon y C* /> rj Pt i f .1 V ly (i 210 1 c0 cloro torno. .L i í  £’0 luoión cío

rof óV'u;loa se ele colora C ün o a « pr cuA s~, -C.i.i.•.: .-1en 10 vo1 U1 6nes de eter

ñ  B  pC1 -Jróiso p‘‘-a-1 [) lc’C1 'p i ir C. J. la Tilo si na. a.ci la d a . él g reo ipitado

fo r : '¿ r. c por t í 1 es l,s.c : >a c ü l i l i co 4.-' U .1.,A T il os ina so s epar. ..1u (io la  uiez

ola po■r f  i l t r U C 1G n y G.... pleus IV 0 G.l r  -y •1 drC ucot CULO de Gtí lo y  la

sola c i ó:, de a C&’vLluO CÍsé ct i l o S G int ’ÍV dúoa en una colu na d*0 UlU“

i(-ina 1avada cor i ello ñu v 1 I5il, icl un di /Cl'tití ir 0 de 13 Cid y al cura de

n o c:-.¡ r 11 ¡ j • J 4.-.lúniru. z>o bv1 o la ■:> U0 as C-ld soI’ 0 • ,0 f *, n *í *O' ü A. OO U(j .a ac6t iI leo  de

Tilo si na se i ava con .,... o (3Lr 0. 0 0 U el i lo • él esí<3:c acotí l ie 0 de Ti-

los i lid sorbido se eXuys con u u sel a etanel - a c ct a .;o <5?. e tilo

(1:9 VA) y i-1 eluato ajUc  c ont. i C ,:i0 1 Cj cau 0r a ce t í l ico d 6 Tilosina

se e './'elpora a espurdad en va olo • t i V O'C i dúo seco f ornad 0 por este:

acor 11 loo do Tilosina un iorto C» O. pur it ice. ico l vi éndolo sn et er

isop rop illeo Oul J. o‘ «1 o t i e ni'r la * tdo 1 s  olue 16n para que precipite

el e er • Loa no. ¿ lis is de eserr acet l l i co de T ilo nina püri f ic a -

d o i nñlean cu0 ”0 j ,  0  ilíí un con! enid o 3 f : luCS'i  i lo de 0 , S'l 0 or loo on

PC s o ~r un pk' a a3 5,2 , aprox sanent e .

30
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10

20 ;? de i i lo s in a  cari.-'-tal i  Bada se posen en suspensión en 

500 u;l de anua des tiluda y so ajenia el pB de* la suspensión a pH 

2,6 afiad i  salo gota a gola ácido c lorh ídrico  12 11'. La., jaezóla se 

deja se tur a tosí pe ranura alais lente durante 3 días después do lo 

cual e l  pll go la mezcla se ajusta a pH 3,5 ..i adianto la adición de 

carbonato sódico só lido . La mezcla ¿ulealiña se entrae 4 veces con 

porciones de 100 ¡.¡1 de elorox’oit.iO. Los extractos de cloroformo 

combinados se lavan dos veces con 250 .ni do anua, destilada. Los 

lavados ce desechan y e l extracto lavado do Lesnicorina se eva­

pora a sequedad en vacío. L1 residuo saco i'orxado por Besuico-

sino cj p f, }suc Ive en 75: ül r¡ c Q

15 cu so í i l t rn para sepü Xci 1! una

Xubl e cu e s e v ose cha. t i i  i l  t

cono entra cu vacío a unos 40 ,u

uros 3 -- o COI:. ]. o oUci.L cris tal i:

de 3esuico sin.a se separa n por

20 din i ■. r. i c ci0 10,3 g do Deiíu.i icos:

o iristaliza.d a de Desale os i  í:La os

lien e uprcx i  r.0. (' C. .1 Oí C ci í i L;idad

Desniicosina

LO I; icr is ta les  del solvato olor cróm ico do De a .ii  eos ina

25 asi obbenito pueden recr :ls ta l  iza rae do cloroformo o tu Jibión do

ace ten !tr l io . Los cr is ta Ie s  sol-catados con c loro fom o Luís un u

xi.juaa :onto a 95-115“ 0 .

Los cris ‘bal es solvatados de De-sai eo,nina cuando se c al i  e n

oUi! u { a" o en vacío duran be 2 lloras pierde:n el cloroformo dando

30 •Dcsu.icos ina no sclvat acia c r is ta lizada . Los cr is ta le s  sin selva-

32



10

A 5 g de J ilosina so le arad sn 100 a l  ole ácido c lo rh íd r i­

co 0,1 Ií y  la  ráesela na estílenla a 40a C durante 1 ñora, durante 

cuyo tiempo 'La l  i  los i  na se convierte on Desáleos i  na. La mésela 

se a lca lin izu  débilmente por adición 1 en la de solución de hidró- 

xicio sódico al 10 por loo y  la Des micos i  na se a ísla y purií’ica  

por el procedimiento descrito en el ejemplo o. •

113

Ejemplo 10

Preparación del er.ter propiónico de Jilos ina

2,5 g de d lo s in a  cr is ta lizada  y 0,55 g de IT. 1SÍ' — d ic ic lo -  

hexilc  ar’ood i  luida se d iso lv ieron  en 40 mi de áiclorometano ♦ A 

la solución de f i l e s  i  na ce le  añadieron con agitación 0,4 g de 

20 ácido propiónico y la mezcla de reacción se  dejó estar durante 

20 horas. Después del período do reacción, l a  mezcla se f i l t r ó  

para coparar el precipitado que aparece. El precipitado se cíese 

cha. El f  i l  Irado se lava sucesiva,tena 3 2 veces con 20 ¡al de so­

lución acsosa de bicarbonato sódico a l 5 por loo  y 2 veces con p 

25 porciones de 20 mi de agua, mi f i l t r a d o  lavado so seca con sul­

fa to  magnésico anhidro, 3 a f i l t r a  y se evapora a sequedad. El 

residuo seco formado por e l  soler propiónilioo de la J ilosina so 

disuelve en 20 mi de acetona ca lien te , la solución su en fr ía  a 

unos to- C y  se f i l t r a .  La solución acetónica f i l t r a d a  que contic 

30 ne jí es tor propiónico de le f i l o s  ina se evapora a sequedad en
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E j OiuplO 11

frepurución c!el ester a ce t i l ic o  ele la Desmi cosina

1,9 g de Dcsnxcooina y 0,55 S Se N,H '-S5.cicloliexllcarbo- 

diinida ss d iso lv ieron  en 40 ral de d i d  oro-metano. a la  solución 

de Dssíriic osi na se le  añadieron con agitación 0,3 § de ácido acé­

t ic o  y la mezcla de reacción se dejó es iar durante 6 horas'. La 

meada de reacción so trato gim iendo el procedimiento descrito 

en e l ejemplo 10. El producto formado por el ss ter a ce t i l ic o  de 

Dssmicosina t i e :.o un punto de fusión So 37- 1272 0 y a i pk'a de 

apr’o.'c xiiia o a...enr e o , •

Ejemplo- 12

Preparación del ester pzopiónilico de Desaicosina 

El ester propionilico de Desmicosina se prepara por r©an­

ción entre el ácido propiónico y la De;3 ule os i  na siguiendo el pro­

cedimieoto descrito e:i ©1 eje.api o 11, El ester propionilico de

la Desmi c o s í na íurd s a vi r  azi malo; .i en L- o. a. 115-1272 C y t i c  no un pk' a

de aproximada..:ont£ 6,3*

Ejemplo 13

Preparación dol c lor hidrato do Desmi eos i  na

Un gramo de Des.xi cocino se disuelvo en 200 ni de e ter . A 

la solución etérea se le  añaden lentamente con agitación  0,11 mi 

de ácido clorh ídrico  12 i-í. En la mezcla acidulado, aparece un

34
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2523 50
precipitado 'ola neo dal clorhidrato do Des mi eos i  na; se separa por 

f i l t r a c ió n ,  se lava dos veces con e üer y se seca en vacío. El 

clorhidrato de Desrices i  na funde aproximad a aente a 140-153 2 ,C y 

bxene un uk'a de aproxiiuadaron;e o. •

Ejemplo 14

prepa ración del bisulfato ele Des mico oí na.

10

1 G

2 g de

añaden 1 entumen 

ciclo sulfúrico 

de Desuicoslna, 

con eter y so s 

ap ro ximadament e

Desmioosina so disuelven en 200 ral cío eter y se 

te con agitación a la mezcla etérea 0,00 ¡si ele á- 

35 ti. Aparece un precipitado blanco del bisulfato 

que ss separa por f i l t r a c ió n ,  se lava dos veces 

ecu en vacio . El bisulfato de Des raí eos ina funde 

■ a 142-1592 C j  tiene valores del pie'a de aproxi­

mada.sen te 5,4 y o,0»

20

-¿0

Preparación de l tari; rato de Desáleos i  na

Un gramo de Des mico ni na se disuelvo en 50 ral de é ter  y 

se a/íaden lentamente con agitación 0,2 g de ácido d -ta rtá rico  en 

100 mi do e ter . Aparece un precipitado blanco del ta rtra to  de 

Desmicosina, que s e  separa por f i l t r a c ió n ,  se la va dos veces con 

e ter y se seca ©a vacio . El tartrato  funde aproximadamente a 

122-136- G y tiene valores del pie'a do aproximada rente 5,35* '

6 ,«5 J u,0.

o b -



10

900 mg del es te r  u ce t í l ico  ció -Til o si na se el isuelven en 

200 mi de e ie r .  A l a  solución etérea se aliad en lentamente con a­

g í Unción 0,075 mi de deido clórale1 rico 12 i:. Ápacece un p rec ip i­

tado de clorhidrato del os ter ace t í  l i e  o de ' f i lo  si na pus se sopara 

por ce ntrix igaeión, a© lava, con eter j  ce seca en va c ío . 111 c lor

hidrato del esber a ce t í l ic o  de f i l o s i  na tiene un pv'a do 0,0 apro 

rimadaxoat0 y ¿tindo a unco 122-134E 0 =

gjeaplo J.7

trepa ración S el clorhidrato del es te r  a c e t í l i  co d s Desáleosin&

100 mg de acet il-d  esmieoeiría se disuelven en 20 r.l de eter 

y se avaden con ar&tacióu a lu mezcla etérea 0,1 tul de ácido clorhí 

drico 12 IT. K1 precipitado blanco, toruno por el clorhidrato de 

la  acetil-desiiiicosina, que se to tria en la  mezcla etérea acidulada, 

se separa por centrifugación, se lavo dos veces coa eter y se se-

¿ re p a r a c ió n  d e l c lo r h id r a t o  el e l es t e r  ac e t í l i c o  de S i l o  s ir ia

C a on '/acío. DI c 1 o:¡C í l i  C- ~Cu ¡ jo  g o i es 'oer •a c e t i l O O de la Des mico s i -

20 na j ie  r13 un pur, ¡;c> de i'uoióin de 145-150 0 ap i:OXÍ!;.:ado»:-¡ente, un p t ' a

d e o
■' ) aproximada.me n¡•; tz> .0 ‘.15 1 Í  s' so iu ’cle en a,gua y G £ 2reí a 01 v a tu o iré o in-

30.! , -1 X nLU 0 -L ■;3 en e t e x .

25

21 jemolo  lu

'reparación del c lorh id rato  del e s ta r  propiónico de Des.aicosina

131 clorhidrato dol es ter  pro pioní I leo  de Desale o nina se 

prepara siguiente si prooediiúiento esquematizado d el ejemplo 17,

a excepción do que e l  material de partida empleado es e l ;er

30 p rop ion ílico  de Bes.micosina en vos del ©ster a c e t i l ic o  de Desai­

- 36 -
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micosina t iene  un punto de fusión do 145-150a 0, un ph'a do 6,2 

ap r o x i .. a ciare nte , os so lub le  on agua y  es prácticamente insoluole  

en e te r .

tj Usía so l ic itu d  uue corresponde a l a  ores en sacia en E .U • á  .

e l  2': d a  Octubre de 1958? oalo e l  número 770.532, se acoge a los 

benef ic ios  del a r t í c u lo  57 del  v ' gente Estatuto sobre Propiedad 

I  nd u s tr  I al

10  .

eos i  n a . 31 c lo r h id r a t o  resu ltc-nu O  d o l á s t e r  p r o p ió n i l i c o  de Des

P O T A

15

Los puntos de invención propia, nuava que- se presentan 

para que sean objeto de la présenlo; so lic itud  de Patento ce In­

vención, por VEINTE años son los .siguientes:

20 1£ Un método de producción de 'Pilo si na. o De su i  eos i  na ,

que c O: prende el cu ltivo  de una cepa de otreptomyces frac! i  as pro 

doctora de Tilosina en un tedio de cu lt ivo  que contenga fuentes 

asimilables de carbono, nitrógeno y sales inorgánicas, sn condi­

ciones aerobias sumergidas hasta que se produzca una cantidad 

2p sustancial de T ilo  s i  na por dicho organismo en e l  citado medio de 

cu ltivo y , s i  so -“ osea, n id ro lizar con Acido para formar Dssaico 

s i  na.

2a._ Tjn método do acuerdo con la re iv ind icación  1, en e l  

que e l organismo es dxreptomrces fr&diae E1RL 2702.

30 32 •- Un :nstodo se acuerdo con la  re iv ind icación  1, en el
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que el or Crol lai. uro es otr crptoryc es ¿litad i Fi'fíL 2703 -

4 Un rétodo do -CUñr do con 1c. re ivi nd i caci ón 1 S en el

que p  "|_ !,:0dio de cultivo se uantic n e  g . U K ¡ : ¿ 1 i  supera tura. de Ui¿OS 2p

32- 0 y e1 d¿ c; V»ro llo  do]. or ro nis i so r: o: 11.eva a cubo durari1 ij <:3 un

por!Lod0 d. 0  U í ¿oc 2 a uno, p cía,s.

*•)¿3 Un usé too o ,'l e proa ucc i6n dÍ.J 111 usina, q ue c oraruirondo

el cu ltivo  d 3 una cepa l e  Streptouycss £iU'H.ae productora de i i l o  

sinci en un redio de cu lt ivo  que contenga fuentes aein ilaoles de 

carbono, nitro,reno y e  ¿íleo inorgánicas, en condiciones aerobias 

surerrldas hasta cjue se produzca una cantidad sustancial cié i’ i -  

losiua por e l  citado or.cuni sao en dicho redio ele c ul vivo , y la re 

cuneraoión do t i lo s in a  de dicho tüe-’ io de cu ltivo .

5 - .- ÜlI lOC’ 0 de prepn re. 0

rio 1l id ro l lza ;pilos ina c 0 n ú,c id

ÜS2.s de t i l osi f:,a 0  J . Tiroñuco 16 n

7e •- ün toe 0 d: ;■a. cu urdo

q ue el ácido 0 f;
V.. ác ido c1 orh íñ r ic o .

^n«- Un ::iétod c de producir

l 'a l :}? covio c¡ o i ‘1.a descrito . .. xa uerorxa. que antecede re ­

presentado en e l  dibujo que so acompaña y para los fines qu o se 

han enpecilio ado .

’ást;-j he «¡orla consta de tre in ta  y ocho hojas escritas a 

máquina por ana, sola cara.

liad rio. , -  3 HOV. 19S6

«. f  jAlberto de ,
KJ fot. P“d?p'

Lh v> I/

G .1 30 -
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