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Bl. Case 19217/19451 Spain

Este invento se refiere a un nuevo procedimiento
para producir tetraciclinas y a nuevos productos que se
utilizan en este procedimiento.

Segin este invento se proporciona un procedimiento
que, mediante recursos bioldgicos, permite convertir deri-
vados del naftaceno en compuestos de actividad antibié-
tica pertenecientes a la serie de la tetraciclina, proce~
dimiento gue se caracteriza por ponerse en contacto un
derivado del naftaceno que estd por lo menos sustituido
por un grupo hidroxilo en las posiciones 1, 3, 10, 11 ¥y
12 del anillo naftacénico y un grupo carboxamido o un gru—

po carboxamido con sustitucién N—alcohilo en la posicién
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2 del anillo naftacénico en presencia de una cepa de
Streptomyces que sea capaz de utilizar bioldgicamente

tal derivado del naftaceno, con lo cual se introduce un
grupo hidroxilo en las posiciones 6 y 12a del anillo del
derivado naftacénico, que sirve de punto de partida y en
el que, cuando la posicién 4 del anillo naftacénico reac-
cionante no esta sustituida, se iIntroduce también un gru-
po dimetilamino en dicha posicion 4 y, si se desea, se
escoge la cepa de manera que ae introduzca en el anillo
del naftaceno, ademas de los grupos antes mencionados, un
grupo 7-halo y (0) un grupo 5-hidroxi cuando las posicio-
nes 7y (@ 5 de los anillos del derivado naftacénico que
sirve de punto de partida estan ocupadas por atomos de
hidrégeno.

Este invento se refiere mas especialmente a un pro-
cedimiento novedoso destinado a transformar bioldgicamen-
te las 1,3,10,11,12-pentahidroxinaftaceno-2-carboxamidas
en tetraciclinas, segun puede verse en el siguiente es-

quema de reaccion:
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en donde R corresponde a hidrégeno o a un grupo dImetil-
amino, R”™ representa hidrégeno, un grupo alcoxi inferior
o alcohilo inferior, R"" representa hidrégeno, o0 un grupo
alcohilo inferior, y cada uno de los simbolos Ry, Hg y R®
se escoge de entre el grupo que abarca hidrégeno, un halé6-
geno, un grupo hidroxi, alcoxi inferior, alcohilo infe-
rior, amino, mono(alcohilo inferior)amino, di(alcohilo
inferior)amino, nitro, nitroso, tiociano y mercapto. Los
grupos alcohilo inferior y alcoxi inferior que se tienen
en mira en el presente invento son los que contienen de
uno a seis atomos de carbono. Ejemplos del halégeno son

el cloro, bromo, yodo y fluUor.
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Para mayor comodidad la 1,3,10,11,l12~pentahidroxi~
naftaceno-2-carboxamide se ha designado con el nombre de
"pretetramida". Asi, por ejemplo, las 1,3,10,11,12-penta-
hidroxinaftaceno-2-carboxamidas, las sustanclas utilizadas
como punto de partida para el nuevo procedimiento del in-—
vento, pueden llamarse cdmodamente derivados de "pretetra-
mida". Por ejemplo, la 6-metil-l,3,10,11,12-pentshidroxi-
naftaceno-2-carboxamida, 7-cloro-l,3,10,11,12-pentrahi-
droxinaftaceno-2-carboxamida y u—dimetilaminofl,3,10,11,12—
pentahidroxinaftaceno-2-carboxamida puede designarse mas
cdmodamente b-metilpretetramida, 7-cloropetetramida y
l-dimetilaminopretetramida, respectivamente.

Este invento se basa en el descubrimiento de que es
posible efectuar la transformacién bioldgica de las prete-—
tramidas en tetraciclinas. El método del presente inven—
to, en sus aspectos mas amplios, abarca la hidratacién
biolégica en las posiciones 5a,6— y la,12a— de las prete-—
tramidas. Otra manera de expresar el resultado del proce-
dimiento del presente invento es diciendo que consiste en
la adicidn neta de dos moles de agua, una mol en la posi-
cién S5a,6 y otra en la posicién 42,12a. Esta transforma-
cién se logra agregando una pretetramida sustituida o la
pretetramida misma a un medio de fermentacidén inoculado
con una cepa de una especie del género Streptomyces, espe-—

cie que sea capaz de producir una de las tetraciclinas.
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Pueden realizarse algunas otras transformaciones bioldgi-
cas simultaneamente con la deshidratacién 5a,6 y 4a,12 de
las pretetramidas. Por ejemplo, cuando en el esquema de
reaccion antes expuesto el simbolo R™ representa hidroége-
no, entonces cualquiera de los Streptomyces arriba indica-
dos introduce un grupo metilamino en la posicién 4 de la
pretetramida. Cuando corresponde a un grupo dimetil-
amino, entonces se retiene este austituyente en la posi-
cién 4* independientemente de las transformaciones biolé6-
gicas que ocurran en el resto de la molécula de pretetra—
mida. Cuando del esquema de reaccidn mencionado
corresponde a hidrégeno y se utiliza una especie hidroxi-
lante del género Streptomyces, entonces se iIntroduce un
grupo hidroxilo en la posicion 5- Cuando R representa
un alcohilo inferior o cuando corresponde a hidroégeno
y se emplea una especie no 5-hidroxilante del género
Streptomyces, entonces R*"” representa un grupo alcohilo
inferior o hidrégeno, respectivamente. Cuando Ry del es-
quema de reaccidén antes indicado es un austituyente que no
es hidrdogeno, entonces se retiene este austituyente en la
posicion 7, independientemente de las transformaciones
bioldégicas que ocurren en el resto de la molécula de pre-
tetramida. Cuando Ry representa hidrogeno y se utiliza
una cepa no halogenante de Streptomyces, entonces Ry re-

presenta también hidrégeno en el producto. Cuando Ry en



1a molécula de pretetramida corresponde a hidrdgeno, y se

utiliza una cepa 7-halogenante del género Streptomyces en-

tonces Ry en el producto corresponde a cloro o bromo, se—

gin las condiciones de fermentacién.

Entre las cepas de

S. aureofaciens que introducen cloro o bromo en la posi~-

cién 7 de la molécula de pretetramida y que a la vez rea-

lizan la deshidratacién 5a,6 y La,12 y 1la introduccidén del

grupo dimetilamino cuando Rj corresponde & hidrdégeno, es-

tén las sigulentes:

S. aureofaciens

n

n

L

"

"

ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC

NRRL

10762a
10762b
10762g
107621
11989
12416b
124160
1244164
12551
12552
12553
12554
13189
13899
13900
B-1286
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S. aureofaciens  NRRL B-1287

" NRRL B-1268
n ' NRRL 2209
" NRRL B~2l06
" NRRL B-24,07
n NRRL 3013

Una cepa representativa del género Streptomyces que es una

cepa no halogenante, es decir, que no introduce un haldge-
no en la posicién 7 de la molécula de pretetramida, pero
que realiza la deshidratacidn 5a,6 y La,12 ¥y la introduc-
cién del grupo dimetilamino cuando Rj representa hidrbge—-
no, es la S. aurefaciens NRRL 30llL. Cepas representativas

del género Streptomyces gue Bo son cepas halogenantes,

pero que introducen un grupo hidroxi en la posicidén 5 de
la molécula de pretetramida, fuera de realizar la hidrata-
cién 58,6 y ha,l2a y la introduccién del grupo L4-dimetila-
mino cuando Ry corresponde a hidrogeno, son: 8. rimosus
NRRL 2234, S. platensis NRRL 2364 y S. hygroscopicus

NRRL 3015.

Los microorganismos que pueden utilizarse en el pro-
cedimiento de este invento son todos de la especie del
género Streptomyces que producen tetraciclinas. 3Sin em—
bargo, es preferible utilizar cepas de estas especies del

género Streptomyces que no producen tetraciclinas, excepto

cuando el derivado naftacénico de pretetramida que esta

A
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sustituido por lo menos por un grupo hidroxilo en la posi-
eidn 1, 3, 10, 11 y 12 del anillo y hay un grupo carboxa-
mido presente en la posicidn 2 del anillo en el medio de

fermentacién. S1i se utilizan cepas de la especie del gé-

=y

nero Streptomyces que producen tetraciclinas en ausencia
de las pretetramidas, se producen tetraciclinas del medlo
nutriente de fermentacidn, lo mismo gque de las pretetra-
midas, y ello exige en algunos casos la separacién de los
diversos tipos de tetraciclinas. En algunos casos, puede
/V resultar conveniente agregar la pretetramida éspecial 8

las cepas fermentantes de la especie Streptomyces que pro- °

ducen tetraciclinas, a fin de aumentar la produccidon de
determinada tetraciclina.
Son pretetramidas representativas, capaces de trans—
,/9 formarse blolégicamente por el métode del presente inven-—
to, utilizando una cepa no halogenante del género Strepto-
myces, por ejemplo: (1) la pretetramida, (2) L~dimetila-
minopretetramida y (3) 6-metil-y~dimetilaminopretetramida,
que permiten obtener, respectivamente, (1) la 6-demetil-
20 tetraciclina, (2) 6-demetiltetraciclina y (3) tetracicli-
na. Las pretetramidas que pueden transformarse biolégi-
camente por el método del presente invento, utilizando una

cepa 7-halogenante del género Streptomyces son, por ejem=

plo: (1) la pretetramida, (2) 6-metilpretetramida, (3)
75 l—dimetilaminopretetramida y (4) 6-metil-l-dimetilamino-

8- 72R291R6
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pretetramida, que permiten obtener: (1) la 7-cloro-6-deme-
tiltetraciclina, (@) 7-clorotetraciclina, () 7-cloro-6-
demetiltetraciclina y (4) 7-clorotetraciclina, respectiva-
mente. Una pretetramida representativa, que puede trans—
formarse biolégicamente por el método del presente inven-
to, utilizando una cepa 5-hidroxilante del género Strepto-
myces es la 6-metilpretetramida, que permite obtener la
5-hidroxitetraciclina.

Es hecho muy sorprendente el que las pretetramidas
puedan servir de substratos sobre los cuales puede actuar
el microorganismo, de manera que se transformen las pre-
tetramidas en tetraciclinas. En la fermentacién normal,
los ingredientes del medio nutriente sirven de substrato
del cual se sintetiza el antibidotico. Ha sido un descu-
brimiento inesperado el de que compuestos quimicos de tan-
ta estabilidad estructural como las pretetramidas puedan
servir de substratos para la produccidén de diversas tetra—
ciclinas.

Las condiciones de la fermentacion para la conver-
sién bioldgica de las pretetramidas en tetraciclinas son
en general las MISMAsS que se exponen en la patente estado-
unidense 2.482.055, concedida a Duggar, la patente estado-
unidense 2.734*018, concedida a Hinieri y otros, y la pa-
tente estadounidense 2 .878.289, concedida a McCormick y

otros y que, a su vez son en general las mismas que se



utilizan para los métodos actualmente conocidos de produ-
cir diversas tetraciclinas mediante fermentacién. Es de-
cir, el medio de fermentacidn contiene los nutrientes y
sustancias minerales usuales. Entre los nutrientes ade-
cuados estad comprendida cualquier fuente de carbono asimi-
lable, como los polisacaridos o los almidones, pudiendo
emplearse también polialcoholes, como el glicerol. Puede
proporcionarse una fuente asimilable de nitrégeno median-
te el empleo de proteinas, productos de hidrélisis de las
proteinas, urea, liquido de maceracidén de maiz, extractos
de carne, peptona, productos solubles de destilerias,
harina de pescado y otras sustancias corrientes. Los
aniones y cationes comunes se suministran en forma de sa-
les atoxicas de los mismos. Oligoelementos, como el man-
ganeso, el cobalto, zinc, cobre, etc., se obtienen ya sea
como Impurezas en los compuestos antes indicados o median-
te el uso de agua de la caKeria o bien agregando especifi-
camente soluciones enriquecidas especialmente con estos
oligoelementos.

Las otras condiciones generales de la fermentacion,
como la concentracién hidrogenidnica, la temperatura, la
tasa de aireacion en funcion del tiempo, la preparacion
del inoculo, la esterilizaciéon, inoculaciéon y otras por el
estilo son corrientes y semejantes a las que se utilizan

para la produccion de otras tetraciclinas, segun se expo—
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nen en las susodichas patentes estadounidenses concedidas
a Duggar, a Minieri y otros y a McConnick y otros.

Cuando se utiliza una cepa 7-halogenante del género
Streptomyces con una pretetramida en la que Ry representa
hidrégeno, sélo se necesita modificar el medio de fermen-
tacion, de modo que contenga por lo menos 10 partes por
millén y, de preferencia, de 1000 a 1$00 partes por milldén
de 1iones cloruricos cuando se desea el sustituyante 7-clo-
ro, o una proporcion analoga de iones bromidricos cuando
se desea el sustituyante 7-bromo.

Después que la fermanteacidén ha continuado durante
un tiempo adecuado, por ejemplo, de 12 a 96 horas, y la
transformacién del compuesto pretetramida en la tetraci-
clina que se desea ha queado virtualmente completa, el
producto tetraciclina puede aislarse del mosto de fermen-
tacion de cualquier manera adecuada. EIl método de aisla-
miento puede escogerse de entre las numerosas técnicas de
aislamiento que ahora se conocen bien en el arte.

La pretetramida que sirve de sustancia inicial puede
agregarse en cualquier concentracién deseada, si bien por
razones de orden practico resulta satisfactorio un subs-
trato de pretetramida a una concentracién de hasta como 10
gramos por litro de medio de fermentacidn, aunque pueden
utilizarse concentraciones mas altas, con algun sacrifi-

cio del rendimiento. La adicidon de la pretetramida que
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sirve de sustancia inicial puede realizarse de una manera
edecuada cualquiera, siempre que se obtenga el contacto de
la pretetramida con el medio bioldgico. A este fin se
prefiere agregar la pretetramida inicial en un disolvente,
por ejemplo, dimetilformamida, dimetilacetamida, dimetil-
sulféxido, tetrametilenosulféxide y N-metilpirrolidona.

Se prefiere, sin embargo, el dimetilsulféxido y una solu=
cién de acetato de magnesio en dimetilsulféxido es el di-
solvente que mas se prefiere para la pretetramida inicial.
Las soluciones de pretetramidas deben protegerse contra

el aire, pues estos compuestos se oxidan facilmente en
solucidn.

EJEMPLO 1
Conversidn bioldégica de la pretetramida (1,3,10,11,12—pen;

tahidroxinaftaceno~2—carboxamida) en 6-demetiltetracicli-
na, utilizando S. aureofacisns NRRL 301L

Se lavaron esporos de S. aureofaciens NRRL 301k, no

clorantes, procedentes de un cultivo inclinado de agar con
agua destilada estéril, a fin de formar una suspensidn que
contenia 60-80 x 106 esporos por mililitro. Se empled una
porcidén de 0,33 ml. de esta suspensidén para inocular un
tubo de ensaye de 8 pulgadas (30,32 centimetros) que con~
tenfa 8 ml. de un medio de fermentacidn preparado con

arreglo a la siguiente fdérmula:

- 12 - :,:' E .'-.I’. "-«-:f: -4
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Sacarosa 30 gramos
Sulfato de amonio 2 gramos
Carbonato de calcilo 7 gramos

Liquido de maceracidn de
maiz 20 gramos

Agua de caf ria en cantidad
suficiente para completar 1000 mililitros:

Antes de la inoculacidén se esterilizd el medio de fermen-
tacidn, poniéndolo en una autoclave durante 20 minutos, a
una presién de 15 libras por pulgada cuadrada (1,0545 ki-
logramos por centimetro cuadrado). El tubo 1hocu1ado se

incubdé luego por espacio de 2l horas a una temperatura de
28° C. en un agitador oscilante, que funcionaba a razén de
116 oscilaciones por minuto, obteniéndoge as{ un indculo

de 8. aureofaciens. Se preparé un medio de fermentacidn

de la siguiente composicidn:

(NH), ) 280y, 6,7 gramos
CaCO3 9,0 gramos
CoCl,+6H20 5,0 miligramos
NHhCl 2,0 gramos
MnS0}, (calidad técnica, al 70 %) 0,10 gramos
Liquido de maceracién de maisz 25,0 gramos
Almidén 52,5 gramos
Harina de maiz 14,5 gramos

Agua de la cafieria, en cantidad

suficiente para completar 1000 mililitros.

-3 1
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Después de la esterilizacion de este medio en una auto-
clave durante 20 minutos, a una presion de 1,0545 kilogra-
mos por centimetro cuadrado, se inoculd una porcién de 2%
mi. en matraces de Erlenmeyer de 250 mi. con porciones de
1,0 mi. de iné6culo de S. aureofaciens. La fermentacion se
llevé a cabo a una temperatura de 25° C., durante 24 horas,
en un agitador giratorio que funcionaba a 180 revoluciones
por minuto. En este punto se trasladd cada una de las
porciones de mosto a un matraz individual que contenia una
solucion de 10 mg. de pretetramida en 1 mi. de dimetilsul-
foxido. Se continud luego la fermentacidon en el agitador
giratorio durante 96 horas mas a la temperatura de 25° C.
En este momento el analisis del mosto acus6 la presencia
de 15 microgramos por mi. de 6-demetiltetraciclina. Se
efectué otra operacién, con fines comparativos, en un ma-
traz en idénticas circunstancias, pero omitiendo la prete-
tramida, no acusando presencia de ninguna 6-demetiltetra-
ciclina.

EJEMPLO 2
Conversioén biolégica de la pretetramida (1,3*10,11,12-pen-

tahidroxinaftaceno-2-carboxamida) en 7-cloro-6-demetilte-
traciclina, utilizando el IS aurefaciens NRRL 3013-

Se siguid el procedimiento del Ejemplo 1 con las
siguientes excepciones: Se trasladdé un mosto de S. aureo-
faciens NRRL 3013* fermentado en parte, a matraces indivi-

duales que contenian una solucién de 11,4 tg* de pretetra-
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mida en una mezcla de 10 mg. de acetato de magnesio y

1 mi. de dimetilsulfoxido. Se continué luego la fermen-
tacion en el agitador giratorio durante 96 horas mas, a
la temperatura de 26° C. Por este tiempo el analisis del
mosto acus6 la presencia de 85 microgramos por mi. de
7-cloro-6-demetiltetraciclina. Se efectud una operacion
en un matraz, con fines comparativos, exactamente de la
misma manera, pero omitiendo la pretetramida, no encon-

trandose ninguna 7-cloro-6-demetiltetraciclina presente.

EJEMPLO 3

Conversioén biolégica de la 6-metilpretetramida en 7—cloro-
tetraciclina, utilizando S. aureofaciens NRRL 3013

Se lavaron esporos de S. aureofaciens NRRL 3013,
procedentes de un cultivo inclinado de agar con agua des-
tilada, a fin de formar una suspension que contenia
60-80 x 10N esporos por mi. Se empled una porcién de 0,33
mi. de esta suspension para inocular un tubo de ensaye de
8 pulgadas (20,32 centimetros) que contenia 8 mi. de un
medio de ind6culo preparado e incubado exactamente como se
describe en el Ejemplo 1, con lo que se obtuvo un indéculo
del cultivo de S. aureofaciens. Se prepard un medio de
fermentacidon tal como se describe en el Ejemplo 1. Des-
pués de esterilizarse este medio, se inocularon porciones
de 25 mi. en matraces de Erlenmeyer de 250 mi., con por-

ciones de 1 mi. del in6culo de S. aureofaciens. La fer-
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mentacién se 1llevé a cabo a la temperatura de 25° C. du-
rante 244 horas en un agitador giratorio, que funcionaba a
razén de 180 revoluciones por minuto. En este punto se
trasladé cada una de las porciones de mosto a matraces in-
dividuales que contenian una solucidén de 10 miligramos de
é-metilpretetramida en 1 ml., de dimetilsulféxido que se
habfa alcalinizado con hidréxido de amonio. Se continud
la fermentacién en el agitador giratorio durante 96 horas
més, a la temperatura de 25° C. Por este tiempo los anéd~
1isis biologicos del mosto indicaban la preseﬁcia de acti~
vidad antibacteriana correspondiente a 180 microgramos por
ml, de T~clorotetraciclina. La identidad del producto
como T~clorotetracilina se confirmdé mediante cromatogra-
fia al papel en un sistema amortiguador de butanol y foas-
fato de pH 3. Una operacidn efectuada en otro matraz, con
fines comparativos, de manera idéntica, pero con adicién
de 8dlo dimetilsulféxido sin ninguna 6-metilpretetramida

no acusd presencia de 7~clorotetraciclina.

EIBIPLO L

Conversién bioldgica de 6-metilpretetramida en 7-clorote-
traciclina, utilizando el §. aureofaciens ATCC 10762a

Se siguid el procedimlento del Ejemplo 3 con las si~
gulentes excepciones: Se utillzaron esporos del 3. gureo—
faciens ATCC 10762a, en vez de NRRL 3013. El mosto fer—

mentado en parte se trasladd a matraces individuales que

- 16 -
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contenian una solucién de 11 mg. de 6-metilpretetramida en
una mezcla de 10 mg. de acetato de magnesio y 1 ml. de di-
metilsulfdxido. Se continud luego la fermentacién en un
agltador giratorio durante 96 horas més, a la temperatura
de 28° C. Por este tiempo el analisis de mosto indicé la
presencia de 265 microgramos por ml. de T-clorotetracicli-
na. Una operacién en otro frasco, efectuada con fines
comparativos, de la misma manera, pero omitiendo la 6-me-
tilpretetramida no acusé ninguna presencia de 7-clorote-
traciclina.

EJEMPLO

Conversidén bioldgica de 6~metilpretetramida en tetracicli-
na, utilizando el S. aureofacisns NRRL 3014

Se siguid el procedimiento del Ejemplo L4, con las
siguientes excepciones: se utilizaron esporos de S. agu-
reofaciens NRRL 30llL, no clorante, en vez del ATCC 10762a.
El mosto fermentado en parte se trasladd a matraces que
contenian una soluciéﬁ de 11 mg. de 6-metilpretetramida
en una mezcla de 10 mg. de acetato de magnesio y 1 ml. de
dimetilsuféxido. La fermentacién se continud luego en el
agitador giratorio durante 96 horas mas a la temperatura
de 28° C. Por este tiempo el andlisis del mosto indicd
la presencia de 108 microgramos por ml. de tetraciclina.
Una operacidén en otro matraz, con fines comparativos,

efectuada exactamente de la misma manera, pero omitiendo

-17 - N
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la 6-metilpretetramida no acus6d la presencia de ninguna
tetracidina.
EJEMPLO 6

Conversion bioldgica de 6-metilpretetramida en oxitetra-
ciclina, utilizando el S. hygroscopicus NRRL 301$.

Se empled el procedimiento del Ejemplo 3, con las
siguientes excepciones: se emplearon esporos de un culti-
vo que se aislo del suelo y se identificé como S. hygros-
copicus NRRL 3015, en vez del NRRL 3013- EI mosto fer-
mentado en parte (fermentado a la temperatura de 28° C.)
se traslad6é a matraces que contenian una solucién de 10
mg. de 6-metilpretetramida en una mezcla de 10 mg. de ace-
tato de magnesio y 1 mi. de dimetilsulféxido. Se conti-
nué luego la fermentacidén en el agitador giratorio duran-
te 96 horas mas, a la temperatura de 34° C. Por este
tiempo el analisis del mosto acus6é un aumento en la canti-
dad de oxitetraciolina respecto del mosto fermentado en
otro matraz, con fines comparativos, de la misma manera,
pero omitiendo la 6-metilpretetramida.

EJEMPLO 7

Conversion biolégica de 6-metilpretetramida en oxitetra-
ciclina, utilizando el S. rimosus NRRL 2234

Se utilizé el procedimiento del Ejemplo 6, con la
Unica excepcidon de que se emplearon esporos de S. rimosus
NRRL 2234, en vez de S. hygroscopicus NRRL 3015. El ana-

lisis final de mosto acus6 un aumento en la cantidad de
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oxitetraciclina respecto de la fermentacién que se efec-

tud en otro matraz, con fines comparativos, de idéntica

manera, pero con omisién de la b-metilpretetramida.
EJEMPLO 8

Conversién bioldgica de l—dimetilamino-b-metilpretetramida
en tetraciclina, utilizando el S. sureofaciens NRRL 301}

Se lavaron esporos de S. aureofaciens NRRL 301y,
procedentesde un cultivo inclinado de agar con agua desti-
lada estéril, a fin de formar una suspensién gue contenia
60-80 x 10° esporos por ml. Se utilizd una porcién de
0,33 ml., de esta suspensién para inocular un tubo de ensa-
ye de 8 pulgadas (20,32 centimetros), que contenia 8 ml.
de un medio de indculo preparado e incubado tal como se
describe en el Ejemplo 1, con lo cual se obtuvo un inécu~

lo del cultivo de S. aureofaciens. Se prepard un medio

de fermentacidén exactamente como se describe en el Ejemplo
1. Después de esterilizarse este medio, se inocularon

en
porciones de 25 ml./matraces de Erlenmeyer de 250 ml. con

porciones de 1 ml. de indculo de S. aureofaciens. La fer-

mentacién se llevé a cabo a la temperatura de 25° C. du—
rante 24 horas en un agitador giratorio que funcionaba a
razén de 180 revoluciones por minuto. En este punto cada
una de las porciones de mosto se trasladé a matraces in-
dividuales que contenian une solucién de 10 mg. de L~dime-

tilamino—b6-metilpretetramida en 1 ml, de dimetilsulféxido.

- 19 -
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Se continud la fermentacién en el agitador giratorio du-
rante 96 horas més, a la temperatura de 25° C. Por este
tiempo los anadlisis biolégices del mosto indicaron la pre-
sencia de 25 microgramos por ml. de tetraciclina. Otra
4~ operacibén, efectuada exactamente de la misma manera, con
fines comparativos, pero omitiendo la L-dimetilamino—6-
metilpretetramida no acusd presencia de tetraciclina.
EJEMPLO 9
Conversibén bioldgica de 4-dimetilamino-b6-metilpretetramida
en 7-clorotetraciclina, utilizando el 8. aureofaciens
/0 NRRL 3013 -
Se siguld el procedimiento del Ejemplo 3, con las

siguientes excepciones: el mosto fermentado en parte se
trasladd a matraces individuales que contenian una solu-
cién de 10,6 mg, de L~dimetilamino~b-metilpretetramida en
‘/57 una mezcla de 10 mg. de acetato de magnesio y 1 ml. de
dimetilsulféxido. Se continud luego la fermentacidn en el
agitador giratorio durante 96 horas mis, a la temperatura
de 28° C, Por este tiempo el analisis del mosto indied
la presencia de 58 microgramos por ml. de 7~clorotetraci-
J0 clina. Una operacién en un matraz, efectuada con fines
comparativos, de la misma manera, pero omitiendo la
Lh-dimetilamino~6-metilpretetramida no acusd la presencia

de T~=clorotetraciclina.
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EJEMPLO 10
Conversion biolégica de 7-cloro-4-dimetilaminopretetramida

en 7-cloro-6-demetiltetraciclina, utilizando el S. aureo-
faciens NRRL 3013 x m

Se lavaron esporos de S. aureofaciens NRRL 3013,
procedentes de un cultivo inclinado de agar, con agua des-
tilada estéril, a fin de formar una suspensidén que conte-
nia 60-80 x 10N esporos por mi. Se empled una porcidn de
0,33 mi* de esta suspensidon para inocular un tubo de ensa-
ye de 8 pulgadas (20,32 centimetros) que contenia 8 mi. de
un inoculo preparado e incubado de i1déntica manera a la
descrita en el Ejemplo 1, con lo que se obtuvo un inoculo
de cultivo de S. aureofaciens. Se prepard un medio de
fermentacidén exactamente como se describe en el Ejemplo 1.
Después de esterilizarse este medio, se inocularon porcio-
nes de 2% mi. en matraces de Erlenmeyer de 250 mi. con
porciones de 1 mi. del inoculo de 3. aureofaciens. La fer-
mentacion se llevdé a cabo a la temperatura de 25° C. du-
rante 24 horas en un agitador giratorio que funcionaba a
razén de 180 revoluciones por minuto. este punto se
trasladdé cada una de las porciones de mosto a un matraz
individual que contenfa una solucion de 10 mg. de 7-cloro-
4-dimetilaminopretetramida en 1 mi. de dimetilsulféxido.
Se continudé la fermentacién en el agitador giratorio duran-
te 96 horas mas, a la temperatura de 25° C. Por este tiem-

po los analisis biolégicos del mosto indicaron la presen-
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cia de 28 microgramos por ml. de 7-cloro-6—demetiltetraci-
clina. Una operacidn comparativa efectuada en un matrasz,
en idénticas condiciones, pero omitiendo la 7-cloro~i~di-
metilaminopretetramida no acusd presencia de 7-cloro—6-
demetiltetraciclina.

EJBYPLO 11
Conversidn bioldégica de 7-cloro-L-dimetilaminopretetramida

en 7-cloro~bH-demetiltetraciclina, utilizando S. aureofa-
ciens NRRL 3014

Se siguid el procedimiento del Ejemplo 10 con las
glguientes excepciones: gse utilizaron esporos no cloran-

tes de S. aureofaciens NRRL 3014, en vez de NRRL 3013. El

mosto fermentado en parte se trasladd a matraces que con-
tenian una solucién de 10 mg. de 7-cloro-l-dimetilamino-
pretetramida en una mezcla de 10 mg. de acetato de magne-—
sio y 1 ml, de dimetilsulféxido. Se continud luego la
fermentacién en el agitador giratorio durante 96 horas mas,
a la temperatura de 28° (. En este punto del andlisis del
mosto indicd la presencis de 31 microgramos por ml. de
7-0loro-b-demetiltetraciclina. Una operaclén comparativa
en un matraz, efectusda en idénticas condiciones, pero
omitiendo la 7-cloro-i-dimetilaminopretetramida no acusé

presencia de 7-cloro-6—demetiltetraciclina.

(00
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EJEMPLO 12

Conversion bioldgica de 7-cloro-4*"dimetilaminopretetramida
en 7-cloro-6-demetiltetraciclina, utilizando S. aureofa-
ciens NRRL B-2407

Se siguid el procedimiento del Ejemplo 10, con las
siguientes excepciones: se emplearon esporos de S. aureo—
faciens NRRL 5-2707, en vez de NRRL 3013* EI mosto fer-
mentado en parte se trasladdé a matraces individuales que
contenfan una solucidén de 10,1 mg. de 7-cloro-~-dimetila-
minopretetramida en una mezcla de 10 mg. de acetato de
magnesio y 1 mi. de dimetilsulfoxido. La fermentacion se
continudé luego en el agitador giratorio durante 96 horas
mas, a la temperatura de 28° C. En este tiempo el anali-
sis del mosto indicd la presencia de 99 microgramos por
mi. de actividad antibidtica calculada a base de 7-cloro-
tetraciclina. Una cromatografia de tira de papel indico
la presencia de 7-cloro-6-demetiltetraciclina. Una opera-
cion comparativa efectuada en un matraz, en idénticas con-
diciones, pero omitiendo la 7-cloro-~.-dimetilaminoprete-
tramida no indic6é presencia alguna de 7-cloro-6-demetil-
tetraciclina.

EJEMPLO 13

Conversion bioldgica de 7-cloro--4-dimatilamino-6-metilpre-
tetramida en 7-clorotetraciclina, utilizando el S. aureo-
faciens NRRL 3013

Se lavaron esporos de S. aureofaciens NRRL 3013 pro-

cadentes de un cultivo inclinado de agar con agua destila-
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da estéril, a fin de formar una suspensién que contenia
60-80 x 10%® esporos por mililitro. Se utilizé una porcién
de 0,33 ml. de esta suspensidén para inocular un tubo de
ensaye de 8 pulgadas (20,32 centimetros) que contenia 8
ml. de un medio de fermentacidn preparado de acuerdo con

la siguiente férmula:

Sacarosa 30 gramos
Sulfato de amonio 2 gramos
Carbonato de ecsalclo T gramos
Liquido de maceracidén de maiz 20 gramos

Agua de cafieria, en cantidad
suficiente para completar 1000 mililitros.

Con anterioridad a la inoculacidén se esterilizd el medio,
poniéndolo en una autoclave durante 20 minutos, a una pre-
sién de 15 libras por pulgada cuadrada (1,0545 kilogramos
por cent{metro cuadrado). El tubo inoculado se incubd
luego por espacio de 24 horas a la temperatura de 28° C.
en un agitador oscilante, que funcionaba a razén de 116
oscilaciones por minuto, con lo cual se obtuve un inbculo

del S. aureofaciens. Se prepard un medio de fermentacidn

de la siguiente composicidn:

(NH) ) 280y 6,7 gramoa
Caco3 : 9,0 gramos
CoClp+6H0 5,0 miligramos
NH),C1 2,0 gramos

MnSO}, (calidad téenica, al 70 %) 0,10 sra%s
P2EIH

-2l -
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Liquido de maceracidén de maiz 25,0 gramos

Almidén 52,5 gramos

Harina de maiz 14,5 gramos

Agua de cafieria en cantidad

suficiente para completar 1000 mililitros.
Después de esterilizarse este medio en una autoclave Qu-
rante 20 minutos, a una presidén de 15 1libras (1,0545
kilogramos por centimetro cuadrado), se inocularon por-
ciones de 25 ml. en matraces de Erlenmeyer de 250 ml. con

porciones de 1,0 ml. del indculo de S. aureofaciens. La

fermenacidén se 1levd a cabo a la temperatura de 28° C.
durante 2L horas en un agitador giratorio, que funcionaba
a razén de 180 revoluciones por minuto. FEn este punto se
trasladé cada una de las porciones de mosto a matraces
individua}es que contenian una solucidén de 9,5 mg. de
T=cloro-ij~dimetilamino—b6-metilpretetramida en una mezcla
de 10 mg. de acetato de magnesio y 1 ml. de dimetilsul-
féxido. La fermentacidén se continud luego en un agitador
giratorio durante 96 horas més, a la temperatura de 28°
C. Por este tiempo el andlisis del mosto indicé la pre—
sencia de 20 microgramos por ml. de 7-clorotetraciclina.
Una operacidén comparativa, efectuada en un matraz, en las
mismas condiciones, pero omitiendo la 7-cloro-lj~dimetila—

mino—-6-metilpretetramida no acusé presencia de 7-—cloro-

2% tetraciclina.

282166
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EJEMPLO lij

Conversion biolégica de 7-hidroxipretetramida en 7-hidroxi-
6—demetiltetraciclina, utilizando S. aureofaciens NRRL

~01,, b

Se siguid el procedimiento del Ejemplo 13 con las

siguientes excepciones: el mosto fermentado en parte se
trasladdé a matraces individuales que contenian una solu-
cion de 3,95 mg. de 7-hidroxipretetramida en una mezcla
de 10 mg. de acetato de magnesio y 1 mi. de dimetilsul-
foxido. La fermentacién se continud luego en el agitador
giratorio durante 96 horas mas, a la temperatura de 28*
C. Por este tiempo, el analisis del mosto indicé la pre-
sencia de 2,8 microgramos por mi. de actividad antibiodti-
ca calculada a base de 7-clorotetraciclina. Una operacion
comparativa efectuada en un matraz, en idénticas condi-
ciones, pero omitiendo la 7-hidroxipretetramida no acuso
actividad antibiodtica.

Este invento se refiere también a nuevos 2-carboxa-
mido-1,3,10,11,12-pentahidroxinaftacenos, que se utilizan
en métodos destinados a preparar compuestos de tetracicli-
na. Segun este invento se proporciona un método de pre-
parar derivados naftacénicos que estan sustituidos por lo
menos por un grupo hidroxilo en las posiciones 1, 3, 10,
11 y 12 del naftaceno y un grupo carboxamido en la posi-
cion 2, caracterizado por reducirse la correspondiente
5,12- 6 6,11-naftacenoquinona que lleva un grupo carboxa-

82166



mido o un grupo capaz de convertirse en tal grupo en la
posicién 2, a fin de convertir el grupo 11 6 12 ceto en
un grupo hidroxilo y quitar el grupo hidroxilo formado del
grupo $ 6 6 ceto, y, si es necesario, formar el grupo car-
boxamido en la posicién 2.

Estos nuevos 1,3,10,11,12-pentahidroxinaftacenos
sustituidos pueden representarse por medio de la siguien-

te formula general:

R8

Rq

RIO OH OH OH

en donde Rg representa hidrégeno, un grupo carboxamido o
N-(alcohilo inferior)carboxamido, R™ representa hidrégeno
0 un grupo dimetilamino, R”™ corresponde a hidrégeno, un
grupo alcoxi inferior o alcohilo inferior, y cada uno de
los simbolos Ry, Rg, R™ y RIQ se escoge de entre el grupo
que abarca hidrégeno, un halégeno, un grupo hidroxi, al-
coxi inferior, alcohilo inferior, amino, mono(alcohilo
inferior)amino, di(alcohilo inferior)amino, nitro, nitroso,
tiociano y mercapto. Los grupos alcohilo inferior y al-
coxi inferior que se tienen en mira en el presente invento

son los que contienen de 1 a 6 atomos de carbono. Son
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e jemplos del haldgeno el clero, bromo, yodo y fldor.

Para mayor comodidad hemos designado 1a 1,3,10,11,12-
pentahidroxinaftaceno—~2-carboxamida "pretetramida". Asi,
pues, -los nuevos compuestos del presente invento pueden
designarse cémodamente derivados de "pretetramida". Por
ejemplo, los compuestos 6-metil-l,3,10,11,12-pentahidroxi-~
naftaceno—2-carboxamida, 7-cloro-l,3,10,11,12-pentahidroxi-
ndftaceno-2-carboxamida, l—-dimetilamino-l,3,10,11,12-pen~
tahidroxinaftaceno-2-—carboxamida y 1, 3,11,12~tetrahidroxi-
naftaceno~2-carboxamida pueden designarse mas cdmodamente
6-metilpretetramida, 7-cloropretetramida, lY-dimetilamino~
pretetramida y 10~deoxipretetramida, respectivamente.

Las novedosas pretetramidas del presente invento
pueden obtenerse en forma de sustancias cristalinas que
tienen espectros de absorcién y altos puntos de fusién
caracteristicos. Son generalmente insolubles en agua y
en la mayoria de los disolventes organicos.

Los novedosos compuestos del tipo pretetramida del
presente invento pueden prepararse, por ejemplo, por con-
densacién de un anhidrido ftilico adecuadamente sustitulde
con un 1, 3~dihidroxinaftaleno adecuadamente sustituido,
dando ello origen ya sea a una 6-hidroxinaftaceno-5,12-
quinona intermedia o a una naftaceno—6,ll-quinona interme-
dia, como puede verse por el siguiente esquema de reac—

cibn.

- 28 -



R?

RO OH 0] OH
una 6-hidroxinaftaceno-5,12-quinona
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una naftaceno-6,1l-quinona
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en donde R2, R®, Ry, Rg, Rg Y R™o tienen los valores antes
definidos y R corresponde a hidrégeno o a un grupo alcohl-
lo inferior. Cuando R®™ representa un grupo hidroxi o
alcoxi inferior, entonces se obtiene la 6-hidroxinaftace—
no-5M12-quinona intermedia. Cuando R" representa hidroge-
no o un grupo alcohilo inferior, entonces el producto es
una naftaceno—-6,11-quinona. Esta condensacién se lleva a
cabo en las condiciones generales de reacciodn Friedel-
Crafts, empleandose, por ejemplo, anhidrido bdérico, acido
sulfurico, cloruro de aluminio anhidro o cloruro anhidro,
como catalizadores. La condensacién puede llevarse cabo
en un disolvente inerte, de alto punto de ebullicién, o0 en
un producto fundido, como, por ejemplo, anhidrido bérico o
el eutactico de cloruro de sodio y cloruro de aluminio, a
temperatura superiores a 100° C. La reduccién de las naf-
tacenoquinonas resultantes a los derivados 5,6-deoxigena-
dos correspondientes puede realizarse mediante uno cual-
quiera de varios procedimientos bien conocidos, descritos
en la literatura quimica para la reducciéon de 1-hidroxi-
antraquinonas a las 9-antronas correspondientes. La reduc-
cion de las naftacenoquinonas a pretetramidas puede lograr-
se por reduccid6n mediante combinaciones de un metal y &ci-
do, por ejemplo, estafio y HCl, estafio y HgSO®, estafio y
HBr, aluminio y HgSO”, zinc y HCl, zinc y HI, hierro y Hl.

Puede emplearse el acido yodhidrico solo, o puede emplear-
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se HI en presencia de un disolvente resistente a la reduc-
clén, como en los Ejemplos A y B. Pueden emplearse agen—
tes con un potencial reductor mas alto que el HI, en pre-
séncia de una cantidad catalitica de HI, por ejemplo, el
& acido fosforoso, el acldo hipofosforoso o el azufre. La
hidrogenacién catalitica mediante el empleo de metales de
la familia del hierro o de metales nobles resulta util,
siendo a veces esencial ejercer cuidado a fin de impedir
la reduccidn excesiva. Los catalizadores de rodilo, los
/0 catalizadores de niquel y los catalizadores de paladio son
especialmente (tiles. Pueden aplicarse presiones de hi-
drdgeno de una a cien atmdésferas.
Pueden utilizarse combinaciones metalicas alcalinas,
tales como la aleacién de Raney (Ni-Al) + NaOi, 2n +
40'NHu0H.
Las sales reductoras, como SnClp + acido son efica-
ces, pudiendo utilizarse también los iones titandsico y
cromésico.
Ciertos pares de metales, como, por ejemplo, Zn-Cu y
JO Zn-Hg son a veces Utiles en casos especificos: el agente
reductor puede generarse electroliticamente, por ejemplo,
mediante electrélisis de una solucidén de la quinona en
4cido acético glacial que contenga iones de yodo o estanni-
cos en el catodo de una pila electrolitica.
¢S ° Pueden emplearse otras fuentes de hidrdgeno para re—
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generar el agente reductor o el catalizador, camo, por
ejemplo, NaBH™ con catalizadores de metales nobles, hi-
drazina con catalizador de niquel o amalgama de sodio con
una cantidad catalitica del i6n yoddrico, O amoniaco con
un agente de disociacion del amoniaco.

El grupo carbonilo en o] podria quitarse por
medio de otras secuencias de reduccion, como, por ejemplo,
por el procedimiento de Wolf-Kishner, empleandose hidra-
zona .

Les compuestos novedosos del presente invento pueden
prepararse tambian por condensacion de un naftaleno ade-
cuadamente sustituido con un anhidrido 3,$-dihidroxifta-
lico, segun puede verse en el siguiente esqguema de rese-

7z

ccion:
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una 6-hidroxInaftaceno-5,12-qu inona

en donde Rg* Rt Ry* Rg, Rq Y Rgo tienen el valor antee
definido y R corresponde a hidrégeno o a un alcohilo in-

ferior. Bata condensacidn puede también llevarse a cabo
en las condiciones generales de la reaccion de Friedel-

Crafts antes descrita, y la reduccion de las 6-hidroxinaf
taceno-j?,12-quinonas intermedias puede lograrse en la for
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ma arriba expuesta. Al preparar los compuestos novedosos

del presente invento mediante las reacciones de condensa-

cidn antes expuestas, ha de entenderse que los acidos fta-
licos sustituidos, los ésteres y haluros Acidos son equi-

valentes a los anhidridos ftalicos sustituidos correspon-

dientes.

Si falta el grupo 2-carboxamida entonces puede in-
troducirse la 2-carboxamida después que la mitad quinona
se ha reducido a la etapa de hidroguinona o de antrona.

Por ejemplo, podrian emplearse los procedimientos
de Gatterman~Koch o de Reimer-~Tieman para preparar el
2—gldehido de la 2-dicarboxamidopretetramida (I) y el
aldehido podria convertirse fiacilmente en la amida por

medio de la oxima y el nitrilo:
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HZ2N-OH

OH -
oxima
amida

0 bien podria degradarse el analogo 2-acetilo de la prete-
tramida mediante oxidacién o por medio de la reaccidén de
yodoformo, formandose el acido carboxilico, y convertirse
éste en la amida, o también podria formarse el éster

2-carboxilico y amonolizarse, convirtiéndose en la amida.



EJEMPLO A

Sintesis de la 10-dsoxipretetramida

Se agregaron a 263 mg. de 1,3-dihidroxi-5,8-dimetoxi-
naftaleno«2-carboxamida 296 mg. de anhidrido ftalico, 2 g.
de cloruro de sodio y 10 g. de cloruro de aluminio anhi~

5 dro. Se mezclaron muy bien los sd6lidos en un mortere y se
echaron en un matraz que se colocd en bafio de aceite, pre-
calénténdosé a la temperatura de 200° C. Se dejd que la
reaccidon prosiguiera durante 2 horas. Se dejd.enfriar el
producto fundido y luego se digerid culdadosamente con 50

4y mi. de una solucién de HCl 6 N en bafio de vapor. La
1,3,6,11=-tetrahidroxinaftaceno-5,12~quinona-2-carboxamida
cruda se recogid por filtracidn, se lavd y luego se desecd
al vaclo. El rendimiento fué de como 44O mg. Esta quino-
na cruda se purificé luego por extraccién mediante cloro-

/f formo, previa solucidén en una mezcla de dimetilformamida,
agua y trietilamina. El rendimiento fué de 150 mg., que
se disolvieron en 5 ml. de paraclorofenol. A esto se agre-
2 ml. de acido yodhidrico en constante ebullicién y 200 mg.
de hipofosfito potédsico dibasico. Esta mezcla se sometid

2o 8 reflujo durante 5 horas. Se dejé enfriar la mezcla y
luego se filtrd. La l10-deoxipretetramida cristalina se
lavé con agua, acetona y luego con éter y se desecd al

vac{o. En rendimiento fué de 97 mg.
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EJEMPLO B

Sintesis de la pretetramida

Se agregaron a 615 mg, de 1,3-dihidroxi~5,8-dime-
toxinaftaleno-2-carboxamida 385 mg. de anhidrido 3-hidroxi-
ftalico, 2 gramos de cloruroc de sodio y 10 gramos de clo-
ruro de aluminio anhidro. Se mezclaron muy bien los sbéli-
dos en un mortero y se echaron en un matraz que se habla
colocado en bafio de aceite, precalentando a la temperatu-
ra de 200° C. 8Se dejé que la reaccidn prosiguiera duran-
te 2 horas. Se dejd enfriar el producto fundido y luego
se digerid cuidadogsamente con 50 ml. de solucién de HC1l 6N
en baflo de vapor. La 1,3,6,10,11~-pentahidroxiftaceno=
5,12~quinona-2~carboxamida cruda se recogid por filtracion,
gse lavd y luego se desecd al vacio. Esta qQuinona cruda se
purificd luego por extraccidén mediante cloroformo, previa
solucién en una mezcla de dimetilformamida, agua y trieti-
lamina. El rendimiento fué de como 172 mg. de 1,3,6,10,11~
pentahidroxinaftaceno-5,l2-~quinona-2-carboxamida. Esta
quinona purificada se diselvid en 5 ml. de paraclorofenol.
A este se agregaron 2 ml. de Acido yodhidrico en constante
ebullicidén y 200 mg. de hipofosfito potasico. Esta mezcla
se sometid a reflujo por espacio de 5 horas, se dejo en-
friar y luego se filtrd. La pretetramida cristalina se
lavdé con agua, acetona y luego con éter y se desecd al va—
cio. Se obtuvo un rendimiento de pretetramida de 97 mg.

' l . :_’A
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EJEMPLO C

Sintésis de la 10-deoxi-N-metilpretetramida

Se agregaron a 277 mg. de N-metil~l, 3~dihidroxi-5,8-
dimetoxinaftaleno—2-carboxamida 296 mg. de anhidrido fté-
lico, 2 gramos de cloruro de sodio y 10 gramos de cloruro

§ de aluminio anhidro. El procedimiento fué exactamente
igual al descrito en el Ejemplo 1, y di6 por resultado un
rendimiento de 272 mg. de N-metil-1l,3,6,11-tetrahidroxi-
naftaceno~5,12-quinona-2-carboxamida. Se hizo la reduc—
cibén de 150 miligramos de esta quinona purificada exacta—

/0 mente como se describid en el Ejemplo A, obteniéndose un
rendimiento de 99 mg. del producto reducido, 10-deoxi=N-
metilpretetramida.

EJEMPLO D
Sintesis de la N-metilpretetramida

Se agregaron a 277 mg. de N-metil-l, 3-dihidroxi-5,8-
/J” dimetoxinaftaleno-2-carboxamida 164 mg. de anhidrido
3-hidroxiftdlico, 2 gramos de cloruro de sodio y 10 gramos
de cloruro de aluminio anhidro. El procedimiento fué
exactamente igual al descrito en el Ejemplo 1, obteniéndo-
se un rendimiento de 100 mg. de N-metil-1,3,6,10,11-penta~
20 hidroxinaftaceno-5,12—quinona—2—-carboxamida y 56 mg. del

producto de reduccidn, N-metilpretetramida.

3N
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EJEMPLO E
Sinteals de la 10-deoxi-2-decarboxamidopetetramida
Se agregaron a 292 mg. del asteretilico del &cido
1.3- dihidroxi-s ,s-dimetoxinaftaleno-2-oarboxilico 296 mg.
de anhidrido italico, 2 granos de cloruro de sodio y 10
gramos de cloruro de aluminio anhidro. El procedimiento
fue exactamente igual al descrito en el Ejemplo A. La di-
sociacion del aster etilico y la descarboxilacion ocurrie-
ron durante los pasos de condensacion y reduccidn, obte-
niéndose un rendimiento de 68 my. del producto de reduc-
cion, 2-decarboxamido-10-deoxipetetramida.
EJEMPLO F
Sintesis de la 2-decarboxamidopretetramida
Se agregaron a 292 mg. delaster etilico del éacido
1.3- dihidroxi-$,8-dimetoxinaftaleno-2-carboxilico 328 ng.
de anhidrido 3-hidroxiftalico, 2 gramos de cloruro de so-
dio y 10 gramos de cloruro de aluminio anhidro. ElI proce-
dimiento fua idéntico al descrito en el Ejemplo A. Tam-
bién en este caso la disociacion del aster y la descarboxi-
lacion ocurrieron durante las reacciones preparativas,
obteniéndose un rendimiento de 93 mg. del producto de
¢produccion, 2-decarboxamidopretetramida.
EJEMPLO G
Sintesis de la 7-hidroxipretetramida
Se agregaron a 26 k& mg. de 1,3-dihidroxi-1?,s-dlIme-

[T O B
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toxinaftaleno-2-carboxamida 402 mg. de acido 3*6-dihidroxi-
ftalico, 2 g. de cloruro de sodio y 10 g. de cloruro de
aluminio anhidro. Se mezclaron muy bien los solidos en un
mortero y se echaron en un matraz que se colocd en bafio de
J aceite, precalentado a la temperatura de 200° C. La reac-
cion se dejod proseguir durante 30 minutos. Se dejé en-
friar el producto fundido y luego se digeridé cuidadosamen-
te con po mi. de solucidn de HCt ON en bafio de vapor. La
1*316"7; 10, 1 1-hexahidroxinaftaceno-5, 12-quinona-2-carboxa-
/0 mida cruda se recogi6 por filtracion, se lavo y luego se
desecOd al vacio. La quinona cruda s purifico luego me-
diante extraccion con una solucion de 1 % de trietilamina
en tetrahidrofurano. El rendimiento fue de como 3728 mg.
Esta quinona purificada se disolvio en 5 mi. de paracloro-
N fenol. A este se agregaron 2 mi. de acido yodhidrico en
constante ebullicién y 200 mg. de hipofosfito potasico
dibasico. Esta mezcla se sometid a reflujo por espacio
de 3 horas, se dejo enfriar y se filtro luego. La 7-hi—
droxipretetramida cristalina s lavd con agua, acetona y
/1luego con éter y se desecO al vacio. Se obtuvo un rendi-
miento de 17 mg.
EJEMPLO H
Sintesis de la 7-hidroxipretetramida
Se agregaron a 296 mg. de 1,3**dihidroxi-5,8-dimetoxi-
naf.taleno-2-carboxamida ;9 my. de anhidrido 3,6-diacetoxi-
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.italico, 2 g. de cloruro de sodio y 10 g. de cloruro de
aluminio anhidro. Se siguid el mismo procedimiento del
Ejemplo 7, obteniéndose un rendimiento de 20 mg. de la
quinona cruda, que luego se redujo a 7-hidroxipretetrami-
da.
EJEMPLO 1

Sintesis de la 8-hidroxipretetramida

Se agregaron a 263 mg. de l,3**dihidroxi— g—dimetoxi—
naftaleno—2-carboxamida 400 mg. de &cido 3 ,5-dimetoxinafta-
lico, 2 g. de cloruro de sodio y 10 g. de cloruro de alu-
minio anhidro. Se siguid el procedimiento del Ejemplo 7,
obteniéndose un rendimiento de 425 mg. de 1,3,6,8,10,11-
hexahidroxinaftaceno—-s ,12-quinona-2-carboxamida y un ren-
dimiento de 180 mg. de la quinona purificada, que luego
se redujo a 8-hidroxipretetramida.

EJEMPLO J

Sintesis de la 9—hidroxipretetramida

Se agregaron a 263 mg. de 1,3-dihidroxi-s ,s-dime-
toxinaftaleno-2-carboxamida 384 mg. de &cido 3,4-dimetoxi-
ftalico, 2 g. de cloruro de sodio y 10 g. de cloruro de
aluminio anhidro. Se siguid el procedimiento del Ejemplo

obteniéndose un rendimiento de 243 mg. de 1,3,6,9,10,11-

hexahidronaftaceno-s ,12 —-quinona—carboxamida y un rendi-

miento de 91 mg. de 9-hidroxipretatramida.
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EJEMPLO K
Sintesis de la 9-hidroxipretetramlda
Se agregaron a 266 mg. de 1,3-dihidroxi-5,8-dime-
toxinaftaleno-2-carboxamida Z[I)mg. de anhidrido 3,4-di-
metoxiftalico, 2 g. de cloruro de sodio y 10 g. de cloruro
de aluminio anhidro. Se siguid el procedimiento del Ejem-
plo B, obteniéndose un rendimiento de 452 mg. de la quino-
na cruda y 122 mg. de la quinona purificada, que se redujo
luego a 9-hidroxipretetramida.
EJEMPLO L

Conversion de la 6-demetiltetraciclina en tfdimetilamino-
pretetramida

Se disolvi6 1 gramo de 6-demetiltetraciclina en 10
mi. de piridina. Se agregaron a esta solucion 3 mi* de un
reactivo formado por anhidrido acético y acido formico ¢T
volumen de anhidrido acético y 0,5 volumen de acido formi-
" (B + %), calentando ligeramente y enfriado luego a la
temperatura arbiente, antes de usarse/. Se dejo la mezcla
en reposo a la temperatura ambiente durante 15 minutos y
se quitaron luego los disolventes al vacio, en un evapora-
dor giratorio. Se agregaron al residuo (-demetil-12a-o0-
formiltetraciclina) 700 mi. de xileno. Esta mezcla se
destilo lentamente en el curso de 2 horas, durante las
cuales se habian retirado 200 mi. de destilado. Se fTiltro
la solucidn al xileno caliente. El filtrado se desecd me-

diante destilacion al vacio hasta obtenerse un residuo.



El residuo (-demetil-sa,12a-anhidrotetracicltna) se di-
solvid en 100 mi. da n-butanol, que contenia 3 mi. de &ci-
do clorhidrico concentrado y la mezcla se calentd en bafo
de vapor, en una atmésfera de nitrdgeno, durante 2 horas.
La mezcla se enfrid y se Filtr6. El producto cristalino,
4-dimeti laminopretetramida, se lavd con n-butanol y éter y
se desecd al vacio a la temperatura de 40" C. Se obtuvo
un rendimiento de 300 ng.
EJEMPLO M
Conversion de la 7-cloro-s-demetiltetraciclina
en 7-cloro-h-dimeti lamino-pretetramida
Se-disolvio 1 grano de 7-cloro-s-demetiltetracteli-
na en 10 mi. de piridina. Se tratdo la solucién de la mis-
ma manera que en el Ejemplo L, 1o que di6é lugar a la for-
macion sucesiva de 7-cloro-6-demetil-12a-o-formiltetracl-
clina, 7-cloro-6-demettl-ita,l12a-anhidrotetraciclina, v,
finalmente, el producto cristalino, 7-cloro-4-dimetilami—
nopretetramida. El resndimiento fui de 300 mg., aproxima-
damente .
EJEMPLO N
Conversion de la tetraciclina en
4 -dimetilanino-6-meti Ipretetramida
Se disolvid 1 gramo de tetraciclina en 10 mi. de pi-

ridina. Se trato la solucidon de manera idéntica a la del

Ejemplo L, lo que did por resultado la sucesiva formacion
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de 12a-o-formiltetractelina, iIta,12a-anhidrotetractelina,
y, Tinalmente, el producto cristalino, t;-dimetilamino-6-
metilpretetramida. El rendimiento fué de ~00 mg., aproxi-
madamente .
EJEMPLO o

Conversion de la 7—cloro-6-demetiltetracicina en 7-cloro-
t;-dimetilaminopretetramida, seguida de la reduccidon cata-
Iitica a i+-dimetilaminopretetramida y la conversion, por
fermentacion, en 6-demetiltetraciclina

Se disolvid 1 gramo de 7-cloro-s-demetiltetracicli-
na neutra en 10 mi. de piridina. Se agregaron a esta so-
lucion 3 mi. de reactivo formado por anhidrido acético y
acido formico. Se dej6é la mezcla en reposo a la tempera-
tura ambiente por espacio de I? minutos y luego se quita-
ron los disolventes al vacio. Se agregaron al residuo
(7-cloro-6-demeti l-12a-o-formtltetractelina) 700 mi. de
xileno. La mezcla se destil6 lentarente en el curso de
2 horas, durante las cuales se habian retirado 200 mi. de
destilado. Se filtrdo la solucion al xileno caliente. Se
deseco el filtrado mediante destilacion al vacio hasta de-
jJar un residuo. El residuo (7-cloro-¢-demetil-i;a,12a-
anhidrotetraciclina) se disolvid en 100 mi. de n-butanol,
gque contenia 3 mi. de &acido clorhidrico concentrado y la
mezcla se calentd en bafio de vapor en una atmésfera de ni-
trogeno durante 2 horas. La mezcla se enfrio y se filtro.
El producto cristalino - 7-cloro-4-dimetilanminopretetra-

mida - se lavd con butanol y éter y se desecd al vacio a
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la temperatura de 40° C. Este producto se disolvido luego
en 10 volumenes de "Cellosolve™ en una atmésfera de ni-
tréogeno con dos moles de trietilamino. Esta solucion se
redujo luego en presencia de paladio sobre carbon, a una
presion de hidrégeno de 40 libras (2,812 kg. por ci2) has-
ta que se hubo absorbido 1 mol de hidrogeno, dando por
resultado la formacion de 4*-dimetilaminopretetramida. Se
efectué luego la siguiente fermentacion. Se lavaron espo-
ros no clorantes de S. aurefaciens ATCC (F-198-1), proce-
dentes de un cultivo inclinado de agar con agua destilada
estéril, a fin de formar una suspension que contenia

60-80 X 10& esporos por mililitro. Se utilizé una porcion
de 0,33 M. de esta suspension para inocular un tubo de
ensaye de 20,32 an. de contenia 8 mi. de un medio de fer-

mentacion preparado de acuerdo con la siguiente formula:

Sacarosa 30 gramos
Sulfato de amonio 2 gramos
Carbonato de calcio 7 gramos
Liguido de maceracldon de maiz 20 gramos
é%l%?c?grlltg%gi’aegmcﬁg{gﬁd 1000 gramos

El medio se esterilizO con anterioridad a la inoculacion,
poniéndolo en una autoclave durante 20 minutos, a una pre-
sion de 1 ,0w5 kg. por ce . El tubo inoculado se incubd

luego por espacio de 24 horas a la temperatura de 28° C.,
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obteniéndose asi el inéculo S. aureofaciens.

Se preparé un medio de fermentacién de la siguiente

composicion:
(NHASOtt 6,7 gramos
cacon 9,0 gramos
CoCI2*6Hg0 5,0 miligramos
NHCI 2,0 gramos

MnSO™ (calidad técnica, al 70 %) 0,10 gramos

Liguido de maceracion de maiz 25,0 gramos

Almidon 52.5 gramos
Harina de maiz 14.5 gramos
Agua del tubo, en cantidad o
suficiente para completar 1000 mililitros

Después de esterilizarse este medio de fermentacién en una
autoclave durante 20 minutos, a una presion de 1% libras
por pulgada cuadrada (1,0%$ kg. por cm2),se inocularon
porciones de 2P mi. en matraces de Erlenmeyer de 2$0 mi.,
con porciones de 1,0 mi. del in6culo de S. aureofaciens.
La fermentacion se llevd a cabo a la temperatura de 28° C.
durante 24 horas en un agitador giratorio. Luego se tras-
ladé cada una de las porciones de mosto a un matraz indi-
vidual que contenia una solucidén de 10 mg. de 4-dimetila-
minopretetramida en una mezcla de 10 mg. de acetato de
magnesio y 1 mi. de dimetilsulfoxido. Luego se continud

la fermentacion en el agitador giratorio durante 96 horas
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mas * la temperatura de 28° C. Por este tiempo el anali-
sis del mosto indicd la presencia de O6-demetiltetracicli-
na. Una fermentacion efectuada en un matraz con fines
comparativos, de idéntica manera, pero omitiendo la Itdime-
tilaninopretetramida, no acusd presencia de 6-demetilte-
traciclina.
EJEMPLO P
Conversion de la 7-clorotetraciolina en 7-cloro-6-metil-4-
dimetilaninopretetramida, seguida de reduccidn catalitica
a 6-metil-4-dimetilaminopretetramida y conversion en
/? tetraciclina mediante fermentacion
Se disolvié 1 gramo de 7-clorotetraciclina neutra en
10 mi. de piridina. Se agregaron a esta solucidén 3 mi. de
reactivo de anhidrido acético y &cido formico. La mezcla
se dejo en reposo a la temperatura ambiente durante 15 mi-
/Ay iutos y luego se quitaron al vacio los disolventes. Se
agregaron 700 mi. de xileno al residuo (7-cloro-12a-o-for-
mlltetraciclina). Esta mezcla se destilé lentamente por
espacio de 2 horas. La solucion al xileno caliente s
filtro y el filtrado se desecO, reduciéndose a un residuo.
JP El residuo (7-cloro-i;a,lza-anhidrotetraciclina) se disol-
vido en 100 mi. de n—butanol, que contenian 3 mi* de acido
clorhidrico concentrado y la mezcla se calentd a bafo de
vapor, en una atmésfera de nitrogeno, durante 2 horas. La
mezcla se enfrio y se filtr6. El producto cristalino,

<) 7*-cloro-6-metil-it-dimetilaninopretetramida, se lavo con
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butanol y éter y se desec6 al vacio a la temperatura de
40° C. Este producto se disolvidé luego en 10 volumenes de
"Cellosolve™, en una atmésfera de nitrogeno, con dos moles
de trletilamina. Esta solucidn se redujo luego en presen-
y cila de paladio sobre carbdn, a una presion de 40 libras
(2,812 kg. por an2) de hidrogeno, hasta que se hubo basor-
bido 1 mol de hidrégeno, dando ello por resultado la for-
macion de la s-metil-4-dimetilaminopretetramida. Se em-
pled luego la fermentacion del Ejemplo o con la siguiente
/1? excepcion: el mosto, fermentado en parte, s trasladd a
matraces que contenian una solucidén de 10 mg. de 6-metil-
4-dimeti lantnopretetramtda en una mezcla de 10 mg. de ace-
tato de magnesio y 1 mi. de dimetilsulféxido. Luego se
continué la fermentacién como en el Ejemplo 0. 31 anali-
/7" ais del mosto indicd la presencia de tetraciclina. Una
fermentacion efectuada en un matraz, con fines comparati-
vos, de idéntica manera, pero omitiendo la 6-metil-4-
dimetilanlnopretetramida, no acusO presencia de tetraci-

clina.



1 . Un método de convertir derivados naftacanicos,
biolégicamente, en compuestos de la serie tetraciclina,
dotados de actividad antibitica, caracterizado por el he-
cho de ponerse en contacto un derivado naftacénico que

J esta por lo menos sustituido por un grupo hidroxilo en las
posiciones 1, 3. 10, 11 y 12 del anillo naftacénico y por
un grupo carboxamido en la posicion 2 del anillo naftacé-
nico, en presencia de una cepa fermentante de Streptomyces
capaz de utilizar biolégicamente tal derivado naftacénico,
con lo cual s introduce un grupo hidroxilo en las posi-
ciones 6 y 12a del anillo del derivado naftacénico que
sirve de punto de partida y en el que, cuando la posicion
4 del anillo del naftaceno reaccionante esta sin sustituir
se introduce también un grupo dimetilamino en dicha posi-
cion 4 Y* si se desea, la cepa se escoge de manera que se
introduzca en el anillo naftacénico, fuera de los grupos
antes mencionados, un grupo 7-halo y (0 un grupo *?-hi-
droxi cuando las posiciones 7y () 5 de los anillos del
derivado naftacénico inicial estid ocupadas por atomos de

¢,P  hidrégeno.

2 . Un método, segun la reivindicacion 1, destinado
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a efectuar la 6,12a~dihidrexilacién de una 1,3,10,11,12-
pentahidroxinaftaceno-2=carboxamida, caracterizado por el
hecho de agregar la 1,3,1.0,11,12-pentahidroxinaftacenc—2=-
carboxamida a un medio acuoso nutriente, fermentar el me=
dio acuoso nutriente, en condiciones aeroblas, con una

cepa de una especie del género Streptomyces, que produce

tetraciclinas, y continuar la fermentacién hasta que la
1,3,10,11,12~-pentahidroxinaftaceno-2-carboxamida se con-
vierte virtualmente en la tetraciclina correspondiente.

3. Un método, seglin la reivindicacién l; destinado
a efectuar simulténeamente la 6,l2-dihidroxilacién de
1,3,10,11,12-pentahidroxinaftaceno-2-carboxamida l-insus~
tituida y la introduccién en la misma de un grupo l-dime-
tilamino, caracterizado por el hecho de agregar la
I;3,10,11,12—pentah1droxinaftaceno-z—carboxamida h-insusti-
tuida, a un medio acuoso nutriente, fermentar el medio
acuoso nutriente, en condiciones aerobias, con una cepa de

una especie del género Streptomyces, que forma tetracicli-

nas, y continuar la fermentacién hasta que la 1,3,10,11,12-
pentahidroxinaftaceno~2-carboxamida L~insustituida se con~
vierte virtualmente en la tetraciclina correspondiente.

. Un método destinado a efectuar simulténeamente
la 6,12a~dihidroxilacién de una 1,3,10,11,12-pentahidroxi-
naftaceno~2-carboxamida L,7-di-insustituida y la introduc-

cién en la misma de un grupo 7=halo y un grupo l-~dimetila—
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mino, caracterizado por el hecho de agregar la
1.3.10.11.12- pentahidroxinaftaceno-2-carboxamida );,7-di-
insustituida a un medio acucso nutriente, fermentar el me-
dio acuoso nutriente, en condiciones aerobias, con una
cepa de una especie del género Streptomyces. que produce
tetraciclinas, y continuar la fermentacion hasta que la
1.3.10.11.12- pentahidroxi .naftaceno-2-carboxamida ~,7-di-
Insustituida se convierte virtualmente en la tetraciclina
correspondiente.

Un método, segun cualquiera de las reivindica-
ciones anteriores, de preparar una tetraciclina dotada de

actividad antibidtica, de la formula:

en la cual R*™™ se escoge de entre el grupo que abarca hi-
drogeno, el grupo hidroxi, alcoxi inferior y alechilo in-
ferior, Rg se escoge de entre el grupo que consta de hi-

drégeno y un grupo alcohilo inferior, y cada uno de los

simbos Ry, Rg y R™ se escoge de entre el grupo que consis-
te en hidrogeno, un halogeno, un grupo hidroxi, alcoxi In-
ferior, alcohilo inferior, nitroso, nitro, amino, mono(al-
cohilo inferior)amino, di(alcohilo inferior)amino, tiocia-

[ I
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no y mercapto; caracterizado por el hecho de agregar una

pretetramida de la formula:

Re

CONH2
OH OH OH OH

en la cual R representa hidrégeno o un grupo dimetilamino,

representa hidrogeno, un grupo alcoxi inferior o alcohi-
lo inferior, R¢ representa hidrégeno o un grupo alcohilo
inferior, y cada uno de los simbolos Ry, Rg y Rg represen-
ta hidrogeno, un halégeno, un grupo hidroxi, alcoxi infe-
rior, alcohilo inferior, nitroso, nitro, amtmno, mono(al-
cohilo inferior)amino, di(alcohilo inferior)amino, tiocia-
no o mercapto; a un medio acuoso nutriente, fermentar el
medio acuoso nutriente, en condiciones aerobias, con una
cepa de una especie del género Streptomyces, que produce
tetraciclinas, y continuar la fermentacion hasta que la

pretetramida se convierte virtualmente en la tetraciclina

correspondiente.
6. Un método, segun cualquiera de las reivindica-

ciones anteriores, para la preparacion de tetraciclinas de

la formula:
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R6  CH N(CHj)?

en la cual R™ representa hidrégeno o un grupo alcohilo

inferior; caracterizado por agregar una pretetramida de
la formula:

OH

CONHZ2

en la cual R™ representa hidrogeno o un grupo dimetilamino
3 y R6 representa hidrégeno o un grupo alcohilo inferior; a
un medio acuoso nutriente, fermentar el medio acuoso nu-
triente, en condiciones aerobias, con una cepa no 7-halo-
genante de una especie del género Streptomyces, que produ-
ce tetraciclinas, y continuar la fermentacion hasta que la
Jp pretetramida se convierte virtualmente en la tetraciclina

correspondiente.

7. Un método, segun cualquiera de las reivindica-
ciones anteriores, 1 a 5, de preparar tetraciclinas de la

formula:



en la que representa hidrégeno o un grupo alcohilo in-
ferior; caracterizado por el hecho de agregar una prete-

tramida de la formula:

en la cual representa hidrogeno o un grupo dimetilamino

g Y R& representa hidrégeno o un grupo alcohilo inferior, a
un medio acuoso nutriente,, fermentar el medio acuoso nu-
triente, en condiciones aerobias, con una cepa 5-hiroxi-
lante de una especie del género Streptomyces, que produce
tetraoiclinas, y continuar la fermentacion hasta que la
pretetramida se convierte virtualmente en la tetraciclina
correspondiente.

8. Un método, segun cualquiera de las reivindica-

ciones anteriores, 1 a de preparar tetraciclinas de la

formula:



en la cual R6 representa hidrogeno o un grupo alcohllo
inferior y Ry representa un haldgeno; caracterizado por
el hecho de agregar una pretetramida de la formula:

en la cual R™ representa hidrégeno o un grupo dimetilamino

Yy R6 representa hidrogeno o un grupo alcohilo inferior; a

un medio acuoso nutriente, fermentar el medio acuoso nu-
triente, en condiciones aerobias, con una cepa 7-haloge—
nante de la especie del género Streotomyces, que produce
tetraciclinas, y continuar la fermentacion hasta que la
pretetramida se convierte virtualmente en la tetraciclina
correspondiente.

9. Un método, segun cualquiera de las reivindica-

ciones 1 a 5, de preparar la 6-demetiltetraciclina, carac-

terizada por el hecho de agregar 1,3,10,11,12-pentahidroxi-!-
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naftaceno-2-carboxamida a un medio acuoso nutriente, fer-
mentar el medio acuoso nutriente, en condiciones aerobias,
con una cepa ho 7-halogenante de una especie del género
Streptomyces, que produce tetraciclinas, y continuar la
fermentacion hasta que la 1,3,10,11,12-pentrahidroxinafta-
ceno-2-carboxamida se convierte virtualmente en la 6-de-
metiltetraciclina.

10 . Un método, segun cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 5, de preparar 7-cloro-6-demetiltetraciclina,
caracterizado por el hecho de agregar la 1,3,10,11,12-pen-
tahidroxinaftaceno-2-carboxamida a un medio acuoso nutrien-
te, fermentar el medio acuoso nutriente, en condiciones
aerobias, con una cepa 7-—halogenante de una especie del
género Streptomyces, que produce tetraciclinas, y conti-
nuar la fermentacién hasta que la 1,3,10,11,12-pentrahi-
droxlInaftaceno-2-carboxamina se convierte virtualmente en
la 7-cloro-6-demetiltetractelina.

11 . Un método de preparar derivados naftacénicos
que eBtan por lo menos sustituidos por un grupo hidroxilo
en las posiciones 1, 3, 10, 11 y 12 del naftaceno y por un
grupo carboxamido en la posicion 2, caracterizado por el
hecho de reducir la $,12- 6 6,11-naftacenoquinona que
contiene un grupo carboxamido O un grupo capaz de conver-

tirse en tal grupo carboxamido en la posicion 2, a fin de

¢ 1T convertir el grupo 11- 6 12-ceto en un grupo hidroxilo y
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quitar el grupo hidroxilo procedente del grupo 5= 6 6-
ceto y, ai ee necesario, formar el grupo carboxamido en la
poaicion 2.
12. Un método, segun la reivindicacion 1, caracte-
a rizado por el hecho de poner en contacto un compuesto de

la formula:

OH OR
en la cual R representa hidrégeno o un grupo alcohilo in-
ferior, R2 representa hidrdogeno, un grupo carboxamido o
N-(alcohilo inferior)carboxamido, representa hidrogeno
o0 un grupo dimetllamino, y R* representa hidrogeno o un

grupo alcoxi inferior, con un compuesto de la formula:

en la cual X representa un grupo hidroxi, un haldogeno, un
grupo alcoxi iInferior o bien arbas X se combinan entre si
como un atomo de oxigeno entrando a formar parte de un

/¥ anhidrido, y cada uno de los simbolos Ry, Rg, Rgy RO
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representa hidrégeno, un halégeno, un grupo hldroxi,

alcoxi inferior, aleohilo inferior, amino, mono(alochilo
inferior)amino, di(aleohilo inferior)amino, nitro, nitro-

so, tioeiano o mercapto, en presencia de un agente acido

de condensacion, y poner la 6-hidroxinaftaceno-5,12-quino-

na asi obtenida en contacto con un agente reductor.

13. Un método, segun la reivindicacion 11, caracte-

rizado por el hecho de poner en contacto un compuesto de

la formula:

R2
OH

en la cual R representa hidrogeno o un grupo alechilo in-
ferior, R2 representa hidrégeno, un grupo carboxamido o
N-(alcohilo inferior)carboxamido, R representa hidrégeno
o un grupo dimetilamino, y R representa hidrégeno o un

grupo aleohilo inferior, con un compuesto de la formula:

Af en la cual X representa un grupo hidroxi, un halégeno, un
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un grupo alcoxi inferior o bien ambas X se combinan entre
si como un atomo de oxdégeno entrando a formar parte de un
anhidrido, y cada uno de los simbolos Ry, Rg, Rg Yy RQ re-
presenta hidrégeno, un halégeno, un grupo hidroxi, alcoxi
inferior, alcohilo inferior, amino, mono(alcohilo infe-
rior) anino, nitro, nitroso, tiociano o mercapto, en pre-
sencia de un agente &cido de condensacion, y poner en con-
tacto la naftaceno-6,11-quinona asi obtenida con un agen-
te reductor.

14* método, segun la reivindicacion 11, caracte-
rizado por el hecho de poner en contacto un compuesto de

la formula:

Ry OH

RIO R
en la cual R representa hidrogeno o un grupo alcohilo in-

ferior y cada uno de los simbolos Ry, Ry, Rg y R™Q repre-

. senta hidrégeno, un halégeno, un grupo hidroxi, alcoxi iIn-

ferior, amino, mono(alcohilo inferior)amino, di(alcohilo
inferior)amino, nitro, nitroso, tiociano O mercapto, con

un compuesto de la formula:

$9 -
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en la cual X representa un grupo hidroxi, un halégeno o
un grupo alcoxi inferior o bien ambas X se combinan entre
si como un atomo de oxigeno entrando a formar parte de un
anhidrido, Rg representa hidrégeno, un grupo carboxamido
o N-(alcohilo inferior)carboxamido y R™ representa hidré-
geno o un grupo dimetilamino, en presencia de un agente
acido de condensacién, y poner en contacto la 6-hidroxi-
naftaceno-5,12-quinona asi obtenida con un agente reduc-
tor.

153. - Un método de convertir derivados naftaceni-
coa'.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antece-
de y con loe fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de sesenta hojas escritas a ma-

quina por una sola cara.
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