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domiciliada en Basilea (Suiza).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este invento, se refiere a nuevos antibióticos y a. pro­

cedimientos para su preparación, nás particularmente, el 
invento se refiere a nuevos antibióticos que pueden producirse 

por medio de cultivos pertenecientes al gónero Stréptomyces.

5. El organismo que. produce los nuevos antibióticos de

este invento se llama Streptomyoes hazolionsis var.. hazeliensis 

nov.- sp. Esto organismo so aisló' do una muestra do terreno 

obtonida en Hatano, Baspó, Cañada.. En lo que sigue so lo. 

designará como Stroptomyccs hazolionsie con finos do brovodad.

10.. Un cultivo do Stroptomyccs hazolionsis ha sido depositado on la
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colección do microorganismo dol Departamento de Agricultura 

do los Estados Unidos, división dol Norto do Utilización, Inves­

tigación y desarrollo, peoría, Illinois, con el número de regis- 

5. tro NRRL 2938.

Dos nuevos antibióticos puodon prepararse por un proce­

dimiento que consisto en cultivar Strdptomyccs hazelicnSis en 

condiciones acróbicas sumergidas y en un medid nutricio acuoso 

que comprendo fuentes de carbono orgánico y de nitrógeno y en 

10. recuperar, si so desea, unamez cía. antibiótico del caldo do 

fomentación. _ , --

Los antibióticos do esto invento so han llamado sugordo- 

micinas y puodon expresarse por medio do la fórmula general 

siguientes
15.
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donde y Rg so toman del grupo constituido por 

hidrógeno, 2-pirroilo y 5-motil-2-pirroílo y donde
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no más do uno do los símbolos y es hidrdgono-.

Antibidtieos do esto invento particularmente interesan­

tes con los representados por la fdrmula general siguionto:
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15. donde R-̂  y so toman dol grupo constituido por

hidrdgono, 2-pirroilo y 5-motil-2-pirroilo y donde 

no más de uno do los símbolos R^ y R^ os hidrdgono- 

So ontiendo que los anteriores compuestos pueden formar 

sales con bases apropiadas, y que estas sales so hallan tambidn 

20. dentro dol ámbito dol invento. Ejemplos do dichas salos son

la sal sádica, la sal potásica, la sal amdnica o cualquier otra 

sal do adicidn de baso farmacduticamontc aceptable.

Una ospooic proforida dentro dol grupo representado por 

las fámulas I y II anteriores os (n) la N,N'-bis^4-hidroxi-&- 

. motil-7-/4-0-motil- 5,5-dimot il- 3-0- (5' -motil-2 '-pirro il )-alfa-25



-L-lixopiranosiloxi/L2-oxo-2H-l-bonzopiran-3-il j¡ -3-mctil- 

-pirrolodioarboxamida.

Esto compuesto tiene la fórmula estructural:
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Otros antibióticos dentro del ámbito del invento inclu­

yen los siguientes:
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-3-ilj -4N'- {4-hidroxi-8-motil'-7/4-0-'mc'til-5 y 5-dimotil-3"0 (2'- 

-pîrro il )-alf a-L-lixopirano siloxi/L2-oxo- 2H-l-bcnzopiranr-3-" 

-ilj -3-motil-2,4-pirrolodioar'boxsmida
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21̂ 4̂ -hidro xi-8-itic *t il—7^-O-mctil-5,5-dimetil— 3-0 ( 5 
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5.

21? jí 4-hidroxi-8-motil-7^-0-motil- 5,5-dñmo-bil-alfa-L- 

*-lixopirano siloxi/L2-oxo-2H^l-"bonzopiyan-*3-ilj--4N^4-hidK)Xi-. 

-*8-nütil-^7/4-0-*Rotil-5,5-dtaotil-3-0 ( 5 ' -mot ilr- 2 '-pirro il )- al fa- 

-L-lixopiranoxiloxi^-2-oxo-2H-l-bcnzopiran-3-'ílj'**3-*mo'í:iI-2,4- 

-pirrolodioarboxamida
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21i^4"hif roxi"-8"iMGtil-7 ̂-O-mctil-5 ? 5-*^imotil-3-0 (2'-

-pirroil)-alfa-L-lixopiranosiloxi/L2-oxo-2H-l-bcnzopiran-3-

4-hidyoxi-o-motil-7/4-0-mc*til-5,5-dimotil-alf a-L- 

-lixop i ranoxilo xi/-2-o xo— 2H—1—bcnzop i raií— 3-*il^ — 3—mo t il- 2,4-* 

-pírrolodicarboxamida
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2n[4-hidroxi-8-mctil-7^4-0-aotil-5,5-d3motil-alfar-L- 

-lixopiranoxiloxi^- 2-oxo^2H-l-bonzopiran- * ̂ -hidroxi-*

-8-mctil-7^4-0-mct il- 5,5-dimctil-3-0 (2'-pirroil)-alfa-lr- 

-lixopirano s iloxi/L 2-o xo-2H-l-b onsop iranr* 3-ilj - 3-mctil-2,4- 

5* -pirrólo dicarboxamida-.

Los compuestos do las fórmulas III y J  antorioros pao- 

don prepararse tambión por via sintética, haciendo reaccionar 

un compuesto do la fórmula
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'iĥ*
H

c=o
(XI)

donde R so toma dol grupo constituido por alquilo,
3

aralquilo, fonilo, fonilo substituido por alquilo,

25' y fonilo substituido por halógeno, y R se toma
4

dol grupo constituido por hidrógeno y motilo,
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oon un compuesto do 1

5

CI-1.

X0C-. „-co x

(XII)

10.
donde X se toma del grupo constituido por ol 

cloro y ol bromo,

y, si so desea, haciendo reaccionar con una baso faimacóuticamon- 

te aceptable el produoto así obtenido.

15. El Stroptonyeos hazolionsjs os un miembro acróbio y

aorcamonto osporulanto del orden do los Actinomycotalos y 

pertenece al gdnero Stroptomycos tal cono so describo en el 

Manual de Bacteriología Determinativa do Borgoy, 7a Edicidn,

1957. Aunque este organismo puodc considerarse relacionado con 

20. ol Stroptonyeos grisooílavus, raza no. 160, ol Stroptomyces 

nivous NRKL 2446, ol Stroptomycos sphoroidos NRR1 2449, el 

Stroptomycos No. 58383, ol Stroptonyeos spirogrisous NRHE 2590 

y el Stroptonyeos grisous ATCC 12318, existen diforoncias más 

que suficientes entro los organismos anterioros y ol Stroptomy- 

25. eos hazcliensis para establecer definitivamonto quo esto último
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no soa do la misma especio que ninguno de aquellos. Las diferen­

cias do morfología, y del color do las esporas son claramente 

suficientes para diferenciar ol Stroptonyces hazolionsis do 

todos los Stroptonyces productores do antibióticos según los 

criterios do clasificación do T.G. Pridhom, 0.7. Hossoltino 

5. y R.G. Bonedict, Microbiología Aplicada, 6, 52-79 (1953),

'"Una guia para la clasificación do Stroptonyces según grupos 

seleccionados*'.

Otra diforonoiación concluyente radica en la diferencia 

entro los antibióticos producidos por el Stroptonyces hazolicn- 

10. sis y la novobiocina producida por los organismos antes indicar- 

dos.

Los cultivos do Stroptonyces hazolionsis desarrollados 

en medios favorables, talos cono tonatc-soja-agar, a 28°C duran­

te 2 a 10 dias, crecen con un nicolio aóroo que por lo goncral 

15. os blanco y so vuelvo gris a griss pardusco con la esporulación. 

En diversos medios so forma un exudado quo va do incoloro hasta 

amarillo. Las esporoforas on agar do Bcnnctt y asparagina-agar . 

son principalmente rectas hasta íloxuosas y torminan a vocos 

on un gancho o bucle ánplio o on ospirales sueltasabiertas,

20. característicamente ánplias (7 nierqs do diánotro), con 1 a 5 

bucles y quo son completamente irregulares on la r o m a  y en la 

distancia entro los bucles. Las esporas son ovales hasta 

cilindricas y varían do 1 a 1,2 mieras do anchura por 1,4 a 2,4 

mieras do longitud. No so han visto espirales bien femadas 

25. en los medios do agar Czapok o lovadura-nalt ar-agar, poro exis-



tian pequeños ganchos o espirales prinitivaa. A voces surgen 

de un punto hasta 5? osporoforas, en f o m a  do oscoba. No exis­

ten espirales esferoides, apretadas o conpaotas, lo que dife­

rencia del Strcptonyocs sphoroidos esto' cultivo. Aunque aparo- 

5. con algunos racimos do osporoforas, estos no ostán caraotorís- 

ticanonto retorcidos on sacacorchos on la punta, cono en ol 

caso del Stroptonyeos niveas, Por ol contrario, las ospiralos 

do una esporofora do Stroptonyeos hazelionsis son mayores on 

la punta, nás anchas y nás sueltas y so vuelven nás estrechas 

10. y apretadas, on el punto do insorción a lás hifas.

Para establecer una baso do oonparación dol Stroptonyeos 

con les Stroptonyeos conocidos descritos on los nodios nitrogena­

dos complejos clásicos, asi cono on los nodios definidos quími­

camente (Prodhan y Gottlicb, J. Bact. §6, 107-115 (1948), so 

15. usaron ambos tipos do medios. Los nodios y los procedimientos 

so adaptaron do los descritos antes por Prodhan y Gottliob: 

Gottlicb D., Microbiología Aplicada 9, 55-65 (1961); Un nanual

do ndtodos para ostudio do.cultivos puros do bacterias, por la

Comisión do Tócnica Bacteriológica do la Sociedad do Bactorió- 

20. logos Americanos, 1948; y por 7/aksnan, The Actinonycotos, 

(Chrocina Botánica Co. 1950).

En agar do Bchnott y do Czapok, todas las razas do 

Stroptonyeos hazelionsis crecen abundantononto a 22°, 28° y 

35° C, con no jo r o spo relación a las temperaturas nás altas.

Por otra parto, ol Stroptonyeos nivous y ol Stroptonyeos25.



spho roídos orocon bien a las temperaturas más bajas, poro do 

ningún nodo a 35°C. El Stroptonyeen NB 160 y el Streptonyoos 

sp. I?s 58383 tampoco crecen a 35^0.

Las respuestas do crecimiento dol Streptonyoos hazar- 

lionsis en divorsos medios so describen nás abajo. Se indican 

denominaciones do color comunes, junte con descripciones dol 

Color Hamony Manual, edición, Container Corporation of 

bórica, Chicago, Illinois, 1958s

Sacaresa-nitrato-agar (sacaron do Czapek)s Buen cre­

cimiento, pero ninguna osporuiación; ni celo aórco do color 

cremoso (entro natiz 2 ce y gris chn, escala d). Reverso do 

color pardo croma; pigmento cremoso (natiz aproxñnadanonto 2).

Glucosa-asparagina-agar¡i Crccinionto abundanto, ligera­

mente elevado, superficie lisa, micelio aórco gris claro, con 

esporas de color gris claro. Reverso do color crema pálido; 

ningún pignonto soluble. Una raza nuestra diminutas gotitas 

claras do exudado al final de las estrías.

Glucosa-agar nutritivos Crodinionto oscaso, plano, 

correoso, con fuertos pliegues dentro del agar. Crccinionto 

aórco blanco, reverso de color crona oscuro, pigmento soluble 

pardusco (natiz 4 no). El Streptonyoos spheroidos do oroci- 

nicnto moderado sin ningún pigmento soluble, mientras que 

el Streptonyoos niveus de buen crccinionto y pigmento amarillo 

solublo. El Strcptomyccs sp. N6 58383 da crecimiento abun­

danto y ningún pigmento solublo.
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Gluco sa-nutrionto nás glicorol-agar; Crocinionto abun­

dante, pliegues nuy profundos on el agar; supordioios arrugada 

y agrietada. Micelio vegetativo do color canela claro, con 

algunas gotas bastante grandes do exudado do color anarillo 

5* claro. Crocinionto adreo parcialnonto blanco hasta pardo

grisáceo (cbn. cerca do gris 5 de), osporulado on el 25% apro­

ximadamente. Reverso de color pardo cafd; pignonto soluble 
do color anarillo pardusco claro (natiz 3 io) hasta pardo.

Agar anidox; Crocinionto nodorado hasta bueno, plano;

10. nioolio adroo do un gris nodiano; rovorso do color pardo crena 

hasta pardo cafd osouro. Pignonto soluble do color pardo roji­

zo (natiz 4-pc-pg).

Pasta de tonato-harina do avona-agars Crodinionto denso, 

con buena osporulacidn; algunas gotitas de exudado. Micelio 

15. adreo gris hasta pardo grisáceo (chn coreano a gris 5 fe).

Reverso do color oliva pardusco oscuro, con pignonto soluble 

de un color oliváceo sucio.

Lecho desnatada-agars Crocinionto dol substrato bueno, 

pastoso, liso, sinningdnnicolio adroo. Intonsaproduccidn 

20. do pignonto soluble do color pardo oscuro, pardo claro nás alia 

do las ostrias do crocinionto (natiz 5 n-i y natiz 3 io).

Poptona-hiorro-agars Unas pocas colonias solamente; 

cono liso, pastosos, rogulamonto encrespado y con ciña do un 

blanco brillante. Micelio adroo do color orona oscuro, con 

25. la ciña blanca. Pignonto soluble do color pardo oscuro (natiz
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4 pn).

Asar doJ3cnncttg Orocinionto abundante, nieolio adroo 

gris, con esporas ¿o un pardo grisáceo (rojizo) y producción de 

gotitas do exudado de color anarillo pálido. Reverso do color 

5. pardo amarillento ̂ pigmento soluble do color pardo-amarillo 

claro (natiz 3 pe). Una segunda raza no did ningún exudado, 

mientras que una torcera did un exudado anarillo cundiente, 

quo humedeció toda la superficie do crecimiento.

Trozos do patata: Crecimiento parco al cabo de dos 

10, semanas, pero cnnogrocinionto do la patata al cabo do cuatro

dias solamente. Por otra parto, tanto el Strep tony eos spheroi- 

dqs cono ol Strep tony eos nivpus dieron primeramente crecimien­

to parco, que poco a poco se volvió muy bueno, con csporular- 

oión do un blanco giráaoco y decoloración pardusca do la pata- 

15. ta. El Stroptonyeos NR 16o da crecimiento abundante, muy 

arrugado.

Trozos do zanahorias Crooinicnto nuy bueno del subs­

trato, blanco quo so vuelvo gris ehpnado a gris azulado cuando 

so esporula. Algún exudado amarillo claro. El Stroptonyeos 

20. nivouc dio crecimiento moderado, con micelio aóreo blanco,

mientras que el Stroptonyeos sp-horoídos no dió ningún crooí- 

nionto.

Actividad protoolíticaí

(a) Gelatinas Unos tubos triplicados so inocularon con una 

25. aguja y susponaión do esporas, ¿intos de juzgarlos, los tubos
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so mantuvieron duranto 1 hora a 3^0 y luego so volvieron a la 

temperatura ambiento. En 7 días no hubo licuefacción, poquoñas 

colonias blancas en la superficie, con pigmento soluble de color 

pardo oscuro (matiz 2 pi-pl) innodiatanonto debajo do las colo­

nias. A los 14 días, alrododor del 25% de licuefacción, bastan- 

to crcóinionto en la superficie, más algunas pollas sumergidas 

en la porción licuefacta; pigmento soluble do color pardo oscuro. 

Al cabo do 21 días, 100% do licuefacción, color do la gelatina 

amarillo pardusco (matiz 2 pe), mientras que el color do los 

tubos do control era matiz 1-1/2 aproximadamente. Tanto ol 

Stroptonycos nivous cono ol Stroptonycos sphoroidos demuestran 

buen crecimiento on gelatina, poro ningún pigmento soluble. El 

prinoro da licuefacción parcial y ol segundo licuofacción rápida 

(3 a 10 dias); El Stroptonycos N3 160 da licuefacción rápida 

y ningún pigmento soluble. El Stroptonycos sp. NO 58383 da 

mal crecimiento en gelatina y ninguna licuefacción.

(b) Lechos En 2 días, todas las cinoo razas do Stroptonycos 

hazolionsis onsayadas dieron una ligera cutícula do crecimiento 

superficial, do color cremoso; ninguna coagulación ni peptoni- 

zación; pH con electrodo do vidrio, el mismo que ol do los 

tubos do control, 6,0 a 6,2.

A los 7 días, todas dan cutículas do crocinionto superfi­

cial con buona firmeza y color cremoso hasta pardo claro. Anillo 

pardo on la pared del tubo; pigmonto soluble do color amarillo 

croma hasta anaranjado claro. Una raza nuestra ligora peptoni-



zacidn; escala de pH, 5,3 a 5,7 (pll do control,, 5,7 a 6,1),

*'J. cabo do 14 días, buen crocinionto superficial, poro 

ninguna coporulacidn; nieolio adroo correoso, do color crcna 

rosado a pardo claro o lila; no hay coagulacidn, poro si ligora 

poptonisacidn. Color anaranjado crcnoso (natiz 4 ca-on), on la 

porcidn no peptonizada; pH 5,2 a 5,7 (pH do control, 5,6),

El Stroptonyeos NS 16o da coagulacidn intensa o intonsa 

poptonisaoidn do la locho.

Actividad de nitrato-rcductasa:

(a) Caldo orgánicos Buen crocinionto a los 14 días, cutí­

cula blanca gruesa; pigmento soluble do color anarillo oscuro, 

ligera produccidn do nitritio, que so vuelve intonsa al cabo do 

21 días; crocinionto superficial denso, que cnpicza a osporular 

y es grisáceo.

(b) Caldo inorgánicos Crocinionto ligero, sin ninguna reduc­

ción durante 14 días; buen crocinionto superficial a los 21 

dias, poro sin produccidn do nitrito, y el nitrato ostd todavía 

presento. Snith y colaboradores, on "la Strcptonivicina, un nue­

vo antibiótico", Antib. and Chenothor. 6, 135-142 (1956), 

hallan quo ol Stroptonyeos niveus no da ninguna reducción do 

nitrato on caldo de nitrato, tanto sintdtico cono nutricio;

ol Stroptonyeos spheroidos da solanonte unanida reducción de 

nitrato-agar a nitrito on 4 días, ni entras que ol Stroptonyeos 

sp. HB 58383 da produccidn do nitrito fuertemente positiva. 

Producción de sulfuro do hidrógeno: Al cabo do 21 horas, los
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clivajcs mostraron crecimiento muy tonuo, poro intonso desarro­

llo de HgS; a los 14 días, colonias de aspocto brillante; el 

color azul oscuro del medio viró a pardo oscuro.

Tirosina-agar: Todas las 5 razas son positivas a la tirosinasa, 

5. con ligero crecimiento en 14 días, micelio adroo blanco, rever­

so blanco; ningún pigmento al cabo do 7 días, pero a los 14 

días ol pignonto es do color gris boigo, matiz 4 oó-ge (matiz 

do control, 1-1/2 db).

Utilización do carbono; 3o utilizan xilosa, arabinosa, ranciosa, 

10. glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa, rafinosa (4), inositol,

coloblosa, trohalosa, citrato, nalcato y succinato. No so uti­

lizan la inulina, la maltosa, ol manitol, ol sorbitol, ol 

acetato, el formiato, el oxalato y ol tartrato.

15. nivous y el. Strcntomycos shporoidcs utilizan la inulina, la

maltosa, ol manitol y ol sorbitol, on contrasto con ol Strop to- 

nyccs hazcl-ionsis, mientras quo no crocioron en medios do 

citrato o succinato en pruebas paralelas on las que ol Stropto- 

mycos hazolionsis croció. El Stroptonyeos nivous utiliza ol 

20. formiato, el oxalato, ol tartrato y el citrato sódico.

Utilización de nitrógenos Se utiliza L (4)-arginina, No se 

utilizan la nctionina, la sarcosina, la creatina, ol ácido 

amino-isobutírico, la taurina ni la botaina.

25. nicina, pero no so ha comprobado quoproduzca novobiocina on

Debo observarse que soha comprobado quo ol

Produce los antibióticos do sugordo'
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ningún caso. Tanto ol Stroptonycos sphoroidos cono ol Strcpto-

iiiyqus producen novobiociña, poro no antibióticos de sugor- 

donicina, aún on nodios on que el Stroptonyccs hazolicnsis da 

solanonto antibióticos do sugordonicina.

5- En resanen, ol Stroptonycos hazolionsis difioro norfoló-

gicanontc tanto dol Stroptonycos nivous cono del Stroptonycos 

sphoroidos en su carencia de bucles rotorcidos on sacacorchos, 

prosentos en las puntas do las osporoíoras (Stroptonycos nivous) 

y su carencia de espirales esferoides apretadas y conpactas,

10. típicas del Stroptonyccs sphoroidos.

Mientras que él Stroptonyccs nivous y el Stroptonyccs 

sphoroidos causan nuy pronto un agriotanicnto y resquebraja­

miento característicos do los nodios do agar nutricios, ol 

Stroptonycos hazolionsis por lo general no los produce. El 

15. Stroptonyccs nivous produce con frecuencia un pigmento solu­

ble on diversos nodios de agar, nientras que el Stroptonycos 

sphoroidós ho es generalmente un productor de pigmento. El 

Stroptonycos hazolionsis, por otra parto, no produce on general 

pigRonto, aún nonos que ol Stroptonyoos nivous.

20. Tanbidn so ha descubierto que la conposición do los

nodios on que so cultiva ol Stroptonycos hazolionsis afecta 

marcadamente: (¿) a la cantidad de antibiótico producida,

(b) a la rápidos de formación dol antibiótico, y (c) a la clase 

do nosela do antibiótico on ol caldo.

La potencia do los caldos fermentados producidos en25
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frascos o depósitos so determina por ol nótodo usual do difu­

sión do agar on copa y placa, onploando staphylooo ccus aurcus 

cono organismo do ensayo. (D.O. Grovo y W.Á. Randá-11, "Mótodcs 

de ensayo do antibióticos", Manuel para Laboratorio, Medical 

5. Encyolopodia Inc., Nueva York 1955, páginas 7 a. 16).

So asignó arbitrarianonto una unidad do actividad a la 

cantidad de antibiótico que, disuolta en 1 ce do tanpón acuoso 

pro dujo una zona do inhibición do 18 mi de diámetro on la 

placa de ensayo. Los propios cilindros tionon 8 on de diénc-- 

10. tro. El antibiótico puro III tiene un valor do referencia 

do 5500 unidados/ag.

Los guisantes vordos o amarillos hondidos constituyen 

una fuonto superior do nitrógeno. La harina do haba do soja, 

los granos desocados: do los destiladores do naiz, con solubles, 

15. la harina do sonilla de algodón, la harina do protoina do coco, 

la harina do aooitode linaza y los solubles do fomentación , 

do naiz desocados, con grano (Solufom) dioron todos rondimlcír- 

tos regularos hasta buenos, que fueron por lo gcnoral inferio­

res, sin embargo, a los medios qu.o contenían guisantos. La 

20. adición a los guisantes do poqueñas cantidades de sulfato

ferrosos, ceniza de huesos o sólidos desocados do naccración 

de naiz (comstccp) no aumentaron los rondiniontesdo antibió­

tico g poro la prosoncia do CaCO^ y dió por resultado

un aumento en los rendimientos do antibióticos.

25. La adición do un hidrato do carbono a las fuontos r atura



loa do nitrógeno complejo tuvo efectos variables^ ciertos hidra­

tos do carbono resultaron nocivos para la pxoduoción de antibió­

tico. Con algunos otros hidratos do carbono, la proporción do 

carbono a nitrógeno en el medio debo controlarse si so quiero 

5. obtener un buen rendimiento de antibiótico. La adición, a un

medio do guisantes amarillos, de niveles do 0,25% do sales sódi­

cas do ácidos orgánicos causó en todos les casos de inhibición 

de la producción de antibiótico. En esto oxpoiimonto se usó 

un medio basal que contonia 3% do guisantes hendidos amarillos, 

10. 0,1% do CaCO^ y 0,1% do E^HPO^..
El efecto de la adición de hidrato de carbono en la 

producción do antibiótico puedo verso en la tabla que so expone 

abajo, en la cual el medio basal contenía 2% do guisantes hendi­

dos amarillos.

15. TASLA I

.20

Adición al medio basal

1% de almidón do maíz (control)

1% de manitol

1% de glioorol

2% de glioorol

1% de maltosa

1% de arabinosa

1% do rannosa

1% de lactosa

1% de inositol

Unidades do S.aurous/cc do 
caldo completo en 7 días.. _

180
120
50

vestigios

55

4
12

18
3

25.



- 25 -

4 0 6 7
En los chorrientos siguientes, resonados on la Tabla 2, 

están presentes 0,1% de CaCO^ y 0,1% do E^UPO^, adonás do 

2% de guisantes hendidos anarillos, para fomar el nodio basal.
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T A  B .L ___2

5.

10.

15.

Adición al medio ba.sal Unidades de S.Aureus/ 
cc de caldo completo

Día de rendi­
miento máximo

1,0% de almidón de maíz
(control) 590 7

0,5% de almidón de maíz 310 6

2,0% de almidón de maíz 400 7

1% de glucosa 230 7

2% de glucosa 25 7

1% de azúcar moreno 100 7

2% de azúcar moreno 0 7

1% de dextrina 360 7

2% de dextrina 290 5

1% de xilosa 0 7

Efecto de los elementos mineraless Ya se ha señalado antes 

que la adición de 0,1% de CaCO^ y E^HPO^ da por resultado 

la producción de mayores rendimientos de antibióticos. Si se 

20. omiten tanto el CaCO^ como el KpHPO^ o se aumentan las concen­

traciones de uno o de ambos hasta el nivel de 0,5%$ se originan 

descensos agudos en el rendimiento de antibiótico. Asimismo, 

la adición de concentraciones de 0,3% de NaCl o de (NH^)^SO^ 

disminuye agudamente el rendimiento de antibióticos.
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Generalmente so emplean agentes antiespumosos para 

controlar la formación de espuma que se origina durante las 

largas permanencias en el fermentador. Se comprobó que puede

usarse cualquier aceite, de una variedad de aceites vegetales 

5. como el de cártamo, el de semilla de algodón, el de sésamo, 

el de coco y el de soja, o de aceites animales, como lardo, 

ácido oléico, etc., sin que decrezca el rendimiento de antibió­

tico^ tampoco disminuyeron el rendimiento de antibióticos los 

antiespümantes de silicona.

10. En la tabla que sigue se compara el rendimiento do anti­

biótico obtenido en los mismos medios con el Streptomyces haze- 

liensis, el Streptomyces niveus y el Streptomyces spheroides.

Debe observarse que ninguna de las zonas de inhibición produci­

das por los medios activos de Streptomyces niveus y Streptomy- 

15. oes spheroides era clara o aguda, mientras que las zonas produci­

das por el Streptomyces hazclionsis eran muy claras y agudas. 

Estas diferencias de aspecto do las zonas de inhibición sirven 

también para diferenciar las sugordomiciñas do la novobiocina.



TABLA 3

Unidades en placa de Staphylococcus 
aureus/cc.

4 dia .... * dias
Composición del medio, en % Strepl ^rep.'*"'Strcp. Strop". Strep.

hazeli niveas spheroi hazeli niveus 
ensis des "* ensis"________

2 do guisantes hendidos; 1 al­
midón de maíz, 0,1 do CaCO^ y 
0,1dcKgHP0^ ^

4 de licor do maccración do 
maíz, 5 de glucosa, 0,05 do 
KHpPO, 0,3 de NaNOi y 0,1 de 
MgSO^./HpO ^
2 de harina de soja, 2 de azú­
car moreno, 0,25 do sólidos 
desocados de maoeraoión do maiz 
y 0,1 do KgOP^

2 do solubles desocados do dos-
tiladoros (Soludri), 2 de gluco­
sa, 0,1 do KgHPO^ y 0.1 do CaCO^ 0 54 37 0 69

2,5 de rharmamodia** y 2,5 do glu­
cosa 0 48 10 0 3

2 de Formamino^ tipo 111, 1 do 
almidón, 0,1 de M P O /  y 0.05 
do MgS0¿¡. ^ 0 8 19 0 6

69 50 47 320 53

0 0 0 0 vestí
gios

vestí- 0 
gios

0 13 0
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iPharmamedia cs un material de la Tradors Oil Mili Co., de 

Fort Worth, Tejas, a base do harina do semilla do algodón, 

sue contiene 56% de proteina y 24% do hidratos do carbono

5. 2pcrmaminc cs un hidrolizado de proteina enzimàtica do la 

Sheffield Chemical Co., de Norwich, N.Y.

En consecuencia, una modalidad preferida para producir 

una mezcla do sugordomicinas por el cultivo do Stroptomycos 

hazoliensis tal como so ha definido antos consiste en emplear10.
guisantes hendidos como fuente tanto do carbono como do nitró­

geno. Optativamente, y ello es preferible, el unitivo so 

efectúa en presencia de un 0,05 a un 3%, preferiblemente un 

0,1%, de CaCO^? do un 0,01 a un 0,5%, preferiblemente un 0,1% 

do KpHPO^.; Y do un 0,1 a un 3%, preferiblemente de un 1 a un 2% 

15. de un hidrato de carbono, por ejemplo un almidón o cualquiera 

do los azúcares reseñados en la página 13, lineas 1 a 3. El 

cultivo se lleva a cabo preferentemente durante unos 3 a unos 8 

dias, con un volumen de aireación de unos 0,5 a unos 10 cfm. 

por 50 galones de medio y a temperatura de unos 209C a unos 

20. 35SC. La mezcla de antibiótico puedo luego aislarse del caldo

de fermentación resultantes.

La mezcla de antibióticos puede aislarse del caldo de 

fermentación por diversas tócnicas. Una consiste en acidifi­

car el caldo (preferentemente con ácido fosfórico, aunque cabe 

25. emplear otros ácidos minerales, por ejemplo HC1, E^SO^, etc.)
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a pH del orden do 2 aproximadamente a 7 aproximadamente, y de 

preferencia a pH do 4 aproximadamente a 4,5 aproximadamente. Se 

añade luego, si se quiero, un material filtrante, por ejemplo 

una tierra do diatomáceas, un se filtra el caldo acidificado 

5. La torta do filtro asi obtenida so suspendo en un disolvente 

orgánico, por ejemplo un alcanol inferior como el mctanol, el 

ctanol, el butanol, el isobutanol, ote., acetona, motilisobu- 

tilcctona, acetato de butilo o mezclas do estos disolventes, 

por ejemplo acetona/cloruro do motilcno, metanol/benccno, etc., 

10. con preferencia por el butanol. Luego se filtra o centrifuga 

la lechada resultante y se neutraliza el filtrado o extracto 

límpido con un álcali, por ejemplo solución de hidróxido sódico 

al 50%, hasta pH de 6 aproximadamente a 7 aproximadamente, y se 

elimina el disolvente, por ejemplo bajo presión reducida y a 

15. temperatura inferior a unos 508C, para formar un concentrado, 

por ejemplo hasta una concentración do 1/40 aproximadamente del 

volumen original. Luego se mezcla este concentrado con un 

disolvente orgánico no polar, por ejemplo un disolvente hidro­

carburo o un ótor, como el óter de petróleo do punto de obulli- 

20. ción 60-9090, benceno, hexano, pantano, ótor dietílico, ote., 

lo que hace que la mezcla bruta de antibiótico se precipita en 

forma do su sal sódica o de una mezcla de su sal sódica y la 

forma libro, en cuyo estado es fácil do recuperar, por ejemplo 

mediante sedimentación, filtración, centrifugación, ote.

Otro mótodo que puede usarse para aislar del caldo de25.



- 31 -

X14067
fermentación el antibiótico bruto os soparar por filtración 

las cólulas, acidificar el filtrado con un ácido mineral hasta 

pH do 1 aproximadamente a 7 aproximadamente y luego poner en 

contacto el filtrado acidificado con un disolvente inmiscible 

5. en agua, como el butanol, el acetato de butilo, el acetato, ol 

óter, el cloroformo, la mctillsobutilcotona, ote. Despuós de 

separar la capa acuosa, so elimina el disolvente inmiscible en 

agua, para que quede la mezcla bruta de antibiótico, o, alterna­

tivamente, puede pasarse la solución do disolvente inmiscible en 

10. agua por un adsorbente (por ejemplo, una resina cambiadora de 

iones, como Zoo-Karb H, Dowex-50 W, Ambcrlite IRC-50, Ambcrlite 

IR-4, Amberlite IR-100, Ionac A-300, cloruro de Dowcx-1, baso 

Dowcx-1, formiato do Dowex-1, etc., a carbón activado, etc.), 

para adsorber la mezcla antibiótica, que luego so sopara del 

15. adsorbente por elución con un disolvente tal como el metanol,

Las cólulas que se han separado por filtración se extraen 

luego con un disolvente orgánico, como un alcanol inferior, 

por ejemplo metanol, ctanol, butanol, isobutanol, etc.; aceto­

na; acetato do butilo; acetona-cloruro do motileno; mctilisobu- 

20. tilcetona; motanol-benccno; etc. A continuación so elimina 

el disolvente, dejando la mezcla bruta do antibiótico, que 

entonces puedo combinarse con la mezcla de antibiótico obtenida 

del filtrado anterior.

La sal sódica bruta de la mezcla de antibiótico obtenida 

25. antes o el antibiótico ácido bruto se purifican suspendiendo
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la mezcla de antibiótico en acetona y tratándola con ácido 

mineral (por ejemplo, HC1) suficiente para dar un pH ácido, 

por ejemplo un pH de 2 aproximadamente a 6 aproximadamente y, 

de preferencia, un pH de 4,0 aproximadamente. Se separa por 

filtración el material insoluble y so lava con un poco de

acetona la torta del filtro. 31 filtrado y las lavazas, com­

binados, se evaporan en vacio para formar un concentrado, por 

ejemplo hasta 1/6 aproximadamente del volumen original, y so 

añade este concentrado a agua y benceno, lo que proporciona 

10. una suspensión de materia sólida en las dos fases líquidas.

Se separa por filtración esta suspensión, que es la mezcla 

libre de antibiótico ácido, se suspende el precipitado en mota- 

nol caliente y so enfria la suspensión metanólica. Por filtra­

ción, so separa el sólido. Esto constituyo la mezcla purifi- 

15. cada do antibiótico ácido libre.

La mezcla bruta de antibiótico puede purificarse también 

preparando su sal bonoilaminioa. La mezcla de antibiótico 

aislada antes puede disolvenso en un disolvente orgánico, por 

ejemplo n-butanol, acetato de n-butilo, éter, acetato de etilo, 

20. etc., y tratarse con un exceso de bencilamina. La sal bencila- 

mínica de la mezcla do antibiótico se precipita y muchas de las 

impurezas contenidas en la mezcla bruta de antibiótico quedan 

en el disolvente orgánico, Se separa por filtración la sal 

bencilamínica precipitada y so obtienen los antibióticos libros 

25. separándolos do la sal bencilamínica por tratamiento con un
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ácido mineral acuoso, por ejemplo ácido clorhídrico acuoso, 

seguido por extracción de la mezcla antibiótica libre, aparte 

del sistema acuoso, por el uso de un disolvente orgánico inmis­

cible o solo ligeramente misciblo con el agua, como acetato do 

5, n-butilo, n-butanol, ótor, acetato do etilo, etc. Luego se 

elimina el disolvente inmiscible y se vuelve a precipitar el 

residuo, por ejemplo en una mezcla caliento de metanolr-boncono.

Se han empleado otras aminas con la intención de puri­

ficar la mezcla de antibiótico, poro solo la sal boncilamínica 

10.. ha resultado plehamonte satisfactoria. Entro las otras bases 

que no son satisfactorias figuran el hidróxido càlcico, la 

procaina, la etilendiamina, la diotanolamina, la monoctanolamina, 

la N,N'-dibenciletilondiamina, la dimetiletanolamina, la hidroxi- 

ctiletilondiamina, la diisobutilamina y la furfurilamina.

15. La mezcla bruta de antibiótico puede purificarse tambión

distribuyendo la mezcla bruta entre un disolvente orgánico 

(por ejemplo, acetato do butilo, óter o mezclas de cloroformo 

o isopropanol, etc.) y una solución tampón acuosa, amortiguada 

hasta pH de 6,8 aproximadamente a 11 aproximadamente. La mezcla 

20. antibiótica se halla en la solución tampón acuosa, do la que 

puede aislarse por acidificación (por ejemplo, con un ácido 

mineral como el HC1, el H^SO^, etc) hasta pH de 2 aproximada­

mente a 5 aproximadamente; la suspensión resultante se extrae 

con un disolvente orgánico inmiscible o solo ligeramente mis- 

cible con el agua (por ejemplo, h-butanol, acetato de n-butilo,

- 33 -
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ótcr, acetato de otilo, etc.) y so recupera el disolvente orgá­

nico, por ejemplo mediante evaporación del disolvente, la 

mezcla de antibiótico ácida purificada.

La mezcla do antibiótico anterior, purificada por cual- 

5. quiera de las tónicas que so han expuesto, puedo luego separar­

se en sus antibióticos componentes, do preferencia por el uso 

do un sistema do distribución en contracorriente, por ejemplo 

un sistema do distribución en contracorriente Craig. El disol­

vente orgánico es un disolvente orgánico inmiscible o solo 

10. ligeramente miscible con el agua, por ejemplo n-butanol, aceta­

to do n-butilo, éter, acetato de etilo, cloroformo-isopropanol, 

etc. La fase acuosa es agua amortiguada hasta pH del orden 

de 6 aproximadamente a 9 aproximadamente, y de preferencia 
8 aproximadamente a 8,9 aproximadamente. Los amortiguadores 

15. que pueden emplearse son los que so usan corrientemente para 

este fin, tales como los amortiguadores de fosfato y borato.
Los compuestos do la fórmula II, que son intermediarios 

útiles on la via para la preparación sintótica do sugordomici- 

nas tal cono aquí se han definido, pueden prepararse conforme 

20. al esquema roaccional siguiente:
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En el esquema roaccional anterior, los grupos R^ y R^ 

tienen el mismo significado que se ha expuesto precedentemente.

El procedimiento Representado en el esquema reaccional 

anterior puedo efectuarse procediendo, por ejemplo, asís

5. (a) Se hace reaccionar 4-bonciloxi-7alfa-(2,3-0-
-c art onil)-novi o siloxi-be ta-me til-cumarina (XIII) con un reacti­

vo Grignard do 2-motil-pirrol, es decir un haluro de 2-motil- 

-pirrol-magnosio, do preferencia el bromuro, y descomponiendo 

el producto de la reacción en una solución ácidoaauosa, por ejem- 

10. pío solución acuosa do ácido mineral tal como ácido clorhídrico 

diluido, para formar 4-bcnciloxi-7alfa-3-0-/5'-metil-2'-pirroiiy- 

-noviosiloxi-3-metil-cumarina.

(b) Se trata este compuesto con hidrógeno, en presencia

de un catalizador de hidrogenación, por ejemplo carbón paladiado, 
15.

etc., para formar 4-hidroxi-7alfa-3-Q/5'-metil-2'-pirroiiy-novio- 

soloxi-8-metil-cumarina.

(c) Se trata esto compuesto con anilina diazoada, para 

formar 3--henccndiazo-4-hidroxi-7alfa-3-0^5'' -metil-2' -pirroil/-
20. -noviosiloxi-8-metil-cumarina.

(d) So trata la 3-bcnccndiazo-4-hidroxi-7alfa-3-0-¿1?' - 
-metil-2'-pirroiy-noviosiloxi-8-metil-cumarina con un agente

Q
acilanto, es decir, un agento asilante provisto dol grupo R^C- 

25. (donde R^ tiene el significado expuesto entes), por ejemplo anhi-
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árido acótico on piridina, para formar 3-bencGndiazo-4-húdroxi- 

-7alfa-2,0-aoil-3-0-^/5' -mctil-2'-pirro i y -noviosiloxi-8-metil- 

-cumarina. otro agentes acidantes que pueden usarse para 

formar este compuesto incluyen los haluros do aoilo, por cjom- 

5. pío el cloruro do acótilo, ote.

(o) So trata luego la 3-bonconáiazo-4-hidroxi;-7alfa- 
-2-0-acil-3-0-¿l?' -mctil-2' -pirroil/-noviosiloxi-8-metil-cuinari- 

na con hidrógeno, en presencia do un catalizador do hidrogona- 

ción, por ejemplo carbón paladiado, para formar 3*-ajaino-4-
0.

-hidroxi-7alfa-2-0-acil-3-0-^5'-motil-2'-pirroil/'-noviosiloxi- 
-8-metil-cumarina.

En una modalidad preferida del invento la reacción de

los compuestos de la fóimula XI con los compuestos de la fórmu- 

15. la XII so efectúa haciendo reaccionar una 3-anino-4-hidroxi-

-cumarina, donde "acil" es el grupo R^C antes mencionado con 

R^ representado tal como so ha definido antes, con un 2,4-dihalo- 

-carbonil-3-motil-pirrol, conde "halo" es cloro o bromo, para 

20. dar ol compuesto do la fórmula III.

Los antibióticos do este invento se caracterizan por 

tenor gran actividad contra cl Staphylococcus aureus. Complemen­

tariamente, estos antibióticos son activos contra una ámplia 

gama do bacterias grampositivas y bacterias gramnogativas,

25. por ejemplo contra el Acrobactor acrogcncs, cl Mycobacterium
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nhlci, el proteus vulgaris. la Sarcina lútea PCI-1001, ote.

En consecuencia^ los antibióticos de este invento son 

útiles en el tratanicnto de las infecciones bacterianas, por 

ejemplo las causadas por el Staphylococcus aurcus. Altorna- 

5. tivamente, la mezcla purificada de antibiótico puedo usarse 

terapéuticamente cono tal.

Los compuestos de este invento pueden usarse como medi­

camentos en forma de preparados farmacéuticos que contengan 

los compuestos, o sus sales, en mésela con un vehículo farma- 

10. cóutico orgánico o inorgánico, sólido o liquido, apto para
administración entérica (por ejemplo, oral) o parcntórica. Para 

componer los preparados pueden emplearse substancias que no reac­

cionen con los compuestos, tales como agua, gelatina, lactosa, 

almidones, cstoarato de magnesio, talco, aceites vegetales,

15. gomas, polialquilcnglicolos, jalea do petróleo o cualquier otro 

vehículo conocido quo se use para la preparación de medicamen­

tos. Los preparados farmacéuticos puedo tener forma sólida, 

por ejemplo de pastillas, grageas, supositorios o cápsulas, o 

bien forma líquida, por ejemplo do soluciones, emulsiones o sus- 

20. pensiones. Si se desea, pueden estar esterilizados y/o conte­

ner substancias coadyuvantes, talos como agentes de preserva­

ción, agentes estabilizadores, agentes humectantes o emulgcn- 

tes, sales para variar la presión osmótica o amortiguadores. 

Asimismo pueden contener, en combinación, otras substancias de 

25. valor terapcútico.
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El invento so comprenderá mejor considerando los ejemplos 

que siguen, los cuales se dan únicamente con fines ilustrativos 

y no implican límite para el invento.

5. E J E M P L O  1.

Se alameona Strcptomycos hazolionsis on forma do 

esporos en frascos medicinales, ya sea on tomate-harina de 

avona-agar, ya sea en forma lioíilizada, os decir, esporas 

10. liofilizadas on 10% do albúmina do buey o 10% do locho dosnatada. 
So inocula una suspensión acuosa de esporas en un frasco sacu­

didor do 6 litros, que contieno 3 litros do medio compuesto de 

1% de guisantes hendidos molidos, 1% de almidón do maiz, 0,1% 

do OaCO^, 0,1% do K^HPO^ y 0,1% do aceito de lardo y so incuba 

15 . a 28sc, durante 3 a 5 días, on un sacudidor giratorio, a 200 

r.p.m., hasta que so ha producido un buen desarrollo. La 

incubación se efectúa on equipo que proporciona la aireación 

del medio, tal cono el frasco sacudidor anterior o un frasco 

burbujoador aireado. El crecimiento vegetativo obtenido so 

20. inocula c-n un fomentador do 100 galones que contieno 60 galo­

nes do un medio compuesto de 3% do guisantes hendidos, 0,1% 

de CaCOj, 0,1% do KgHPO^, 0,03% de pasta do silicona (pasta 

Dow-Corning Silicono A) y 0,1% do aceite do lardo. En alter­

nativa, pueden emplearse igualmente bien 60 galones del medio 

25. que se ha descrito antes. So mantiene el fomentador a 28sC
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durante 3 a 4 días con un promedio do circulación do aire de 

8 pies cúbicos por minuto. Durante este tiempo la viscosidad 

aumenta marcadamente y el pH baja hasta 5,9-6,6. Se transfie.

re luego el crecimiento anterior a un fomentador de 9000 galo- 

5. nes que contieno 6000 galones do medio esterilizado, compuesto 

de 3% de guisantes hendidos molidos, 0,1% de CaOO^, 0,1% do 

KgHPO^ y 0,03 a 0,05% de Dow-Corning Silicono A, suspendido 
en 0,1% de aceite de haba do soja. Se deja que la fermenta­

ción so desarrollo a 28ac por 5 a 8 días, según el ensayo 

10. biológico in vitro. Se mantiene la aireación al promedio do 

25 pies cúbicos do aire por minuto durante las primeras 24 ho­

ras, luego 100 pies cúbicos por minuto durante 24 a 72 horas 

y 150 pies cúbicos por minuto duranto 72 a 168 horas. Al cose­

char, se acidifica todo el caldo a pH 3,9 por adición de ácido 

15. fosfórico siruposo al 85%, seguido por 1650 libras do un mate­

rial filtrante de diatomáceas, y se filtra el caldo acidificado. 

La torta del filtro se añade a 2000 galones de n-butanol, agi­

tando vigorosamente. Se deja la lechada butanólica on reposo 

duranto la noche, sin agitación, y luego se la centrifuga. El 

20. extracto butanólico límpido so neutraliza a pH 7 aproximadamen­

te con 1482 cc do solución de NaOH al 50% y luego se le someto 

a evaporación instantánea bajo presión reducida y temperatura 

inferior a 5030, hasta un volumen do 50 galones.

So añado esto concentrado a 250 galones do óter do 

25. petróleo (do punto do ebullición 60-908) enórgicamonto agitado,
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con lo quo so sopara un precipitado de la sal sódica bruta de 

la mezcla antibiótica. Esta sal sódica bruta está constituida 

probablemente por una mezcla do las formas acida y parcialmente 

neutralizada do los diversos componentes do la mezcla antibió- 

5. tica. Se aísla por centrifugación la sal sódica bruta y luego 

so la seca.

E J E M P L O  2.

Purificación de la sal sódica bruta.

10.
(a) Por distribución entre disolvente y tampones

So suspenden en 1 litro de mctanol 50 g do la sal sódica 

bruta anterior y se agita durante 30 minutos. Luego so separa 

por filtración el material insoluble y se concentra el filtrado 

15 en vacio hasta obtener un jarabe espeso. Se suspende el jarabe 

espeso en 25 ce do metanol y 625 ce do ácido clorhídrico 0,1-n.

So extrae esta suspensión, por tres veces, con porciones de 

1,5 litros do éter, y los extractos etéreos combinados, quo 

totalizan 4,24 litros, so extraen por dos veces con 1,1 litros 

20. do tampón do fosfato M/15 a pH 6,2 y luego por dos voces con 

1,1 litros do tampón de fosfato n/15 a pH 7,0. Con esto trata­

miento so extrae poca actividad. Luego se extrae la solución 

etérea, por dos veces, con 1,1 litros do tampón de fosfato 

H/15 a pH 7,8, lo que hace que la mezcla antibiótica pase a la 

25. fase acuosa. Se rebaja el pH de este extracto hasta 7,0 y se
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1
extrae la suspensión con n-butanol, que disuelve el precipi­

tado. So ovapora en vacio el n-butanol y queda una materia 

sólida. So suspende osta materia sólida en tampón do fosfato 

H/15 a pH 6,5, se separa por filtración el material insoluble 

5. que os la mezcla antibiótica purificada, y so íe soca.

(b) Por preparación do las sales boncilamínicas

Se disuelven en 10 litros do tanpón de fosfato disódico 

n/15 a pH 9,5 100 g de sal sódica bruta. So separa por filtra­

lo. ción el material insoluble con el uso do un material filtrante 

y se acidifica hasta pH 2,5, acón ácido clorhídrico concentrado, 

el filtrado oscuro. Se extrae esta suspensión con un volumen 

igual do acetato de butilo, que disuelve el antibiótico preci­

pitado. Luego se concentra en vacio la solución de acetato 

15. de butilo hasta 1800 ce, se separa por filtración un poco do

materia insoluble y seguidamente se añaden 100 cc de bencilami- 

na disueltos en 100 cc de acetato de butilo. De la sal bencila- 

nínica del antibiótico so sopara un precipitado fino. Después 

de sedimentación, se filtra para recoger el precipitado y so lava 

20. éste, primeramente con un poco de acetato de butilo y luego 

con éter anhidro.

Se disuelvon en 140 cc do motanol 20 g do una sal 

bencilaminica del antibiótico, se añaden 190 cc de agua y se 

ajusta al pH de la suspensión a 2,5 con ácido clorhídrico. So 

añaden luego otros 300 ce de agua para aumentar la fluidez do25.
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la suspensión y se extrae la acacia, por dos voces, con porcio­

nes do 400 ce de acetato do butilo. Los extractos combinados 

de acetato de butilo so concentran hasta 900 ce aproximadamente, 

punto en que el ácido bruto se precipita. So separa por fil- 

5. tración el sólido y so le lava con netanol frió. Luego se

vuelvo a precipitar este producto disolviéndolo en metanol ca­

liento y benceno, de los que el antibiótico so separa en forma 

do un sólido finamente dividido, que fundo a 228-2309 cuando 

está seco.

10.
(c) Por extracción con acetona

50 g do la sal sódica bruta anterior so suspenden en

600 ce de acetona,_se anaden 30 ce do ácido clorhídrico al j0%
y se agita la mezcla durante la noche. Se filtra el material 

se *
. insoluble y/lava la torta del filtro con un poco de acetona.

El filtrado y las lavazas, combinados, se evaporan en vacio 

hasta unos 100 cc. A esto concentrado se añaden 500 cc de 

agua y 200 cc de benceno, lo que da una suspensión de materia 

sólida en 2 fases líquidas. El precipitado que se obtiene de 

20. esta suspensión es la mezcla acida bruta do antibiótico. Se 

suspende este precipitado en 100 cc de metanol a 40-505, se 

enfria hasta temperatura ambiente y luego se guarda en un refri­

gerador durante la noche. El sólido que so sopara es la mezcla 

antibiótica purificada.
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E J E M P L O  3.

Separación do la mezcla antibiótica purificado, en sus componen­
tes

5. 5 g 3c mezcla antibiótica purificada, obtenida por el

procedimiento do purificación con acetona (c), so distribuyen 

en un aparato do distribución en contracorriente Craig de 

200 tubos entre una fase acuosa superior do tainpón do K^HPO^ 

M/15 a pH 8,2 y una fase orgánica inferior, constituida por 

10. partes iguales de alcohol isopropílico y cloroformo. Después 

do equilibrar las fases de tampón y orgánica, se efectúa la 

distribución áe la manera ordinaria sobre los 200 tubos, cada 

uno de los cuales contiene 40 cc do cada fase. Esta distri­

bución da una mezcla do los antibióticos III, IV, V y VI en 

15. los tubos 1 a 140, y una mezcla do los antibióticos VII, VIII, 

IX y X en los tubos 141 a 200.

So extiende luego la prueba a 200 tubos más, esta vez 
con el tampón a pH 8,9.

En la fase superior do la prolongación do la prueba 

20. (en total, 400 tubos), el antibiótico III (identificado antes)

está presente en los tubos 120 a 152. El antibiótico IV o V

está presente en los tubos 161 a 170. El antibiótico V o IV

está presente en los tubos 185 a 195. No se sabe con certeza

qué antibiótico designado IV o V está presento en los tubos 

. 161 a 170 y qué antibiótico está presente en los tubos 185 a25
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195. Los tubos 153 a 160 contienen una mezcla dol antibiótico 

III y el antibiótico IV o V, y los tubos 171 a 184 contienen 

una mezcla do los antibióticos IV y V.

En una fase inferior, los tubos contienen la misma dis- 

5. tribudón de antibióticos que en la fase superior.
Los antibióticos so aislan de la fase de disolvente 

combinando el contenido do los grupos de los tubos indicados 

antes; por ejemplo, para la preparación del antibiótico III so 

combinan los tubos 120 a 152 y se elimina el disolvente por 

10. evaporación hasta sequedad. Para la faso do tanpón, so acidi­

fica a pH 2,5 el contenido de los grupos de tubos indicados 

antes, se extrae el antibiótico en butanol o en disolvente do 

CHCl^-alcohol isopropilico(l:l) y so evapora hasta soquedad 

el extracto do disolvontc, con lo que queda el antibiótico 

15. como residuo.

El antibiótico III obtenido de la distribución anterior 

on contracorriente so pasa luego por otros 200 tubos. So ob­

tienen tres isómeros, uno en los tubos 90 a 100, otro en el 

tubo 120 y otro en el tubo 140, que indican la presencia do 

20. varios isómeros estrechamente relacionados, cpyas estructuras 

absolutas no se conocen por ahora. Todos estos isómeros son 

biológicamente activos, por ejemplo manifiestan alto grado de 

actividad contra el Staphylococcus aureus.

La mezcla de los antibióticos VII, VIII, IX y X aislada 
25. anterior so resuelve en una mezcla de los antibióticos VII y
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VIII y una mezcla do los antibióticos IX y X por distribución 

en contracorriente on un aparato do contracorriente Craig de 

200 tubos. El sistema disolvente empleado está constituido 

por partes iguales de la ñisca fase orgánica empleada antes,

5. o sea una mezcla a volúmenes iguales do alcohol isoproílico 

y cloroformo, mientras que la fase acuosa es tampón de KgHPO^ 

H/15 a pH 7,0. Se equilibran cí disolvento y el tampón, so 

introduce la mezcla antibiótico anterior (VII-X) en el aparato 

y se la pasa por los 200 tubos. La mezcla de los antibióticos 

10. VII y VIII se centra entorno al tubo 110, y la mezcla do los 

antibióticos IV y X se centra entorno al tubo 170.

E J E M P L O  4.

15. So disuelven en 50 ce de piridina absoluta 5,3 g de

3-anino-4-hidroxi"7 alfa-2-0-acctil-3-0-/5'-motil-2'-pirroil/- 

-noviosiloxi-8-motil-cumarina. Con agitación y refrigeración, 

se añaden a gotas 700 mg do 2,4-diclorocarbonil-3-mctil-pirrol, 

disucltos en 20 ce de tetrahidrofurano absoluto, y se mantiene 

20. la solución a la temperatura ambiente durante la noche. Luego 

se diluyo la solución oscura con acetato do etilo, so la lava 

sucesivamente con HgSO^ 1-n y con agua, so la seca sobre 

sulfato sódico y se destila el disolvente en vacio. Quedan 

5,6 g de una espuma do color pardo. Se disuelvo esta última 

25. en unos 80 ce do amoniaco líquido, que so evapora lentamente
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Se disuelve el residuo en agua y una pequeña cantidad de alcohol 

y se lava la solución con acetato de etilo. Después de acidifi­

car con H^PO^ diluido, so extrae el precipitado con acetato 

de etilo. Se lava la solución con agua, so la seca sobre sul- 

5. fato sódico y se destila el disolvente. El residuo, una

espuma de color pardo, se cristaliza en metanol/bencono; punto 

de fusión, 234-2353. Después do recristalización en acotonitri- 

lo/acotona, el antibiótico, N,N'-bis^4-hidroxi-8-motil-7-/?-0- 

-metil-5,5-dimetil-3-0-(5'-motil-2'-pirroil)-alfa-L-lixopira- 
10. nosiloxjJ7-2-oxo-2H-1-bonzopiran-3-ilJ' -3-metil-2,4-pirroldicar- 

boxiamida (III), muestra un punto de descomposición de 

238-2393 (descomposición).

Se recristaliza una pequeña muestra en acetoacetato de 

etilo/dimetilformamida/aéua^ punto do fusión, 258s (descompo- 

15. sición).

El antibiótico anterior tiene un punto de descomposición 

que es difícil establecer con exactitud y que depende además del 

coeficiente de ascenso do la temperatura y del aparato.

La 3-amino-4-hidroxi-7alfa-2-0-acetil-3-0-^'-motil-2'- 

20. -pirroil7-noviosiloxi-8-motil-cumarina utilizada como material 

de partidamanteriormente puedo prepararse del modo siguiente-

A una solución do OH^Ngl (preparada a baso de 1,25 g 

de Mg -i- 3 es? de CH^I en 50 ce de éter absoluto) so añaden a 
gotas 8 g de 2-metil-pirrol on 30 csS do éter absoluto. So 

25. someto la solución a reflujo por 10 minutos y se la añade
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despacio a una solución do 4,8 g do 4-bcnciloxi-^/2,3-0-carbonil- 

-alfa-noviosiloxi¡7-8-metil-cumarina on 200 cc do benceno abso­

luto. Se forma inmediatamente un precipitado. Se agita la 

mezcla durante 30 minutos y luego so añade cuidadosamente ácido 

5. clorhídrico diluido. Dospuós do añadir acetato do otilo, so 

lava la capa orgánica, sucesivamente, con agua, con KHCO^ 

diluido y con agua? so soca sobro sulfato sódico y so destila 

el disolvento en vacio. El residuo, 4-benciloxi-7alfa-3- 

-0-/?'-metil-2'-pirroil7-noviosiloxi-4-motil-cumarina, so 

10. cristaliza en benceno, Rceristalizado on acotonitrilo, da un 

punto do fusión do 131-132S (descomposición).

4 g do la 4-bcnciloxi-7alfa-3-0-/5' -mctil-2' -pirroil/'- 

-noviosiloxi-8-mctil-cumarina se disuelven en 200 cc de acetato 

de otilo y, despuós do añadir 2 g de carbón paladiado, se hidro- 

15. gona la solución. So gastan 170 cc do (cantidad teórica,

150 cc). Dospuós do filtrar la solución, so la evapora hasta 

sequedad, con lo que so obtienen 3,2 g do un compuesto amari­

llento. Para análisis, se cristaliza on acotonitrilo una 

poquoña muestra? punto do fusión, 173-1753 (descomposición).

20. Se disuelven 1,6 g de anilina on 120 cc do HgO 4- 3,2 cc

do ácido clorhídrico concentrado y so diazoa la solución, a 

52, con 1,1 g do NaH^, disueltos on 10 cc do H^O. A los 10 

minutos de terminada la adición dol nitrito, so agrega una 

solución do 6,4 g do acetato sódico en 30 cc do B^O. 5 minu­

tos dospuós de añado a gotas, agitando y a 53, una solución25.
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de 3,2 g de 4-hidroxi-7alfa-3-0-¿5'-mctil-2'-pirroil7-noviosi- 

loxi-8-mctil-cumarina en 40 ce de alcohol. So forma un preci­

pitado amarillo. Se prosigue la ggitación a 53 durante 3 horas 

y luego so extrae el precipitado en acetato de otilo, so lava 

5. sucesivamente con agua, con ácido clorhídrico 1-n y con agua, 

se soca la solución sobre sulfato sódico y so destila el disol­

vente en vacio. El producto, 3-bcncondiazo-4-hidroxi-7alfa- 

-3-0-^5'-mctil-2'-pirroll/-noviosiloxi-8-motil-cumarina, se 

cristaliza en benceno; punto de fusión, 174-1769.

10. 6,5 g do la 3-boncendiazo-4-hidroxi-7alfa-3-0-/5'-

-mctil-2'-pirroil/-noviosiloxi-8-motil-cumarina se disuelven 

en 40 ce do anhídrido acótico y 20 ce do piridina y so mantiene 
la solución a la temperatura ambiente durante 18 horas. Luego 

so descompone con agua el exceso do anhídrido acótico, so 

15. extrae con acetato de etilo la solución resultante y se lava 

la solución do acetato de otilo con HC1 1-n y con HgO,

Despuós do secar sobro sulfato sódico, so destila el disolven­

te en vacio. El residuo, 3-boncondiazo-4-hidroxi-7alfa-2- 

-0-acctil-3-0-/5'-motil-2'-pirroi]7-noviosiloxi-8-mctil- 

20. -cumarina, se cristaliza en isopropanol; punto de fusión, 

151-1538 (descomposición).

5,6 g do la 3-bonccndiazo-4-hidroxi-7alfa-2-0-acctil- 
-3-O-/5 ' -motil-2' -pirroiy-noviosiloxi-8-mctil-cumarina se 

disuelven en 250 ce do alcohol absoluto. So añado 1 g de 

25. carbón paladiado y se hidrogona la substancia. Se gastan
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7
410 oc de Hg (cantidad teórica, 400 ce). Despuós de filtrar, 

se evapora la solución hasta sequedad, so disuelve el residuo 

en acetato do etilo y se lava la solución con ácido clorhídrico 

0,5-n y con agua. Despuós de secar sobro sulfato sódico, 

se destila el disolvente on vacio. Quedan 5,3 g de una espuma 

do odor pardo amarillento, que es la 4-amino-4-hidroxi-7alfa-

-2-0-acotil-3-0-/5'-mctil-2'-pirroiiy-noviosiloxi-8-motil-

cumarina.

10. E J E M P L O  5.

Preparación do pastillas que contienen: 

N,N'-bis ^4-hidroxi-8-motil-7-¿4-0-metil-5,5? 

-dimotil-3-0-(5'-metil-2-pirroil)-alfa-L- 

15. -lixopirano siloxí/-2-oxo-2H-1-bonzopiran-

-3-il j-3-metil-2,4-pirroldicarboxamida 100 mg

Fosfato dicálcico 60 mg

Almidón de maíz 157 mg

Estoarato do magnesio 3 mg

320 mg,

So mezcla homogéneamente la substancia activa con el

fosfato dicálcico, el almidón do maíz y el ostearato magnósico, 

se pasa la mezcla por una máquina desmonuzadora y so forman 

trociscos en una máquina compresora de pastillas. So desmenu­

zan los trociscos hasta un tamaño de mallas apropiado (tamiz25.
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10.

15.

NS 16, correspondiente a una abertura do mallas do 1,19 mm apro­

ximadamente) y se mezcla bien. Con la mezcla completa se com­

primen pastillas del poso indicado.

E J E M P L O  6.

Preparación de ampollas:

So hace la preparación en ampollas doblos, do las quo una 

contieno ol medicamento seco y la otra contiene agua para 

inyección:

N,N'-bis ^4-hidroxi-8-motil-7-/?-0-motil-5,5- 

-dimotil-3-0-(5'-metil-2-pirroil)-alfa-L- 

-lixopiranoxiloxi7'--2-oxo-2H-1-bonzopiran- 
-3-il ̂ -3-mctil-2,4-pirroldicarboxamida 500 mg

So envasa en las ampollas compuesto activo de una ca­

lidad exenta de fibras, se cierran las ampollas y so esterilizan 

óstas a 125se durante 2 horas.

Inmediatamente antes del uso, se solubiliza ol polvo 
con la solución siguiente:

Agua para inyocción 5 ce.



E J E M P L O  7.

Preparación de cápsulas que contienen^

N,N' -bis 4-hidroxi-8-mctil-7-/4-0-metil--5,5- 

5. -dimctil-3-0-(5-mctil-2-pirroil)-elfa-L-

-lixopiranosiloxiy-2-oxo-2^^-1-benzopiran-

-3-ilJ-3-metil-2,4-pirroldicarboxamida 100 mg

Almidón de maíz 200 mg

Talco 10 mg
10. 310 mg

Se mezcla homogéneamente el compuesto activo con el 

almidón do maíz, se pasa la mezcla por una máquina deamenaza­

dora y so combina con el talco. So envasa la mezcla en cápsu- 

15. las do gelatina de cáscara dura, NS 1.
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N O T A

Hecha la descripción del prosento invento, so decla­

ran nuevas y de propia invención, las siguientes reivindica­

ciones:

1. Un procedimiento para producir una mezcla antibiótica, 

5. caracterizado por cultivarse el organismo Strcptomycos haze-

lionsis, en condiciones aerobias sumergidas, en un medio nutri­

cio acuoso que comprende fuentes de carbono orgánico y do 

nitrógeno y por rocuporarsc del caldo de fermentación una 

mezcla antibiótica.

10.
2. Un procedimiento como so dofino en la reivindicación 

1, caracterizado on que la mezcla antibiótica so recupera por 

oxtracción del caldo límpido y el crecimiento micclial con

un disolvente.

15. 3. Un procedimiento como se dofino on las reivindicacio­

nes 1 y 2, caracterizado en que el medio nutricio contiene 

complementariamente sales inorgánicas y el organismo se cul­

tiva por unos 2 a unos 8 días, hasta quo se imparto a dicho 

medio actividad antimicrobiana importante, dcspuós de lo cual
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se recupera del caldo de fermentación la mezcla antibiótica 

formada y so la sopara on sus componentes antibióticos.

4. Un procedimiento como so define on la reivindicación 

3, caracterizado en que so aísla, un antibiótico do la fórmula

CH^
CH„
i 3 0  0  i O H .

CIU .' ,0  , 0 ,- 0  i 3
; 3 0 - ! ; í ¡ ; 0 — 1 OCH^
-̂---- t

) , i  o \ ;

'-< ^ < j

Ü Í C H ^ _____ _
!' ¡i

-C O -N H - i .  i  

OH

C H 3 \¡
-i

i ' '
' OH H ! ^

0 !  '! OH t 0  .____ .
" Í  OH " !! i-

-co o - c - i !

H

 ̂ por distribución en contracorriente sobro sistemas múltiples 

do disolvente, que comprenden una capa do disolvente orgánico, 

que os q lo sumo ligeramente misciblc con el agua, y una capa 

acuosa, amortiguada a pH del orden do 6 aproximadamente a 9 

aproximadamente.

20. 5. Un procedimiento para la preparación do una substan­

cia antibiótica, caracterizado por hacerse reaccionar un com­

puesto do la fórmula



10.

15.

CHj
CH 0 !---- D  0-

CH.

ì  -t'oi ! !!
____  0) 0CR-

. 0 .,0

t! !

OH

R, J-C=0

H

donde R^ so toma del grupo constituido por alquilo, 

aralquilo, fonilo, fonilo substituido por alqui­

lo, y fonilo substituido por halógeno, y R^ so 

toma del grupo constituido por hidrógeno y 

metilo,

con un compuesto de la fòrmula

CH.

-cox
20. xoc-

KM
H

donde X se toma dol grupo constituido por ol 

cloro y ol bromo,

25. y, si se desea, por hacerse reaccionar con una baso farmáceu-



ticamente aceptable el producto asi obtenido.

6. Un procedimiento como se define en la reivindicación

5, caracterizado en que es motilo.

5. 7. Un procedimiento como so defino on la reivindicación

6, caracterizado on que ol material do partida do la fórmula XI, 

en el que R^ es un grupo metílico, so prepara por un procedi­

miento que comprendo las otapas dos

(a) hacer reaccionar 4-benciloxi-7alfa-(2,3y0-
10.

-carbonil)-noviosiloxi-8-metil-cumarina con haluro do magne- 

sio-2-notil-pirrol y descomponer el producto de la reacción 

con un ácido acuoso, para formar 4-benciloxi-7alfa-3-0-/F'- 
-mctil-2'-pirroi3/*-noviosiloxi-8-motil-cumarina,

(b) tratar esto último compuesto con hidrógeno, on pre- 
15.

sencia do un catalizador do hidrogonación, para formar 4-hidro- 

xi-7alfa-3-0-/5'-mctil-2'-pirroii^-noviosiloxi-8-motil-cumari- 

na,

(c) hacer reaccionar esto último compuesto con anilina 

diazoada, para formar 3-bonccndiazo-4-hidroxi-7alfa-3-0-/¡)' -
20.

-mctil-2' -pirroi3j7-noviosiloxi-8-mctil-cumarina,

(d) hacer reaccionar esto último compuesto con un 

agento acilante, para formar 3-benoendiazo-4-hidroxi-7alfa- 

-2-0-acil-3-0-/5'-nctil-2'-pirroüj? -noviosiloxi-8-metil-cuma- 

rina, y

25. (e) hacor reaccionar esto último compuesto con hidró
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g e n o ,  o n  p r e s e n c i a  de u n  c a t a l i z a d o r  d e h i d r o g c n a c i ó n ,  p a r a

o b t e n e r  3- a m i n o -4- h i d r o x i -7a l f a - 2- 0- a c i l - 3- 0- Z 5 ' - m o t i l - 2 ' -

- . p i r r o i l 7 - n o v i o s i l o x i - 8 - n o t i l - c m i a r i n a .

8 . Un p r o c e d i m i e n t o  com o s e  d e f i n e  e n  l a  r e i v i n d i c a c i ó n

5 , 7 ,  c a r a c t e r i z a d o  o n  q u e e l  g r u p o  a c i l o  o s  a c e t i l o .

9. Un procedimiento para producir una mezcla antibió-

t i c a .

S e g ú n  s o  d e s c r i b o  y  r e i v i n d i c a  e n  l a  p r e s e n t e  m e m o ria  

q u e c o n s t a  de 58  h o j a s ,  f o l i a d a s  y  e s c r i t a s  a  m á q u in a  p o r  u n a

10. s o l a  c a r a .

M a d r i d ,  a  1  0  JUN. 1965
p .  a . JAtME ¡SERM
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