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PATENTE
DE
INVENCION

por vUN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR UNA MEZCLA ANTIBIOTICA»®, a
favor de la firma suiza F., HOFFMANN-LA ROCHE & CO. LuGey
domiciliada en Basilea (Suiza).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Este dinvento se refiere a nuevos mtibid‘tioog Y & pro-
cedimientos para su preparacidén. Mds partioulsmments, el
invento se refiere a muevos entibidticos gque pueden producirge
por-medio de sultivos pertenccientes al génem S'&rep’comyoes.

5. El orgenismo que. pro duce los nuevos sntlbld“bicos de

este invento se llama Stropltomyces hazelionsis var. hezelionsis

nove sp. Egtc organisme sc 8i8ld de wna nuestra de terreno
obtanida en Matenc, Baspd, Cenada. En lo que slgwe sc le

designaréd como Stroptomyccs hazelionsig con finos do Brovodad, .

10. Un cultivo do Stroptomyecs hezelionsis ha gido dopositedo on la
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coleccidn de microorganismo del Departamento de Agriculbura
do los Estados Unidos, Divisidn dol Norto do Utilizacidn, Invos-
tigacién y desarrollo, Poo::-ia; Illinois; con bl nimero de rogis—
tro IMRRL 29308,

Tos nucvos antibidticos pucden preparhrs’o PoOr un proGe-

dimionto quc consiste en cultiver S‘-i;rciptorhyoos hakzeliondis en

condicloncs acrdbicas sumergidas ¥y on un madid hubriecio acuoso
gue comprende fucntos de carbono orgénico y de nitidgeno y en
recupcrar; gi d¢ desca, uwna mez cla, antibidtict del ecaldo do
formentacidn. | ...
Los antibidticos do cste invento sc han llemado sugordo-
nicinas y puecdon exprcsarse por modio de la fémwla general

giguientes
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. donde 1?1 y ?R2 go toman del grupo congtituido por

l'hiclrdgono, 2~pirroilo y B~motil~2~pirroilo y donde
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no més de wno de log gimbolos Ry ¥ R, es hidrdgons-
Antibidticos do cgte invento particwlammente intoresw

tog gon 108 roprosontados por le férmula goneral siguiente:
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donda Rl ¥y Rz go tomen del grupo congtituido por

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

no més Cc uno de los sfmbolos By y R, cs hidrdgono-

8¢ onticnde que log antoriorcs compucstos pucden formo:
salcs con bases apropiadag, y que cstas sales so hallen tambidn
dentro del dmbito del invento. Ejomplos de dichas salos son
la sal sddica; la sal potdaica, 1la sel amdnice o cualquior otra
gal de adiecidn de bage formacbuticamentc aceptablcs

Una ospocic proforida dentro del grupo represcntado pow
las fdmulas I y II entoriores os (11) 12 N,N'~bis[4~hidroxi-8~
netileTm/F~0-motil-5, 5~ainot il 3~0-(5'~metil-2'~pirroil }~alfo~
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-L—lixopiranosiloxgyl2—oxo~2Hrl-bonzopiran~3~i]¥k~3~motii—2,4—

~pirrolodicarboxemida.

Este compucsto ticne la fémule cstructurals
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Otros antibidticos dontro del dmbito del invento inclu~

yen log siguicnteg:
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11} -3-motil=2,4=pirrolodicarboxanida,
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= 311§ =40 '~ | 4=hi droxinB-motil~T fA-Ommotil=5 , 5-dimotil-3-0 (21~
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~11f = 3-motil~2, 4~pirrolodicarboxmmida
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Ir4~h1droxl—Semotll—7AfL04met11~5 o=dimotil—al farTw-
~Jixopirano xllox_:]- 2=0 xo-*ZH-l—‘b cnzopiron~ 3-:1:!}041\3 t {/Haldm b T
-8-mc‘b11-7[ ~0-~110%11-5, 5~0inotil=3-0 (2"~pirroil J-el forIm
~lixopiranosiloxi ~2—oxo»2H-1~benzop1runr3~1%} =~ neTiIm2 , 4~
~pirrolodicarboxenida.

Ios compucstos dc las fémulas III y .I entorioros pue-
don propararsc tambidn por via sintdtloca, hacicndo reaccioner

un compuesto do la fémmule
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donde RB g6 toma del grupo congtituicdo por alguilo,
aralquilo, fonilo, fonilo subsﬁituiao por alquilo,
v fonilo substituido por ha16geng, y 34 o) toma

del grupo constituido por hidrdgeno y metllo,
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con un compuesto de lg
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dondec X sc toma del grupo constituido por ol
cloro y 01l bromo,
¥, 51 go dogSca, hacicndo rcacdionar con una basc famacduticamon—
t¢ accptable ¢l producto asi obtonido.

El Stroptomyces hazclicnsgis cs un miembro acrdbio y

acrconiontc osporulantc del orden de loa Actinomycotalos y
iaor*bonocc al género Streptomyces tal como so describe en ol
Marmel de Bactoriologia Detorminativa de Borgey, 78 Ddicidn,
1957. Aunaue coste organismo puede considerarse relacionado con

el Streptomycas griscoflavus, roze No. 160, ol Stropiomyces

niveus NRRL 2446, ¢l Strcpitomyces sphoroides NRRL 2449, cl

Stroptomyces No. 58383, ol Stroptomyecs spirogriscus NRREL 2590

vy ¢l Streoptomycos griscus ATCC 12318, coxiston difcrencias mdg

que suficicentes ontre los organismos anteriores y ol Stroptony-

ces hazcliensis para cstablecer definitivemonto quo este Wltimo
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no sca de la nisna cspecic quo ninguno de aguellos. Las diferen-
cias de morfologfa, y dol color dc lag csporas son clarancnte

suficicntes pare diforenciar ol Stropbonyees hazcliensig do

todos loa Stroptonyces produstores de enbibidticos sogin los
criterios do clagificacidn do TeG. Pridham; C.%e Hossolbine
v ReG. Bonedilet, llicrobiologia Aplicada, g; 52—%9 (1958),
MUna gula para lo clagificacidn do Stroptoryccs sogun grupos
golceclonados®,

Otra diforcneiscidn concluycuto rédita cn la diferoncia

cntre Llos entibidticos preducidos por el Streptonyccs hazolich—

gis y la novobiocina producida por 1os orgenisnos antcs inctica-
dos.

Los cultivos de Stroptonyccs hazclionsig desarrollados
on nedios favorables, talos cono tonato-soje~agar, & 28°C duran-
te 2 & 10 dias, croccn con un nicolio adreo que por 1o goneral
cs blanco y so vuclve gris o griss pardusco con la csporulacidn.
Zn diversos ncdios ge foma un oxudado que va do incoloro hagte
anarillo, Las csporoforas on agar de Bonnett y asparagina-agar
gson principainontc rcetas hasta floxucsas y tomiinan & vooos
cn un gancho o bucle d&iplio o cn ospirales sucltas, abicrtas,
caractor{eticancnte &iplias (7 miergs de Gidnotro), conl & b
bucles y que son conmpletancntc irrogularce cn 1o foma y en 18
distaneia cntre los buclese. Las csporas son ovales hasta
ciliindricas y varfan do 1 & 3,2 nicras d¢ enchura por 1,4 & 2,4
nicras Qo longitud. Mo sc hen vieto cspiralcs bien.szmadas

cn 1os nedios do agar Czapek o levadure~naltbo-agar, pero oxis-
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tian powuciios gonchos o cspirales prinitivas. A veocos surgen
de un punto haste % ccporoforas, on forme dc cscoba. No oxis-
ton cspirales ¢gferoides, aprotadas o colpactas, 1o que difc-

rencla del Streptonyecs gphoroideg oulo ¢ultlvo. Aunque aparc-

cen elgunos racimos de ceporoforas, cetos no ostdn caractorie-
ticancnte rotorcidos on sacacorchos on la punta, como cn ol

cago Gol Strepbonyces nivous, Por ¢l conbrario, las ospiralcs

de una csporofora de Streptonyccs hazelionsis son mayores on
la punta, nds anchas y nds sucltas y so vuclven nds estrechas
v aprotadas, on ol punto do insorcidn 2 lds hifas.

Paré cotabloecr wna base do conparacidn dol Streptonyces

con los Streptonyccs conocidos desceritos on los nodios nitrogeno-
dos complojos cldeicog, asl como on los nedios definidos qufni-
canente (Prodhanm y Gottlichb, J. Bact. 36, 107—115 (1948); se
ugaron anbos tipos Co nedios. Los nedics y los procedinicntos

go adaptaron de los descritos antes por Prodhan y Gottliob:
Gottlich D.; Microbiclogia Aplicada 9, 55~65 (1961); Un nanual

de nétodos para cgtudio de cultivos puros dg bactorias, por la

Conigidn deo Téenica Ractorioldgica de la Socicdad do Bactorid~

logos Amoricanos, 1948; y por Vaksnmen, The dctinomyestos,

(Chrocine Botanica Co. 1950).
En agar dc Bemnett y de Czopck, todas las raszas de

Stroptonyees hoazclionsis orccen abundantomonte o 22, 28° v

3500, con mejor cgporulacidn & las tonpereturas nds altas.

Por otra parte, cl Strepionyces niveus y ol Stroptonycos
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Spheroidos creeen bicn o las tcuporatures nds bajas, poro de

ningun modo a 35°C. El Streponyecm Ne 160 y ol Stropbonyeos

spe I2 58383 tampoco erccen a 35°C.

Las respucstas do crocinionto dcl Strepbonyece haze~

dicneis con divorsos medios se doscribon nds abajo. Se indican
donominacioncs do color conumos, juutc con descripeioncs dol
Color Hermony Memual, 42 odicidn, Conbainer Corporation of
dneriea, Chicamo, I1lincis, 1958:

Sacarosa~nitrato~azar (sacaron do Ozapck): Buen cro-

cinicnto, perd ninguna csporulacidn; nicclo adrco de color
oreiogo (ontre natiz 2 ce ¥y gris chn, cscala d), Rovorso do
color pardo croma; pighonto cremoso (natiz aproximedencutc 2).

Glucoge~asparagina-asar: Crecinionto abundanto, ligero-

nente clevado, superficic lisa, nicclio adreo gris claro, con
csporas do color gris claro. Reveorso de color crcua palidos

ningin pigaonto soluble, Una raze nuestra dininubtas gotitas

claros do cxudadn g8l final do las gotrios.

Glucoso~agar nutritivos Croedinionto oscaso, plano,
corrgoso, con fucrbtos plicgucs dentro del agar. Crecindonto
adrco blanco, reverso do «olor crona oscuro, pignonto solublo
perduseo (nmatiz 4 no). EL Stroptounyecs spacroides do croci-
nicnto noderado sin ning'n pigmonto soluble, nicntras quo

el Strepboryecs niveus de bucn crecinionte ¥ pigoonto amarillo

soluble. Bl Streptonyces sp. N2 50383 da crecinionto abuie

dantc ¥ ningdn pigncnto solublc.



ul’].—

114067

Glucosa—nutrionte nés glicorol-agar; Crecinicnto abun~

dantc, plicguce nuy profundos on ol agar; supcrdicics arrugada
y agrictada. Micclio vegetativo de ecolor cancla claro, con
algunas gotas bastantc grandes do cxudado de color anarillo
5+« claro, Crecimicnto adreco parcialmontec blanco hagta pardo
grisdcco (chm. corea do gris 5 de), csporulado on ol 25% apro-~
xinadanonte. Roverso de color pardo cafd; pignento soluble
de color emarillo pardusco claro (metiz 3 ic) hasta pardo.
dagaer anidoxs Crecinicnto noderado hasta bueno, plenos

10. nicolio adrco do un gris modiano; roveorso do coior pardo crend
hasta pardo café oscuro. Pignonto soluble de color pardo roji-
zo (natiz 4-po-pg).

Pasta Cc tomato~harina do avena-agar: Crodinicnto denso,

con bucnho csporulacidn; algunas gotitas de cxudado. Micolio

15. adrco gris hasta parde grisdeco (chm corcanc a gris 5 fo).
Revorso de color oliva pardusco oscuro, con pignento soluble
de un color olivédeceo sucio.

Leche desnatada-agar: Creciniento del substrato bucno,

pagtoso, 1liso, sin ningdn nicelio adrco. Intonsa produccidn
20. do pilguento soluble de color pardo oscuro, pardo claro nds alla
Ge las ogtrias dec crocimionto (natiz 5 n-i y matiz 3 ic).

Peptong~hicrro-agars Unas pocas colonias solanontes

cono liso, pastosos, rogularmcnto cncrcspedo ¥y con cima do un
blaneco brillantc. IMicelio adrco do color crome osouro, con

25« la cima blanca. Pignentoe soluble do color pardo oseuro (natiz
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agar do Bonnctt: Crecinionto ehundente, nicclio adreo

4 I)l’l) "

grig, con osporag o un pardo grisdcco (rojiszo) y produceidn de
gotitas dc exudado de color anerillo pdlido. Reverso do color
parde anarilleonte; pignento solublc de color pardo-anarillo
claro (natiz 3 pe). Une sggunda raza no did ningdn oxudado,
nicntras que una btorcera did un cxudado enarillo cundicentoe,

quc hunedecid toda la suporficic do crociniento.

Trozog ¢e patatas Creciniconto parco al cabo de dog
sonanas, pero chncgrecinionto de la patata al cabo Ge cuatro

diag solancnbtc. Por otra parte, tanto cl Streptomyccs spheroi-

dog como ol Shreptonyces nivous dleron prinorementc crocinion-
40 parco, que POco & poed sc volvid nuy bueno, con csporula-
cidn de un blenco girdacco y decoloracidn pardusca de la pata-

ta. El Stroptoryyeos e 160 de crecimionto abundantc, muy

arrugado.

Trozos do zanshorig: Creoimicnto nuy bucho del subg-

trato, blancd guc sc vuclve gris ahmedo & gris agulado cuando

so esporula. Algin cxudado amarillo claro. El Streptonyccs
niveus dio orceinicnto moderado, con micelio adreo blanco,

niontras que ¢l Strepiomyccs sp~horoides no did ningin creci-

niento.

Actividad proteoliticas

(a) Gelatina: Unoe tubos triplicados sc inocularon con una

aguja y susponsidn dc osporas. antes do Juzgarlos, 108 tubos
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se nentuvicron duranto 1 hors a 3°G ¥ luego so volvigron a la
tonporatura anbionto. En 7 dias no hubo licucfaccidn, poquoiias
coloniag blancay on la suporficic, con pignento soluble de color
pardo osouro (notiz 2 pi-pl) immediatanontc debajo de las colo-
nias. A log 14 dfas, alredecor @ol 254 de licucfaceidn, bastan~
to erodimicnto cn la superficie, més algunas pellas sunergidas
on la porcidn licucfactas pignonto soluble do color pardo 0SCUIO.
Al cabo de 21 dfas, 100% de licucfaccidn, color de la gelatina
anarillo pardusco (natiz 2 pe), niontras que ol color do Ios

tubos de control cra natiz 1-1/2 aproxinoadancentc. Tanto ol

Streptonyees niveus como ol Stroptomyecs sphoroides denuestran
buon creciniento on golating, poro ninglin pignonto soluble. EL
princro Ga licwofaccidn parciel y ol scgundo licucfaccidn rdpida

(3 & 10 aias): EL Stroptonyces Ne 160 da licucfaceidn f&pida

y ningin pigaonto solublc. El Stroptonycos sp. N2 58383 da

nal ercoinicnto on gelatina y ninguna licuofaccidn.

(b) Lgcho: @n 2 dfas, todas las cinoo rezas do Siroptonyees

hazolionsis onsayadas dicron una ligera cutficula do creecimionto
supcrficial, do cclor cranoso; ningune coagulecidén ni peptoni-
zacidng pH con oloctrods de vidrio, ¢l nisno que ol de los
tubos de control, 6,0 a 6,2.

A los 7 afas, todas dan cutfculas do crocimionto suporfi-
cial con buona fimeza ¥ e0lor cronoso hasta pardo claro. Anillo
pardo on 1a parcd dol tubo; pigionto soluble de color amarillo

crona hasgte anarenjado claro. Una razo nuestra ligora pepitoni-
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zacidn; coscala Ge pH, 5,3 a 5,7 (pH do control,, 5,7 a 6,1).

4l osbo de 14 afas, bucn crociniento suporficial, poxo
ninguna esporulacidn; rnicclio adreo corrcoso, de color crana
raado a pardo claro o 1ila; no hay coagulacidn, pero si ligora
popltonizacidn. Color anaranjado croucsc (matiz 4 ca~on), on la
Poreidn no peptonizada; pH 5,2 & 5,% (pH Ac control, 5,6).

Bl Stroptonyccs I8 160 da coagulacidn intensa ¢ intensa

.

peptonizacidn do 1la loche.

dctividad do nitrato-reductasas

(a) gaido orzdnico: Bucn crecimiento a los 14 dfas, cutd-

cula blonee grucse; pigacnto soluble de color anerillo oscuro,
Ligoera produccidn de nitritio, que sc vuelve intonsa al cabo do
21 dfas; crocinicnto supcrficiel denso, que cnpicza a csporular
¥ o8 grisgéceo.

(b) Caldo inorgdnico: Crocinionto ligero, Sin ninguna roduc—

cidén durantc 14 dfias; buen crccinicnts suporficial a los 21
dias, poro sin produccidn de nitrito, y cl nitrato cstd todavia
prescente. Snith y colaboradores, on "la Streptonivicina, un nue-

vo antibidtico”, .intib. ond Chemother. §, 135-142 (1956),

hallen quo el Stropbtonycos niveus no da ninguno reduceidn de
nitrato an caldo de nitrato, fanto sintético cono nutricios;

cl Stroptonyecs spheroides da solanontc unaniyia reduccidn do

nitrato-agar a nitrito on 4 dfas, nientras que ol Stroptonyees

Spe 2 58333 do produeceidn deo nitrito fucrtononte positiva,

Procduccidn dc sulfuro dc hidrdgonos Al cabo de 21 hores, los
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clivajes nmostraron crecinionto

067

nuy tonue, pero inteneo desarro-

s

P

Ilo de HoS; a los 14 dias, coloniaos de aspecto brillanto; cl
color azgul oscuro del nedio vird a pardo oscuro.

Tirosina~agars Todes las 5 razas son positives a la tirosinasa,

con ligerc crecinionto on 14 dlas, micclio adreo blanco, rover-
g0 blanco; ningn pignento al cabo de 7 dfasg, pero & los 14
dfas ol pignonto es do color gris beige, natiz 4 cd=ge (notiz
de control, I=1/2 @b).

Utilizacidn de carbonos So utilizan xilosa, arabinosa, ramnosa,

glucosa, fructosa, sacerosa, lactosa, rafinosa (&), inositol,
cclobiosa, trohalosa, citrato, maleato ¥ succinoto. No sc ubi-
lizan la inulina, la naltosa, cl nanitol, ol sorblitol, ol
acctato, ol formiato, ¢l oxalato y ¢l tartrato.

Debe observarse que scha conprobado que ol Strephonyces

niveus y ol Streptomyces shperoides utilizan la inuline, 12
naltosa, ol manitol y ¢l gorbitol, on contrasto con ol Stropto-

riyecs hagel-icnsisg, nicntras que no crocioron on nedios de

citrato o succinato cn pruchbas parelclas en log que ol Strophbo-

nyces hazoliensig crocid. Tl Stroptoiycos nivousg utbiliza ol

fomiato, ¢l oxalato, ol tartrato y cl citrato sddica.

Utilizacidn de nitrdecno: Sc utilize T (+)-arginina, No sc

utilizan 1o notionina, la sarcosing, la creatine, ol deido
rino=igobutirico, la tourine ni la botaina.

Propicdades sntogonistas: Produco losg antibidticos do sugordo-

nicing, poro no o ha conprobado queproduzed novobiocina on
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ningdn cago., Tento ol Stroptonyccs sphorcides como ol Strepho-

irees niveug producon novoblocina, poro no entibidticos de sugor-

donicine, ain on nedios on quo cl Strceptonyces hazclicngis da

golancnto antibidticos do sugordeonicing.

En rosuicn, cl Streptonyces hezclicnsig difiocre norfeld-

glcancnte tanto dol Streptomyces nivous coro del Streplonycesg
Sphoroides cn su carcncia de bucles robtorcidos on sacacorchos,

progentos on las puntas de lag osporoforas (Stroptonyecs niveus)

7 ou carcnela de cospiralos csfeoroides gprotadas y coopactas,

tipicas dol Stroptomyces spheoroidog.

Micntras que el Streptonyces niveus v ¢l Streplbonycces

spheroides cavean nuy pronto un agrictanmicnto y resqucbraja~
nicnto ecaractoristicos de los nedios deo agar nutricios, cl

Strepltonyeces hazeliconsisg por lo gouoral no los producc. El

Stroptonyces nivous produce con frocucncia un pignentc solu~

ble on diversos nodios de agar, niontras que ol Streplomyces
sphoroidss ho o8 generaliionte un productor de pigiento. El
Streptomyccs hazelioneis, por otra partc, no producce on genoral

plgionto, aln nenos quo ol Shroptomyccs nivoud.

Tarnbidn so ha doscubicrio que la composicidn de los

nedios on que se culbtiva ol Stroptonyces hazelicnsig afecte

nareadancnto: (A) a la cantided de entibidtico produeida,
(b) a 1la répidoz de fomacidn dol antibidtico, y (¢} & le clasc
do nezola de antibidtico cn cl caldo.

La potencia de logs caldos formentados produeldos on
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frascos o depdsitos sc deotormine por ¢l ndtodc usual de difu-

gidn do agor on copa y placa, crplcondo Shaphyloeoccus aurous

corio organieno do cnseyo. (D.Ce GIOVC ¥ Wedo ledall; Mdtodes

de énsayo de antibidticos®, Manucl para Laboratorio, Medical
5 Encyclopodia Inc., Nuova York 1955, péginas 7 a 16).

So asignd arbitrariancntc wna unidad do actividad a 1o
centidad de antibidtico quc, disuclita cn 1 cc do tampdn @evuonn
pro dujo una zona de inhibicidn de 18 mm de didmetro on 1a
placa do cnsayo. Los propics cilindros ticncn 8 rn de didne-

10. tro, El antividdico pureo III tienc un valor do referencis
do 5500 unidades/fag.

Los gisantes verdos o amerillos hondidos constituyen
una fuonto superior de nitrdgenc. La harine de heba de soja,
los grancs desccedos de los cegtiladores do nais, con solubles,

15, 15 harina de senilla de algoddn, la hamina do protoina do coen,
18 harins dc acoitede linaze y los solubles de fomontacidn .
do naiz desocados; con grono (Soliuforn) dicron todos rendinile:-
t0g rogulares hasta busnos, que fucron por lo genorel inforioe
rcg, sin onbargo, 2 los nedios gquo contonian guisentos. T

20, adicidn e los guisentcs de voqueilas cantidadss de svliato
ferrosos, cconizo de hucsos o sdlidos desccados de noccracidn
de naiz (cornstocp) noaumentaron 1los rondinicntesde entibid-—
$ico; poro la presencia de Cal0y y I{2HPO 4 aié por resultado
un amonto en los rondinicntos de entibidticos,

25. Ia adicidn dec wn hidrato de carbono a lag fuontes @ ~iuxly
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los de nitrdgeno complojo tuvo cfoctos variables; cicrbos hidrom

t0s de carbono rosultoron nocivos para la produceidn de entibid-
tico. Con alguncs otros hidratos do oarbono; la proporcidn de
carbone a nitrdgeno cn ¢l nmedio debe econtrolarse si sc quicrc
obtoner un bucn rendinicnto de antibidtico. La adioidn; a un
nedio de guisantes emarillos, de niveles do 0;257'5 dc selcs sddi-
cas de fdcidos orgdnicos causé on todos Ics casos de inhibicidn
de la produceidn do anbibidtico. En cato cxporimonto sc usé

un nedio basal que contonla 3% de guisantos hondidos anarillos,
oHFO 4
El cfocto de la adicidn de hidrato de carbono cn la

produceidn do antibidtico pucde versc on la table que Se¢ cxponc
abajo, cn la cual cl nedio basal contonfa 2% do gulsantcs hendi~

dos antrillcs,

JEBLA T
Jicidn @l nedio bassl Unidades do S.surcus/cc de
caldo corploto cn 7 dfas.

1¥ do alniddn do noiz (control) 180

15 de manitol 120

% dc gliceoxol 50

2o de glicorol vegtiglos

15t de naliosa 55

155 de arabinosa )

1% do raanosa 12

1% de lactosa 18

1% de inositol 3



In los cxperinentos siguientes, roscfiados on la Tabla 2,

cstdn presontes 0,15 do Cat0y y 0,1% de K PO, ‘adonds de
. T

% dc guisantes hondidos anarillos, para fomar ¢l nodio basel.
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Ldicidn al medio basal Unidades de S,Aureus/ Dia de rendi-

cc de caldo completo miento méximo

1,0% de almidén de maiz

(control) 590 7
D,5% de almidén de maiw 310 6
2,0% de a2lmiddén de maiz 400 7
1% de glucosa 230 7
2% de glucosa 25 T
1% de azucar moreno 100 7
2: de azlcar moreno 0 7
1% de dextrina 360 7
24 de dextrina 290 5
1% de xilosa 0 7

Efecto de los elementos minerales: Ya se ha sefialado antes

que la adicidn de 0,15 de caco3 y KQHPO da por resultado

4

la produccidn de mayores rendimientos de antibidticos, Si se
omiten tanto el Ca003 como el KéHPO4 0 se aumentan las concen—
traciones de uno o de ambos hasta el nivel de 0,5%, se originan
descensos agudos en ¢l rendimiento de antibidbico. Asimismo;

la adicidn de councentraciones de 0,3% de NaCl o de (NH4)QSO4

disminuye agudamente el rendimiento de antibidticos.
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Generalmente se emplean agentes antiespumosos para
controlar la formacidn de espuma que se origine durante las
largzas permanencias en el fermentador. Se comprobd que puede
usarse cualquier aceite, de una variedad de aceites vegetales
como el de cartamo, el ds semilla de algoddén, el de sésamo,
el de coco y el de soja, o de aceites animales, como lardo,
dcido oldico, etec,, sin que decrezca el rendimiento de antibid-
tico., Tampoco disminuyeron ei rendimiento de antibidticos los
antiespumantes de silicona,

' En la tabla que sigue se¢ compara el rendimiento de anti-

bidtico obtenido en los mismos medios con el Streptomyces haze-

liensisg, el Streptomyces niveus y el Streptomyvces spheroides.

Debe observarse que ninguna de las zonas de inhibicidn produci-

dag por los medios activos de Streptomyces niveus y Streptomy-

ces sphoroides cra clara o aguda, miontras que las zonas produci-

das por el Streptomyces hagelicnsis eran muy claras y agudas.

Egtas difercncias de aspecto do las zonas de inhibicidn sirven

también pera diferenciar las sugordomicinas de la novobiocina.
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JTABTLA 3
Unidades en placa de Staphylococcus
aureus/cc,
4 dia b dias

Composicidn del medio, on % Strep, Sircp, OSbrep. oOLICp. obrep.

hazeli niveus spheroi hazeli niveus

ensis des ensis
2 do gulsantcs hendidos; 1 al-
middn de maiz, 0,1 de CaCly ¥
0,1 de K HPO, 69 50 47 320 53
4 de licor de maccracidn do 0 0 0 0 vosti-
maiz, 5 de glucosa, 0,05 dc g108
Mg50,./H,0
2 de harina dc soja, 2 dc azi-
car morcno, 0,25 de sdlidos
desceados de maccracidn de maiz
¥ 051 do K0P, vesti~ O 0 13 0

glios

2 de solubles decsccados dc des-
tiladores (Soludri), 2 de gluco-
sa, 0,1 do KoHPO, y 0.1 do Cat0y O 54 37 0 69
2,5 dc Pharmamodial y 2,5 dc aglu-
cosa 0 48 10 0 3
2 6c Fermamin02 tipo III, 1 dc
almiaddn, 0,1 dc K2HPO4 y 0.05
de MgS0, 8 19 0 6
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"Pharmemedia os un material do la Traders Oil Mill Go., de
Port Worth, Tojas, a basc de¢ harina de scmilla dc algodén,

cuc conticnc 56% de protcina y 2450 de hidratos do carbono

2Fermamine cs un hidrolizado de protcina cnzimdtica de la

Shefficld Chemical Co,, dc¢ Norwich, N.,Y,

In congccucncia, una modalidad preferida para producir

una mezcla de sugordomicinas por el cultivo de Stroptompces

pazéliensis tal como sc ha definido antos consiste cn cmplear
guisentce hendidos como fucnitc tanto dec carbono como dec nitrd-
geno,  QOptativamente, y cllo cs proferible, ¢l wultivo sc
cfectua en proscncla de un 0,05 a un 3%, preforiblcmente un
0, 1%, dc CaCO3; do un 0,01 & wn 0,5%, procferiblcmonte un 0, 1%
dc EgHPO,; ¥ do un 0,1 & un 3%, prcforibleomente de un 1 a un 24
de un hidrato dc carbono, por cjemplo un almidén o cualquicra
de los azicarcs rcsciiados cn la pdgine 13, lincas 1 a 3, El
cultivo sc lleva a cabo proforcntementc durante unos 3 a unos 8
dias, con un volumen d¢ aireacidn de unos 0;5 a unos 10 cfm,
por 50 galones do mcdio y & temporatura dc unos 202C = unos
352C, ILa mezcla de antibidtico puede lucgo aislarsc del caldo
de fermentacién resultantes,

La mezcla de antibidticos pucde aislarsc del caldo de
foermentacidén por diversas técnicas., Une consiste cn acidifi-
car ¢l caldo (profcrcntemente con dcido fosférioo; aunque cabe

cmplear otros dcidos mincrales, por ¢jomplo HCL, H2804, ete. )
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a pH del orden de 2 aproximadamentc a 7 aproximadamente de
D ¥

2

prefeorencia o pH de 4 aproximadamentc & 4,5 aproximadamonte., Se
afiade lucgo, si sc quiere, un material filtrante, por ejemplo
una ticrra de diatomdccas, un sc filtre ¢l caldo acidificado
La torta deo filtro asi obtenids e suspocndc cn un disolvente
orgénico, por cjcmplo un alcanol infcrior como ¢l metanocl, cl
ctanol, el butanol, ¢l isobutanol, cte., acctona, metilisobu-
tilcctona, acctato dc butilo o mezelas de cstos disolventes,
por cjemplo acctona/clorurc dc metilono, metanol/benccno, ete,,
con prcfercneia por ¢l butanol, ILucgo sc filtra o contrifuga
la lechada resultante y sc neutralize el filtrado o extracto
limpido con un &lecali, por ejemplo solucidn de hidrédxido sédico
al 50%, hasta pH do 6 aproximadementc a 7 aproximadamontc, y se
¢limina ¢l disolvente, por cjomplo bajo presidn reducida y a
tcuperatura inferior a unos 502C,; para formar un concentrado,
por cjomplo hasta una conccntracidn de 1/40 aproximadamente del
volumen oviginal., Tuego sc¢ mezela este concentrado con wn
disolvente orgdnico no polar, por cjemplo un disolventc hidro-
carburo o wn éter, como ¢l ¢tor de petrdleo de punto de ebulli-
cidén 60-~909C, beneeno, hoxano, penteno, étor dietilico, ote.,
lo que hace quc la mezela bruta de antibidtico sc precipita cn
forma de su sal sbédica o de una mezcla de su sal sddica y la
forma 1ibrc, en cuyo cstado es fécil do recupcrar, por cjomplo
mediante scdimentacidn, filtracidn, contrifugescibn, cte,

Otro nétodo que pucde usarsc pera aislar del caldo de
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formentacidn ¢l antibidtico bruto cs soparar por filtracidn
las células, acidificar el filtrado con un 4cido mineral hasta
pH de 1 aproximadamentc a 7 aproximadementc y luego poncr en
contacto el filtrado acidificcodo con un disolventc inmiscible
5. ¢n agua, como ¢l butanol, ¢l acctato de butilo, el acctato, el
éter, ¢l cloroformo, la mctilisobutilcctona, cte. Despuds de
separar la capa acuosd, s¢ elimina ¢l disolvente inmiscible en
agua, para que quede la mezcla brute de antibidtico, o, altorna-
tivamente, puede pasarsc la solucidn de disolvente inmiscible en
10. agua por un adsorbente (por cjemplo, una resina cambiadora de
ioncs, como Zco-Karb H, Dowex-50 W, Amberlite IRC-Bo; Amberlitc
IR-4, Amberlite IR-100, Ionac A-300, cloruro dc Dowcx—i, base
Dowex~1, formiato de Dowex-1, etc., a carbén activado, ete.),
para adsorboer la mezcle antibidtica, que lucgo sc sopara del
15. adsorbentc por clucién com un disolvonte tal como ¢l metanol,
Las células que sc han soparado por filtracidn sc oxtracn
lucgo con un disolventc orgdmico, como un alcanol inforior,
por c¢jomplo metanol, ctanol, butanol, isobutanol, otc.; accto-
na; acctato do butilo; acotona-cloruro de motileno; metilisobu~
20. +tilcctona; metanol-bencono; cte., A continuacién sc climina
¢l disolventc, dejando la mezmcla bruta de antibidtico, que
entonces pucde combinarse con la mezela de antibidtico obtenide
del filtrado anterior,
La sal sddica bruta de la mezcla de antibidtico obtenida

25. antes o el antibidtico dcido bruto sc purifican suspendicndo



De

10.

15.

20.

25,

- 32 -

314067

la mczcla dc antibidtico en acetona y tratdndola con deido
mineral (por cjomplo, HC1l) suficientc para dar un pH Acido,
por ejemplo un pH de 2 aprqximadamente a 6 aproximedamente y,
de prefercneiz, un pH de 4,0 aproximadamentc. Se separa por
Ciltracidn el meterial insoluble y sc lava con un poco de
ecetona la torta del filtro, =1 filtrado y las lavazas, com-
binados, s¢ cvaporen cn vacio para formar un concentrado, por
ejemplo hasta 1/6 aproximadementc del volumen original, y so
afiadc este concentrado & agua y beneeno, 1o que proporciona
una suspensidn de meteria sdélida cn las dos fases liguidas.

Se scpare por filtracidn esta suspensidn, que es la mezcla
libre de entibidtico &dcido, se suspende el precipitado en meta~
nol celientc y sc cenfria la suspensidn metandlica. Por filtra~
cidn, sc scpara cl sélido. Este constituye la mezcla purifi-
cada de antibidtico decido libre,

La nmezcla bruta de antibidtico puede purificarse tambidn
preperando su sal bencilaminica., Ta mezcla do antibidtico
aislade antes puede disolvemsc en un disolvente orgénico, por
cjouplo n-butanol, aceteto dc n-butilo, dter, acctato de etilo,
¢te., v tratarse con un cxcceo de bencilamina, ILa sal bencila-
ninica de 1la mezcla de antibidtico sc precipita y muchas de las
impurczas contenidas cn la mezela bruta de antibidtico quedan
en el disolvente orgdnico, Se separa por filiracidn la sal
bencilamfnica precipitada v sc obbienen los antibidticos libres

separdndolos do la sal bencilaminica por tratamiento con un
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4dcido mineral acuose, por cjomplo dcido clorhidrico acuoso,
seguido por extraccidn de la mezcla antibidtica libre, aparte
del sistome acuoso, por ¢l uso de un disolventce orgénico inmis--
cible o solo ligeramente nmiscible con el agua, como acctato de
n-butilo, n-butanol, étcr, acetato de etilo, etc, Iuego se
eclimina el disolvente inmiscible y se vuelve a precipitar ¢l
residuo, por cjemplo cn una mezela caliente de metanol-benceno,

Sc han empleado otras aminas con la intencidn dec puri-
ficar la mozcla de antibidtico, poro solo la sal bencilaminica
ha resultado plehamente satisfactoria, Entre las otras bascs
gque no son satisfactorias figuren el hidrdxido cdlcico, la
procaina, la ctilendiamine, 1~ dictonolamina, la monoctanolamina,
la N,N'-dibenciletilendiamina, la dimetiletanolamina, la hidroxi-
ctiletilondiamina, la diisobutilamina y la furfurilemina,

Ia mezcla brute de antibidtlco puede purificarse también
distribuycndo le mezcla brute entre un disolvente orgdnico
(por ejemplo, acctato de butilo, éter o mezclas de cloroformo
¢ isopropemol, ctc.) y una solucidn tempdn acuosa, amortiguade
hasta pH de 6,8 aproximadamente a 11 aproximadamente. La mezcla
antibidtieca se halla cn la solucidén tempén acuosa, de la que
puede aislarse por acidificacidén (por ejemplo, con uﬁ dcido
mineral como el HCl, el H2804, etec) hasta pH de 2 aproximada-
mente a 5 aproximadamento; la suspensidn resultante sc cxtrae
con un disolvente orgdnico inmiscible o solo ligeramcntc mis-

cible con ¢l agua (por cjemplo, hubutanol,‘acotato de n~butilo,
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éter, acctato de etilo, ote.,) ¥ sc recupera el disolvente orgéd-
nico, por ejemplo ncdiente evaporacidén del disolvente, la
aczela de antibidtico deida purificada,

La mezela de emtibidtico anterior, purificada por cual-
guicrs de las tdénicas gue se han expuesto, puede lucgo separar-
¢ en sus antibidticos componentes, de preferencia por el uso
de un sistema de distribucidén en contracorricnte, por ejemplo
un gistoma de distribucidén en contracorriente Craig, El disol-
ventc orgdnico es un disolvente orgénico inmiscible o solo
ligoremente miscible con el agua, per cjemplo n~butbancl, accta~
to de n-butilo, dter, acctato dc ctilo, cloroformo-~isopropancl,
ete, Ta fasc acuosa cs aguc amortiguada hasta pH del orden
de 6 aproximademcnte o 9 aproximedamente, y de prefercncia
8 aproxinadamcnte a 8,9 aproximademente, Los amortiguadores
que puedcn emplearse son los que s¢ usan corrientementc para
egtc fin, teles como los amortiguadores de fosfato y borato,

Tos compuestos do la férmula II, que son intermcdiarios
dtilcs on la vie pera la preparacién sintdtice de sugordomici-
nag ol como aqui se han definido, pucden prepararse conforme

al csquena rzaccional siguiento:
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En cl csquoma reaccional anterior, los grupos R3 v R

4
ticnen el misao significade que se ha expuesto precedentementc.

El procedimiento Ieprescntado cn el csquema reaccional

anterior puede cfcetuarsc procediendo, por c¢jemplo, asi:

(2) Se hace reaccioner 4-beneiloxi-Talfa-(2,3-0-
-carbonil)-~noviosiloxi~-beta-metil~cumerina (XIII) con un rcacti-
vo Grignard de 2-metil-pirrol, cs decir un haluro de 2-mctil-
~plrrol-magnesio, de prefercncia ¢l bromuro, y descomponicndo
ol producto de la reaccidn en una solucidn dcidoasuocsa, por ejem-—
plo solucidn acuosa de dcido mincral tal como dcido clorhidrico
diluido, pare formar 4-boneiloxi-Talfa-3-0-/5'-netil-2'-pirroil/-

~noviosiloxi~O-netil—-cunarina,

(b) Se treta este compuesto con hidrégeno, en presencia
de un catalizador dec hidrogenacidn, por ejemplo carbén paladiado,
ste., para former 4-hidroxi-7alfa-3-G/5'-metil-2'-pirroil/-novio-

goloxi-O~netil-cunarinea,

(c) Sc trate catc compucsto con anilina diaszoada, para
fornar 3-bencendiazo-4~hidroxi-7alfa-3-6/5'~metil-2'~pirroil/-

~noviogiloxi-8-metil-cunarina,

(d) Sc trata la 3-bencendiazo-4-hidroxi~7alfa—3=0-/51-
~netil-2'-pirroil/~noviosiloxi~8-netil~cunarine con un agente
acilante, es decir, un agentc acilante provisto del grupo R3G~

(dondc BB tienc el significado expuesto antes), por cjemplo anhi-
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drido @edtico en piridina, para formar 3-bencondiazo-i-hidroxi-
~Talfa-2,0-a011~3~0~/5 ! —netil-2' ~pirroil7-noviosiloxi~8-netil-
—-cumarina. Otro agentes acilantcs que pucden usarsc para

formar cste compucsto incluyen los holuros de acilo, por ¢jem—

plo ¢l cloruro dc acctilo, -wte,

(c) So trate lucgo la 3-~boncondiazo~d-hidroxi~Talfa-
~2-~0~8¢11-3~0~/5 " ~motil-2' ~pirroil/-noviosiloxi-8~netil~cumari~
na con hidrégeno, cn presencia de un catalizador de hidrogena-
cidn, por cjomplo carbén paladiado, para formar 3~amino-4-
~hidroxi-7alfa-2-0~acil=3-0-/5"'-nctil-2'~pirroil/-noviosiloxi-

~8-netil~cumarina,

in una modalidad preferida del invento la reaccidn de
los compucstos de la féwmwulsa XI con los compucstos de la férmu~
la XIT so efectue hacicndo reacciongr una 3-anino=4dehidroxie~
-7a1fa~2~0~aoil~3~01£?'wmetil—z'~pirroi%7—noviosiloxi-8-motil—
~cumaring, dondc Yacil® es cl grupo RBd antcs moncionado con
R3 rcproesentado tel como s¢ ha dcfinido antes, con un 2,4~dihalo-
—-carbonil-3-nctil-pirrol, condc "halo" ¢s cloro o bromo, para
dar ¢l compucsto de le férnula III.

Los antibidticos de cstc invento sc carccterizan por

tenor gran actividad contra cl Staphylococcus aurcus, Complemncn-—

tariamentc, cstos antibidticos son activos contra una dmplia
gana dc bacterias grompositivas y bactcrias grommegativas,

por e¢jomplo contra cl Acrobactor 2crogencs, cl Mycobacteriun
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phled, ¢l Protous vulgeris, la Sarcina lutea PCI-1001, cte,

Bn consccucnciz, log antibidticos de cste invento son
dtilces on ¢l tratanicnto dc las infoceciones bacterianas, por

cjonplo las causadas por ol Staphylococcus aurcus, Altcrna-

tivamente, la nezela purificads de antibidtico pucde userse
terapiuticencnte como t2l,

Los conpuostos dec cste invento pucden usarsc como medi-
camentos ¢n forma do preparados farmacdutices que contengan
los conpucstos, o sus selcs, con nescla conh un vchiculo farma-
céutico orgdnico o inorginico, sélido o liquido, apto para
adninistracidn cntérica (por cjomplo, oral) o parcntérica, Para
conponcer los preparados pucden cuplearsc substancias quc no reac-
cioncn con los compucstos, talcs como agua, gelatina, lactosa,
alnidoncs, cetearato dc nagnesio, talco, accites vegetales,
gonas, polialquilenglicoles, jalca de potrdlco o cualquicr otro
vchiculo conocido que sc usc pard la preperacidn de medicamcn-
tos, Los preparados farmacluticos puedc fencer forma sélide,
por ocjcmplo de pastillas, groageas, supositorios o cépsulas, o
biocn forma 1liquida, por cjcmplo do solucioncs, cmulsioncs o sus-
pensiones, Si sc desca, pucden ostar esterilizados y/o conto-
ner substancias cocdyuventes, tales como agentes de prescrva-
cidn, agentes estabilizadorces, agentos humcctantcs o crmlgens
tce, salcs para variar la preeidn osmética o amortiguadorcs.,
Asinismo pucden contencr, on combinacidén, otras substancias de

valor terapcitico,.
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El invento sc comprenderd mcjor considorando los cjonplos
que sigucn, log cualcs s¢ dan unicamcnte con fines ilustrativos

¥ no implican limitc para cl invento.

EJEMPLO 1,

Sc alancena Streptoryces hazelionsis on forme de

ceporos cn frascos nedicinales, ya sca on tomate~harina de
avena-agar, ya sca cn forma liofilizada, os doelr, csporas
liofilizadas en 10% dc albimina de buey o 10% de leche desnatada,
So inocula una sugpcnsidn acuosa dc csporas cn un frasco sacu-
didor de 6 litros, que contivnc 3 litros de medio compucsto QC
1% dc guisentcs hendidos molidos, 1% dc almiddn de meiz, 0,1%
do Oa003, 0,1% de K2HPO4 y 0,1% de accitc dc lardo y sc incuba
a 282C, durantc 3 a 5 dias, en un sacudidor giratorio, a 200
r,.p.n,, hasta quo s¢ ha producido un bucn desarrollo, La
incubacidn sc cfectlda on cquipo quec proporciona la aircacidn
dcl ncdio, tal conmo 1 frasco sacudidor antorior o un frasco
burbujcador aircade., EI1 crccimicnto vegetativo obtenido sc
inocula ¢n un fcrmentador dec 100 geloncs que conticne 60 galo-
ncs do un medio compuosto de 3% do guisantos hendidos, 0, 1% )

de GaCO3, 0,1% dc K HPO 0,03% dc pasta dc silicona (pasta

4_7
Dow~Corning Siliconc A) y 0,1% de accitc de lardo. BEn altor-
nativa, pucdon cmplearsc lgualrcnte bicn 60 galones dcl nedio

quc sc ha descrito antes. Sc¢ montionc ol fernentador a 28eC
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durente 3 o 4 dlas con un promedio d¢ circulacidn dc airc de

8 pics cdbicos por minuto. Durante este ticmpo la viscosidad
aumenta narecadenentc y ¢l pH baja hasta 5,9-6,6. 8¢ transfie-
rc lucgo ¢l creciricnto antorior a un fernentador dc 9000 galo—
ncs quc conticne 60C0 galonocs de medio esterilizedo, compucesto
dc 3¢ ac guisantos hondidos molidos, 0,15 dco 0aC0y, 0,1% do
KZHPO4 vy 0,03 a ¢,05% de¢ Dow-Corning Siliconc A, suspoendido

on 0,1% dc zecite de heba de soja., 8o dcja que la fornentoa-

cién sc desarrollc a 289C por 5 o 8 dlas, scgidn ¢l cnsayo

o’

ioldgico in vitro. So nmanticnc la aircacidén ol promcdio do

25 pice cibicos de airc por minuto durante les primeras 24 ho-—
ras, lucgo 100 pics cubicos por minubto durantc 24 a 72 horas
y 150 pics ctbicos por nminuto durante 72 a 168 horas, Al cosc-
char, sc acidifica todo ¢l caldo a pH 3,9 por adicidn dc dcido
fosférico siruposo al 854, scguido por 1650 libras de un nmato-
rial filtrentc do diatondccas, y sc filtra ¢l caldo acidificado.
La torta dcl filtro sc afiadu a 2000 galones de n-butanol, agi-
tando vigorosancntc. Sc dcja la lechads butandlica cn reposo
durente la nocho, sin agitacidn, y luego se¢ la centrifuga, El
cxtracto butandlico limpido sc noutraliza o pH 7 aproximedancn—
te con 1482 cc de solucibn de NaOH 2l 50% y lucgo se lc somete
a cvaporacidon instanténca bajo presidén reducide y tenperatura
inferior a 508C, hastae un volunen dc 50 galoncs,

8¢ ofiadc estc concentrado a 250 galoncs de éter de

petréleo (Gc punto de cbullicidén 60-90¢) endrgicancnte agitado,



con 1o quo sc scpara un preclnitado de la sal sédica bruta de
la mezcla antibidtica, H#sta s2l sbdica bruta estéd constituida
probablonentc por una mezcla do las formas 4cide y parcialmento
ncutralizada de los diversos couponcntes de la nczela antibid-
5. tica. Se aisla por centrifugescidn la sal sbédice brute y luego

se la scea,

BJEUPLO 2,

Purificacidn dec la sal sédica bruta

10,
(a) Por distribucién cntrc disolvente y teuponcs

Sc suspenden en 1 litro de metanol 50 g de la sal sédica
bruta anterior y se agita durante 30 minutos, Lucgo sc separa
por filtracidn cl material insoluble y se concentra ¢l filtrado

15 ¢n vacio hasta obtencr un'jarabo Gspeso, 8¢ suspende ol jarabe
cgpeso en 25 ce de metanol y 625 cc do 4cido clorhidrico 0, 1-n,
Sc cxtrac csta suspensidn, por tres veces, con porciones de
1,5 litros de dter, y los cxtractos etéreos combinados, que
totelizen 4,24 litros, so oxtreen por dos vecos com 1,1 litros

20, do tampén de fosfato M/15 a pH 6,2 y luego por dos veces con
1,1 litros do tenpén de fosfoto ¥/15 a pH 7,0. Con cste trata-
micnto se cxtrac poca actividad, Imego se extrac la solucidn
ctérea, por dos veces, con 1,1 litros de tampdn dc fosfato
%/15 a pH 7,8, lo quec hace que la mozcle antibibtica pasc a la

25, fase acuosa., Sc rcbaja ¢l pH de csto extracto hasta 7,0 y s¢
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extroe le susponsidén con n-butanol, que disuelve el precipi-
tado., 8c cvapora en vacio ¢l n-butanol y qucda una nateria

gdlida, Sc suspendc osta materia sélida en tampén de fosfato
1/15 a pH 6,5, se scpara por filtracién cl materisl inscluble

D
que ¢s 1e nezcla entibibtice purificade, y sc le scea,

(b) Por preparacidn de las saleos bencilanminicas

Se¢ disuclven on 10 litros de tampdén de fosfato disbdico
/15 2 pH 9,5 100 g dc sal sddica bruta, Sc separa por filtre-
¢idn ¢l naterial insoluble con el uso de un paberial filtrente
v se acidifica hasta pH 2,5, acon dcido clorhidrico concentrado,
¢l filtrade oscuro. 8¢ cxtrec csta suspensidn con un volumen
igual dc acctato dc butilo, que disuclve el antibidtico preci~
pitado., Iucgo sc concentra con vaclo la golucidn dec acctabo
de butilo hasta 1800 ce, se sepnra por filtracidn un poco de

nateria insoluble v scguidanente se afiaden 100 cc de bencilani-
J )

©
[N

no disuclios on 100 ce de accteto de butilo, De la sal bencila~

i

ninica del antibidtico se scpara un precipitado fino, Despuds
de sedinentaclén, se filtrs pera recoger ¢l precipitade y se lava
dste, primereoncntc con un poco de acctato de butilo y luego
con étor anhidro,
Sc¢ disuclvon en 140 cc dc netanel 20 g de una sal

re

beneilaminica del entibidtico, sc afinden 190 cc de agua y sc

ajusta el pH de la suspensién 2 2,5 con dcido clorhidrico. Sc

afiedon lucgo otros 300 cc do agua para auncnter le fluidez de
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la susponsibn y sc oxtrac la ncszels, por dos veccs, con porcio-
neg de 400 cc do acotato do butlilo. ILos cxtractos combinados
de accteto de butilo se concentran haste 800 ce aproximadenente,
punto <on que cl Acido bruto se precipita. Se separa por fil-
tracién el sélido y sc¢ lc leva con motanol frio, ILuego sc
vuclve o precipitar cste producto disolvidéndolo en metanol ca-
liente y bonecno, de los que ¢l entibidtico se separa en forma
dc un sélido finamonte dividido, que funde a 228-230¢ cuando

estd scco,

(¢) Por extraccién con acetona

50 g de la sal sdédica bruta anterior se suspenden cn

600 cc de acctona, s¢ afladen 30 cc delécido clorhidrico =21 10%
y se agite la mezcla durante la noche, Se filtra el matesrizl
insoluble y/%%va la torta del filt¥ro con un poco de acctona,

El filtrado y las lavazag, combinados, s2 evaporan ch vacio
haste unos 100 cc, A csto concentrado se afieden 500 cc de
agna y 200 cc dc benceno, lo que da una suspensién dc materia
sdlida on 2 fascs liquides. E1l prccipitado qﬁc gc obtiene de
¢ste suspensidn cs la mezela dcide bruta do antibibdtico. Se
suspende cste precipit@do en 100 cc d¢ metanol a 40-502, se
enfria hasta tenperatura ambicntc y luecgo se guards on un refri-
gorador durentc la noche. El s6lido que sc scpara es la mezcla

antibidética purificada,
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ZJEMPL O 3,

Scepareeidn de la mezela antibidbica purificade en sus conponenw

tes

5 & de nezcla antibidtica purificada, obtenida por el
procediniento de purificacidén con acctona (c), se distribuyen
cn un aparzato de distribucidn en contracorricnte Craig de
200 tubos cntre una fase acuosa superior de tabpdn de K2HP04
M/15 a pH 8,2 y une fase orgdnice inferior, constituida por
partes igusles de alcohol isopropilico y cloroforio. Despuds
de cquilibrar las fascs do tanpén y orgdnica, sc cfectua la
distribucidn de la nancra ordinaria sobre los 200 tubos, cade
uno de los cuales conticne 40 cc de cada fase, Esta distri-
bueidn da una mezela de los antibidticos III, IV, Vy VI en
los tubos 1 & 140, y una nmozcla de los antibidticos VII, VIII,
IZy X on losg tubos 141 o 200,

Se extionde luego la prucha a 200 tubos nds, csita vez
con el tanpdén a pHd 8,9,

En la fasc superior de la prolongacidén de la prucha
(on total, 400 tubos), ¢l antibidtico III (identificado antes)
cstéd prescente cn los tubos 120 a 152, Bl antibidtico IV o V
estd presente cn los tubos 161 a 170, ELl antibiético V o IV
cetd presente en los fubos 185 2 195, No se sabe con certeza
qué antibiético designado IV o V ostd presentc cn los tubos

161 2 170 y qué antibidtico estd prescnte en los tubos 185 a
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195, Tos tubos 153 a 160 conticnen una ncezcla del antibidtico
IIT y el antibidtico IV o V, v los tubos 171 2 184 contiencn
una pezela de los antibidticos IV y V.

En wna fasc inferior, los tubos contiencn la nisma dis-
tribudbn de antibidticos que en la fasc superior,

Los antibiéticos sc aislan dc la fasc de disolvente
coilbinando ¢l contenido de los grupos de los tubos indicados
antes; por cjecmplo, para la preparacidn del antibiético III se
coitbinan los tubos 120 a 152 y se elimina el disolvente por
cvaporacién hasta scquedad. Para le faso do tampbn, sc acidi-
fieca a pH 2,5 el contenido de los grupos de tubos indicados
antcs, se extrae el antibidtico en butenol o cn disolvente de
CHO1y-alcohol isopropilico(t:1) y sc cvepora hasta scquodad
el extracto de disolventc, con lo que queda ¢l entibidtico
cono residuo,

El antibidtico III obtcnido de la distribucidén anterior
on contracorricente sc pasa luego por ofros 200 tubos. Sc ob-
ticnon tres isdmeros, uno en lcs tubos 90 & 100, otro en el
tubo 120 y otro en ¢l tubo 140, que indican la presencia de
varios isdneros cstrochancntc relacionados, cpyas ostructuras
cbsolutas no se conocen por ahora, Todos cstos isémeros son
bioldgicamente activos, por cjemplo marifiestan alto grado de

actividad contre el Staphylococcus aurcus.

La nezela de log antibidticos VII, VIII, IX y X aislada

anterior se rosuelve en una nozcla de los antibidticos VII y
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VIII y una mezela de los antibidticos IX y X por distribucidn
cn contracorriente cn un aparato doc contracorricntc Craig de
20C tubos, El sistena dlgolvontc cnploado estd constituido
por partes iguecles de la nispa feasc orgdnicd cmpleada antces,

0 sca una nozela 2 volumenos lgualcs de 2lcohol isoproilico

¥ cloroforﬂp, nicntras que la fose acuosa cs tampdn de KzHPO4
/15 o pH 7,0, 8c cquilibran ¢l disolvente y el tompén, so
introduce la nezcla entibidtica anterior (VII-X) cn ¢l aparato
¥ sc lo pasa por los 200 tubos., La nezcla dc los antibidticos
VII y VIII sc centra cntorno al tubo 110, y la nmezcle de 10s

sntibidticos IV y X sc ccntra cntorno al tubo 170.

EJEMPTL O 4,

Sc disuclven cn 50 cc dc piridina absoluta 5,3 g do
3~anino=-4-hidroxi~7elfa~2=0~acctil=3~0~/5 l~1otil-2'-pirroil/~
~-noviosiloxi-8-notil-cumarina, Con agitacidn y rcfrigoracidn,
sc afiaden a gotas 700 ng do 2,4~diclorocarbonil-3-metil-pirrol,
disucltos cn 20 cc dc tctrahidrofurano absoluto, y s¢ nanticnc
la solucidn a la tenperatura ambicntc durente la noche. Lucgo
sc diluyce 1a solucidn oscura con acetato dc ctilo, sc la lava
succsivancntc con stO4 1-n ¥y coh agud, s la scca sobre
sulfato sddice y sc destila ¢l disolvente cn vacio. Quodan
5,6 g dc una cspuna de color pardo, Sc¢ disuclve esta dltina

cn unos 80 ce d¢ anoniaco liquido, que se cvapora lentancnte
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Se disuelve ¢l rvesiduo cnh agua ¥y una paqueiia cantidad de alcohol
¥ se lava la solucibén con acetato de etilo, Después de acidifi-
car con H3PO4 diluido, sc¢ extraec el precipitado con acetato

de etilo. Se lave la solucidn con agua, sc la scca sobre sul-
fato sédico y se destila el disolvente, El residuo, una
espuma de cclor pardo; se cristaliza en metanol/benccno; punto
de fusién, 234-2352, Despude dc recristalizacidn en acetonitri-
lo/acotona, el antibiético, N,N'-bis{4-hiaroxi-8-mot11—7-ﬂ-o-
~metil-5, 5~dimetil~3~0~(5'-motil-2' -pirroil)-alfa~L-1lixopira-
nosilox§7-2-oxo-2H-1-benzopirany3-dl;}-3-metil~2,4—pirroldicar-
boxiamida (III), muestra un punto de descomposicidn de

238~2399 (descomposicidn).

Se recristaliza una pequeila muestra en acetoacetato de
etilo/dimetilformamida/agua; punto dc fusidn, 2582 (descompo-
sicidn),

El antibidtico anterior tienc un punto de descomposicidn
que es dificil establecer con oxactitud y que depende adomés del
cooficiente de asconso de la temporatura y del aparato,

_ La 3-amino-4~hidroxi-Talfa~2-0-acetil~3=0-/5"'~mctil-2"~
~pirroil7lnoviosiloxi—8~motil—cumarina utilizada como material

de partidemanteriormente pucde prepararse del modo sigulente:

A una solueidn de CijMgI (preparada a basc de 1,25 g
de Mg + 3 of de CHBI en 50 cc dec ¢tcr absoluto) sc afiadon a
gotas 8 g de 2-metil-pirrol cn 30 c€ de Ster absoluto., Sc

somete la solucidn a reflujo por 10 minutos y se la aflade
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despacio a2 una solucidn de 4,8 g do 4—benciloxif4§,3—O-carbonil-
~al fa~noviesiloxi/~-8-metil-cumarina on 200 cc de benceno abso-
luto., Se forma inmediatamentc un procipitado, Sc agita la
nezela durante 30 minutos ¥y lucgo sc afiade culdadosamente dcido
clorhidrico @iluido, Despuds do afiadir acctato de otilo, sc

lave 12 capa orgdnica, succsivamente, con agua; con KHCO3
diluido y cén agua; sc scea sobre sulfato sbdico y sc destila

¢l disolvente cen vacio, El rosiduwo, 4-benciloxi-7alfa-3-
~0-/51-metil-2'-pirroil/-noviosiloxi-4~motil~cunarina, se
cristaliza cn benecno, Reeristalizado en accotonitrilo, da un
punto de fusidn de 131-1322 (descomposicidn).

4 g do la 4~beneiloxi-Telfa-3-0-/5'-motil-2!~pirroil/~
~-noviogiloxi~8-metil~cumarina se disuclven en 200 cc de acctato
de ctilo y, después de efiadir 2 g dc carbdn paladiado, s¢ hidro-
gena la gsolucidn, So gastan 170 cc de H2 (cantidad ﬁedrica,

150 cec)., Dospuds de filtrar la solucidn, sc la ovapora hasta
gsequaded, con lo que s¢ obticmen 3,2 g do un compucsto amari-
llento, Para andlisis, sc cristeliza cn acctonitrilo una
pequelin mucstra; punto do fusibn, 173-175¢ (doscomposicidn).

Sc disuclven 1,6 g dc anilina cn 120 co de H20 + 3,2 ce
dc deido clorhidrico concenmtrado y so diezoa la solucidn, a

8, con 1,71 g do NaN029 disucltos on 10 cc dc HEO' A los 10
minutos dc ferminada la adieidn del nitrito, s¢ agroga una
solucidn dc 6,4 g do acutato sddico cn 30 cc do Hy0, 5 minu-

tos despuds dc aficde @ gotas, agitando y a 52, una solucidén
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de 3,2 g de 4-hidroxi-7alfa-3-0-/5~motil-2! ~pirroil/-noviosi=

loxi-8-metil~cumarine cn 40 ce de alcohol. Sc forma un preci~
pltado emarillo. 8c prosiguc la ggitacidn a 5¢ durantc 3 horas
¥ lucgo sc cxtrac ¢l precipitado cn acctato de etilo, so lava
succsivamcentc con agua, con dcido clorhidrico 1-n y con agua,
sc scca la solucidn sobre sulfato sddico y sc destila el disol~
vente en vacio, El producto, 3-bemecndiazo~4~hidroxi~7alfa~
~3~0~/5"' ~meti1~2' ~pirroil/-noviosiloxi-8~metil-cumarina, se
cristalizg cn benccno; punto de fusidn, 174-1762,

6,5 g dc la 3~boncendiazo-4-hidroxi-~Talfa-3-0-/5"-
-metil-2'=pirroil/-noviogiloxi-8-metil-cumarina sc disuclven
en 40 cc de anhidrido acético y 20 cc de piridina y se mantienc
la solucidn a la temperatura ambiente durante 18 horas. Luego
sc descompone con agua ¢l cxceso de anhidrido acético, sc
extrac con acctato de otilo la solucidén resultante y sc lava
la solucidén de acctato dc ctilo con HCL 1-n ¥y con Hy0,
Despuds do sccar sobre sulfato sddico, sc destila ol disolven-
$¢ en vacio, BEl residuo, 3-benecndiazo-4-hidroxi~Talfa~2-
~0=~acetil=-3-0-/5"'-metil-2'~pirroil/-noviosil oxi~8-metil~
~cumarine, sc cristaliza cn isopropanocl; punto dc fusién,
151-1532 (descomposicidn).

5,6 g de la 3-boneondiazo-4-hidroxi-Talfa-2-0-acctil~
=3=0-/5 1 —motil-2'~pirroil/-noviosiloxi~8-motil~cumarina sc
disuelven en 250 cc dec alcohol absoluto, Se alfladc 1 g de

carbén paladiado y sc hidrogona la substancia. Se gastan
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410 cc de Hy (cantidad tedrica, 400 cc). Despuds de filtrar,
8¢ Cvapora la sélucién hasta scquedad, sc disuclve ¢l rcsiduo
on acctato de otilo y sc lave la solucidén con dcido clorhidrico
0,5-n y con agua. Despuds de sccar sobrc sulfato sédico,
sc destila el disolventc on vacio, Quedan 5,3 g de una cspuna
de color pardo amsrillento, que es la 4-amino-4~hidroxi-Talfe-
2=0=006t11=3w0~/5 ' ~metil~2 ' ~pirroil7/-noviosiloxi~8~metil-

~cunarina,

EJEMPLO 5.

Preparacidn de pastillas que conticnens
N,1'-bis | 4-hidroxi-8-notil~T-/4-0-netil-5,55
~dimetil~3~0~(5"'-metil~2~pirroil)~alfa~I~

~1lixopiranosiloxi/~2~0x0~2H-1-bcnzopiran—~

~3~i1 §=3-metil-2, 4-pirroldicerboxantde 100 mg
Fosfoto diedlcico 60 mg
Almiddn de maigz 157 mg
Bstearato de magnecsio 3 ng
m}éo mng.

Se mezela homogéneancnte la substancia activa con cl
fosfato dicdlecico, el almiddn de maiz y cl cstearato magnésico,
s¢ pase la megzcla por una miquina desmenugadora y sc forman
trociscos en una miquina compresora de pastillas, Sc desmenu-

zan los trociscos haste un tomafio de mallas epropiado (tamiz
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N¢ 16, corrospondicntc a una abertura do mallas de 1,19 mm apro-
ximadamento) y sc mezcla bicn, Con la mozela completa sc com-

primen pastillas del peso indicado,

EJEMPLOC 6,

Preparacidn de ampollas:

Sc hacc la preparacidn en ampollas dobles, do las que una
conticne ol medicamento scco y la otra conticnc agua para

inycceidn:

N,N'-bis { 4-hidroxi-8-notil=7-/F=0-no%11-5,5-
-dimctil=3=0~(5"'-metil-2-pirroil )=alfa~L-
-lixopiranoxiloxi/~2-o0xo~2H~-1-~bonzopiran~

~3-i1 } —3-motil-2, A-pirroldicarboxamnida 500 mg

So onvage on las ampollas compuesto activo dc wna ca~
lidad cxenta dc fibras, s¢ ciorran las ampollas y sc esterilizan
dstas o 1259C Aurante 2 horas,

Inncdiatamente antcs del uso, s¢ solubiliza el polvo

con la solucidn siguicnto:

Ague para inycccidn 5 cc.
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EJEWNPLO T,

pPreperacidn de edpsulas que conbticnon:

I, '-big  4=hidroxi-8-notil~T~/F~0~motil-5, 5~
~Aimeti1w3=0=(5-1etil~2-pirroil ) ~alfa~I~

~lixopiranosiloxi/~2-oxo-2H~1-benzopiran~

-3-11} ~3-met11-2, 4-pirrol dicarboxanida 100 mg
Almiddn de maiz 200 ng
Talco 10 nmg

310 mg

Sc mezcla homogéncamente ¢l compuesto activo con el
alnidén de maiz, sc pase la mezcla por und mdguina desmenuza-
dora y sc combina con ¢l telco, Su cnvasa la mezcla on cdpsu-
lag do gelatina dc cdscarc dura, N2 1,

= . =
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Hecha la descripeidn dol proscnte invento, sc decla-
ran nucvas y dc propia invencién, las siguicntcs reivindica~-

cliones:

1., Un procedimiento para producir una mezcla antibidtica,

caracterizado por cultivarse ¢l organismo Strcptomyccs haze-

licnsis, cn condicioncs acrobias sumergidas, cn un medio nutri-

cio acuoso que compronde fucntes do carbono orgénico y de
nitrédgeno y por rocupcrarsc del caldo de formentacidn una

mozcla antibidtica,

2. Un procedimicento como sc dofinc cn la roivindicacidn
1, caractorizado on que la mczcla cntibidtica se rocupera por
extraccidn del caldo limpido y ¢l crecimicnto micelial con

un disolvente,

3. Un proccdimicnto como sc¢ doefine cn las roivindicacio~
nes 1y 2, caracterizado on que cl medio nutricio contiocnc
complementariamoentc sales inorgdnicas y ¢l organismo se cul-
tiva por unos 2 a unos 8 dias, hasta quoc sc impartc a dicho

medio actividad entimicrobiana importantc, despuds de 1o cual



se recupera del caldo de fermentacién la mezcla antibibtice

formada y se la scpara cn sus componentes antibidticos,

4, Un procedimiento como sc define cn la reivindicacidn

3, caracterizado cn que sc¢ aisle un antibidtico de la férmula

5,
CH
! 0 0 i OH3
CH Y Ny Nt =0
3 0-, NN . ‘, B Qe OCH3
{ i H . - — - I N L
0101 O L b R R NI
e P A, A 7o W 1 : -
o3 ,ﬁ T Ny OH g\\qﬁ~if‘
IS OH 5 S
oy OF OH | 0 gove
L ¢ I ” i:
- el i,
Otiy=i, =0 0-G-i 4~OH
H H
. por distribucidn cn contracorrientc sobre sistemas miltiples
) de disolventc, que comprendcn una capa de disolvente orgdnico,
que ¢s g lo sumo ligeranmcntc misciblc con el agua, y una capa
acuosa, amortiguada o pH del orden do 6 aproximadamente a 9
aproxinadarcnte,
20, 5. Un proccdimicnto nara la preparacidén de una substan-

cia antibidtica, caractcrizado por hacersc reaccionar un con-

puesto de la fdérmula



10.
donde R3 sc¢ toma del grupo constituido por alquilo,
aralquilo, fonilo, fenilo substituido por alqui-
1o, y fonilo substituido por haldgeno, ¥ R4 se
toma del grupo constituldo por hidrdgono y

15. metilo,

con un compucsto de la férmula

20. X0G—.. i

donde X sec toma del grupo comstituido por cl

cloro y ¢l bromo,

25. y, si sc desea, por haccrsc rcacclonar con una basc farmaccu-—
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ticanente aceptable el producto asi obtonido.

6, Un procedinicnto como se dofinc en la reivindicacidn

5, caractcrizado cn que R4 cs metilo.,

7. Un procedimicnito como sc define cn la reivindicacién
6, caracterizado on quc ¢l material de partida do la férmula XI,
cn el que R4 es un grupo metilico, sc prepara por un proccdi-

niento quc compronde las cotapas de:

(a) hacor rcaccionar 4-benciloxi-7alfa-(2,3y0~
~carbonil)-noviogiloxi~8-metil~cumarina con haluro do magne-
sio=-2-notil-pirrol y descomponer el producto de la rcaccién
con wn #cido acuoso, para formar 4—benciloxi—7a;fa~3-01[§'—
~metil=-2 ' —pirroil/-noviosiloxi~8-netil~cunarina,

(b) trater estec Wltimo compuesto con hidrdégeno, cn pre=-
sencia dec un catalizador de hidrogonacidn, para formear 4-hidro-
xi-Talfaw=3~0~/5"'~netil=2'~pirroil/~noviosiloxi~-8-nctil-cunari-
na,

(¢) hacer reaccionar cstc dltimo compuesto con anilina
diazoada, para formar 3-bencendiazo-4-hidroxi-7alfa=3-0-/5'-
-netil-2t-pirroil/-noviosiloxi-8-notil-cunarine,

(@) hacer rcaccionar oste UWltimo compuesto con un
agente acilante, para formar 3~-bencendiazo-4-hidroxi-T7alfa-
-2-0~20il~3-0~/5'-notil-2'-pirroil/-noviosiloxi-~8-me til-cuna-
rina, y

(e) hacor reaccionar estc Ultimo compuesto con hidrd-
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geno, on prescncia de un catalizador de hidrogenacidn, para
obtener 3-amino-4-hidroxi~Talfe~2-0-0¢il-3~0-/5!-notil-2t-

~pirroil/~noviosiloxi~8-notil-cunarina,

8. Un proccdimicnto como se definc en la roivindicacidn

T, caractorizadc on que el grupo acile cos accetilo.

9. Un proccdimiento para producir una mezela antibib-
tica,

Segin sc describe y rcivindica en la prosente memoria
quc conste de 58 hojas, foliadas y escritas a mdquina por una
sola cara,

Madrid, a 40 JUN 1965

JAIME ISERM
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