366320 B

Case 8 3
SECCION TEXNCA LA
M ASIFCACION 1, P. C. )
Ci.ft.:«-.' ( ‘2 z -
SIBCLASE @

PATENTE -
DE

INVENCION

por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE ANTIBIOTICO

W847-A", a favor de la firma suiza SCHERICO LIMITED, residen-

te en LUCERNA (Suiza).

MEMORIA DESCRIPTIVA



10

25

30

(1663125)
ECh

Secherico Limited
Caso 948

La presente invencién se relaciona con un nuevo procedimien-
40 para la preparacidn de un antibibtico denominado W84'7-A, y de s
derivados farmsc8uticamente aceptables.

 En la patente belga No. TL5.638 se describe un complejo an-

tibidtico identificado como Complejo W847, su preparacién por inoﬁbébi&n
de una especle, entonces nueva, de mioro-organismos denominados Mioro-
monospora spe W4T, ¥ las valiocsas propiedades terapSuticas de este com-
plejo antibidtico en su forma libre y en la forma de sus d.-erivados_fxm-
ciongles. En dicha patente belga se describe también diversaa fracnio-
nes antibilticamente activas que han sid.o aisladas a partir del Compi-a-
Jo W847, ¥y que han sido denominadas Fraooién A, Fraccién B, Fracelén C

1

¥ Fraccién 02. A las mezclas de las Fracciones C, y C. se las denomina

1 2
Compl ejo W847-G.

De acuerdo con la patente belga No. TL5.638, se puede formar
gl Complejo Antibidtico W847 ocultivando el micro-organismo Micromonospora
8P. W47 en un medio nutritivo bajo condiciones gorbdbicas sumergidas,
Eatos mi.'cro-organismos son del género Micromonospora y del Srden Actie
nomycetales. Cultivos de organismos vivos de dos cepas de esta género
han sido depositados y forman parte de la coleccién de cultivos en a_xis—
tencia del Unlted States Dapartment of Agriculiure, Northern Utilization
Research and Development Division, Peoria, Illinois, donde han recibldo
las denominaciones NRRL 3274 y NREL 3275 Bstas cepas son obteniblas de
dicha dependencia a pedido.

Segin lo podrén apreciar los entendldos en esta materia, resule
ta altamento deseable disponer para el uso de fracciones antibiéticas
individuales, contrariamente a un complejo, puesto que se puede adminig-
{trar una fracoién individual con mayor seguridad de uniformidad en su
potencia, efectos, concentracidén, absorcién y similares. In una manera
similar, es deseable disponer del antibiético como un compuesto orista-

1ino puro individual de manera de proveer normas uniformes de pureza ¥
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Mis todavia, los presentes estudios han demostrado que el,W847—A

‘tiene varlias ventajas netas en comparacién con el componente princ:i:};i

'\7847--(}:l en lo que se refiere a mejor tolerancia, menos toxicidad s&éaguda,
mejor arctividad contra orgahismos gram-negativos, niveles de cres#g',més
elevados en la sangre y una actividad protectora 1evemeﬁte mejor en :al
ratén, ‘

Medlante el m§todo descrito en la patente belga No. 715.638,
se separa y se afsdla las varias fracciones del Complejo w4, ¥ 1:.:3-‘-’:."3,0-3
cién A en particular, mediante t8cnicas cromatogréficaé tediosas y pro-
longadas. Ademis, la Fraccién A {es decir Antibidtico W847-4) estd pre-
sente en el Complejo W847 producido en el caldo de fermentacidén del PO~
ceso descrito en dicha patente belga en solamente una cantidad relativa-
mente pequefia, es decir, menor del 10%, siendo el componente principsl
W847-01. En consecuencia, afn wsando esta téenica tediosa de aislacién,
po obtiene W847-A solamente con pequefios rendixﬁ.entos; En consecuencia,
resulta deseable la bisqueda de un procedimiento mediante el cual se Obw
tenga W847T-A con mejor rendimiento, utilizando t8cnicas mis simplesy

Se ha comprobado ghora que cada uno de W847-B; W84’(—Cl ¥ W847-if_32
contiene por lo menos un grupo hidrolizable ¥ que, por eliminacién del
migmo, se obtiene W847-.L".

Por consiguiente, de acuerdo con la presente invencidén, se obw
tiene W847~4 con buenos rendimi.entos medisnte un procedimiento glmple que
comprende hidrdlisis selectiva de wn substrato que contiene \7847----1!,W&;’{--VG1
Y w—847-02 de manera'de convertirlo a W84 7=A ¥ 1la ailslacién de W847-A o
de una fraccién enriquecida con W847-A, en forma libre o bajo la forma de
un derivado funcional. De preferencia, se efectfia la hidrSlisis aelecti-
va bajo condiciones no fcidas, en partioular como wna hidréiisis slcalina
controlada en un medio que tiene un pH comprendido en la gama de aproxima:

damente 9 a 12, Convenientemente se continfa la hidr§lisis hasta que la
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conversgién queda sustancialmente completas

Es particularmente conveniente aplicar el procedimiento de la
presente invencidn al caldo de fermentacién del procedimiento de 1:9 p'a-
tente belga No. TL5.636 sin aidlacién de ninguna de las fracciones,i ni
siquiera el Complejo W847T, con respecto a dicho caldoe. Sin ambargo,
también es posible aplicar el procedimiento de la presente invencién
al Complejo W847 aislado (que se obtiene por lo general extractavde ol
caldo con un solvente inmiscible con agua y concentrando), o &l Goripl e~
jo W847-C todavia mds aislado, o a cuslquiera individual de los Antibié-
ticos W847-B, W847—01 b w847—02,-o a una mezcla que contiene dos o nfs
fracciones del Complejo W847. Ademds, no se debe considerar a la pﬁe—
sente invencidén como limitada a la conversidn del Antibiéiico Coxhple;jo
w847, wB47-B, W847-cl ° W847-'-02, gol amente cuando han sido producidos
por utilizacién de Micromonospora spe W847 var. NREL 3274 8 var. NBEL
3275; En primer lugar, se pusde utiligzar otras variantes de Micromow
nospora sp. W847 o mutantes de las mimmas producidos a partir de este
organismo mediante ager;tes mitantes tales como por ejemplo radiacién
de alta frecuencia que incluye rayos X y ultravicleta, actin8fagos y
mogtaza nitrogenadd., En segundo lugar, otros micro-organismos pueden
producir una o mis fracciones de An’cibi_&ico W847. En tercer lugar,
fraccicnes de AntibiStico WB4T sint&ticamentoe producidas podrfan ser
similarmente hidrolizadas a W847-A, En otras palabras, el Pprocedimienw
0 de l1a mresente invencidén es aplicable y es eficaz para convertir sus-
tancias antibifticas W847-B, w847-c1 57 W847-02 ro sus mezclas a Antie
bi&ti.co W847-4, independientemente de la manera en que se produce las
primeras sus‘l::ancias rmisnas'. |

Se puede identificar positivamente los materiasles de partida
de la presente invencidn sin referencia a su método de fabricacién. HL
Complejo Antibidtico W847 posee un espectro antibacteriano que es aus-

tancialmente como el indzoado en la Tabla I, sustancialmente sin dis-
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minucién de la potencia despuds de contacto durante 24 hr a 37°C con

cuslquiera de las siguientes enzimass: tripsina, quinotripsina, POUBim-

-d

- s

na, G~amilasa y penicilinaassd.
Je puede identificar positivamente los componentes W847-’-A,"

Ww847-B, W847—01 y \\T815,7--02 por sus propiedades quimicas y fisicas de

acuerdo con lo indicado en la Tabla II; sus espectros infrarrojos '6.6

acuerdo con lo ilustrado en las figuras 1, 2, 3 y 4, respectivamente,

de la patente belga No. TL5.638; sus especiros de resonancia magnﬁtiéa
nuolear (RMN), de acuerdo con lo ilustrado en las figuras 5y 6, T ;yl:B,
respectivamente, de la patente belga No. 715‘;638;'3' sus eapeo‘-trog_
antibacterianos de acuerdo con lo indicado en la Tabla . Se obti:éue'
los espsctros infrarrojos en aceite mineral (Nujol) y.las crestas.de
abgorcién mfs importantes esifin indicadas en 1a Tabla III con las mi~
gulentes designaciones: F = fuerte, Md = moderaday D = d_ébil, N -
my fusrtey Md-F = moderada a fuerte, an = ancha, ag. = aguda,

esc. = escalén ¥y Dbl = banda lateral, Se observa los espectros

de HUN en un espectdmetro Varian A-60-A en una salucida (aproximada-
mente 0,4 nl, aproximadamente 20 mg/uwl) de la miestra de cada frao=
cién en cloroformo dewtarado. Se r.agiétra los eapectros eﬁ partes por
willdn (p.p.m.)'en tetiametilsﬂano, que es dl pa'br&x internoc. Bn lg
Tabla I se determina la susceptibilidad de los organismos de angayo a
los antiblibticos mediante un ensayo de dilucién en 'tui)o en un caldo de
levadura y carne de vaca ajustado a pH 8,0 mediante hidrdxido de sow

dio,.
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Segin resulta evidente de acuerdo con 1a Tabla I, el Antibié-
tico W847-A manifiesta una gama amplia de actividad antimicrobiana Gone
tra micro-organismos tanto gram-positivos como grat-nagativos . En el

grupo gram-positivo estdn incluidos micro-organismos patlgenos que ine

cluyen especies de los gdneros Streptococcus, Staphylococous y Dhp) 9

goccus que se sabe que causan michas manifestaciones de enfermedades.

Varias espacies de Staphyl ococous y Streptococcus son los organismos reg-
ponssbles que causan la mastitis bovina. Se controla Picilmente esias
especies y se las trata mediante Antibidtice \7847~A despuds de un régi=
men de adminigtracién relatixlramente breves El Antibidtico WB47-A es tame
bién activo contra organismos gram-negativos que incluyen especies de los

géneros Escherichia, Salmonella, Proteus ¥ Pgeudomonas. Estos organige

mos son responsables de muchos sfndromes de enfermedades gerias, que. in-
cluyen infecciones del tracto urinario ¥ diarreas. ZEstos sindromes mon
bastante commnes en los seres humanos, como as{ también en snimales do-
mésticos tales como ganado vacuno, caballos, ovejas, cerdos, parros y
gatos, y se los puede controlar y tratar eficazments mediante ol Antibidw
tico W847-A.

K]..Anti'biético W847-A, suspendido en carboximetil celuloss acuo-
sa al 0,5% y dispersado por ultraéonicacién o3 activo, por adminigtracidn
subcuténea, en el ratdn contra S, aureus Gray con :DP50 (dosis protectora
Para 50% de la poblacifn ensayada) de 20 mg/kg y contra P, aeruzinosa con
una DP50 de 161 mgfig, La My, en el ratén por vfa subcutinea es 7000
ng/kge

Se puede usar también el Antibidtico W847-A para limpiar y es-
terilizar vajilia de laboratorio, instrumentos quirfrgicos y similares.
Se 1e puede usar también en combinacién con jabones y detergentes Para
limpiar y sanear &reas utilizadas para- preparacién de alimentos, tales
como coclngs, comedores y similares.

Aunque no ge debe considerar limitada la presente invenoidn por
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la siguiente teorfa de la quimica en que se basa ol procedimiento de con—

versidn de la presente invencidn, parece involucrar reacciones de shpoﬁi—
ficacién sorprendentementes selectivas. Mas especificamente, pareéje:. éér
que &l Antibidtico W847 contiene un anillo de lactona y por lo menus'oua—
tro grupos hidroxilo esterificables . En el Antibidtico WB47-A esios .
cuatro grupos hidroxilo aparentemenie no ge esterifican. Las fraccio‘.txes y
antibifticas W847-B, W4T-C, ¥ W847u02 rosultan ser Ssteres de monogoow
tato, diacetato y monoacetato-monopropionatsc del AntibiStico W84T-A.

Bajo las condiciones do hidrflisls selectiva del procedimiento de ia pre=
gente invencibn, log 8steres aparentemenite se saponifican a loa gruposg
hidroxilo libre sin causar escisidn del anillo de lactona o cualquier otra
degeneracién o redisposicidn de la macroestructura del antlbidtico. Hsto
e3 soprendente, en el sentido de que hubiera sido de esperar la esocisién
del anillo de lactona bhajo estas condicionasi;

Se obilene como resultado ung descomposicién gignificative, ¥y
por lo tanto un pobre rendimiento del producito deseado, cwando se lleva
a osbo la hidrdlisis bajo condicidén de pH fcido o g un pH por encima de
aproximadamente 12, La hidrdlisis a un DH de por lo menos 7, pero menor
de aproximadamente 9, es demasiado lenta para resultar prictica. Este
filtimo punto queda en evidgncia por el hecho de que la mezcla de fermen-
tacién en el Procedimiento de la patente belga No. TL5.638 se encuentra
dentro de esta gama y sin embargo, después de los varios dfas necesarios
para la fermén’aaci6n, estd presente una cantidad solamente pmuefia de
W847-4 (menos del 10%) .

Segin se mencion$ mis arriba, me prefiere la hidrélisis directa
del cgldo de fermentacién del procedimiento de la patente belga No. T15.6384
Entre otras ventajas, este procedimiento permite separar el Antibidtico
W847-A con respecto al caldo por extraccién con aproximadamnente un quinto

del volumen del caldo de cloruro de metileno o solvente equivalente. Por

otra parte, cuando se aisla primeramente el antibidtico Complejo W847 con
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respecto al caldo, requiere aproximadamente una cantidad de s»..-.e

que es dos veces el volumen del cgldo. Se puede- filtrar el caldo ya

gea antes o despuds de llevar a cabo el procedimiento de hidrdlisiz da
la presente invencifn. En general se agrega, antes de la filtraclér,

wn auxiliar de filtro tal como Celite o Super.cel. Despuds de hidr8lisis
directa del caldo de fermentacién de acuerdo con la forma de realizacién
preferida descripta més arriba, de la presente invencidn, se éztrae con~-
venientemente el caldo filtrado con un solvente orginico polar inmigei-
ble con agua $al como cloruro de metileno, y se concentra el extracto.

Cuendo no se lleva a csbo la reaccién de hidrélisis selactiva
sobre el caldo entero, al sistema solvente deberd contensr ds preféran—
cia un componente orginico polar miscible con agua a fin de aumentar la
solubilidad de los )componentes del Antibibtico W847 y aumentar asf el
r8gimen de hidrSlisis. Fl mebanol representa un componente conveniente
de esta clase. Otrés golventes organicos miscibles con agia, de esta
clase, con etanol, isopropanocl, acetona y dimetilacetamida. Naturalmen-
te, dicho componente polar debe ser de la clase que no se saponifica &
miemo, bajo las condiciones de reaccién. Despuds de la hidrSlisis, se
concentra y/o extracta convenientemente et medio de hidr8lisis, y se
cristaliza entonces elr W847-A a partir de los concentrados,

En una u otra de las formas de realizacidén descritas més arri-
ba, se puede facilitar la cristalizacién mediante la adiclén de un solw
vente en ol cudl el Antibidtico W847-A tiene una solubilidad limitada, _
como por ejemplo acetona.

Los materiales apropiados para hacer bfsico sl medio de hidrd-
1isis incluyen hidrdxido de amoﬁio, hidrdxido de sodioc, hidréxido de pota—
sio, hidr8xido de calcio, ocarbonato de modio, bicarbonato de sodio y simie
lares, También en este caso, la cantidad agregada os de preferencia tal
que produce un pH comprendldo dentro de la gama de aproximadamente 9 a 124

Se puede aumentar el régimen de hidrdlisis trabajando a tempera=
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turas elevadss. Sin embargo, el uso de estas temperaturas elevadas no
es prictico, cuando se hidraoliza el caldo directamente, o cuande se usa
hidréxido de amonio para hacer bfisico al medio.,
Se puede verificar en varias manera que la hidrdlisis ha juedado
convenientemente completa. Un procedimiento conveniente ﬁtiliza HIOMa-
tograffa en capa delgada y consiste en separar una alicuota t_ie 15 nl de’
la mezcla de reaccidén y, si fuera necesario, agregar suficiente i‘c_ldo
sulfdrico para reducir el pH deniro de la gama de aproximadamente ?%O a
9,5« Se extrae entonces la alicuots con 15 ml de acetato de etilo ¥y sé
concentra el extracto hasta mequedad bajo presién reducidas Se d.:_i.mielve
entonces el residuo en 0,2 nml de etanol al 95% y se salpica 20[&1 (20N

de egta solucidn sobre placas GF de gel de sflice en capa delgéda \Anal-

%ech, Ine,) utilizando un sistema solvente de 40% de metanol-60% de clo-

roformo, En una manera gimilar se salpica una cantidad semejante de una
miestra de Antibibtico WB4T-4 auténtico. Después de 15 a 30 min. se ro=
cfa las placas con una mwestra de Acido sulfirico concentrado-metanol(lsl’

w'r/v) Y se revela por calentamiento g 105°C durante varios minutoss Se come

para la posicién y color de los dos puntody

El Ejemplo 1 ilustra la preparacién del Antibi8tico Complejo W847
por fermentacidn, y los Ejemplos 2 y 3 ilustran medios para exiraer dl
Complejo del caldo de fermentacién, Bstos procedimientos estan descrip
tos en la ya mencionada patente belga No. T15,638.

Los sigulentes Bjemplosg iluatran el procedimiento de itransformacién
de la presente invencién, tal como se le aplica al caldo de fermentacién
de 1a patente belga No. T15.638 (Ejemplo 4) al Complejo W847T aislado
(Ejemplo 5) y al Complejo W847-C aislado (Ejemplo 6).

Todas las paries son en peso & menos que se indique lo contrario"f

EJEMPLO 1
Produccidn del Antibibtico Complejo W847

" Se agrega 0,5 ml de cultivo liofilizado de Micromonospors sp.Wo47
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a un frasco de 2 1t que contiene 500 ml del siguiente medio que ha sgido

ajustado a $H 7,5 mediante hidrdxido de sodio diluido antes de la este-

rilizacidng

Bacto-Extracto de carne de vaca (Difco) 3,0 g

Bacto-Triptosa (Difco) 59 8
Dgitrosa 1,0 g
Almidén (patata) . %,0¢g
Bacto-Extracto de Levadura (Difco) 5,0 g
Carbonato de calcio ' 2,0 g
Agua corriente 100040 ml

Se incuba el frasco y su contenido durante 72 hr a 28°C en.un
sacudidor rotativo (280 r.p.m., carrera 5 cm.).
A un fermentador se agrega 10 1t del siguiente medio de mroducs

cidn estéril ajustado a pH 7,15 a 7,25 antes de la esterilizaciéns

Tripticasa 170,0 g
Cloruro de sodio 50,0 g
Poafato dipotésico : 25,0 g
Dextrosa 25,0 g
Caldo de Czapsk~Dox 350,0 g
Antiespumante G.E.~60 (General Eléciric Cantidad
Company) . necesaria
dgua corriente, Ces.p. 10,0 1t.

Se inocula este fermentador con 500 nl del cultivo de siembra de
T2 hr preparado de acuardo con lo descrito mis arriba. Se lleva la tem-
peratura del medio de fermentacién a 31°C y se agita a 500 Tep ome Mienm
tras se introduce una cireulacién de aire a través del medio a razén

de 0,5 1% de aire por cada litro de caldo por minuto. Se aumenta el

Pégimen de agitacién a 600 r.p.m. despuds de 24 hr y a 700 Tepell, dos—

pués de 48 hr. Se termina la fermentacidn al término de 69 hr,

Al término de este perfodo, 1a Dotencia del antibiftico asf prow
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ducldo alcanza una cresta que permanece sustancialmente cons‘bante.. A tra-
v8a de toda la fermentacién, el pH de la mezcla de fermentacién permansce
sugtancialmente en la gama de 7,2 a 8,2 ~ El volumen de las célu.'!,‘as@om-
pactadas alcanza un vdlor constante de 3,5 a 4,5 rl. El caldo entero pro-

porciona un didmetro de zona de 15 a 25 mm cuando se ensaya en disco contra

S, sureus o P, aeruginosa.

EJEMPLO 2

Extraccifn del Antibidtico Complejo W847 (téenica oromatogrifica.)

Se ajusta 60 1t de caldo entero, preparado de acuerdo con &l pro-
cedimiento descripito en el Ejemplo 1, a pH 5 mediante hidrdxido ds éodio
acuoso diluldo. Se extrae en dos volimenes de acetato de etilo por cada
volumen de cal q.o. Se separa la fase de solvente ¥ se la concentra bajo
presién reducidé. de manera de obtener un residuo aceitos§ (aproximadamens
te 30,0 g). Este residuo aceitoso, a wna diluciSn 1/20, proporciona un
difmetro de la zona de inhibicién de aproximadamente 20 a 30 mm contra
S. aureus y aproximadémente 15 a 25 mm contra P. geruginosa. Se purifiw-
ca el residuo aceitoso mediante cromatograffa en columna, de acuerdo com
las siguientestécnicass

Se prepara una columa utilizando 1000 g de LH20 Sephadex (Phar—
macia Fine Chemical, Inc.) suspendido en etancl acuoso al 95%. Se trans-
flere el residuo aceitomo a la columa y se eluye con etanol al 95% a un
régimen de circulacién de 200 mg/hx. Se recoge fracciones de 50 ml., Se
combina fracciones de acuerdo con su actividad antibactei‘iana (determing=
da mediante ensayos sobre discos de sgar contra S. Aureus ATCC 6538P).

4 las fracciones que tienen actividad mixima se las concentra hasta se=
quedad.

Se disuelve el residuo sblido en uns pequefla cantidad de acetona -
¥ se vierte en un volumen en exceso de &ter de petréleo (punto de ebu~
1licién 30-60°C), Se transfiere la mezcla a un bafio de hielo seco-acetona

(aproximadsmente ~50°C) ¥ se deja reposar dursnte 20 min. Se deja retornar
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la mezcla hasta la temperatura ambiente y so separa el licor madre con
respecto al residuo aceitoso por decantacidn., Se concentra el licor ma
dre hasta sequedad para obtener Antibidtico Complejo W847 purificado.

EJEMPLO 3
Extraccién de Antibibtico Complejo W847 (técnica de extraccién con geido)

Se ajusta 37 1t del caldo, obtenido de acuerdo con lo deacripto
on el Ejomplo 1 a pH 9,5 mediante hidrdxido de sodio acuoso sl 50%, Se
extrae en dos voldmenes de acetato de etilo por cada volumen de caldo ¥y
se evapora el extracto hasta un volumen de 2150 ml. Se extrae un# ali=
cuota de 500 ml., del concentrado de acetato de etilo, dos veces, rc.orn
porciones de 250 ml de fcido clorhidrico al 0,5% (0,14N) o de fcido sul-
firico 0,1N, A los extractos &cidos combinados se los hace levemenie al-
calinos mediante la adicién de hidrdxido de sodio acuoso al 5% (aproxi-
madamente pH 8,5 a 9,0) ¥ se extrae dos veces con porclones de acetato
de etilo de 250 ml's Se combina los extractos de acetato de etileo y sa

los concentra bajo mresidn reducida hasta sequedad.

EIEMPLO 4

Produccidn de AntibiStico WB4T-A por hidrflisis directa del caldo de fer-

mentacién.

Se agrega hidrdxido de amonio conceniradc al caldo de fermente—
cién total descripto en el Ejemplo 1 para hacer a la mezcla 1N en amonige
co, PH aproximsdamente 10,8 (71,3 ml de amoniaco acuoso concentrado por
cada litro de caldo). Se deja reposar a la temperatura ambiente durante
3 a4 dfas. Se agrega Supercel al caldo y se filira la mezcla. Se extrae
el caldo filtrado una vez con 1/5 de su volumen de cloruro de metilends:
Se refrolava el extracto de cloruro de metileno una vez con agua. Se cone
centra la solucidn de cloruro de metileno hasta bajo volumen y se agrega
acetona y se cristaliza., Se recoge por filitracién el W84T-A cristalino
¥ se le lava con acetona enfriada con hielo. Se combing los lavados con

el licor madre y se lom concentra pars obtener cosechas adicionales. Se
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geca el producto durante 1lg noche a 50° C en un horno bajo pre;ai6n reodu~

cida, punto de fusién aproximadamente 250°C (descomposicién).
BJEMFLO & T,
Preparacidn de W847-A por hidrdlisis del Complejo W847. o

Se disuelve una parte de Complejo W847 (al cual se obtiero de
acuerdo con lo descripto en el Ejemplo 3) en 7 partes de metanol Yy se
agroga 3 partes de agua que contiens 0,67 parte de hidrdxido de amonio
concentrado, obteniéndose una solucién de metancl acuoso al 70% qué es
1N en amonfaco. Se deja reposar esta solucién a la temperatura ambien-
te durante 14 dfas. Se agrega 15% de Darco (en peso del material éetp&nﬁ
tida), se agita a la temperatura ambiente.. durante 30 mn, se filtra y
se concentra aproximadamente 1/3 de su volumen bajo presién reduéida?
Se exirae dos veces en 1/2 volnmen de cloruro de metileno. Se concentra
los extractos combinados de cloruro de metileno hasta bajo volumen y se
agregae acetona y se cristaliza. Se recoge por filtracidén el mroducto
cristalino y se le lava con acetona enfriada con hielo. Se combina }os
lavados con el licor madre y se los concentra de manera de obtener una
Begunda cosechae Se peca el producto durante la noche a 50°C en un hope
no a presién reducida, punto de fusién aproximadamente 250°C. {descom~-
posicidn),

EJTEMPLO 6

Preparacién de W847-A por hidrflisis del Complejo W84 7-C.

4) Preparacién del Complejo W847~C.

N Se disuelve 542 g de Complejo W847 (obtenido de acuerdo con lo

descripto en el ejemplo 3) en 5,4 1t de acetona y me trata la solucién
ruﬂhMemn&gdemﬂ&dmdmm%dwmmamuhﬂmm%30ﬁm
aproximadamente a la temperatura ambiente., Se separa por filtracién el
carbén-decolorante ¥ se concentra el filtrado bajo presién reducida apro-
ximadamente a 2,0 14, Se prepara una léchada de aproximadamente 80 1t de

hielo y agua, Yy con vigorosa agitacién, se agrega la solucién acetdéniods
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Sp deja que la temperatura de la sugpensién resultante sumentie aproo-

madamente a 25°C con agltacién y se rscoge el producto por £iltracién,
Se lava los sdlidos con una pequefia cantidad de agua y se los suca apro-
ximadamente a 50°C bajo presién reducida, de modo de obtener aproximadae
mente 212 g de Antibidtico Complejo W=847-C. Se pusde obitener adierional
(aproximadamemte 85 g) mediante conceniracién del licor madre.

B) Hidrdlisis de 1la Fraccidén W847-C,

A una solucidén de 250 g de esta Fraccidn W847-C en 1900 ml ds me-
tanol, se agrega 25 g de Darco ¥y se agita la mezcla a la temperatura
ambiente durante 30 min. y luego se la Tfilitra. Al filirado se agrega
166,5 nl de amoniaco acuoso concentrado (15N) ¥ se lleva el volumen tow
tal hasta 2500 ml medliante metanol. A la solucién, que es ahora if en
amonfiaco, se la mantiene a la temperatura ambiente durante 14 dfas y se
1a trats entonces con 25 g de Darco de acuerdo con lo explicado mas arri-
ba. 4Ala soluciSn filtrada se la concentrs bajo presidén reducida y se
agrega acetona para obtener un produﬁo cristalino. Se calienta la ace—
tona sobre bafio de vapor durante un breve tiempo para permitir una diso-
lucién completa de las impurezas ¥y una cristalizacién Sptima del produc~
to deseadoy ¥ luego ase enfrfa y se Tiltra el producto. La concentracién
de licdr madre proporciona cosechas adicionales. Se lava el producto
crigtalino W84T-A con acetona frfa y se seca a 50°C en una horno bajo
presgién.reducida.

El rendimiento total de Antibi&tioa WB4T-A es 149,6 g (60% en pe-
g0), punto de fusién aproximadanente 250°C {descomposicién)e Se puede

rocristalizar el W847-A en acetona de manera de obtener material analf-
tico, punto de fusibn 255-259°C (descompos:':ci6n), L u,_]n= ~90° (etanol );
peso molecular hallado: 868 (en benceno); titulacién: equi.valgn‘be de neu-~
tralizacién = 435, pKa = 9,0; Anal. hallados C. 60,23; H, 928; N, 3,30
(t8rinino medio de dos determinaciones),

De acuerdo con lo descripto mis arriba, me pusde usar directamente
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el Antibidtico W847-A mismo. Sin embargo, también se contempla que se

puede formar derivados del W84T-A asi producide, modiante esterifica-

cidn, formacidn de sal y gimilares, para llevar al dptimo las provieda—

.

des fisicas y/o farmacoldgicas deseadas.

Sjerplos de derivedos funcionales aproniados estdn descriptos
en la patente belga W0 T15.638. Para los entondidos en estn materia
resultardn evidontes numerosas oiras variantes comprendidas dentro del
principio de la presente invencidne

En resunen, la Patentec de Invencidn que se solicita, recancd

sobre las sicuientes:
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REIVINDICACIONES

Descrito el objeto del presente invento se declaran nuevas
vy de propis inveneidn las siguientes reivindicaciones con nrioridad
de la solicitud de patente estadounidense serial nfm. T26.738 del
6vde mayo de 1968,

1. Un procedimiento para la preparacidn del antibidtice
W84T-A y de sus derivados aceptables farmacéuticamente, 43l como
sales y &steres, caracterizado porque comprende la hidrdlisis selec-
tiva de un substrato que contiene por 1o menoz uno de los antibidti-
cos denominados WB4T-B, W847-Cl s W847-02 de manera de convertirlos
a W847-A y aislacidn de W84T-A en forma libre o bajo forma de sus
derivados, tal como sales y 8steres.

. 2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en
que se eéébtﬁa la hidrblisis bajo condiciones no 4cidas.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidén 2, en
gue se lleva a cabo la hidrdlisis a un pH comprendido en la gama de
aproximadamente 9 a 12.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 3,
en que se ajusta ¢l pH dentro de la gama de aproximadamente 9 a 12
mediante la adicidn, antes de la hidrdlisis, de compuestos inorgdnicos
bésicos y de preferencia amoniaco, hidrdxido de sodio, hidrdxido de
potasio, hidrdxido de calcio, carbonato de sodio o bicarbonato de
godio.

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 4,
en que el medio de hidrdlisis es 1N en amoniaco.

6« Un procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 =a 5, en que se aplica la hidrblisis a un cal-

do de fermentacidn, que contiene el complejo WB47, de prefe-
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roncia despubs de filiracidn de dicho caldo.

7. Un procedimicnto de acuerdo con la reivindicacidn 6, en

-
.

que se acre;e un auxiliar de £iltro antes de la filtracidn del callo
3

de fernontacidn. L.
5 . Un procedimionto de acuerdo con cualquiera ds las seivindi-
cacionos 1 2 5, en ouc se aplica la hidrdlisis a una sustancia, v uezela
de sustancias, aislada de un caldo de fermentacidn que contiene—Complejo
7847, o
a9, Un procedimiento ds acuerde con la reivindicacidn 8, en
10. que se llewva 2 cabo la hidrdlisis a temperaturc elcvads, en un uedio
que no contiene aunonizco. '

10, Un preoccdimicnio de acuerdo con las reivindicaciones 8 6
9, en que la solucidn contienz un solvente orgdnico polar inerte misci-
ble con a~ua, de prefcrencia metanocl, ebanol, isopropancl, acetona o

15 dimctilacetanida.

11. Un proecedinicnto de acuexdo con cualgriera de las roivin-
dicaciones precedented, en que se scmebe el material de partida a hidrd-
lisic hesta que dicha hidr8lisis qusda substancialronte completa.

12. Un procedimionto de acucrdo con cvalquiora do las reivin-

20 diecacionns precefentss, aue comvrende oxtracr ¢l rodio de hidrdlisis,
dosmés de la hidrdlisis, con un solvento orndnico, de preferenciavclo—
ruro de netileno, concenbrar el extracto y cristalizar Antibidtico
WBAT-A con respecto al sxbracho concentrados

13. Ua prosedinionto de acuerdo con la reivindicacidn 12, en

25 que sc ficilitz le eristalizacidn medionte la adicidn de un solvente
on ¢l cual el WB4T7-A cs escasamente soluble vy de preferencia acotona.

14. Un proccdimiento para la pecparacibn del antibidtico

7-:'847—!&-
~ » ) / o . ()
Jesun se deseribe y relyindice en la presente memoria des-
30 crintiva que consta de 21 hijas féliadas ¥ escritas a wiquina por una
H

gola de cus caras.

tnarig, a O MMM &1959 -
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