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La presenta invención se relaciona con un nuevo prooedinden- 

to para la  preparación de un antibiótico denominado W847-A, y de sus 

derivados farmacéuticamente aceptables.

En la  patente belga No. 715*638 se describe un complejo an- 

tibiótioo identificado como Complejo W847, su preparación por inoubaoión 

de una especie, entonces nueva, de mioro-organismos denominados lüoro- 

monospora sp. W847, y la s  valiosas propiedades terapéuticas de este com­

plejo antibiótico en su forma lib re  y en la  forma de sus derivados fun­

cionales. En dicha patente belga se describe también diversas fraccio­

nes antibióticamente activas que han sido aisladas a partir del Comple­

jo W847, y que han sido denominadas Fracción A, Fracción B, Fracoión 

y Fracción Cg. A la s  mezclas de la s  Fracciones Ĉ  y Cg se la s  denomina 

Complejo W847-C.

De aouerdo con la  patente belga No. 715*638, se pueda formar 

al Complejo Antibiótico W847 oultivando el micro-organismo Mioromonospora 

sp. W847 en un medio nutritivo bajo condiciones aeróbicas sumergidas. 

Estos micro-organismos son del género Micromonospora y del órden Acti— 

nomycetales. Cultivos de organismos vivos de dos cepas de esta género 

han sido depositados y forman parte de la  colección de cultivos en exis­

tencia del Vnited States Department of Agricultura, Northern Utilization  

Research and Devalopment División, Peoría, I l l in o is , donde han recibido 

la s  denominaciones NRBL 3274 y NREL 3275* Estas cepas son obtenibles de 

dicha dependencia a pedido.

SagAi lo  podrán apreciar lo s  entendidos en esta materia, resul­

ta altamente deseable disponer para el uso de fracciones antibiótloas 

individuales, contrariamente a un complejo, puesto que se puede adminis­

trar una fracoión individual con mayor seguridad de uniformidad en su 

potencia, efectos, concentración, absorción y similares. En una manora 

similar, es deseable disponer del antibiótico como un compuesto crista­

lino puro individual de manera de proveer normas uniformes de pureza y



- 3 -

dosis.

Más "todavía, lo s  presentes estudios han demostrado que el W847-A 

tiene varias ventajas netas en comparación con el componente principal 

W847-C  ̂ en lo  que se refiere a mejor tolerancia, menos toxicidad subaguda, 

mejor actividad contra organismos gram-negativos, nivelas da oresta más 

elevados en la  sangre y una actividad protectora levemente mejor en el 

ratón.

Mediante el mgtodo descrito en la  patente belga No. 715.638, 

se separa y se a ís la  la s  varias fracciones del CompLejo W847, y la  Frac­

ción A en particular, mediante tócnicas cromatográficas tediosas y pro­

longadas. Además, la  Fracción A (es decir Antibiótico W847-A) está pre­

sente en el Complejo W847 producido en el caldo de fermentación del pro­

ceso descrito en dicha patente belga en solamente una cantidad relativa­

mente pequeña, es decir, menor del 10%, siendo el componente principal 

W847-<^. En consecuencia, aín asando esta tácnica tediosa de aislación, 

se obtiene W847-A solamente con pequeños rendimientos. En consecuencia, 

resulta deseable la  búsqueda de un procedimiento mediante el cual se ob­

tenga W847-A  con mejor rendimiento, utilizando tócnicas más simples.'

Se ha comprobado ahora que oada uno de W&47-B, W847-C  ̂ y W847-Cg 

contiene por lo  menos un grupo hidrolizable y que, por eliminación del 

mismo, se obtiene W847-A .

Por consiguiente, de acuerdo oon la  presente invención, se ob­

tiene W847-A  oon buenos rendimientos mediante un procedimiento simple que 

oomprende h idró lisis selectiva de un substrato que oontiene W847-B,W847-C  ̂

y 3̂ -847-Cg de manera de convertirlo a W847-A  y la  aislaoión de W847-A  o 

de una fracción enriquecida con W847-A, en forma lib re  o bajo la  forma de 

un derivado funcional. De preferencia, se efectRa la  h idró lisis selecti­

va bajo condiciones no ácidas, en particular como una hidró lisis alcalina 

controlada en un medio que tiene un pH comprendido en la  gama de aproximar- 

damente 9 a 12. Convenientemente se oontinRa la  h idró lisis hasta que la
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conversión queda sustancialmente completa.'

Bs particularmente conveniente aplicar el procedimiento de la  

presente invenoión al caldo de fermentación del procedimiento de le  pa­

tente belga No. 715.638 sin aislación de ninguna de la s  fracciones, ni 

siquiera el Complejo W847, con respecto a dicho caldo. Sin embargo, 

también es posible aplicar el procedimiento de la  presente invención 

al Complejo W847 aislado (que se obtiene por lo  general extractando el 

oaldo con un solvente inmiscible oon agua y concentrando), o al Comple­

jo W847-C todavía más aislado, o a cualquiera individual de lo s  Antibió­

ticos W847-B , W847-C  ̂y  W847—Cg, o a una mezcla que contiene dos o más 

fraooiones del Complejo W847. Además, no se debe considerar a la  pre­

sente invenoión como limitada a la  conversión del Antibiótico Complejo 

W847, W847-B , W847-C  ̂ o W847-Cg, aclámente cuando han sido produoidos 

por utilización de Mlcromonospora sp. W847 var. NRBL 3274 Ó var. NEBL 

3275. En primer lugar, se puede u tiliza r  otras variantes de Micromo- 

nospora sp. W847 o matantes de la s  miañas produoidos a partir de este 

organismo mediante agentes matantes tales como por ejemplo radiación 

de alta frecuencia que incluye rayos X y ultravioleta, aotinÓfagos y 

mostaza nitrogenada. En segundo lugar, otros micro-organismos pueden 

producir una o más fracciones de Antibiótico W847. En tercer lugar, 

fraooiones de Antibiótico W847 sintéticamente producidas podrían ser 

similarmente hidrolizadas a W847-A. En otras palabras, el procedimien­

to de la  presante invención as aplioable y es eficaz para convertir sus­

tancias antibióticas W847-B, W847-C  ̂ ó w847-Cg o sus mezclas a Anti­

biótico W847-A., independientemente de la  madera en que se produce la s  

primeras sustancias miañas.

Se puede identificar positivamente lo s  materiales de partida 

de la  presente invención sin referencia a su método de fabricación. El 

Complejo Antibiótico W847 posee un espectro antibaoteriano que ea sus­

tancialmente como el indioado en la  Tabla I ,  sustancialmente sin d is-

— 4 —
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minuoión de la  potencia después de oontacto durante 24 hr a 37"C con 

cualquiera de la s  siguientes enzimas: tripsina, quimotripsina, pepsi­

na, &-am ilasaypenioilinasá.

Se pueda identificar positivamente los  componentes W847-A,

5 W847-B, W847-C  ̂ y W847-Cg por sus propiedades químicas y fís icas  de

acuerdo oon lo  indicado en la  Tabla I I ;  sus espectros infrarrojos de 

acuerdo oon lo  ilustrado en la s  figuras 1, 2, 3 y 4, respectivamente, 

de la  patente belga No, 715*638; sus espectros de resonancia magnética 

nuolear (RMN), da aouerdo oon lo  ilustrado en la s  figuras 5, 6, 7 y 8, 

3-0 respectivamente, de la  patente belga No. 715.638; y sus espectros

antibaoterianos de aouerdo con lo  indioado en la  Tabla I .  Se obtiene 

' lo s  espectros infrarrojos en aceite mineral (Nujol) y la s  crestas de

absorción más importantes están indicadas en la  Tabla I I I  con la s  si­

guientes designaciones: F -  fuerte, Md -  moderada, D -  débil, MF -  

15 "üy fuerte, Md-F = moderada a fuerte, án ^ ancha, ag. -  aguda,

aso. -  escalón y b , l .  = banda la te ra l. Se observa los  espectros 

de BMN en un espectómetro Varían A-60—A en una solución (aproximada­

mente 0,4 n&, aproximadamente 20 mg/mL) de la  muestra de cada frac­

ción en cloroformo deuterado. Se registra los espectros en partes por 

20 millón (p.p.m.) en tetrametilsilano, que es el patrón interno. Ra la  

Tabla I  se determina la  susceptibilidad de los  organismos de ensayo a 

lo s  antibióticos mediante un ensayo de dilación en tubo en un caldo de 

levadura y cama de vaca ajustado a pH 8,0 mediante hidróxido de so­

dio.
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Según resulta evidente de acuerdo con la  Tabla I ,  el Antibió­

tico W847-A  manifiesta una gama amplia de actividad antimicrobiana con­

tra micro-organismos tanto gram-positivos como gram-nagativos . En ti 

grupo gram-positivo están incluidos micro-organismos patógenos que in­

cluyen especies de los  géneros Strentoooocua. Staphylococous y P ip ío - 

cooous que se sabe que oausan muchas manifestaciones de enfermedades. 

Varias especies de Staphylooocous y Streptococcus son los  organismos res­

ponsables que oausan la  mastitis bovina. Se controla fácilmente escás 

especies y se la s  trata mediante Antibiótico W847-A  después de un régi­

men de administración relativamente breve. El Antibiótico W847-A  es tam­

bién activo contra organismos gram-negativos que incluyen especies de los  

géneros Esoherichia. Salmónella. Proteus y Pseudomonas. Estos organis­

mos san responsables de muchos síndromes de enfermedades serias, que in ­

cluyen infecciones del tracto urinario y diarreas. Estos síndromes son 

bastante cominea en lo s  seres humanos, como así también en animales do- 

másticos tales como ganado vacuno, caballos, ovejas, cerdos, perros y 

gatos, y se los puede controlar y tratar eficazmente mediante al Antibió­

tico W847-A .

EL Antibiótico W847-A , suspendido en carboximetil celulosa acuo­

sa al 0,5% y dispersado por ultrasonioación es activo, por administración

subcutánea, en el ratón contra S. aureus Gray con DP-. (dosis protectora50
para 50% de la  población ensayada) de 20 mg/kg y contra P. aorucinosa, con 

^50 ^  La ^  si ratón por vía subcutánea es 7000

"g /k g .

Se puede usar también el Antibiótico W847-A  para limpiar y es­

te r iliz a r  v a j i l la  de laboratorio, instrumentos quirúrgicos y similares.

Se le  puede usar también en combmaoión oon jabones y detergentes para 

limpiar y sanear áreas utilizadas para preparación da alimentos, tales  

como cocinas, comedores y similares.

Aunque no se debe considerar limitada la  presente invención por
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l a  siguiente teoría de la  química en que se basa el procedimiento de con­

versión de la  presente invención, parece involucrar reacciones de saponi­

ficación sorprendentementes selectivas, lías específicamente, parece, ser 

que el Antibiótico W847 contiena un anillo de lactona y por lo  menos cua­

tro grupos hidroxilo esterificables . En el Antibiótico W&H-A ascos . 

cuatro grupos hidroxilo aparentemente no se esteriíican. Las fracciones 

antibióticas W847-B, W847-C  ̂ y W847-C  ̂ resultan ser ásteres de monoQoa- 

tato, diacetato y monoaoetato-monopropionato del Antibiótico W847-A.

Bajo la s  condiciones de h idró lisis selectiva del procedimiento de la  pre­

senta invención, los ásteres aparentemente se saponifican a los  grupos 

hidroxilo lib re  sin causar escisión deL anillo de lactona o cualquier otra

degeneración o redisposición de la  macroestructura del antibiótico. Esto 

es soprendente, en el sentido de que hubiera sido de esperarla  esoiaión 

del anillo de lactona bajo estas condiciones.

Se obtiene como resultado una descomposición significativa, y 

por lo  tanto un pobre rendimiento del producto deseado, cuando se lleva  

a cabo la  h idró lisis bajo condición de pH ácido o a un pH por encima de 

aproximadamente 12'. La h idró lisis a un pH de por lo  menos 7, pero menor 

de aproximadamente 9, es demasiado lenta para resultar práctica. Este 

ditimo punto queda en evidencia por el hecho de que la  mezcla de fermen­

tación en él procedimiento de la  patente belga No. 715*633 se encuentra 

dentro de esta gama y sin embargo, despuás de los varios días necesarios 

para la  fermentación, está presente una cantidad solamente pequeña de 

W847-A (menos del 10%) .

Según se mencionó más arriba, se prefiere la  h idró lisis directa 

del caldo de fermentación dal procedimiento de la  patente belga No. H 5.638. 

Entre otras ventajas, este procedimiento permite separar el Antibiótico 

W847-A  oon respecto al caldo por extraoción con aproximadamente un quinto 

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

otra parte, cuando se aisla  primeramente el antibiótico Complejo W847 con



respecto al caldo, requiere aproximadamente una cantidad de soj.v....e 

que es dos veces el volumen del caldo. Se puede f i l t r a r  el caldo ya 

sea antes o después de llevar a cabo el procedimiento de h idró lisis de 

la  presente invención. En general se agrega, antes de la  filtrac ión , 

un auxiliar de f i lt ro  tal como Celite o Supercel. Después da h idró lisis  

directa del caldo de fermentación de acuerdo con la  forma de realización  

preferida descripta más arriba, de la  presente invención, se extrae con­

venientemente el caldo filtrado  con un solvente orgánico polar inmisci­

ble con agua tal como cloruro de metileno, y se concentra el extracto.

Cuando no se lleva a cabo la  reacción de h idró lisis selectiva 

sobre el caldo entero, al sistema solventa deberá contener de preferen­

cia un componente orgánico polar miscible con agua a fin  de aumentar la  

solubilidad de los componentes del Antibiótico W&47 y aumentar así el 

régimen de h id ró lisis . El metanol representa un componente conveniente 

de esta d a se . Otros solventes orgánicos miscibles con agía, de esta 

clase, con etanol, isopropanol, acetona y dimetilacetamida. Naturalmen­

te, dicho componente polar dehe ser de la  dase  que no se saponifica él 

mismo, bajo la s  condiciones de reaoción.' Después de la  h idró lisis , se 

concentra y/o extracta convenientemente él medio de h idró lisis, y se 

crista liza  entonces el W847-A a partir de lo s  concentrados.

En una u otra de la s  formas de realizaoión descritas más arri­

ba, se puede fa o ilita r  la  cristalización mediante la  adición de un sol­

vente en el cual d  Antibiótico W847-A tiene una solubilidad limitada? 

como por ejemplo acetona.

Los materiales apropiados para hacer básico el medio de hidró­

l i s i s  incluyen hidróxido de amonio, hidróxido de sodio, hidróxido de pota­

sio, hidrÓxido de calcio, carbonato de sodio, bicarbonato de sodio y simi­

la res . También en este caso, l a  cantidad agregada es de preferencia ta l

que produce un pR comprendido dentro de la  gama de aproximadamente 9 a 12.

Se puede aumentar al régimen da h idró lisis trabajando a tempera-
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turas elevadas. Sin embargo, el uso de estas temperaturas elevadas no 

es práctico, cuando se hidroliza el caldo directamente, o cuando se usa 

hidróxido de amonio para hacer básico al medio.

Se puede verificar en varias manera que la  h idrólisis ha quedado 

convenientemente completa. Un procedimiento conveniente u tiliza  croma­

tografía en capa delgada y consiste en separar una alícuota de 10 nú de 

la  mezcla de reacción y, s i fuera necesario, agregar suficiente ácido 

sulfúrico para reducir el pH dentro de la  gama de aproximadamente 9?0 a 

9,5. Se extrae entonces la  alícuota con 15 mi de acetato de etilo  y se 

concentra el extracto hasta sequedad bajo presión reducida. Se disuelve 

entonces el residuo en 0,2 nü. de etanol al 95% y se salpica 20^nl ( 20̂ ¡) 

de esta solución sobre placas GF de gal de s ílic e  en capa delgada (Anal- 

tech, Inc .) utilizando un sistema solvente de 40% de matanol—60% de clo­

roformo. En una manara similar se salpica una cantidad semejante de una 

muestra de Antibiótico W847-A auténtico. Después de 15 a 30 min. se ro­

cía la s  placas con una muestra de ácido sulfúrico conoentrado-metanol(l;l] 

v/v) y se revela por calentamiento a 105°C durante varios minutos^ Se com­

para la  posición y color de los  dos puntos^

EL Ejemplo 1 ilustra la  preparación del Antibiótico Complejo W847 

por fermentación, y lo s  Ejemplos 2 y 3 ilustran medios para extraer aL 

Complejo del caldo de fermentación. Estos procedimientos están descrip- 

tos en la  ya mencionada patente belga No. 715,633.

Los siguientes Ejemplos ilustran el procedimiento de transformación 

de la  presente invención, tal como se le  aplica al caldo de fermentación 

de la  patenta belga No. 715*638 (Ejemplo 4) al Complejo W847 aislado 

(Ejemplo 5) y al Complejo W847-C aislado (Ejemplo 6 ).

Todas la s  partes son en peso a menos que se indique lo  contrario^ 

EJEMPLO 1

Produooión del Antibiótico Complejo W847 

Se agrega 0,5 mi de cultivo lio filizado  de Microntonospora SP.W847



a un frasco de 2 l t  que contiena 500 ni dal siguiente medio que ha sido 

ajustado a $H 7,5 mediante hidróxido do sodio diluido antes de la  esté­

r i l  i  zaciónt

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

Bacto-Triptosa (Difeo) 5,9 S

Deitrosa 1,0  g

ALmidón (patata) 24,0 g

Bacto-Extracto de Levadura (Difeo) 5,0 g

Carbonato de calcio 2,0 g

Agua corriente 1000,0 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 l t  del siguiente medio de produc­

ción estéril ajustado a pH 7,15*a 7,25 antas de la  esterilización!

Triptioasa 170,0 g

Cloruro de sodio 50,0 g

Fosfato dipotgsico 25,0 g

Dextrosa 25,0 g

Caldo de Czapeh—Dox 350,0 g

Antiespumante G.E.-óO (SeneráL Electric Cantidad
Company) necesaria

Agua corriente, c .s.p . 10,0 l t .

Se inocula este fermentador con 500 mL del cultivo da siembra de

72 hr preparado de acuerdo con lo  descrito más arriba. Se lleva  la  tem­

peratura del medio de fermentación a 31°C y se agita a 500 r.p.m. mien­

tras se introduce una circulación de aire a través dél medio a razón 

de 0,5 l t  de aire por cada lit ro  de caldo por minuto. Se aumenta el 

Mgimen de agitación a 600 r.p.m. después de 24 hr y a 700 r.p.m. des­

pués de 48 hr. Se termina la  fermentación al término de 69 hr.

AL término de este periodo, la  potencia del antibiótico así pro­



ducido alcanza tina creaba que permanece sustancialmente constante. A tra- 

váa de toda la  fermentación, el pB de la  mezcla de fermentación permanece 

suatanoialmente en la  gama de 7,2 a 8,2 V 51 volumen de laa o&Lul as-com­

pactadas alcanza un valor constante de 3,5 a 4,5 mi. El caldo entero pro­

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

S. aureus o P. aeruginosa.

EJEMPLO 2

Extracción del Antibiótico Complejo W847 (tácnica cromatográfica.)

Se ajusta 60 I t  de caldo entero, preparado de aouerdo con el pro­

cedimiento descripto en el Ejemplo 1, a pH 5 mediante hidróxido ds sodio 

acuoso diluido. Se extrae en dos volúmenes de acetato de etilo  por cada 

volumen de caldo. Se separa la  fase de solvente y se la  concentra bajo 

presión reducida de manera de obtener un residuo aceitoso (aproximadamen­

te 30,0 g ) .  Este residuo aceitoso, a una dilución l/20, proporciona un 

diámetro de la  zona da inhibición de aproximadamente 20 a 30 mm contra 

S. aureus y aproximadamente 15 a 25 mm contra P . aeruginosa. Se purifi­

ca el residuo aceitoso mediante cromatografía en columna, de acuerdo con 

las siguientestócnicas:

Se prepara una columna utilizando 1000 g de LH20 Saphadex (Phar­

macia Fine Chemical, In c .) suspendido en etanol acuoso al 95%* Se trans­

fie re  el residuo aceitoso a la  columna y se eluye con etanol al 95% a un 

rágimen de circulación de 200 mg/hr. Se recoge fracciones de 50 n&. Se 

combina fracciones de acuerdo con su actividad antibacteriana (determina­

da mediante ensayos sobre discos de agar contra S. Aureus ATCC 6$3SP).

A la s  fracciones que tienen actividad máxima se la s  concentra hasta se­

quedad.

Se disuelve el residuo sólido en una pequeSa cantidad de acetona 

y se vierte en un volumen en exceso de §ter de petróleo (punto de ebu­

llic ió n  30-6o°c). Se transfiere la  mezcla a un baño de hielo seco—acetona 

(aproximadamente -50°C) y se deja reposar durante 20 mtn. Se deja retomar
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la  mezcla hasta la  temperatura ambiente y so separa aL licoA- madre con 

respecto al residuo aceitoso por decantación. Se concentra el lic o r  ma­

dre hasta sequedad para obtener Antibiótico Complejo W847 parificado.

EJEMPLO 3

Extracción de Antibiótico Complejo W&47 (tócnica de extracción con ácido)

Se ajusta 37 l t  del oaldo, obtenido de acuerdo con lo  descripto 

en el Ejemplo 1 a pH 9,5 mediante hidróxido de sodio acuoso al 50%. Se 

extrae en dos volúmenes de acetato de etilo  por cada volumen de caldo y 

se evapora el extracto hasta un volumen de 2150 mL. Se extrae una a lí­

cuota de 500 mi., del concentrado de acetato de etilo , dos veces, con 

poroiones de 250 mi de ácido clorhídrico al 0,5% (0,14N) o de ácido sul­

fúrico 0,1N. A los  extractos ácidos combinados se lo s  hace levemente al­

calinos mediante la  adición de hidróxido de sodio acuoso al 5% (aproxi­

madamente pH 8,5 a 9,0) y se extrae dos veces con porciones da acetato 

de etilo  de 250 mi. Se combina los  extractos de acetato de etilo  y se 

loa concentra bajo presión reducida hasta sequedad.

EJEMPLO 4

Producción de Antibiótico W847-A por hidrólisis directa del caldo de fer­

mentación.

Se agrega hidróxido de amonio concentrado al caldo de fermenta­

ción total descripto en el Ejemplo 1 para hacer a la  mezcla 1N en amonía­

co, pH aproximadamente 10,8 (71,3 mi de amoniaco acuoso concentrado por 

cada l i t r o  de caldo). Se deja reposar a la  temperatura ambiente durante 

3 a 4 días. Se agrega Supercel al oaldo y se f i l t r a  la  mezcla. Se extrae 

el caldo filtrado una vez con 1/5 de su volumen de cloruro de metileno*.

Se retrolava áL extracto de cloruro de metileno una vez con agua. Se con­

centra la  solución de cloruro de metileno hasta hajo volumen y se agrega 

acetona y se c rista liza . Se recoge por filtrac ión  el W847-A  cristalino  

y se le  lava con acetona enfriada con hielo. Se combina los  lavados con 

el lico r madre y se los concentra para obtener cosechas adicionales. Se
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peca al producto durante la  noche a 50  ̂ C en un horno bajo presión redu­

cida^ punto de fusión aproximadamente 250°C (descomposición).

EJEMPLO 5

Preparación de W847-A por h idró lisis del Compleno W847.

Se disuelva una parte de Complejo W847 (a l cual se obtieno de 

acuerdo con lo  descripto en el Ejemplo 3) en 7 partes de metanol y se 

agrega 3 Partes de agua que contiene 0,67 parte de hidrÓxido de amonio 

concentrado, obteniéndose una solución de metanol acuoso al 70% que es 

1N en amoníaco. Se deja reposar esta solución a la  temperatura ambien­

te durante 14 dias. Se agrega 15% de Barco (en peso del material de par* 

t id a ), se agita a la  temperatura ambiente., durante 30 min, Be f i l t r a  y 

se concentra aproximadamente l/3 de su volumen bajo presión reducida!.'

Se extrae dos veces en 1/2 volumen de eloruro de metileno. Se concentra 

lo s  extractos combinados de cloruro de metileno hasta bajo volumen y se 

agrega acetona y se crista liza . Se recoge por filtración el producto 

cristalino y se le  lava con acetona enfriada con hielo. Se combina los  

lavados con áL lico r  madre y se los concentra de manera de obtener una 

segunda cosecha. Se seca el producto durante la  noche a 50°C en un hor­

no a presión reducida, punto de fusión aproximadamente 250°C. (descom­

posición) .

EJEMPLO 6

Preparación de W847-A por h idrólisis del Complejo W84T-C.

A) Preparación del Complejo W847-C.

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

descripto en el ejemplo 3) en 5*4 l t  de acetona y se trata la  soluoión 

resultante con 8l gd e  carbón decolorante durante aproximadamente 30 min, 

aproximadamente a la  temperatura ambiente'.' Se separa por filtración  el 

carbón decolorante y se concentra al filtrado  bajo presión reducida apro­

ximadamente a 2,0 l t .  Se prepara ana lechada de aproximadamente 80 l t  de 

hielo y agía? y con vigorosa agitación, se agrega la  solución acetónioa!^



Se deja que l a  temperatura de la  suspensión resultante aumente apran-

madamente a 25°C con agitación y se recoge el producto por filtrac ión .

Se lava lo s  sólidos con una pequeña cantidad de agua y se lo s  seca apro­

ximadamente a 50°C bajo presión reducida, de modo de obtener aproximadar- 

mente 212 g de Antibiótico Complejo W-847-C. Se puede obtener adicional 

(aproximadamemte 85 g ) mediante concentración del lic o r  madre.

B) H idrólisis de l a  Fracción W847-C.

A una solución de 250 g de esta Fracción W847-C en 1900 n& de me- 

tanol, se agrega 25 g de Darco y se agita la  mezcla a la  temperatura 

ambiente durante 30 min. y luego se la  f i l t r a .  Al filtrado  se agrega 

166,5 mi de amoniaco acuoso concentrado (15N) y se lleva  el volumen to­

ta l hasta 2500 ni mediante metanol. A la  solución, que es ahora 1H en 

amoniaco, se la  mantiene a la  temperatura ambiente durante 14 dias y se 

l a  trata entonces con 25 g de Darco de acuerdo con lo  explicado más arri­

ba. A la  solución filtrada se la  concentra bajo presión reducida y Be 

agrega acetona para obtener un producto crista lino . Se calienta la  aco­

tona sobra baño de vapor durante un breve tiempo para permitir una diso­

lución completa de la s  impurezas y una cristalización óptima del produc­

to deseado, y luego se enfria y se f i l t r a  el producto. La concentración 

de lico r  madre proporciona cosechas adicionales. Se lava el producto 

cristalino W847-A  con acetona fr ía  y se seca a 50°C en una horno bajo 

presión.reducida.

El rendimiento total de AntibiÓtioa W847-A es 149,6 g (60% en pe­

so), punto da fusión aproximadamente 250°C (descomposición). Se puede 

recristálizar el W847-A en acetona de manera de obtener material analí­

tico, punto de fusión 255-259°C (descomposición)^ -90° (etanol);

peso molecular hallado: 868 (en benceno); titulación: equivalente de neu­

tralización = 435, pKa = $,0; Anal, hallado: C. 60,23; H, 928; H, 3,30 

(tármino medio de dos determinaciones)^

De acuerdo con lo  descripto más arriba, se puede usar directamente

- 1 8 -



el Antibiótico /¡847-A mismo. Sin embargo, también se contempla que so 

puede formar derivados del W847-A así producido, modiante es te rifica - 

oión, formación de sal y similares, para lle va r  a l óptimo las propieda­

des fís ica s  y/o farmacológicas deseadas.

5. Ejemplos de derivados funcionales apropiados están descriptos

en la  patente belga NO 715*038. Para los entendidos en esta materia 

resultarán evidentes numerosas otras variantes comprendidas dentro del 

principio do la  presento invención.

En resumen, la  Patento de Invención que so so lic ita , recaerá

10. sobre las siguientes:
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Descrito el objeto del presente invento se declaran nuevas 

y de propia invención las siguientes reivindicaciones con prioridad 

de la  solicitud da patenta estadounidense serial núm. 726.738 del 

6 de mayo de 1968.

1 . Un procedimiento para la  preparación del antibiótico 

W847-A y de sus derivados aceptables farmacéuticamente, tal como 

sales y ásteres, caracterizado porque comprende la  h idró lisis selec­

tiva de un substrato que contiene por lo  menos uno de los antibióti­

cos denominados W847-B, W847-C  ̂ y U847-Cg de manera de convertirlos 

a W847-A y aislación de H847-A en forma lib re  o bajo forma de sus 

derivados, tal como sales y ásteres.

.. 2. Un procedimiento de acuerdo con la  reivindicación 1, en 

que se efectúa la  h idró lisis bajo condiciones no ácidas.

3. Un procedimiento de acuerdo con la  reivindicación 2, en 

que se lleva a cabo la  h idró lisis a un pH comprendido en la  gama de 

aproximadamente 9 a 12.

4. Un procedimiento da acuerdo con la  reivindicación 3, 

en que se ajusta el pH dentro de la  gama de aproximadamente 9 a 12 

mediante la  adición, antes de la  h idró lisis, de compuestos inorgánicos 

básicos y de preferencia amoníaco, hidróxido de sodio, hidróxido de 

potasio, hidróxido de calcio, carbonato de sodio o bicarbonato de 

sodio.

3. Un procedimiento de acuerdo con la  reivindicación 4) 

en que el medio de hidró lisis es 1U en amoníaco.

6. Un procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3, en que se aplica la  h idrólisis a un cal­

do de fermentación, que contiene el complejo ?847; de prefe-
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rcncia después de filtra c ión  de dicho caldo.

7. Un procedimiento do acuerdo con la  reivindicación 6, on 

que se arroja un auxiliar de f i l t r o  antes de la  filtra c ió n  del caldo 

de fermentación.

B. Un procedimiento do acuerdo con cualquiera de las reiv ind i­

caciones 1 a 5, en que se aplica la  h idró lis is  a una sustancia, o Mezcla 

de sustancias, aislada de un caldo de fermentación que contiene Complejo

US47.

e. Un procedimiento de acuerdo con la  reivindicación 0, en 

que so lleva  a cabo la  h idró lis is  a temperatura elevada, en un Medio 

que no contiene amoníaco.

JC. Un procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 8 ó 

9, en que la  solución contiene un solvente orgánico polar inerte inisci- 

hle con agua, de preferencia metanol, etanol, isopropanol, acetona o 

dinctilacotamida.

11. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reiv in ­

dicaciones precedentes, en que se somete el material de partida a hidró­

l is is  hasta que dicha h idró lis is  queda substancialnonte completa.

12. Un procedimiento do acuerdo con cualquiera de las reiv in ­

dicaciones precedentes, que comprende extraer el medio de h idró lis is , 

después de la  h idró lis is , con un solvento orgánico, de preferencia clo­

ruro de actileno, concentrar el extracto y cris ta liza r Antibiótico 

W847-A con respecto a l extracto concentrado.

13. Un procedimiento de acuerdo con la  reivindicación 12, en 

que so fa c i l ita  la  crista lización  mediante la  adición de un solvente 

on el cual ol TB47-A es escasamente soluble y de preferencia acetona.

14- Un procedimiento para la  preparación del antibiótico

I7C47-A.

Según se describe y reivindica on la  presente memoria des­

criptiva que consta de 21 hojas foliadas y escritas a máquina por una 

sola do cus caras. i

Iladrid, a 3 HM  %
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