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~Case 951A-12

368.167

PATENTE
DE
INVENCION

por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UN PRODUCTO AN-
TTBIOTICAMENTE ACTIVO DENOMINADO ANTIBIOTICO 66-40" a favor
de la firma suiza SCHERICO LTDA,, residente en LUCERNA

(Suiza).

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencidn se relaciona con un nuevo
antibidtico de espectro amplio denominado Antibidtico 66~40,
que tiene un efecto adverso sobre el crecimiento de bacte-
rias gram-positivas y gram-negativas, con un método microbio-
1égico para su produccidn, y con composiciones farmacéuti- .
cas que conmtienen este antibidtico. Se puede preparar, ais-
lar y usar el antibidtico en su forma libre o en la forma

de sus derivados funcionales farmacéuticamente aceptables,

distintos de las sales de adicidn de dcido, en forma libre

0 en la forma de sus solvatos,
Bl Antibidtico 66-40 es un olaborado hiosintético

al cual se obtiene cultivando, ém un medio nutribivo acuoso,

BAD OFRIGINAL
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una cepa de Micromonospora productora del Antibidtico 66-40.

El micro-organismo preferido que se utiliza, de acuerdo
con la presente invencion, para la produccidén del nuevo antibid-

P

tico ha sido denominado Micromonospora inyoensis (21 cual en lo

que sigue se denomina a veces M. inyoensis). Esta especie fue

. -

aislada de una muestra de suelo tomada de Inyo National Forest

de las White Mountains de California. Una de las caractepigti—
cag de su cepa es su capacidad para producir el Antibiéticd‘
66~40. A un cultivo del organismo vivo se le ha hecho parfe‘

ds la coleccién permanente de The Northern Utilization and
Research Division, Agricultural Rescarch Service, U.S. Department
of Agriculture, Peoria, Illinois, donde se ha asignado la deno-

minacidn de acceso NRRL 3292. Subcultivos de M. inyoensis NRRL

3292 son fécilmente obtenibles a pedido para el piblico de

dicha reparticidn M. inyoensis es aerdbico y crece bien sobre

la superficie de una variedad de medios nutritivos sdlidos y
liquidos. Manifiesta un crecimiento y produccidn de antibidtico

especialmente buenos bajo condiciones aerdbicas sumergidas.

M. inyoensig es diferenciable de otras especies de

Micromonospora por una variedad de parametros taxondmicos.

Después de 14 dias de incubacidén a 24-262 C. sobre un
medio de agar que comprende 3% de NZ Amine Type A (Sheffield
Chemical Company, Norwich, Nueva York), 1% de dextrosa y 1,5%

de agar, se observa que el crecimiento es sélamente entre regular
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¥y pobre. Macroscdépicamente no hay micelio aéreo evidenté)!&ca-
sionalmente aparecen tardiamente unas pocas colonias bien des-
arrolladas en el drea de inoculacidn. Sobre algunas placas. se
observa un pigmento difundible de color castafio rojizo débil,
asociado con las colonias. [Al describir las formaciones de
color para esta obgervacidén y para otras, se emplea el siguien-
te sistema y referencias. Las designaciones de color consigten
en dos indicadores. ElL primero es un nombre de color tamédét
de "Descriptive Color Name Diotionary", ﬁor Taylos, Knoche &
Granville, publicado en 1950 por Container Corporation of
America, USA, con un ndméro de color gque corresponde al nombre
del color, habléndose tomedo el mimerc de "The Color Harmony
Menual", 4z Edicién, publicado en 1958 por The Cointainer
Corporation of America. ElL segundo indicador consiste en un
nombre de color y numero que se refieren al sindnimo o cua-
sisindnimo que se encuentra en National Bureau of Standards
(UsA), Circular 553, Noviembre 1, 1955]. EL color de la super—
ficie de la colonia varia desde Tile Red gbne - Strong Brown
55 hagta Brown Mghogany mé6pi. Microscdpicamente el micelio

es largo, ramificado, regular y no tabicado, segin se observa
mediante microscopia por contraste de fase. EL micelio tiene
un didmetro de aproximadamente 0,5 P Los esporos nacen in-
dividualmente sobre espordéforos simples de un didmetro de 1,0
al,5 Pe Los esporos son de pared dspera y su forma es entre

ovoide y esférica.
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M. inyoensis crece bien entre 28 y 372 C.s no se:ﬁrédu—
ce crecimiento g 502 C. FEL crecimiento es pobre sobre un hédio
de glucosa asparagina-agar. Una colonia en crecimiento de M. in-
yoensis hidrolizé gelatina, leche, almiddn, y reduce nitrato a
nitrito, cuando se aplica estos ensayos de acuerdo con Gor&on
y otros, J. Bacteriology 69, 147 (1956) y 73, 15 (1957). Ade~

mas, la sacarosa es utilizable como fuente de carbono., .

En 1o Tabla A se indica caracteristicas adicionales de

cultivo de M. dinyoensis.

TABLA A
Medio Caracteristicas

Agar de Bennett Crecimianto moderado - Color: Cas-
tafio herrumbre~g5bpgs; castaiio fuer-
te~55

Agar de Emersgon Crecimiento regular - Color: rojo
ladrillo-gbng; castafio rojizo mode-
rado~43

Pasta de tomate—harina de Crecimiento regular
avena Agar

Glucosa asparagina Agar Crecimiento pobre

Glucosa Extracto de levadu Buen crccimiento - Color: castafio

Ta Agar rosado~gTnis rojo grisaseo oscuro
20 (pigmento difundible castafio dé-
bil producido por algunas colonias)

Rodaja de patata Crecimiento pobre, pero mejora
cuando se agrega carbonato de cal-
cio de calidad de reactivo

Agar de Czapek Crecimiento regular
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Tirosing Agar

Pepltona Hierro Agar
difundible

Crecimiento regular,
to difundible

no hay pigmén~

Crecimiento regular, sin pigmenta

M, inyoensis es capaz de utilizar una variedad

de fuentes de carbono y nitrdgeno., En la Tabla B se indicen

observaciones sobre la utilizacidn de carbohidratos. Se obvserva

une estimacidén visual del grado de crecimiento en medio qué

consiste en 0,5% de extracto de levadura, 1% de carbohidrato y

1,5% de zgar, todo e agua destilada.

IABLA B

Utilizacidn de Carbohidratos

Carbohidrato on el
medio

Testigo
L-arabinoss
D-glucosa
D~galactosa
ﬁ-lactosa
D~levulosa
rafinosa
I~ramosa
almidén

sacarosa

Crecimiento

pobre
pobre
bueno
regular
regular
pobre
pobre
pobre
bueno

bueno

a pobre

& pobre
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D-xilosa
inositol
D~manitol
d(=)-arabinosa
dulcitol
D-ribosa

o -melibiosa
D(+)=-melizitosa

glicerol

regular a Dobre

pobrevz
pobre,....

e

En la Tabla C la utilizacidn de nitrdgeno estd

indicada de acuerdo con lo determinado por estimacidn visual

del crecimiento sobre placas de ager en un medio que consiste

en 1% de glucosa, 1,5% de agar y una fuente de nitrdgeno como

la indicada, todo en agua destilada.
TABLA C

Fuente de nitrdgeno

1% NZ Amina Tipo A
0,5% levadure

1% asparagina

1% deido glutdmico

1% nitrato de asmonio

Crecimiento

Regular a moderado

bueno
pobre
pobre

pobre

Se produce el Antibidtico 66-40, el nuevo compuesto

de la presente invencidn, cuando se hace crecer el micro-

—organismo eclaborante M. inyoensis en un medio nutritivo acuoso
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bajo condiciones aerdbicas, de preferencia sumergidas, de
acuerdo con 10 que se describe mds adelante. .

El Antibidtico 66-40 es un seudo-oligosacarido |
bisico al cuel se distingue fdcilmente de otros seudo-oligo-
secaridos por su estructura quimica, y sus propiedades bio-
1égicas, fisicas y quimicas, de acuerdo con lo que se\des;
cribe agudi. :

En base a los datos fisicos y quimicos que s6 3
dan mds adelante, se cree que el Antibidtico 66-40 poses la
siguiente estructura quimica aproximada aunque no se dsbe

deducir de ella asignaciones estereoquimicas:

HO O
X2

-
CHy ¥ ™0

/ N\ N NH
NHCH, OH ?——-.«\” 2
Ho- ‘r‘} (I)
CH,NH s
2 o
272 // <~
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Fl Antibidtico 66-40 tiene un espectro caracteris—
tico de absorcidn infrarroja en aceite mineral , (Mijol) como
el que se ilustra en la figupa 1, donde las abcisas indiscan
la longitud de onda en micras y las ordenadas la transmitan-
cia en %. Las partes de absorcidn mds significativas‘?%jén
tabuladas en la Tabla D, con las siguientes denominaciones:
P = fuerte, M = mediano, D = débil, anc = ancho ¥y MD”#

muy débil.

TABLA D

Bandag siegnificativas de absorcidn infrarroja del Antibidtico

66-40

2;98 u (M-F) 6,82 u (nujol) 10;46 u (M-~F)
3,05 u (M~F) 7,25 u (ﬁﬁjbi) 11;9:1 u (M)
3,16 u (M-F) 8;77 u (M-F) 12,75 u (MD)
3;35 ﬁ-3;50 u (ﬁujol) 9;oo u (M-F) 13,45-13,90 u

D, anc)
5;93 u (D-M) 9;47 u (F)

6,25 u (M) 9,72-10,07 u (P, anc)
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E Mtibidtico 66-40 tiens también un espeoffé”ca—
racteristico de resoﬂancia nagnética nuciear (espectro RMﬁ)
gsegin se ilustra en la figure 2. Se obtiene el espectro RMI
mediante el uso de Varian A-60-A (Varian Associates, 611
Hansen Way,‘Palo Alto, California) con una solucidn (aproii—
medamente 0,4 ml.s concentracidn aproximadamente 20 mg/ml.)
del antibidtico en éxido de deuterio (D2O). Se registra e;;‘
espectro en partes por milldén p.p.m.) con la sal de sodio .

de dcido 3~(trimetilsilo)~propansulfdénico como patrdn intemo.

In la Tabla E se indica datos adicionales pertene~
cientes a ensayos cualitativos con el Aatibidtico 66-40 (base
libre) y sus constantes fisicas.

TABLA B

a) Reacciones de color

Sakeguchi negative
Almiddén~ioduro de potasio pogitiva
Ninhidrina . positiva
Cloruro estannoso negative
Molisch negativa
Biureto positivg

b) Constantes fisicas

[ {126% (=0, 3% en H,0) + 188,99
Punto de fusidn (monohidrato) 185¢ -~ 1902 ¢,
Peso equivalente 92

PKa 8,0



i
Vol
1

Mndlisis Elemental Hallado Caﬁggﬁﬁggrgigﬁ un
c 49,80 49,02. ...
H 8,20 8,44 ., .
5. N 14,95 15,04 .E.
0 (por diferencia) 27,05 27,50 .

Analisis elemental corresponde a la férmula 019H37N507;H20

Peso molecular determinado por espectrome-

0 tria de masa 447,26
19- Absorcidn ultravioleta transparente en la gama entre 220-400 mp
¢) Solubilidad de 1a bese del Antibidtico 66-40 en diversos
solventes
Solvente Solubilidad (1)
15. Metanol . Escagamente soluble
Acetona Insoluble
Cloroformo Levemente soluble
Eter Inscluble
Benceno Insoluble
20. Agua Muy soluble
(1)

La terminologia estd de acuerdo con U.S. Pharmacopia

XVIIT, pég. 8.

En la Tabla F gse indica el espectro de masa de la ba-

25,- se libre del Antibidtico 66-40. Fn esta tabla las columnas
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encabezadas n/e representan la relacidn entre masa y carga,

mientras que las columas encabezadas Int.,Rel., representan
intengidad relotiva y, segin lo indica el nombre, se refiere
g las intensidades de lag crestas a las diversas relaciones

entre masa y carga (m/e), con relacidn a las de la oresta‘

m/e = 118.
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Segun se menciond mds arriba, la presente inven

sicn
se relaciona también con derivados farmacéuticemente acep%a—
bles del antibidtico 66-40, como por ejemplo sus solvatos s,
(por ejemplo hidratos), sales y productos de condensacidn .

LR

con aldehidos y/o cetonas. Se comprenderd que se puede sorig-

ter el antibidtico a méds de un postratamiento; por ejemplo la

presente invencidn abarca también los solvatos de sales del.

Antibidtico 66-40.

A continuacidn se describe en detalle algunos de

estos derivados.

Siendo bdsico, el Antibidtico 66-40 forma fdcilmen-—
te sales no téxicas con dcidos orgdnicos e inorgdnicos, como
por ejemplo dcido clorhidrico, sulfurico, fosfdérico, acético,
estedrico, propidnico, tartdrico, maleico, benzoico y simila-
res. Se puede usar también dcidos polibvdsicos parcialmente
neutrelizados (por ejemylo neutralizados con una base inor-
gdnica como ser NaOH o una base orgdnica). En general las
sales de deido mineral, como las formadas con dcido clorhi-
drico, dcido sulfurico, dcido fosfdérico y similares, son
solubles en agua y se las puede obtener por concentracidn o
liofilizacidn de una solucidn acuosa de los mismos o por
precipitacidn con un solvente orgdnico miscible con agua,
de preferencia un alcohol o cetona alifdticos inferiores., Sin
embargo, corresponde observar que los clorhidratos del Anti-

bidtico 66-40 manifiestan sustancial solubilidad en mebtanol y
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por lo tznto son atipicos. Se puede precipitar los clorhid;?f
tos a partir de una solucidn acuosa mediante la adicién de .
una alquilo inferior cetona, tal como acetona, Titulando una
golucidn acuosd del Antibidtico 66-40 con una cantidad menor
que la estequiométrica de dcido, serd posible formar sales
parciales de adicidn de dcido. Bajo la expresién "sal de

adicidn de dcido% deben considerarse abarcados aqui todos

estos compuestos,

Las gales de adicidén de deido no téxicas descri~ °
tas mds arriba manifiestan sustancialmente el mismo espectro
antibidético que la base nitrogenada libre, aunque difieren por

sugs caracteristicas de solubilidad,

EL nucvo antibidtico y sus sales de adicién de dcido
forman hidratos con agua y otros solvatos con solventes orgd~
nicos. Por lo tanto es svidente que, en los procedimientos
de aislacidn aqui descritos, se obtiene normalmente el anti-
biético como un hidrato y se obtiene normalmente sus sales
de adicidn de dcido como solvatos de alcoholes o cetonas
alifdticos inferiores. Estos hidratos y solvatos son relati-
vamente estables, de modo que los productos aislados contienen
agua o solvente, por lo general aproximadamente 1 mol por

cada mol de antibidtico.

I la Tabla G se ingicen datos fisicos de algunos

derivados de egta clase.
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TABLA G

Constantes fisicas de 18s sales del Antibidtico 66-40

Clorhidrato de Antibidtico 66-40 como solvato metandlico

(o2 (C = 1% en H,0)

MAndlisis Elemental

Szma

El andlisis corresponde a 019H37N507.5H01.CH

37,70

7,15
10,61
25,60

+112,2°0

Hallado Calculado

3

»
eny ¥ »

- -

36,29 U
7,00
10,58
26,78

OH

Absorcidn ultravioleta: transparente en la gama comprendids

entre 220-400 m.

Sulfato del Antibidtice 66-40 como solvato metandlico

[c(]%5 (C=1% en Hy0)

Andlisis elemental

C
H
N
804

Hallado

32,52
6,33
9,32

33,90

+ 105,1¢

Cal culado

33,14
6,39
9,66

33513

El andlisis corresponde a (619H37N507)2.5H2804,ZCHBOH

Absorcién ultravioleta: transparentefn la gama comprendide

entre 220-400 ma.
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Segin se menciond més arriba, el Antibidtico 66-40
forma también productos de condensacidn no téxicos con aldehi-
dos y/o cetonas, mediante procedimientos conocidos en la tée—
nica. Log productos preferidos, probablemente bases de~thiff,
aqui contemplados, son los preparados mediante condengaéién
del antibidtico con aldehidos y/o cetonas que tienen hasta
12 dtomos de carbono. Entre estos aldehidos y cetonas se in-
cluyen compuestos alifdticos, aliciclicos, arOméticos“jvﬂete~
rociclicos. Ademds, se comprenders que los aldehidos &;ceto-
nas que tienen una estructura de anillo cerrado puedeﬁ“ilevar
sustituyentes tales como hidroxilo, haldgeno, nitro,'aiéoxilo
inferior, alecanoiloxilo inferior y similares. Solamente a
titulo ilustrativo y sin limitaciones, entre los aldehidos
¥ cetonas aqui contemplados se encuentran: acetaldehido,
acetona, metil etil cetond, crotonaldehido? furfural, ciclopen
til-acetaldehido, vanilina, veratraldehido, benzofenonsa,
benzaldehido, acetofenona, salicilaldehido, piridoxal y simi-

lares.

Corresponde hacer notas que estos productos de

condengscidn no son estebles en presencia de agua.

Segin se menciond mds arriba, se produce Antibidtico
66-40 cuendo se hace crecer el micro-organismos elaborante,

M. inyoengis, en un medio nutritivo acuoso bajo condiciones

aerdbicas, de preferencia sumergidas.
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Para contidades limitadas de antibidtico, se puede
utilizar cultivo en superficie en botellas o frascos para
sacudimiento, en vez de condiciones sumergidas. Se hace
crecer el organismo en un medio nutritivo que contiene una
fuente de carbono, por ejemplo un carbohidrato asimilaﬁlé.

Se requiere también un compuesto nitrogeiado asimilable o
material proteico. Las fuentes preferidas de carbono iﬂéiuyen
glucosa, maltosa, manosae, sacarosa, almiddén, almiddbn 46 haiz
¥y similares. Fuentes nitrogenadas preferidas incluyen Ticor
de maceracidn de maiz, extractos de levadura, harina ‘de-soya,
peptonas de carne, hidrolizados de caseina, extractoéﬂié
carne de vaca y similares. Se puede usar con ventaja‘combina—
ciones de estas fuentes de carbono y nitrdgeno. Generalmente
o5 innecesario agregar elementos vestigieles, puesto qué

se emplea agua corriente como medio de formulacidng sin em-
bargo, se ha& comprobado que résulta ventajosa la adicidn de sa-

les de cobalto,

Se puede ofectuar la produccidn del Antibidtico 66-40
a cualquier temperctura que conduzca s crecimiento satisfac-
torio del micro-organismoy, por ejemplo entre 20 y 400 Cey

y de preferencia 25 a 332 C.

Cominmente se obtiene produccidn dptima en 3 a 7 dias,
E1 pH del medio permancce por lo general bastante préximo g

7 durante la fermentacidén. EL pH final depende en parte de log
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reguladores de pH que estén presentes, si los hay, ¥y con ven-
taja se le ajusta aproximadamente a 8,0 antes de la esterili-~
zacidn., Cuando se lleva a cabo el crecimiento en recipientes
¥ tanques grandes, es deseable prdducir un inoculum vegetativo
5. en un caldo nutritivo, inoculando el cultivo del caldd.boh un
cultivo de suelo o un cultivo liofilizado del organismo. Cuando
se ha obtenido asi un inoculum activo, se le transfiere asépe
ticamente a recipientes o tanques mds grandes. Fl medio an el
cual se produce el inoculum vegetativo puede ser el mismo que
10. el utilizado para la produccidn del antibidtico en tanques,
o diferente de este Ultimo, mientras se obtenga buen creci-

miento del micro-ovganismo.

5

Después de completar la fermentacidn, se puede tra-

bajar el medio, por ejemplo en la siguiente manera. Se ajusta

L el caldo entero a un pH de aproximadamente 2 medisnte deido
mineral, de prefercncia dcido sulfurico acuoso, con lo cual
se libera el antibidtico bdsico soluble cn agua con respecto
al micelio y se disuelvec en el medio acuoso de fermentacién.

20 Se filtra la mezcla completa de manera dec scoparar el caldo, y

se neutraliza el filtrado seguido por adicidn de dcido oxdlico
para precipitar iones de calcio. Después de una filtracidn
adicional y ajuste hasta neutralidad, de preferencia mediante
hidréxido de amonio, se hace pasar ¢l filtrado neuwtralizado
claro a'trqvés de une resina intercambiadora de iones, de

25. preferencia del tipo 1RC-50 Amberlite bajo la forma amonio.
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Ejemplos de las resinas de tipo Amberlite aqul utilizadas,
para intercambio tanto anidnico como catidnico, se encuentran
en Handbook of Chemistry and Physics, 423 Edicidn, Chemical
Rubber Publishing Compeny, Cleveland, Ohio (1960). Se des—
carta el caldo usado, v se eluye el antibidtico de laAfésina
mediante hidrdxido de amonio. Se concentra el eluato v se le
evapora hasta un residuo que consiste en Antibidticorﬁ§740

aaaaa

de acuerdo con el procedimiento de andlisis agui descrito.

Se vuede efectuar la purificacidn del anvibvidtico
crudo mediante la utilizacién de una resina de intercembio
anidnico, de prefcrencia Dowex 1 x 2 o un tipo Amberiite IRA
401S, Se puede adborber el antibidtico crudo a partir de una
solucidén acuosa sobre la columna y eluirlo de la misﬁa median-
te agua destilada. EL material obtenido de esta manera da
por andlisis aproximadamente 900 pg/mg. ElL antibidtico crudo
es también purificeble, por ejemplo, mediante cromatografia
en columa sobre celulosa utilizando un sistema solvente
cloroformo:metanol thidréxido de sodio al 17% (2:1:1)s se usa
la fase superior del sistema solvente para "humedecer" pri-
meramente la columna, y se usa la fase inferior con fines de
elucidén, Se puede disponer el antibidtico sobre la columna
por adsorcidn a partir de una solucidn concentrada en 1lsa

fase superior del sistema solvente mencionado més arriba.

Para anglizar las diversas preparaciones con res-
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pecto a la potencia exprescda en microgramos por miligramo

del antibidtico, se emplea por lo general el método normali-
zado de ensayo en vaso cilindrico empleando Staphylococcus
aureus ATCC 6538P (ATCC = American Type Culturs Collection)
como organismo de ensayo. BEste método es completamenté;énélogo
al descrito por Oden y otros en Antimicrobial Agents And
Chemotherapy (1963). Una actividad antibidtica de l‘Pg.del
antibidtico es la cantidad de materiel que produce una .res—
puesta zonal de 16,3 + 0,9 mm. bajo las condiciones del mé-

todo de endlisis y se expresa como pg/mg.
Los siguientes Ejemplos ilustran los procedimientos
de fermentacidn y aislacidn que proporcionan Antibidtico 66~-40.
EJEMPLO 1

Tanque de Fermentacidn de Micromonospore inyoensis

Etapa de Germinacidn 1

Bajo condiciones asépticag, se agrega un culiivo
liofilizado (o células obtenidas de un cultivo inclinado) de

M. inyoensis a un frasco para sacudimiento de 300 ml. que

contiene 100 ml, del siguiente medio estéril:
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Bxtracto de carne de vaca 3 g
Triptonag 5 8
Extracto de levadura 5 8-
Dextrossa 18
Mmidén 24 g.- -
Carbonato de calcio 2 g
hgua corriente 1000 mis--

,,,,,

Se incuba ¢l frasco ¥y sus contenidos durante 5

°

dias a 352 C sobre un sacudidor rotativo (280 r.p.m., carrera
50,8 mm).

Etapa de Germinacidn 2

Se transfiere asépticamente 25 ml. del méﬁio de
fermentacién de la Etapa de germinacidn 1 a wn frasco para
sacudimiento de 2 1t. que contiene 500 ml. del medio estéril
de germinacidn descrito més arriba. Se incuba el frasco y
sus contenidos durante 3 dfas a 282 €. en un sacudidor rota-

tivo (280 r.p.m., carrera 50,8 mm.).

Etapa de Fermentacidn

Se transfiere asépticamente 500 ml. del medio,
obtenido de la Etapa de germinacién 2, g wn tanque de fermen~

tacidn de 14 1t. que contiene 9,5 1t. del siguiente medio
estéril:



]

21

Dextrina 50 &.

Dextrcsa 5 8.
Harina de soysa 35 8.
Carbonato de calecio T 8.

5, Cloruro de cobalto 10~6 moler ‘
Agua corriente V 1000 ml.

Antiespumante (GE6O=emulsidn
de silicona) 10 ml.
Antes de esterilizar al medio mencionado mds
10, arriba, se ajusta el pH a 8. Se fermenta aerdbicameqte_
durante 66 a 90 hr, mientras se agita a 250 reD.m. éoﬁhﬁna
entrada de aire a razén de 4,5 1t/1t/min y 22,5 atmbésteras.
La potencia del antibidtico producido al término de ésie
periodo alcanza un méximo de 150~225 pg/ﬁl ¥y permenece
15, relativemente constante. EL pH del medio de fermentacidn
cembia levemente durante la produccidn del antibidtico,

variando en la gema de 6,8 a 7,3,

FJEMPLO 2
20,
Alslacidn del Antibidtico 66-40
Se ajusta el caldo entero del Ejemplo 1 a pH 2
mediante dcido sulfirico> 6N (para la finalidad de este
ejemplo se indica las cantidades con respecto a 170 1t. de
25. caldo de fermentacién que se obtiene reuniendo caldos aci-

dificados provenientes de 17 tandas obtenidas de acuerdo
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con el procedimiento del Ejemplo 1). Se agita el caldo aci-
dificado durante aproximadamente 15 min. y luego se le fil-
tra. Se lava el micelio con agua y se combina los lavados
con el filtrado. Se ajuste el pH del filtrado a 7 mediante
hidréxido de amonio 6N. Al filtrado neutralizado se égfega
suficiente dcido oxdlico para precipiter calcio, y se fil-
tra. Se reneutraliza el filtrado mediante hidréxido ‘de- amo-
nio. Se carga el filtrado sobre una columna de adsorcidn de
intercambio catidnico que contieme 1500 a 2000 g, de IRC~50
Amberlite en su forma de amonio. Se descarta el eluato, se
lava lé resina con agua ¥y se eluye mediante hidréxi@g_de
amonio 2N. Se recoge fracciones de 400 ml. ¥y se vigila
mediante ensayo sobre discos con S. aureus ATCC 6536P. Se
combina lag fracciones activas y se lasg evapora hasta se-
quedad bajo presién reducida de menera de obtener aproxime-
damente 28 g. de Antibidtico 66-40 crudo gque tiene una ac-

tividad de aproximsdamente 500 Pg/g.

EJEMPLO 3

Purificacidn de antibidtico 66-40

Se disuelve 28 g de Antibidtico 66~40 crudo, obte-
nido en el Ejemplo 2, en 100 ml. de agus destilada y se le
carga en una columna de adsorcidn de intercambio anidnico

(Dowex 1X2) bajo 12 forma dc hidroxilo. Se forma una lechada
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con 2000 g. de la resina en agua, en una columma de un disd-
metro de 63,5 mm, y una altura de 914,4 mm. Se eluye la
columma con agua destilada a razdén de aproximadamente 23 ml./
min., recogiendo fracciones de 100 ml. y vigilando con un
medidor de conductividad y medisnte ensayo sobre distc;con—

tra Staphylococcus aureus. ElL ensayo sobre disco provee una

separacidn aprOXimada de fracciones de eluato que coatienen
entibidtico con respecto a las desprovistas de antibidtico.
Para asegurer que las fracciones estdn apropiadamenté‘eom—
binadas, se cromatografis sobre papel una porcidén de -cada
fraccidn, utilizendo la fase inferior de un sistema. cloro
formo:meteanol :hidrdéxido de amonio al.17% (2:1:1). Se.rocia
papel con ninhidrina, y se combina y liofiliza los eluatos
que contienen material similar, de menera de obtener aproxi-
madamente 5,7 g. de Antibidtico 66~40 que, por anilisis,

da aproximadements 900 Fg/mg.

EJEMPLO 4

Preparacidn de Sulfato de Antibidtico 6640

Se disuelve 3,9 g. de base de Antibidtico 66-40,
que se prepara de acuerdo con lo descrito en el Ejemplo 3,
en 60 ml. de agu@ ¥y se ajusta el pH a 4,5 mediznte 4oido
sulfurico 6N. Se agita la solucidn con carbén decolorante
durante aproxiﬁadamente % hr y se filtra. Se agrega este

filtrado a aproximadamente 1 1t., de metanol. Se filtra y se



5

10.

15.

20.

25.

24

It
it

seca de manera de obtener 4,8 g. de la sal de sulfato; por

endlisis da aproximadamente 640‘pg/mg-

EJEMPLO 5

Purificacidn alternada de antibidtico 66-40 por via de su

Ssulfato

-
~~~~~

Se mezcla 200 g. de polvo de celulosa Whatman No 1
con 20 ml. de la fase superior de un sistema solventé‘iue es~
t4 compuesto por cloroformo:metancl :hidrdxido de amonio sl
17% (2:1:1) y se compacta en pequeRos segmentos en ung - co-
luma que tiene un didmetro interno de 6,35 mm. y una =ltura
de 508 mm. Se hace correr a través de la columnz la fase infe—
rior del sisteme solvente hasta que emerge una banda amarilla
de impurezas. Se disuelve 2 g. de sulfato de Antibidtico
66—40? que se prepara de acuerdo con lo descrito en el Ejem—
plo 4, en aproximedamente 3 ml. de la fase solvente superior,
se mazcla con un poco de polvo de celulosa, se seca bajo
presidn reducida y se compactx en la parte superior de lg
colﬁmna de ceiulosa. Se deja correr la fase inferior a tra-
vés de lo columna a razén de 1 ml./min., recogiendo fraccio-

nes de 5 ml. cada 15 min.

Se individualiza alicuotas de cada fraccidn sobre
papel de filtro y se las ensaya con reactivo ninhidrina para
determinar la presencia o ausenciag de entibidtico. La cromeg-

tografia sobre papel, de las fracciones gue contienen antibid-
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tico, establece que el material deseado estd situado entre las

fracciones 121 a 190,

Se combina las fracciones 121 a 190, se las evapora
hasta sequedad, se las redisuelve en agua y se las hace pasar
8 través de IRA 4018 (una resina intercambiadora de éﬁiones)
en el ciclo hidroxilo. Se ajusta el pH del eluato a 4,5 con
deido sulfurico; el eluato se trata con carbén, se fil%fa
¥y se concentra hasta un volumen mds pequefio. Se agrééé‘este
concentrado a una cantidad en exceso de mebanol y se éepara
por filtracidn el precipitado blénco gue se forma. ééﬁéisuelw
ve el precipitado en agua y se le hace pasar a travéS«de
une colurme de resina TRA 401§ bajo le forma hidroxilo. Se
recoge, concentra y liofiliza el efluente, de maneraAéé
obtener apréximadamente 300 mg. de base de Antibidtico 66-40

que, por andlisis, da aproximadamente 1000 }wgémg.

EJEMPLO 6

Preparacidn de Clorhidrato de Antibidtico 66-40

Se disuelve 104,7 mg. de base de Antibidtico 66-40,
que se prepara de acuserdo con lo descrito en el Ejemplo 2,
en 4 ml, de agua y se ajusta el pH a 4,5 mediante dcido
clorhidrico. Se evapora la solucidn hasta sequedad y se redi-~
suelve el residuo en metanol. Se agrega esta solucidn a wn
exceso de acetona y se filtra el precipitado resultante

de manera de obtener 130 mg. de clorhidrato de Antibidtico
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66-40 que, por endlisis, da 753 pe/mg.

EJIMPLO 7

Preparacidn de Monohidrato cristalino de Antibidtido 66-40

Se prepara wna columna cromatogréfice de gel de
silice (26 x 2,5 cm) utilizendo la fase inferior (orgdnica)
de una mezcla solvente que consigte en isoPropanol:CHCl§=
hidrdéxido de amonio en wuna relacidn en volumen de l:2ti como
revelador/eluyente. Se disuelve 1,0 g. de base de Antibidtico
66~40 en 5,0 ml. de mezcla solvente. Se edsorbe la so;gcién
de antibibtico sobre el gel de silice y se cromatogrefia. Se
recoge fracciones de 5,0 ml. y se determina la ubicaciéﬁ de
las fracciones déseadas mediente cromatografia en caﬁa delgada
sobre placas de gel de silice. Se combina y se evapora las
fracciones apropiadas (44~78) bajo presidn reducida y se ob-
tiene as{ un jersbe amarillo claro, que por destilacibn azeo~
trépica con etanol, cristaliza bajo la forma de rosetas de
color amarillo claro. El producto obtenido en esta manera
es monohidrato de Antibidtico 66-40 que Tiene un punto de
fusidén de aproximademente 185-1902 C. El rendimiento es aproxi-

madamente 650 mg.
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EJEMPLO 8

Preparacién del Producto de Condensacién de Benzaldehido del

Mntibidtico 66-40

Se trate 5,0 g. de Antibidtico 66-40 en 60 mls
de etanol absoluto con 5,9 g, de benzaldehido (leve exceso
por encime de 5 equivalentes) y se somete a reflujo durante
1 hr. Se enfris la solucién y se la filtra de manera--d¢- ob-
tener 7,0 g, de un sdlido cristalino blanco, punto dezfusidn
123-1269C., [15%% = +43,20 (C = 0,3% en CHOL,). EL awdlisis

elemental indica cinco residuos de benzaldehido.

-t

BEn una manera similar, reemplazando el reactivo
benzaldehido en el precedente ejemplo con una cantidad equi-

valente de uno cualquiera de los siguientes aldehidos:

Acetaldehido;

Furturel,

Ciclopentil aogtaldehido,
Crotonaldehido, '

Salicil eldehido,
Vanilina,

Veratraldehido, o

Piridoxal,

¥y siguiendo sustancialmente el procedimiento descrito en el

Ejemplo, se obtiene los correqundientes productos de conden-
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sacidn de aldehido (probablemente bases de Schiff en 1o que se

refiere a la estructura quimica).

ElL Antibidtico 66-40, y sus derivados funcionales
farmacéuticamente aceptables, poseen un amplio espectrojéntibac~
teriano. El antibidtico posee la propiedad de afectar sdversa-
mente el crecimiento de bacterias grem-pogitivas y gran-nega
tivas, y por lo tanto se le puede usar ya gea s0lo o en combi-
nacidn con otros agentes antibidticos, para impedir el creci-
miento o reducir la cantidad de bacterias en diversos aﬁbientes.
Por ejemplo se le puede usar para desinfectar cristaleris de
laboratorio, equipos dentales y mé&dicos contaminados 00._1"1' 

Staphylococcus aureus u otras bacterias cuyo crecimientns se ve

adversamente afectado por Antibidtico 66-~40. Debido & su acti-
vidad particulammente eficaz contra bacterias gram-negativas,es
Util para combatir infecciones causadas por estos organismos

grem-negativos.,

En la Tabla H se indica la actividad in vitro del
Antibidtico 66-40 contra una variedad de bacterias gram-positi-
vas y gram-negativas, Se determina la concentracién inhibidora
minims (CIM) utilizando caldo de levadura—carne de vaca como

medio de engayo. Se emplea una téenica de dilucidén seriada doble.

La CIM es el punto central entre el dltimo tubo claro y el pri

mer tubo turbio segun se determina por observacidén visual, Se

realiza determineciones utilizando una dilucidn ].0"3 de un cul~
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tivo de las bacterias de ensgyo en caldo durante 24 hrs. Se
incuba todos los tubos durante 18 hrs. a 37¢ C, En la Tabla,
se utiliza para el estudio el Antibidtico 66~40 que tiene una

potencia de 1000 Fg/mg.

& TABLA H
Actividad In Vitro del Antibidtico 66-40
Micro~organismos utilizados CIM':
Bacterias gram-positivas 1 ml .,
10. Diplococcus pheumoniae DA 150(1) u 3;OV"
Enterococcus sp. DA 800 2,25
Interococcus sp. DA 801 2,25
Enterococcus sp DA 802 2,25
Staphylococcus aureus ATCC 6538P 0,23
15, Staphylococcus aureus ATCC 11631 0,21
Staphylococcus aureus Gray 0,05
Staphylococeus aureus DA 2033 ‘ 0,08
Streptococcus faecalis ATCC 10541 3,0
Streptococcus pyogenes DA 1 3,0
20.  Streptococcus pyogenes DA 21 ' 3,7
Streptococcus pyogenes DA 15 . 3,7
Bacterias gram—negativaé
Escherichia coli ATCC 10536 0;6
25, . Escherichia coli DA 3 0,3

Bscherichia coli Da * 0,6
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Escherichia coli DA 1
Klebsiella pheumoniae DA 20
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
Proteus vulgeris DA 121

Proteus vulgaris ATCC 9921
Proteus vulgaris DA 13

Proteus vulgaris DA 12
Pgeudomonas aeruginosa ATCC 8709
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8689
Psendomonas aeruginosa ATCC 9027
Salmonella schottmuelleri DA 10
Salmonells sp. DA 10;

Salmonella sp. DA 102
Aerobacter sp. DA 3a

(1)

3,0

0,45 .
0,6 ..
0,6
0,53
0,3
0,3
0,3

DA se refiere gl numero de coleccidn

de Schering Corporation,

Se determing la toxicidad aguda del mntibidtico

66-40, bajo de su sulfato, en una manera normsl mediante g

variedad de dias en ratones que pesan 18 a 20 g. Los datos de

toxiclidad indicados en la Tabla J estédn expresados con relageidn

a la base libre.
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TABLA J

Toxicidad aguda del Antibidtico 66-40

. DL
modo de Administracidn 50 (mg/kg.)
Subcutanea 288
Intraperitoneal 221
Endovenosa 34

EL Mtibidtico 66-40 manifiesta una accidn. .anti-
bacterina contra infecciones bacterienns patdgenas inducidas
en animales de laboratorio y en particular en el ratdn, Para
determinar la actividad protectora in vivo del Antibidf;co
66~40 contra infecclones de origen bacteriano patégeno.én el
ratén, se administra a ratones dos veces una dosis del anti-
bidtico, una inmodiatamente entes de una inyeceidn intrepe-
ritoneal de la bacteria infectante, y une vez 4 hrs. después
de dicha inyeccidn, Se determina la centidad de sobrevivien-
tes 48 hrs. después de la infeccidn y se analize estos datos
mediante procedimientos probetorios normslizados para deter-
minar valores de DPgy con limites de seguridad del 95%. Le
Tabla K indica la actividad protectora del Antibidtico 66-40

contra diversas bacteriss patdgenas.
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Actividad Protectora del Antibidtico 66~40 en el ratdén

Organismo Via de |
Administracion

2

mSO (ne/%8)

Staphylococcus aureus Gray DC 445 subcuténes

oral
Streptococcus pyogenes C DC 28 suboutdnes
Klebsiella pneumoniae DC 801 subcutdnes
oral
Pgeudomonas aeruginosa ATCC 8709 subcutédnea
Salmonells paratyphi B DC 837 subcuténes

U;12
25,0

0,87

0,70
50,0

1,12

1,91

De acuerdo con la Tabla K resulta evidente que el

indice terapéutico (DLSO/DPso) mediante la via subcutdnea

estéd comprendido entre 330 y 2400 con respecto a los orga-

nismos gram~positivos y 150 a 410 con respecto a los organis—

mos gram-negativos.

Ademés, los ratones infectados intreperitonesl-

mente con ocho dosis DLBO de Rickettsia skaria obtuvieron

' 100% de proteccidn mediante 12 administracién subcuténes

de 2 mg. de Antibidtico 66-40 administrado una vez por dia

durante 4 dias.

In vista de los precedentes datos in vivo, ¥y espe-

cialmente en vista del favorable indice terapéutico menifes-
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tado por el Mtibidtico 66-40, resulta evidente que se puede
usar el antibidtico para controlar y tratar una variedad de
infecciones en huéspedes mamiferos. Entre estas infecciones

se encuentran las causadss por géneros de organismos tales

5. como Streptococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Escherichia,

Sglmonella, Klebgiella,Proteus, Pgeudomonas, y similareé.

Estos orgenismos causan, o se sospecha que causan la mastitis
bobina, infecciones del tracto urinario y diarres. Seqéospe—
cha que especies de los mismos organismos causan enfermeda-
10, des de la piel y de las vias respiretorias superioreé;~é
agrevan anifestaoiones pre~existentes de estas enfefmeda—
des en los memiferos. Por lo tanto, el Antibidtico 66740
y sus derivadog proveen un arme potente para combatir estos
organismoe y los estados de enfermedad causados por los mis-

15. mos.

Se puede aplicar el Antibidtico 66-40, ¥y sus deri-
vados, como tdpico bajo la forma de unglientos, tanto hidréfi-
los como hidrofugos, bajo la forma de lociones que pueden

ser del tipo acuoso, no acuoso o en emulsidén, o bajo la

20.
forma de cremas. Portadores farmacéuticos que son Utiles
para le preparacidn de estas formulaciones incluyen por
ejemplo sustancies teles como agua, aceites, grasas, poliés-~
teres, polioles y similares.

25. In general, las preparaciones para tépico contienen

aproximadamente 0,1 2 3,0 g. del antibidtico por cada 100 g.

de ungiento, crema o locidén. Por lo general, se aplica sua-



vemente las preparaciones tdépicas a lesiones aproximadamente

2 a2 5 veces por dia.

w e
-

Se puede utilizar los antibidticos de la presente

invencidn en forma liquida, tales como soluciones, susﬁensio—
5. nes y similares, par2 uso Sptico y dtico, y se los puedé
administrar también parenteralmente por inyeccidén intramus-
cular. Por 1o general se administra la solucidén o suspensidn
aceptable a razén de aproximadamente 1 a 5 mg, de antipidtico
por cada kilogramo de peso del cuerpo por dia, dividido en
10, aproximadamente 2 2 4 dosis. La dosis exacta dépende de la

etapa de la infeccidn y de su severidad, lg susceptibilidad
al antibidtico del organismo infectante, y las caracteris-

ticas individuales de los mamiferos tratados.

El siguiente Ejemplo 9 describe los ingredientes y el

15.
procedimiento para preparar una solucidn inyectable.
EJEMPLO 9
Solucidn inyectable
20.
Por frasco de Por cada
2,0 m () 50 1(2)
Sulfato de Antibidtico 66-40 84,0 ng. 2100,0 g.

Ester metilico de deido p-hidroxi

25, benzoico, USP(l) (=Metilparabeno) 3,6 ng. 90,0 g.



Ester propilico de deido p~hidroxiben

zoico, ysp(1) (=Propilparabeno) 0,4 mg. 10,0 g.
Bisulfito de sodio, Usp(l) 6,4 mg. 160 g
Dihidraeto de tebra-acetato de etilendige Sl

5 nina disddico, R.G. 0;2 ng. R 5,0 g
Agna pars inyeccién; USP(l), CoeSePe 2;0 ml. " 50,0 1t.

(1) US~Pharmacopea
(2) Incluye una sobrecarga de fabricacién del 5%

10. Procedimiento para una tanda de 50,0 1t.

Se cargea aproximadamente 35 1t. de agua para inyec-
cidn en un recipiento encamigado de acero inoxidablé’apfopia—
a0, ¥ se callenta hasta aproximadamente 702 C, Se carga el

metilparabeno y el propilparasbeno en el agua para inyeceidn

1 calentada, y se disuelve con agitecidn. Cumndo los parabenos
estdn completemente disueltos, se enfria los contenidos del
tanque hasta 25~302C. haciendo circular agua fria a través
de la camisa del tanque. Se riega la solucidn con gas nitrd-

20 gano durante por lo menos 10 min. y se la mantiene cubierta

con nitrdgeno durante el subsiguiente tratamiento. Se carga
¥ se disucelve el dihidrato de tetra-~acetato de etilerndiamina
disdédico y bisulfito de sodio. Se carga y se disuelve el sul-
fato de Antibidtico 66-40., Se lleva el volumen de la tanda
hagta 50,0 1t. mediante agua pare inyeccidn, y se agita hasta

25, que queda homogénea. Bajo condiciones estériles se filtra la
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solucidn a través de un filtro retentivo de bacterias apro-
piado, recogiendo el filtrado en un tanque para llenado. Con
el producto se llena asépticamente frascos para dosis milti-

ples estériles libres de pirdgeno, se los tapona y se.lds

5. cierra herméticamente.

EJEMPLO 10

Ungiiento de Antibidtico

Base de Antibidtico 66~40 10 g.
10.
Petrolato 990 g.
Procedimiento
1) Se derrite el petrolatos
2) Se introduce mezclando la base Antibidtico 66-40 con
aproximadamente 10% del petrolato derretidos
15. .
3) Se hace pasar la mezcla de antibidtico y petrolato a
través de un molino coliodals y
4) Se egrega el resto del petrolato y se enfria la mezcla
hasta que se vuelve semisdélida.
En esta et-pa se puede disponer el producto en recipien~
20, tes apropiados.

En resumen, la Patente de Invencidn que se solicita,

recaerd gobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES

Se declaran nuevas y de propia invencidn, .les
siguientes reivindicacionss con prioridad de la solicitud
de patentes estadounidenses seriales nums., 740.742 del

27-6:68 y 797-304 del 16.12.68-

1. Un procedimiento para la produccidn de un
producto antibidticamente activo denominado Antibidtico
66-40, en su forma libre o en la forma de sus derivados
aceptables farmacéduticamente, distintos de las saiéé»de
adicién de dcido en forma libre o en la forma de sus
solvatos, y productos de condensacidn con aldehidos o
cetonas, caracterizado porque comprende incubar un mi-

croorganismo de las especies Micromonospora inyoensis en

un medio nutritivo acuoso bajo eondiciones aerdbicas hasta
que ge comunica una substancial actividad antibacteriana e
dicho medio y aislar del mismo el producto antibidticamente
activo bajo la forma libre o en la forma de un derivado far=-
nacéuticamente aceptable, distinto de las sales de adicidn

de deido en forma libre o en la forma de sus solvatos.

2., Un procedimiento de acuerdo con la reivin-
dicacidn 1, en que se lleva a cabo la incubacidn bajo con-
diciones sumergidas en un medio nubtritivo que contiene fuen-—

tes asimilables de por 10 menos nitrdgeno y carbono.
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3.~ Un procediniento, de acuerdo con la reivindica-

eidn 1 6 2, en que el nicro-organismo incubado es Micromonosporsa

. W

inyoensis NRRL 3292. g

-

4.~ Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, en que se incuba el micro-organismo
a una teuperatura de aproxinadamente 20 a 40¢ C., de preferen-—

cla 25 a 352 C., ¥y & un pH desde bastante prdximo a 7 hasta

aproxinadanente 8.

5.~ Un procediniento de acuerdo con cualquiera d4e las
reivindicaciones 1 a 4, en que para la aislascidn se utiliza
métodos de intercaubio idnico, que incluyen las etapas de: li-~
brar el antibidtico con respecto el micelio, adsorber el anbi-
bidtico sobre una resina intercanbiadora de iones; eluir el

entibidtico con respecto a la resina; concentrar el eluato,

6.~ Un procedimiento de acuerdo con cuelquisra de lag
reivindicaciones 1 a 5, en que para la purificacidn del Anti-

bidtico 66-40 se ubiliza ndtodos cromatograficos.

T+~ Un procedimiento de acuerdo con cuslquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, que incluye la conversidn del
entibictico o derivado del nisno, a un derivedo farmacdutica-
mente aceptable, mediante por lo menos wno de los siguientes
postratanientos en cualquier etapa después de la formacidn
del antibidtico: (a) precipitacidn del solvato en su solucidn

orgénica o acuosa, mediante el agregado de un solvente en el
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cual el producto es insoluble o solo levemente soluble;
(b) condensacién con un aldehido o una cetona, de preferen~

cia con aldchido o cetonas que tienen hasta 12 éthmp& de

carbono.

5. 8. Un procedimiento, de acuerdo con la reivindi-
cacidn 7, que incluye la conversidn del antibidtico o de

un derivado del mismo en un hidrato.

Tt

9. Un procedimiento, de acuerdo con la roivin-
dicacidén 7, que incluye la condensacidn con benzaldehido

10, pera producir antibidtico 66-40 pentabencilideno.
10, Un procedimiento, scgin cuzlquicra de las

reivindicaciones anteriores, en el que el antibidtico 66-40,
tiene una forma estructural aproximada que es substancial~

'mente la sigulente

HO—< (I)
20, ' .
OMNH
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en su forma libre o bajo la forma de sus derivados

funcionales farmacéuticamente aceptables. SRR

—.1)

11. Un procedimisnto para la produccién de
un producto antibidticamente activo denominado - - -

Antibidtico 66-40,

memoria descriptiva que consta de 40 hojes foliadas y

escritas a mequina pot una |sola cora.

pla'
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