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P A T E N T E  
D E

I N V E N C I O N

por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UN PRODUCTO AN- 
TIBIOTICAMENTE ACTIVO DENOMINADO ANTIBIOTICO 66-40" a favor 
de l a  firm a su iza SCHERICO LTDA., re s id e n te  en LUCERNA 
(S u iza).

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presen te invención se re lac io n a  con un nuevo 
a n tib ió tic o  de espectro  amplio denominado A ntib ió tico  66-40, 
que t ie n e  un e fec to  adverso sobre e l  crecim iento de bac te­
r i a s  gram -positivas y gram -negativas, con un método m icrobio-

5. lóg ico  para su producción, y con composiciones farm acéuti­
cas que contienen e s te  a n t ib ió tic o . Se puede p rep arar, a i s ­
l a r  y u sar e l  a n tib ió tic o  en su forma l ib re  o en la  forma 
de sus derivados funcionales farmacéuticamente acep tab les, 
d is t in to s  de la s  sa le s  de ad ic ión  de ácido , en forma l ib re  

1 0 . o en l a  forma de sus so lv a to s .
E l A ntib ió tico  66-40 es un elaborado ¡h iosln té tico  

a l  cual se obtiene cu ltivando, én un medio n u tr i t iv o  acuoso,
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una cepa de Micromonospora productora del A n tib ió tico  66-40.

EL micro-organismo p referid o  que se u t i l i z a ,  de acuerdo 
con l a  p resen te  invención, para l a  producción del nuevo an tib ió ­
t ic o  ha sido denominado Micromonospora inyoensis (a l cual en lo  

5. que sigue se denomina a veces M. in y oen sis). Esta especie fu e  
a is lad a  de una m uestra de suelo tomada de Inyo N ational F orest 
de la s  White Mountains de C a lifo rn ia . Una de la s  c a r a c te r í s t i ­
cas de su cepa es su capacidad para producir e l Antibió tíco*
66-40. A un cu ltiv o  del organismo vivo se l e  ha hecho p a rte  

10. de l a  colección permanente de The Northern U til iz a tio n  and
Research D ivisión , A g ricu ltu ra l Research Serv ice, U.S. Department 
of A gricu ltu ra , P eoría , I l l i n o i s ,  donde se ha asignado la  deno­
minación de acceso NRRL 3292. Subcultivos de M. inyoensis NRRL 
3292 son fác ilm en te  ob ten ib les a pedido para el público de 

15. dicha re p a r tic ió n  M. inyoensis es aeróbico y crece bien sobre 
l a  su p e rf ic ie  de una variedad de medios n u tr i t iv o s  só lid o s y 
l íq u id o s . M anifiesta un crecim iento y producción de a n tib ió tic o  
especialm ente buenos bajo condiciones aeróbicas sumergidas.

M. inyoensis es d ife ren c ia b le  de o tra s  esnecies de20. ------
Micromonospora por una variedad de parámetros taxonómicos.

Después de 14 d ías de incubación a 24-26B C. sobre un 
medio de agar que comprende 3% de NZ Amine Type A (S heffie ld  
Chemical Company, Norwich, Nueva York), 1% de dextrosa y 1,5%

25. de agar, se  observa que e l crecim iento es solamente en tre  reg u la r
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y pobre. Macroscópicamente no hay m icelio  aéreo evidente...Oca­
sionalmente aparecen tardíam ente unas pocas colonias bien des­
a rro llad as  en el área de inocu lación . Sobre algunas p la c a s . 's e  
observa un pigmento d ifund ib le  de co lo r castaño ro jiz o  d éb il, 

5 . asociado con la s  co lon ias. [Al d e s c r ib ir  l a s  formaciones de
co lor para esta  observación y para o tra s , se emplea el sigu ien ­
te  sistem a y re fe re n c ia s . Las designaciones de co lor consisten  
en dos ind icadores. EL primero es un nombre de co lo r tomado - 
de "D escrip tive Color Ñame D iotionary", por Taylos, Ehoche y 

10. G ranv ille , publicado en 1950 por Container Corporation of
America, USA, con un número de co lor que corresponde a l nombre 
del co lo r, habiéndose tomado el número de "The Color Harmony 
Manual", 4a Edición, publicado en 1958 por The C ointainer 
Corporation of America. EL segundo ind icador co n sis te  en un 

15. nombre de co lo r y número que se re f ie re n  a l  sinónimo o cua- 
sisinónimo que se encuentra en N ational Bureau of Standards 
(USA), C ircu lar 553, Noviembre 1 , 1955]. EL co lo r de l a  super­
f i c i e  de l a  colonia v a ría  desde T ile  Red g5ne -  Strong Brown 
55 hasta  Brown Mahogany m6p i .  Microscópicamente el m icelio  

20 . es la rg o , ram ificado, reg u la r y no tab icado , según se observa 
mediante m icroscopía por co n tra s te  de fa se . EL m icelio  t ie n e  
un diámetro de aproximadamente 0,5 ^t. Los esporos nacen in ­
dividualm ente sobre esporóforos simples de un diámetro de 1 ,0  

a 1 ,5  ji. Los esporos son de pared áspera y su forma es en tre  
25. ovoide y e s fé r ic a .



M. inyoensis crece bien en tre  28 y 379 c.? no se "produ­
ce crecim iento a 503 c. EL crecim iento es pobre sobre un m*edio 
de glucosa asparag ina-agar. Una colonia en crecim iento de* t í /  in ­
yoensis h id ro liz a  g e la tin a , lech e , almidón, y reduce n itrato* a 

5 . n i t r i t o ,  cuando se ap lic a  esto s ensayos de acuerdo con Gordon 
y o tro s , J .  B acterio logy 69, 147 (1956) y 73, 15 (1957). Ade­
más, l a  sacarosa es u t i l i z a b le  como fu en te  de carbono. "-

En l a  Tabla A se in d ica  c a ra c te r ís t ic a s  ad ic io n a les 'd e  
cu ltiv o  de M. inyoensis .10.

TABLA A

Medio Caract erísticas

15

20

Agar de Bennett Crecimiento moderado -  Color: Cas­taño herrumbre-g5pg? castaño fu e r -  te-55
Agar de Emerson Crecimiento reg u la r -  Color: ro jol a d r i l lo - g 6ng§ castaño ro jiz o  mode- rado-43
P asta  de tom ate-harina de Crecimiento reg u la r avena Agar
Glucosa asparagina Agar Crecimiento pobre
Glucosa Extracto  de levadu Buen crecim iento -  Color: castaño ra  Agar rosado-g7ni§ ro jo  g risaseo  oscuro

20 (pigmento d ifu n d ib le  castaño dé­b i l  producido por algunas colonias)
Rodaja de p a ta ta  Crecimiento pobre, pero mejoracuando se agrega carbonato de ca l­cio de calidad  de reac tivo

25. Agar de Czapek Crecimiento reg u la r



T iro sina  Agar Crecimiento re g u la r , no hay pigmen­to  d ifu n á ib le
Peptona H ierro Agar Crecimiento re g u la r , sin  pigmentod ifund ib le

5 , M. inyoensis es capaz de u t i l i z a r  una variedad
de fuen tes de carbono y n itrógeno . En l a  Tabla B se indican 
observaciones sobre l a  u ti l iz a c ió n  de carboh idratos. Se observa 
una estim ación v isu a l del grado de crecim iento en medio qué . 
co n siste  en 0,5% de ex trac to  de levadura, 1% de carbohidrato  y 

1 0 . 1,5% de agar, todo en agua d e s tila d a .

TABLA B
U tiliz a c ió n  de Carbohidratos

Carbohidrato on e l medio15. ----------------------------
Testigo 
L-arabinosa 
D-glucosa 
D -galactosa 

20 . ^ - la c to s a  
D -levulosa 
ra fin o sa  
L-ramnosa 
almidón 
sacarosa

Crecimiento

pobre
pobre
bueno

re g u la r  a pobre
regu la r a pobre 

pobre 
pobre 
pobre 
bueno

25. bueno
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5.

1 0 .

15.

D -xilosa reg u la r a pobre
in o s i to l pobre
D-manitol pobre, .
d (-)-a rab in o sa pobre. _.
d u lc íto l pobre *.
D -ribosa reg u la r

-m elib iosa pobre -
D (+ )-m eliz itosa pobre
g lic e ro l pobre

En l a  Tabla C l a  u t i l iz a c ió n  de nitrógeno está  
ind icada de acuerdo con lo  determinado por estimación v isu a l 
del crecim iento sobre p lacas de agar en un medio que co n siste  
en 1% de glucosa, 1 , 5% de agar y una fu en te  de n itrógeno como 
l a  ind icada, todo en agua d e s ti la d a .

TABLA C

Fuente de n itrógeno Crecimiento
1% NZ Amina Tipo A Regular a moderado
0,5% 1 evadura bueno
1% asparagina pobre
1% ácido glutámico pobre
1 % n itr a to  de amonio pobre

Se produce el A ntib ió tico 66- 4 0 , e l nuevo compuesto
de l a  p resen te  invención, cuando se hace crecer e l m icro- 
-organismo elaborante M. inyoensis en un medio n u tr i t iv o  acuoso
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bajo condiciones aerób icas, de p re fe ren c ia  sumergidas, de 
acuerdo con lo  que se describe más adelan to .

E l A ntib ió tico  66-40 es un seudo-oligosacárido 
básico a l  cual se d istin g u e  fácilm en te de o tros seudo-oligo- 

5 , sacáridos por su e s tru c tu ra  química, y sus propiedades b io ­
ló g icas, f í s i c a s  y químicas, de acuerdo con lo  que se des­
cribe  aquí.

En base a lo s  datos f í s ic o s  y químicos que se 
dan más ade lan te , se cree que e l  A n tib ió tico  66-40 posee la  

1 0 . s ig u ien te  e s tru c tu ra  química aproximada aunque no se debe 
deducir de e l la  asignaciones estereoquím icas:
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E l A ntib ió tico  66-4-0 t ie n e  un espectro  c a ra c te r ís ­
t ic o  de absorción in f r a r ro ja  en a c e ite  m ineral /(N ujo l) como 
e l  que se i lu s t r a  en la  f ig u ra  1 , donde la s  abcisas indican 
l a  longitud  de onda en m ieras y la s  ordenadas la  transm itan- 

5. c ia  en %. Las p a rte s  de absorción mas s ig n if ic a tiv a s  están
tabu ladas en l a  Tabla D, con la s  s ig u ie n te s  denominaciones:
F = fu e r te , M = mediano, D = d éb il, anc = ancho y HD'= 
muy d éb il.'

10. TABLA D

Bandas s ig n if ic a t iv a s  de absorción in f ra r ro ja  d e l A n tib ió tico  
66-40

2,98 u (M-F) 6,82 u (nu jo l) 10,46 u (M-F)

3,05 u (M-F) 7 ,2 5  u (nu jo l) 11,97 u (M)

3,16 u (M-F) 8,77 u (M-F) 12,75 u (MD)

3,35 u-3 ,50 u (nu jo l) 9,00 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 (F, anc)



= 8 =

El A ntib ió tico  66-40 tie n e  también un espec tríf 'ca­
r a c te r ís t ic o  áe resonancia magnética n uclear (espectro  RMN) 
según se i lu s t r a  en l a  f ig u ra  2. Se obtiene el espectro RMN 
mediante el uso de Varían A-60-A (Varían A ssociates, 611 

5 . Hansen Way, Palo A lto , C a lifo rn ia ) con una solución (aproxi­
madamente 0 ,4  mi. 9 concentración aproximadamente 20 mg/ml.) 
del a n tib ió tic o  en óxido de deu terio  (DgO). Se r e g is t r a  el 
espectro en p a rte s  por m illón p .p .m .) con l a  s a l  de sodio - 
de ácido 3-( tr im e tils i lo )-p ro p a n su lfó n ic o  como patrón in te rn o .

1 0 . íh l a  Tabla E se in d ica  datos ad ic io na les pertene­
c ien tes a ensayos c u a lita tiv o s  con e l A ntib ió tico  66-40 (base 
l ib r e )  y sus constantes f í s i c a s .

15.

20.

TABLA E
a) Reacciones de co lor 

Sakaguchi
Almidón-ioduro da potasio
N inhidrina
Cloruro estannoso
Molisch
Biureto

negativa
p o s itiv a
p o s itiv a
negativa
nega tiva
p o s itiv a

b) Constantes f í s i c a s
[ (c=0 , 3% en H^O)
Punto de fusión  (monohidrato) 
Peso equivalente 
RKa

+ 188,93 
1853 -  190B c. 

92 
8,0



A nálisis  Elemental Hallado Calculado p.ápá un Monohidrato

C 49,80 4 9 ,0 2 .,./ .
H 8,20 8 ,4 4 . . . / .
N 14,95 15,04
0 (por d ife ren c ia ) 27,05 27,50

A nálisis  elemental corresponde a l a  fórmula C^gH^yN^Oy.H^O
Peso m olecular determinado por espectrome­

t r í a  de masa 447,26
1 0 . Absorción u l t r a v io le ta  tran sp a ren te  en l a  gama en tre  220-400 m^

c) Solub ilidad  de l a  base del A ntib ió tico  66-40 en d iversos 
so lventes

Solvente Solubilidad
Metanol Escasamente so luble
Acetona Inso lu b le
Cloroformo Levemente so lub le
E ter In so lu b le
Benceno Inso lu b le
Agua Muy so lub le

La term inología está  de acuerdo con U. S. Pharmacopia 
XVIII, pág. 8 .

En l a  Tabla F se ind ica  el espectro de masa de l a  ba­
se l i b r e  del A n tib ió tico  66- 4 0 . Bi esta  ta b la  la s  columnas25.-
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encabezadas m/e represen tan  l a  re lac ió n  en tre  masa y carga, 
m ientras que la s  columnas encabezadas In t .R e l. representan  
in tensidad  r e la t iv a  y , según lo  in d ica  el nombre, se r e f ie r e  
a la s  in tensidades de la s  c re s ta s  a la s  d iversas re lac ion es 

5 . en tre  maga y carga (m/e), con re lac ió n  a la s  de l a  c re s ta  
m/e = 118.

\
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Según se mencionó más a r r ib a , l a  p resente invención 
se re lac io n a  también con derivados farmacéuticamente acepta­
b le s  del a n tib ió tic o  66- 40 , como por ejemplo sus so lvatos ,.*, 
(por ejemplo h id ra to s ) , sa les  y productos de condensación ^  
con aldehidos y /o  cetonas. Se comprenderá que se puede soníQ- 
t e r  e l a n tib ió tic o  a más de un postratam ientog por ejemplo l a  
p resen te  invención abarca también lo s  so lvatos de sa les  del- 
A n tib ió tico  66-40.

A continuación se describe  en d e ta l le  algunos de 
esto s derivados.

Siendo básico , e l A n tib ió tico  66-40 forma fácilm en­
te  sa le s  no tó x ica s  con ácidos orgánicos e inorgánicos, como 
por ejemplo ácido c lo rh íd ric o , su lfú r ic o , fo s fó r ic o , acé tico , 
e s te á r ic o , p ropiónico , t a r tá r ic o ,  m aleico, benzoico y sim ila­
re s . Se puede u sa r también ácidos po libásico s parcialm ente 
n eu tra lizad o s (por ejemplo n eu tra lizad o s con una base in o r­
gánica como se r NaOH o una base o rgán ica). En general la s  
sa les  de ácido m ineral, como la s  formadas con ácido c lo rh í­
d rico , ácido su lfú r ic o , ácido fo sfó ric o  y s im ila re s , son 
so lub les en agua y se la s  puede obtener por concentración o 
l io f i l i z a c ió n  de una solución acuosa de lo s  mismos o por 
p re c ip ita c ió n  con un so lvente orgánico m iscib le  con agua, 
de p re fe ren c ia  un alcohol o cetona a l i f á t ic o s  in fe r io re s . Sin 
embargo, corresponde observar que lo s  c lo rh id ra to s  del"A nti- 
b ió tic o  66-40 m anifiestan  su s ta n c ia l so lu b ilid ad  en metanol y



por lo  tan to  son a típ ic o s . Se puede p re c ip i ta r  lo s  c lo rh id ra ­
to s a p a r t i r  de una solución acuosa mediante l a  adición de 
una a lq u ilo  in f e r io r  cotona, t a l  como acetona. Titulando una 
solución acuosá del A ntib ió tico  66-40 con una cantidad menor 

5 . que l a  estequiom étrica de ácido , se rá  po sib le  form ar sa le s  
p a rc ia le s  de adición de ácido . Bajo l a  expresión "sa l de 
ad ic ión  de ácido" deben considerarse abarcados aquí todos 
estos compuestos.

Las sa le s  de adición de ácido no tó x icas d e sc r i-  *'
1 0 . ta s  más a rr ib a  m anifiestan  sustancialm ente el mismo espectro  

a n tib ió tic o  que l a  base nitrogenada l ib r e ,  aunque d if ie re n  por 
sus c a ra c te r ís t ic a s  de so lu b ilid ad .

El nuevo a n tib ió tic o  y sus sa le s  de ad ición  de ácido 
15. forman h id ra to s  con agua y o tro s  so lva tos con so lventes orgá­

n ico s. Por lo  tan to  es evidente que, en lo s  procedim ientos 
de a is la c ió n  aquí d e sc r ito s , se ob tiene normalmente el a n t i­
b ió tic o  como un h id ra to  y se obtiene normalmente sus sa les  
de adición de ácido como so lva tos de alcoholes o cetonas 

20. a l i f á t ic o s  in fe r io re s .  Estos h id ra to s  y so lva tos son r e l a t i ­
vamente e s ta b le s , de modo que lo s  productos a is lad o s  contienen 
agua o so lven te , por lo  general aproximadamente 1 mol por 
cada mol de a n tib ió tic o .

Eh l a  Tabla G se indican datos f í s ic o s  de algunos
25. derivados de e s ta  c la se .



5,

10

15

20

25

TABLA G

Constantes f í s i c a s  de la s  sa le s  del A ntib ió tico  66^40 
C lorh idrato  de A ntib ió tico  66-4-0 como solvato metandlico

[o<r]p (C = 1% en HgO) +112,29
A nálisis  Elemental Hallado Calculado

c 37,70 36,29
H 7,15 7,00
N 10,61 10,58
Cl 25,60 26,78

EL a n á l is is  corresponde a C^gH^yN^0y.5HCl.CH^0H

Absorción u l t r a v io le ta :  tran sp a ren te  en l a  gama comprendida
en tre  220-400  m̂ ..

Sulfato  del A n tib ió tico  66-40 como solvato  metanólico
(c = i% ea RpO) + 105,1S

A nálisis  elem ental Hallado Calculado
C 32,52 33,14
H 6,33 6,39
N 9,32 9,66

SO^ 33,90 33,13
El a n á l is is  corresponde .  (C^H N O.,),..5HgS0,,2CH^0H
Absorción u l t r a v io le ta : transparen taba l a  gama comprendida

en tre  220-400 npi.



Según se mencionó más a r r ib a , e l A ntib ió tico  66- 4O 
forma también productos de condensación no tóx icos con a ldeh i­
dos y/o cotonas, mediante procedim ientos conocidos en l a  té c ­
n ica . Los productos p re fe rid o s , probablemente bases de 63chiff, 
aquí contemplados, son lo s  preparados mediante condensación 
del a n tib ió tic o  con aldehidos y/o cetonas que tienen  h asta  
12 átomos de carbono. Entre estos aldehidos y cetonas se in ­
cluyen compuestos a l i f á t ic o s ,  a l ic íc l ic o s ,  arom áticos y h e te - 
ro c íc l ic o s . Además, se comprenderá que lo s  aldehidos y ceto­
nas 'que tienen una e s tru c tu ra  de a n illo  cerrado p u ed en 'llevar 
su s titu y en tes  ta le s  como h id ro x ilo , halógeno, n i t r o ,  a lcox ilo  
in f e r io r ,  a lo an o ilo x ilo  in fe r io r  y s im ila re s . Solamente a 
t í tu lo  i lu s t r a t iv o  y s in  lim ita c io n e s , en tre  lo s  aldehidos 
y cetonas aquí contemplados se encuentran: aceta ldeh ido , 
acetona, m etil e t i l  cetoná, crotonaldehido, f u r f u r a l ,  ciclopen 
ti l-a c e ta ld e h id o , v a n ilin a , v era tra ld eh id o , benzofenona, 
benzaldehido, acetofenona, s a lic ila ld e h id o , p ir id o x a l y sim i­
la r e s .

Corresponde hacer no tas que esto s productos de 
condensación no son es tab le s  en presencia  de agua.

Según se mencionó más a r r ib a , se produce A ntib ió tico  
66-40 cuando se hace crecer el micro-organismos e laboran te,
M. in y o en sis , en un medio n u tr i t iv o  acuoso bajo condiciones
aeróbicas, de p re fe renc ia  sumergidas.
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Para cantidades lim itad as de a n tib ió tic o , se puede 
u t i l i z a r  cu ltiv o  en su p e rfic ie  en b o te lla s  o fra sco s  para 
sacudim iento, en vez de condiciones sumergidas. Se hace 
c rece r el organismo en un medio n u tr i t iv o  que contiene una 

5 , fu en te  de carbono, por ejemplo un carbohidrato  asim ilab le .
Se req u ie re  también un compuesto n itrogeiado  asim ilab le  o 
m ate ria l p ro te ico . Las fuen tes p re fe rid a s  de carbono "incluyen 
glucosa, m altosa, mañosa, sacarosa, almidón, almidón üé'ihaíz 
y s im ila re s . Fuentes nitrogenadas p re fe rid as  in c lu y e n 'lic o r  

1 0 . de maceración de maíz, ex trac to s de levadura, harina  *de-"soya, 
peptonas de carne, h id ro lizados de caseína, ex trac to s  de- 
cam e de vaca y s im ila re s . Se puede u sa r con ven ta ja  "combina­
ciones de estas fuen tes de carbono y n itrógeno. Generalmente 
es innecesario  agregar elementos v e s t ig ia le s ,  puesto que 

15. se emplea agua c o rr ie n te  como medio de form ulación; sin  em­
bargo, se  ha comprobado que r e s u l ta  ven ta josa l a  adición de sa­
le s  de cobalto .

Se puede e fec tu a r l a  producción del A ntib ió tico  66-40 
a cua lqu ie r tem peratura que conduzca a crecim iento s a t is f a c -

2 0 . to r io  del micro-organismo,*; por ejemplo en tre  20 y 40a c . ,
y de p re fe ren c ia  25 a 353 c.

Comúnmente se obtiene producción óptima en 3 a 7 d ías . 
El pH del medio permanece por lo  general b as tan te  próximo a 

25. 7 durante l a  ferm entación. El pH f in a l  depende en p a rte  de lo s
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reguladores de pH que están p resen tes , s i  lo s  hay, y con ven­
ta j a  se l e  a ju s ta  aproximadamente a 8 ,0  an tes de l a  e s t e r i l i ­
zación. Cuando se l le v a  a cabo e l crecim iento en re c ip ie n te s  
y tanques grandes, es deseable p roducir un inoculum vegeta tivo  
en un caldo n u t r i t iv o ,  inoculando e l cu ltiv o  del caldo jcoh un 
cu ltiv o  de suelo o un cu ltiv o  l io f i l i z a d o  del organismo. Cuando 
se ha obtenido a s í  un inoculum ac tiv o , se l e  t r a n s f ie r e  asép­
ticam ente a re c ip ie n te s  o tanques más grandes. EL medio en el 
cual se produce e l inoculum vegeta tivo  puede s e r  e l mismo que 
el u t i l iz a d o  para l a  producción del a n tib ió tic o  en tanques, 
o d ife re n te  de e s te  ú ltim o, m ientras se obtenga buen c re c i­
miento del micro-organismo.

Después de completar l a  ferm entación, se puede t r a ­
b a ja r  el medio, por ejemplo en l a  s ig u ie n te  manera. Se a ju s ta  
el caldo entero a un pH de aproximadamente 2 mediante ácido 
m ineral, de p re fe ren c ia  ácido su lfú ric o  acuoso, con lo  cual 
se l ib e ra  e l a n tib ió tic o  básico  so lub le  en agua con respecto  
a l m icelio  y se d isue lve en el medio acuoso de ferm entación.
Se f i l t r a  l a  mezcla completa de manera do separar e l caldo, y 
se n e u tra liz a  el f i l t r a d o  seguido por adición de ácido oxálico 
para p re c ip ita r  iones de ca lc io . Después de una f i l t r a c ió n  
ad ic iona l y a ju s te  h as ta  n eu tra lid ad , de p re fe ren c ia  mediante 
hidróxido de amonio, se hace pasar el f i l t r a d o  neu tra lizado  
c laro  a trav és de una re s in a  intercam biadora de iones, de 
p re fe ren c ia  del tip o  1RC-50 Amberlite bajo  l a  forma amonio.



Ejemplos de la s  re s in a s  de tipo  Amberlite aquí u t i l iz a d a s , 
para intercam bio tan to  aniónico como ca tión ico , se encuentran 
en Handbook of Chemistry and Physics, 42a Edición, Chemical 
Rubber Publish ing Company, Cleveland, Ohio (1960). Se des- 

5 . c a r ta  el caldo usado, y se eluye el a n tib ió tic o  de la  re s in a  
mediante hidróxido de amonio. Se concentra el eluato  y se l e  
evapora h as ta  un residuo  que co n s is te  en A ntib ió tico  66-40 

crudo que tie n e  una potencia de aproximadamente 500 ^.g/ng. 
de acuerdo con e l procedimiento de a n á l is is  aquí d e sc rito .

1 0 . Se puede e fec tuar l a  p u rificac ió n  del an tib ió tico
crudo mediante l a  u ti l iz a c ió n  de una re s in a  de intercam bio
aniónico , de p re fe ren c ia  Dowex 1 x 2 o un tip o  Amberlite IRA
401S, Se puede adborber e l a n tib ió tic o  crudo a p a r t i r  de una
solución acuosa sobre l a  columna y e lu ir lo  de l a  misma median- 15. t e  agua d e s ti la d a . EL m ate ria l obtenido de e s ta  manera da 
por a n á l is is  aproximadamente 900 jug/mg. EL a n tib ió tic o  crudo 
es también p u r if ic a b le , por ejemplo, mediante crom atografía 
en columna sobre ce lu lo sa  u tiliz a n d o  un sistem a so lvente 
cloroform o:m etanol:hidróxido de sodio a l 17% (2 : l : l ) s  se usa

20. l a  fa se  su perio r del sistem a so lvente para "humedecer" p r i­
meramente l a  columna, y se usa l a  fa se  in fe r io r  con f in e s  de 
elución.- Se puede disponer e l a n tib ió tic o  sobre l a  columna 
por adsorción a p a r t i r  de una solución concentrada en l a  
fa se  superio r del sistem a so lvente mencionado más a r r ib a .

25.

= 18 =

Para a n a liz a r  la s  d iversas preparaciones con re s -



pecio a l a  po tencia  expresada en microgramos por miligramo 
del a n tib ió tic o , se  emplea por lo  general e l método norm ali­
zado de ensayo en vaso c i l in d r ic o  empleando Staphylococcus 
aureus ATCC 6538P (ATCC = American Type Culture C ollection) 
como organismo de ensayo. Este método es completamente.análogo 
a l d escrito  por Oden y o tro s en A ntim icrobial Agents And 
Chemotherapy (1963). Una ac tiv id ad  a n tib ió tic a  de l ^ g  del 
a n tib ió tic o  es l a  cantidad de m ate ria l que produce una. ..res­
puesta zonal de 16,3 + 0,9 mm. bajo la s  condiciones del mé­
todo de a n á l is is  y se expresa como jig/mg.

Los s ig u ien te s  Ejemplos i lu s tra n  lo s  procedimientos 
de ferm entación y a is la c ió n  que proporcionan A ntib ió tico  66-40.

EJEMPLO 1
Tanque de Fermentación de Micromonospora inyoensis 

Etapa de Germinación 1

Bajo condiciones a sép tic as , se agrega un cu ltiv o  
l io f i l iz a d o  (o cé lu las obtenidas de un cu ltiv o  inclinado) de 
M. inyoensis a un frasco  para sacudimiento de 300 mi. que 
contiene 100 mi. del s ig u ien te  medio e s t é r i l :



Extracto de carne de vaca 3 g.
T rip tona 5 g.
Extracto de levadura 5 g°
Dextrosa 1 g.
Almidón 24 g . ' -*
Carbonato de calcio 2 g.<"
Agua co rr ien te 1000 mil-'-

Se incuba el frasco  y sus contenióos durante 5 
d ías a 353 C sobre un sacudidor ro ta tiv o  (280 r .p .m . /  ca rre ra  
5 0 ,8  mm).

Etapa de Germinación 2

Se t r a n s f ie r e  asépticam ente 25 mi. del medio de 
ferm entación de l a  Etapa de germinación 1 a un frasco  para 
sacudimiento de 2 l t .  que contiene 500 mi. del medio e s t é r i l  
de germinación d esc rito  más a r r ib a . Se incuba el fra sco  y 
sus contenidos durante 3 d ías a 28s C. en un sacudidor ro ta ­
tiv o  (280 r .p .m ., ca rre ra  50,8 mm.) .

Etapa de Fermentación

Se tr a n s f ie r e  asépticam ente 500 mi. del medio, 
obtenido de l a  Etapa de germinación 2 , a un tanque de fermen­
tac ió n  de 14 l t .  que contiene 9,5 l t .  del s ig u ien te  medio 
e s t é r i l :



D extraña 50 g
Dextrcs 5 g 

35 g.Harina de soya 
Carbonato de ca lc io  
Cloruro de cobalto 
Agua c o rr ien te  
Antiespumante (GE60=emulsión

1000 mi

7 g.

de s ilic o n a ) 10 mi

Antes de e s t e r i l i z a r  a l  medio mencionado más
a r r ib a , se a ju s ta  e l pH a 8 . Se ferm enta aeróbicamente. 
durante 66 a 90 h r . m ientras se a g ita  a 250 r .  p.m. con una 
entrada de a i r e  a razón de 4,5  I t / l t /m in  y 22 ,5  atm ósferas. 
La potencia del a n tib ió tic o  producido a l término de es te  
período alcanza un máximo de 150-225  ^.g/ml y permanece 
re lativam ente constan te. EL pH del medio de ferm entación 
cambia levemente durante l a  producción del a n tib ió tic o , 
variando en l a  gama de 6,8  a 7 , 3 .

mediante ápido su lfú rico  6N (para l a  f in a lid a d  de este  
ejemplo se in d ica  l a s  cantidades con respecto  a 170 l t .  de 
caldo de ferm entación que se ob tiene reuniendo caldos a c i­
d ificados provenientes de 17 tandas obtenidas de acuerdo

EJEMPLO 2
A islación del A ntib ió tico  66-40

Se a ju s ta  el caldo entero del Ejemplo 1 a pH 2
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con el procedimiento del Ejemplo 1 ) .  Se a g ita  el caldo ac i­
d ificado  durante aproximadamente 15  min. y luego se le  f i l ­
t r a .  Se lava  el m icelio  con agua y se combina lo s  lavados 
con e l f i l t r a d o .  Se a ju s te  el pH del f i l t r a d o  a 7 mediante 

5 . hidróxido de amonio 6N. Al f i l t r a d o  n eu tra lizad o  se agrega 
su f ic ie n te  ácido oxálico para p re c ip i ta r  c a lc io , y se f i l ­
t r a .  Se re n e u tra liz a  el f i l t r a d o  mediante hidróxido de-amo­
n io . Se carga e l f i l t r a d o  sobre una columna de adsorción de 
intercam bio ca tión ico  que-contiene 1500 a 2000 g. de IRC-50 

10. Amberlite en su forma de amonio. Se d escarta  el e luato , se 
la v a  l a  re s in a  con agua y se eluye mediante hidróxido de 
amonio 2N. Se recoge fracc io n es de 400 mi. y se v ig i la  
mediante ensayo sobre discos con S. aureus ATCC 6535P. Se 
combina la s  fracc ion es ac tiv as  y se la s  evapora hasta  se - 

15. quedad bajo p resión  reducida de manera de obtener aproxima­
damente 28 g. de A ntib ió tico  66—40 crudo que t ie n e  una ac­
tiv id a d  de aproximadamente 500 ^ g /g .

EJ IMPLO 1
20. P u rificac ió n  de A ntib ió tico  66-40

Se d isue lve  28 g de A ntib ió tico  66-40 crudo, obte­
nido en el Ejemplo 2, en 100 mi. de agua d es tilad a  y se l e  
carga en una columna de adsorción de intercam bio aniónico 

25. (Dowex 1X2) bajo  l a  forma de h id ro x ilo . Se forma una lechada



con 2000 g. de l a  re s in a  en agua, en una columna de un d iá­
metro de 63,5 mm. y una a l tu ra  de 914?4 mm. Se eluye l a  
columna con agua d es tilad a  a razón de aproximadamente 23 m i ./  
m in ., recogiendo fracc iones de 100 mi. y v ig ilando  con un 
medidor de conductividad y mediante ensayo sobre disbo 'con­
t r a  Staphylococcus aureus. EL ensayo sobre disco provee una 
separación aproximada de fracc ion es de eluato  que contienen 
a n tib ió tic o  con respecto  a la s  desp rov istas de a n tib ió tic o . 
Para asegurar que la s  fracc ion es están  apropiadamente, com­
binadas, se crom atografía sobre papel una porción d-e-oada 
fracc ió n , u tiliz a n d o  la  fa se  in fe r io r  de un sistem a.c lo ro  
form o:m etanol:hidróxido de amonio a l . 17% (2 :1 :1 ) . S e .rocía  
papel con n in h id rin a , y se combina y l i o f i l i z a  lo s  .eluatos 
que contienen m ate ria l s im ila r , de manera de obtener aproxi­
madamente 5,7 g. de A ntib ió tico  66-40 que, por a n á l is is ,  
da aproximadamente 900 jig/mg.

EJEMPLO 4

Preparación de S u lfa to  de A ntib ió tico  66-40

Se disuelve 3 ,9  g* de base de A ntib ió tico  66-40, 
que se prepara de acuerdo con lo  d esc rito  en e l Ejemplo 3, 
en 60 mi. de agua y se a ju s ta  e l pH a 4,5  mediante ácido 
su lfú rico  6N. Se a g ita  l a  solución con carbón decolorante 
durante aproximadamente ^  h r y se f i l t r a .  Se agrega este  
f i l t r a d o  a aproximadamente 1 l t .  de metanol. Se f i l t r a  y se



EJEMPLO 5

P u rificac ió n  a lte rn ad a  de A ntib ió tico  66-40 por v ía  de su 
Sulfato

seca de manera de o b ten e r 4 ,8  g . de l a  s a l  de s u lf a to ;  por
a n á l i s i s  da aproximadamente 640 ^.g/mg.

Se mezcla 200 g. de polvo de ce lu lo sa  Whatman N9 1 
con 20 mi. de l a  fa se  superio r de un sistem a solventé* que es­
t á  compuesto por cloroform o:m etanol:hidróxido de amonio a l 
17% (2 :1 :1 ) y se compacta en pequeños segmentos en una* co­
lumna que t ie n e  un diámetro in te rn o  de 6,35 mm. y una a l tu ra  
de 508 mm. Se hace co rre r a trav és  de l a  columna l a  fa se  in fe ­
r i o r  del sistem a so lvente h as ta  que emerge una banda am arilla  
de impurezas. Se d isue lve  2 g. de su lfa to  de A ntib ió tico  
66-40, que se prepara de acuerdo con lo  d esc rito  en e l Ejem­
plo 4 , en aproximadamente 3 mi. de l a  fa se  so lvente superio r, 
se mezcla con un poco de polvo de ce lu losa , se seca bajo 
p resión  reducida y se compacta en l a  p a rte  superio r de l a  
columna do ce lu lo sa . Se deja  co rre r l a  fa se  in fe r io r  a t r a ­
vés de l a  columna a razón de 1 m l./m in. recogiendo fra c c io ­
nes de 5 mi. cada 15 min.

Se in d iv id u a liz a  a líc u o ta s  de cada fracc ió n  sobre 
papel de f i l t r o  y se la s  ensaya con reac tivo  n in h id rin a  para 
determ inar l a  p resenc ia  o ausencia de a n tib ió tic o . La croma­
to g ra f ía  sobre papel, de l a s  fracc io n es que contienen a n tib ió -
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t ic o , estab lece  que e l m ate ria l deseado es tá  situado  en tre  la s  
fracc iones 121 a 190.

Se combina la s  fracc ion es 121 a 190, se l a s  evapora 
h as ta  sequedad, se l a s  red isu e ív e  en agua y se la s  hace, pasar 

5 . a través de IRA 401S (una re s in a  intercam biadora de aniones) 
en e l c ic lo  h id ro x ilo . Se a ju s ta  el pH del eluato  a 4)5 con 
ácido su lfú ricos el eluato  se t r a t a  con carbón, se f i l t r a  
y se concentra h as ta  un volumen más pequeño. Se agrega este  
concentrado a una cantidad en exceso de metanol y se separa 

10. por f i l t r a c ió n  el p rec ip itad o  blanco que se foim a. Se d isu e l­
ve el p rec ip itado  en agua y se l e  hace pasar a travesado 
una columna de re s in a  IRA 401S bajo l a  forma h id ro x ilo . Se 
recoge, concentra y l i o f i l i z a  e l e f lu en te , de manera de 
obtener aproximadamente 300 mg. de base de A ntib ió tico  66-40 

15. que, por a n á l is i s ,  da aproximadamente 1000 ^tg/mg.

EJEMPLO 6

Preparación de C lorh idrato  de A n tib ió tico  66-40

20. Se d isue lve 104,7 mg. de base de A ntib ió tico  66-40,
que se prepara de acuerdo con lo  d e sc rito  en el Ejemplo 2, 
en 4 mi. de agua y se a ju s ta  el pH a 4 ,5  mediante ácido 
c lo rh íd rico . Se evapora l a  solución hasta  sequedad y se re d i­
suelve el residuo en metanol. Se agrega e s ta  solución a un 

2 5 . exceso de acetona y se f i l t r a  e l p rec ip itado  re su lta n te
de manera de obtener 130 mg. de c lo rh id ra to  de A ntib ió tico



66-4-0 que, por a n á l i s i s ,  da 753 pg/mg.

EJEMPLO 7

5.

1 0 .

15.

Preparación de Monohidrato c r is ta l in o  de A ntib ió tico  66-4-0

Se prepara una columna crom atográfica de gel de 
s í l i c e  (26  x 2,5 cm) u tilizan d o  la  fa se  in f e r io r  (orgánica) 
de una mezcla so lvente que co n s is te  en isopropanolsCHCl"^: 
hidróxido de amonio en una re lac ió n  en volumen de l s 2 : l  como 
reve lad o r/e lu y en te . Se d isuelve 1 ,0  g. de base de A ntib ió tico  
66-40 en 5,0 mi. de mezcla so lven te . Se adsorbe l a  solución 
de a n tib ió tic o  sobre el gel de s í l i c e  y se crom atografía. Se 
recoge fracc io n es de 5 ,0  mi. y se determina l a  ubicación de 
l a s  fracc ion es deseadas mediante crom atografía en capa delgada 
sobre p lacas de gel de s í l i c e .  Se combina y se evapora la s  
fracc io n es apropiadas (44- 7 8 ) bajo p resión  reducida y se ob­
tie n e  a s í un jarabe am arillo  c la ro , que por d e s tila c ió n  azeo- 
tró p ic a  con e tan o l, c r i s ta l i z a  bajo l a  forma de ro se tas  de 
co lo r am arillo  c la ro . El producto obtenido en e s ta  manera 
es monohidrato de A ntib ió tico  66-40 que tie n e  un punto de 
fu sión  de aproximadamente 185-1903 C. El rendim iento es aproxi­
madamente 650 mg.



EJEMPLO 8

Preparación del Producto de Condensación de Benzaldehido del 
A ntib ió tico  66.-40

Se t r a t a  5,0 g. de A ntib ió tico  66-40 en 60 mi", 
de etanol absoluto con 5 ,9  g. de benzaldehido (leve exceso 
por encima de 5 equivalen tes) y se somete a re f lu jo  durante 
1 h r . Se e n fr ía  l a  solución y se  l a  f i l t r a  de manera-de-ob­
tener 7 ,0  g, de un só lido  c r is ta l in o  blanco, punto de;fusión 
123-126BC., = +43,26  (c = 0,3% en CHCl^). E L -análisis

qo. elemental in d ica  cinco residuos de benzaldehido.

Bh una manera s im ila r , reemplazando el reac tiv o  
benzaldehido en el precedente ejemplo con una cantidad equi­
v a len te  de uno cualquiera de lo s  s ig u ien te s  aldehidos:

15. Acetaldehido,
3*urfural,
C ic lo p en til aceta ldeh ido ,
Crotonaldebido,
S a l ic i l  aldehido,

20. Vanilina,
V eratraldeh ido , o 
P irid o x a l,

y siguiendo sustancialm ente e l procedimiento d e sc rito  en el 
Ejemplo, se .o b tien e  lo s  correspondientes productos de conden-25.
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sación de aldehido (probablemente bases de Schiff en lo  que se 
r e f ie r e  a l a  e s tru c tu ra  quím ica).

EL A ntib ió tico  66-40, y sus derivados funcionales 
farmacéuticamente acep tab les, poseen un amplio espectro an tib ac- 

5 . te r ia n o . EL a n tib ió tic o  posee l a  propiedad de a fe c ta r  adversa­
mente el crecim iento de b a c te ria s  gram -positivas y gram-nega 
t iv a s ,  y por lo  tan to  se l e  puede u sa r ya sea solo o en combi­
nación con o tro s agentes a n tib ió tic o s , para impedir e l c rec i­
miento* o red u c ir l a  cantidad de b a c te r ia s  en d iversos ambientes.

10. Por ejemplo se l e  puede u sa r para d e s in fec ta r  c r i s t a l e r í a  de 
la b o ra to r io , equipos den ta les y médicos contaminados con 
Staphylococcus aureus u o tra s  b a c te r ia s  cuyo crecim iento se ve 
adversamente afectado por A ntib ió tico  66-40. Debido a su a c t i ­
vidad particu larm en te  eficaz  contra b a c te r ia s  gram -negativas,es

15. ú t i l  para combatir in fecciones causadas por esto s organismos 
gram-n ega tivo  s .

En l a  Tabla H se in d ica  l a  ac tiv id ad  in  v i t ro  del 
A n tib ió tico  66-40 contra una variedad de b a c te r ia s  g ram -positi­
vas y gram -negativas. Se determina l a  concentración inh ib ido ra

20. mínima (CIM) u tiliz a n d o  caldo de levadura-carne de vaca como 
medio de ensayo. Se emplea una técn ica  de d ilución  se riada  doble. 
La CIM es el punto ce n tra l en tre  el últim o tubo c laro  y el p ri 
mer tubo tu rb io  según se determina por observación v isu a l. Se 
r e a l iz a  determ inaciones u tiliz a n d o  una d iluc ión  10"*3 de un cu l-

25.



tiv o  de la s  b a c te r ia s  de ensayo en caldo durante 24 h rs . Se 
incuba todos lo s  tubos durante 18 h rs . a 378 c. En l a  Tabla, 
se u t i l i z a  para el estudio el A ntib ió tico  66-40 que t ie n e  una 
potencia de 1000  ^g/mg.

- TABLA H -;
A ctividad In  V itro  del A ntib ió tico  66-40 ..

Micro-organismos u ti l iz a d o s CIM
B acterias gram -positivas ng/ml.
Diplococcus pneumoniae DA 1 5 0 ^ 3 ,0  '
Enterococcus sp. DA 800 2,25  .
Bnterococcus sp. DA 801 2,25
Enterococcus sp DA 802 2,25
Stapbylococcus aureus ATOO 6538? 0,23
Staphylococcus aureus ATCC 11631 0 ,2 1

Staphylococcus aureus Cray 0,05
Staphylococcus aureus DA 2033 0,08
Streptococcus fa e c a l is  ATCC 10541 3,0
Streptococcus pyogenes DA 1 3,0
Streptococcus pyogenes DA 21 " 3,7
Streptococcus pyogenes DA 15 - 3,7
B acte rias gram -negativas
Escherichia co li ATCC 10536 0 ,6

E scherichia c o li DA 3 0,3
Escherichia c o li  DA ^ 0 ,6
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E scherich ia c o li DA 1 0,6
K le b s ie lla  pneumoniae DA 20 0,23
El éb s i  e l l a  pneumoniae ATCC 10031 3,0
Proteus v u lg a ris  DA 121 0,6

5 . P roteus v u lg a ris  ATCC 9921 0 ,6  ;
Proteus v u lg a ris  DA 13 0,3
Proteus v u lg a ris  DA 12 3,0
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8709 0,4$ -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 8689 o , 6

10. Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 0,6
Salmonella sch o ttm u e lle ri DA 10 0,53-
Salmonella sp. DA 101 0,3
Salmonella sp. DA 102 0,3
A erobacter sp. DA 3a 0,3

DA se r e f ie r e  a l número de colección 
de Schering Corporation.

Se determ ina l a  to x ic id ad  aguda del A ntib ió tico  
66- 40 , bajo  de su su lfa to , en una manera normal mediante una 

2 0 . variedad de d ías en ra tones que pesan 18 a 20 g. Los datos de
to x ic id ad  indicados en l a  Tabla J  están  expresados con re lac ió n  
a l a  base l i b r e .



TABLA J

modo de Adía i

5.
Subcutánea
In tra p e rito n e a l
Endovenosa

221

288

34
EL A ntib ió tico  66-40 m an ifie sta  una acción '-an ti­

b a c té r ic a  contra in fecciones bacterianas patógenas inducidas 
en animales de la b o ra to rio  y en p a r t ic u la r  en el ra tó n ..P a ra  

10. determ inar l a  ac tiv id ad  p ro tec to ra  in  vivo d e l A n tib ió tico
66-40  contra in fecciones de origen bacteriano  patógeno en el 
ra tó n , se adm inistra a ra tones dos veces una dosis del a n t i ­
b ió tic o , una inmediatamente an tes de una inyección in tra p e -  
r i to n e a l  de l a  b a c te r ia  in fe c ta n te , y una vez 4 h rs . después 

15. de dicha inyección. Se determina l a  cantidad de sobrevivien­
te s  48 h rs . después de l a  in fecc ión  y se an a liza  estos datos 
mediante procedim ientos p robato rios normalizados para d e te r­
minar valo res de DP^ con lím ite s  de seguridad del 95%. La 
Tabla K in d ica  l a  ac tiv id ad  p ro tec to ra  del A n tib ió tico  66-40 

20 . contra d iversas b a c te r ia s  patógenas.
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TABLA K

A ctividad P ro tec to ra  del A n tib ió tico 66-40 en el ra tón  

Organismo Via deAdministración DP^o (mg/kg)

5.

10.

Staphylococcus aureus Gray DC 445 subcutáneao ra l 0,1225,0
Streptococcus pyogenes C DC 28 subcutánea 0,87
El ebsi e l la  pneumoniae DC 801 subcutáneao ra l 0,70

50,0

Pseudomonas aeruginosa ATCC 8709 subcutánea 1 ,1 2

Salmónella paratyphi B DC 837 subcutánea 1,91

15.

De acuerdo con l a  Tabla E re s u lta  evidente que el 
ín d ice  te rap éu tic o  (DL_/DP ) mediante l a  v ía  subcutánea50 $o
es tá  comprendido en tre  330 y 2400 con respecto  a lo s  orga­
nismos gram -positivos y 150 a 410 con respecto  a lo s  organis­
mos gram -negativos.

Además, lo s  ra tones in fec tad o s in tra p e r i to n e a l-  
mente con ocho dosis DL^p de R ic k e tts ia  ak aria  obtuvieron 
100% de pro tección  mediante l a  adm inistración subcutánea20. de 2 mg. de A ntib ió tico  66-40 adm inistrado una vez por d ía  
durante 4 d ías .

En v is ta  de lo s  precedentes datos in  v ivo , y espe­
cialm ente en v is ta  del favo rab le  ín d ice  te rap éu tico  m anifes-
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tado por el A n tib ió tico  66-40, r e s u l ta  evidente que se puede 
u sa r el a n tib ió tic o  para co n tro la r  y t r a t a r  una variedad de 
in fecciones en huéspedes mamíferos. Entre es tas  in fecciones 
se encuentran l a s  causadas por géneros de organismos ta le s  
como S treptococcus, Staphylococcus, S treptococcus, E scherich ia , 
Salmónella  ̂ K le b s ie lla . P ro teus, Pseudomonas, y s im ila re s .
Estos organismos causan, o se sospecha que causan l a  m a s ti t is  
bobina, in fecciones del tra c to  u r in a r io  y d ia rre a . Se sospe­
cha que especies de lo s  mismos organismos causan enfermeda-

1 0 . des de l a  p ie l  y de la s  v ías  r e s p ira to r ia s  superiores,--o 
agravan m anifestaciones p re -e x is te n te s  de estas enfermeda­
des en lo s  mamíferos. Por lo  tan to , e l A ntib ió tico  6ó-r40 
y sus derivados proveen un arma po ten te  para combatir estos 
organismos y lo s  estados de enfermedad causados por lo s  m is-

1 5 .  IR O S .

Se puede a p lic a r  el A ntib ió tico  66-40, y sus d e ri­
vados, como tópico bajo l a  forma de ungüentos, tan to  h id ró f i­
lo s  como hidrófugos, bajo l a  forma de lociones que pueden 
se r del tip o  acuoso, no acuoso o en emulsión, o bajo l a20. forma de cremas. Portadores farm acéuticos que son ú t i l e s  
para l a  preparación de estas form ulaciones incluyen por 
ejemplo su stan c ias ta le s  como agua, a c e ite s , g rasas , p o lié s -  
te r e s ,  p o lio le s  y s im ila re s .

25. En general, la s  preparaciones para tóp ico  contienen
aproximadamente 0 ,1  a 3 ,0  g. del a n tib ió tic o  por cada 100 g. 
de ungüento, crema o lo c ió n . Por lo  gen era l, se a p lic a  sua-



vemente l a s  preparaciones tó p icas a le s io n es  aproximadamente 
2 a 5 veces por d ía .

Se puede u t i l i z a r  lo s  a n tib ió tic o s  de l a  p resén te  
invención en forma líq u id a , ta le s  como soluciones, suspensio- 

5 . nes y s im ila re s , para uso óptico y ó tico , y se lo s  puede
adm in istrar también parenteralm ente por inyección intram us­
cu la r . Por lo  general se adm inistra l a  solución o suspensión 
acep tab le  a razón de aproximadamente 1 a 5 mg, de a n tib ió tic o  
por cada kilogramo de peso del cuerpo por d ía , d ividido en 

10. aproximadamente 2 a 4 do sis . La dosis exacta depende de l a  
etapa de l a  in fección  y de su severidad, l a  su sce p tib ilid a d  
a l a n tib ió tic o  del organismo in fe c ta n te , y la s  c a ra c te r ís ­
t ic a s  in d iv id u a les  de lo s  mamíferos tra ta d o s .

15. El s ig u ie n te  Ejemplo 9 describe lo s  in g red ien tes  y el 
procedimiento para p reparar una solución iny ec tab le .

EJEMPLO 9

20. Solución in y ec tab le
Por frasco  de Por cada
2,0 ntl^) 50 lt(2)

Sulfato  de A ntib ió tico  66-40 

E ster m etílico  de ácido p -h id roxi
84 ,0  mg. 2100,0  g.

3 ,6  mg. 90 ,0  g.



E ster p ro p ílico  áe ácido p-hidroxibem
zoico, USP''  ̂ (=Propilparabeno) 0 ,4  mg. 1 0 ,0  g.
B isu lf i to  de sodio, USP^^ 6 ,4  mg. ,160 g.
D ihidrato de te tr a -a c e ta to  de e t i le n d ia ­
mina d isódico , R.G. 0 ,2  mg. 5,0 g .
Agua para inyección, U S P ^ , c .s .p . 2 ,0  mi. * 5 0 ,0  l t

(1) US-Pharmacopea
(2) Incluye una sobrecarga de fab ricac ió n  del 5%

Procedimiento para una tanda de 50*0 l t .
Se carga aproximadamente 35 l t .  do agua para inyec­

ción en un re c ip ie n te  encamjsado de acero inoxidable apropia­
do, y se ca lie n ta  h as ta  aproximadamente 70a c. Se carga el 
m etilparabsno y el propilparabeno en el agua para inyección 
calen tada, y se d isue lve con ag ita c ió n . Cuando lo s  parabenos 
están completamente d isu e lto s , se e n fr ía  lo s  contenidos del 
tanque h asta  25- 308C. haciendo c irc u la r  agua f r í a  a trav és 
de l a  camisa del tanque. Se r ie g a  l a  so lución con gas n i t r ó ­
geno durante por lo  menos 10 min. y se l a  mantiene cu b ie rta  
con nitrógeno durante e l subsigu ien te  tra tam ien to . Se carga 
y se d isue lve el d ih id ra to  de te tr a -a c e ta to  de etilend iam ina 
disódioo y b is u l f i to  de sodio . Se carga y se d isue lve  el su l­
fa to  de A ntib ió tico  66-40. Se l le v a  e l volumen de l a  tanda 
hasta  50,0  l t .  mediante agua para inyección, y se ag ita  h as ta  
que queda homogénea. Bajo condiciones e s té r i le s  se f i l t r a  l a



solución a trav és  de un f i l t r o  re te n tiv o  de b a c te r ia s  apro­
piado, recogiendo el f i l t r a d o  en un tanque para llen ad o . Con 
el producto se l le n a  asépticam ente fra sco s para dosis m últi­
p les  e s té r i le s  l ib r e s  de pirógeno, se lo s  tapona y s e 'ló s  

5. c ie r ra  herméticamente.

EJEMPLO 10

10

Ungüento de A ntib ió tico
Base de A ntib ió tico  66-40 10 g
P e tro la to 990 g

Procedimiento
1) Se d e r r i te  el petro la to^
2) -Se in troduce mezclando l a  base A ntib ió tico  66-40 conaproximadamente 10% del p e tro la to  derre tid o  $
3) Se hace pasar l a  mezcla de a n tib ió tic o  y p e tro la to  atra v é s  de un molino coliodal$ y
4) Se agrega el re s to  del p e tro la to  y se e n fr ía  l a  mezclah asta  que se vuelve sem isólida.

En esta  e t p a  se puede disponer el producto en re c ip ien - 
2 0 . te s  apropiados.

íh  resumen, l a  P aten te  de Invención que se s o l ic i ta ,  
recaerá  sobre la s  s ig u ie n te s :
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REIVINDICACIONES

Se declaran  nuevas y de propia invención,, . la s  
s ig u ien te s  re iv in d icac io n es con p rio rid ad  de la  so lic itu d  
de pa ten tes estadounidenses s e r ia le s  núms. 740.742  del 
27.6.68 y 797.304 del 16.12.68.

5 . 1. Un procedimiento para la  producción de un
producto an tib ió ticam ente ac tiv o  denominado A ntib ió tico  
66-40, en su forma l ib re  o en la  forma de sus derivados 
aceptab les farmacóutieamente, d is t in to s  de la s  sa le s  de 
ad ición  de acido en forma l ib re  o en la  forma de sus 

1 0 . so lv a to s , y productos de condensación con aldehidos o
cetonas, carac terizado  porque comprende incubar un mi­
croorganismo de la s  especies Micromonospora inyoensis en 
un medio n u tr i t iv o  acuoso bajo condiciones aeróbicas h as ta  
que se comunica una su b stan c ia l ac tiv id ad  an tib a c te rian a  a 

1 5 . dicho medio y a i s l a r  del mismo e l  producto an tib ió ticam ente
ac tivo  bajo la  forma l ib re  o en la  forma de un derivado f a r ­
macéuticamente acep tab le , d is t in to  de la s  sa le s  de ad ición  
de ácido en forma l ib re  o en la  forma de sus so lv a to s .

2. Un procedimiento de acuerdo con la  re iv in -  
20 . dicación 1 , en que se lle v a  a cabo la  incubación bajo con­

diciones sumergidas en un medio n u tr i t iv o  que oontiene fuen­
te s  asim ilab les de por lo menos nitrógeno y carbono.



3 .-  Un procedimiento,, de acuerdo con l a  re iv in d ic a ­
ción l o  2, en que e l  micro-organismo incubado es Hicromonosnora 
inyoensis NRBL 3292.

4 -- Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de 
l a s  re iv in d icac io n es  1 a 3, en que se incuba e l  micro-organismo 
a una tem peratura de aproximadamente 20 a 40a C ., de p referen­
c ia  25 a 35a C ., y a un pH desde b astan te  próximo a 7 b as ta  
aproximad argente 8 .

5 . -  Un procedimiento de acuerdo con cualqu iera  de la s  
re iv in d icac io n es  1 a 4, en que para  l a  a is lac io n  se u t i l i z a  
métodos de intercam bio io n ico , que incluyen la s  etapas de: l i ­
b ra r  e l  a n tib ió tic o  con respecto  a l  m ice lio , adsorber e l  a n ti­
b ió tico  sobre una re s in a  intercam biadora de iones; e lu i r  e l  
a n tib ió tic o  con respecto  a l a  re s in a ; concentrar e l  e lu a to ,

6 .  -  Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de la s  
re iv in d icac io n es  1 a 5? en que para l a  p u rif ic a c ió n  d e l Anti­
b ió tico  66-40 se u t i l i z a  métodos crom atográficos.

7 . -  Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de 
l a s  re iv in d icac io n es  1 a 6 , que incluye l a  conversión del 
a n tib ió tic o  o derivado d e l mismo, a un derivado farm acéutica­
mente acep tab le , mediante por lo  menos uno de lo s  s ig u ien te s  
postra tam ien tos en cua lq u ie r e tapa después de l a  formación 
d e l a n tib ió tic o : (a) p rec ip ita c ió n  d e l solvato en su solución 
orgánica o acuosa, mediante e l agregado de un solvente en e l
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cual e l  producto os inso lub le  o solo levemente soluble^
(b) condensación con un aldehido o una cetona, de p referen ­
c ia  con aldehido o cotonas que tien e n  h as ta  12 átomos de 
carbono.

5 . 8 . Un procedim iento, de acuerdo con la  re iv in d i­
cación 7 ) que incluye la  conversión del a n tib ió tic o  o de 
un derivado del mismo en un h id ra to ,

9. Un procedim iento, de acuerdo con la  re iv in ­
dicación  7 , que incluye la  condensación con benzaldehido

1 0 , para p roducir a n tib ió tic o  66-40 pentabencilideno .

10. Un procedim iento, según cualquiera do la s

re iv in d icac io n es a n te r io re s , en e l  que e l  a n tib ió tic o  66- 4 0 , 
t ie n e  una forma e s tru c tu ra l  aproximada que es su b s tan c ia l­
mente la  sig u ien te

15.

20.

25.
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5

en su forma l ib re  o bajo la  forma de sus derivados 
funcionales farmacéuticamente acep tab les. /  I

11. Un procedimiento para la  producción de 
un producto an tib ió ticam ente ac tivo  denominado - -
A n tib ió tico  66-40.

Según se d e r r íb e  y re iv in d ic a  en la  presente 
memoria d esc rip tiv a  qúe codsta de 40 ho jas fo liad a s  y 
e s c r i ta s  a máquina por una so la  cara.

Madrid, a 2^ de &unio de 1969 
MlElSBKRTl

P.&Lp .a .
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