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MEMORTA ' DESCRIPTTIVA

Correspondiente a una PATENTE DE INVENCION por veinte @os.
A favor de
ﬂEIJI SEIKA KAISHA, LID., de nacionalidad japonesa.
Residente en TOKYO (Japén).-No.B8, 2-chome, Kyobashi, Chuo-ku.
por:
"PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UNA SUSTANGIA ANTIBIOTICAM
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Este invento se reY¥lere a nuevas_y dtiles sustan01as an-—
tibidticas denominadas sustancias SF-837, sustancia SF—837—A2,
sustancia SF—-837-A3 y sustancisa SF—837-A4, respectivamente, y
también a la produccidén de estas sustancias antibidticas y al
aislamiento de cada una de estas sustancias antibidticas.

Hbmosrhallado que se producen nuevas sustancias antibidti-
cas que presentan una potente accidén inhibidora del crecimiento
entre bacterias patogénicas Gram positivas y las bacterias an-
tibidtico resistentes piogénicas, en un oultivo de un micro-
organismo que pertenece al género Strepltomyces, que tales sus-
tancias antibiéticas nuevas pueden ser recuperadas del cultivo
de dicho microorganismo, y que son notablemente eficaces para
inhibir el crecimiento de las diversas clases de patégerns ta-
les como el Staphylococous aureus. Hemos designado a estas sug-
tancias antibidticas nuevas y ttiles como sustancis SF-837,
sustancia SF—837-42, sustancia)SF—SB?—A Yy sustancias SF-837-

3 4
respectivamente,

Todas las sustancias, SF—837,'SF-837—A2, SF-837- 3 ¥ SP~
837-A4 son eficaces para inhibir el crecimiento de las bacte-
:ias Gram positivas, asi como el crecimiento de las bacterias
patogénicas que son resistentes a log antibidticos conocidos.
Las sustancias SF-837, SF—837—A2, SF—-837-A3 y SF—83‘7-A4 son
en esencia no tdxicas Y preseptan un efecto terapéutico sobre
las bacterias infecciosas Gram positivas en los seres humanos
Y en los animales.

De conformidad con el primex agpecto del presente invento,
bor counsiguiente, se aporta una sustancia antibidtica eficaz
Para inhibir el crecimiento de las bacterias Gumam rositivas,
seleccionada de la sustancia SF-837, sustancia SF—837—A2, sus-

tancia SF-837~ 3 ¥ sustancia SF—837--A4 ¥ las sales de adicidn
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de 4cido de las nismas, asi como el derivado diacetil de la
gustancia SF-837, el derivado diacetil de la sustancia SP-
837-A,, el derivado mono-acetil de la sustancia SF-837- 3 ¥
el derivado mono-acetil de la sustancia SF-837- 47 siendo ca-

35.f da una de las sustancias SF-837, SF—837—A2, SF~837- 3 y - SP-
837-A4, una sustancia que es soluble en metanol, etanvl, ace~
tona, cloroformo, acetato de etilo, acetato de butilo, agua
acidificada, banceno, étexr de etilo y etracloruro de csrlono,
pero apenas soluble en éter de petréleo, n-hexano y agus neu-

40.- tra, que es bédsica, forma sales con los 4cidos, que es pnsiti-
va en la prueba de critromicina con &cido sulflrico al 59 por
ciento, pero es negativa en las reacciones con reactivo nihi-
drina y reactivo cloruro férrico, gue contiene sélo ios elemen~—
tos carbono, hidrégeno, nitrdgeno y oxigeno, que es levdgira

45 .- en etanol y que presenta las caracteristicas de los antibidti-
cos macrélidos, siendo las propiedades detalladas de la sustan-—
cia SF-837 que su base libre forma un polvo blanco que tiene un
punto de fusidn de 122 a 1249C., muestra un valor de pKa! de
6,9 en etanol acuoso al 50 por ciento, da un andlisis elemen-

50.~ tal de C 60,38 por ciento, H 8,35 por ciento, N L,65 por cien-
to, y O el resto (29,62 por ciento), muestra un peso molecular
de 813 determinado por el aundlisis de masa, de donde tiene una
férmuls empirica 041H67015N, Presenta una rotacibn Sptica de
(%)%2 - 672 en una concentracidén del L por ciento en etanol,

55.- presenta una absorcidn caracteristica méxima en la regidn ul-
travioleta del espectro cuando se disuelve en etanol a la siguien
te longitud de onda en mp 232 (~1%cm. = 325) y presenta bandas
de absorcién céracteristicas en la regidn infrarroja del espec-—
tro cuando se pelletiza en forma de base libre en bromuro de

60,~ potasio a los siguientes nidmeros de onds en cm—l: 3.500, 2.970
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2,930, 1.735, 1.460, 1.408 32 ﬁ 23 8 L.330, 1.295, 1.275,

1.190, 1l.165, 1,120, 1,082, 1.050, 1.015, 910, 860, 840, 805,
780, 735 y 680; el derivado diacetil de la sustancia SF-837
forma agujas de color blanco con un punto de fusidn de 122 a
1252 C cuando se recristalizan a partir de tetraclorurc de car-
bono, da un andlisis elemental de C 60,35 por ciento, H 8,02
por ciento, N 1,58 por ciento y O 30,05 por ciento (resto) y
una f£érmuls empirica 045 71 17N, presenta una absorcidn carac-
teristica maxima de 232 mL. (El%cm = 295) en la regidu ultra-
violeta del espectro cuando se disuelve en etanol y presenta
bandas de absorcidn caracteristicas en la regidn infrarzoja

del espectro cuando se pelletiza en bromuro de potasio con los
siguientes nimeros de onda en emts 3.450, 2.970, 2,930, 1.728,
1.454, 1.368, 1.232, 1.167, 1.122, 1.082, 1.054, 1.024, 1.002,
957, 907, 863, 837, 783 y 762; y las propiedades de la sustan-
cia SF-837-A, siendo que su base libre forma un polvo de color
blanco que tiene un punto de fusi:on de 125 a 12890, muestra un
valor pKa' de 6,8 en etanol acuoso al 50 por cieuto, da un
anédlisis elemental de C 60,58 por ciento, H 8,85 por ciento,

N 1,72 por ciento y O el resto (28,2 por ciento), muestra un
peso molecular de 827 determinado por endlisis de wasa, de don-
de tiene una férmula empirica 042H69015N, presenta una rotacidn
6ptica de (y/%z - 682 a una concentracidén del 1 por ciento en
etanol, presenta una absorcidn caracteristica mixima con una
longitud de onda de 232 mp. (El% = 320) en la regidn ultra-
violeta del espectro cuando.se disuelve en etanol ¥y presenta
bandas de absorcidn carécteriSticas en la regidn infrarroja
del espectro cuando se pellétiza en forma de base libre en
bromuro de potasio a los siguientes nvdmeros de onda en cm—l'

3,500, 2.970, 2.935, 1.737, 1.460, 1.410, 1.377, 1.360, 1,300,
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1.275, 1.190, 1.170, 1.123, 1..082, 1l.052, 1.017, 990;”920, 910,
860, 840, 805, 780, 740 y T00; el derivado diacetil de la sus-
fancia SF—837—A2 forma agujas de color blanco de un punto de
fusidn de 130 a 1342C, da un andlisis elemental de ¢ 60,68 por
95.- ciento, H 8,23 por ciento, N 1,49 poxr ciento y O 29,60 por cien-
to (resto), de donde tiene una férmula empirica 046H73017N; y
giendo las propiedades detalladas de la sustancia SF—SE?-AB que
su base libre forma un polvo blanco con un punto de fusidan de
122 a 1252C, muestra un valor de pKa' de 7,0 en etanol acuoso
100.- al 50 por ciento, da un andlisis elemental de C 60,63 nor cien-
to, H 8,23 por ciento, N 1,87 por ciento y O el zesto (22,32 por
ciento), muestra un peso molecular de 811 determinado por and~
lisis de masa, de donde tiene una féruula empirica 041H65015N,
presenta una rotacidn dptica de E{] %2 ~ 422 g una concen-
105.~ ‘tracidn de 1 por ciento en etanol, presenta una absorcidén md-

xima caracteristica a una longitud de onda de 280 T« (E%%cm

= 295) en la regifn ultravioleta del espectro cuando se disuel-
ve en etanol y presenta bandss de absorcidn caracteristicas en
la regién infrarroja del espectro cuando se pelletiza en la
110.~ forma de base libre en bromuro de potasio con los siguilentes
nimeros de onda en cm—l: 3.500, 2,970, 2.930, 1.738, 1..680,
1.640, 1.600, 1.460, 1.378, 1.360, 1.300, 1.275, 1.252, 1.190,
1.168, 1.121, 1.083, 1.052, 1.015, 980, 910, 840, 805 y 780;
el derivado monoacetil de la sustancia SF—837—A3 forma crista-
115.~ les arenosos con un punto de fusidn de 182 a 1852(C, da un ang-
lisis elemental de C 60,56 por ciento, H 7,92 por ciento, N
1,68 por ciento y O el resto (29,84 por ciento) y de donde tie-
ne la férmula empirica 043H67016N; y siendo las propiedades de-
talladas de la sustancia SF—837-A4 que su base libre forma un

120.~ polvo de color blanco con un punto de fusiodn de 120 a 1222C,
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muestra un valor de pXKat! de 7,0 en etanol acuosd ai‘SO por
ciento, da un andlisis elemental de C 60,82 por ciento, H 8,52
por ciento, N 1,73 por ciento y O el resto (28,93 por ciento),
muestra un peso molecular de 825 determinado por andlisis de
125.~ masa, de donde biene una férmula emplrlca de 042H67 15N, vre-
senta una rotacidn dptica de rﬁ { ~ 402 a una conceutraciédn
del 1 por ciento en etanol, presenta uns, abgorcidn mdxina ca-
racteristica o wna longitud de onda de 280 mp. (ELP, = 285)
en la regidn ultravioleta del espectro cuando se .disuelve en
130,~ ebtanol y presenta bandas de absorcidn caracteristicas en la
regidn infrarroja del espectro cuando se pelletiza en forma
de la base libre en bromuro de potasio con los siguientes ni-
meros de onda en om Ti 3,500, 2,970, 2,930, 1,738, 1.866, 1.640,
1.600, 1.460, 1.378, 1.360, 1.300, 1,276, 1.252, 1.190, 1,170,
135.-  1.120, 1.082, 1,052, 1.017, 980, 920, 910, 863, 840 y 780; el
derivado moncacetil de la sustancia SF—837—A.4 forma cristales
arenosos con un punto de fusidn de 166 a 1682C, da un andlisis
elemental de C 60,85 por ciento, H 8,06 por ciento, N 1,65 por
ciento, y 0 29,44 por ciento (resto), de donde tiene una fér—
140.~  uula empirica de Gj,Hc 0, (N,
Se ha demostrado que las sustancias S¥r-837, SF-837~A2,
SF—837-A3 y SF—837—A4 asi como los derivados acetil de las

mismas pueden ser representados por las siguientes férmulas

generales:
OR :
\2/ CHO
CH3
OH
OCH3
oR

it

§§\\\5
X
[
O
Nt
=
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Sustancia

SF 837

di-O-acetil SF 837

di-0~acetil SF
837-A

Sustancia

SF 837-A3

nono~0O~acetil
SF 837-A3

SF 837-A4

mono~0-acetil
SF 857--.A.4

!

COCH20H3

COGH20H3

COCH20H3

COCH2

3

R

COCHZCHE

COCHZGH3

COCHchz

COCH2GH3

COCH

CH, CH

2

=

<o}

COCH

COCH

3

H GOGHZCHg
COCH CH3
H COCH20H20Hj

CocH CH2(‘H3

]

COCHZGH3

GOGH CH. 3

COGH CH 5

COGH20H23H3

De agui, estas sustancias pueden ser expresadas por los si-

guientes nombres quimicos, de conformidad con las nomenclaturas de

los Chemical Abstracts:

(1) «~Sustancia SF 837

7-(formilmetil)~4,lO—dihidroxi-S—metoxi—9,l6—dimetil—2—

oxooxaciclohexadeca-ll,lB—dien-G-il-B,6—dideoxi—4-0-(2,6-dideoxi-

3-G—metil—a:—L—ribohexopiranosil)-E—(dimetilamina)-5 ~D-glucopira

nosido 4,4-~dipropionato (dster).
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(2) ~Sustancia SF 837-A,
7-(formiluetil)~4,10~-dihidroxi-5~me toxi-9,16~dime til-2~
oxooxaciclihexadeca-l1l,13~dien-6-i1~3,6~dideoxi-4-0~(2,6-dideoxi—
3-C—metilr-ﬂ—Ipiibohexopiranosil)-B-(demetilamina)-—E-Dhglucopi
ranosido 4~monopropionato (éster) 4-monobutirato (éstex).

(3).~Sustancia SF 857-As

 7-(formilmetil)~4-hidroxi-5-metoxi-9,16-dimetil~2,10~
dioxooxacicldhexadeca—ll,13-dien-6-il—3,6—dideosi-4—0-(2,6—dideg
xi-B-C—metilr-ﬁ—L-ribohexopiranosil)-B—(dimetiltamina)-B—Dhglg
copiranosido 4,4-dipropionato (&ster).,

(4) ~Sustancia SF 837-4,

7—(formilmetil)-4-hidroxi-5-metoxi-9,l6-dimetil—2,10—
dioxooxaciclohexadeca—ll;13—dien-6-il-3,6—dideoxi—4—0-(2;6-dideg
x1-3-C-metil- & ~I-ribohexopiranosil)-3-(dimetilamina )= § ~D-glucg
piranosido 4~monopropionato (éster) 4-monobutirato (éstex).

No hemos hallado que cualquiera de las sustaneias SP-837,
SF—837-A2, 8F—837-A3 y SF—837—A4 contenga los elementos azufre,
fésforo ¥ halédgeno.,

Cuando se efectlis la prueba de estreptomicina con 4dcido
sulfirico al 50 por ciento, la sustancia SF-837 y la sustancia
SF—837—A2 dan un color tirando a moreno y pirpura rojizo, mien-~
tras que la sustancia SF—837-A3 ¥y la sustancia SF-837-A4 da un
color moreno amarillento claxo.

Como sales de adicidn écida de las sustancias S-837,
SF—837—A2, SF-83T-, 3 ¥ SF—837—A4 del presente invento se pueden
mencionaro, por ejemplo, la sal de estas sustancias con 4cidos
orgénicos e inorgdnicos no toxicos, tales como el 4cido hidrocld-
rico, deido sulfdrico, 4cido hidrobréuico, 4cido fosférico, dcido
nitrico, deido acético, doido citrico, doido maleico, 4ecido md-

lico, doido tartdrico, dcido clndmico, 4cido ascérbico, deido

glicélico y similares.
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Con referencia a las figuras de los gréficos adjuntos:

La Figura 1 wuestra upa curva del espectro de absorcidn
ultravioleta de la sustancia SF-837 en la forma de base libre
disuelta en etanol.

La figura 2 muestra una curva del espectro de abscreidn
infrarroja de la sustancia SFP-837 como base Libre, peliéfizada
en bromuro de potasio, en la que la columna 0/100 indica el pox-
centaje de transmitancia y las referencias numerales inﬁ@iiores
el mimero de onda (om-ll. /

Ia figura 3 wuestra una curva del espectro de rescnzncia
megnética nuclear (L00 Mc,) de la base libre de la sustancia
SP-837 disuelta a una concentracién del 10 por ciento eﬁ'dento—
cloroformo, en la que las referencias numerales indican las par-
tes por millén.

La figura 4 muestra los cromatogramas de capa fina de ald-
mina de la SF-837 y sus antibidticos relacionados. (Leucemicina
A3; Leucomiocina A6; Josamicina; Tertiomicina B; Leucomicina A4;
Leucomicina Ag; Tertiomicina 4).

La figura 5 muestra una curva del espectro de gbsorcidn
ultravioleta de la sustancia SF—837—A2.en forma de base libre,
disuelta en etanol.

La figura 6 wuestra una curva del espectro de absorcidn
infrarroja de la sustancia SF—837—A2, como base libre, pelletiza~
da en bromuro de sodio, en la que las referencias numerales late-
rales expresan el porcentaje de transmitancia ¥ las inferiores
el numero de onda (cm'l).

La figura 7 muestra una curva del egpectro de absorcidn
ultravioleta de la sustancia SP-837-A; en forma de base libre

disuelta en etanol,

La figura 8 muestra una curva del espectro de absorecidn
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infrarrojo de la sustancia SF—837-A3, como base libre, pelleti-
zada en bromuro de potasio, en la que las referencias numerales
expresan el porcentaje de transmitancia y las iunferiores el nii-~
mero de onda (cm—l)

Ia figura 9 muestra una curva del espectro de absorcidén
ultravioleta de la sustancia SF—837—A4 en la forma de base li-
bre disuelta en etanol.

La figura 10 muestra upa curva del espectro de absorcidn
infrarroja de la base libre de la sustancia SF-837—A4, pelleti~
zada en bromuro de potasio, en la que las referencias nunerales
laterales expresan el porcentaje-de transmitancia y las dinferio-
h)

res el nidmero de onda (cm

Guando las sustancias SP-837, SP-837-A,, SF-837-A; y SP-
837-A4 son sometidas a cromatografia de capa fina de gel de si-
lice o de alumina, utilizando diversos sistemas disolventes,
hemos hallado que dan una sola mancha con diferentes valores
Rf, respectivamente, de manera que la pureza y la homogeneidad
de estas sustancias puede ser confirmada.

Tios valores Rf de estas sustancias para diferentes siste-

nmas disolventes se tabulan en la Tabla 1 que sigue,
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T A B L A 1

Valor Rf

Bustancia  Suotancia  Sus tancia  Sustancia
Sistemas disolventes SP-837 . SP-837-4, SF_837—A3 SF—837—A4
Cromatografia de capa
fina de gel de silice :
Benceno-acetona (2:1) 0,45 0,51 0,50 0,55
n-butanol-dcido acéti o
co-agua (3:1:l:) 0,67 0,68 0,68 0,69 -
Metanol 0,82 0,83 0,83 0,84
Cromatografia de capa
fina de alumina
Acetato de etilo-ben .
ceno (2:1) 0,34 0,40 0,45 0,52
Acetato de etilo 0,78 0,84 0,87 0,91

Los espectros antivacterianos de las sustancias SF-837,
235,~ SE-837-A,, SF—837~A3 y SF-837-A4 y sus derivados de acetil se
muestran en la Tabla 2, Las concentraciones minimas inhibidoras
de estos nuevos antibidticos fueron determinadas utilizando el
método de dilucidn en caldo con diversos medios de cultivo, se-

gun se indica en la Tabla 2.
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L T A B I, A 2

N
CORT Concentracidn inhibidora minima
Microorganismo ' &3 (mog/ml. )
de prueba e Sustancia Sustancia Sustancia pustancia Sustancia Sustancia Sustancia Sustancia Medio de
. SF-837 Diacetil mwlmw<l>m Diacetil MMlmwﬂlbu Monoacetil SP-837- 4 Monoacetil cultivo
w&JV SF-837 mwlqulbm mwlqulbw mmFmWQI>¢ usado

Staphylococcus aureus
209P , 0,39 0,78 0,39 0,78 0,39 0,78 0,39 0,78 1

Staphylococcus aureus

209P, resistente a la
peunicildna 0,78 0,78 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 0,39 1

Staphylococcus aureus
209P resistente a la

estreptomkcina y a la
sustancia A-249 0,39 0,39 0,39 0,78 0,39 0,39 0,78 0,78 1

Staphylococcus aureus

209P resistente a 1la
vovobiocina 3,125 6,25 12,50 12,5 12,5 12,5 12,5 25 1

Staphylococecus aureus
209P resistente a la

ac¢tinomicina 0,39 0,78 — — —_ . — — —_— 1
Staphylococcus aureus

Z209P resistente a la

kanamicina 3,125 6,25 0,78 1,56 0,78 1,56 0,78 1,56 1
Staphylococcus aureus .

Smith 0,39 0,78 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,4 1
Staphylococcus aureus

Terajima 0,78 0,78 0,39 0,78 0,78 1,56 0,78 1,56 1

Staphylococcus aureus
resistente a estrepto

miecina, penicilina y
tetraciclina 1,56 6,25 0,78 1,56 - 1,56 3,125 1,56 3,125 1



Staphylococcus aureus
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Bacilus subtilis ATCC
.nhﬂ,mmww
Lhm,mmHQMDm lutea
CxBscherichia coli
Ahmwwmmﬁmoﬁosmm aeruginosa
Proteus vulgaris
Ilebsiella pneumoniae
Snigella Dysenteriae

rycobacveriun smegma-—
tis 607

I

[\ Y
=

1
wycobacterium phlel
Candida albicans
Penicillium chrysogenum

Aspergillus niger

Sccharomyces cerevisiae

>25
12,5
>25
>25
>25
>25

>25
12,5
>25
>25
>25

>25

? A BL A 2 (conbtinuacidn)
0,2 C,4 0,39 0,78
0,05 0,1 0,1 0,2
>25 >25 >25 >25
>25 >25 >25 >25
>25 >25 >25 >25
12,5 >25 >25 >25
>25 >25 >25 >25
>25 >25 >25 >25

0,39
0,1
>25
>25
>25

1,56
0,1
>25
>25
>25

NN I = = T S

W W W W




240.-

845.-

250.-

255 [ Bl

2600_

265 .~

- 3762 AR

Con referencia a 1la Tabla 2, los medios de cultivo usados

fueron:

1.-Medio de infusidn de corazdn.

2.-Medio de caldo de glicering.

3.-Medio de Saboraud.

Segin los resultados de la Tabla 2, es evidente que lag
sustancias SF-837, SF—857—A2, SF—SS?—AB y S?—837—A4 tiensa to-
das actividad antibacteriana Util contra las bacterias Cram po-
sitivas, asf{ como contra las bacterias piogénicas que son resis-
tentes a los antibidticos conocidos. Adeuds, en forma venfajosa,
no se ha hallado que la actividad antibacteriana de estas sustan-
cias SP-837, SF-837-4,, SF—SB?—A3 y SF-83%7-A4 pueda ser inaciiva-
da por el suero. ' '

En los resultados de las pruechas de toxicidad por adminis-
tracibn oral y parenteral, se ha hallado que las sustancias S¥-
857, SF—837-A2, SF—SBT-—A3 y SF-837—A4 del preseunte invento son
todas de baja toxicidad. Asf{, cuando las bases libres de las wis-
mag fueron dosificadas oralmeunte a ratounes, presentaron valores
Dligy, de 3,200 wng./Xg., 3.100 ug./Kg., 2.900 mg./Kg. y 2850 uz./
Kg., respectivaunente.

Ademds, se ha observado que las bages libres de las sustai-
clas SPF-837, SF—837—A2, SF—837~A3 y SP-837- 4 asi como sus dexri-
vados acetil del presente invento son Ubtiles como awntibidticos
en la prdotica.

De esta forwa, la base libre de la gsustancia SIF-8%7 Lud pro-
bada en cuanto a su efecto terapéutico inyectando por via subcu-
tdnea una suspensidn acuosa en la regidn feworal del ratdn ICR
que habis sido infectado letalmente por medio de inyeccidn intra-
peritoneal de Staphylococcus aureus cepa Smith, con una dosis 10

veces mas alta que su valor de DL5O. Se calculd entonces gue la
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base libre de la sustancia SF-837 tenia un valoxr DCBO ﬁuy atil

de 51 ug./dg. En el tratamiento del ratdn ICR infectado con una
cantidad de 100 veces la DLSO de Streptococcus hemolyticus cepa
Ti-125 Gr-A Pipo I, la administracidn oral de las bases libres

de las sustancias SI~837, SF~837-A2, SF—SB?—AB, SF~837—§44yresen—
taba los siguientes valores DCSO de 120 mg./Kg., 135 mgf/Kg.,

170 mg./Xg. y 155 mg./Ez., respéctivamente.

Los efectos terapduticos del derivado diacetil de 1é'sus—
tancia SF-837, el derivado diacetil de la sustancia SF—éﬁ?—A2,
el derivado monoacetil de la sustancig SF—SB?-A3 y el dg:ivado
monoacetil de la susbancia SIL837—A4, fueron probados también
de la forma siguiente. Bg- decir, se inyectd por via intraperito-
neal una suspensidn acuosa de una cepa Suith de Staphyloébocus
aureus al ratdén ICR, con una dosificacidn 100 veces mds alta que
su valoxr DLSO' Treinta winutos despuds de esta infeccidn, los
ratones inyectados fueron tratados por medio de la adminiétra—
cidén oral de una suspensidn acuosa counbeniendo la sustancia ac-
tiva de prueba y una pequeila cantidad de goma ardbiga. En cada
grupo fueron tratados 10 ratones, y fueron alimentados durante
7 dias después del tratamiento. Partiendo de los resultados de
una serie de las pruebas se calculd después que estos demivados
acetil presentan valores DCBO dtiles de 170 mg./Kg., 180 mg./ig.
200 wg./Kg. 7 200 wg./Kg., respectivamente.

Para fines terapéuticos, las bases libres, las sales de
adicidén de dcido y los derivados acetil de las sustancias SP-837,
SF—837—A2, SF—837—A3 y SF—837—A4 del presente invento pueden ser
formulados de manera convencional en foruma de tableta o cédpsula
para la administracidn oral o de suspensidn para inyeccidu, con
0 sin aditivos aceptables farmacéuticamente, tales como un por—
tador un excipiente, un agente de suspensidn y otros. Para la

preparacidn de la solucidn acuosa para inyeccidn se prefiere
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utilizar las sales de adicidn de éoido, tales como el tartarato,
debido a su wmés alta solubilidad en agua. Ademds, puede compren—
derse perfectamente que las bases libres, las sales de adicidn
de geido y los derivados acetil de las sustancias SF-837, Si-
837—A2, SF—857—A3 ¥ SF—857—A4 del presente invento pueden wtili-
zarse no sélo en su forma aislada, sino taubién en forma de una
mezcla de dos o mas de ellas para fines terapéuticos.

De couformidad con el segundo aspecto del presente inveunto,
se aporta ademds un procedimiento para la producecidn de la sus—
tancia SF-837, la sustancis SF—BB?—AZ, la sustancia SF—837fA5 v
la sustancia SF-837—A4, gue counsiste eun cultivar una ceps de
Streptouyces mycarofaciens en un medio de cultivo contenizndo
fuentes de nitzdgeno y de carbono asimilables, bajo coudiciones
aerobias, para producir y acumular la sustancia SF-837, la sus—
tancia SF—SBT—AZ, la sustancia SF—837—A3 ¥y la sustancia SF-837-
A4 en el cultivo y después recuperar estos antibidticos en mez-

cla del cultivo, para después, si se desea, separar estas sustan-

cias antibidticas una de otra.

».

El microorganismo que produce la sustancia SI-837, la sus-
tancia SF—837—A2, la sustancia SF—857-A3 ¥y la sustancis SI-337~
A4 al misuo tiempo, cuando se cultiva, fué aislado por mrinera
vez por los presentes inventores de una nuestra de suclo, y de-
nowinado Streptomyces mycarofaciens nov. SP., que ha sido deposi-
tado sin restricciones en la American Type Cultive Collection,
Washington D.C., bajo el ndmero ATCC 21454.

El Streptomyces mycarofaciens tiene las siguientes caracte-
risticas microbioldgicas:

(I).-Observaciones morfoldgicas:

1) Micelio adreo: el micelio adreo produce espiral
ablerta abundantemente en dgar de glicerina~Czapek, 4zar de zli-

cerina calcio-malato y dgar dealmiddn sintético, ete.
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2) Espora: Las esporas son de forma esférica, forma ova-
lada o forma eliptica, la estructura de la superficie es espino-
sa (espinas relativamente mds finas y més alargadas{ y el tamafio
de la espora mide 0,5 a 0,7 wmicrones por 0,8 a 1,0 micrones.

f1I).-Ias caracteristicas en los diferentes medios de cul-

tivo se muestran en la Tabla 3 que sigue.
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TABLA 3 37624‘6

Hedio de cultivo Crecimiento Micelio aéreo Pigmento soluble
Sucrosa dgar de Crecimiento po- Escaso, algodo- Iingzuno
Czapek bre, inodoro a nosec, gris blan-

crena. cuzco.
Agar de glicerina Moreno oscuro Blanco a cremg finguno o rosa
de Czapek barcialmente con tenue,

formacidn de mi-
. ’
celio aéreo y

algodonoso

Agar de glucosa Moxreno claro a Blanco, con tin- Hinguno o anari-
asparagina de mereno rojizo te rosa 1lo worenn claro
(rainsky

Agar de glucoss Moreuno con tinte Rosa a lavanda Moxreno c¢lawo
asparaging de rojizo
-Ushinsky

Agar de calcio-ma- Crecimiento pobre Tinguno Tinguuno
“Lato crema
~Agar de glicerina. Marrdén claro Rosa que se torna Iinguno

calcio-malato gradualunente en gri-

sdceo (algodonoso)

Agar de aluiddn lMoxreno oscuro Rosa con tinte muy Hinguno
sintético con tinte plirpu- rojizo, que gradual-
: ra, mente cambia a gri-
saceo (algodonoso)
Agar de caldo HMoreno amarillen- Muy escaso Winguno
to blanco
Agar de caldo de Espeso, bueno y Blanco g creua Hinguno
glucosa moreno a moreno amarillento
oscuro
Agar de glucoss Moreno Escaso, blanco Hinguno
peptona
Agar de tirosina  Moreno rojizo Blanco Hinguno
Tapdn de patata Grueso, bueno y  Abundante, more- Moreno negruzm—
moreno a moreno no amarillento. Co.
negruzco.
Tapdu de zanaho- Moreno Blanco a crema Moreno en la
rig.

periferis del
crecimiento
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PABLA 3 (continuacidn)

Leche desnatada Forma de anillo, Bscago, blanco Winguno
crecimiento de su-~
perficie, moreno

claro.
Iuevo Horeno palido Hinguno Tingsuno
Suero coagulado Horeno palido Hinguno Hinguno
de Loeffler
Solucidun de gluco~ Crecimiento en su- Escaso, blanco Winguno
sa de Czapek perficie v fondo,

moreno palido.

Gelatina (202C) Crema a moreno pa- Hinguno Nirguno
lido. .

De DBennett Horeno a moreno ne- Ninguno Ninguno
gruzCco. ,

“Iledio de celulosa Sin crecimiento —— —

- Hota: La temperatura de incubacidén fué de 282C, en general, a menos que
se indique otra cosa.
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(III).-Propiedades fisiolégicas:

Produccidén de sulfuro de hidrédgeno: Hegativa.
Produccidn de tirosinasa: Hegativa.
340,- Produccidn de nitrito: Positiva.
Coagulacidn de leche desnatada: Positiva.,
Peptonizacidn de la leche desnatada: Hegaviva.
Hidrolisis del almiddu: Positiva.
Ticuacidn de la gelatina: Positiva (debil).
345.~ Disolucidn del suero coagulado de
Loeffler: ' liegativa.
Accidn cromogénica: Hegativa.

(IV).-Utilizacidén de las fuentes de carbono:
(1).-Utiliza: glucosa, galactosa, fructosa, maltosa,
350,.- lactosa, dextrina, almiddn, glicerina, inositol, manosa, sali-
cinea, acetato de sodio, citrato de sodio, succinato de sodio.
(2) .~Dudoso: Arabinosa y raunosa.
(3).-No utiliza: xilosa, sacarosa, rafinosa, dulecitol,
sorbitol, manitol y celulosa.
355 ,— (V) .-Temperatura de crecimiento: de 15 a 389C.
Las caracteristicas microbioldgicas arriba mencionadas de
la cepa productora de las sustancias SF-837, SF—837—A2, SP—~537
A3 N SF—837—A4 (denominada de agui en adelante, simplemeute ce-
pe SP-837) pueden resumirse como sigue: la conidiofora es espi-
360.~ ral, la espors es espinosa.'En medioc de cultivo sintético se ob-
serva un crecimiento .de color crema a woreno g moreno rojizo, y
se producen micelio adreo color rosa y micelio aéreo algodonoso
de color gris. No se observd formacidn notable de pilgnento solu-~
ble, pero se observd la formacidn notable de rigmento soluble de
365, color moreno claro en un grupo restringido de wmedio de cul+tivo sin-

tético.Bn medio de cultivo orgdnico,por otra parte, se observa
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gonoralmonte crocimlonto do coloxr morono oou formaolidn do mico-

1i0 adreo de color blanco a orema, pero sin produccidn de pig-
mento soluble. Sin embargo, sobre tapdén de patata se forma wi-
celio de color moXeno amarillento abundantemente y se observa
la produccidn de pigmento soluble de color negruzco. .

Segin la descripcién de Waksman (Waksman, The Actiﬁpmycetes,
Vol 2, 1961), puede verse que las caracteristicas de culiivo mea-
cionadas de la cepa SP-837 son parcialmente cercanas a‘;és de
las series fradiae, ruber y flavus del género Streptomycss. En
consecuencia, a continuacidén se da consideracidn a este punto.

En primer lugar, sn vista de que la cepa SF-837 es uegati-
va a la formacidn de melanina y muestra la formacidn da.ﬁicelio
aéreo de color o tinte rosa, la cepa SF-837 debe ser comparada
con las cepas de la serie fradiae, concretamente Streptomyces
fradiae, Streptomyces luridus, Streptomyces roseus y Streptomy-
ces fuscus. Sin embargo, la cepa SI-837 es diferenclada de las
pertenecientes a la serie fradiae porque su wmicelioc aéreo de co-
lor o tinte rosa aparece btemporalmente en la fase inicial de
incubacibn, y en muchos casos cambia a micello de coloxr gris
y algodonoso aéreo en las fases media y dltima de la incubacidn,
mientras que el color o tinte rosa observado en las cepas de
la serie fradiae es wucho mds estable. Ademds, el micelio aéreo
del Streptomyces fradiae es recto y diferente de la espiral de
la cepa SIP-8%7. Por otra parte, el Streptomyces Fradiae es clara-
mente diferente de la cepa SF-837 en que el primero wuestra abun-
dante formacidén de micelio aéreoc en &gar de sucrosa de Czapek y
crecimiento incoloro en dgar de almiddn.

Lo cepa SF-837 se diferencia del Streptomyces fuscus y del
Streptomyces lurldus en que el primero de estos no muestra la

formacidn de espiral y en que el sesundo muestra la formacidu de
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espiral solo en un grupo restringido de medios de cultivo, mien-

tras que la cepa SF-837 muestra asbundante formacidn de espilral
en muchos medios de cultivo. Ademds, el Streptomyces roseus es
comin 3 la cepa SF-837 en que se observa la formacidn de espi-
ral, pero pueden diferenciarse con claridad uno de otro rorgue
el Sﬁreptomyoes rossus muestra creoimiento incoloro en #Agsr de
almiddn sintético, pero no muestra la formacidn de micelio adreo
en tapdén de patata.

En segundo lugar, en, vista de que la cepa SF-837 es nega—
tiva & la formacidn de melanina y muestra un crecimiento de co-
lor o tinte rosa, la misma debe ser comparada con el Streptouy-
ces arythraeus, el Streptomyces niveoruber ¥y el Streptouyces
burpurascene, ete., qué pertenecen a la sgrie ruber.

El Streptomyces niveoruber es claramente distinto a la ce-
pa SF-837 por cuanto la estructura superficigl de 1s espora del
primero es lisa, mientras que la de 1la Wltimg es espinosa. Ade-
mis, el Streptomyces albosporeus se diferencia de la cepa SE-837
porque el Streptouyces albosporeus ferda micelios aéreos que
son rectos predominantemente, muestra un crecimiento de colow
digtlntanonte rojo mobro duer de puorosa do duapele y on dinr do
glicerina malato de calclo, pero no produce nicelio adreo en
dgaxr de almlddn, Ademds, el Streptomyces aerithracus no concucr-
da con la cepa SH-837 an que el primero muestra crecimieuto de
color rojo sobre dgar de sucrosa de Czapek y en tapdn de patata
y muestra un crecimiento de color crema en agar de glucosa-aspa~
ragina y 4gar de almidén sintético, sobre los que la cepa SI-337
mostraria més bien un crecimiento de tinte rosa. Por otra parte,
el Streptomyces burpuracene es comin con lg cepa SI-B837 en la

estructura espinosa de 1a superficie de esporas, pero el priuwero

se diferencia de 1la Wltims en que aquél produce pigmento notable—
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mente soluble de color o tinte rosa en medio de cultivo'sinté—
tico, mientras que la Ultima carece de dicho pigmento soluble.

La comparacidn de la cepa SF-837 se hace ademds con el
Stroptomyocos microflavus y ol Streptowycos romooflavus, quo
pertenecen a la serie flavus, pero que se cstiman en estvecha
relacidén con aquella. A la vista de las caracteristicas de cul-
tivo de ellos, el Streptomyces wmicroflavus y el Streptomyces
roseoflavus se acercan a la cepa SF-837 en algunos aspectos,
pero estas dos cepas producen esporas cuya superficie estiuctu-
ral es lisa (H.D. Tresner et al., "Hournal of Bacteriology Vol.
91, pdginas 1.988 a 2.005, 1.966), que se difererncia clarameute
de la estructura espinosa de la espora de la cepa 8F-337.

En consecuencia, no se puede hallar cepa alguna que>coinci—
da con la cepa SPF-837, entre las especies conocidas aéljgénero
Streptomyces.

Por otra parte, las nuevas sustancias antibidticas  SF-337,
SP-857-4,, SF-857-A; y SP-837-A, que sou producidas por la cepa
SF-837 son tipicas de los antibidticos macrdélidos bdsicos. Entre
las nuevas sustancias antibidticas del presente invento, la SPF-
857 y la SF-837-A, presentan un mdximo de absorcidn a una longi-
tud de onda de 232 mp. en el espectro ultravioleta y, en vista
de esto, puede suponerse que estas dos sustancias son antibidti-
cos de la misma serie due la leucowicina, josamicina, espirami-
cina, miamicina y terciomicina. Ademds, las sustancias SF—-837--A3
SF—837--A4 nuestran una absorcidn wdxima alta en la proximidad
de una longitud de onda de 280 mp. en el espectro ultravioleta,

y en vista de esto, estas dos sustancias puede suponerse gue son
antibidticos de la umisma serie que la nidamicina, carbomicina B,
tilosina, relomicina y wmacrocina. Por congiguiente, ahora se com~

pararan las propiedades wicrobioldgicas de la cepa SF-837 coun
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las de los micro-organiswos que producen los antibidticos cono-

cidos arriba mencionados.

Puede comprenderse perfectamente que la cepa SF-837 es di-
ferente del micro-organismo productor de la jasomicina Streptho-
myces kitasatoensis; el micro-organismo productor de la jasouni-
cina Streptomyces narbonensis variedad josamyceticus; el micro-
organismo productor de la espiramicina, Streptomyces ambofaciens;
el micro-organismo productor de la miamiecina Streptomycgs amnbofg-
ciens; el micro-organismo productor de la terciomicina, Strepbto-
myces eurocidicus, Streptomyces albireticuli; el wmicro-organisuo

B

productor de la carbomicina B, Streptomyces halsteﬂii;:gllmicro—

PP

organismo productor de la tilosina y de la wacrocina, Streptomny—
ces fradiae, y el micro-organismo productor de la relomicina,
Streptomyces hygroscopicus, ya que aparecen diferenciss claras
entre las caracteristicas morfoldégicas de la cepa SF-837 v las

de los micro-organismos conocidos, segin se muestra en la Tabla 4

que sigue.
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TABLA
7
Antibidticos Micro-organisuos Micelio Estructura super
producidos adreo ficial de la es-
pora
Sustancia SI-837
Sustancia SF-837-A _Q7 ey Ranings
Sustancia SF—BB?—A% Cepa SI-837 Egpiral Egpinosa
Sustancia SF—UE7—A4
Leucowicina Streptounyces Vexrticilo Lisa
kitasatoensgis
Josamicina Streptomyces Recto Lisa
narboensis var.
josamyceticus
Espiramicina Streptomyces am- Espiral Lisa
bofaciens
Miamicina Streptomyces
ambofaciens BEspiral Lisa
Terciomicina Streptomyces Verticilo Lisa
eurocidicus
Terciomicina Streptomyces Verticilo Lisa
albireticulil
Carbomicina B Streptomyces Espiral Lisa
halstedii
Tilosina Streptomyces Recto Lisa
' fradiae
- Microcina Streptomyces Recto Lisa
fradiae
" Relomicina Streptonmyces Espiral Lisa




La cepa SP-837 es tambidn claramente diferente del micro-

475.~ organismo productor de la nidemicina, Streptomyces djakartensis
(el cual es nombrado en la memoria de la Patente Alemana nlimexo
1.077.38L) cuya estructura superficial de espora no es descrita,
en que el Streptomyces djakartensis eé positivo a la formacidn
de melanina, pero no peptoniza ni coagula la leche desnatada.

480,~ Cowo resultado de la arriba mencionada comparacidn wicro-
bioldgica y cousiguiente considerabién, hemos confirmadin no sé-
1o gue la cepa SF-837 es una cepa nueva de uno de los micro-oxga
nismos que producen los antibidticos macrdlidos bisicos, sino
tambidn que es diferente a todas las cepas conocidas, ircluso

485, ~ desde el punto de vista de la taxonomia del total de actinomice-
tas. Asi, hewmos designado a esta cepa SF-837 como Streplomyces
nycarofaciens nov.. sp.

La cepa SF-837 tiene propiedades que soun capaces de variar,

cowo puede observarse normalmente con los otros Streptomyces.

490.

Asf, por ejeuplo, la cepa SF-837 puede producir variantes y wu~

tantes cuando se trata con diversos mutdgenos conocidos, tales

como rayos ultravioletas, rayos X, ondas electromagnéticas de

alta frecuencla, rayos radioactivos y productos guimicos, etc.

Todas las variantes y mutantes naturales y artificiales de la

495 .- cepa SP-837 se pueden utilizar en el procediumiento del presente
invento, en cuanto btlenen la capacidad de producir cualguiera de
las sustancias SP-837, SF—837—A2, SF—837—A3, SF—BB?—A4 del pre-
sente invento.

De conformidad con el procedimiento del presente inveunto,
500.~ la cepa SI-837 o su variante o mutante, pueden ser cultivados en
una forma conocida en un medio de cultivo que coutenga los nu-
trientes que puedan ser utilizados por los micro-organismos habi-
tuales. Como fuentes de nutrientes, pueden emplearse'cualesquie—

ra de los nutrientes que han sido utilizados habitualmente en el



505.~

$10. -

5—'-5."‘

520.~

525.~

535.~

cultivo de los Streptomyces. Por ejemplo, la glucosa, alumiddn,

glicerina, dextrina,,sﬁcrosa, alniddn sacarificado, melazas y
similares, son Utiles como fuente de carbono. Como fuente de
nitrdgeno pueden utilizarse la harina de soja, el embridn de
trigo, el extraotq de carne, peptona, corn steep liquor, pro-
teina vegetal soluble, levadura seca, sulfato de amonio, nitra-—
to de sodio y similares. Si es hecesario, pueden afiadirse al nme-—
dio de cultivo sales inorgdnicas tales como carbonato de-calcio,
cloruro de sodio, c¢loruro de potasio, fosfatos y similarés. Ade~
mds, los materiales orgdnicos ¢ inorgdnicos que ayudaniél creci-
niento de la cepa SF-837 y que promueven la produccidu de por Lo
menos una de las sustancias SP-837, SF~837-A,, SF-837QLA.;5'-‘y SIi-
837—A4.

Como método de cultivo de la cepa SPF-837, se prefiere el
cultivo liquido y, de manera particular, el cultivo liguido bajo
condiciones aerdbicas sumergidas, de modo similar a los procedi~
mientos generales para la produccidn de los antibiétiéostonoci—
dos. ELl cultivo puede ser efectuado bajo condiciones aerdbicas
vy la temperatura de fermentacidn adecuada se encuentra en la ga-
ma de 202C a 302C, Para la produccidn comercial o de laboratorio
de las sustancias SP-837, SF-837—A2, SF—SB?—AB v SE—837~A4, sin
embargo, a menudo se prefiere realizar el cultivo a una ‘tempe ra-
tura en las proximidades de 288C. En estas circunstancias, la
concentracidén de las sustancias SF-837, SF—837—A2,VSF—837-A3 y
SF—837-A4 en el caldo de cultivo alcanza un mdximo al cabo de 2
a 5 dias de fermentacidn, por el método de cultivo con agitacidn
o con el método de cultivo en tanque.

La sustancia SF-837 es el producto metabdlico principal del
Streptomyces mycarofaciens, y las sustancias SF—837—A2, SF—837—A3

y SP-837- 49 de modo normal, se producen normeluente con propor-

clones menores en una gama del 5 al 20 por ciento por peso de la
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sustancia SF-837 producida,
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Las sustancias SF-837, SF-857-A,, SP-837-Az y SF-837-4,
del presente invento pueden ser producidas al mismo tiempo pox
el cultivo de la cepa SF-837 y tienen propiedades fislco-quimi-
cas similares a las establecidas eun adelante, y pueden reape-
rarse del cultivo, purificarse y aislarse en general utilizando
cualguiers de los métodos conocidos de los que por lo general
se dispone para la recuperacidn, purificacidn y alslamiento de
los antibidticos bdsicos conocidos.

La recuperacidn de las sustancias SI-837, SF—837—A2, Sk~
837—A3 y SF—837-A4 del presente invento, del cultivo, puede rea-
lizarse de diversas formas.

As{, las sustancias SF-837- SP-837-4,, SF—BB?—A3 y SP-837-
A4 producidas a partir del cultivo de la cepa SI-837 estdn pre-
sentes en la torta de micelio que contiene la fase sdlidau, asd
como eun la fase liquida del cultivo. EL cultivo puede ser fil-
trado en_uné forwa conoclda para dar la torta de filtro (es de-
cir la torta de micelio que contiene la fase sdélida) y el fil-
trado (es decir, la fase liquida del caldo de Termentacidn) de
forma separada. Las sustancias activas preseuntes en el Ffiltrado
Pueden ser extraidas con un disolvente orgdnico no miscible en
agua, adecuado, tal como acetato de etilo, acetato de butilo,
cloroformo, benceno, éter de etilo, metil isobutil cetona y bu~
tanol, etc., bajo condiciones neutra o débilmente alcalina. Ias
sustancias activas presentgs en la torta de filtro también pue-
den extraerse con agua acidificada, o con un disolvente orgdnico
miscible con agua, adecuado, tal como metanol, etanol y acetona,
ete. De forma alternativae, el cultivo puede ser extraido direc—
tamente con un disolvente orgdnico inmiscible con agua, sin fil-

tracifn preliminar de la torta de micelio, de maners que las
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sustancias activas puedan ser transferidas inmediatamente desde

'

' 5 <V
by z’ff

el cultivo al disolvente orgdnico usado.

Las sustancias activas gue han sido transferidas en solu-
cién al disolvente orgdnico pueden ser re-extractadas a conti- -
nuacidn con agua acidificada. El extracto resultante en agua
acidificada puede ser hecho neutro después o débilmente alcali-
no en su naturaleza mediante la adicidn de sustancias bdsicas
tales como hidrdxido de sodio, hidrdxido de potasio, Qarbpnato
de sodio o bicarbonato de sodio, y después agitadas jéuﬁé con
un disolvente orgdnico adecuado, de modo que las sustaﬁ?ias ac-
tivas sean transferidas de nuevo a la fase de-disblvente prgéni—
co. Repitiendo estas operaciones de extraccidn inversa;fpueden
ser eliminadas en cierdo grado las impurezas de las sustancias
activas. El extracto en el disolvente orgdnico puesde ser concen-—
trado a sequedad bajo presidén reducida, de manera gue se puede
recuperar uh polvo crudo conteniendo las sustancias SF-837, S¥-
837~A2, SF—837—A3 y SF—837—A4. De manera alternativa,-ia'solu—
cidén de las sustancias activas en agua acidificada puede ser
liofilizada como tal para dar las sales de adicidn dcida de las
sustancias activas, o la solucidn acucsa puede ser hechs neutra
o débilmente alcalina por medio de la adicidn de un material bd—
8ico adecuado para precipitar las sustancias activas en forma de
base libre.

Las sustancias SF-837+y SF—837—A2, SF—-837~A3 h SF—BB?—A4
son bdsicas por naturaleza, cowmo se ha menciounsdo ya, y por lo
tanto el cultivo o su filtrado, o la solucidn de las sustancias
activas también pueden tratarse con un cambiador de idn como,
por ejemplo, la resina cambiadora de idn Amberlite IRC-50, etc.,
y celulosa cambiadora de idn, de manera gue las sustancias acti-

vas sean absorbidas por el cambiador de idn que a continuacidn
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puede ser levigado ubilizando un disolvente adecuado.

El polvo crudo resulbtante que contiene las sustancias ac-
tivas asi obtenido puede ser purificado mds extrayéndolo con un
disolvente orgdnico adecuado, tal como benceno, que puede disol-

ver las sustancias SF-837, SF—837—A2, SF—BB?—A5 y SF-837-A, de

4
aquél, para eliminar mds impurezas resultantes, lavando con un
disolveunte orgdnico adecuado tal como un éter de petrdleo, Li-

groina y n-heXano, que escasaumente pueden disolver las sustan~

-ecias SP-837, SF—857—A2, SF—837-A3 ¥ SF—837—A4 pero pueden disol-

ver wuy bien las impurezas, y/o por medio de la adicidn de Stex
de petrSleo, ligroina o n-hexano a uns solucidn de las sustan-
cias activas en un disolvente orgdnico tal como benceno.

De esta forma, se puede obtener una mezcla purificada de la
sustancia SP-837 con las sustancias SF~837—A2, SF—BB?—AS y S
837-A4, en la que la proporcidn total de las sustancias ST-837-
Ay, SF—BBT-—A3 v SI-‘—837-A4 varia normalmente en una gama del 5 al
20 por ciento por peso del contenido de la sustancis SF-837, de-
pendiendo de las condiciones de fermentacidn, la forma de la re-—
cuperacidn, los métodos de purificacidn ewmpleados y otros diver—
sos factores. Esta mezcla purificada, como tal, estd dispuesta
para formulacidn y para administracidn dbara fines terapéuticos,
sin aislar cada una de las sustancias componentes de clla.

Si se desea, la wmezcla purificada de la sustancis SF-837
con una proporcidn menor de sustancias SF—837—A2, SIE‘-837-A5 ¥
SE—857— 4 buede convertirse directamente en una wmezcla de sus

sales de adicidn de dcido disolviendo la mezcls de las bases 1li-

bres en un disolvente orgdnico tal como el &ter de etilo, tra-

tando la solucidn con una solucidn de un 4cido orgdnico o inor—
génico tal como deido hidroclérico, Zcido sulfurico, dcido tan-

térico, deido citrico, disuelto en un disolvente orgdnico ade-
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cuado tal como éter de etilo y precipitdndola asi en la forma de
una mezcla de lag sales de adicidn de deido que se puede fil-
trar y secar y que después estard dispuesta para formulacidn y
para administracidn para fines terapéuticos. ILa mezcla purifica-
da de las bases libres también puede convertirse en una mezcla
de los mencionados derivados de acetil en una forma counvencio-
nal de acetilacidn, por ejemplo disolviendo en plridina, tratan-
do la solucidn con anhidrido acético a temperatura ambienve o a
ung temperaturas ligerameute elevada, durante un periocdo de tiem-
po suficiente, para dar los derivados de diacetil de las sustan—
clas SF-837 y SF—837—A2 y los derivados monoacetii de las sus-
tancias SF--837—-A3 y SF-837- 47 y dépositando los produCtbs de la
acetilacidn por medio de la adicidn de agua de hielo a la mezcla
de reaccidén., La mezcla de los derivados acetilados puede ser des-—
pués filtrade y lavade con agua, para que quede libre dé las ilmpu-
rezas, y a continuacidn esta mezcla, como tal, estd dispuesta pa-
ra formulacidn y administracidn para fines terapéuticos.

Con el fin de efectuar la separacidn de las sustancias SF-
837, SP-837-A,, SF—837-A3 y SF~837—A4 ungs de otras, es eficaz
emplear métodos cromatogrdficos utilizando un absorbente adecua-
do tal como gel de alumina o silice activado y similares y un
disolvente adecuado de desarrollo, asi como diversos tipos de
nétodos de distribucidn a contra-corriente, solos o en combina—
cidn. En la mezcla purificada de las bases libres de las sustan-
cias SF-837, SP-837~Ay, SF—837—A3 y SF-837- 4 Que se ha obtenido
con los procedimientos arriba mencionados de recuperacidn y pu-
rificacidn, las sustancias SF—837-A2, SF—837-A3 y SF—837-A4 se
encuentran normaluente presentes como componentes menores, y en
una proporcidén mds pequefia que la sustancia SF-837, En conse-

cuencia, para el alslamientc de los componentes puede ser efi-
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caz que dicha mezcla purificada de las bases libres se soweta

primero a un método de distribucidn a contra-corriente, con el
fin de separar una fraccidn rica en la sustancia SF-837 de una
fraceidn rica en una mezcla de las susdancias SF-SB?-AQ, SH-837-
A3 y 8F-837- 40 ¥ que estas dos fracciones sean después someti-
das por separado a cromatografia con gel de silice o de alimi-
na, para efectuar el aislamiento completo de las sustanciss com-
ponentes unas de otras. _

BEn general, la separacidn de las sustancias SFP-837, SP-837-
A2’ SF—837-—A3 y SP-837-~ 4 puede reslizarse de modo convenleute,
por ejemplo, sometiendo una solucidn en un disolvente.orzdnico
adecuado del polvo crudo arriba mencionado que contenga las sus-—
tancias activas mezcladas recuperadas a cromatografia en una co-
lumna de gel de silice o de aluminz activado utilizando una nez-
cla de acetato de etilo-beunceno (1:l) o benceno-acetona (4:1)
COmo disolvente de desarrollo y, si es necesario, repitiendo los
procedimientos de cromatografia variés veces. Por lo géneral, las
sustancias activas pueden ser leviga&as de manera sucesiva de la
columna de alimina en el orden de sustancias SF—837—A4, sustan-
clas SF-837—A3, sustancia SF—857-A2 y sustancia SP-837, cuando
se desarrolla con acetato de etilo-benceno (1l:1). Al mismo tieu-
Po, se pruebs o ensaya una parfbe menor de cada una de las frac-—
ciones del levigado, por medio de cromatograffa de capa fina de
alunina. Las fracciones que'entonces se observa que dan una sola
mancha caracteristica de una de las sustancias activas en esta
cronatografia de capa fina de alumina, y de las que puede confir-
marse por tanto que solo contienen una de las sustancias activas,
se combinan juntas y después se concentran hasta la sequedad bajo
presidn reducida, y estos procedimientos se repiten con cads una

de las fracciones que contienen la sustancia SF-837 sola, las
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fracciones que contienen la sustancia SF—837-A2 sola, las frac-
ciones que contienen la sustancis SF—837—A3 sola, y las fraccio-
nes que contienen la sustancia SF—837—A4 sola. De esta forma se
pueden separar unas de otras las bases libres puras de las sus-
tancias SF~837, SF-837-A2, SF—837-~A3 y SF—837—A4, en forua de
polvo de color blanco, respectivamente.

Para la purificacidn y sepéracién de las sustancias SIF-837,
SF—837—A2, SP-837~ 3 ¥ SF-837- 4 puede afiaflirse que cga%quiera
de los mdétodos conocidos que han sido utilizados para_la,purifi—
caclén y la separacidn de los antibidticos wacrdélidos ﬁucde apki-
carge o dicha finalidad, ya que bambién ellas son miembros de
los antibidticos macrdlidos. Sin ewbargo, preferimos realizar
la produccidn, recuperacidn o aislamiento, purificacién y sepa-
racidén de las sustancias SP-337, SF—837-A2, SF—BB?—AS; Sf—837—A4
del cultivo de la cepa SIF-837, y entre si, mediante loé‘siguien—
tes pasos que comprenden el cultivo de la cepa SF—837<aruha ten~
peratura de 20 a 302C en un wedio de 1ligquido profundo:éifeado
contenilendo las fuenies de nitrégeno y carbono asimilables cono-
cidas, hasta que se de una actividad antibacteriana significati-
va al caldo de cultivo, la filtracidn del cultivo, la extraccidn
del filtrado del cultivo y un pH de 7 a 9 con un disolvente or-—
génico no miscible con agua para las sustancias SF-837, SF-837-
A2, SF—837—A3 ¥ SF—837-—A4 tal como acetato de etilo, acetato de
butilo, cloroformo, éter de etilo, metil isohutil cetona y bu-
tanol, reextractando a continuacidn el extracto orgdnico resul-
tante conteniendo las sustancias activas con dcido acuoso dilui-
do (a pH 2 a 3), tal como un dcido hidroclérico acuoso, dcido
sulfurico acuoso y similares, haclendo el extracto acuoso resul-
tante alcalino (con preferencia a pH 7 a 9) por medio de la adi-

cidn de dlcali, extractando de nuevo el extracto acuoso con uno
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de los disolvenbes orgdnicos no misciﬁles con agua para transfe-—
rir las sustancias activas al Ultimo disolveunte orgdnico, repi-
tiendo por lo meunos una vez esta transfereuncia de las sustancias
activas desde un extracto orgdnico en una cantidad de disolvente
720.,~ orgdnico no miscible en agua en dcido acuoso diluido y despuds
en otra cantidad de disolvente orgdnico no miscible en agua, con-
centrando la solucidn orgdnica resultante final de las sustancias
activas, asi parcialmente purificadas, hasta la sequeda& el va-
cio, disolviendo el polvo crudo resultante de las sustancias ac-
T25.~  tivas mezcladas eun acetato de etilo o acetato de butilo, pasando
la solucidn a través de una columna de carbdn activado?.desarro—
llando con acetato de etilo o acetato de butilo, recogiéﬁdo las
fracciones a tiras del levigado,concentrando las fracciones ac-
tivas a un volumen mds pequeiio, extractando el concentrado con
730.~ dcido hidrocldérico acuoso diluido, haciendo el extracto acuoso
alcalino por wmedio de la adicidn de un dloali, separando el pre~
cipitado formadoren esencia hecho de las sustancias activas mez-
cladas, disolviendo el precipitado en-benceno, sometiendo la so-
lucidn de benceno a cromatografia con una columna de gel de si-
735.~ 1ice y utilizando una mezcla de benceno acetona como disolvente
de desarrollo, recogiendo el levigado en fracciones, probando ca-
da una de las fracciones por medio de cromatografia de capa fina
de alimina, combinando juntas y concentrando a sequedad en vacio
sélo las fracciones .que den ﬁna sola mancha caracteristica de 1a
740.~ sustancia SF—837—A4 en esta cromatografia de capa fina de aldmi-
na, con lo gue la base libre de la sustancia SI"--BB"/'—A4 se produ-
ce en la forma de polvonpuro, combinando juntas y concentrando
a sequedad en vacio sdlo las fracciones que den una sola mancha
caracteristica de la sustancia SF-837 en 1a cromatograiia de ca-

T45.~ pa fina de aliimina, con lo gque la base libre de 1lg suétancia
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SF-837 se produce en forma de polvo puro, combinando juntas y
coucentrando a sequedad en vacio las fracciones que sean eluidas
de dicha columna de gel de silice despuds de dar las fracciones
mencionadas la manchs dnica caracteristica de la sustancia SF-
837-—A4 aunque antes de dar las mencionadas fracciones lg mancha
Unica caracteristica de la sustancia SF-837 y que contienen en
solucidn las sustancias SF—837—A2 y SF—BB?-A3 juntas con una
porcidn menor de la sustancia SF-837, con lo que se obiiege un
polvo de una mezcla de las sustancias SP-837—A2 y SF-837--A 3 jun-
tas con una porcidn menor de la susbancia SF-837, dlsolw%endo
este polvo en henceno, sometiendo la solucidn resultaatg.@e di-
cho polvo en benceno a cromatografia en una columna de'éiﬁmina
activada y utilizando una mezcla de acetato de etilo-benceno y

a continuacidn una wmezcla de acetato de etilo—acetona-éomo di-
solvente de desarrollo, recogiendo el levigado dela mlsma en
fracciones; probando cads uns de estas fracciones por/me@1o de
una cromatografia de capa fina de alumina, combinandojjunfas y
concentrando a sequedad bajo vacio solo las fracciones que den
una sola wmancha caracteristica de la sustancia SF—837-A3 en la
cromatografia de caps fina de alumina que se acaba de meuncionar,
con lo gue la base libre de la sustancia SF—837—A3 se produce en
forma de polvo puro, combinando juntas y concentrando a sequedad
en vacio las restantes fracciones del levigado a partir de la
columna de alumina activada mencionada para dar un polvo conte-
niendo principalmente la sustancia SF—857—A2,7disolviendo de
nuevo este polvo en benceno, sometiendo de nuevo a cromatografia
en columna de alumina activada y usando una mezcla de acetato de
etilo~benceno como disolvente de desarrollo, recogiendo el levi-
gado de la misma en fracciones, probando cada una de las frac-

ciones por medio de cromatografia de capa fina de alidmina, com-
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binando juntas y concentrando a sequedad en vacio solo las frac-
ciones que dan una sola mancha caracteristica de la sustancia
SF—837—A2 en la cromatografia de capa fina acabada de nenclonaxr,
con lo que la base libre de la sustancia SF—837—A2 se produce cn
forma de polvo puro.

Tas sustanciag SP-837, SF—837—A2, SF—837—A3 b SF—GB?—A4 gue
han sido separadas unes de otras en el estado puro, segin se ha
mencionado arriba, pueden ser convertidas a continuacidu cada una
de ellas en sal de adicidn dcida o en el antedicho derivado de
acetil, si se desea. La couversida en la sal de adicidn 4cida
puede efectuarse disolviendo la base libre en un disoljente orgd-
nico adecuado tal como éter de etilo, etec., y afiadiendo. despuds
al mismo una solucidn saturada de un deido orgdnico o inorgdnico
adecuado tal como deido tartirico, deido citrico, doido mcético,
dcido hidroclérico, dcido sulfidrico ¥y similares disuelfoé en éter
de etilo..La conversidn en los derivados de diacetil ds las sus-
tancias SF-837 y SF—SB?—AZ 0 en los derivados monoacetiltde las
sustancias SF-837- 3 ¥ SF-837—A4 puede realizarse, por ejemplo,
disolvieudo la base libre en piridina y a continuacidn tratando
la solucidén con un gran exceso de anhfdrido acético, en la misma
forma que se ha mencionado antes.

Segin se ha mencionado arriba, las sustancias SP-837, SP-
837-A2, SF-837-~ 3 ¥ SF—837-A4 del presente invento Pertenecen g
la clase de los antibidticos macrdlidos. ILas sustancias SF-337 y
SF-837-A2 presentan un mdximo de absorcidn a una longitud de on-
da de 232 op en la regidn ultraviolets del espectro y por lo tan-~
to tienen que sex oompafadas con algunos de los antibidticos ma-
crdlidos conocidos, concretamente el grupo de espiramicina (I,

II y III), grupo de leucomicing (A1 a A9 y B a 34), josamicina,

Terciomicina (A y B) y miamicina. Tas diferencias de las sustan-
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cla SF~-837 y de la sustancis SF~837—A2 con estos antibidéticos
macrélidos conocidos se aclaran mas adelante.
En primer lugar, la espiramicina se distingue de las sus-
tancias SF-837 y SF—857—A2 del presente invento por las diferen-
3LO,~ clas en sus valores Rf en cromatografia de capa fina de gel de
silice que se mencionan en la Tabla 5 siguiente y tazmbidn juz-
gando por la couwparacidn de losrvalores de las rotaciones dpti-
cas de los valores pKa' de la espiramicina que se menc;gﬁan en
las paginas 304 a 317 de la "Helvetica Chimica Actal Vol. 39,
815,.- puesto que la espiramicina I muestra G{}D—969 h EKa' dé»?,?;
la espiramicina II nuestra Gé]b—809 y pKa' de 7,6; y ;a-espi—
ramicina III wuestra E%}D-799.y pXa! de 7,6, !}lr .

TABLA 5

Valor Rf
Antibidticos -
Disolvente de desarrollo consistente
en n-butanol: deido de acédtico: agua
(3:1:1)

Sustancia SI-837 0,67
Sustancia SF—837—A2 0,68
Espiramicina O 0,LlL
Ispiramicinag IT 0,13
Espiramicina III 0,19
Terciomicina A 0,738
Terciomicina B 0,76

In segundo lugar, la miamicina, el grupo B de leucomicina
Bl’ BZ’ 33 y B4) ¥ la letcomicina A2 ge distinguen de las sus-
820, tancias SF-837 y SF—857—A2 del presente invento en que la mia-
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wicina tiene un valor nulo de rotacidn dptica (“Antibiofics and
Chemotherapy", pdginas 37 a 39 (1.957), en que las leucouicinas
Bys By, 33 y'B4 tienen un punto de fusidu de 214 a 21520, 214 a
2169, 216 a 217e¢C y 221 a 223%9(C, respectivamente (Gaceta de Pa-
tentes Japonesa W2 She-35-18750) y en gque las leucomicina A2 tie—
ne uh valor de E%%cm. 158 para el mdximo de absorcidn en la re-
gidn ultravioleta del espectro y un peso molecular de 1.220 a
1.250 (Gaceta de Patentes Japonesa N2 Sho-35-18750). ‘

Bn tercer lugar, las terciomicinas Ay B se difercrcian
claramente de las sustancias SPF-837 y SF-857—A2 del presente in-
vento en vista de las diferencias eun sus puntos de fusiﬁn, su
rotacidn dptica y sus valores Rf en cromatografia de capa fina
de gel de cilice, seglin aparece en las Tablas 5 y 6. Ia tercio-
micina tiene un punto de fusidn de 202 a 2048C y un grado de roba-
¢cidn dptica de E%:D—449 ("Journal of Antibihotics", pdginas 105
a 109 (1955), y la termiomicina B tiene un punto de fusidn de
97 a 992C y un grado de rotacidén Sptica de Eg]D—BBQ (®Journal
of Antibiotics® pdginas 161 a 163 (1.955) ).

En cuarto lugar, las leﬁcomicinas Al’ A3’ A4, AS’ A6, A7,
A8 y A9 y la josamicina pueden ser diferenciadas de las sustan—
cias SF-837 y SF—837—A2 comparando directamente sus valores RT
en cromatografia de capa fina de aldmina (utilizando acetato de
etilo como disolvente de desarrollo), segdin se muestra en la Ta-
bla 6 siguiente y en vista de las propiedades conocidas de la
leucomicina Al segﬁn se describen en la solicitud de Patente
Japonesa n? Sho-36-98, y considerando ademds que la leucoumicina
A3 tiene un punto de fusidn de 120 a 1212C y un grado de rota—
cidn dptica de {g}D—55;4 ("Antimicrobial Agents and Chemothe-
rapy", pdginas 631 a 636 (1.967) ), las propiedades conocidog de

las leucowmicinas A4, AS’ A6, A7, AB y A9 descritas en el "Jour-
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nal of Antibiotics" pdginas 272 a 278 (1.968) y que la josamici-
na tiene un punto de fusidn de 130 a 13320., y un grado de ro-
tacidn dptica de Qg]D—YOQO (Gaceta de Patentes japonesa num.
Sho-41~21759). '

T A B L A 6

Antibidticos Valores RI-
Sustancia SF-837 0,78
Sustancia SF—837-A2 0,84
Josamicina 0,65
Leucomicina A1 0,08
Leucowicina A5 0,05 .. ..
Teucomicina A7 0,0L .
Leucomicina A9 0,02
Leucomicing A3 0,65
Leucomicina e 7 0,60
Leucomicina Ag 0,57
Leucomicina A8 ] 0,53
Terciomicina A 0,61
Teruiomicina B . 0,64

La difereﬁoia de la sustancia SF-837 del presente invento
con los antibidticos conocidos arriba mencionados puede hacerse
mucho mds evidente observando los cromatogramnas de capa fina de
alimnina que se wuestran en la Figura 4 de los dibujos adjuntos.
Los cromatogramas de la Pigura 4 fueron breparados manchando una
solucidn de la sustancia SF-837 y leucomicina A3, una solucidn
de la sustancia SF-837 y leucomicing A4, una solucidn de la sus-
tancia SF~837 y leucomicina A6, una solucidn de la susbancia
SF-837 y leucomicina AB; una solucidn de la sustancia SF-837
y Josamicina, una sclucidn de la sustancia SF-837 y terciomicina

4 y una solucidn de la sustancia SP-837 y fFerciomicina B, res-
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pectivamente, en y a lo largo del mismo nivel de una placa de
capa fina de alumina, sowetiendo a cromatografia ascendente
utilizando acetato de etilo-benceno (2:1) como disolvente de
desarrollo, y finalmente coloreando las manchas resultantes
nediante fratamiento con dcido sulfirico al 10 por cieuto, a
802C durante 5 minutos.

Adewds, las leucomicinas AB’ A4 ¥ Ay wuestran una banda
de absorcidn aguda (atribuible al grupo O-acetil) a 2,22 p.p.m.
(100 Mc) en la curva del espectro de resonancia magnética nu-
clear ("Journal of Antibiotics" pdginas 272 a 278, (1.968) ) v
la josamicina muestra también una banda de absorcidn agude,
tatribuible al grupo O-acetil) a 2,17 p.p.m. (60 Me) éﬁ la cur-
va del espectro de resonancia nagnética nuclear ("Journal of
Antiblotics", pdginas 174 a 180 (1.957) ). Esta sefial no puede
ser observada en una curva del espectro de resonsncisa mignéti~
ca nuclear de la sustancia SF-837 del bresente invento, cono se
muestra en la Figura 3 de los dibujos adjuntos.

Segin la explicacidn que antecede, estd claro que las sus-
tancias SFP-837 y SF—837-A2 del presente invento no coinciden
con cualquiera de los antibidticos conocidos, y deben ser anti-
bidticos nuevos.

Ias sustancias SF—837—A3 ¥ SF-837—A4 del presente invento
presentan un wdximo de absorcidn a una longitud de onda de 280
TR en la regidn ultravioleta del espectro diferente del de las
sustancias SF-837 y SF—837-A2 del presente invento, que presen-

tan un méximo de absorcidn a uns longitud de onda de 232 up en

la regidn ultravioleta del espectro, En vista de las propiecdades

- fisico-quimicas arriba mencionadas de las sustancias SF-837-4.

y SP-837- 4 sin ewbargo, estd claro que estas sustancias son

similares de los antibidticos macrdlidos.
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IEntre el grupo conocido de antibidticos macrdlidos, la

carbomicina B, la nidamicina, la tilosina, la relomicina y la
macrocina deben ser comparadas con lag sustancias SF—837-A3 y

SF-—837—A4 del presente invento, en vista del hecho de que estas

900.- sustancias antibidticas conocidas presentan taubidn una notable
absorcidn a una longitud de onda de aproximadamente 280 mp. en
la regidn ultravioleta del espectrzo. A efectos de comparacidn,
las propiedades fisico-quimicas de estas sustancias antibidti-
cas se tabulan en la Tabla 7 que sigue.

TABLA 7
Antibidti  Punto de fu  Absorc.mdx. en Férmula Peso - - Rotacidn
cos gidn espectro absorc. molecular molecular  éptica
ultravioleta a ' . (grddo)
o 1% L
— Q i A -7 -
gzr%omlcg 141-14429¢ 278 mp (El em276) CyoHgn 05T 825 - 35
e 1% o
Nidamicina 132-1348¢ 279 mp (3170m275) Chotle501 4N 783 o 43
, . Ilo i . C _
Tilosina 128-1322¢ 284 mp (Elycm245) Cy51lg70p 710 907 46
. L% -
Relomicina 172-1758C 282 wp (3%70m245) 045H79017N 909 44

. (]

Macrocina — 134-1362C 283 up (B"; 244)  CypH, 00, 921 - 52,5

Nota: Los datos que se ofrecen en la Tabla 7 proceden de "Index of Antibiotics
from Actinomycetes", de Umezawa et al., publicado en 1.967,

905.-

910.,-

En primer lugar, la ﬁilosina, la relomicina y la macrocina
se diferencian de manera clara de las sustancias SF-837-A3 N4
SF—837—A4 del presente invento en vista de sus férmulas molecu-
lares y pesos moleculares y, en el caso de la Hilosina del valor
Rf en la Tabla 8 siguiente. 7

En segundo lugar, la carbouicing B ¥y la nidawmicina apenas
pueden ser diferenciada de las sustancias SF—837—A3 y SF—837—A4

con respecto a sus propiedades fisico—quimicas, pero son obvia-
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mente distinguibles unas de otras en razén de 1a diferencia de
sus valores Rf en cromatografia de capa fina de altimina vy gel

de silice, segin se muestra en la Tabla 8 que sigue:

IABLA 8

Valores Rf
cqs fas Cromatogralia de capa Cromatografia de capa
dntibicticos fina de aldmina desa~ fina de gel de sflice
rrollada con acetato desarrollada con ben-
de etilo-benceno (2:1) ceno-acetons (2:1)

———

Sustancia SF—837—A3 0,45 0,50
Sustancis SFf837-A4 0,52 0,55
Carbomicina B 0,46 0,56
Hidamicina ' 0,05 0,42
Tilosina 0,02 0,18

Cuando se hidrofila con dlcali, una moldcula de 1z sustan~
cia SF—837—A.3 da dos moléculas de 4cido propidnico, y ung hold-
cula de la sustancis SE-837-A4 da una molécula de deido propid-
nico y una molécula de 4cido butirico, mientras que una moldculs
de carbomicina B da deido acético ¥y dcido iso~valdrico ("Anze—
wandte Chemie" pdginas 50-58, 1.957), y una moléeula de nidami-
cina da una molécula de Zeido iso-valérico (MArzneimittel Fors—
chung", Vol, 12, 1.191-5, 1.962). In consecuencia, es mucho wds
claro que las sustancias SF—837-A3 N SII‘--857—A4 del presente in-
vento son diferentes de 1g nidamicina y carbowmicina B,

Dado que no ocurre en la tilosina un eslabonamiento de
ester distinto del de iactona ("Tetrahedro Letters", pdginas
2,339 a 2.345, 1.964) asi como en le, relomicina que es un deri-
vado reducido de la tilosina ("Antimicrobial agent and Chenethe-

rapy", pédginas 45 a 48, 1.963), la 4ilosina Y la relemicing se
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distinguen de las sustancias SF-837- 3 v SF—837—A4.

Segin la explicacidn que antecede estd claro que las sus—
tancias SF-837 y SP-837-A,, asi como las sustancias SF—837—A3 v
SF—837—A4 del presente invento pueden reconocerse como nuevas
sustancias antibidticas que no coinciden con alguno de los an—
tibidticos macrdlidos conocidos.

Ll presente invento se ilustra a coutinuacidn, aungue sin
ser limitado en modo alguno, por los siguientes ejempics;
EJEMPLO 1.~

La cepa SF-837, concretamente Streptomyces mycar&faéiens
identificado como ATCC N2 21454 fué inoculada a 60 Lts. de un
medio de cultivo liquido conteniendo un 2,5 por cient&jdé almi~
dén sacarificado, un 4 por ciento de proteina vegetal soluble,
un 0,3 por ciento de cloruro de potasio y un 0,% por niento de
carbonato de calcio, a pH 7,0 y a continuacidn se culfivé_en un
fermentador de vibracidn, a 2890, durante 35 horas, bajd airea—
cidn. EL cultivo resultante fué filtrado directamente y la tor-
ta de filtro que contenia la torta de wmicelio se lavd con &dcido
hidrocldérico diluido.

El filtrado del cultivo con el liguido de lavado se obtuvo
con un volumen tobal de 50 lts. (potencia de 150 meg/ml.). EL
filtrado (pHI 8) fué extraido a continuacidén con 25 Lts. de ace—
tato de etilo y 22 1ts. de la fase de acebtato de etilo se concen-
traron en aproximadamente 3 lts., bajo presidn reducida. El con-
centrado fué diluido con 1,5 lts. de agua, ajustado a pH 2,0 por
medio de la adicidén de dcido hidrdcldérico 5 y despuds se sacu-
didé detenidamente. La fase acuosa fué separsda de la fase orga—
nica y esta solucidn acuosa fué ajustada a P 8 por medio de lg
adicién de hidréxzido de sodio 3N y se¢ extrajo después coun 800 ml.
de acetato de etilo. El extracto de acetato de etilo resultante

fué sacudido de forma similar junto con 500 ml. de acido hidro-
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clorico acuoso para transferir las sustancias activas al dltino
que de nuevo fué extraido con 400 ml. de éter de etilo a pH 8.

Bl extracto de éter fué secado cou sulfato de sodio anhidroso

y coucentrado bajo presidn reducida pars dar 16,5 gr. de polvo
de color amarillo claro. ' _

Se disolvieron 12 gr. de este polvo crudo en 200 wl. de
acetato de etilo y la solucidn fué pasada a través de una co-
lumna de 600 ml. de carbdn pulverizado que habis sido iupregna—
do con acetato de etilo. El desarrollo fué realizado Ltilizando
acetato de etilo como disolvente ¥y las fracciones activas del
levigado fueron recogidas con un volumen total de 2.500 wl.,
que a continuacidn se evapord a sequedad bajo presidn reducida,
para dar 5 gr. de un polvo de color blanco. Este polvo fué di-
suelto en 10 ml. de benceno Yy las materias insolubles fieron
filtradas. Ia solucidén filtrada en benceno fué somwtids énton—
ces &z éislamiento cromatogrdfico pasdndola a travds de una co-—
lumne, de 700 ml. de gel de sflice que habia sido impregnado con
benceno, El desarrollo de las sustancias activas absorbidas en
el gel de silice se efectud usando un sistema disolveute congis-—
tente en benceno acetato (4:1) y el levigado fué recozido en
fracciones de 20 wl. cada una. las fracciones activas Ifuns. 90
a 330 que dieron una sola mancha en cromatografia de capa fins
de alimina y que pudleron reconocerse como que countenfan la sus-
tamcia SP-837 Puramente, dadb el valor Rf de la wmancha indivi-
dual se cowbinaron juntas en un volumen total de 4.000 ml., y
despuds se concentraron bajo presidn reducida para dar 1,5 gr.
de polvo de colox blaanco con un punto de fusidn de 122 a 1240¢,

el cual se halld por andlisis que era base libre de 1a
SF-83T7 pura,
BJEMPLO 2.~

sustancia

Se pusieron 20 ltg. de un medlo de oultivo comprendicundo
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el 3 por ciento de glucosa, el 1 por ciento de peptona, el 0,5

por ciento de extracto de carne, el 0,2 por ciento de cloruro sd-
dico, el 0,3 por ciento de carbonato de calcio vy el 0,% por cien-
to de aceite de soja (ajustado a pH 7).en un fermentador de vi-
bracién de una capacidad de 30 lts., y después se esterilizaron
calentando a 1209C durante 20 wminutos. Después, se inoculd la
cepa SF-837, es decir, el Strepﬁomyces mycarofaciens al medio

de cultivo, y se cultivé con agitacidn a 28e¢ durante 48 horas,
con aireacidn. Zl caldo fermentado fué f£iltrado a pPH é.éara daxr
18 1fs. de filtrado (potencia, 200 meg/ml.). EL filtrédo fué
ajustado a pH 7,5 por medio de la adicidn de hideridp de sodio
31 y después se extrajo con 8 1is. de acetato de buﬁiim.;El ex-—
tracto de acetato de butilo fué elaborado a oontinuacigﬁ del
mismo modo que en el ejemplo U 7, finaimente, se sometiéra als-
laniento de cromatografia con columna de gel de silice en 1la
nisma forma que en el ejemplo I. Se obtuvo un polvo deacolor
blanco con un punto de fusidn de 122 a 1249C, consisténte en
sustancia SF-837, con un rendimiento de 800 ng.

LEJEMPLO 3, -

Se suspendieron 4,0 grs. del polvo de color amarillo crudo
que se recuperd de la concentracidén del extracto de éter del
ejeuplo I, en 1.000 ml. de agua vy la suspensidén acuosa fué ajus—
tada a pH 3,5 por medio de la adicidn de eido hidroclérico 51.
La solucién fué pasada entonces a través de una columna de 100
ml. de Amberlite CG~50 (tipo H) para efectuar la absorcidn de
las sustancias activas. La resina cambiadors de iones fué lava-
da con 800 ml. de agua destilada y despuds se levigd con deido
hidrocldérico 0,4N-etanol (1:2). Ias fracciones activas del levi-
gado fueron recogidas cou un volumen total de 180 ml., se ajustd
a PH 6,0 por medio de la adicidén de nidréxido de sodio 3N y des-

pués se concentrd a 40 ml. bajo presidn reducida. EL concentrado
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fué ajustado a pH 8,0 por medio de la adicidn de hidrdxido de
sodio 3N y después se extrajo dos veces, cada una de ellas con
50 ml. de éter de etilo, Los extractos combinados del dter de
etilo fueron concentrados entonces bajo presidén reducida, para
dar 2,1 gr. de polvo de color amarillo palido. Este polvo fué
disuelto en 10 ml. de aceﬁato de etilo y la solucidn resultante
fué sometida a cromatografia pasando a twrés de una columna de
200 wl.. de alimina impregnada de acetato de etilo ¥y se desaryo-
116 con acetato de etilo. Tas fracciones activas del levigado
fueron recogidas con un volumen %otal de 200 wl., con ia adi-
cidn de 40 ml. de agua. destilada, ajustadas a pH 1,8 vor wedio
de la adicidén de deido hidroclérico 5 v después se sacudid de-
tenidamente. La fase acuosa fué sepsrada de la fase orgdnica y
la solucidn acuosa fué ajustada a pH 8,5 por medio dejla adicidn
de hidrdéxido de sodio 1N, de maners que se depositdé un preecipi-
tado. Este precipitado fué filtrado yrdisuelto en benceno y la
solucidn fué some tids a aislamiento de crotatografia con gel de
silice en la misma forus que en el ejemplo I. 8e obtuvo un polvo

de color blénco consistente en sustancia SF-837 Pura, con un rem
dimiento de 300 mg.
LJEMPLO 4.~
La cepa SP-837, concretamente Streptomyces mycarofaciens,

identificada como ATCC Je 21454, fué inoculada a 300 14s. de un
medio de cultivo liquido conteniendo el 2,0 por ciento de gluco-
sa, el 1 por ciento de beptona, el 0,5 por cienbo de extracto de
carne, el 0,4 por ciento de cornsteep liquox, el 0,2 poxr ciento
de cloruro sédico, el 0,3 por ciento de 0030a ¥y el 0,2 por cien~
to de manteca de cexdo, a pH 7,0 y se cultivd con agitacidn a
288C durante 70 horas, bajo aireacidn.

- Bl caldo fermentado fué filtrado directamente, y la torta

de filtro comprendiendo 1s torta de micelio se 1av§ con acido
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hidrocldrico dilufdo. El filtrado del cultivo combinado con los
liquidos de lavado se obtuvo con un volumen total de 280 1lits.
(potencia, 320 meg/ml.). EL filtrado fué extraido con 70 1lis.
de acetato de etilo y 71 lts. de la fage de acetato de etilo
resultante se concentrd aproximadamente 20 lts., bajo presidn
reducida. El concentrado fué dilufdo con 10 1ts. de agus, se
ajusté a pH 2 por medio de la adicidn de goido hidrocldrico 5H
y después se agitdé detenidamente. La fase acuosa se separé de
la fase orgdnica, se ajustd a pH 9 por medio de la adiéién de
hidréxido de sodio 3 y despuds se extrajo con 4 lts.:dg‘aceta—
to de etilo. Bl extracto resultante del acetato de etilo se agi-
t6 entonces de manera-similar junto con 2 lts. de éci&drnidro—
cldérico acuoso, para transferir las sustancias activasJ51 Ulti-
mo que de nuevo se extrajo con un filtro de acetato de etilo a
pi 8. Este extracto de acetato de etilo fué secado entonces so-
bre sulfato de sodio anhidroso y concentrado bajo preSidﬁ”redu-
cida para dar 92 gr. de un polvo de color amarillo, crudb.

Fueron disueltos 90 gramos de este polvo crudo en 1 1%. de
acetato de etilo y la solucidn se pasé a travds de una columna
de 1,5 1ts. de polvo de carbdu impregnado de acetato de etilo.
El desarrollo se realizd utilizando acetato de etilo como disol-
vente, y lés fracciones activas del levigado fueroﬁ recogidas
con un volumen total de-5,5 lts., el cual se evapord despuds
a sequedad bajo presidn reducida, para dar 55 gr. de un polvo
de color blanco (potencia, 700 meg/me.).

Este polvo fué sometido a un método de distribuicidn con-
tra corriente con beuceno y tampdn fosfato 0,3M (pH 4,40) (se
usaron 2,5 lts. de cada disolvente Y el desplazamiento de 1la
capa mévil inferior se efectud 10 veces). La sustancia SF-837

estaba presente distribuida en los tubos primero a tercero y,
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de forma predominante, en el segundo fubo, vy habia presentes
porciones mds grandes (aproximadamente el 80 por ciento) de las
sustancias SE—837-A2, SF-837-A3 ¥ SF_837—A4 retenidas en el pri-
mer tubo,

EL contenido del primer tubo se concentrd (2,4 lts.) se
concentrd bajo presidn reducida, para dar 7,7 gr. de un polvo
de color blanco (poteucia de 700 meg/mg.). Este polvo fué di-
suelto en 15 ml. de benceno, fueron filtradas algunas materias
insolubles y la solucidn filtrada fué pasads a continuacién por
una columna de 800 wl, de gel de cilice impregnado de banseno.
Las sustancias activas absorbidas fueron desarrolladas Por cro-
uwatografia utilizando una mezcla de disolvente de benceno-aceto
na (441) y recogiendo.el levigado en fracciones de 50 ml. cada
una. Una parfe wenor de cada una de las fracciones obtanidas se
eusayd sometiendo a cromatografia de capa fina de alumina (con
2:1 de acetato de etilo-benceno como disolvente de degarrollo).
Tas fracoionés 28 a 30, que dieron una sola mancha en ls croua—
tografia de capa fina de aldmina se combinaron juntas y despuds
se concentraron en vacio para dar 140 ng. de un polvo de colow
blanco con un punto de fusidn de 120 a 1229C., que se identifi-~
¢ por andlisis como la base libre purs de la sustancig SF-BB?-A4.

las fracclones nums. 38 g 57, que dieron tres maunchas en
la cromatogfafia de capa fina de aliumina, se combinaron juntas
y se counceutraron en vacio, para dar 1,1 gr. de un polvo de co-
lor blanco que por andlisis resultd contensr las sustancias Si-
837-A2 ¥ SF-837—A3, junto con una cantidad wenor de sustancis
SF~837. ILas fracciones nums. 70 a 95, que dieron una sola mancha
en la cromatografia de capa fina de alimina, y en las que se
recogid la sustancia SF-837 sola, se conceutraron entonces en

vacio para dar 0,8 gr. de un polvo de color blanco con un punbo
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de fusidn de 122 s 124°8C., que se identificd como la base libre

pura de la sustancia SI-837.
BJEMPLO 5.~

En 4 ml. de benceno se disolvieron 1 gr. del polvo de color
blanco que contenia las sustancias SF—837—A2 y SF—837~A5, junto
con ung cantidad menor de la sustancia SF-837 que habia sido
recuperada de la cromatografiaide capa fina de gel de silice
del ejemplo 4. La solucidn fué sometida a separacidn por croma-
tografia pasdndola a través de una columna de 100 ml. de alumi-
na impregnada de benceno y desarrollando con una mezcla;de di-
solvente de acetato de etilo-benceno (L:1). El levigado fué to-
mado en fracciones de 20 wl. cada una de ellas y cada uha de las
fracciones fué ensayada sometiéndola a cromatografia de capa fi-
na de aldmina (utilizando 2:1 de acetato de etils-benceno como
disolvente de desarrollo). Ias fracciones nums. 30 a 48 que die-
ron una sola mancha en la cromatografia de capa fina de aiﬁmina
gue se acaba de mencionar se combinaron juntas y se conceuntraron
en vacio para dar 230 mg. de un polvo de color blanco con un pun-—
to de fusidn de 122 a 1252C, que por andlisis se halld que con-
sistia en la base libre pura de la sustancia SF—837—A3.

Después de que la fractidn n? 80 fué levigada de la colum-
na, el disolvente de desarrollo fué cambiado a una mezcla de ace-
tato de etilo-benceno (2:1), y las Ffracciones nums. 90 a 125
fueron recogidas jqntas vy concentradas en vacio para dar 280 ug.
de un polvo de color blanco que, por andlisis, se encoutrd que
contenia aproximadamente el 70 por ciento por peso de la sustan~—
cia SlT‘—837-A2° Se disolvieron 250 mg. de este polvo en 3 ml. de
benceno y la solucidn fué somtida de nuevo a crom tografia pa-
sdndola por una columna de 50 ml. de aldmins impregnada de ben-
ceno y se desarrolld con 300 ml, de acetato de etilo-benceno

(1:3) y despuds con una mezcla de acetato de ebilo-benceno (2:1).
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El levigado fué tomado en fracciones de 5 ml. cada una y cada
fraccidn fué ensayada por cromatografis de capa fina de alimina.
Las fracciones Nums. 36 a 47 que dieron una sola mancha en esta
cromatografia de capa fina de alimina fuerdn combinadas juntas
y concentradas en vacio para dar 80 mg. de un polvo de colox
blanco con un punto de fusidn de 125 a 1282C que se identificd
por andlisis como la base libre pura de la sustancia SF—BB?—AZ.
EJEMPTO 6.~

La cepé SF-837, concretamente Strepltomyces mycarofacieng,
se inocul$ a 30 lts. de medio de cultivo liguido que ceoumprendis
un 3,0 por ciento de glucosa, un 5 por ciento de proteina vese—
tal soluble, un 0,2 poxr ciento de ClK y un 0,3 por cienitn de
COBGa, a pH 7,0 y se cultivd con agitacidn en un fermentador
de vibracidn, a 302C, durante 85 horas, con aireacidn. EL caldo
fermentado fué filtrado directamente y la torta de filtio con-
prendiendo la torta de micelio se lavd con deido hidrncldrico
diluido. EL filtrado del cultivo junto con el liguido del lava~
do fué obtenido con un volumen total de 28 l4s. (potencia, 300
meg/ul.). El filtrado (pH 8,4) fué extraido con 7 lts. de aceta-
to de butilo y el extracto de acetato de butilo resultante se
traté a continvecidn de forma similar a 1la del ejeuplo 4, pars
realizar la extraccidn inversa de lag sustancilas activas con
los que se obtuvo un polvo crudo de color amarillo, con un wen-
dimiento de 15,2 gr. En 200 ml. de acetato de butilo se disol-
vieron 15 gr. de este polvo crudo, y la solucidn fué some tida
a cromatografia pasdndola a través de una columna de 400 ml. de
carbén impregnado de acetato de butilo y despuds se desarrolld
con acetato de butilo. Las fracciones activas del levigédo Lfue-
ron rooogddan con un volumwon total do 1,8 lto., y deupuds se con-
centraron en vacio a aproximadamente 220 ul. Bl concentrado fud

diluido con 50 ml. de agua destilada, se ajustd a pH 2 por wmedio
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de la adicidén de dcido hidrocldérico y después se agitdé detenida-
wnente, La fase acuosarfué separada de la fase orgdnica y esta
solucidn acuosa fué ajustada a pH 9,0 por medio de la adicidn
de hidrdéxido de sodio 1N, para depositar un precipitado. Este
precipitado fué filtrado y secado en un secador, dando 6,3 gr.
de un polvo de color blanco (potencia, 720 meg/ug.).

EL polvo fué disuelto en 12 ml. de benceno, y se filtraron
las materias insolubles. La solucién filtm da fué some-tida a
continuacidn a cromatografis pasdndola por una columna de 600
wl. de gel de silice impregnado de beunceno y desarrollandb las
sustancias activas absorbidas con un disolvente mezclado de ben~
ceno-acetona (6:1). El levigado fué tomado en fraccioﬁeé'de 20
ul. cada una. Las sustancias SP-837-Ay, SP-837-A; y SE7837—A4
fueron levigadas de la columna antes que la sustancia SF-837,
Cada una de las fracciones fué probada por croua tografia de ca—
pa fina de gel de silice (usando benceno-acetona 2:1 como disol~
vente de desarrollo). Las fracciones nums. 64 a 82 fueron con-
centradas juntas y combinadas en vacio para dar 800 mg. de un
polvo de color blanco que, por anglisis, se enéontré que poseia
un contenido de 1 as sustancias SF-837-A2, SF-837~ 3 N SF—837-A4,
Junto con una cantidad meunor de la sustancia SF-837. Iste polvo
de color blanco fué sometido después a la separacidn por croma-
tografia con una columna de gel de silice, en la misma forma que
en el ejewplo 4, y después 4 la separacidén cromatogrifica con
una columna de alimina de la misma forma que eun el ejemplo 5,
con lo que se obtuvieron 15 wg. de Lla base libre pura de la sus-
tancia SF—837—A2, 85 ug. de la base libre pura de la sustancia
SF—837—A3 ¥ 35 mng. de la base libre pura de la susbtancia SF-337-
A4, recuperadas en forma de polvos de color blanco, respectiva-

mente.
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En 10 wl. de éter de etilo de disolvieron 200 wmg. de la

LJRMPTO 7.~

sustancia SF-837 que fué obtenida con el procedimiento del ejewn—
plo 2, y la solucidun resultante se le afiadid gota a gota una so-
lucidén saturada de deido citrico. EL precipitado formado fué fil-
1205.~ trado y secado para dar 230 mg. del citrato de la sustancia Si-
837, con un punto de Ffusidn de 162 a 1672C (con descomposicidu).
Cuando cada 200 mg. de 1las bases libres de las sustaacias
SF—837—A2, SF—837-—A3 y SF—837—A4 aisladas en los ejemplos 4 7 5
fué tratada con una solucidn saturada de dcido citrico. en la
1210.- misma forma que se menciond antes, se obtuvieron los corwrespon-
dientes citratos de las sustancias SF—837—A2, SF—857—A3 y SP-
837—A4 con rendimiento de 210 mg., 220 mg. y 190 mg., respecti-~
vamente.
BJEMPLO 8.-
In 20 ml. de agus destilada se suspendieron 300 mg. de la
1215.~ sustancia SF—837—A3, y a la suspensidn resultante se afiadid una
solucidn acuosa de 4cido tartdrico. La mezcla fué ajustada bien
y mezclada a pH 4. La mezcla fué filtrada pare eliminar algunas
materias insolubles y el filtrado fué liofilizado para dar 340
mg. de tartrato de la sustancia SF—SB?—A3 en forma de un polvo
1220.- blanco con punto de fusidn a 115°C,
LJEMPTO 9,~
En 1,5 wl. de piridina se disolvieron 300 mg. de la sustan-
cla SF-837 como hase libre, y a la solucidn resultante se afia-~
dié 1,0 wl. de anhidrido acdébice. Lo mezcla fud agitada y a con-
tluvaclén so de)d meposaxr a touporatuza amblewbe durvuto 20U ho-
Legl.~ wan. Lo wozmola do moncoldén Lud vowblde ou ngun do biolo y mel b=
da para dar un precipitado. Iste precipitado fué filtrado v ce-
cado en un secador para dar 330 mg. de un polvo blanco. Lg re-
cristalizacién de este polvo blanco de tetracloruroc de carbono

- did 305 mg. del derivado diacetil de la sustancia SPF~837 en for-
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ma de agujas blancas con un punto de fusidn de 122 a 12520.

En una forwma similar, cada 300 mg. de las bases libres de
las sustancias SP-837-4,, SF—SS?—A3 v SF-857—A4 se tratd con un
exceso de anhidrido acético en solucidn de piridina, de wmanera
que se obtuvieron el derivado diacetil de la sustancia SI~837-
3 7 Sk
857—A4 en forma de cristales biancos, con rendimientos de 310

A2 v los derivados monoacetil de las sustancias SI-837-4A

mg. (punto de fusidn 130 a 1342C), 295 mg. (punio de ﬁﬁa@én 182
a 1859C) y 300 mg. (punto de fusidn de 166 a 16320), réspectiva-

meate.
REIVINDICACIOZXN E S

1&),-"PROGEDIMIENTO DE OBTENCION DE UNA SUSTANCIA ANTIBIO-
TICA" que se carascteriza por la seleccidn de la sustaucia SIi-
837, la sustancia SF—SB?—AZ, la sustancisa SI"-837—A3 y la sustan-
cia SF—-837—A4 y las sales de adicidn dcida de las misuas, asi
como los derivados diacetil de las sustancias SF-837 y Si~837~
A2 ¥ los derivados monoacetil de las sustanciss SF—837—A3 y Sk
837~ 4 siendo cada una de las sustancias SF-3837, SF-837—A2,
SF—837-—A3 y SF‘—837—A.4 solubles en metanol, etanol, acetona, clo-
roformo, acetato de etilo, acetato de butilo, agua acidificada,
benceno, éter de etilo ¥y tetracloruro de carbono pero apenas so-
lubles en éter de petrdleo, n-hexano y agua neubra, siendo cada
una de ellas bdsica, formando sales con dcidos, siendo positi-
vas en la prueba de eritromicina con decido sulfﬁrico al 50 por
ciento y negativas eun las reacciones con nihidrina y el reacti-
vo cloruro férrico, conteniendo solo los elementos carbono, hi-
drdégeno, nitrdgeno y oxigeno, siendo levégiras en etanol y pre-
sentando las caracteristicas de los antibidticos macrélidos;
siendo las propiedades detalladas de la sugtancia SI-837 que

su bhase libre forma un polvo blanco que tiene un punto de fusidn
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1260.~ de 122 a 124°C, muestra un valor pKa' de 6,9 en etanol acuoso

al 50 por ciento, da un andlisis elemental de C 60,38 poxr cieunto
H 8,35 por ciento, W 1,65 por ciento y O el resto (29,6 pox
ciento), wuestra un peso molecular de 813 determinado por el
andlisis de masa, de donde tiene una f£érmula empirica 041H67
1265~ 015N, presenta una rotacidn dptica de 653%2—679 a una concen-
tracién del 1 por ciento en etanol, presenta una absoreidn ns-
xima caracteristica en la regidn ultravioleta del especirn cuan—
do se disuelve en etanol a la siguiente longitud de ondz szn
mn: 232 (E%%cm = 325) y exhibe bandas de absorcidn caracterig-
1270.~ ticas en la regidn infrarroja del espectro cuando se petldiiza en
forme de base libre en bromuro de potasio a los siguientes mime-
ros de onda en cm : 3.500, 2.970, 2.930, 1.735, 1.460, 1.40C,
1.376, 1.360, 1.330, 1.295, 1.275, 1.190, 1.165, l.12¢, 1.082,
1.050, L.015, 910, 860, 840, 805, 780, 735 y 680; el derivado
1275.~ diacetil de la sustancia SF-837 forma agujas de color blanco de
' un punto de fusidn de 122 a 125°C cuando se recristaliza de te-

tracloruro de carbono, de un andlisis elemental de C 60,35 poxr

ciento, I 8,02 por ciento, I 1,58 por ciento, y 0 30,05 por cien-

to (resto) y, por lo tanto, una férmula empirica de 045H71011ﬁ,
o
1280.~ presenta un miximo de absorcidén caracterfstico de 232 mp (E%”om

= 295) en la regidén ultravioleta del espectro cuando se disuelve
- en etanol y exhibe bandas de absorcidn caracteristicas en la re-
gidn infrarroja del espectro cuando se pelletiza en browuro de

potasio a los sigulentes wlmoros do ohda en cm-lz 3.450, 2.9'70,

1285.- 2.930, 1.728, 1.454, 1.%68, 1.232, 1.167, 1.122, 1.082, 1.054,
1.024, 1.002, 957, 907, 863, 837, 783 ¥y 762; y siendo las propiedage
des detalladas de la sustancia SF—837-A2 gue la base libre de la
misua forma un polvo de color blanco con un punto de fusidn de
125 a 1282C¢, muestrs un valor PKa' de 6,8 en etanol acuoso ol

1290.- 50 por clento, da un andlisis elemental de C 60,58 poxr clento,
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I 8,85 por ciento, N 1,72 por clento y 0 el resto (28,85 por
ciento), muestra un péso molecular de 827 deterwinado por and-
lisis de masa, de donde tiene una férmula enpirica 042H69015H,
presenta una rotacidn dptica de E{]%z ~682 a una concentracidn
del 1 por ciento en etanol, exhibe un méximo de absorcidn carac—
teristico a una longitud de onda de 232 mp (E%%cm = 320) en la
regidn ultravioleta del espectro cuando se disuelve en etanol ¥
bresenta bandas de absorcidn caracteristicas en la reﬂlwn infra-
rroja del espectro cuando se pelletiza en Forma de ba@e llbre en
bromuro de potasio con los si gulentes nimeros de onda Pn cm 1:
3.500, 2.970, 2.935, 1.737, 1. 460, 1.410, 1.377, 1. 360, L 300,
1.275, 1.190, 1.170, 1.123, 1. 03z, 1.052, 1.0L7, 990, 920, 910,
860, 840, 805, 780, 740 y 700; el derivado diascetil de 1@ sus tan-
cla SF—837—A2 forma agujas de color blanco con un pun+o de fusidn
de 130 a 1342C, da un andlisis elemental de C 60,68 por 01ento,

H 3,23 por ciento, W 1,49 por ciento - vy 0 el westo (29, 60 por cien—
to) de donde tiene una férmula empirica 046d72 17N y 51endo las
propiedades detalladas de la sustancia SF—837—A3 que su base 1li-
bre forma un polvo de color blanco con un punto de fusidn de 12

a 12590, muestra un valor PKa' de 7,0 en etanol acuoso al 50 por
ciento, da un andlisis elemental de C 60,53 por ciento, H 823 por
ciento, I 1,87 por ciento y 0 el westo (29,32 por ciento), mucs-
tra un peso molecular de 811 determinado por andlisis de masa, de
donde tiene una férmula empirica de 041H€5015N presenta una rots-
cidn éptica de [é)D ~-422 a una concentracidn del 1 por ciento en
etanol, presenta un wdximo de absorcidn caracteristica a ung lon~
gitud de onda de 280 W (Elﬂ = 295) en la regidn ultravioleta
del espectro cuando se dlsuelve en etanol y presenta bandas de
absorcidn caracteristicas en 1sa regidn infrarroja del espectro

cuando se pelletiza en forma de base libre en bromuro de potasio
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a los siguientes nimeros de onda en cm-l: 3.500, 2.970, 2.930,
1.738, 1.680, 1.640, 1,600, 1.460, 1.378, 1.360, 1.300, 1.275,
1.252, 1.190, 1.168, 1.l21, 1,083, 1.052, 1.0l5, 980, 910, 863,
840, 805 y 780; el derivado monoacetil de la sustancia SF—BB?—AB
1325, forma cristales arenosos con un puabto de fusidn de 182 s 18544,
da un andlisis elemental de C 60,56 por ciento, H 7,92 por cien-—
to, ﬁ 1,68 por ciento y O el westo (29,84 por ciento) y +tiene una
£éruuls enpirica 643H67016H; v siendo las propiedades;detalladas
de la sustancia SF—BB?—A4 gque su hage libre forma un ﬁbiﬁo de co-
_1330,~ lor blanco con un punto de fﬁéién de 120 a 122eC, muestra un va-
lor pKa! de 7,0 en etanol écuéso al 50 por ciento, da'un'anélisis
glemental € 60,82 por cientq;:H 8,52 por ciento, ¥ 1,735 por cien-
to y O el resto (28,93 por ciento), muestra un peso moleaular de
825 determinado por andlisis de masa, de donde tiene una Térmula
1335.~ empirica Cyolg7015M; presenta una rotacidn dptica de E€}%2 ~408
a una concentracidn del 1 por ciento en etanol, presents un wudxi-
mo de absorcidn caracteristica a una longitud de onda de 280 HR
(1%%Cm = 285) en la regidn ultravioléta del espectro cuando se di-—
svelve en etanol y presenta bandas de absorcidn caracterfsiicas en
1340,~- la regidn infrarroja del espectro cuando se pelletizgza en la for-
uwa de la base libre en bromuro de potasio a los siguientes udue-~
ros do onda on cw ™ : 3.500, 2.970, 2.930, 1.738, 1.640, 1.040,
1.600, 1.460, 1.378, 1.360, 1.300, 1.276, 1.252, 1.190, 1.1.70,
1.120, 1.082, 1.052, 1.0L7, 980, 920, 910, 863, 840 y 780; ol do-
1345.~ rivado monoacetil de la sustancia SE‘—837—A4 forma cristales arc-
nosos con un punto de fusidn de 166 a 1682C, da un anglisis ele-
mental C 60,85 por ciento, H 8,06 por cieato, I 1,65 pox ciento,

y 0 el westo (29,44 por ciento), de donde tiene una férmula eupi-

rica c44H69016N'

1350.~ 28) . -"PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UNA SUSTANCIA ANTIBIOTI-
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CA" que se caracteriza por la asociacidn de las sales de adicida
dcida de la basge librery gl derivado diacetil de la sustancia
SF-837, segin la reivindicacidn 12,

3t) .~"PROCEDIMIENTO DE OBTLNCION DE UA SUSTANCIA ANTIRIOTI-
CA" que se caracteriza por la asociacidn de la base libre, las
sales de adicidn dcida y el derivado diacetil de la sustancia
SP-837-A,, segun la reivindicacién 12,

42) ,~"PROCEDIMIENTO DI OBTENCION DE UNA SUSTANCIA ARTIBIOTI-
CA" que se caracteriza por la asociacidn de la base 1ibrg, las
sales de adicién de dcido y el derivado monoacetil de 1a sustan-
cia SF—837—A3, segin la reivindicacidn 12, -

5&),~"PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UNA SUSTAHCIAVAHTIBIOTI~
CA" que se caracteriza por la asociacidn de la base librz, las
sales de adicidn dcida y el derivado wmonocacetil de la sustancia
SI-837- L segin la reivindicacidn 12,

6§).—"PROGEDIMIENTO DE CBTENCION DE UNA STWSTAITCIA ANTIBIOTI—
CA" que se caracteriza por la asociacidn de una. mezcla de la sus-
tancia SF-337 con las sustancias SF—837—A2, SF—-837—-A3 y SP-837~ 5,

’

segin la reivindicacidn 12,
72).-"PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UNA SUSTAWCIA ANTIBIOTI-
CA" que se caracteriza porque para la produccidn de la sustancia
SI-837, la sustancis SF—837—A2, SF-837- 3 7 SF—837—A4 se procede
al cultivo de una cepa de Streptomyces mycarofaciens en un medio
de cultivo que contiene fuentes de nitrdgeno y de carbono asimi-
lables bajo condiciones aerdbicas para producir y acumular la
sustano;q SI-3837, la sustancia SF—837—A2 la sustancia SF—837—A3
y la suétanoia SF—837—A4 en el cultivo, y la recuperacidn de es-
tas sustancias antibidticas en mezcla del cultivo.

82) (~"PROCEDIMIENTO DE OBLENCION DE UNA SUSTANCIA ANTIBIOTI-

CA% que se caracteriza porque para la produccidén de las bases 1li-
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bres de la sustaucia SPF-837, la susténoia SF—837—A2, la sustancia
SF—BS?—A3 ¥y la sustancia SF—837—A4, gue comprende el cultivo de
una cepa de Streptomyces wmycarcfaciens, identificsda como ATCC

Ne 21454, se prepara en un medio de cultivo, liquido conteniendo
fuentes de carbono y nitrdgeno asimilables, bajo condiciones ae-
rébicas, para producir y acumular la sustancis S8-837, la sustan-
cia SF—837—A2, la sustancia SF-837—A3 ¥ la sustancia SF-037-4

4
en el cultivo y aislando a continuacidn una mezcls de 1a sustan-

. ¢la SF-83T7, SF—8379A2, SF—837-A3 y SP-837-4, del cplﬁiVn, J sepa-

4
rando a continuacidn estas sustancias antibidticas unas de otras.

92).-"PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UNA SUSTANCIA ANTISTOTI-
CA" que se caracteriza porque la produccidn de las bages libres
de la sustancia 8F-837, la sustancia SF—SB?—&Z, la sustancia
SF—-837-A3 y la sustancis SF—837—A4, cada una en forma aislada,
comprende el cultivo de una cepa de Streptomyces mycafofaoiens
identificada como ATCC N2 21454, en un medio de eultivo liguido
conteniendo fuentes de nitrdgeno y carbono asimilables, a una
temperatura de 20 a'BOQG, bajo condiciones aerdbicas, hasta que
se da una actividad antibacteriana considerable al caldo de cul-
tivo, la filtracidn del cultivo, la extraceidn del filtrado del
cultivo a pH 7 a 9 con un disolvente orgdnico no miscible en
agua para las sustancias SF-837, SF—837—A2, SF—-SB?-A3 y S#-337-
A4, tales como acetato de etilo, acetato de butilo, cloroformo,
éter de etilo, metil isobutil cetouna, y butanol, la re-extrac-—
cidn a continuacidn del extracto orgdnico resultante contenien-
do las sustancias activas con dcido acuoso dilufdo tal como dci-~
do hidrocldrico acuoso, dcido sulfdrico acuoso vy similares, la
conversidn del extracto acuoso resultante en alcalino (con pre~
ferencisg a-pH 7 a 9) por medio de la adicidn de un dlcali, la

extraccién de nuevo del extracto acuoso - con uno de los disolvern—
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tes orgdnicos no miscibles con agua para transferir las sustan—

cias activas al Ultimo disolvente orgdnico, la repeticidn de es-—
ta transferencia de las sustancias activas, por lo menos una vez,
a partir de un extracto orgdnico en una cantidad de un disolven-
te orgdnico no miscible en agua en un 4eido dilufdo acuoso y des-
pués en otra cantidad de disolvente orgénico no miscible con agua.,
la concentracidn de la solucidn orgdnica resultante de la sustan—
cla activa, purificada asi parcialmente, a sequedad eﬁ’vacio, la
disolucidn del polvo crudo resultbante de lag sustanoiusiactivas
mezcladas en acetato de etilo o acetato de butilo, el paso de la
solucidn a través de una columna de carbdn activado, el Gesarro-
1lo con acetato de etilo o acetato de butilo, 1la recogiﬂa de las
fracciones activas del levigado, la concentracidn de las  fraccio-
nes activas a un volumen mas bequefio, la extraccidn del concentra—
do con decido hidroclérico dilufdo, la couversidn del extracto
acuoso en alcalino por medio de la adicidn de dlcali, la separa-
¢cidn del precipitado formado hecho en esencia de las suétancias
activas mezcladas, la disolucidn del Precipitado en benceno, el
sometimiento de la solucién de benceno s cromatografia con una
columna de gel de silice y utilizando una mezcla de benceno-
acetona couwo disolvente de desarrollo, la recogida del levigado
en fracciones, la prueba de cada una de las fracciones por cro-
matografia de capa fina de alumina, la combinscidn de las mismas
Juntas y la concentracidn a sequedad en vacio solo de las fraccio-
nes que dan una sola mancha caracteristica de la sustancis SI-
837—A4 en esta cromatografia de capa fina de alumina, con Lo que
la base libre de la sustancis SF—837—A4 se da en forma de polvo
puro, la combinacidn juntas v la concentracidén a sequedad en va—
cio solamente de las fracciones que dan una sola mancha caracte-

ristica de la sustancia SF-837 en la cromatografia a capa fina
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de alumina, con lo que la base libre de la sustancia SF-837 es
dadae en forma de polvo puro, la cowbinacidn juntas y la concen-
tracidn a sequedad en vacio de las fracciones que son levigadas
de dicha columna de gel de silice después de las fracciones uen-
clonadas dando la mancha Unica caracteristica de la sustanciz
SF—857—A4, vero dando antes de las mencionadas fraccionesg 1s
mancha Unica caracteristica de la sustancia Sf-837 y que contie-

ne en solucidn ambas sustancias SF—837—A2 ¥y SF—837-A4 Jjunto con

-una, proporcidn menor de la sustancia SF—837,rcon lo gue se obtie-

ne un polvo de una mezcla de las sustancias SF—837—A2 y,SF—GE?—AB
junto con una parte wenor de la sustancia SP-8%27, la disolucidn

de este polvo en benceno, el sometimiento de la solucidn resul-
tante de dicho polvo -en bencenoc a cromatografia de una culuana de
alimina activada y usando una mezcla de acetato de etilo-benceno y
a continuacidn una mezcla de acetato de etilo-benceno couo disol-
vente de desarrollo, la recogida del levigado en fracciones, la
prueba de cada una de estas fracciones por medio de una cromalo~-
grafia de capa fina de alumina, la combinacidn juntas y la concen~
tracidn a sequedad en vacio solo de las fracciones que dan una so-~
la mancha caracteristica de la sustancia SJ?—E%B?-A3 en la cromato-
grafia de capa fina de alUmina que se acabs de mencionar, con lo
que la base libre de la sustancia SF—837-—A3 se produce en forma

de polvo puro, y también la combinacién juntas ¥y la concentracidn
a sequedad en vacio de las restantes fraccioﬁes del levigado de

la columna de aluwina activada arriba mencionada,. pars dar un pol-
vo conteniendo principalmente la sustancia SF—837-A2, la disolu~
cidn de nuevo de este Polvo en benceno, ¢l sometimiento a conti-
nuacidn de esta solucidn en benceno de nuevo s cromatogralis de
una columna de alimina activada, y el uso de una mezcla de aceta-

to de etilo-benceno como disolvente de desarrollo, la'recogida
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del levigado del mismo'en fracciones, probando cada una de ellas
por oromotogralia do capa fina do alluina, Lo combinacidu Juntoo
y la concentracidn o gequedad en vacfo solo de las fracciones
que dan una mancha Unica caracteristica de la sustancia SF—837~A2
en la cromatografia de capa fina de aldmina acabada de mencionar,
con lo que la base libre de la sustancia SF~837—A2 se da en la
forma de polvo puro.

102) . -"PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE UNA SUSTANCIA ANTIBIOTI—
CAM,

La presente memoria descriptive consts de sesenta y una ho-
Jas foliadas y mecanografiadas por una sols cara, compdniendo un N
total de wmil cuatrocientas ochenta y tres 11neaﬁ 1nclu1das las
presentes. e /

V4 I
S A

Madrid, 26 de sep{} emb::;ie de 1.972.-
JOSEM"TORQ g ',
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