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MEMORIA DESCRIPTIVA

E sta  invención  se r e f ie r e  a un nuevo a n t i b i ó t i ­
co, designado G-418, y a su p rep arac ió n  por c u lt iv o  de 

5 una especie  h a s ta  ahora desconocidas d e l género Micromonos-
p o ra , a s a b e r l a  Micromonospora rhodorangea.

E stán  asimismo in c lu id o s  den tro  d e l o b je to  de 
e s ta  invención  lo s  derivados farm acéuticam ente a c e p ta b le s  
d e l nuevo a n t ib ió t ic o  0- 418 , t a l  como la s  s a le s  de a d ic ió n  

10 de ácido  y lo s  derivados de base de S c h if f -o x a z o lid in a ,
que asimismo son a n t ib ió t ic o s  v a lio so s .

Da invención  se r e f i e r e  asimismo a la s  composi­
ciones farm acéu ticas que con tiene  e l  nuevo a n t ib ió t ic o  
G-418 o un derivado farm acéuticam ente a cep tab le  d e l m is- 

15 mo.
E l m icroorganism o. -

Micromonospora rhodorangea ( r e f e r id a  aqu í a ve­
ces como M. rhodorangea) ha s id o  c la s i f ic a d a  como una nue 
va especie  de Micromonospora a base de su p ropiedad  taxo  

20 nómica y de d e s a r ro l lo  sobre una p lu ra lid a d  de medios de
a g a r  u su a le s . En ta le s  medios, la s  co lo n ias t ie n e n  un a s­
pecto  ro jo -an a ran jad o  y por con sig u ien te  e l  m icroorgan is­
mo se ha designado Micromonospora rhodorangea. La produc­
ción d e l A ntib ió tico-G -418  es una c a r a c te r í s t i c a  de e s ta  

25 e sp e c ie . Micromonospora rhodorangea se ha depositado  en
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A

e l  N orthern  U t i l iz a t io n  Research and Development D iv isió n , 
U.S. D ept. of A g r ic u ltu ra , P e o ría , I l l i n o i s ,  y se ha a d i­
cionado a su co lecc ió n  de microorganismos como NRRL 5326.

E l microorganismo tie n e  la s  s ig u ie n te s  p rop ieda- 
$ des m icroscóp icas, m acroscópicas y b ioquím icas:

Taxonomía.-

(a ) La observación macroscópica de un c u lt iv o  de 30 d ías  
incubado a 24^-26^0 sobre un medio & 3% de amina NZ t i -

10 po A, 1% de dex trosa  y 1,5% de agar muestra crecim ien to
pobre s in  c a r a c te r í s t ic a s  que se d is tin g a n  en forma v i s i ­
b le .
(b) La observación  m icroscópica d e l mismo c u ltiv o  mues­
t r a  e l  m icelio  que es de aproximadamente 0, 4- 0,8 m ieras 
en diám etro y ram ificado  en forma e sp a rc id a . Ocasionalmen 
te  se observan clam idosporas; s in  embargo, no se observan 
esporas ve rd ad eras . A sí l a  especie  parece s e r  una no e s-  
p o ru la n te .
(c ) Las observaciones sobre ag a r de Emerson, agar de Ben

20 n e t t ,  a g a r de e x tra c to  de lev ad u ra -d ex tro sa  y ag ar de a l ­
midón son substanc ia lm en te  la s  mismas que la s  d e s c r i ta s  
en (b ) .

E ste  microorganismo es aerób ico  y puede c u l t i ­
varse  convenientem ente a tem pera tu ras de 20S a 40SC y a 

25 un pH de 6 ,5  a 8 ,5 . La gama de tem peratura p re fe r id a  es
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de 289 a 359c y l a  gama de pH p re fe r id a  es de 7 ,2  a 8 ,3 .
No se v e r i f ic a  d e s a r ro l lo  a o por encima de 45^0. M icro- 
monospora rhodorangea reduce e l  n i t r a t o .

En l a  d e sc rip c ió n  de l m icroorganismo M. rhodo- 
5 rangease u t i l i z a n  en e s ta  memoria dos designaciones de co

l o r .  La prim era designación  de c o lo r  se toma d e l 'C o lo r  
Harmony Manual", 4§ e d ic ió n , 1.958, pub licado  p o r e l  Con 
t a in e r  C orporation  of America (U .S .A .) y l a  d e sc rip c ió n  
para  l a  prim era desig nac ión  de c o lo r  se toma d e l "D escrié  

10 t iv e  Color Ñame D ic tio n a ry "  po r T ay lor, Ehoche y G ra n v ille ,
pub licado  asimismo por e l  C onta iner C orporation  of Ameri 
ca (1 .9 5 0 ). La segunda desig nación  de c o lo r  es un s in ó n i 
mo o c a s i un sinónimo de l a  prim era y se toma de l N atio ­
n a l Bureau o f S tandards C irc u la r  n9 553 (1 .955) U.S.A.

15 Las ta b la s  I ,  I I  y I I I  m uestran además l a  carac
te r íz a c ió n  de l a  M. rhodorangea :

TABLA I

20

25

OBSERVACIONES DE COLONIA DE MICROMONOSPORA RHODORANGEA SO-
BRE TARIOS MEDIOS

Medio O bservación
Agar de g lu ­cosa-aspa r ig in a S in  d e s a r ro l lo

G e la tin a débilm ente l ic u a d a
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TABLA. I  (c o n t.)
Leche buen c rec im ien to , h id r ó l i s i s  com p le ta ,  co lon ia  p legada, ro jo  co­r a l  b r i l l a n t e ,  g6pa, anaranjado ro j iz o  vivo 34

$ Sucrosa u t i l iz a d a

Almidón buen crecim ien to  h id r ó l i s i s  com­p le ta

C elulosa descompuesta

-]0 Agar de sucrosa  de crecim ien to  p o b re ,,p la n o , c o lo r:Czpek (F ideo) borgoña g7p l, g risác eo  oscuro,pardo ro j iz o  47

Agar de B ennett buen c rec im ien to , p legado, mem­branoso , s in  m icelio  aereo , s in  pigmento d i f u s ib le ,  co lo r ro jo  de China g6pg, n a ran ja  ro jiz o  profundo 36.
15

Agar de p a s ta  de tom ate- crecim ien to  pobre, no r e g i s t r a -  -ha r iñ a  de avena b le

Agar de g lu c o sa -e x tra e -  crecim ien to  re g u la r ,  membranoso, to  de levadu ra  s in  m icelio  a e reo , s in  pigmento

20
d i fu s ib le ,  c o lo r ro jo  opaco, gra do pardo r o j iz o  43

roda je  de p a ta ta  s in  crecim ien to

Agar de n i t r a t o  de suero  crecim ien to  pobre, p lano , v i­sa (Agar de Czapek) no oscuro g 7 -1 /2  p i ,  pardoro j iz o  oscuro 44

25
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TABLA I  ( c o n t.)

5

10

15

20

25

Agar de t i ró s in a ( le v a d u ra  de t i r o s in a )T iro s in a  de carne de vaca /o b se rv ac io n es  a 2 , 7 y 14 d ía s  (según Gordon y Smith, J .  B act. 69:147/7

crec im ien to  pobre , p legado , c r i s t a l e s  d i s u e l to s ,  pigmento d ifu s ib le  ambar oscuro , C recim iento pobre , plano, c r i s  t a l e s  no d is u e l to s ,  pigmento d ifu s ib le  ámbar tenue

Agar de p e p to n a -h ie rro  s in  crec im ien to  observaciones a 2 , 7 y 14 d ías

Solución  de Czapek-glucosa crec im ien to  pobre a 3 y 10 d ia s ; te x tu ra  un p re c ip ita d o  f lo c u le n to  muy f in o ; un c o lo r n a ran ja  a m a rille n to  apagado p re se n te  en e l  caldo después de 10 d ia s  de incubación

Bromo c re so l completamente pep ton izado ,Leche purpúrea castaño  oscuro

TABLA 11
UTILIZACION DE CARBOHIDRATO

C arbohidrato O bservación

L (4) A rabinosa crec im ien to  moderado

D ( - )  A rabinosa M H

C elulosa " re g u la r

D (4) glucosa " bueno

D ( - )  g a la c to sa " re g u la r

24.1 .74 -  6 -



TABLA I I  (C ont.)
b e ta - la c to s a crecim ien to  re g u la r

D ( - )  levadura  ( f ru c to sa ) H pobre

D (4-) mañosa t! bueno

D (4-) ra f in o sa H pobre

L (4-) ramnosa t) !!

Almidón M bueno

Sucrosa t! tt

D (4-) x i lo s a H !!

i  -  in o s i to l !! pobre

D (4-) m anitol !) H

S o rb ito l tt )t

T estigo  0,5% de e x tra c tode levadura

TABLA I I I
UTILIZACION DE FUENTES DE NITROGENO

Fuentes de n itró g en o  Observación4- 1% áe g lu co sa"^

0 , 5% de e x tra c to  de levadu - crecim ien to  re g u la r , mem-



TABLA I I I  (C ont.)
ra  D ifeo branoso , s in  m ic e lio , aéreopigmento no á i f u s ib le ,  co­l o r  r o j iz o  g 6- 1 /2  pg, p a r 

do r o j iz o  profundo 41

5 1 , 0% de amina NZ t ip o  A crec im ien to  re g u la r ,  p lan o ,e s t r ia d o ,  s in  m ice lio  a é re o , pigmento no d i f u s ib le ,  ro ­jo  de China g6pc, n a ran ja  r o j iz o  oscuro 36

1% de a sp a rig in a

10

crec im ien to  pobre, p lan o , s in  m ice lio  aé reo , pigmento no d i f u s ib le ,  pardo caoba g6p i ,  pardo r o j iz o  oscuro 41

1% de acido  g lu tam ico  crec im ien to  pob re , p lano ,s in  m ice lio  a e re o , pigmento no d i f u s ib le ,  c o lo r  v ino  os¡ curo g7p i ,  pardo r o j i z o  os­curo 44

1% de n i t r a to de sodio s in crec im ien to

1% de n i t r a to de amonio s in crec im ien to

La Tabla IV compara la  M. rhodorangea con o tro s  
20 Mioromonosporas que producen a n t ib ió t ic o s .

25
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Ferm entación de Micromonospora rhodorangea

La ferm entación  se r e a l iz a  u t i l iz a n d o  métodos 
u sua les  para l a  p rep arac ió n  de a n t ib ió t ic o s  por c u ltiv o  

5 de m icroorganism os.
Se producen can tidades su b s ta n c ia le s  de a n tib ió  

t ic o s  cuando se c u lt iv a  e l  microorganismo en un medio nu­
t r i t i v o  acuoso que con tiene  fu en te s  a s im ila b le s  de carbo­
no y n itró g en o  ba jo  condiciones a e ro b ia s , de p re fe ren c ia  

*]0 a e ro b ias  sum ergidas. Ejemplos de fu en te s  de carbono asim i 
la b le s  son lo s  ca rb o h id ra to s , t a l  como lo s  ind icados en 
la  ta b la  I I ,  especialm ente  g luco sa , x i lo sa  y mañosa. Ejem 
p íos de fu en te s  a s im ila b le s  de n itró g en o  son la s  p ro te in as  
y lo s  am inoácidos, y su b sta n c ia s  que lo s  con tienen , t a l  co 

15 mo e x tra c to  de carne de vaca, e x tra c to  de levadura y h a r i ­
na de s o ja .  Se puede ob ten er un buen crecim ien to  y produje 
c ión de a n t ib ió t ic o s  u t i l iz a n d o  lo s  procedim ientos de f e r  
m entación ind icados más abajo  en e l  ejemplo 1 . Los medios 
pueden suplem entarse con can tidades de tra z a  de s a le s  in o r  

20 g á n ic a s , t a l  como s u lf a to  de magnesio, s u lf a to  fe r ro s o , y 
en e sp e c ia l c lo ru ro  de coba lto  para m ejorar l a  producción 
a n t ib ió t i c a .

La ferm entación  se conduce usualm ente en dos o 
t r e s  e ta p a s , dedicándose la  prim era etapa o la s  dos prime 

25 ra s  e tapas a l a  germ inación d e l microorganismo para produ

2 4 .1 .7 4 . 11 -
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c i r  un inocolum  ap rop iado . Como una re g la  g e n e ra l, la s  
ferm entaciones en gran  e sc a la  (tanque) re q u ie re n  dos e ta  
pas de te rm inac ió n  m ien tras que la s  ferm entaciones en f r a s  
co sacudido req u ie re n  solam ente una etapa de germ inación , 
l a s  e tap as  de germ inación se e fec tú an  b a jo  condiciones a_e 
ro b ia s  con a g ita c ió n , de p re fe re n c ia  a g ita c ió n  r o ta t i v a ,  
por ejem plo, a unas 250-400 r .p .m . , usualm ente a una tem­
p e ra tu ra  en l a  gama desde aproximadamente 25- a unos 35^0 

por de 1 a 4 d ía s .
La ú ltim a  etapa  de ferm en tac ión  ( la  e tapa  de pro 

ducción) se in ic ia  por in o cu lac ió n  b a jo  condiciones e s t é r í  
l e s  de un medio apropiado con e l  inoculum  previam ente p re ­
parado . La etapa  de producción de la  fe rm en tac ió n  se e fe ^  
túa usualm ente en la  misma gama de tem peratura  que l a  e ta ­
pa de germ inación. Además, usualm ente, se re q u ie re  de apro 
ximadamente 4 a unos 7 d ía s  para  a lc a n z a r  l a  a c t iv id a d  de 
c re s ta .  En forma d i f e r e n te ,  l a  e tapa  de germ inación donde 
e l  pH permanece usualm ente e s ta b le ,  la  e tap a  de producción 
re q u ie re  l a  reg u la c ió n  d e l pH a la  gama desde aproximada­
mente 7 ,2  a unos 8 , 3 .

Durante e l  curso de la  ferm en tac ió n , especialm en 
te  después de la s  p rim eras 24 h o ra s , se a n a liz a  l a  ferm en­
ta c ió n  a in te rv a lo s  convenien tes (por ejem plo cada 6 a 8 

h o ra s ) ,  para  de te rm in ar cuando se a lcanza  la  a c t iv id a d  de 
c re s ta  d e l a n t ib ió t ic o .

2 4 .1 .7 4 . 12 -



El a n á l i s i s  es de p re fe re n c ia  un a n á l i s i s  en p ía  
ca d is c o id a l u s u a l , u t i l iz a n d o  un medio u sual y organismo 
de prueba. D e ta lle s  completos de lo s  a n á l i s i s  p re fe r id o s  
se dan en una ú ltim a secc ió n  de la  d e sc rip c ió n .

A ís la c ió n  de lo s  a n t i b ió t i c o s . -

Cuando se a lcanza la  a c tiv id a d  de c re s ta  del a n t i  
b ió t ic o ,  se cosecha e l  p roducto , en g en e ra l por una combina 
ción de e tap as  t a l  como a c id if ic a c ió n , f i l t r a c i ó n  adso rc ión , 
e lu c ió n  y evaporación , por ejemplo l i o f i l i z a c i ó n .  En un pro 
cedim iento de a is la c ió n  p re fe r id o , se p re c ip i ta n  iones de 
c a lc io  p re se n te s  como una s a l  in so lu b le , la  to ta l id a d  d e l 
caldo se a c id i f i c a ,  de p re fe re n c ia  con un ácido  m inera l, 
y l a  mezcla de ferm entación  se c h r if ic a  por f i l t r a c i ó n  o 
c e n trifu g a c ió n . Después de la  n e u tra l iz a c ió n , e l  producto 
a n t ib ió t ic o  se adsorbe sobre una re s in a  apropiada in te rcam  
b iado ra  de c a tio n e s , por ejemplo una re s in a  de in tercam bio  
ió n ico  débilm ente ácida  en la  forma de amonio, se eluye con 
á l c a l i  d i lu id o , de p re fe re n c ia  h id róx ido  de amonio, y se 
a í s l a  por evaporación , por ejemplo por l i o f i l i z a c i ó n .

En un procedim iento especialm ente  p re fe r id o , se 
ad ic ion a  ácido  o x á lico , aproximadamente de 5 a 8 g ram o s/li 
t r o  de ferm entac ión , a l  caldo t o t a l  para p r e c ip i ta r  c a lc io  
como la  s a l  oxa la to  in s o lu b le , y se a ju s ta  e l  pH de l a  f e r  
m entación a 2,0  con ácido  m ineral f u e r te ,  por ejemplo á c i
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do s u lfú r ic o  6N, para l i b e r a r  e l  a n t ib ió t ic o  d e l m ic e lio . 
Después de la  f i l t r a c i ó n ,  e l  caldo c la r i f ic a d o  se n e u tra ­
l i z a  con h id ró x id o  de amonio, lo s  a n t ib ió t ic o s  se adsorben

JLsobre re s in a  in te rcam biado ra  de iones A m berlite  IRC-50 NĤ  
de 20-50 m allas (Rohm and Haas, P h ila d e lp h ia , PeHsylvania) 
y se d e sc a rta  e l  caldo agotado ( e x tr a íd o ) .  La composición 
a n t ib ió t ic a  se eluye de la  re s in a  con b ase , de p re fe re n c ia  
h id ró x id o  de amonio 2N, y e l  e lu a to  se concentra  a un pe­
queño volumen en va.cio y se evapora h a s ta  sequedad, por 
ejemplo po r l i o f i l i z a c i ó n .

A n tib ió tic o s  producidos por c u lt iv o  de Micromonospora 
rhodorangea. -

A l som eter e l  producto  crudo obten ido en l a  e ta ­
pa de a is la c ió n  a crom atog rafía  y b io a u to g ra f ía ,  se obser­
van una p lu ra lid a d  de zonas de in h ib ic ió n , po r ejem plo, u t i  
liz a n d o  un sistem a crom atográfico  que consta  de 2-b u tano na- 
-b u ta n o l te rc ia rio -m etan o l-am o n iaco  concentrado en l a  p ro ­
po rc ión  de 16 : 3 : 1:6  (v /v )  sobre papel Whatman nS 4, deseen 
dente por la  noche (16 h o ra s ) , se d e te c ta  un producto p r in  
c ip a l  y aproximadamente cinco productos secundarios por 
b io a u to g ra f ía  con tra  S taphylococcus aureus ATOO 5638P. El 
A n tib ió tic o  G-4l8 ( e l  producto  p r in c ip a l )  es e l  menos po­
l a r  d e l grupo.

De lo s  s ig u ie n te s  datos fis ico q u ím ic o s  y de l a
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15

degradación quím ica, se cree que e l  A n tib ió tic o  G-4l8 t i ¿  
ne l a  e s tru c tu ra  mostrada más abajo  en l a  fórmula I .  Sin 
embargo, de l a  c ita d a  fórm ula e s t r u c tu r a l  no pueden dedu 
c ir s e  conclusiones concern ien tes a la  este reoqu ím ica:

20

Guando se somete a lo s  procedim ientos cromato 
g rá f ic o s  norm ales, e l  A n tib ió tic o  G-418 substancia lm en te  
puro exhibe la s  p au ta s  s ig u ie n te s :

Rp (16 ho ras)

I .  Cloroformo-m etanol-amoníaco 
concentrado sobre Chromas 

25 500 (ascenden te) 0,40
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R. (16 h o ra s) i  t
1 1 . 2-bu tano na-bu tano l t e r c i a  

rio-m etanol-am oníaco concen 
tra d o  (descendente)

1 1 1 . fe n o l acuoso a l  80% (ascenden
te ) 0,32

IV. M etanol-agua, 43% de NaCl
(descendente) 0,64

V. -P ro p a n o l-p ir id in a -á c id o
a cé tico -a g u a  (ascenden te) 0,51

K d is ta n c ia  de zona desde e l  o rig en  en tiem po t
^ d is ta n c ia  desde e l  o rigen  a l  f i n a l  

d e l p ap e l.

E l A n tib ió tic o  G-418 es un a n t ib ió t ic o  am inoglicó 
s id o  y por co n sig u ien te  p e rten ece  a l a  c la se  que in c lu y e  
gen tam icina , neom icina, param om icina, sisom ic ina  y canami 
c iñ a . Usualmente se a í s l a  en l a  forma de un só lid o  b lanco  
amorfo que t ie n e  l a s  s ig u ie n te s  co n stan te s  f í s i c a s :  punto 
de fu s ió n  138--]44°C; ro ta c ió n : 4 140S í  gs (c  = 0 ,3 , H^O); 
peso m olecu lar (e sp ec tro m e tría  de masa) = 497; fórm ula em 
p í r i c a :  C ^H ^O ^N ^ (b a se ); C2o H ^ O ^N ^.2H ^SO ^(sulfato).E s. 
p e c tro  de resonancia  m agnética n u c le a r :  S ubstancialm ente  
como se m uestra en l a  f ig u ra  2 de lo s  d ib u jo s que se acom 
pañan, que se obtuvo a p a r t i r  de una so lu c ió n  conteniendo

2 5 .1 .7 4 . -  16 -
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15% de A n tib ió tic o  G-418 en deu te rio -m etano l con 3% de 
te t r a m e t i l s i la n o  adicionado como l a  re fe re n c ia  in te rn a . 
E spec tro  in f r a r r o jo :  En una p rep arac ió n  de n u jo l subs­
tanc ia lm en te  como se m uestra en l a  f ig u ra  1 de lo s  dibu 

5 jo s  que se acompañan, que tie n e  bandas c a r a c te r ís t ic a s
de ab so rc ió n  como s ig u e :
3.02 (F) 9.07 (F) 11.86 (D)
6.32 (M) 9.49 (F) 13.05 (D)
7.76 (D) 9.77 (F) 13.87 (D)
8 .70 (M) 10.42 (M)

(F) = f u e r te , (M) = mediano, (D) = d é b il
Además l a s  propiedades quím icas y f í s i c a s  de l 

a n t ib ió t ic o  G-418 se in d ic an  en la s  ta b la s  V y VI s i ­
g u ie n te s :

15
TABLA V

Ensayos c la s i f ic a c ió n  de a n t ib ió t ic o s

S u lfa to  deA n tib ió tic oG-418

Rociado de n in h id rin a R eactivo de Saka- guchi
H ip o clo ri to  alm i­dón KI

Ensayo El son Morgan

P o s itiv o N egativo P o s itiv o N egativo

25.1 .74 -  17 -



TABLA VI
S o lu b ilid a d

(Term inología según U.S. Pharmacopeia XVIII, pág. 8 )

Solvente A n tib ió tic oG-418 S u lfa to  de An­t i b ió t i c o  G-418

Metanol Escasamente so - In so lu b lelu b le
Cloroformo muy lige ram en te muy ligeram enso lu b le te  so lu b le
Benceno In so lu b le In so lu b le

10

A n á lis is  m icrob io lóg ico  de A n tib ió tic o  G-418. -

E1 a n á l i s i s  es un a n á l i s i s  de p lac a  d is c o id a l  
u su a l u t i l iz a n d o  medio número 5 a n t ib ió t ic o  D ifeo y B aci- 

15 l l u s  s u b t i l i s  A .T.C.C. 6633 como e l  organismos de ensa­
yo. Las condiciones f í s i c a s  del ensayo son s u b s ta n c ia l­
mente la s  d e s c r i ta s  p o r Grove and R andall para la  neomi 
ciña en "Assay Methods of A n t ib io t ic s " ,  pub licado  por 
M edical E nc ic lop ed ia  In co rp o ra ted  (1 .9 5 5 ). E l a n á l i s i s  

20 se opone a una preparación. p a tró n  de A n tib ió tic o  G-418
que tie n e  una p o ten c ia  d e fin id a  de 1.000 meg/mg. Un mi- 
crogramo de l a  p rep a rac ió n  p a tró n  de una zona de in h ib i ­
c ión  de 16,5 Í  1,5 mm en e l  ensayo. La s a l  s u l f a to  d e l 
a n t ib ió t ic o  p a tró n  a n a liz a  unos 750 meg/mg f re n te  a l a  

25 base d e l a n t ib ió t ic o  p a tró n .

25 .1 .74 -  18 -



Sales.-

E1 nuevo a n t ib ió t ic o  de e s ta  invención , a sa ­
b e r G-418, es b ásico  y forma sa le s  de a d ic ió n  de ácido 
con ácidos orgánicos e in o rg án ico s . Ejemplos de ta le s

5 , ác id o s son lo s  ác idos s u lfú r ic o , c lo rh íd r ic o , f o s f ó r i ­
co, to lu e n -p -su lfó n ic o , su c c ín ic o , ma!}.eico, a c é tic o , 
p ro p ió n ico , c ic lo -p ro p a n -c a rb o x ílic o , adam antan-carboxí 
l i c o ,  fu ro ic o , benzoico y f e n i la c é t ic o ;  l a s  sa le s  in ­
cluyen asimismo lo s  derivados de m etal a lc a l in o  de la s  

10 s a le s  a n t ib ió t ic a s  de ácidos b ib ás ic o s  o t r ib á s ic o s .
En g e n e ra l, l a s  s a le s  son acuoso lub les y pueden form ar­
se a l  t r a t a r  una so lu c ió n  acuosa de l a n t ib ió t ic o  con una 
can tid ad  estequom étrica  de ácido y a l  l i o f i l i a r  l a  so lu ­
c ión r e s u l t a n te .  Las s a le s  pueden asimismo s e r  p re c ip i-  

15 tad as  de una so lu c ió n  acuosa con l a  a d ic ió n  de so lv en tes
orgánicos m isc ib les  con agua, t a l  como a lq u ilc e to n a s  in ­
f e r io r e s  (por ejem plo, a c e to n a ) , a lco h o les  in fe r io re s  
(por ejemplo m etano l), é te re s  c íc l ic o s  (por ejemplo t e -  
tra h id ro fu ra n o ) , o amidas t e r c i a r i a s  in f e r io r e s ,  t a l  co- 

20 mo dim etilform am ida o d ie t i la c e ta m id a .

Derivados de base de S c h if f - o x a z o lid in a . -

25

A n tib ió tic o  G-418 forma asimismo derivados bac­
te r ia n o s  de base de S c h iff-o x a z o lid in a  con a ldeh idos me-

25.1 .74 -  19 -



¿Liante proced im ien tos que son conocidos en l a  té c n ic a .  
Derivados p a rtic u la rm e n te  p re fe r id o s  de base de S c h if f -  
oxazo lid ina  son lo s  formados a l  condensar e l  a n t ib ió t ic o  
con a ld eh id o s a l i f á t i c o s ,  a l i c í c l i c o s ,  a rom áticos o ete,

$ r o c íc l ic o s  que tie n e n  h a s ta  unos *¡2 átomos de carbono,
por ejemplo a c e ta ld e h id o , p rop iona ldeh ido , f u r f u r a l ,  c i  
c lo p e n tila c e ta ld e h id o , v a in i l l i n a ,  p i r id o x a l ,  a ld eh id o  
v e r á tr ic o ,  a ldeh id o  b u t í r i c o ,  c ro to n a ld eh id o , benza ldeh i 
do, y p -n itro -b e n z a ld e h id o .

10 Los derivados de base de S c h iff-o x a z o lid in a
a ce p ta b le s  farm acéuticam ente se p rep aran  en g e n e ra l a l  
t r a t a r  una so lu c ió n  a lc o h ó lic a  de la  base de a n t i b i ó t i  
co exenta de n itró g e n o  con un exceso de a ld eh id o  o un 
derivado re a c tiv o  d e l mismo, por ejem plo un a o e ta l ,  espe¡

15 cialm ente  e l  d i e t i l a c e t a l ,  por encima de la  tem pera tu ra
am biente por aproximadamente una h o ra , y a l  e n f r i a r  l a  
so lu c ió n  para ob ten er e l  producto deseado, usualm ente en 
la  forma de un só lid o  c r i s t a l i n o .  Como puede ve rse  en l a  
fórm ula I ,  e l  A n tib ió tic o  G-418 t ie n e  t r e s  grupos de ami 

20 no p r im a rio s , cada uno de lo s  cuales puede form ar una ba 
se de S c h if f .  Ademas, e l  a n t ib ió t ic o  t ie n e  un grupo ami­
no secundario  y un grupo de h id ro x ilo  t e r c i a r i o  vecino a 
e l lo s ,  cuyos grupos, a l  re a c c io n a r  con un a ld e h id o , dan 
o rig en  a un a n i l lo  de o x azo lid in a . A sí, cuando e l  a n t i -  

25 b ió t ic o  se hace re a c c io n a r  con un exceso de a ldeh id o  R^CHO,

25.1 .74 -  20 -



4 2
o un derivado re a c tiv o  d e l mismo, cuatro  moles de a ld e h i 
do reaccio nan  con cada mol de a n t ib ió t ic o  para p roporcio  
n a r  e l  derivado de base de S c h iff-o x az o lid in a  mostrado 
en la  fórm ula I I I :

20 En e s ta  fórm ula, es de p re fe re n c ia  un ra d i
c a l de a lq u i lo  que con tiene  de 1 a n  átomos de carbono, 
un r a d ic a l  de c ic lo a lq u ilo  que contiene de j  a 11 átomos 
de carbono, un r a d ic a l  de c ic lo -a lq u i lo -a lq u i lo  que con­
tie n e  de 4 a 11 átomos de carbono, o un r a d ic a l  a ro m áti- 

25 co h e te ro c íc l ic o  o un r a d ic a l  de a lq u i lo  a rom ático-hete
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r o o íc l ic o  que con tiene  áe 5 a 11 átomos de carbono.

Los derivados de base de S c h iff-o x a z o lid in a  no 
son ap reciab lem ente  so lu b le s  en agua pero  son so lu b le s  
en so lv e n te s  orgán icos comunes, t a l  como cloroform o, me- 
ta n o l ,  a ce to n a , a c e ta to  de e t i l o  y s im i la re s .  Además, 
e s to s  derivados son in e s ta b le s  en so lv e n te s  orgánicos 
que con tienen  tr a z a s  de agua y r e v e r t i r á n  a l  a n t i b i ó t i ­
co l i b r e .  La p re sen c ia  de una t r a z a  de ác ido  f a c i l i t a  la  
re v e rs ió n .

P ropiedades b io ló g ic a s  d e l A n tib ió tic o  G-418

En la s  ta b la s  VII y V III se m uestran la s  ac­
tiv id a d e s  a n tib a c te r ia n a s  in  v i t r o  d e l A n tib ió tic o  G-418 
f re n te  a una v a ried ad  de b a c te r ia s  g ra m -p o s itiv a s  y 
g ram -negativas, como se ob tiene  u t i l i z a n d o  métodos usua­
le s  comprendidos en l a  té c n ic a :

TABLA VII

A c tiv id ad  a n t ib a c te r ia n a  in  v i t r o  -  Medio: caldo de fo s ­
f a to  de t r ip to s a  pH 7 ,2  -  7 , 5.
Oganismo CIM  ̂ (mcg/ml)
S taphylococcus aureus 209P 0,8

Gray 7 ,5
Wood 0,8

Z ie g le r 0,8

22 -
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TABLA VII (C ont.)

S trep tococcus sp . C 25
C203 17,5

E sch e rich ia  c o l i  Se 3 ,0
894 7 ,5

K le b s ie l la  pneumoníae DA20 3 ,0
Pseudomonas aerug inosa  VA6 3 ,0

37 17,5
4- C oncentración in h ib i to r ia  mínima

10
TABLA V III

A c tiv id ad  a n tib a o te r ia n a  in  v i t r o  (ca ldo  M ueller-H inton 
pH 7 ,2  -  7 ,5 ) .
Organismo CIM (mcg/ml)
B a c il lu s  s u b t i l i s 6633 3 ,0
Staphylococcus aureus 12 3 ,0

1257 0,3
Sm 1 0,3
6 0,3
23 0,3
26 3 ,0
32 7 ,5

S trep tococcus sp . 30 7 ,5
27 7 ,5

S trep tococcus sp . 16245 7 .5
6589 7 .5

25 .1 .74 -  23 -



TABLA V III (C o n t.)
3045 7 .5

E sch e rich ia  c o li 777 3 .0
887 3 .0

Pseudomonas aerug inosa  1262 17.5
1236 17.5

20 3 .0
83 7.5

P ro teu s  m ira b i l is 12453 7 .5
m organii 8O19 0.8

r e t t g e r i 9250 0.3

En l a  ta b la  IX se m uestran lo s  d a to s a n tib a c ­
te r ia n o s  in  vivo obten idos con A n tib ió tic o  G-418. Los 

15 anim ales huésped u t i l i z a d o s  para  ob ten er lo s  da to s fue­
ron  ra to n e s  Carworth Farms CF-1 que pesan unos 18-20  g . , 
d iv id id o s  en grupos de 7 . La p ro te c c ió n  in  v ivo (DP^p) 
se determ ina a l  in y e c ta r  e l  ra tó n  in tra p e rito n e a lm e n te  
con una d o s is  l e t a l  de b a c te r ia  p a to g én ica . Un grupo de 

20 ra to n e s  s irv e  como te s t ig o :  lo s  o tro s  grupos re c ib e n  va­
r i a s  dosis  u n i ta r i a s  de A n tib ió tic o  G-418 una ho ra  mas 
ta rd e . Los te s t ig o s  no p ro teg id o s  mueren en 18-24 h o ra s . 
E l ensayo f in a l i z a  48 horas después de l a  in fe c c ió n , con 
tándose e l  número de ra to n e s  vivos en cada grupo que r e -  

25 c ib ió  a n t ib ió t ic o  G-418. Los re su lta d o s  se a n a liz a n  por

26 .1 .74 -  24 -
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métodos e s ta d ís t ic o s  u su a les  para  de term inar lo s  v a lo ­
re s  de DP,-Q con 95% de l ím i te s  de segu rid ad .

5

10

15

TABLA IX

A ctiv idad  a n tib a c te r ia n a  in  vivo 
A. A c tiv id ad  p ro te c to ra
Organismo Ruta DPnn(Mg/kg)

2.5Staphylococcus aureus Gray S.C.Oral 40
E sch e rich ia  c o li  Se. S.C. 1.5
Staphylococcus aureus St.MNo. 1 S.C. 3 .0
Pseudomonas aerug inosa  NS 1 S.C. 5 .0
B. Toxicidad aguda Ruta DL^(mg/kg)

I .Y . 140

La ta b la  X m uestra lo s  re su lta d o s  de la s  prue 
bas in  vivo que i l u s t r a n  la  a c tiv id a d  a n tip ro to z o a r ia  
d e l A n tib ió tic o  G-418. Los huéspedes para  la s  pruebas 

20 fueron  r a ta s  macho Royal H art rec ien tem ente  d este tad as
(3-4 semanas de edad) pesando unos 50-70 g. E l p roced i­
miento de ensayo es una m odificación  de uno d e s c r i to  por 
R .J . S ch n itze r  en la s  páginas 355-443 en "Experim ental 
Chemotherapy", volumen I ,  Academic P re ss , Nueva York 

25 (1963).
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TABLA X
A ctiv id ad  o ra l  del A n tib ió tic o  G-418 y su b s ta n c ia s  de re ­
fe re n c ia  con tra  in fe cc io n e s  de E. H is to ly t ic a  ceca les  ex­

p e rim en ta le s  en r a ta s

P rep arac ió n d o sis  o ra l m g/kg/día
digsd o s i f icados

curas paras i to l ó g i -c a s / to t a l
KG .P .I .

A n tib ió tic oG-418 25 6 19/19 0

12,5 6 24/24 0

10 3 7/7 0

10 1 4/7 0 .7
6 .5 6 4/4 0

6 .5 3 4 /5 0 .4
6 .5 1 2/5 1.0

3.5 6 5/6 0.2

3 .5 3 0/7 1.7
Paramomicina 25 6 6/7 0

12 6 4/8 0.8

10 3 2/6 1.0

10 1 0/7 2 .1

6.5 6 2/4 1.3
6.5 3 1/5 1.0

6.5 1 0/4 1.0

3-5 6 1/6 1.5
. 3.5 3 1/7 1.9
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TABLA X (C ont.)

P rep arac ió n d o s is  o ra l m g/kg/día
d íasd o s if icados

curas para s i to ló g i -  c a s / to t a l
XG .P .I .

M etronidazol 25 6 1/5 0.8

13 6 2/6 0.8

6 .5 6 1/4 0.8

6 .5 3 0/3 1.7
6 .5 1 0/4 1.5

T estigos d o s i­fic ad o s  con agua 6 4/45 2 .2

x G .P .I -  d e fin id o  como en grado promedio de in fe cc ió n  
basado sobre observación  de conjunto de cambios p a to ló ­
g icos en e l  saco y observaciones m icroscópicas d e l nume 
ro  de amidas h a lla d o . E stas  observaciones se r e g is t r a n  
sobre una e sc a la  de 0 a 4 ? rep resen tando  0 un saco subí3 
tanc ia lm en te  norm al. Los te s t ig o s  no tra ta d o s  pero in ­
fe c ta d o s  im portan de aproximadamente 2 a 4 . En lo s  datos 
se m uestra e l  promedio de te s t ig o s  2. 2 .

Uso d e l a n t ib ió t i c o . -

Como se mostró a n te rio rm en te , e l  A n tib ió tic o  
G-418 y sus derivados farm acéuticam ente acep tab les  son 
a n t ib ió t ic o s  a ltam ente  a c tiv o s  que a fe c ta n  adversamente 
e l  c rec im ien to  de microorganismos g ram -positivo  y gram-



-n e g a tiv o . Por ejem plo, son a c tiv o s  con tra  S taphylococcus 
a u re u s , S trep tocoocus pyogenes. B a c il lu s  s u b t i l i s . Esche-  
r ic h ia  c o l i . S alm onella . K le b s ie l la . P ro teu s  y Pseuáomonas. 
Ademas e l  a n t ib ió t ic o  G-418 a fe c ta  adversam ente e l  c r e c i-  

5 miento de h e lm in to s , t a l  como Syphacia obvela ta  y Hymeno-
le p s i s  nana , y p ro to zo o s, especialm ente  pro tozoos p a r á s i ­
to s ,  t a le s  como Trichomonas v a g in a lis  y Entamoeba h is to ly ; 
t i c a .  S ih  embargo e l  a n t ib ió t ic o  G-418 es in a c tiv o  con tra  
levadura  y hongos filam en to so s t a l  como Saccharom yces. Gan- 

10 d id a . A sp e rg illu s  y T richophyton .
El A n tib ió tic o  G-418 y sus derivados fa rm acéu ti 

camente a ce p ta b le s  pueden u t i l i z a r s e  ba jo  condiciones in  
vivo o in  v i t r o . Pueden u t i l i z a r s e  para  in h ib i r  o d e s t r u i r  
e sp ec ies  su sc e p tib le s  como lo s  organismos a r r ib a  d e s c r i -  

15 to s ;  y en conjunción con jabones y d e te rg e n te s , e lim inan
ta le s  organismos de la s  s u p e r f ic ie s  de equipo de la b o ra ­
to r i o ,  in strum en tos q u irú rg ic o s , a r t í c u lo s  de c r i s t a l  de 
la b o ra to r io  y s im i la re s .  En v is ta  de su acc ió n  in  v ivo , 
lo s  a n t ib ió t ic o s  y sus derivados farm acéuticam ente acep- 

20 ta b le s  pueden u t i l i z a r s e  para d e s t r u i r  o in h ib i r  o rg an is
mos s u sc e p tib le s  den tro  de huéspedes mamíferos, po r ejem 
p ío  ra to n e s , r a t a s ,  g a to s , p e rro  y ganado.

E l A n tib ió tic o  G-418 y sus derivados farm acéu­
ticam ente a c e p ta b le s  pueden u t i l i z a r s e  asimismo para e l  

25 tra ta m ie n to  de enfermedades debidas a organismos suscejc
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t i b i e s  en e l  hombre.

P re p a ra to r io  para su uso in  v ivo , un a n t i b io t i  
co se lecc ionado  de a n t ib ió t ic o  G-418 y sus derivados f a r  
m aciúticam ente a ce p ta b le s  se l le v a  a una forma apropiada 

5 para la  a d m in is trac ió n  te ra p é u t ic a , por ejem plo, mezclan
dose con un veh ícu lo  o e x c ip ien te  farm acéu tico . Por con­
s ig u ie n te  la  invención  proporciona composiciones farma­
c é u tic a s  que comprenden como in g re d ie n te  a c tiv o  po r lo  
menos un compuesto se lecc ionado  de A n tib ió tic o  G-418 y 

-]0 sus derivados farm acéuticam ente a c e p ta b le s , jun to  con
un veh ícu lo  o e x c ip ie n te  farm acéu tico . Las composiciones 
pueden s e r  en la  forma de una unidad dosada, por ejemplo 
un producto conformado. S in  embargo, l a s  composiciones 
e s tá n  de p re fe re n c ia  en la  forma de p reparaciones inye_c 

15 ta b la s  en am pollas, o b ien  ungüentos, cremas o lo c io n e s .
Los derivados a base de S ch iff-o x az o lid in a  de 

Verdam icin I  y de A n tib ió tic o  G-4l8 pueden em plearse, s i  
se desea , como una so lu c ió n  en un medio so lven te  o rgán i­
co (por ejemplo como una t i n tu r a ) .  Asimismo se pueden 

20 emplear en cremas y ungüentos tó p ic o s , cuando es b e n e fi
c iosa  la  com p atib ilidad  con su b sta n c ia s  l ip o id e s .

Ejemplo 1. -
Ferm entación de Micromonospora rhodorangea en tan q u e .-  

25 A. -  Prim era etapa de germ inación: A jOOO cc de agua se
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ad ic io n a  lo  s ig u ie n te :  3 g de e x tra c to  de carne de vaca,
5 g de t r ip to s a ,  5 g de e x tra c to  de le v a d u ra , 1 g de dex- 
t r o s a ,  24 g de alm idón, 2 g de carbonato  de c a lc io .  La 
mezcla se c a l ie n ta  con a g ita c ió n  h a s ta  que lo s  só lid o s  

5 e s tá n  d is tr ib u id o s  uniformemente y /o  se d isu e lv en  subs­
tan c ia lm en te . La mezcla se d iv id e  en 10 p a r te s  ig u a le s  
(por volumen) y se t r a n s f ie r e n  a f ra s c o s  sacudidos de 
300 cc de capacidad . E l medio se e s t e r i l i z a  a 121^0 ba­
jo 1,05 kg. crn  ̂ de p re s ió n  p o r 20 m inutos, luego e l  me- 

10 d io  se e n f r ia  aproximadamente a tem peratura  am biente. Ba­
jo condiciones e s t é r i l e s ,  se in o cu la  cada f ra sc o  con 5 
cc de una p rep a rac ió n  de caldo com pleto, previam ente p re ­
p a rad a . Se incuban lo s  f ra sc o s  a aproximadamente 35^0 con 
a g ita c ió n  r e l a t iv a  (300 rpm) po r 3 d ía s .

15 B .- Segunda etapa de germ inación: A 500 cc de medio e s­
t é r i l ,  preparado como se ha d e s c r i to  an te rio rm e n te , se 
t r a n s f ie r e  asép ticam ente  25 cc de medio de l a  prim era e ta  
pa de germ inación y se incuba a 283C por 3 d ías  con a g i­
ta c ió n  r o ta t iv a  (300 rpm).

20 C .- Ferm entación: En un ferm entador de 14 l i t r o s  de ca­
pac idad , se  p reparan  10 l i t r o s  de medios de ferm entac ión  
que t ie n e n  l a  composición s ig u ie n te :  350 g de h a rin a  de 
s o ja ,  500 g de e x tr in a ,  50 g de d e x tro sa , 70 g de carbo­
n a to  de c a lc io , 130 mg de c lo ru ro  de c o b a lto , y 10 l i t r o s  

25 de agua. E l ferm entador y e l  medio se e s t e r i l i z a n  a 121^0,
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b a jo  1,5 kg/cm^ por 30 minutos y luego se e n f r ía  a ap rox i 
madamente a tem peratura  am biente. E l medio de ferm enta­
ción  se incuba a l  a d ic io n a r  500 cc de inoculum de la  se­
gunda etapa de germ inación bajo  condiciones a s é p tic a s .

5 La ferm entación  se conduce a una tem peratura  de ap ro x i­
madamente 35SC con la  in tro d u cc ió n  de a i r e  a una r e la ­
c ión  de aproximadamente 2 ,5 a 5 ,0  l i t r o s  por minuto. El 
medio se a g i ta  a una r e la c ió n  de aproximadamente 250 a 
500 rpm. Se continua l a  ferm entación  h a s ta  que se a lc a n -  

10 za la  a c t iv id a d  de c re s ta  como se determ ina po r la  té c ­
n ica  de a n á l i s i s  previam ente d e s c r i ta  y se e lab o ra  como 
se ha d e s c r i to  en e l  ejemplo 2.

Ejemplo 2. -
A is la c ió n  de A n tib ió tic o  G-418. -  

15
A 20 l i t r o s  de caldo de ferm entación  se a d i­

cionan aproximadamente 130 g de ácido  oxálico  con a g i­
ta c ió n  v ig o ro sa . E l pH d e l caldo se a ju s ta  a 2 ,0 con 
ác ido  s u lfú r ic o  6N. La mezcla se a g ita  por aproxima da- 

20 mente 30 m inutos y se f i l t r a .  E l p re c ip ita d o  se lav a  con
agua c o rr ie n te  h a s ta  que la s  lav azas e s tá n  exentas subs­
tanc ia lm en te  de c o lo r . E l f i l t r a d o  y l a s  lavazas se com­
b inan  y se a ju s ta  a pH de 7 con h id róx ido  de amonio 6N.
El f i l t r a d o  y la s  lav azas combinadas pasan a tra v é s  de 

25 una columna de re s in a  in tercam biadora de iones que con-
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t ie n e  aproximadamente 250 g de IRC-50 en la  forma de 
amonio a una r e la c ió n  de aproximadamente 50 a 75 cc/m i- 
n u to . E l lecho  de re s in a  se lav a  h a s ta  que lo s  productos 
lavados e s tá n  exentos de c o lo r  y se e luye e l  a n t i b i ó t i ­
co con h id ró x id o  de amonio 2N. E l e lu a to  se concen tra  en 
vacio  y se l i o f i l i z a  para p ro p o rc io n a r aproximadamente 
5 g de a n t ib ió t ic o  crudo que a n a l iz a  aproximadamente 105 

mog/mg. La crom atog rafía  en p ape l de e s te  a n t ib ió t ic o  cru  
do en un sistem a descendente compuesto de 2-butanona: bu 
ta n o l t e r c i a r i o :  m etanol: h id ró x id o  de amonio concen tra­
do (1 6 :3 :1 :6 ) ,  seguido po r b io a u to g ra f ía  con tra  S taphylo  
coccus aureus ATCC 6538P, p roporciona un bioautogram a 
que c o n s is te  áubstancialm ente  en una mancha con v a r ia s  
manchas menores escasam ente v i s ib l e s ;  a s í  e l  a n t i b i ó t i ­
co es c a s i un compuesto sim ple.

Ejemplo 3 . -
P u r if ic a c ió n  p a r c ia l  de A n tib ió tic o  G-418. -

Se d isu e lv e  4 g de A n tib ió tic o  G-418 como se 
ob tiene  de l ejemplo 2 en 100 cc de agua. Se a ju s ta  e l  
pH 4 ,2  con ácido  s u lfú r ic o  2N y se a d ic io n an  250 mg de 
carbón v e g e ta l a c tiv a d o  (Darco G-60, A tla s  Powder Co., 
tVilmington, D elaw are). La suspensión  se a g i ta  po r ap ro x i 
madamente una hora y se f i l t r a .  Se concentra e l  f i l t r a ­
do a unos 50 cc y se le  p r e c ip i ta  en 500 cc de m etanol.



2
El p re c ip ita d o  r e s u l ta n te  se separa por f i l t r a c ió n ,  se le  
lava  con metanol y se le  d isu e lv e  en unos 20 cc de agua.
Se prepara una columna de IRA-4O1S (una re s in a  in tercam  
b iado ra  de aniones A m berlite -  Rohm and Hass, P h ila d e lp h ia , 

5 P en sy lvan ia ) que t ie n e  substancia lm en te  la s  dimensiones
s ig u ie n te s :  a l tu r a  55 cm; diám etro i n t e r i o r  25 cm; r e s i ­
na 200 g . La so lu c ió n  de a n t ib ió t ic o  se s i tú a  encima de 
l a  columna de re s in a  y la  so lu c ió n  se lava  a tra v é s  de la  
columna con agua d esio n izad a . El e lu a to  de la  columna se 

-]0 concentra  a unos 20 cc en vacio  y e l  producto se l i o f i l i
za para ob ten er de unos 800 mg a aproximadamente 1 ,2  g 
de A n tib ió tic o  G-418 que a n a liz a  aproximadamente 480 mcg/íng.

Ejemplo 4 . -
P u r if ic a c ió n  u l t e r i o r  d e l A n t ib ió t ic o .-

15 P rep a rac ió n  de s u lfa to  de A n tib ió tic o  G-418. -

Se d isu e lv e  2,6 g de A n tib ió tic o  G-418, prepara 
do de acuerdo con e l  ejemplo 3 , en 250 cc de agua y se a ju s  
ta  e l  pH de l a  so lu c ió n  a 4 ,2  con ácido  su lfú r ic o  ( 1- 6N)

20 d i lu id o . Se ad ic iona  aproximadamente 5 g de Darco G-60 a
la  so lu c ió n  y se a g i ta  por aproximadamente 1 hora a tem 
p e ra tu ra  am biente. Se f i l t r a  la  suspensión y e l  f i l t r a d o  
se concentra h a s ta  sequedad en v a c io .

El re s id u o  se d isue lve  en 20 cc de agua y la  so 
25 lu c ió n  se ad ic iona  en forma de go tas a 500 cc de metanol
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con a g ita c ió n  v ig o ro sa . La suspensión  r e s u l ta n te  se f i l  
t r a ,  e l  producto só lid o  se lava  con metanol y se seca en 
vacio  a unos 403C para ob tener 3,36 g de s u lf a to  de A n ti 
b ió t ic o  G-4*]8 que a n a liz a  aproximadamente 700 mcg/mg.

5 S im ilarm ente, a l  reem plazar e l  ácido  s u lfú r ic o
con una can tid ad  e q u iv a len te  de o tro s  ác id o s in o rg án ico s  
u orgánicos y a l  u t i l i z a r  acetona como e l  so lv e n te  de pre_ 
c ip i ta c ió n ,  puede p re p a ra rse  o tra s  s a le s  de a d ic ió n  de 
ác id o .

10

-  REIVINDICACIONES -

15 Los puntos de invención  p rop ia  y nueva, que se
p re sen tan  para que sean o b je to  de e s ta  s o l ic i tu d  de P a ten  
te  de Invención en España, por VEINTE años, son lo s  que 
se recogen en la s  re iv in d ic a c io n e s  s ig u ie n te s :

1&.- Procedim iento  para  la  p rep a rac ió n  de una 
20 su b stan c ia  a n tib ió tic a m e n te  a c tiv a  denominada A n t ib ió t i

co G -4 lS y su s  derivados farm acéuticam ente a c e p ta b le s , ca 
ra e te r iz a d o  porque se c u lt iv a  un microorganism o de l a  e.s 
pecie  Micromonospora rhodorangea en un medio n u t r ie n te  
en condiciones ae ro b ia s  h a s ta  que se im parte a dicho me 

25 dio una a c t iv id a d  a n t ib ió t ic a  s u s ta n c ia l  y porque se a i s
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l a  e l  a n t ib ió t ic o  A n tib ió tic o  G-418 en forma l ib r e  o en 
forma de un derivado farm acéuticam ente a c e p ta b le .

2 5 .-  P rocedim iento según la  re iv in d ic a c ió n  18, 
c a ra c te r iz a d o  porque e l  microorganismo de la  espec ie  Mi 

$ cromonospora rhodorangea es l a  cepa designada NRRL 5326.
35. -  Procedim iento según la s  re iv in d ic a c io n e s  

1§ ó 28, c a ra c te r iz a d o  porque e l  c u lt iv o  se e fec tú a  en
condiciones a e ro b ia s  sum ergidas.

43. -  P rocedim iento según una cualqu iera  de la s
-]0 re iv in d ic a c io n e s  1- a 3-? c a ra c te r iz a d o  porque e l  c u l t i ­

vo se e fec tú a  a una tem peratura de 20SC a 40SC. y e l  pH. 
es de 6 ,5  a 8 ,5 -

58. -  P rocedim iento de acuerdo con la  r e iv in d i  
cación 43, c a ra c te r iz a d o  porque la  tem peratura es de 

1$ 28BC a 35^0 y e l  pH es de 7 :2  a 8 ,3 -
68. -  P rocedim iento de acuerdo con cualqu iera  

de l a s  re iv in d ic a c io n e s  *]3 a 5-? c a ra c te riz ad o  porque e l  
a n t ib ió t ic o ,  se a í s l a  en forma de un derivado farm acóuti 
camente a c e p ta b le .

20 ? s . -  P rocedim iento de acuerdo con la  r e iv in d i
cación  68, c a ra c te r iz a d o  porque e l  derivado es una s a l  
por a d ic ió n  de ác id o .

8&.- Procedim iento de acuerdo con la  reivindi^ 
cación 6§, c a ra c te r iz a d o  porque e l  derivado es un produc 

2¡? to  de condensación d e l a n t ib ió t ic o  con un a ldeh id o .
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9 - . -  Un procedim iento  para  la  p rep a rac ió n  de 
upa su b s ta n c ia  a n tib ió tic a m e n te  a c t iv a  denominada A n ti 
b ió t ic o  G-418.

Tal y como se ha d e s c r i to  en la  Memoria que 
5 an teced e , rep re sen tad o  en lo s  d ib u jo s  que se  acompañan

y con lo s  f in e s  que se han e sp e c if ic a d o .
E sta Memoria consta de t r e i n t a  y s e is  h o jas  

e s c r i t a s  a máquina por una so la  c a ra .

Madrid,

P . A.
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