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P .- 54.785 Oase 2028

l a  presente invención se re fie re  a un nuevo 

producto antibióticamente activo que comprende antibió  

tico  0-52, y a su preparación por cu ltivo  de una espe­

cie hasta ahora desconocida del género Micromonospora, 
concretamente la  Micromonospora zionensis.

Además, la  invención proporciona un nuevo mó 

todo para preparar e l  an tib iótico  conocido sisomicina, 

que es coproducido por e l cu ltivo  de Micromonospora 

zionensis.

i'ambién están incluidos en e l ámbito de la  in  

vención ios derivados farmacéuticamente aceptables del 

nuevo producto antibióticamente activo , especialmente 

del an tib ió tico  G-p2, que también son an tib ióticos va­
lio so s .

l a  invención se re f ie re  también a composicio 

nes farmacéuticas que contienen a l  menos e l  nuevo ¿h ti  
biotico  G-52,

l a  Micromonospora zionensis aquí descrita  ha 

sido c la s ificad a  como una nueva especie de Micromonospora 

en oase a sus propiedades taxonómicas y de crecimien­

to en un c ie rto  mlmero de medios normalizados. En ta ­

le s  medios, e l  microorganismo parece e sta r relaciona­

do con la  Micromonospora echinospora más próximamente que 

con cualquier microorganismo descrito con anterioridad; 

sin  embargo, aparecen sustanciales d iferencias cuando

ly-6-73 2 -

C.t
,



'416742
se comparan la s  c arac te rís ticas  de crecimiento de ios 

dos microorganismos, iístas d iferencias son p a rticu la r­

mente perceptibles en los siguientes respectos;

5

10

15

_____ Medio_____

Agar de glucosa- 

-asparagina

Agar de Bennett

Agar de Emerson

M, zionensis 

crecimiento d efi 

ciente, colorea­
do en crema, ma­

te

color -  negro

chocolate g4n l;  

pardo am arillen­

to grisáceo .oscu 

ro 81

M. echinospora 

buen crecimiento, 

color -melocotón 

b r i l la n te -  g5IA 

naranja ro jizo  

moderado 37

color -  castaño 

oscuro -  g7 1/2P1; 

pardo ro jizo  g risa  

ceo oscuro 47

color -  ro jo  te ja  ■ 

g5EE j  pardo fuer­

te  55

20 Pasta de tomata negro 

agar de harina de 

avena

color -  naranja pol 

voriento g 4 1 0 ; na 

ran ja moderado 53

25

U tilizac ión  de ram deficiente  

nosa

bueno

-  3 -19-6-73
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Una muestra de rlicromonospora zionensis ha s i  

do depositada en la  División Septentrional de U tiliz a ­

ción, investigación y D esarrollo (Northern u tiliz a tio n  

Rosearen and Developmente D ivisión) , Departamento de 

5 A gricultura de los EE.TJU., Peoria, I l l in o is ,  y ha sido 

añadida a su colección o.e microorganismos como NRRD 

5466.

El microorganismo tiene las propiedades micros, 

cópicas, macroscópicas y bioquímicas que se exponen a 

10 continuación.

1 . laxonomia

(a) la s  observaciones macroscópicas de un cu ltivo  de 30 

días de edad, incubado a 24 -  2620 en un medio con 3$

15 de Amina IíZ tipo  A (una peptona resu ltante ae la  digas

tió n  pancreática de caseína, producida por Scñex'field 

Okemical Oo.» de Norwicn, Nueva Tork), 1$  de dextrosa 

y l,5/o de agar, muestran buen crecimiento sin  micelio 

aéreo, sin  pigmento dirundible, oizcociio gjeo, pardo 

20 am arillento grisáceo claro 79»

(b) la s  observaciones microcópicas del organismo tra s  

60 días de incubación en raedlo de extracto de levadura- 

—sacarosa muestran abundantes esporas que tienen forma 

de globosa a e s fé ric a , tienen aproximadamente 1 ,0  -  1 ,5

25 *̂ m de diámetro, y son producidas en esporóx'oros cor-

10

19-6-73 -  4 -
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to s .

En las  dessripoiones procedentes y siguientes 

de los microorganismos se usan dos designaciones de co­

lo r . La primera está  tomada dsl "Manual ue armonía d9l  

color" (“Color uarmony Manual")« 4® edición, 1958, pu­

blicado por la  Container Corporation of America (Ee .üü. ) ,  

y la  descripción para la  primara designación está  toma­

da del "Diccionario descriptivo de nombres de colores" 

("Descriptiva Color Ñame Dictionary"), por la y lo r .  Kno 

che y C ran ville , también publicado por la  Container Cor 

poration of America (1950). La segunda designación de 

color es sinónima o casi sinónima de la  primera, y es­

tá  tomaua ae la  C ircular n® 553 (i955) de la  National 

Bureau of Stanaards, BE.UO.

C aracterísticas de cultivo

1 . La Mioromonospora aionensia muesti’a en gane 

ra l  buen crecimiento a 28 a 37SC, y sustancialmente nin 

gún crecimiento a 45 2C o más. El microorganismo es aero 

bio, y crece bien en un in tervalo  de pH de aproximada­

mente b j5 a 8,3? sin  embargo, crece y produce mejor a 

un pH que se aproxime a 3.a neutralidad.
2. El microorganismo no presenta s u s t  an c i  a lnis nt a 

ningún crecimiento en los siguientes medios normalisa- 

dos; glucosa-de Caapefc, giuoosa-asparagina, maiato cál
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cico, agar ordinario (agar de agua) , agar nutriente, 

agar de lluevo (Medio de nuevo Borset) , gelatina, almi­

dón y celu losa.

3-, Caco de patata -  ore cimiento: d e fic ien te , par

do ro jizo  claro-, cuando se añade caro onato calcico a i  

taco de patata e l  crecimiento es bueno, plegado, negro. 

4o Suero de lo f f l e r  -  crecimiento; bueno, colo­

reado en crema, substrato reducido a líquido.

5. Peptona -  agar da glucosa -  crecimiento* bue­

no, embranoso, sin micelio aéreo, sin pigmento difundi­

b le , ámbar claro g3ic: am arillo naranja oscuro 72.

S. leche de tornasol -  peptonizado dando reacción

ácida.
7. Medio de tiro s in a  -  crecimiento: pobre -  no 

produce tiro s in a sa .

8. U tilizac ión  de carbohidratos: e l  microorganis 

mo presenta buen crecimiento en D-arabinosa, 1-arabino­

sa, B-galactosa, D-glucosa, mañosa sacarosa, B -xilosa

y almidón; presenta buen crecimiento en B -lactosa, D-le 

vulosa y D-ribosa; presenta crecimiento pobre en dulcí 

ta ,  g lic e rin a , 1 - in o s ita , B-manita, m elibiosa, m elicito  

sa, ra fin osa , 1-ramnosa, sorb ita  y sa lic ín a .

l a  celulosa es descompuesta muy lentamente.

El medio de control contiene 0,55;° de extracto de leva­

dura y nada de carbohidrato añadido. El microorganismo

-  6 -
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presenta oreoimiento deficiente en este medio; por tan 

to , cualquier refuerzo de las carac te rís tic as  de cre­

cimiento del microorganismo es debido a la  u tiliz ac ió n  

del 1$ da carbohidrato añadido.

5 9 . U tilizac ión  de nitrógeno -  Estos datos están

obtenidos con medios que contienen una so la fuente de 

nitrógeno añadido, más 1$ en peso/volumen de glucosa,

(a) Extracto de levadura a l 0,5?» (Bifco) crecimiento i 

bueno, membranoso, sin  m icelio aéreo, sin  pigmento d i-

10 fundible, pardo claro g4ng; pardo fuerte  55;
(b.) 1 ,0$  de Amina EZ -  tipo A (Sh effie ld  Chem. Oo., 

Norwieh, Hueva lorie) -  crecimiento: oueno, mate, sin  

micelio aéreo, sin pigmento d ifundibie, rosa parla  g3ca; 

am arillo naranja pálido 73»

15 (c) 1 ,0$  de asparagina -  crecimiento: d e fic ien te , ma­

te ,  sin  micelio aéreo, sin pigmento d ifundib le, rojo  

la d r i l lo  góng; pardo ro jizo  moderado 43.

(d) 1 ,0$  de ácido glutámioo -  la s  c a ra c te rís tic a s  de 

crecimiento y color son las  mismas que en e l  punto (c).

20 (e) 1 ,0$  de n itra to  sódico -  sin  crecimiento v is ib le ,
( f)  1 ,0 $  de n itra to  amónico -  sin crecimiento v is ib le .  

10. Tolerancia a la  sa l -  e l  microorganismo to le

rará  un máximo de 3$ de cloruro sódico en un medio de 

crecimiento.
25 11.. A.gar de Bennett -  crecimiento: bueno, plega-

19-6-73 -  7 -
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do -  membranoso, sin micelio aéreo, sin pigmento difun 

d ib le , negro*
12. Agar de Emerson -  crecimiento: bueno, plegado,

sin  m icelio aéreo, sin  pigmento difundible, negro.

5 13 . Agar de glucosa -  extracto de levadura -  cre­

cimiento: bueno, plegado, sin  micelio aéreo, sin  pigmen 

to d ifundib le, pardo g ris  oscuro g6ni; pardo ro jizo  g ri 

sáceo 46.
14. Agar de Czapek -  crecimiento: deficiente

10 15. Agar de t iro s in a  -  crecimiento: muy deíicien

te ;  en agar de tiro s in a  y extracto de c?;me de vacuno 

-  no px'oduce t i ro s  inas i, crecimiento: bueno; en agar de 

t iro s in a  y extracto de levadura -  se produce t iro  sinasa 

(c r is ta le s  d isu e lto s), pigmentos díx'unaibla pardo c la -  

15 ro . Observaciones a 2, 7 y 14 días -  (véase Gordon y

Smitii, J .  Baet. 69:147).
16 . Agar ue pe prona i-ierro -  crecimientos bueno, 

no se produce sulfuro de hidrógeno.
17 . Agar de infusión de cerebro y corazón -  cre-

20 cimiento: bueno, plegado, membranoso, sin  micelio aéreo,

sin  pigmento d ifundió le , roble am arillo g3I>e: pardo ama 

r i l le n to  fu erte  74.

18 . Agar A de extracto de malta -  crecimiento: bue 

no, plegado, membranoso, sin  micelio aéreo, sin  pigmen-

25 to. d ifun d ib le , pardo óxido g5pg; pardo fuerte  55.

19-6-73 -  8 -
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19. Agar 3 de extracto de malta -  crecimientos bue
no, membranoso, sin micelio aéreo} sin pigmento difundí 

ble, pardo especia claro g4Lgj pardo moderado 58.

la s  anteriores c a rac te rís ticas  de cu ltivo  s i r  

ven para d istingu ir la  Micromonospora zionensis de todos 

lo s microorganismos descritos con anterioridad. Además 

de lo que antecede, también se puede d istin g u ir la  Mi- 

oromonospora zionensis por su produoión, oajo condicio­

nes de fermentación aerobia, de un nuevo producto a n ti-  

bióticamante activo que contiene antib iótico  G-t>2 y s i -  

somicina.
Como se na mencionado antes, la  invención se 

re fie re  a un procedimiento para preparar un producto an 

tibióticamente activo , que comprende c u ltiv a r  un micro­
organismo de la  especie Micromonospora zionensis en un 

medio nutriente acuoso, bajo condiciones aerobias, basta  

que se comunique a dicho medio una actividad a n tib ió ti-  

oa sustancia l, y a is la r  del mismo a l menos una fracción  

antibióticaaente a c tiva , en forma lib re  o en forma de 

un derivado funcional farmacéuticamente aceptable. Se 

producen cantidades sustanciales del an tib ió tico  cuan­

do e l  microorganismo es cultivado en un medio nutriente  

acuoso bajo condiciones aerobias sumergidas. Son ejem­

plos de fuentes de carbono asim ilables los carboíaidra- 

tos ta le s  como los expuestos antes, especialmente g lu -
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cosa, x iloxa y sacarosa. Son ejemplos de fuentes asimi­

lab les de nitrógeno las  proteínas, los aminoácidos y las  

sustancias que los contienen, ta les  como extracto de car 

ne de vacuno, extracto de levadura, harina de soja y s i ­

m ila res.. Ante3, bajo e l t ítu lo  U tilización  de nitrógeno, 

se han expuesto ejemplos específicos de ta le s  fuentes de 

nitrógeno. S© pueden obtener crecimiento y producción de an 

tib ió tic o s  buenos usando los medios y métodos de fermen­

tación expuestos en loe ejemplos específicos, los medios 

pueden esta r suplementados con cantidades de traza de sales 

inorgánicas ta le s  como su lfato  de magnesio, su lfato  ferr£  

so, y especialmente cloruro de cobalto, para re fo rzar la  

producción de an tib ió tico . En general, la  fermentación se 

efectúa en un in terva lo  de temperatura de aproximadamen­

te 232c a aproximadamente 382C, de preferencia aproximada 

mente 352C, con aireación continua y agitación continua a 

aproximadamente 250-400 rpm, 3ajo estas condiciones, e l  

pico de producción de an tib iótico  se alcanza en de apro­

ximadamente 2 a aproximadamente 4 días. El ph de la  

fermentación es mantenido en general en e l  in tervalo  

de aproximadamente 6 ,5  a aproximadamente 8 ,3 , de pre­

ferencia aproximadamente 7 ,2 . En fermentaciones a peque 

fía escala , por ejemplo 10 l i t r o s ,  usualmente no es ne­

cesario a ju s ta r e l plí de la  fermentación tras  la  ino­

culación. Sin embargo, en fermentaciones a gran escala

19-6-73 -  10 -
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puede ser necesario aííadir m ateriales para elevar* o dis 

minuír e l pH del medio. Estos m ateriales son ios gene- 

raímente usados en la  técn ica, por ejemplo ácidos mine­

ra les  d ilu idos, hidróxidos y carbonates de metal a lc a li  

no y a lca linoterreo  d ilu idos, y sim ilares.

En general, 3.a fermentación se efactáa en dos 

o más etapas, .habiendo una o más etapas de germinación 

siguiólas por una etapa de fermentación. Como reg la  gene 

r a l ,  la s  fermentaciones (en depósitos) grandes u tiliz a n  

dos etapas de germinación mientras que la s  fermentaciones 

en matraz agitado u tiliz a n  una sola etapa cíe germinación.

Durante e l curso de la  fermentación, especial 
mente tra s  la s  primeras 24 horas, se hacen cíete rminaciq. 

nes de la  fermentación a in tervalos convenientes (por 

ejemplo oada 6 a 8 horas), para determinar cuándo se a l  
canza e l  pico de producción.

Determinación microbiológica

la  determinación as una determinación en pía 

ca da disco normalizada, usando e l  Medio an tib ió tico  

Difeo n2 5 ® , y Stapnylooocous aureus A.T.O.C. 65538P 

como organismo de ensayo, la s  condiciones f ís ic a s  del 
ensayo son sustancialmente las descritas para la  neo- 
miciña jffrove y Randall, Assay Methods o f AntiDiotics 

(Métodos-de determinación da a n tib ió tico s), publicado

-  11 -



5

10

15

20

25

41674
por Medical Encyc lo podía Incorpórate d (ly55)] « la  de­

terminación se efectúa contra una preparación patrón 

de an tib ió tico  G-52, que tiene una potencia definida de 

1000 nog/mg. Un microgramo c e l patrón da una zona de 

inhibición de i7 j7  í  1 ,0  ram en e l ensayo, la  determina­

ción de la  sa l su lfato  as an tib ió tico  normalizada de 

aproximadamente 675 mcg/mg, tren te a la  base a n tib ió ti-  

ca normalizada.

Cuando se alcanza s i  pico cíe actividad a n ti-  

b ió tica , e l  producto es recogido generalmente por una 

combinación de etapas conocidas en la  técn ica, ta le s  co 

mo ac id ificac ió n , f i l t r a c ió n , adsorción, elución, l i o -  

f i l iz a c ió n  y sim ilares. En un método de aislamiento (re. 

colección) p referid o , la  to ta lid ad  del caldo es acid i­

ficad a , preferiblemente con un ácido, usualmentc un áci 

do mineral, y la  mezcla de fermentación es c la rificad a  

por f i l t ra c ió n  o centrifugación, l’ras neutra lización , e l  

producto antiDiótico- es adsorbido soDre una resina ín te r  

cambiadora cía cationes adecuada, t a l  como Ames r u t e  

IRC-50 (Rohm and Haas, Rn.iladeiph.ia, Rennsyivania, com­

puesto de ácido m etacriilco reticu lado que contiene gru 

pos earboxilo), es eluldo con á lc a li  d ilu ido , p re fe r i­

blemente hidróxido amónico, y es aislado por l i o f i l i z a -  

ción.

E l producto obtenido por e l método an terio r

19-6-73 12 -



contiene la  to ta lid ad  dáL oompler.en.to de an tib ió ticos pro 

daoido mediante la  fermentación.

El producto sntibiótiaamente activo es sepa­
rado sometiendo e l lio filia a d o  crudo a cromatografía en 

un adsorbente sólido t a l  cono alamina. celu losa, t ie r r a  

de diatomaas, s il ic a to  de magnesio o, preferiblem ente, 
gel de s í l ic e ,  la  elución puede efectuarse por métodos 

conocidos, con cualquier disolvente orgánico polar ade 

cuado, o mésela disolvente. Sin embargo, cuando se em­

plea gel de s í l ic e  oorno adsorbente só lid o , la  elución  

se efectúa ventajosamente mediante uso de la  fase in fe ­
r io r  de una mezcla disolvente consistente en c lo ro fo r­

mo, isopropanol e hidróxicío amónico concentrado (2 :1 ; 1 

v/v). De esta  manera, e l producto antibiótfeamente a c ti  

vo es separado en los dos componente p rin c ip a les, ha­

biendo evidencia de trazas de m ateriales activos aún 

no identificados. 31 primor an tib ió tico  ©luido de la  

columna es a l antib iótico  0-52, seguido por s isó m e! ~ 

na.

Ii03 ant ib ló t icos

'La sioomioina, an tib iótico  conocido antes d9 

ahora producido por e l  procedimiento entes d escrito , es 

conocida también como antib iótico  66-40 y como rickami- 

ciña; su estructura empírica se nuestra en xa página 285
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de Chemical Coomunications, 1971» Ihe Chemical Society, 

Burlington Hou.se, Londres. Un procedimiento para la  pre 

paración, y la s  propiedades "biológicas de la  sisomicina, 

están descritos en e l  Jouma o f A ntib io tics, Japón, Tol. 

5 XXIII ng 1 1 , páginas 551-565.
E l an tib iótico  G-52' y sus derivados funciona­

le s  farmacéuticamente aceptables afectan adversamente 

a l  crecimiento de los microorganismos gram-positivos y 

gram-negativos. Además, e l an tib iótico  G-52 y sus d eri-  

10  vados farmacéuticamente aceptables pueden ser u t i l iz a ­

dos bajo condiciones in vivo o in  vib ro , para errad icar  

o in h ib ir  la s  bacterias susceptibles. El an tib ió tico  y 

sus derivados pueden ser usados conjuntamente con jabo­

nes y detergentes, para d estru ir y elim inar ta le s  orga- 

15 nismos de la  superfic ie  de equipo de lab orato rio , ins­

trumentos quirúrgicos, m aterial de v id rio  de laborato­

r io  y s im ilares. E l an tib ió tico  y sus derivados farma­

céuticamente aceptables pueden ser usados también para 

d estru ir o in h ib ir sustancialmente lo s organismos sus- 

20 ceptib les dentro de huéspedes mamíferos ta le s  como ra­

tones, ra ta s , gatos, perros, ganado vacuno y sim ilares.
S a l como aqui se usa, e l  término derivados 

funcionales farmacéuticamente aceptables abarca sales  

de' adición de ácido, derivados de base de Schiff-oxazo  

25 lid in a , h idratos y  solvatos del an tib iótico  G-52, a s í

19-6-73 -  14 -
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como solvatos de las sales de adición de ácido y de los  

derivados de base de Sch iff-oxazoiid ina.

El an tib iótico  0-52 es un sólido blanco que 

es muy soluble en agua y tiene algún grado de solubi­

lidad en la  mayoría de los disolventes orgánicos pola­

re s , ta le s  como alcoholes in fe r io re s , d i-a lcoh ilo  in fe -  

rior-aoilam idas (por ejemplo dimetilformamida), su lfó -  

xidos de d i-a lcoh ilo  in fe r io r  (por ejemplo sulfóxido de 

dimetilc), p irid in a  y sim ilares.

Además, a l  an tib ió tico  es estab le a la  e b u llí  

ción durante a l  menos tre in ta  (30) minutos, en tampón 

de M acllvaines, de pH 2 -  8 , y en tampón de hidróxido 

sódico-ácido bórico de pH 8-10. El an tib ió tico  no pre­

senta absorción en e l  u ltra v io le ta  en e l  in terva lo  de 

220-400 nyL .
El an tib ió tico  0-52 tiene un espectro de RMN 

c a ra c te rís tic o , como se muestra en la  Eigura 1* El es-  

pe stro  rué  obtenido por uso de un espectrómetro Varían 

A-60-A (Varían Associates, 611 Hansen Y/ay, Palo A lto , 

C aliforn ia) con una solución del an tib ió tico  en agua 

deuteriada (DgO). Para la  determinación de la  estructu  

ra  se consideran relevantes lo s siguientes picos de ab 

sorción: ( A ,  PPM) 1 ,20  sin gu lete , 1 ,20  múltiple te ,
2,43 singulete, 2,50 singu lete, 3,80 cu artete , 4 ,02 do 

b le te , 5,03 singulete ancho, 5 ,0 7  doblete y 5,35 doble

-  15 -
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te .

E l an tib iótico  tiene un espectro de absorción 

in fra r ro ja  c a ra c te rís tic o , en aceite minersü, sustancial 

mente según se muestra en la  Figura 2.
El espectro de masa del an tib iótico  G-52 mués 

t r a  un ión molecular a 461, que es confirmado por otras  

fragmento aciones en e l  espectro y que está en buen acuer 

do con una fórmula empírica de

lo s  datos fisicoquímicos aquí expuestos, es­

pecialmente los espectros de RMH, in fra rro jo  y de masa, 

son consistentes con la  siguiente estructura planar (pía 

na) para e l  an tib ió tico  G-52.

15

20

25
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El antib iótico  G-52 tiene la  siguiente fórmu 

la  estereoquímica:

15 El an tib iótico  Cr-52 es un an tib ió tico  de ami

noglicósido, y por tanto pertenece a la  clase que com­

prende la  gentamicina, neomicina, paromomicina, tobra 

micina, sisomicina, kanamicina y sim ilares. Es un com­

puesto básico que forma sa les no tóxicas de adición de 

20 ácido con ácidos orgánicos e inorgánicos ta le s  como, 

por ejemplo, ácido c lo rh íd rico , su lfú rico , fo s fó ric o , 

acático, esteárico , propiónico, ta r tá r ic o , maleico, 

benzoico y sim ilares. También se pueden usar ácidos po 

liva le n te s  parcialmente neutralizados (por ejemplo neu 

25 tra lizad os con una case inorgánica t a l  como, por ejem-

19-6-73 -  17 -



pío, KaOH, o ana base orgánica). En general, la s  sales  

de ácido m ineral, ta le s  como las  i'ormadas con ácido o lor  

h íd rico , ácido su lfú rico , ácido fosfórico  y sim ilares, 

son solubles en agua, titu lando ana solución acuosa de 

5 an tib ió tico  G-52 con una cantidad de ácido menor que la

estequiom étrica, se pueden formar sales de adición par­

c ia l  de ácido, i a l  como aquí se usa, e l  término "sal de 

adición de ácido" abarca todos los ta le s  compuestos. Las 

sa les presentan las  mismas propiedades antibacterianas 

10 que la  base nitrogenada lib re  an tib ió tica , pero s í  d i­

fie ren  en cara c te rís tic a s  de solubilidad. A sí, estas 

sales pueden ser usadas sustancialmente de la  misma ma 

ñera y para los mismos fin es antes descritos.

Análogamente, los derivados farmacéuticamente 

15 aceptables de base de Scnii'f-oxazolidina del a n tib ió ti­

co G-52 se preparan generalmente tratando una solución 

alcohólica de la  base nitrogenada lib re  an tib ió tica  con 

un exceso de aldehido, por encima de la  temperatura am 

b ien te , preferiblemente a re flu jo  durante aproximadamen 

20 te  una hora, y enfriando la  solución para obtener e l

producto deseado, usualmente en forma de un sólido c ris  

ta lin o . Como se puede ver por la s  anteriores fórmula I 

y  I I ,  e l  an tib ió tico  tiene tre s  grupos amino primarios, 
cada uno de los cuales puede formar una base de S c h iff. 

25 Además, e l  an tib ió tico  tiene un grupo amino secundario

19-5-73 -  18 -



vecinal a un grupo hidroxilo te rc ia r io , combinación que 

con aldehido origina un a n illo  de oxazolidina. A sí, cuan 

do se nace reaccionar e l an tib iótico  con un exceso de 

aldehido, cuatro moles de aldehido reaocionan con cada 

5 mol de an tib ió tico , produciendo un derivado de base de 

Schiff-oxazolid ina. Estos derivados son también ú tile s  

para los mismos fines antes descritos. Sin embargo, de­

bido a sus propiedades de solubilidad, son muy ú tile s  

cuando se emplean en medios oleaginosos ta le s  como cre_

10 mas, ja leas o ungüentos. Las base de So h iíf-o xazo lid i-

nas no son apredablemente solubles en agua, y , de he­

cho, son descompuestas en medios acuosos que contienen 

trazas de ácido. A la  inversa, son solubles en la  mayo 

r ía  de los -disolventes orgánicos no ácidos comúnmente 

15 usados.

Los productos preferidos aqui considerados 

son aquellos preparados condensando e l an tib iótico  con 

aldehidos que tienen hasta 12 átomos de carbono. Entre 

ta le !s aldehidos se incluyen los compuestos a li fá t ic o s ,

20 a lic íc lic o s , aromáticos y n eterocíc licos. Además, se ha

de entender que los aldehidos y cetonas que tienen es­

tructura de a n illo  cerrado pueden l le v a r  sustitujrentes 

ta le s  como h id roxilo , halógeno, n itro , a lcoxi in fe r io r ,  

alóanoiloxi in fe r io r  y sim ilares. Exclusivamente para 

25 ilu strac ió n , y sin  lim itación , los siguientes están en

-  19 -19-5-73
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t re  lo s aldehidos aquí considerados: acetaldehido, ero 

tonaldekido, fu r fu ra l,  c ic lopentilacetaldeh ido, va in i­

l l in a ,  veratraldeh ido , benzofanona, benzaldeliido, s a l i -  

cila ld eb id o , pir&doxal y sim ilares, í'ambién estos pro­
ductos forman solvatos.

Es de importancia observar que e l  a n tib ió ti­

co 0-52 y sus sa les de adición de ácido, como muchos 

otros an tib ió tico s  de aminoglicósido, forman hidratos 

y so lvatos que pueden ser d i f íc i le s  de romper. Los pro 

ductos aislados contienen agua o d iso lvente, usualmen— 

te  aproximadamente un mol por mol de an tib ió tico . En su 

mayoría, pueden se r  u tilizad o s en forma solvatada o h i 

dratada, con ajuste adecuado del contenido de a n tib ió ti  
co.

En la  siguiente tab la  1 se exponen comparacio

nes cromatográficas daLantibiótico G—52 con otros an ti­

b ió ticos de aminoglicósido representativos.

19-6-73 -  20 -
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6742
Pro-piedades biológicas del antib iótico  G-52 

Actividad antibactsriana in v itro  

Concentración inhibidora m-fnlma.

Organismo ___________________  CIM (mog/ml)

Staphylococcus aureus 209P 0 ,3

Staphylococcus aureus 45 0 ,8

Streptococcus pyogenes C 25

Escheriohia c o ii 11775 3,0

Escheriohia c o li  578 7,5

K leb sie lla  pneuaoniae Ad 17 -kR 0,8

Proteus m irab ilis  8019 7,5

Pseudomonas aeruginosa 236-GR 25

Pseudomonas aeruginosa 130-G-R 25

Salmonella paratyphi 13311 17,5

Medio de ensayo: caldo de fosfato  de tr ip to sa  a pH 7 ,2 .

19 - 6-73 -  22 -
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Actividad in vivo del an tib iótico  G-52 en ratones 

Actividad protectora8.

Organismo Vía de DPj-0 (mg/kg)
tratamiento ______

Staphylococcus aureus Cray S.C. 2,5

Excherichia c o li S.C. 2,5

Pseudomonas aeruginosa S.C. 1 ,5

Toxicidad aguda*5

Vía D:L50 (mg/kg)

I .v . 50

S.C. 400

I.P . 200

(a) Ratones (Carworth Parras CP-1, que pesaban aproxima 

damente 18 -  20 gramos) son tratados con una sola dosis 

de antib iótico  (su lfa to ) una ( l)  hora después de una in  

feoción in traperitoneal con una cantidad le t a l  (10  ̂ o r­

ganismos) del organismo infeccioso. El número de super­

vivien tes se determina 48 horas tra s  la  infección, y 

lo s datos son analizados por métodos probit normaliza­

dos, para determinar los valores DPcjq con lím ites de 

confianza del 95

19-6-73 -  23 -
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("b) l a  toxicidad aguda del an tib iótico  0-52 en forma 

de s a l su lfa to  es determinada de la  manera normaliza­

da, por administración del an tib iótico  a ratones (CE-l) 

intravenosa, subcutánea e intraperitonealm ente„ lo s  

resultados son analizados por métodos probit normaliza 

dos, para determinar los valores DI^q con lím ites de 

confianza del 9 5fa»

lo s  ejemplos siguientes exponen la  mejor fo r  • 

ma de efectu ar la  invención.,

Ejemplo 1

Fermentación de Micromonospora zionensis en depósito

A. Etapa de germinación;

Inocúlese una serie  de matraces de 300 mi, conteniendo 

15 cada uno 100 mi de medio e s t é r i l  (véase Medio A más ade_

la n te ) , usando un inoculador lleno de M, zionensis pro, 

cedente de un cu ltivo  inclinado en agar» Incúbense los  

matraces con agitación continua durante de aproximada­

mente 2 a aproximadamente 4 d ías, hasta que se obtenga 

20 un crecimiento vigoroso, la  incubación se efectúa pre­

feriblemente con agitación ro ta tiv a  continua, a aproxi­

madamente 2 5 0 -a 300 rpm, a aproximadamente 35-Ca

B. Segunda etapa de germinación:

tran sfié ran se  25 mi del inóculo preparado en la  etapa * 

25 A a una serie  de matraces Erlenmeyer de 2 l i t r o s  que

19 - 6-73 24 -
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contienen 500 mi de Medio A e s té r i l .  Incúbese este me­

dio con agitación ro ta tiva  como se ha descrito en la  

etapa A, preferiblemente a 28 2C, hasta que se obtenga 

un crecimiento vigoroso»

C. Etapa de fermentación:
Transfiéranse 500 mi del cu ltivo  germinado a cada uno 

de una serie  de termentadores de 14 l i t r o s ,  que contie 

nen 10 l i t r o s  de medio de fermentación (véase Medio B 

más adelante), y ferméntese la  mezcla con agitación a 

de aproximadamente 200 a aproximadamente 500 rpm, de 

preferencia a aproximadamente 400 rpm, a una temperatu 

ra  comprendida entre 262C y 382C, preferiblemente a 

3520 , y con aireación a aproximadamente 3 a 5 litros/m i­

nuto» Determínense los medios a in tervalos convenien­

tes  tra s  la s  primeras 24 horas, continúese la  fermenta 

ción hasta que se aleence e l  pico de actividad antibió  

t ic a ,  y recoléctese la  mezcla an tib ió tica  como se des­

cribe en e l  Ejemplo 2»

-  25 -



Medio A

Sacarosa 25 gramos
líquido de maceración de maíz 
(secado porpulverización)

5 gramos

e Extracto de levadura 5 gramos

Amina N-Z (S lie ffie ld  Onemical 
Company)

5 gramos

Carbonato cálcico 5 gramos
Agua corriente 1000 mi

10
Medio B

Harina de so ja 30 gramos
Dextrina de patata 500 gramos
Dextrosa 5 gramos
Edamin (S h effie ld  Chemical Company) 5 gramos

15 Carbonato cálcico 7 gramos
Su lfato  ferroso 10' moles/l
Cloruro de cobalto 10' moles/l
Agua corriente 1000 mi

20
Ejemplo 2 -

Aislamiento del producto antibióticamente activo

Añádanse 380 g de ácido oxálico a 60 l i t r o s  de 

caldo de fermentación, y ajústese a pH 2 con ácido su l­

fú rico  6N. Agítese la  mezcla durante aproximadamente 20 

25 minutos, y f í l t r e s e ,  lávese la  to r ta  m iceliar con agua,

19-6-73 -  26 -
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10

y combínese e l f iltra d o  transparente con los lavados mi 

c e lla re s . Ajústese e l  pH a 7 con liidróxido amónico 6N, 

Cárguese e l  f i l t ra d o , con agitación, a una resina ín te r  

cambiadora de cationes, A m berlite®  IRC-50, en forma 

amónica, cantidad de resina 500-700 g„ F íltre se  para e l i  

minar la  resina, lávese la  resina con agua, y elúyase 

con nidróxido amónico 2K, Concéntrese e l  eluato a apro­

ximadamente 100 mi y l io f i l íc e s e ,  para obtener e l com­
plejo  an tib ió tico .

l a  cromatografía en papel de este m ateria l, 

en e l  sistema de cloroformo:metanol:nidróxído amónico 

a l 17?» (2 :1:1  v/v), reve la  que consiste sustancialmen­

te  en sisomicina y an tio ió tico  G— 52, con determinación 

de 300 mcg/mg.

Ejemplo 3

Separación del producto antibfóticamente activo

Suspéndanse 1000 g de gel de s í l ic e  en la  ia  

se in fe r io r  de un sistema disolvente compuesto por cío. 

roformosisopropanol: liidróxido amónico concentrado 

(2 : 1:1 v/v), y agítese en una columna de v id rio  que t ie  

ne un diámetro ex terio r de aproximadamente 5 om. la  a l  

tu ra  del gel de s í l ic e  sedimentado es de aproximadamen 

te 100 cm. Disuélvanse en agua 12,4  g del complejo an­
tib ió t ic o , preparado como se lia descrito en e l Ejemplo

-  27 -
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2 , y suspéndanse con aproximadamente 100 g úe gel de sí, 

l i c e .  Cárguese en ia  parte superior de ia  columna la  re 

sina que contiene e l  complejo an tib ió tico . Pásese la  fa  

se in fe r io r  del sistema disolvente antes descrito a t ra  

vés de ia  columna, a velocidad de aproximadamente 1 mi 

por minuto, y recójanse tracciones de 10 mi.

Cromatografíase una porción ae cada fracción  

(por duplicado) en e l  siguiente sistema d isolvente: cío 

roformo:metanol:Mdróxido amónico a l  ITfi ( 2 : 1:1 v/v).

E l m aterial deseado está  situado usualmente entre las  

fracciones 600 a 790. El cromatograma es sometido a pul 

verización con reactivo  niniiidrina, para confirmar la  

situación de la s  fracciones positivas a la  niniiidrina. 

El segundo cromatograma (duplicado) es Dioautografiado 

en una placa d.e agar sembrada con Stapliylooocous aureus 

A.'il.C.C. ó538p , para confirmar que las  fracciones posi 

t iv a s  a la  niniiidrina son biológicamente activas.

Combínense las  fracciones apropiadas, concén 

trese  y i io f i l ic e s e ,  para obtener an tib iótico  £-52 y s i  

somicina, siendo e l  menos polar (primero en s a li r )  e l  

an tib ió tico  G-52

Ejemplo 4

Preparación de su lfato  de an tib iótico  G-p2

Disuélvanse 800 mg de an tib ió tico  G-p2 en 100
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416742
mi de agua, y ajústese e l  pH a 4 ,2  con ácido su lfú rico . 

Agítese la  solución con carbón vegetal activado, p re fe ­

riblemente Darco G-60 (Atlas Powder Company, - Wilmington, 

Delaware), durante aproximadamente 1 ñora, y f í l t r e s e ,  

Concóntrese e l  f i l t ra d o , y añádase a un exceso (10  volú 

menes) de metanol. f i l t r a s e  e l precipitado resu ltan te , 

para obtener aproximadamente 1 ,0  g del producto del t i  
tu lo , con determinación de 660 mcg/mg0

10

15

20

25

Preparación de anti p á t ic o  G-p2 como basa

Disuélvase en aproximadamente 10 mi de agua 

una porción de 800 mg de su lfa to  de an tib ió tico  G-52, 

preparado como se lia descrito en e l Ejemplo 4 , y cár- 

guese en una columna de resina íntercambiadora de anio 

nes Amberlite IRA-401S (QET), que tiene la s  siguientes  

dimensiones: a ltu ra , 25 cm; diámetro e x te r io r , 2 m . 

Elúyase la  columna con agua, concéntrese e l eluato has 

ta  aproximadamente 10 mi, y l io í i l ic e s e  para obtener 

aproximadamente 487 mg del producto del t í t u lo ,  que t ie  

ne una potencia de aproximadamente 1000 mcg/mg.

El nuevo producto antibióticamente ac tivo , es 

pecialmente e l  an tib iótico  0-52 y sus derivados farma­

céuticamente ac tivo s, así como e l an tib ió tico  0-52 que 

comprende sisomicma, o los derivados íarmacéuticamen-

19 -6 -7 3 29 -
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te  aceptables de dichos an tib ió ticos, pueden ser ap lica  

dos tóp ica , paranteral, o ra l y rectalmente. Pueden ser 

aplicados tópicamente en forma de ungüentos, tanto h i­

d ró filo s  como hidrófobos, en forma de lociones que pue 

5 den ser acuosas, no acuosas o del tipo de emulsión, o

en forma de cremas. Vehículos farmacáüticos ú t ile s  en 

la  preparación de ta le s  formulaciones inc lu irán , por ójem 

pío, sustancias ta le s  como agua, ace ites , grasas, poli, 

áste res , p o lio les  y sim ilares, lo s  derivados de base de 

10 Sch iff-oxazo lid ina  son particularmente ventajosos para 

preparar formulaciones tópicas no acuosas, ya que ta le s  

derivados presentan compatioilidad con ios vehículos fa r  

macáuticos generalmente usados en ta le s  preparaciones.

En general, la s  preparaciones tópicas conten- 

15 drán de aproximadamente 0 ,1  a aproximadamente 3,0  g de

an tib ió tico  por 100 g de ungüento, crema o loción, la s  

preparaciones tóp icas, por lo  general, son aplicadas 

suavemente a la s  lesiones, de aproximadamente 2 a apro 

ximadamente 5 veces a l d ía.

20 lo s  productos pueden ser también administra­

dos oralmente en forma de cápsulas, tab le tas y. e lix ire s .  

Guando son administrados a s í, son especialmente e fica ­

ces en e l  tratamiento de las  d iarreas causadas por in­

fección g a stro in testin a l por microorganismos suscepti- 

25 b les.
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Los productos antibióticamente activos de la  

invención pueden ser u tilizad os en forma líq u id a , ta l  

como soluciones, suspensiones y sim ilares, para uso ó t i  

co y óptico, y también pueden ser administrados paren- 

5 teralmente por inyección intramuscular, la  solución o

suspensión inyectable será administrada' usualmente a de 

aproximadamente 1 mg a aproximadamente 5 mg de antibió  

tico s  por kilogramo de peso del cuerpo, por d ía, d iv i­

dida en de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 dosis.

10 En cualquier.forma, la  dosis precisa depende en gran me

dida de la  etapa y severidad de la  infección, la  suscep_ 

t ib ilid a d  del organismo infectante a l  a n tib ió tico , y 

la s  caracte rís ticas  individuales de la  especie animal 

que se esté tratando.
15 El siguiente Ejemplo A expone los ingredien­

te s  y ©i procedimiento para preparar una solución inyec_ 

tab le .

19-6-73 -  31 -
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Ejemplo A

Solución inyectable
Por v ia l  
de 2 .0  mlK Por 50 l i t r o s 36

5 Su lfato  de an tib iótico  0-52 84,0  mg 2100,0  g
Metilparabén, USP 3,6  mg 90,0  g
Propilparabén, USP 0,4  mg 10,0  g
B isu lfito  sódico, USP 6,4 mg 160, g
Etilendiam intetraacetato

10 disódico dibidratado, R.ff, 0 ,2  mg 5,0 g
Agua para inyección, USP,

c .s .  para 2 ,0  mi 50,0 l i t r o s

36 Incluye un exceso cíe carga del 5 para manufactura

15 Método: para una tanda de 50 ,0 l i t r o s

Cárguense aproximadamente 35 l i t r o s de agua pa-
ra  inyección en un recip iente encamisado de acero inoxida 

b le , adecuado, y caliéntese a aproximadamente 7020. Car- 

guénse e l  metilparabén y propilparabén en e l agua para in 

20 yección calentada, y disuélvase con agitación. Cuando los  

parabán están completamente disueltos enfriese e l  conteni 

do del depósito basta 25-302C, haciendo c ircu la r agua f i í a  

por la  camisa del depósito. Hágase burbujear nitrógeno ga 

seoso por la  solución durante a l  menos 10 minutos, y man- 

25 téngase cubierta con nitrógeno durante e l  tratamiento sub
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siguiente. Cárguensen y disuélvanse e l EDTA disódico y 

b is u lf ito  sódico. Gái’guese y disuélvase e l  su lfato  de an 

tib ió tic o  G-52. Llévese e l volumen de la  tanda basta 

50,0 l i t r o s ,  con agua para inyección, y agítese basta bo 

5 mogeneidad.
Bajo condiciones e s té r i le s , f í l t r e s e  la  solu­

ción a través de un f i l t r o  retenedor de bacterias adecúa 

do, recogiendo e l f i ltra d o  en un depósito de llenado.

Llénense con e l producto, asépticamente, v ia le s  

10 e s té r i le s  para dosis m iíltip le, exentos de pirógenos, tá ­

pense y ciérrense herméticamente.

Ejemplo B

Ungüento de antib iótico

15 Antibiótico G-52 base LO S
Petrolato 990 g

Método

(1) Pándase e l  p etro lato .
(2) Mézclese an tib iótico  G-52 base con aproxi

20 madamente 10$ del petro lato  fundido.
(3) Pásese la  mezcla an tib iótico  -  petrolato  

a través de un molino coloidal.

(4) Añádase e l  resto  del p etro la to , y enfríese  

la  mezcla basta que se baga semisólida. En esta  etapa e l

25 producto puede ser puesto en recip ientes adecuados.
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Cápsulas da gelatina  
dura

Antibiótico G-52 
( su lfa to )

Lactosa, polvo 
impalpable

Cápsula^de Cápsula^de Cápsula^de
10 mg; 25 mgg 100 mg

10,50  mg 26,25 mg 105,00 mg

Estearato de magnesio
238,50 mg 222,75 mg 144,00 mg

1,00  mg 1,00  mg 1,00  mg 

s  Basado en potencia del 100$, más 5$ de exceso de carga 

para manufactura

Mézclense la  lactosa y e l  an tib ió tico  G-52 en 

10 un recip iente de mezcla de tamaño adecuado. Básese la  mez 

c ía  por un molino, devuélvase e l  recip iente de mezcla y 

mézclese de nuevo. Premézclese e l  estearato de magnesio 

con una porción de la  mezcla de lac to sa -an tib ió tico , y 

mézclese luego en la  to ta lid ad  de la  tanda. Llénense cáp_ 

15 sulas de gelatina vacías, usando equipo de encapsular 

adecuado.

19-6-73 -  34 -



416742
REIVINDICACIONES

5 Los puntos de invención propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta so lic itu d  de Pa­
tente de Invención en España, por VEINTE años, son los  
que se recogen en la s  reivindicaciones siguientes:

1 3 . -  Procedimiento para preparar por ferménta­
lo  ción un producto ántibióticamente activo que contiene an

tib ió tic o  G-52 y sisomicina, que comprende c u ltiva r un 
, microorganismo de la  especie Micromonospora zionensis en 

un medio nutriente acuoso, bajo condiciones aerobias, ha£ 
ta  qué se cominique a dicho medio una sustancial a c t iv i-  

15 dad an tib ió tica , y a is la r  de é l a l menos una actividad an
tibiótieamente activa , en forma lib re  o en forma de un de 
rivado funcional farmacéuticamente aceptable,

23 ,- Procedimiento según la  reivindicación  la ,  
donde e l microorganismo es cultivado en un medio nutrien  

20 ’ te  que contiene fuentes asim ilables de a l menos nitrógeno
y carbono, bajo condiciones aerobias sumergidas.

3a.- Proce iniento según la s  reivindicaciones  
l s  ó 23, donde e l cu ltivo  se efectúa a una temperatura 
de 23 a 3830.

25 49.-  Procedimiento según la  reivindicación  3a,

9.75 35 -
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donde la  temperatura as 352c.

59.- Procedimiento según cualquiera de la s re i  
vindicaciones l fi a 4a, donde e l cultivo se efectúa a un 
pH de 6,5 a 8 , 3 .

6a ,-  Procedimiento según la  reivindicación 5§, 
donde e l cultivo se efectúa a un pH de 7 , 2.

7a»“  Procedimiento según cualquiera de la s rei 
vindicaciones la a 6a, donde e l microorganismo de la  es­
pecie Micromonoañora zionensis es la  cepa designada NRRL 
5466.

8a,- Procedimiento según cualquiera de las rei 
vindicaciones la  a 72 , donde e l producto antibióticamen- 
te activo es recuperado del medio de fermentación.

9®.- Procedimiento según cualquiera de la s rei 
vindicaciones 1§ a 8s, donde la  reouperaoión comprende 

ac id ificar  e l medio de fermentación, separar cié é l e l mi 
eolio , neutralizar e l medio de fermentación, extraer y 
a is la r  e l producto antibióticamente activo.

10a*— Procedimiento según cualquiera de las rei 
vindicaciones la  a 9a, donde e l producto antibáticamen­
te activo, antes de o subsiguientemente a l aislamiento, 
es convertido en un uerivado funcional farmacéuticamen­
te aceptable.

l i s . -  Procedimiento según las reivindicaciones 
9a ó 10s, donde e l antibiótico G-52, que tiene en forma
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lib re  la  fórmula estereoquímicas

es aislado en forma lib re  o en forma de sus derivados fun 

cionales farmacéuticamente aceptables.
1 2 s ,-  Procedimiento según cualquiera de las  

reivindicaciones 9- o 10§» donde se a ís la  sisomicina en 

forma lib re  o en forma de sus derivados funcionales fa r ­

macéuticamente .aceptables.
13 § .-  Procedimiento según cualquiera de las  r e i  

vindicaciones 9§ o 10§, donde una mezcla consistente en 

antib iótico  G-52 y sisomicina es aislada en forma lib re  

o en forma de sus derivados funcionales farmacéuticamen 

te  aceptables..
14 S ,-  Procedimiento según cualquiera de la s  r e i  

-  37 -
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vindicaciones 10a a 13 a, donde e l derivado funcional fa r  
macéuticamente aceptable es una sa l de adición de ácido, 
o un solvato de e lla .

15'-.- Procedimiento según la  reivindicación  
14 - , donde la  sa l de adición de ácido es e l su lfato .

16 3 .-  Procedimiento según cualquiera de la s  
reivindicaciones 103 a 13a, donde e l derivado funcional 
farmacéuticamente aceptable es un hidrato.

17 a. -  Procedimiento según cualquiera de las  
reivindicaciones 103 a 13a, donde e l derivado funcional 
farmacéuticamente aceptable es un solvato.

1 8 3 . -  Procedimiento según cualquiera de la s  re i  
vindicaciones 103 a 13a, donde e l derivado funcional f a r ­
macéuticamente aceptable es un derivado de base de S c h iff-  
-oxazolidina, o un solvato del mismo.

19 a. -  Procedimiento para preparar por fementa- 
ción un producto antibioticamente activo que contiene an 
t ib ió tic o  G—52 y sisomicina.

Pal y como se ha descrito  en la  Memoria que an 
tecede, representado en los dibujos que se acompañan y pa 
ra  lo s fin es que se han especificado.

Esta Memoria consta de tre in ta  y ocho hojas es 
c rita s  a máquina por una sola cara.

Madrid, \ 1 SET. W S 1 ‘
PíA,

F ers^ o  de ESzab
Por Poder. un»

9 .9 .75
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