
Casé No.25.185

ALQUILADOS DEL ANTIBIOTICO BMl23.

Soáci& m U: AMERICAN CYANAMID COMPANV , entidad norteameric ana, 

residente en Berdan Avenue, Township o f Wayne, 

Estado de New Jersey, EE.UU. de A.

M • 1

BAD ORIGINAL



1

La presente invención se relaciona con un nuevo gru~ 

po de a n tib ió ticos  y, más particularmente, se relaciona con 

una nueva serie  de agentes antibacterianos patentes que de­

rivan de una a lqu ilac ión  reductiva del an tib ió tico  BM123Y 

con un aldehido o cetona de la s  sigu iente fórmulas genera­

CHO

0

R2-C“R3
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donde es hidrógeno* a lqu ilo  in fe r io r ,  a lqu ilo  in fe r io r  

halo substitu ido, alquenilo in fe r io r ,  fe n ilo ,  fe n ilo  mono- 

substitu ido, fe n ila lq u ilo  in fe r io r ,  2- fu r i lb ,  2- fu r i lo  me- 

t i l  substitu ido, 2- t ie n i lo ,  2- t ie n i lo  m etil substitu ido, 

2-p x r r ilo , 2—p ir r i lo  m etil substitu ido, 2- p i r id i lo  o 2-  

quinpdllo,* R2 es a lqu ilo  in fe r io r ,  a lqu ilo  in fe r io r  halo

istitu ido  o fe n ila lq u ilo  in fe r io r ]  Rg es a lqu ilo  in fe r io r ,

a lqu ilo  in fe r io r  halo substitu ido, a lquen ilo  in fe r io r ,  c i -  

c loa lqu ilo  in fe r io r ,  fe n ilo ,  fe n ilo  monosubstituido, fe m l  

a lqu ilo  in fe r io r  o f e n i l  monosubstituido a lqu ilo  in fe r io r ]  

y R y R. tomados juntamente representan tetram etileno, 

pentametileno o hexametileno'. Grupos a lq u ilo  in fe r io r  y a l­

qu ilo  in fe r io r  halo substitu idos apropiados contemplados 

por la  presente invención son aquellos que tienen hasta 6 

átomos de carbono en donde halo es e jem p lificado por c lo ro , 

bromo, e iodo ta le s  como m etilo , e t i l o ,  isop rop ilo , s-bu- 

t i l o ,  n-amilo, d ic lorom etilo , 2-brom oetilo, 2, 3-d iiodopro- 

p i lo ,  y -c lo rop rop ilo , e tc . Grupos alquen ilo  in fe r io r  apro­

piados son aquellos que tienen  hasta 4 átomos de carbono 

ta le s  como v in i lo ,  a l i lo ,  propenilo, isopropen ilo , 1-bute- 

n ilo ,  2-bu ten ilo , 3-bu ten ilo , isobu ten ilo , e tc . Grupos de 

c ic lo a lq u ilo  in fe r io r  apropiados son c ic lo p en tilo , c ic lo -  

h ex ilo , y c ic lo h e p t ilo . Grupos fe n i lo  monosubstituidos 

apropiados contemplados por la  presente invención son, por 

ejemplo, n-ace.tamidofcnilo, m -n itro fen ilo , m-mercaptofeni-
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lo ,  -o -an is ilo , £-a h is ilo , o - t o l i ló ,  g - t o l l lo ' y sim ilares 

en donde fe n i lo  a lqu ilo  in fe r io r  es e jem p lificado por ben» 

c i lo ,  a - fe n i le t i lo ,  y p - fc n i le t i lo .  Grupos f e n i l  monosubs- 

t itu id o s  a lqu ilo  in fe r io r  apropiados pueden ser. o, m, ó j>- 

c lo roben e ilo , tt-(j3-an iinofen il) e t i lo ,  p -(m -n itro fen iÍL )e tilo , 

e tc . Grupos 2 - fu r ilo  m etil substitu idos, 2- t ié n i lo ,  y 2-p i- 

r r i l o  apropiados que pueden emplearse son, por ejemplo, )”  

m e t i l-2- fu r i lo ,  3 , 4-d in ie t il-2- fu r i lo ,  4-m e t il-2“t i e n i lo ,  

3 , 5-d im e t il-2“t i e n i lo ,  5-m e t il-2- p i r r i lo ,  1 , 3 ,4 -tr im e t il-  

2- p i r r i ío ,  y .s im ilares.

El procedimiento de a lqu ilac ión  reductiva p¿r e l  bual 

pueden prepararse lo s  nuevos agentes antibacterianos de la  

presente invención se l le v a  a cabo como sigue. Se disuelve 

a n tib ió t ic o  BM123.Y» 8*0.231^* 6 BI4123y 2 en un solvente apro­

piado t a l  conio agua, metanol, n iq tilcelloso l.vé, o mezclas 

de lo s  mismos, se agrega luego una cantidad en exceso de 

una cantidad equimolar del deseado aldehido o cetona se­

guido por la  adición de una su fic ien c ia  reductiva de d a ­

ño borohidruro de sod io. El pH de ¿a mezcla de reacción se 

mantiene a 6, 0- 8,0 con ácido mineral d ilu ido  .durante e l  

curso de la  reacción» Luego de 1 a 24 hr .a temperatura 

ambiente ( (1Q«-35°C), la  mezcla de reacción se evapora 

hasta sequedad en vacío  y e l  residuo se tr itu ra  con meta­

nol y se’ f i l t r a • E l f i l t r a d o  se d iluye con acetona y e l 

producto só lid o  que se p rec ip ita  se separa por f i l t r a c ió n



y se soca en vac io .

Aldehidos que pueden as i emplearse en e l  procedimien­

to  precedente son, por' ejemplo, acctaldehidó, propionalde- 

hido, butiraldehido, is obutira ldeh ido, ciotónaldehido, va- 

lera ldeh ido , bcnzaldehido, _o-cianobenzaldehido, s a l i c i l a l -  

dehido, cinamaldehido, tr ic lo roace ta ld eh id o , e tc , Cetonas 

que pueden as í emplearse en e l procedimiento precedente 

son, por ejemplo, acetona, 2—butanona, ;1 , 3—dibroraoacetona, 

cloroacetona, acctofenona, m-cloroacctofenona, js-bromoace- 

tofenona, jg -tr iflu om etila cc to fen on a , m-nitroacetofenona, 

_g-dimetilaminoacetofenona, e tc .

Los productos so obtienen a p a r t ir  de la s  mételas 

de reacción de a lqu ilac ión  reductiva mediante procedimien­

tos  convencionales ta le s  como p rec ip itac ión , concentración, 

extracción por solvente o combinaciones de estos procedi­

mientos. Luego de a is lac ión , lo s  productos pueden p u r ific a r ­

se mediante cualquiera de lo o  métodos generalmente conoci­

dos para p u rifica c ión . Estos incluyen re c r is ta liza c ió n  con 

d iversos solventes y sistemas de solventes mixtos, té cn i-  

' cas cromatográficas, y d istribución  a contracorriente,, to ­

dos lo s  cuales se emplean generalmente para este propósi­

to .

Los agentes antibacterianos novedosos de la  presen­

te  invención son bases orgánicas y por lo  tan to son capa­

ces de formar sales de adición de ácido con una variedad



de reactivos  formadores de sa les orgánicos e inorgánicos. 

A s íj sa les de adición do ácido, formadas pOr mezcla, de, la  

base l ib r e  antibacteriana con hasta tr e s  eqüiválerites de

m  ácido, preferib lem ente en un solvente neutro, son fo r -
)

5 * madas con ácidos ta le s  cono ácido su lfú rico , fo s fó r ic o , fu—

márico, ta r tá r ic o , a cético , benzoico, glucóriicó, ascórbi*» 

co, y ácidos relacionados. Las sales de adición de ¿citío 

de lo s  agentes antibacterianos de la  presente invención

son, en general, só lidos  c r is ta lin o s  Relativamente solu-

1 0 . b les  en agua, metanol y etanol pero son reiativam ente in »

solubles en. solventes orgánicos nó polares ta le s  como d io - 

t i l  é te r , benceno, tolueno, y s im ila res . Para propósitos 

de la  presente invención, la s  bases lib í-es an tibacteria les  

son equivalentes a sus sales de adición de ácido no tó x i-  

1 5 . ' cas. .

- 5

Los an tib ió ticos  designados BMl'23p1j 8M123p2, BM123Y-L 

y BM123y 2 se forman durante e l  cu lt iv o  bajo condiciones con­

tro ladas  de una hueva cepa de una especie indeterminada de 

Hoca.rdia. Seta -nueva cepa productora de a n tib ió t ico  fue 

aislada de una muestra de t ie r r a  de ja rd ín  recogida en
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Oceola, Iowa, y es mantenida en la  colección  de cu lt iv o  de 

Lederlc Laboratories División^ American Cyanamid Company, 

Pearl R iver, New York, como Cu ltivo  ií° BM123» Un cu lt iv o  

v iab le  del nuevo microorganismo ha sido depositado en e l 

5. Laboratorio do Colección de C u ltivo , Northern Ifb iliza tion .

research and Devclopment D iv is ión , United States Department 

o f Agricu ltu re, Peoria, I l l in o i s ,  y ha sido agregado sü co­

lecc ión  permanente. Es libremente asequible a l público en 

este  depósito bajo su número de accesión NRRL 5646. De aquí 

10* en adelante MB123p se r e f ie r e  a una mezcla en cualquier pro­

porción de Bí-2123p̂  Y B M 1 2 3 0 ? bm123y se r e f ie r e  a una mez­

c la  en cualquier proporción de BM123Y^» y BK123y 2*

La sigu iente es una descripción general del microor­

ganismo Nocardia sp .t NRRL 5646 en bade a ca ra c te r ís tica s  

X5 # de diagnóstico observadas. Las observaciones ce h icieron

de la s  ca rac te r ís tica s  cu ltu ra les, f is io ló g ic a s ,  y m orfoló­

g icas del organismo de acuerdo con lo s  métodos detallados 

por S h ir lin g  y G o ttlieb , In ternat, Lourn, o f Syst. Bacte- 

r i o l .  16:213-240 (1966) . La composición química del c u lt i -  

20. vo se determinó mediante lo s  procedimientos indicados por

Lecheva lier y -o tros , Advan, Appl. M icrob io l, 3j¿:47~72 (1971) • 

Los co lores descrip tivos  subrayados y la s  designaciones 

de brizna de co lo r son tomadas de Jacobson y o tros , Color 

Harmony Manual , 3ra. ed. (1948), Container Corp. o f Ame­

r ic a ,  Chicago, I l l i n o i s ,  Los d e ta lle s  descrip tivos  son re -25.
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gistrados en la s  Tablas I  a V seguidamente. ,

Cantidad de D esarro llo

Moderado en extracto  de levadura, asparagina dex- 

trosa , úgarós- de Benedict, Bcnnett, p at at a-dext r  os a y 

Weinstein; le v e  en ágarea de Hickey y Tresner, pasta de to ­

mate, harina de avena, y pabíum, y un in d ic io  de desarro­

l l o  en cales inorgánicas-alnidón, ágarés de.copos de ave­

na de Kuster, solución de Czapok, y arroz*

M ice lio  Aereo
, i' ■

; M ice lio  áéreo blancuzco cuando estñ presente; pro-
, j

ducido solamente en escbracto de levadura, asparagina-dex- 

trosa,. ágares de Benedict, Bcnnett, y patata—dexfcrosa, 

Pl^Eisutos Solubles

No se produjeron pigmentos solubles ••

C olor de reverso

Inco loro  a tonos am arillentos»

Reacciones F is io ló g ica s  Micelanoas

Ninguna licu e facc ión  de ge la tin a ; n itra tos  reduci­

dos a n it r i t o s  en 7 d ías; pigmentos de melanoide no forma­

dos en ógar de. peptona-hierro; ninguna peptonización o 

fornación de grumos en leche púrpura; to le ran c ia  de NaCl 

en Sgár de extractó  de levadura y 4$ peco , < 7%% tempera­

tura óptima de desarro llo  32°C» U tiliza c ió n  de fuente de 

carbón,' de acuerdo, con e l móüodó de Pridham and Gootlieb 

J j j • B acter io ly  56*107-114 (19487 como sigue; buena u t i l i -



zacifin de g l ic e r o l ,  sa lic in a , d-trehalosa y dcxbrosaj u t i­

liza c ión  regular de i - in o s i t o l j  y pobre a ninguna u t i l i z a -
t , i

ción de cl-fructosa, maltosa, adon ito l, ¿-arabinosa, la c to ­

sa, d-manitol, d-m elibiosa, d -rafinósa, 1-ramndsa, sucaro- 

5» ea y d -x ilo sa .

Composición Química

SI organismo pertenece a l t ip o  de pared ce lu la r XV, 

es d ec ir contiene ácido meso-2, 6-diaminopimélico y tien e  

un diseño de azúcar de cé lu la  to ta l  t ip o  A¡ eé d ec ir , con- 

10 . t ien e  arabinosa y ga lactosa . Extractos de cé lu las to ta le s
í

metiladas, cuando se someten a cromatografía de gas, demos­

traron diseños de ácido grano sim ilares a aquellos produci­

dos por ílocard ia. asteroides Ai’CC 3308. .
L .

Kicrom orfología

El m ice lio  aéreo surge de m ice lio  de substrato ,como 

elementos flexuosos moderadamente largos'escasamente rami­

ficados que comúnmente terminan en esp ira les  p rim itivos 

alargados , Los elementos flexuosos están irregularm ente 

segmentados en secciones cortas e l íp t ic a s  a c ilin d r ic a s  

(esporos?) que'se desarticulan fácilm ente. Las porciones 

term inales de esp ira les  están menos claramente segmentadas. 

Los segmentos generalmente varían de 0-, 8-l¿7 ,uni x 0,3"*0,5 

,ua, promedianto 0,4  jum x 1 ,2  ,¡um.

Diagnésis

Las ca rac te r ís tica s  m orfológicas dpi C u ltivo  K°

— 3 —

15.

20.

25.
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DM1Z3 son d i f í c i l e s  de observar e in terp retar debido a l 

pobre desarro llo  de m ice lio  aéreo en la  mayoría de los  

medios. P o r .lo  tan to, se da considerable importancia, de­

bido a la  necesidad, a l an á lis is  químico para determinar' 

la  re lac ión .genérica  dél organismo. En base a l sistema 

propuesto por Lechevalier y o tros, e l C u ltivo  N° BM123 con­

tien e  ácido neso-2, 6-diaminopimélico eri sús célu las tóba­

le s  y e l  an á lis is  de azdcar demuestra que está presente 

arabinosa y galactosa. Por lo  tan to, e l  cu lt iv o  pertene­

ce a l t ip o  de pared ce lu la r XV. Una comparación del d i­

seño de cromatografía de gao del C u ltivo  H° BM123 con' 

aquél de Hocardia asteroides AXCC 3308 muestra que lo s  

dos eran notablemente s im ilares . Otras ca rac te r ís tica s  

dé l C u ltivo  íl6 BM123 que están do acuerdo con e l  concep—. 

to  de ti ocar d i a o son su desarro llo  aéreo fragmentado en : 

c ie r to s  medios y la  t o ta l  auscncia.de desarro llo  aéreo' on 

la  mayoría de lo s  medios. En v irtud  de la  carencia de un 

c r i t e r io  adecuado para la  caracterización  de Hocardia a l 

n iv e l de especies, no se ha rea lizado en ningén in ten to 

de hacer esta determinación. Por lo  tanto, e l  cu lt iv o  IIo 

BM123 será considerado como úna especie indeterminada de 

Hocardia hasta que t a l  d iagnóstico sea fa c t ib le .
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TABLA _ I

C aracterís ticas de C u ltiv o de Nc

Incubación: 14 días Ten

Medio Cantidad M ice lio  Aereo
Crecimiento _Esporos

Pigme
Solub

Agar de extrae - 
to  do. levadura.

Moderado M ice lio  aereo 
blancuzco, le v e

llingu

Agar ¿iickoy'-y . 
Tresner Leve Sin m ice lio  

aereo
Ningún

Agar do Aspara : 
gina doxtrosa

Moderado In d ic io  de n i ' 
c e l io  aereo 
blancuzco

Ningún

Agar de Benedict Moderado M ice lio  aereo -i 
blancuzco l e ­
ve

. Ningún

Agar de'Bonnett . Moderado V es t ig io  de 
n ic e l io  aeree 
blancuzco

. Ningún

Agar do almi­
dón sa les  in -

V es tig io Sin n ic e l io  
aereo

Ningún

brgánicos



TABLA I

5 C u ltiv  o de Hocardia sp. NEicL 564.6

L4 c ías Temperatura: 32°C

.0 Aereo 
ro
iros

Pigmento
Soluble

Colorde
Reverso C-b s er vaei on e s

aereo 
so, le v e

ITinguno KGStaza 
(3  i e )

Areas oscurecidas on 
m ice lio  de substrato. 
Corenios formados en 
m ice lio  su p e r fic ia l

¡ l io Ninguno
In co lo ro  Areas p e r ifé r ic a s  de 

a co lon ias que se vuel 
verde ama ven verde o liv a  
r i l le n to

de n i ' 
sroo
ICO

Ninguno Ambar 

. (3 l e )

S u p erfic ie  levemente 
arrugada

aereo 
so le -

. Ninguno Canela
raido

(4 ge)

Coréelos abundantenon 
te  formados en mice­
l i o  su p e r fic ia l

3 de 
aeree 

:o

Ninguno camello 

(3 i e )

S u perfic ie  levemente 
arrugada

j l i o Ninguno Inco loro



\
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i
r

Agar de copos de 
¿vena

In d ic io Sin r

Agar de solución 
Czapck

In d ic io Sin :

Agar do patata y 
deztroca

Moderado KiceJ
cuzcc

Aguí* de harina 
dd avena y pasta 
de .'t ornato

Leve ;Sin r

Agar de Pablun Leve' Sin c

Agar de-arroz In d ic io Sin n

Agar de Weinsfcein Moderado Sin r.



i TABLA I (Cont.)

io Sin n ic e l io aereo Hinguno In co lo ro

io Sin n ic e l io aereo Ninguno In co lo ro

ada ’ : K ic e l io  aereo blan 
cuzco le ve

Ninguno Camello 

(3 i e )  .

e :Sin n ic e l io aereo Ninguno In co lo ro

e' - ; Sin n ic e l io aereo Ninguno In co lo ro

i o ; ' - Sin n ic e l io aereo Ninguno In co lo ro

¿do Sin n ic e l io aereo Ninguno In co lo ro

am arillento
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• TABLA I I

M icronorfoloffia de Hocardia st>.i HRRL .-5646

Medio Estructura do M ice lio -aereo  
y/o esporiferos

El m ice lio  aereo surge de m ice lio  de 
substrato como elementos.flexuosos es­
casamente ram ificados que comúnmente 

■ - terminan alargados• Los elementos
flexuosos ostán'irrogularm onte ségmen- 

Agar de. tados en secciones cortas (esporos?)
' Extracto de que se desarticu lan fácilm ente.Las por­

ciones term inales de esp ira l est^n me- 
Levadura ‘ / • • • ,

nos-.claramente segmentadas. Los segmen­

tos  generalmente varían do 0 , 8- 1 ¿7 ^  
x 0,3—C,5 /un, prcóediáñdo 0,4 ,um X 1,2 

¿im.
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TABLA

Reacción F isio lóg ica  Mi

I I I  .. 

scelanc

Medio Poríodo do IncuLación Cantidad
de Cn

Gelatina 
Gelatina 
Caldo de l l i t r a -

7 d ía  a 
14 días 

7 días

Levo
Buena.

3uona

to  Cr,'iónico 

Caldo do n itra - 14 díac
Buena.

to  or(iónico

Afiar do pentona 
-h ie rro 24-48 hr

Buena

Locho púrpura 7 di as
Suena

Agar do extracte  
levadura roñe (4 , 7 d íac 1-

aderada

7, 10 y 13%) llaCl

i .. : -.



t

TABLA 

r ica  Mi

I I I  ..

scelanea de Nocardia sp. IJRRL 5646

antidad •de -ro c ia ign to  I'.caccióa r i s io ló -

Levc 
Buena. 

3ucná'

suena

Sin licu e fa cc ión
Sin licu e fa cc ión
n itra to s  reduci­
dos a n it r i t o s
n itra to s  reduci­
dos a n i t r i t o s

Buena Ningún pigmento
■ ’ : . do mclanina redu­

cido

Buena Sin pestoniaación
o fe  m ación de 
gruño

, aderada' To lerancia  de NaCl
r' - j  4% ?oro = 7%



TABLA IV

Diagrama d© U tiliza c ión  de Fuente de Carbono de Nocardia 

so. IIIJvL 5646

Incubación; 10 días Temperatura i 32°C

Fuente de Carbono U tiliza c ión  &

Adonitol 0

1-Arabinosa 0

G lic e ro l 3

d-Fructosa 1

i - In o o ito l 2

Lactosa 0

d-Manitol 0

Salic ina 2

d-tíe lib iosa 0

d-Rafinosa 0

Raanosa 0

Maltosa 1

Sucrosa 0

d-3tehalosa . 3
•mm

d-X ilosa 0

Desrtrosa 3

Control negativo 0

1c 3~ Buena u t iliz a c ió n  2— Aceptable u t iliz a c ió n  
pbre u t iliz a c ió n  0—Ninguna u tiliz a c ió n



TABLA V

Composición Química de Mocardia sp. NRRL 5646
- - »■■■ ....... ■ ■ ' r- _ -------1----- .■ .

Tipo de Pared Celular Constituyentes Principales

Tipo IV - neso-DAP, arabinosa, ga­
lactosa

. La aproducción de BI'I123p y BMÍ23y está limitada a 

este organismo particular o -a otro organismo que respon­

den totalmente a las  características microscópicas y de 

desarrollo precedentes que se indican solo con propósi­

tos ilu stra tivos . En realidad, pueden utilizarse  mutantes
T ' U

producidos a partir de este organismo mediante diversos 

medios tale's como exposición a radiación db -rayos X, radia­

ción de u ltravioleta, mostaza de nitrógeno, actxnofages, y 

sim ilares. Un cultivo viable de una especie de mutante t í ­

pica t a l  ha sido depositado en e l Laboratorio de Colección 

de Cultivo de Northern Utilisation Research and Development 

División, United States Department of Agricultura, Peoría, 

I l l in o is ,  y ha- sido agregado a su colección permanente ba­

jo  e l nómero de accesión ITRR.L 8050. Si bien las caracterís­

ticas culturales, fis io lóg icas y morfológicas de NRRL 8050 

son substancialmente iguales a aquellas de NRRL5646, se pro­

ducen cantidades en aumento de BM123V durante la  fermenta­

ción aeróbica. También, NRRL 8.050 varía del NRRL 5646 in i -



-  16 -

c ia l  como sicues

(a ) una reducción más len ta de r iitra tó  a n it r it o s ;  y

(b ) producción de un pigmento de m ice lio  de co lor
i

canela rocewood en Sgares de Bcnnett y extracto  de levadura, 

5 . Los nuevos agentes antibacterianos de la  presente in ­

vención son, en general, só lidos c r is ta lin o s  de so lub ilidad  

relativam ente lim itada en solventes no polares ta le s  como 

d i e t i l  é ter y hexano, pero considerablemente más solubles 

en solventes ta le s  como agua y a lcandés in fe r io r e s .  Los 

10 . an tib ió ticos  BM123y^ y BM123y 2 son isómeros estructurales 

y pueden ser representados por la s  sigu ientes fórmulas es­

tructura les:



I
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I!
c- nh- ( ch2) 3- nh- ( ch2)4~NH2

:=nh

ÍH2.

BM12 3 /L
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CM
SCu
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■1
-i

NH
I •
C=NH

NH2 _

E

1
\



C=ÑH

nh2

BM1237̂

i

-nh2



La a lqu ilac ión  reductiva de 3M123Y* y BK123Yi  6 

BM123y 2 con cotonas tienen lugar en la  cadena la te ra l de 

esperaadina para fornar derivados, de lá  fórmulas

E- / ~ \
w

0 ...

tran¿ || .
.ch« ch-c- uh- ( ch2) 3-nh- ( ch2) 4-kh- ch

R
/

2

\
R3

donde R es una porción molecular de lak  fórmulas:

H

1-1

HO
0___
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y R2 y son como se han definido anteriormente aquí. La 

alquilación reductiva de BM123y, BM12,3 y ̂  • 6 BM123y2 con a l­

dehidos tiene lugar en la  cadena la tera l de espermadina pa­

ra formar derivados mono-, d i-, y tri-substitu idos de las  

fórmulas! ' •

R.
// \  trans ||

// \\ _T»fcra«íT_r-TfeS-C-NH-(CI-I2) 3-NH-(CH0) ¿-M-CH0¿R2J A ‘2 1

CIV R1// \  trans " /
\-CÉ=CEf-C-HH-(CII2) 3-lIH-(CH2) 4-N ^

R f  \
trans

-T3í==CS -C—NR- (Gí 2) 3-II- (CH 2 ) 4-KH-G-I

R. /
trans

, -,G!iSCII-C-NH -  ( CH 2 ) 3 -N - ( CH 2 ) 4~N
ch2-Ri

\

ch2-Ri
g i2-Ri

donde R y R-̂  son como se han definido anteriormente aquí, 

La utilidad de los derivados alquilados de BMl23y
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es demostrada por cu capacidad do con tro lar in fecciones l e -  •

ta le s  s istén icao  en ratones. Estas nuevas substancias demues-
<

tran una elevada activ idad  antibacteriana in  v ivo  en rato­

nes contra Escherichia c p li U5311 cuando se administran ne- 

5 . diante una única dosis subcutánea a grupos de ratones de

CF-1 de la s  granjas Carworthj que pesan aproximadamente 20 

g ) in fectados intraperitonealmentc con una dosis le t a l  de 

estas bacterias en una d ilución  de TSP de caldo de soja de 

tr ip t ic a s e  de un cu lt iv o  de sangre de TSP de 5 h r. En la  

10. Tabla VI sigu iente se ind ica la  activ idad  in  v ivo  de produc­

tos  t íp ic o s  de la  presente invención (preparados a p a r t ir  

de lo s  reactivos de carbonilo indicados) contra Escherichia 

c o l i  US311 en ratones.. La activ idad  se expresa en términos 

■ de la  DE^q o la  dosis en mg/kg del peso corporal requ eri-

do para proteger 50$ de lo s 'ra ton es  contra E.' c o l i .
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: ¡ 
i

Reactivo d e  Carbonilo Empleado 1 1J<

1 -  d i p r opi 1 aci in o- 2 - p r  op a n ona

1 -cloro-3-pentanona

ciclooctanona

4-  n e t i1- 2-penfcanona 

fcn ilacctona

trana-4- fc n i l~ 3“buten-2-ona

1—c ic lo h c x i l- 1-propanqna 

6- n c t i l - 5-hopten-2-ona

3-n o ti 1-  ?.<- pont anona

5- netil-2-hcxanona 

3- e t i I - 2-pontanona

3 j 5- d in c t i l - 2-octanona 

k3-octanona

1 -mc
emir

1-Crí
EI-ílí

c ic J

1,3-

1-ac

1-EJC
il-B

1-c i

1,5-
123-v

1 , 2-

1,4-

1 -cc

1 , 2,

1-e t



Empleado

nona

-ona

I
J

TABLA VI

Nombro dol Derivado 3 E 50 en nc/kg
por peno cor— 

• ___________.___________ _ poral_______

l-co t '-il-2-(¡í,IT-clÍ7 ro p il-  
caino) -otil-3Kl23v

C 2 ̂1 o

l - e t i l - 3-c loronronil-
BI'í123v 0,12

niel ooct il-3 ¡íl 2 3 v c ,io

1 , 3-dioetilfcutil-BM l23y < 0,12

l-m o-bil-2- f  eniletil-BÍ41 23y 0,18

I -  m otil-3-fsniloropen( - 2- )
I I -  BM123Y

0,25

l-ciclohcxilpropil-BM123Y o CO 'si

1 , 5-éiae-bi ihexen (-4-  ) i  1-EM
123V C, 06

1 ,2-dinetilfcubi I-BKE12 3 Y 0,12

1f í-d im otilpertil-BM l23Y 0,12

l-n et i 1 - 2-e t iIb u t i1 -BM1 2 3y 0,18

1 , 2í 4-trimetilheptil-bnl23Y 0,37

l-otilhexil-B ia23Y 0,18

i '



H •3 N
•rf 1tí * •o

a  ' I i4 tí H
0 tí H tí tí •rlfl tí 1 H • o Ctí 0 w 0 45 0
X -p t í . ■P 0 tí 0 04
0 0 0 tí 0 'u c 0 •H

£ 0 (3 •P tí 4> •rl 0 tí n
1 «3 C! 0 tí tí o O X 45 r4 0

oí H 0 tí 0 tí . G 0 <0 O •h  ̂ -1 ' »H tí 0 a , 0 . tí tí 0 X tJ.O
w H O -tí . 0  <3 . • t í a 0 0 H tí 0 •H g
•H 0 •p tí . H* G :• C o • Cj <P •rl •rl £ 245 tí -p O O 0 • o *G - 0 -P X O L  C
2 G 0 tí •rl 45 • 45 0 *G 0 •p4 0 H G |tíQ •H. a  ¿3 -0 0 0 •0 tí. tí - Q 45 0
! 1 t t 1 0 0 -1 1 1 0 0 *H t tí

co co C4 C4 N (3 tí co 0*5 , ¿ I .Ü G 0

\t
w\\

I
01
I



23

1 ,2
3-nct i  1-■ 2-hexan on a

1 -0
3-in do lilaceton a BM1.

l~ns
2-pcntanona

I-nc
2-fcutanona

1 -nc
2~ c ic lo p e n tc n (- l - ) i l - i l - c
acetona

isoj:
acetona

1 -e t
3-decanona o!H

3 -uhdocanona

o-acctoacototo lu id ida ' o t i l

1 ,3 -
n e s i t i l  óxido

1-nc
nctoxiacctona

1 -nol
c ic lohox ilacetona

l-n e 1
4-  (jj-hxdr o x i fc n i l ) - 2- BM12:
butanona

I



tabla VI (Cont.)

1 , 2 -d in e -fc ilp e n -fc il—BM1 23y 0 ,18

x - n e t i l ~ 2 - ( g - i n d o l i l ) e t i l
3M123y 0 ,1 2

1 - a e t i lb ú t i l - @ M 1 2 3 y < 0 ,12

I - a o t i lp r o p i l - 3 M 1 2 3 y < 0 ,1 2

l - n e t i l - 2 - c ic lo - 3 c n t e n ( - 2 -  ) -  
i l - e t i1 - B M 1 2 3 y < 0 ,1 2

i s o p r o p i l—3M123y < 0 ,1 2

l~ e t i í o c t i l - 3 K l2 3 Y 0 ,25

1 - o t i ln o n i l - B M l23y 0,38

1 - r .a t i  1 - 2 -  o - / t  o l i l c  a rb a a o i 1 - 
c t i ] / - E I . l l2 3 Y 0,25

3 - d in e t i lb u tc n ( - 2 - ) i l - 3 M 1 2 3 Y 0 ,3

1 - n c t i l - 2 - n c to x ie t i1 - B M 1 2 3 y 0 ,3

1 - n ie t i l—2 - c ic lo h o x i le t i l -B M 1 2 3 Y 0,18

1 -n e fc i l—3 - ( A - h i d r o x i f c n i l ) e t i l -  
BIÍ123Y 0 ,3
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i ‘

d im e t i l (2-oxbh ep til)fo e fon a to

4-nGtiÍL2-hcxanona

2. 2. 4 . 4-  tc tra n e t ilc ic lo p en ta -  . 
nona ;

2 . 4 . 4-  triaefcilcidopentanona

2-c ic lopon tilc ic lopdn tanona

2- ( c i  c lo - l-h e x e n il) c i d  ohpxano 
na

^-t-pentileielopcntanona 

2-ciclohcxileiclohexanona 

2-cfcilaiclohcxnnona 

3,3-diact i l  -  2-but anón a 

2-unc!e c anona

tctrah idrotiop iran-4-ona- 

3 , S-dim etilciclohcxanona 

2-tctradecanona

TAI

i-ZT«
hexi.

1 ,3 - í

2, 2,;
B iíi2:

2,4 , 1

2 -c i i  

2—( 1*

3-t-í

2-ci<

2-efc:

1 , 2,-

1-raei

3 ,5 -

1-ne



TABLA VI (Cont.)

i

:onatc¡ 1  o x i fo s f in i l )  nefciiy - 
hexil-BM!23y

0,3

1 , 3“ íü E:e'fcilpen'fcil-BM123Y < 0,12

icn-fca- 2, 2, 4, 4-te tran e tilc ic lop en -fc il-
3M123Y

0,75

nona 2 ,4 ,4 -t r im e t i le i  c1openti1-BM12 3 y 0,3

.ona 2-ciclonentilciclopcn-fcil-BM123y 0,37

ihoxano
2 - (1 -c i elohexen) ex clohex il-B M l2 3 y 0,19

3-t-con tilc ic lopen til-B M 123y 0,5

;a . 2 -ciclohexilciclohexil-BM 123y 0,75

2-ofci l e í  c 1 ohoxi 1-BI !12 3 Y 0,19

1 ,2,3-"fcrinietilpropil-3M123y < 0,12

1-net i 1de c i1-BM123y > 2

t-'
/.“ ■fcet r ohldr o t ia p i r  añ il -BM12 3 Y 0,38

1
3 , 5-din.otilciclohexil-BM 123y 4 0,12

l-ne-fc i  l t  r i  de c i 1-BEíl 2 3 y 2,0
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1-m ctox i-l-bu ten -3-ona

4-h id ro x i-3- a e t i l - 2-butanona

nenfcona

c ic lón  bnanotia

l-ractxl-2-decalona

isoforona • .

1 3-n etil-ít-deca lona

1 - ( 3 , 4-diraot o x ifc n i1 ) - 2-  
bufcanona

l-d ie tila ra in o -3 -bu tanona

e t i l  2-c loroacetoaccta to

3-hxdrox i-3- n o t i l - 2-butario~
na

3~penfcanona

T

1-  net 
BM123

1 . 2-  c 

3-net
12 3r

c ic le

decaí

3 .3 - c 

decaí

2-  ctá 
3I-Í12Í

l-n e i
BM12'

1-nci 
BM1 ?.'[

1 , 2,-:

1-efc:



TABLA VZ (Confc.) 

l~iaetil-3-nefccxiproDcn(-2-)il-
BMl23y

1 , 2-d in e t i l -3-hidroxipropil-BM123Y 
.ona . . .

' 3-n.e,fcil-6—isopropilciclohexil-BM
12'3y

ci c i  on oni 1 -3Ííl 2 3 y

decafcidro-l-netil-2 -naftil-BM l23Y

3 , 3-d incfc ilc ic lohej:en (~ 4- ) i l “ BK¿123Y

dccaiiid.ro— 3”"nct 3-1— 2—nad"fci 1—BMl23 Y

2- e t  i l - 2-  ( 3 , 4-cünict oxi f  cni 1 ) e t i l -  
BM123Y

l-n o til-3 -(H ,lI-d ic tilan in o )p rop il-
' ■ BM123Y

l -n c t i l - 2-c lo ro -2-carbetox iotil-
3M12'3y

1 . 2 , 2-dinotilhidroxipropil-BM123Y-**'7 3
ío-  •

•- l-cfcilprccil-BI4123Y

> 2 ,0

0 , 1 2

0,38

0,18

0,25

0,37

0,37

1 , 0

0,18

1,5

0,18

0 , 1 2
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3-netil-2-butanona 

p -c loro fen ilacetona

N -(t-b u til.) acctoacctanida

1,2-c

1- nct 
3M12Í

2 -  ( t -  
c fc il-

1, l-d in e t o jd. acetona

,i-heptanona

3-tie tox ifen ilaccton a

ácido 1 , 3-acctonadicarbo- 
x í l i c o

2-  fch ilciclohcxanona 

fcn o x i-2-propanona

3-  bu tin -2~6na 

dinctilaninoaccbona

5-d ic t ila r .in o -  2-poat anona

1-r.iet

1-prc

1-nct
3M123

( 2-cc
3M123

2-for

1-nct

1-nct

1-nct
propi

1-not
31412Í



TABLA VI (Cont.)

a 1, 2- dinct i  Ipropi 1 -Bi-'l 2 3 V 0,19

aa
l-ncbil-2-(A~cloroi'onil)e-fcil~
3K123V

0, 25

ae-fc anida
2 -(t -b u t ilc a rb a n o il)- l-n e b il-  
ctil-BI-íl23y

0,38

aa
I-n e t il-2 , 2-dino-fc oíd. ctil-BM l 23 y ° ,  s

2-propilbutil-BMl23y 0,25

ana
l -n c t i l -2 -  ( 3-niet oxif o n il) c t i l -  
3IÍ123Y

0,30

±Lcarbo~
(2-carboxi-l-carfco3cLnGtil)Gtil“
3H123Y

0,5

ona
2-f en ilc i clchcxi 1-Bííl 2 3 Y 0,38

a -
1 -ncfci 1 -  2 -  f  en c'í xi et i  1-BM12 3 y 0,3

l-nobil-but;in (-2 -)il-BM 12 3Y <2,0

aa
l-ncbiX -2- (H ,11-dine-bilaiaino) 
nropil-BM123y 1,5

eirfcanona
l -n c t i l -4 -  (Ií, íT-di e t  i  1 ani no) b u t il-  
31-5123 Y 0,5
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2-c ic lohexen -1-ona 

c i  c 1 opr opi lnsefc i  1 cet; on a 

4 ,4-cünoto3í i - 2-but anona

1 3 3-dinetilaccfconadicarboxí 
la to

2-nct ox ifen ilacctona

acctilacofcona 

ciclbbutanona 

js- e l  o ro f cni 1 acoton c.

2-octanona

4-  fo n x l-2-butanona

5- c lóro-2-pon tanona 

o -c lo ro fen ila cc ton a

2- c i

1 ~ C Í<

l-ncl
BM12;

1 -cai
BM12:

1 -nei
bií12;

1-nol

c ic li

1-MG1
BM12.

1 -nei

1 -ne-

l-rae

1-ne'
31-112



TABLA VI (Cont.)

2-ciclchexenil-BM123y 0,25

l-ciclopropile-fcil-BI/I123Y 0,25

l-nctil-3 ,3-dir.etoxxcrcpil~
BK3.23Y 0,75

1 -carbcnetoxx—2—carbonetoxxetil-
BM123Y 0,75

l -n e t i l -2 - ( 2 -n e tox ifcn il)c t il-  
BI£L23y C,7

1-racfcxl-2 -ace-fcile-fcil-BMl 2 3 Y 1,5

c i elobutil-BMl2 3Y 0,33

l -a e t i l -2 - (4 -c lo ro fe n i l )e t i l -
BM123y

C, 25

1-aetilhepfcil-BM123Y 0,38

l-netil-3-fenilpropil-BM123Y 0,38

l-nctil-4-clorobu.til-BM123Y 0,37

l-n etil-2 -C  2 -c lo ro£ en il)e til—
3I-S123Y 0,37
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n -c lo ro fcn ilaceton a
1-ne
BM12

£-hexcno-2-ona
1 -nc

ciclohexanona
c ic l

.2-hex-inona
- 1 -ne

2-hoptanona
1-nc

ciclohoptanona
c ic l

ciclopcn-banona
c i c l

4 , 4- d in o t i l - 2-pontanona 1,3,.

2- acct aiai do- 3-buten on a
ac(

2, 6- d in o t i l - 3“ bepfcanona i - i s

4-octanona
1-pn

3-a c c t iip ir iü in o
l- (3 -

3-hcptanona
1 -cfc:

c t i l  b u t ir ila c e ta to
l - ( -



TABLA VI (Cont.)

l-n e t il-2 - (3 -c .lo ro fc n il)e t i l-  O.38
BM123Y

l-nctil-penteri(4-)il-BM123y 0,38

ciclohexil-BMI23y 0 , 75

l-aetilpentil-BM123Y 0,38

1- ncfcxlhexil-BMl2 3y 0,38

ci c1ohepfci1-BK12 3y 0,3

' ciclopentil-BK123y 0,25

1» 2 , 3-'fcrine-tilbutil-BI1123y 0,18

2- acotaaido-l-!.ictilprcpil-BM123y 0,50

1 - is o pr opi 1-  4-net i  Ipont i  1 -BI-íl 2 3 y 0,39

l-propilpentil-BM123y 0,39

l - ( 3 “piricil)ctil-BM 123y 0,75

l-ctilpentil-BM123y 0,25

l-(carhetoxir.efcil)butil~BM123y 0,75
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1 -bonl-b e n c i l - 4-pi?eridon£'

1—raot i  1—4—pi pe r i  don a l-n e t

3-notilc ic Iopcatanona 3~--ct

3 , S -d in efc il-2-hu.t anona 1-raet.

2-acctiX-S-norborneno . i - f s - i

b ic .ic lo/ 3 .2 , l7 octan-2-ona bíCÍC'.

3-quinuclidinona 3-cuir

5-n c to x i-2- t otralona 5-rae te

4- m o til-2-hcptanona
1 , 3-d i

3 , 4- d in c t i l - 2-hexanona 1,2,3-

1 , 3 , 3-triD otilc ic lopon tan on a 1 .3 ,3 -

acot i  1 c i  clopont anón a
1- c ic l

S-hcxon-2-ona
l - n e t i

2-nofcileiclopcntanona
2-n e t i



TAEI/i VI (Cnnt..)

i  -  b en c i 1 - p e r j_ 2 -p MI 2 3 y 0,18
1 -n e t il-A -p ip e r id ii-B M i23 y 0,75

1 3--'r.ctilciclopen-fcil-EI'íl23y 0,25
sn 1- n e t i l - 2, 2-d in e tiip rop il-B M l23 y 0,18
> l-/5-Korborner.o( 2_27etil-Bi.il 23 Y í  0,12
^-ona axc ic loT s . 2 . l 7 o c ta n il-2- 3Ml23y <0,25

3-quinuclidinil-.Br/Il23Y 0,39

5-netccd.i-2- t e t  r  alil-BI<íl23 y 0,18

1 ,3“ dinctilhexil-BM123y 0,5

ta i# 2 ,3 -tr in e tilp en til-B M l23y 0,39

safe anona 3, 3 -'tr ic :e tilc ic lopen til-B M l23y 0,37
1 -c ic lop cn fc ile til-B M l23y 0,18

l-netil-hexen-4-il-BM 123y 0,18

i 2-ree tx lc ic l opent i  1—2K12 3 y 0,25
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TABl

2, 4-d inetilc ic lopcn tanoria 2,4-

2-e tilc ic lop cn tan oba 2-e t

2-adanantona adan

3-bcxar.ona 1 -e t

c t i l -2  -nict i l  acct oa cot afc c 1-EJC
- DM12

norbornanona norb

5-hoxeno-2-ona 1-mc

3 -h i clr oxi - 2-btrfcanona . 1-rac

4-h id ro x i-3- n o t i l - 2-butnnona 1-UG>
BM12,

2-nonanoan 1-aai

5-h id ro x i-2-pc::t anona ■ 1-ELG1

2-¿ocanonn 1-nci

4-t-b u tilc ie loh exan  ona 4- t -1

2-ctilidenciclohoxanona 2-c t:



TABLA VI (Coct.)

aa 2 ,4-iünefciiciclopentil-3M123Y 0,18 .

2-etilc iclopentil-BM 123Y 0,12

adaiaan-fcil-2-BIíl23Y 0 , 25

l-e tilbu til-E Iá l23Y  0,39

a l- ia e t± l-2-carbocto;:±propxl~
EM123Y 0,18

norbornil-BI0L23Y 0,18

l-aetil-5-pen-fcenil-BI'5123Y 0,18

. l-nc"fcil-2-bidroxinropil-BM l23Y 0,37

r.ioua 1-u e tx l-  2-  ( 3 —b i dr o;:i -  2 -  r.iot i  1 ;;ro pi 1 ) —
BM123y " 0,18

l-astx loctil-B K 123Y  0,37

l-a:G'fcil-4“ 'aic.ro^d-butil-BMl23Y 0,18

:l-nctilnonil-BK123Y 0,18

4-1 -bufe i  1 c i  c lob  o j:í  1-BM12 3 Y 0 ,12

2“ C fc ilid cr;c ic lch cx il“ Bt-123Y 0 , 12

f
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T

f  onilacct aldohi do 2-feni

jg-nctoxifcnilacetaldehido 2- (jD-KK

2-etilhcxnríal 2 -etilI

2, 2-dinctilbutanal 2,2-dir

2 , 2-dinctilpropanal 2, 2-din

2- e t i l - 2-butenal 2 -e t il-

tronG-2-netil~2-butcnal trans-2

l-m etilciclo-3~hc-enilaetanal (1-neti
BM123Y

tranG-2-r.ictil-2-pontonal tra n s -2

fornaldohido nofcil-B]

acetaldehido etil-BK



tabla vt (cont« )

2-£eniletil-BM12 3Y 0,18
i. do 2 -(g-net oxifen il)etil-BM 123 y 0,18

2-et±lhc;:il-BMl 23 y 0,37
2 , 2-úinetilbuti.l-BM123v 0,12

2 , 2~dine-fcilprdp:Ll—BIíl23y 0,18
2-ofcil-2-butGni X—3M1 2 3 y 0,18

1 tranc-2~neti1 -2-butenil-EMl2 3y 0,18

'ictonal (l-n e tilc ic lo -3 ~h cxen il)n c til- 
BM123y 0,18

al fc£^s-2-nctil~2-pGntcnil-BM123y 0,18

cetil~BPíl23y C, 12

ctil-BMl23y 0,33
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f Procedimiento de Fermentación Seleccionado para Producir 

Priaord iaiaente BM123B. y BMl23v

• El cu ltivo  de Nocardia sp, HRR.L 8050 puede l le v a r te  

a cabo en una amplia variedad de medios de cu lt iv o  líq u id o .

5. . Loo medios que son ú t i le s  para la  producción de lo s  an ti­

b ió t ico s  incluyen una fuente asim ilable de carbono t a l  co­

mo almidón, azúcar, mélasa¿ g l i c e r o l , . e tc ) una fuente a s i­

m ilable de nitrógeno t a l  ccoo proteína, h id ro lizado  de pro- 

- te ín a , polipépfcidos, aminoácidos, l i c o r  macerado de maíz, 

1 0 . e tc j y aniones y cationes inorgánicos ta le s  como potasio,

magnesio, ca lc io , anonio, su lfa to , carbonato, fo s fa to , c lo ­

ruro e tc . Elementos de v e s t ig io  ta le s  como boro, mplibdeno, 

cobre, ‘e tc ; son suministrados como impurezas de otros cons­

titu yen tes  en lo s  medios* Lá aeración en tanques y b o te lla s

15. es proporcionada.forzando a ire  e s t é r i l  á tra vés .o  sobro la

su perfic ie  del medio termentador.* Además la  agitación  en 

tanques es p rov ista  por un impulsor mecánico,-Puede agre­

garse'según sea necesario un agente antieapunante, t a l  co~
íí'' - 4mo Hodag * . •

20. Preparación de inóculo para DM1230 y BM123v

Se preparan- un inóculo de Hocardia sp IíRRL 8050 p r i­

mario en un frasco agitador inoculando 100 mi de medio l i ­

quido e s t é r i l  en un frasco do 500 mi con raspaduras o la -
I

vados de esporos de una p latina de ágar del cu lt iv o *  Se 

25 . u t i l iz a  generalmente e l  s igu ien te cu ltivo :
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5.

1 0 .

15

2 0 .

25.

Bacto-triptonn 5 g

Extracto de levadura 5 g

Extracto do carne 3 g
i

Glucooa 10 g

Agua hasta 1000 ral

, Los frascos fueron incubados a una temperatura de 

25"29°CÍ preferiblemente 28°C y se agitaron vigorosamente 

en un agitador giratorio durante 30 a 48 hr. Los inóculcs 

luego se transfieren en tubo de cultivo con tapa de rosca 

estériles y se almacenan por debajo de -18°C, Este banco 

de inóculo vegetativo es utilizado en lugar de raspaduras 

de platina para inoculación de frascos agitadores adicio­

nales para la  preparación do esta primera etapa del inócu­

lo  .

Estos inóculos do primera etapa de frasco son uti­

lizados para sembrar tandas de 12 It  del mismo medio en 

termentadores de vidrio de 20 l t .  La nasa de inóculo es 

aireada con aire e sté ril mientras se continúa e l desarro­

l lo  durante 30 a 48 hr.

Las tandas de 12 l t  de los inóculos de segunda eta­

pa son utilizadas para sembrar fomentadores de tanque que 

contienen 300 l t  del siguiente medio líquido esté ril para 

producir la  tercera y fin a l etapa del inóculo:

Solubles de carne 15 3
Sulfato de amonio 3 3
Fosfato de potasio dibásico 3 3
Carbonato de calcio 1 3
Heptahiúrato de sulfato de magnesio 1*5 3
Glucosa 10 3
Agua hasta 1000 ni
La glucosa se este riliza  separadamente.
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5.

10.

15.

2 0 .

25.

El inóculo do torcerá etapa on aireado o 0,4 -  0,8 

It  do aire esté ril por l it ro  de caldo por minuto, y la  mez­

cla termentadora es agitada por un inpúlsór accionado a 150 

— 300 revoluciones por minuto» La temperatura se mantiene 

a 25-29°C, generalmente 28°C, El desarrollo se continúa du­

rante 48 a 72 hr, en cuyo momento e l inóculo es utilizado  

para sembrar una fermentación de tanque de 3000 l t .  

Fermentación de Tanque para BM123B y BM123v

Para la  producción de BMl23p y BI4123y en fermentado- 

res de tanque, se u t i l iz a  preferiblem ente e l  s igu ien te me-

fermentación;

Solubles' de carne 30 a
Sulfato de amonio 6 e
Fosfato de potasio dibásico 6 c
Carbonato de calcio 2 s
I-Ioptahidrato de sulfato de magnesio 3 e
Glucosa 20 e
Agua hasta 1000 Gil

La glucosa se esteriliza  separadamente

Cada tanque so inocula con 5 a 10# del inóculo de 

tercera etapa hecho según se describió bajo la  preparación 

del inóculo, La masa do fermentación se mantiene a una tem­

peratura de 25-28°C, generalmente 26°C. La masa se airea

con aire esté ril a un régimen do 0,3-0,5 l t  do aire esté ril
»

por l it ro  de masa por minuto y se agita mediante un impul­

sor accionado a 70 a 100 revoluciones por minuto. La fe r—
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5.

1 0 .

15.

20.

25 •

mentación se deja continuar durante 65-90 hr y la  masa se 

cosecha•

La presente invención se describirá con mayor deta­

l le  en combinación con los siguientes ejemplos específicos.

EJEMPLO 1

Preparación de inóculo para PM123B Y  BM123

3e preparé un medio típ ico  utilizado para desarrollar 

la  primera y secunda etapa de inóculo de acuordo con la  s i ­

guiente fórmula:

Bacto—triptona 5 g

Extracto de levadura 5 E

Extracto de carne 3 (3

Glucosa S

Agua hasta 1000 mi

Dos frascos de 500 mi cada uno que contenía 100 mi 

del medio esté ril precedente fueron inoculados con 5 ral ca­

da uno de un inóculo vegetativo congelado de Mocardia ag. 

IíRRL 8050, Los frascos se colocaron en un agitador girato­

rio  y se agitaron vigorosamente durante 48 hr a 28°C. El 

inóculo de frasco resultantese tran sfirió  a un fernentador 

do vidrio  de 16 l t  que contenía 12 l t  del medio éste ril pre­

cedente. La masa se a irió  con aire e sté ril mientras e l de­

sarro llo  se llevó  a cabo durante aproximadamente 48 hr, lue­

go de lo  cual los contenidos se utilizaron para sembrar un 

frementador de tanque de 380 l t  que contenía 300 l t  del s i ­

guiente medio líquido estéril:
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Solublo de carne ' 15 C

Sulfato de amonio 3 g

Fosfato de potasio d ibásico 3 g

Carbonato do ca lc io  , 1 g

•5 . Heptahidrato de su lfa to  do magnesio 1,5 g

Glucosa 10 g

Agua hasta 1000 n i

La glucosa se e s t e r i l iz a  separadanéntc 

La te rcera  etapa de la  nasa de inóculO se a ireó  con 

10 . a ire  e s t é r i l  rociado en e l  fom entador a 0,4  l t  de a ire  

por l i t r o  de nasa por minuto» La ag itación  se suministró 

mediante un impulsor accionado de 240 revoluciones por mi­

nuto, La nasa se mantuvo a ?.8°C y se u t i l i z ó  Hodag®FD82 

como un agente desespumante. Luego de 4 8*hr de tiempo de 

15. d esarro llo  la  masa de inóculo se u t i l i z ó  para sembrar una

fermentación de 3000 l t ,
*

EJEMPLO 2

Fennentación Empleando lTocardía, sp, ÍIR.RL 8050 y Medio que 

Favorece la  Producción de 314123b y SM123v 

20. Se preparó.un medio de fomentación de acuerdo Con

la  siguiente fórmula:

Solubles de carne 30 g

Sulfato.de amonio 6 g

Fosfato de potasio di.básico 6 g 

25. Carbonato de calcio 2 g
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1 0 .

15.

2 0 .

íleptahidrato de sulfato de magnesio 3 g 

Glucosa 20 g

Agua hasta 1000 ni

La glucosa se este riliza  separadánente 

El medio de fcrncntación se esterilizó  a 120°C
n

vapor a presión de 1,41 kg/cm durante 60 niiní El pll del 

medio luego de esterilización era de 6,9 . Se inoculó un 

medio-estéril de 300 It  on un termentador de tanque de 

4000 l t  con 300 It  de inoculo ta l como se describe en e l 

Ejemplo 1, y la  fernen tación se llevó a cabo a 2ó°C u t i-  

1izando Hodag^^ FD82 como un agente' desespumante. La ae­

ración se suministró a un rógimen de 0,35 lt  de airé esté­

r i l  por l i t r o  de masa por minuto. La masa se agitó median­

te un impulsor accionado 70-72 revoluciones por minuto, Al 

término de 67 hr de tiempo de fermentación la  masa se co­

secho,

EJEMPLO 3

Alslación de BM123Q V  314123Y 

Una porción de 3000 l t  de masa de fermentación pre­

parada como se describe en e l Ejemplo 2, pH 4,3, se regu­

ló  a pH 7,0 con hidróxido de sodio y se f i l t r ó  utilizando 

t ie rra  de diatomeas al 5% con un auxiliar de f i l t r o .  La 

torta se lavó con aproximadamente 100 l t  de agua y se des­

cartó, El filtrado  y lavado combinado se bombeó hacia a rri­

ba a través de tres columnas de acero inoxidable paralelas2 5 .
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10.

15.

2 0.

25.

de 21 en x 122 en cada una. conteniendo 15 l t  de resina CM 

Sephadex© C~ 25 (un fje l do intercambio catxónxeo do

dextra-cp iclorh idrina entrecruzado obtenible de Pharmacia 

Fine Chemicals, I n c . ) ,  Las columnas careadas so lavaron 

con'un to ta l  de aproximadamente 390 l t  de afína 7 luego se 

desarrollaron con 200 l t  de cloruro do sodio acuoso a l 1$ 

seguido por 560 l t  de cloruro de sodio acuoso a l 5$« El 

levigadó de cloruro de sodio acuoso a l 5$ se c la r i f ic ó  por

f i l t r a c ió n  a través de t ie r r a  de diatoneas y e l  f i l t r a d o  

c3 a r ificad o  se h izo  pasar a través de una columna de v id r io  

de 22 cm x 152 cm que contenía 25 l t  de D a rco©  G-60 (ma­

l l a  de 20- 40) granular (un carbón activado granular obteni­

b le  de A tlas Chemical Industries, In c ) .  La columna cargada 

so lavó  con 120 l t  de agua.y luego se desa rro lló  con 120 l t  

do notanol acuoso a l 15$ soguxdo por 340 l t  de aetanol acuo' 

so a l 50$ y luego 120 l t  do acotona acuosa a l 50$. El lo v i -  

gaúo de metanol acuoso a l 15$ .gg concentró en vac ío  hasta 

aproximadamente 7 l t  de una fase acuosa y e l  pH so reguló 

do 4,5 a 6,0 con resina do do Am bcrlite©  IIt-45 (OH ) (una 

resina de intercambio aniónxco del t ip o  de po lxstireno—po­

liandria débilmente b á s ica ). La resina se elim inó por f i l ­

trac ión  y e l  f i l t r a d o  se concentró en vacío  hasta aproxi­

madamente 1 l t  y luego se l i o f i l i z ó  para proporcionar 18 g 

e e l m ateria l que.consistía  primordialmente de BM123j junto 

con una pequeña cantidad de BM123Y (primordialmente BM123y 2)•
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15.

20,

25.

El levigado do metanol acuoso al $0% so reguló de pH 4,65 

a 6,0 con resina AmbcrliteC) IR—45 (Olí ) * La resina se e l i ­

minó por filtrac ión  y el filtrado  se concentró en vacío 

hasta aproximadamente 6 ,3 It  y luego se l io f i l i z ó  para pro­

porcionar 213 g del material que consistía primordialmente 

BM123y• el levigado de acetona acuosa al 50% se reguló de 

pH 4,0 a 6,0 con resina do /m berlite©  IR-45 (0H~) . La re­

sina se eliminó por filtrac ión  y el filtrado  se concentró 

e.n vacío para proporcionar 1 ,5  l t  y luego se l io f i l iz ó  pa­

ra proporcionar 56 g de BM123y impura.

EJEMPLO 4

Purificación Adicional de BMl23v 

Se v irt ió  una suspensión de CM Sephadox© C-25 

3 %  en cloruro de amonio acuoso al 2% sobro üna columna 

de vidrio de diámetro de 2,6 cm hasta una altura de resina 

de aproximadamente 62 cm. El exceso de cloruro de amonio 

acuoso al 2% se desagotó y una nuestra de 5,0 g de BMX23y 

preparado como se describió en e l Ejemplo 3 se disolvió en 

aproximadamente 10 mi de cloruro de amonio acuoso a l 2% y  

se aplicó a la  columna. La columna luego se Xevigó con 

un gradiente de 6 l t  cada uno de 2% y 4% de cloruro de 

amonio acuoso. Se recogieron automáticamente cada 15 min 

fracciones de aproximadamente 75 mi cada una# El antibió­

tico  BM123y se ubicó midiendo el efluente en e l u ltra-v io ­

leta  y por bioautografía de disco de papel sumergidos en
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placas grandes de ágar sembradas con especie AD de Klobsie lla  

pneunoniae. La mayoría dé BI4123Y se ubicó entre las fraccio­

nes 71-107 inclusive.

Se suspendieron 130 ni de Darco^^G-60 (malla de 2040) 

granular en agua, se tran sfirió  a una columna de vidrio, se 

de^ó depositar y el exceso de agua ce dojó_ desagotar» Las 

fracciones 84-96 inclusive de la  cromatografía con CM Sepha'de." 

precedente se combinaron y se hicieron pasar a través de 

la  columna de carbón granular. La columna cargada se lavó 

con 600 ral do agua y luego se desarrolló con 1 l t  de ace­

tona acuosa al 50$. Los levigados, ambos de los cuales con­

tenían BMl23y, se concentraron hasta fases acuosa en vacío 

y se li f i l iz a ro n  para proporcionar un tota l do 886 mg de 

Bíí123y cono la  sal de clorhidrato. Una muestra n icroanalí- 

tica  se obtuvo sometiendo e l material precedente a una re­

petición del procedimiento precedente.

El antibiótico EM123Y no posee un punto de fusión 

definido, pero una descomposición vci’bal comienza en Ir. ve­

cindad de 200°C c Un microanáXisxs de la  muestra equilibra­

da durante 24 hr en una atmósfera a 22,2°C que contenía 

una humedad relativa de 23$ proporcionó C, 39,44$> H, 6,10/i>;

1J, 16,19$,* C l(io n ic ), ll,54$i pérdida a l secarse, 8,19$.

En agua BM123y proporcionó un máximo do absorción de U.V.

a 286 nm con = 250. La posición do este máximo no cam­
ión .oro

bió con e í pH. BM123y tiene una rotación específica de /q7D 

= +7 1 ° (C =* 0,97 en agua).

*  40 **
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El an tib ió t ico  BMX23y exhibió una absorción carao», 

t e r ls t ic a  en la  reacción del in fra r ro jo  del espectro a las  

sigu iente longitudes de ondas, 770, 830, 870* 93O, 980  ̂ 1C35, 

1105, 1175, 1225, 1300, 1340 ¿ 1370 , 1460, 1510, 1555, 16C5, 

I 66O, 1740, 2950, y 3350 en Un espcctrb de absorción do 

in fra r ro jo  convencional de BM123y preparado en un gránalo 

de KBr se ind ica  en la  F ig . 1 de lo s  dibujos que se acompa­

ñan,

EJEMPLO 5

A isiación  de BM123v

Una suspensión de CM Scphadcx© C-25 en 2% de

cloruro do sodio acuoso se v i r t ió  en una columna de v id r io  

de un diámetro de 2,6 era hasta una a ltura de resina de apro­

ximadamente 70 cm. El exceso de cloruro de sodio acuoso al 

?$ se desagotó y 4,11 g de una muestra que contenía primor- 

dialmente BM123y  ̂ junto con algo de SMÍ23y 2 7 otras impure­

zas, preparada como se describ ió  en e l Ejemplo 3, se d is o l­

v ió  en aproximadamente 10 n i do cloruro de sodio acuoso a l 

2% y se ap licó  a la  columna en la  columna luego se le v ig ó  

con un gradiente entre 4 l t  cada uno de cloruro de sodio 

acuoso 2% y Q.% a Se recogieron automáticamente cada 15 min 

fracciones de aproximadamente 75 n i cada una» El a n t ib ió t i­

co BM123y se ubicó midiendo e l e flu en te de la  columna en e l 

u ltra v io le ta  y por b ioau tografía  de discos de papel sumer­

gidos en placas grandes de Sgar sembradas con cepas AD de
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K leb s ie lla  penumoniaé. La mayoría dv*. se ubicó entre

fracciones 64-90 in c lu s ivc j la s  fracciones in ic ia le s ^ 64-80) 

contenían una mezcla, de BM123y  ̂ y BM123Y2 raifentras que la s  

fracciones posteriores (81-90) contenían esencialmente 

BK123Y!*

Se suspendieron en agua 100 mi de Darco ®  G-6C (de 

malla 20-40) ^ an u la r, so t r a n s f ir ió  a una columna de v i ­

d rio , so dejó depositar y e l  exceso de agua so dojó desago-
I

ta r .  Las fracciones 81-90 in c lu s ive  de la  cromatografía de 

CM Sephadex precedente se combinaron y se. h ic ieron  pasar 

a travéttde Una columna de carbono granular. La columna caf** 

gada se lavó con 500 mi de agua y luego se desarro lló  con 

500 mi do metanol acuoso a l 10% seguido por 1 l t  dé meta- 

nol acuoso a l 50%. El lev igado de metanol acuoso a l 50%, 

que contenía la  mayoría de QK123Yj_5 se r egu l$ de pH 5.» 9 a 

6 j 0 con resina de A n b c r lite ©  IR-45 (OH ^ ') .  La resina se 

elim inó por f i l t r a c ió n  y e l f i l t r a d o  se concentró en va­

c ío  hasta una fase acuosa y se l i o f i l i é ó  para proporcionar 

294 mg de BK123Y]_ blanco como la  sal de c lo rh id ra to .

El an tib ió tico  BM123y i  no posee un punto de fusión 

de fin ido , pero una descomposición gradual comienza en la  

vecindad de 200°C. Un m icroanálisis de la  muestra e q u il i­

brada durante 24 hr en una atmósfera a 22,2aC que contenía 

60% de humedad re la t iv a  proporcionó C, 3-7» 8 45?J H, 5»73%i 

N, 15,58%; C l(ió n ic o ),  10,01%; pórdida a l secarse 10,45%.

En metanol BMl23Yj_ proporcionó un máximo de absorción de

25.
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UoV» a 286 na con E, — 221. o ' os? oión -’e este máximo
JL 'CITi

no cambió con el p5í • BMl23y^ tiene una rotación especifi­

ca de +55° (0=0,803 en agua).

El antibiótico BM123y  ̂ exhibió una absorción carac­

terística  en la  región del in frarro jo  del espectro a las  

siguientes longitudes de onda: 770 , 830, 870, 930, 930,

1045i 1080, 1110 , 1125, 1175, 1225 1305, 1345, 1380, 1465, 

1515, 1560, 1605, 1660, 1730, 2950 y 3350 c e " 1 o Un espec­

tro  de absorción de in frarro jo  convencional de BM123y-̂  pre­

parado en un gránulo de KBr se indica en la  Fig. 2 de los 

dibujos que se acompañan. Un espectro de resonancia magné­

tica  protónica convencional de BM123y-j determinado en una 

solución de D20 en un espectrómetro de 100 megaciclos se 

indica en la  Fig, 4. de los dibujos que se acompañan. ■

EJEMPLO 6

Aislación de 3Iil23Vo

Una muestra de 25 que contenía prinordialmentc 

BM123y2 y BM123{5, preparada cono so describe en e l Eje tapio 

3, se disolvió en aproximadamente 120 mi Je cloruro de so­

dio acuoso al 2% y se aplicó a una columna que contenía 

1800 ni de CM Sephadex ̂  C -25 en cloruro de sodio

acuoso al 2% . La columna luego se levigó con un gradiente 

entre 20 I t  cada uno de cloruro de sodio acuoso al 2% y , 

Los 12 lit ro s  in ic ia les  del levigado se recogieron en una 

botella  grande y se descartaron. Luego se recogieron frac­

ciones de aproximadamente 800 mi cada una automáticamente
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cada 40 r.iin, El an tib ió tico  BM123y se ubicó elidiendo las 

fracciones de columna en e l  u lt r a v io le ta „ La mayoría de 

BMl23y se ubicó entre la s  fracciones 7-18 in c lu s ive ; la s  

fracciones in ic ia le s  (7-15) contenían esencialmente BM123y *>
¿i

puro y la s  fracciones posteriores  (16-18) contenían una nez^ 

c ia  de BM123Y! y BM123y 2«

Se suspendieron en agua 600 m il de Darco®G-60 (roa-
• J

l i a  de 20-40) granular, se t r a n f ir ió  a una columna de v i ­

d rio , se dejó depositar y e l  exceso de agua se dejó desago­

ta r  * Las fracciones 7**15 in c lu s ive  de la  cromatografía de 

C4 Sephadex precedente se combinaron y se h icieron  pasar a 

través de la  columna,de carbono granular. La columna car­

gada se lavó con 3 l t  de agua y luego se desarro lló  con 3 

lfc de metanol acuoso a l 10$ seguido por 6 l t  de etanol acuo­

so a l 50?!. El lev igado de metanol acuoso al 1.0% se reguló 

de pH 5,8 a 6,0 con resina de A m b er lite©  III 45 (0íí~) . La 

resina se elim inó por f i l t r a c ió n  y e l  f i l t r a d o  se concen­

t r ó  en vacío hasta una face acuosa y se l i o f i l i z ó  para 

proporcionar 595 mg de BMl23y? amorfo blanco como la  sal 

de c lorh id ra to . El levigado de metanol acuoso a l 50$ se re­

guló de pl-l 4,6 a 6,1 con resina de Ambo r i ó t e ®  ILl 45 ¡OH”) .  

La resina se lim inó por f i l t r a c ió n  y e l  f i l t r a d o  se concen­

t r ó  en vacío hasta una fase acuosa y se l i o f i l i z ó  para pro­

porcionar '3,645 g de BM123y 2 amorfo blanco escasamente me­

nos puro como la  sa l de c lo rh id ra to .25.
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El a n tib ió t ic o  BM123Y2 no P^ece un punto de fusión 

defin ido , pero la  descomposición gradual comienza en la  ve­

cindad, de 200ÓC , Un m icroanálisis de la  muestra equ ilib ra ­

da durante 24 hr en tina atmósfera de 22,2°C que contenía 

60% de humedad re la t iv a  proporcionó C, 36,14%, H, 5,67%j 

N, 15,1%; C l ( ió n ic o ) , 11,11%; pérdida al secarse 10 , í

En metanol, BMl2 3y 2 proporcionó de máximo de absorción de
1%Ü.V„ a 286 nm con = 220® La posición de estemáximo no

cambió con e l  pH. BM123Y2 'fccn:̂ a una rotación esp ec ífica  de 

-i-60° (C =* 0,851 en agua) .

El an tib ió t ico  BM123Y2 exfoibió una absorción carac­

t e r ís t ic a  en la  región del in fra r ro jo  del espectro a la s  

sigu ientes longitudes de ondas ; 770 , 830, 870, 950, 980, 

1035, 1110, 1175» 1225, 1285, 1345, 1380, 1470, 1515, 1560, 

1605, 1660, 1755, 2950 y 3350 cm Un espectro de absor­

ción de in fra r ro jo  convencional do BM123Y2 preparado, en un 

gránulo de KBr.se ind ica en la  Figo 3 de lo s  dibujos que 

se acompañan. Un espectro de resonancia magnética protóni­

ca convencional de BM123Y2 determinado en una solución de 

DgO en un espectrómetro de 100 m egaciclos.se indica en la  

F ig , 5 de lo s  dibujos que se acompañan,

EJEMPLO 7

Partic ión  por Papel y Cromatografía de Capa Delgada de
BM123f3 y BM123Y

Los a n tib ió ticos  BM123 pueden d is tin gu irse  por.ero-
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matografía de papel. Para cote propósito t ir a s  de Whatman 

N° 1 fueron manchadas con una solución de agua o metanol 

de las  substancias y se equ ilibraron durante 1 a 2 hr en 

presencia de ambas fases superior e in fe r io r .  Las t ir a s  se 

desarrollaron durante la  noche con la  fase (orgán ica) in ­

fe r io r  obtenida mezclando fen o l al 90%:m -cresol:ácido ceá­

ticos p irid in a : agua ( I0 0 j25s4i4:75 en volumen). Las t ir a s  

desarrolladas se re tira ron  de la  cámara cronatográfica se 

secaron a l a ire  durante 1 a 2 hr, se lavaron con óster pa­

ra elim inar fen o l residual y se b ioautografiaron en placas 

grandes de ágar sembradas con cepa AD de K3obsiella  pneumo-  

rdae. Valores R f representativos se indican en la  Tabla 

V II sigu iente:

TABLA VII

Componente IIP

EK123Y 0,85

BI'il23p 0,50, 0,70

Si componente p ora una mezcla de dos antibióticos  

utilizando oste sistema. QPI123p estaba compuesto de un an­

t ib ió t ic o  principal (Rf = 0,50) donirainado BM123pj_ y un an­

t ib ió t ic o  menor (llf = 0,70) denominado bKl?,3 |3 ^•

Los an tib ió ticos  B14123 también pueden d istin gu irse

por cromatografía do capa delgada. Para esto propósito p la -
(R)cas prerecubiertas de Cellulosc (0,10 rain do espesor),

una forma de celulosa de capa esposa suministrada por EA
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Laboratories, Inc,., Elmsford, IIow York, fuuron manchadas 

con urfa solución do agua do la  substancia a ser cromato**
l

gra fiéda  ( aproximadamente 20-40 aicrogramos por! mancha)* • 

Las placas ce desarrollaron durante la  noche con e l  s o l­

vente obtenido mezclando 1-butanolsaguaspiridinasácido 

acético  (15:12;10:1 en volumen)* Las placas desarrolladas 

se re tira ron  de la  cámara cronatográfica y se secaron a l 

a ire  durante aproximadamente 1 h r0 Los an tib ió t ico s  fueron 

detectados u tilizan do  ya sea reactivos  rociadores dé nin- 

h idrina o Sakaguchi. Valores Rf representativos se indican 

en la  Tabla V I I I  s igu iente:

TABLA VIII

Componente Rf

BM123Y 0,17, 0,23

BMX23p 0,08* 0 ,U

Ambos BM123p y BM123Y eran una mezcla de dos compo­

nentes u tilizan do  este sistema 0 !3H123fi estaba compuesto de 

un componente p rin c ipa l (R f = 0,08) que era BM123p1 Y un 

componente menor (R f = 0,14) que era ÜM123p ̂ 0 El componen­

te  menos po lar de BML23y (R f = 0,23) era BM123y^ Y e l  com­

ponente más polar (R f = 0,1'/ era BM123Y2®

EJEMPLO 8

Procedimiento General para la  A lqu ilación  Reductiva del 
A n tib ió tico  BM3 23Y

A una s o lu c ió n  a g it a d a  de 100 n g  de a n t i b ió t i c o2 5 .



BMI23Y on 20 n i de netanol se atrofian 5 nil (o  5 g ) del a l­

dehido o cebona'apropiada y 100 ng de cianoborohidruro de 

sod io » 'E l pll de la  solución resultante se mantiene a apro­

ximadamente 7,0 con cloruro do hidrógeno metanólico 0,1N
¡

5« durante un periodo de 3 a 24 h r. La reacción se mide por

cromatografía de capa delgada hasta la  desaparición de 

EM123y• La mezcla de reacción luego se f i l t r a  y e l  f i l t r a ­

do se evapora hasta sequedad» El residuo se t r itu ra  con 

3 mi de netanol y se f i l t r a .  El f i l t r a d o  se d iluye con 

10. ,r.O mi de acetona y e l  precip itado que se forma se separa

por f i l t r a c ió n  y se seca. El solvente de netanol puede, reem­

plazarse por 20 mi de agua siempre que e l  aldehido o ceto - 

na de partida sean solubles en agua,

EJEMPLO 9

15. Preparación de motil-5M123v

A una solución do 1,0 g do bill23y y 2,5 n i de solu­

ción de formaldobido acuoso a l 37% en 50 mi de agua so agre­

gan on porciones, 400 mg do cianoborohidruro de sodio. El 

pli do la  mezcla do reacción so mantiene a 7,0 con ácido c ic r -  

20. h íd rico  111 durante esta ad ición . La mezcla do reacción se

agita 10 nin adicionales a temperatura ambiento y luego so 

evapora hasta sequedad en vacío . El residuo se tr itu ra  con 

20 mi do r.ietancl, se f i l t r a  y o l f i l t r a d o  se d iluye con 

250 mi de' acetona. El producto se p rec ip ita  so separa por 

f i l t r a c ió n  y se socaj rendimiento., 6Ó7 mg.25.
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Preparadóndc isopropil-0M123Y 

A una solución de 200 mg de 3K123Y Gr)' 30 n i de meta- 

nol se agregan 5 id  ¿e acetona » esta solución se agregan 

139 mg de cianoborohidruro do sodio y la  mésela de reacción 

Se ag ita  a tenpenatura ambiente durante 30 n in 0 Durante es­

te  tiempo e l  pH de la  mezcla do reacción se mantiene entre 

7j4 y 7,8 mediante la  adición de cloruro de hidrógeno meta- 

n ó lico  0,1N. La pequeña cantidad de precip itado que se fo r ­

mó se separó por f i l t r a c ió n  y e l  f i l t r a d o  se evaporó hasta 

sequedad en vac ío » El residuo se t r itu r ó  con 2 mi de meta- 

nol y se f i l t r ó »  El f i l t r a d o  se diluyó con 100 mi de aceto­

na y e l  producto só lid o  que se separó so elim inó por f i l ­

trac ión  y se secó] rendimiento^, 184 ng¡,

EJEMPLO 11

Preparación de B ~fcn iíGtdl-B]'?123y 

A una solución de 200 mg de Util23y en 15 n i de agua 

y 25 mi de a c e to n itr ilo  se agregaron una solución de 2 mi 

d.e fcn ilaceta ld eh ido  en 4 mi de etanoi» A esto se agrega— 

ron 103 mg de cianoborohidruro do sod io0 La mezcla de reac­

ción se ag itó  a temperatura ambiente durante 30 rain duran­

te  cuyo tiempo e l  pH de la  mcscl¿i se mantuvo a 7 con Sci—

. do c lo rh íd r ico  0} 2íJ • La mezcla de reacción luego so f i l ­

t r ó  y e l  f i l t r a d o  se evaporó hasta sequedad on vaexo» 

residuo se t r itu r ó  con 2 mi de metano! y se * l i t r o »  El

El
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f i l t r a d o  so diluyó con 100 n i de acetona y o l producto que 

se separó se elim inó por f i l t r a c ió n  y so secój rendimiento, 

180 ng.

EJEMPLO 12

Preparación de l,3»3~triraetilbutil-BM 123v 

a una solución de 200 me de BM123Y clorh id rato  en 

50 ral de metanol se agregaron 3 mi de 4 »4-d inetil~2-penta- 

nona y 106 ng de cianoborohiáruro de sod io. La solución de 

reacción se mantuvo a pH 7 mediante la  adición por gotas 

efe cloruro de hidrógeno netanólico . La reacción se ag itó  

a temperatura ambiente durante 18 h r y  no f i l t r ó .  El f i l ­

trado se evaporó hasta sequedad en vacío'. El residuo se d i­

so lv ió  en 3 mi de metanol, ce d iluyó con 50 mi de acetona 

y se f i l t r ó ,  rendimiento 125 ng,

EJEMPLO 13

Preparación de 1 -raetilfonotil-B K l 2 3y 

A una solución de 200 ng de BM123y on 50 ral de racta- 

nol se agregaron 5 mi de fen ila ce ton a . A esta solución se 

agregaron 170 mg de cianoborohidruro de sodio y la  mezcla 

de reacción se a g itó .a  temperatura ambiente durante 31/2 

h r . Durante este tiempo e l  píl de la  mezcla de reacción se 

mantuvo a 7*0 con metanol saturado con gas cloruro de h i­

drógeno» La mezcla de reacción se concentró a aproximada-
i

mente 5 mi en volumen, se d iluyó con 2 mi de metanol, y se 

f i l t r ó .  El f i l t r a d o  se v i r t ió  en L0G mi de acetona y e l
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producto só lido  que í;o separé se elim inó por f i l t r a c ió n  y 

se secój rendimiento, 233 r.ig.

EJEMPLO 14

Preparacién de l~nctilnonil~BM123v 

Se agregó cianoborohidruro de sodio (100 mg} a una 

solución de SM123y y 2-decanona ( l  n lj en 40 n i de metanol0 

I a solución ce reguló a 7,0 y se mantuvo a 7,0 i* 

0,2 mediante la  adición de cloruro de hidrógeno metan61ico  

0 ,llí seg&n iue necesario. Luego de 19,5 hr la  mezcla de 

reacción se f i l t r ó  y e l f i l t r a d o  se concentró en vacio  a 

30°C. El residuo se suspendió en 5 mi de metanol y se f i l ­

tró *  El f i l t r a d o  se agregó a 50 ral de acetona. Él só lido  

blancuzco que se p rec ip itó  se recogió por f i l t r a c ió n ,  se 

lavó  con acetona, y se secó en va c io „ El rendimiento de 1— 

metilnonil-3M123y crudo fue de 167 ng„

EJEMPLO 15

Preparación de l,3 -¿ inetilbu til-D H 123v 

Á una solución de 210 mg de BM123y en 50 mi de meta— 

nol se agregaron 5 mi de m etil iso fcu til cotona. A esta so­

lución  se agregaron 166 mg do cianoborohidruro de sodio y 

la  mezcla de reacción se ag itó  a temperatura ambiente duran­

t e  5 h r. Durante este tiempo e l  pH de la  mezcla de reacción 

se mantuvo a 7,0 con metanol saturado con gas cloruro de h i­

drógeno, La mezcla de reacción ce evaporó hasta sequedad en 

vac io . El residuo se t r itu ró  con 2 n i de metanol y se f i l -
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oró. El f i l t r a d o  se d iluyó con 1ÓG mi do acetona y o l pro— 

ducto só lido  que se separó so elim inó por f i l t r a c ió n  y se 

secó; rendimiento, 210 ng,'

EJEMPLO 16 . ‘

Preparación de 2-norbot‘nil~DM12.3y 

Se agregó cianoborohidruro de sodio (100 mg) a una 

solución de BM123y (200 ng) y 2-norbornanona (400 mg) en 

40 ral de metanol, El pPI de la  solución se regu ló a 7,0 con 

cloruro de hidrógeno motanólico 0 ,U I, El pH se mantuvo a 

7>0 + 0,2 mediante la  adición de cloruro de hidrógeno 0,111 

sagón fue necesario. Luego de 12,5 hr la  mezcla dé reac­

ción se . f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se concentró en vacío  a 35aC«

El residuo se suspendió en 5 n i de netanol y se f i l t r ó .  El 

f i l t r á d o  se agregó a 50 n i de acetona, El só lid o  blancuzco 

que se p rec ip itó  se recogió  por f i l t r a c ió n ,  so la vó  con ace­

tona y se secó en vac ío . El rendimiento de 2-norbornil-BM123Y 

crudo fue de 175 mg,

EJEMPLO 17

Preparación do isopropil-BM.12.lY 

Üna nczcla de 50 ng de BI-1123y1,- 5 mi do acetona y 

60 mg .de cianoborohidruro de sodio en 35 mi de mctanol se 

a g itó  a temperatura ambiente durante 40 min. El pH de la  

solución se mantuvo a 7 m ediante'la adición por gotas do 

una solución de cloruro de hidrógeno metanólico. La mezcla 

se evaporó hasta sequedad en vac ío . El residuo se t r itu ró
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con 5 mi de octanol y la  solución resultante ce rliluyó con 

50 ni de acetonaj rendimiento^ 49 ug„

EJEMPLO 18

Preparación do icopropil-BM12.^!y

Una mezcla de 41 ng de BM123y 2, 5 n i de acetona y 

50 mg do cianoborohidruro de sodio en 35 mi de metanol se 

a g itó  a temperatura ambiente durante 40 min0 El pH de la  

solución se mantuvo a 7 mediante la  adición por gotas de 

una solución de cloruro de hidrógeno metanólica (saturada). 

I-a mezcla se f i l t r ó  y se evaporó hasta sequedad en vac ío .

El residuo se t r itu r ó  con 5 mi do metanol y la  solución re­

sultante. se d iluyó con 50 mi de acetona^ rendimiento, 46 

mg.

EJEMPLO 19

Preparación de l-^otil-2-fcnil-ctil~BíS123v■ ---- ---------2

Una mezcla de 20C mg de CÜ123y 2, 5 a l de fe n il-a c e -  

tona y 170 mg de cianoborohidruro de sodio en 50 mi de me- 

tanol se ag itó  a temperatura ambiente durante 3 hr y 45 

n-in. Durante este tiempo e l  pll do la  mezcla de reacción 

se mantuvo a 7 con la  adición por gotas de una solución 

de cloruro de hidrógeno netanólioo (saturada). La mezcla 

se evaporó hasta sequedad en vac ío . El residuo se t r itu ró  

con 5 m.l de metanol y la  solución do metanol resu ltante se 

d iluyó con aproximadamente 50 mi de acetona^ rendimiento 

233 rag.
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EJEMPLO 20

Preparación de (2 ~ c t ilc ic lo p cn ti l ) -BM123y 

Una solución de 200 r.if; de DLÍ123y * 3 mi de 2 - e t i l c i ”  

elopenianona y 101 me d e ’cianoborohidruro de sodio en 50 

mi de alcohol m etílico  se almacenó a temperatura ambiente 

durante 18 hr„ Durante este tiempo e l p'í de la  solución se 

mantuvo a 7 mediante la  adición de una solución saturada 

de cloruro de hidrógeno en metanol. La mésela•de reacción 

se evaporó hasta sequedade El residuo se t r itu ró  con 3 mi 

de metanol, se f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se d iluyó con 40 mi do 

acetona* rendimiento* 157 mg.

EJEMPLO 21

Preparación do 3> 5~d in etilc lc loh cx il-B i'il23v 

* Una solución do 200 mg do UM123y * 5 mi de 3*5-dine~

tilc ic lohexanona y 200 mg do cinnoborohidruro do sodio u. 

50 n i de metanol se almacenó a temperatura embicóte duran­

te  1 hr. Durante esto tiempo o3. pH do la  solución se mantu­

vo a 7 durante la  adición do una solución saturada do c lo ­

ruro de hidrógeno en metanol„ La reacción so t r itu ró  con 

3 mi de netanol* se f i l t r ó  y o l filtrad la  se diluyó con 40 

n i de acetona* rendimiento 200 ng,

■ EJEMPLO 22

Preparación de 2t4~d in etilc ic lop entil~BMl23v 

Una solución do 206 mg de 3M123y* 3 mi do 234~’dime- 

tilc ic lopentanona y 104 mg de cianoborohidruro de sodio en
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50 n i de netanol ce almacenó a temperatura ambiente duran­

te  6 h r. Durante este tiempo e l  jfl de la  solución se mantu­

vo a 7 mediante la  adición do una solución' saturada de c lo ­

ruro de nidrógeno en uetanol0 La reacción se t r itu r ó  con 

3 mi de metano!, y se f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se d iluyó con 

/¡.O mi de acetona, rendimiento 101 ug«

EJEMPLO 23

Preparación de 2-etilciclohexil-3M 123v 

Una solución de 200 ng de DM123y, 5 mi de 2 - e t i lc i -  

clohexanona y 213 ng de cianoborohidruro de sodio en 50 mi 

de netanol se almacenó a temperatura ambiente durante 3 hr. 

Durante este  tiempo e l  pH de la  solución se mantuvo a 7 me­

diante la  adición de cloruro de hidrógeno saturado en meta- 

n o l. La reacción se t r itu ró  con 3 n i de netanol., se f i l t r ó  

y e l  f i l t r a d o  se d iluyó con 40 mi de acetona, rendimiento 

200 rag 4

EJEMPLO 24

Preparación de 3-netilc iclohexil-D M l23v

Una solución de 200 ng de DM123y , 1,5 ni de 3~ne« 

tücicXohescanona y 200 ng de cianoborohidruro de sodio en 

50 mi del netanol se almacenó a temperatura ambiente du­

rante 2 h r. Durante este tiempo e l  pH de la  solución se 

mantuvo a 7 mediante la  adición de una solución saturada 

de cloruro de hidrógeno en netanol. La reacción se t r i tu ­

ró con 3 mi de netanol, se f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se d iluyó
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con 40 mi de acetona* rendimiento 200 ng„

EJEMPLO 25

Preparación de 2 ,4»4 ~ tr ln o t ilc ic lo p o n ti 1-DM123y

Una solución de 200 mg do DI?.!23y, 5 mi de 2 ,4 *4 ,~ tri~  

metilciclopentanona y 179 rag de cianoborohidruro de sodio 

en 50 n i de motanol se almacenó a temperatura ambiente du­

rante 24 h r. durante este tiempo e l  ph de la  solución se 

mantuvo a 7 mediante la  adición de una solución saturada 

de cloruro de hidrógeno en metano!o La reacción se t r i tu ­

ró con 3 mi de netanol, se f i l t r ó  y e l  f i l t r a d o  se d iluyó 

con 40 mi de acetona* rendimiento 176 mg»

■ EJEMPLO 26

Preparación de 2-propilciclohexil-BM123V’

Una solución de 200 ng de BM123y, 3 ral de 2 -p rop il- 

ciclohexanona y 157 mg de cianoborohidruro de sodio en 50 

mi de metanol se almacenó a temperatura ambiente durante 

4 h r. Durante este tiempo o l pH de la  solución se mantuvo 

a 7 mediante adición de una solución saturada de cloruro 

•ie hidrógeno en netanol0 La reacción se t r itu ró  con 3 mi 

de metanol* se f i l t r ó  y o l f i l t r a d o  se d iluyó con 40 mi de 

acetona* rendimiento 75 mg,

' EJEMPLO 27

Preparación de 2~metilciclopentil~BM123v 

Una solución de 211 rag .de DMl23y* 3 mi de 2-m etil- 

ciclopentanona y 98 ng de cianoborohidruro de sodio on 50
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mi de raetanol se almacenó a temperatura ambiente cíur¿“íce 

3,5 hr . Durante este tiempo el pH de la solución se man­

tuvo a 7 mediante la asición de una solución saturada de 

cloruro de hidrógeno en metanol. La reacción se trituró
l

con 3 mi de metanol, se f i l t r ó  y el filtrado  se diluyó con 

40 mi de acetona, rendimiento 157 mg.

-  N O T A  -

Descrita sufí.entórnente la natu­

raleza del invento, así como la  manera de realizarse en 

la  práctica, debe hacerse constar que las disposiciones 

anteriormente indicadas son susceptibles de modificaciones 

de detalle en cuanto no alteren su principio fundamental. 

También se hace constar que e l invento corresponde a dos S_o 

lic itudes de Patente, presentadas en EE.UTJ. de A., con 

fechas y números siguientes: 5 de diciembre de 1.974, 

nQ 529,862 y, 12 de septiembre de 1.975, na 612,975, aco­

giéndose por lo tanto a los beneficios que conceden los 

Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que cons­

tituye la esencia del referido invento y por lo que se 

so licta PATENTE DE INVENCION en España, sobre: PROCEDI­

MIENTO PARA PREPARAR DERIVADOS ALQUILADOS DEL ANTIBIOTICO 

DM123» caracterizándose por lo siguiente:

1 .- Procedimiento para preparar 

derivados alquilados del antibiótibo BM123, de fói-mulas:

0

R-
\  trans ||
\-CH=CIl-C-NH-(CH2) 3-HH-(CH?) 4-NH-CH2-Rjl

(I)
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trans
R-, '> -CH=CH=C-WI-I-(CH2) 3‘-NIí-(CH2Í 4-K ,

X
ch2-Ri

( I I )

R-,
trans p 2 " Rl

-CH=CH -C -Nrl -  ( CZ¡ 2) 3 ->! - ( CH 0 ) A -MI-I-CH „-R
2'4

( I I I )

2 “ 1

5.
f H2~Rl

*-Cfí=CH-C~NH—( CH g ) 3~r-I ~ (Cü ̂  ) - h
CH2“Rí

ch2Ri

(IV )

en donde R± es hidrógeno, a lqu ilo  in fe r io r ,  a lqu ilo  in fe ­

r io r  halo substitu ido, alquenilo in fe r io r ,  fo n ilo , fe n ilo  

raonosubstituido, fe n ila lq u ilo  in fe r io r ,  2 - fu r ilo , 2 - fu r ilo  

m otil substitu ido, 2 - t ie n ilo , 2 - t ie n ilo  m otil substituido, 

2 -p ir r i lc ,  2 -p ir r ilo  m otil substitu ido, 2 -p ir id ilo  o 2- 

qu in o lilo ; y R os una porción molecular de la  fórmula:

10.
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caracterizado porque comprende alqu ilar una amina d© fórmula;

trans
9~CH=CH-C-iIEl— (CE2) ?-HH-(CH2) 4~NH

en donde R es como se ha defin ido  anteriórnente aquí con



un aldehido de la  fórmula:

Fe, *-Cl'Iü 1

en donde en como se ha defin ido  anteriormente aquí en 

presencia de un agente reductor en un solvento in erte  pa-* 

5» ra lo s  reactivos durante un período do tiempo su fic ien te

para que tenga lugar un grado substancial do a lqu ilac ión  

reductiva .
t !

2 .-  Procedimiento para preparar compuestos de la

fórmula:

10 .

0 R
trans || /

X\  -CH=CH -C -Iffi -  ( C I2 ) 3 -NH -  ( CU % ) 4-H «CU x

en donde Rj, es a lqu ilo  in fe r io r ,  a lqu ilo  in fe r io r  halo subs­

t itu id o  o fo n i l  a lqu ilo  in fe r io r ;  ■?-̂  es a lq u ilo  in fe r io r ,  

a lqu ilo  in fe r io r  halo substitu ido, alquonilo in fe r io r ,  c i~  

i.loa lqu ilo  in fe r io r ,  fo n ilo , fe n ilo  raonosubetituido, f e n i l  

15. a lqu ilo  in fe r io r  o fe n i i  raonosubstituido a lqu ilo  in fe r io r ;

y R_ y R„ tomados juntamente representan te tra a o tilen o , pen- 

tam etilenó o hexametileno; y R es una porción molecular de

ia s  fórmulas:



o
tirana ||
■CH=CH-C-HH-(CH2) 3-IIH-(CH2) 4-NH2

donde R es como se ha defin ido  anteriormente aquí con una

cetona de la  fórmula:



R2

, O 
H

“C“R3

en donde IX* y son como se han definido anteriórnente
¿i o

aquí en presencia de un agente reductor:en un solvente 

inerte para los reactivos durante un- período de tiempo 

suficiente para que tenga lugar un grado substancial de 

5. alquilación reductiva.

3 .- Procedimiento para preparar derivados 

alquilados del antibiótico BM123, tal y como queda 

sustancialmente descrito en la  presenté Memória.

Esta Memoria consta de 62 hojas escritas  

10. a máquina por una sola cara.

-5 BÍD. 1975
Madrid,

4
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