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La presente iqvenci&n se relaciona con un nuevo gru-
po de antibibticos y, mis particularmente, se relaciona con
una nueva serie de agentes antibacterianos potentes que doe-
rivan de una alquilacibn reductiva del antibiético BM123y

con un aldehido o cetona de las siguiente fhrmulas gensra=~

les:

Rl-CHO

0

RZ-C-R
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donde R, eﬁ hidrbgeno, alquilo inferior, alquilo inferior
halo substituido, alquenilo inferior, fenilo, fenilo mono-
substituido, fenilalquilo inferior,:z-furilbg 2-furilo me-
il subsbibuido, 2~tienilo, 2~tienilo smetil substituido,
2~pirrilo, 2-pirrilo metil substituido, 2=piridilo o 2~

quigpiilo; R, es alquilo inferior, alquilo inferior halo

4

///sﬁgstituido o fenilalquilo inferior; R, es alquilo inferior;

alquilo inferior halo ‘substituido, alquenilo inferior, ci-
cloalquilo inferior, fenilo, fenilo monosubstituido, fenil

alquilo inferior o fenil monosubstiﬁuido alquilo inferior;

YR, Y R3 tomados juntamente representan tetrametileno,

pentametileno o hexametilenoy Grugos alquilo inferior y al=-
quilo inferior halo substituidos hpropiados contemplados
por la presente invencibn son aguellos que tienen hasta 6
ttomos de carbono en donde hialo es ejemplificado por cloro,
bromo, e iodo tales como metilo, etilo, iggprOpilo, s-bu-
tilo, n~amilo, di.clorometilo, 2=bromoectilo, Z,S—diiodopro~
pilo, y-cloropropilo, etce Grupos alquenilo inferior apro-
piados son aquellos que tienen hasta 4 4&tomoc de carbono
tales como vinilo, alilo, propenilo, isopropenilo, l-bute-
nilo, 2~butenilo, j-butenilo, isobutenilo, ctc. Grupos de
cicloalguilo inferior apropiados son ciclopentilo, ciclo-
hexilo, y cicloheptilo. Grupos fenilo monosubstituidos
apropiados contemplados por la presente invencibn son, por

ejenplo, p-acetamidofenilo, m-nitrofenilo, m-nercaptofeni-
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lo, -o-anisilo, pmanisilo, o-toliid, p=tolilo y pimilares

en donde fenilo alqullo 1nfer10r es ejenplificado por Eenu

cilo, a—fenlletllo, v B-fenlletllo. Grupoo fenll nonosubs=

tltuldos alqullo inferior aproplados puedcn ser o, m, § Ef
clorobencila, a-(g-amlnofenll)etllo, 3-(m~n1trofen11)etllo,

etc. Grupoo Z-furllo metil substltuldos, Z*tlenllo, y 2=pi=-

‘rrilo aproplados ‘que pueden emplearse son, por egemplo, S

met11~2-fur110,73 4-d1met11~2~fur110, 4-net11-2~t1en110,

3, 5-d1met11-2~t1en110, 5—met11-2—p1rr110, 1,3,4-Lrimet11u

'z-pirrilo, Y. smnilares.

‘El procedimiento de alquzlacm&n reductiva p&r el bual

: pueden prepararse los nuevos agentes antlbacterianos de 1a

presente 1nven016n se lleva a cabo como siguce. Se disuelve

antibibtico BM1237, BMlZSyl, 6 Bwlzzyz en un solvente apro=

plado tal corio agua, metanol, nctilccllosolve, o nezclas
de los nisnos,- se agrcga lupgo una cantldad en exceso de

una cantidad equimolar del descado aldehldo o cetona sew

rguldo per la ad1016n de una SuL101L301a “educulvw ‘de cia=

" no boronidruro de sodio. El pH dc la mezcla 48 reaccibn se
';.mantienéAa 6,dm8,0 con icido mineral diluid¢:durante el

curso de la ;eaéqiéng Luego dé 1a 24 hr .a té@peratura

*  ambiente ((109-3§°C), la mezcla de'reaccién,sé evapora

hasta sequedad én'vacio y el residuo se tritura con meta-
nol y s¢ filtra. El filtrado sec diluye con acetona v el

producno ablido que se precxp1ta se separa por filtracibn
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vy se scca cn vacio.

Aldchidos que pueden asi cmplearse en el procedimien-
to preccdente son, por~ejemplo; acctaldchidéd, propionalde-
hido, butiraidehido, iggbutiralﬂehido, cfbﬁbna;dehi&o,;va—
leraldehido, benzaldehido, p-cianobenzaldehido, salicilal=
dehido, cinamaldehido, tricloroacetaldehido, etc. Ceténas
que pucden asf{ emplearse en el—procedimiénto precedente
son, por ejemplo, acetona, 2-butanoné,;1,8-d;bromoacetona,
cloroacetona, acctofenona, mecloroacctofenona, pbromoace-
tofenona, Hrtrifluormgtilacctofenoﬁa,‘grnitroacetofenona,
p-dinetilaminoacetofenona, ctos 7

Los productos se obtiencn a partirrde-las mééclas
‘de reaccibn de alquilacibn reductiva mediante procedimien=-
tos convencionales tales como precipiﬁaﬁiﬁn, concentracibn,
extraceibn por solvente o combinacionesidc eéﬁos procedi=

mientos. Luego de aislacifn, los productos pucden purificér-
se mediante cualguiera de los métodos generalnente conoci=
dos para purificacién, Estos incluyen recristalizacibn con

diversos solventes y sistemas de solventes mixtos, técni=-

cas cromatogrificas, y distribucibn a contracorriente, to-

dos los cuales se emplean generalmente- para este propbsi-

to.

Los agentes antibacterianos novedosos de la presen~-

- e invencibn son bases orglnicas y por lo tanto son capa-

ces de formar sales de adicibn de fcido con una variedad
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de rcactivos formadores de salcs orginicos e inorginicos,

Ast, sales de adicién do Scido; formddas pér mezcla de la

: base libre~antibaéteriana con.hasta tres:equivéleﬁtes de
run.éc1do, preferlblemente en un solvente neutro, son £orm
"~ madas con Scidos tales cono 5cido sulfﬁrlco, fosfénlco, fu-
'mérico, tartarlco, acétlco, ben201co, gluc&nlcé, ascbrbi

Cco, ¥ 501dos relaCLOnados. Las sales de adiclén de éc1do

de Yos agentes antlbacterlano« de la presente 1nvenci8n :

son, . en general, s&lz.dou crldtallnos ﬁelatlvamente solu-

,'bles en agua, metanol b etanol pero son relatlvamenMe in=’

solublcu en. solventes orgénicos no pdlares tales como die=

til éter, benceno, tolucno, y °im11arcs. Para propﬁsluos

de la preuente 1nvenc16n, las baseg libires antibacserlanas

son eqalvalcnteu a sus sales de adicibn de 5cz.do no t&:u.-

T Casc

' Los antlblﬁticog dcsmcnados BM123513 BN12332, BM123y1
y BMlzsyz se forman durantc el cultivo bajo cond1c1one cone
troladas de una hueva caepa de una especie indeterminada de
nocardla. Esta -nueva ccpa productora de antlbl&tico fue

alslada de una nuestra de tlerra de jardin rocoglda en
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Oceola, Iowa, y es mantcnida cn la coleccibdn de cultivo de
Lederlc Laboratories Divigion; American Cyanamid Company,
Pearl River, New York, como Cultivo N° BML23, Un cultivo
viable del nuevo micrdorganismo ha sido depositado en el
Laboratorio de Coleccién de Cultivo, Northern Utilization
reéearch and Development Division, United States Department
of Agriculture, Peoria, Illincis, y ha sido agregado st co-
leccibn permanernte. Es libremente asequible .al pfiblico en
este depbsito bajo su nfimero de accesibn NRRL 5646, De aqui
en adelante MB1l23g se refiere a una mezcla en cualquier pro-
porcién de BM123g, y BM123g,, y BM123y se réfiere a una mez~
cla en cualquier pfoporci6n de BM123vy, ¥ BMlZSYZ.

La siguiente es una_descripcién general del microor-

ganismo Hocardia sp., NRRL 5646 en bade a caracterfsticas

“de diagnbstico obscrvadas. Las observaciones se hicicron

de las:caracterisfiCas culturalcs, fisiolbgicas, y morfolb-
gicas ded organismo de acucrdo con los métodos detallados
por Shirling vy Gottliéb, internat, Lourn, of Syst.rBacte—
riol, 16:213-240 (1966) . La composicibn guimica del culti-
vo se debermind mediante los pfocedimientos indicados por

Lechevalier y- otros, Advan, Apple Microbiol, 14:47-72 (1971).

Les colores descriptivos subrayados y las designaciones

de brizna de color son tomadas de Jacobson y otros, Color
Harmeny Manual , 3ra. ed. (1948), Container Corps of Ame=

rica, Chicago, Illinois, Los detalles descripbivos son re=-
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o gistradoc en‘las Taélas I1av seguidamcqte;‘.

,uantldad de Desarrollo

Hoderado en extracto de lovadura, auparaglna dexn—

trosa, igares de Bencdlct, Bcnnett, patataudextrosa y

‘Weinsteinj leve mnégaeg de " Hickey y Treener, pasta de to-
'mate, harina de avena, ¥ pablum, ¥ un 1nd1c1o de dcsarro-

“llo en sales inorgénacas—almicén, égareﬂ de. copos de ave=

na dc Kuster, solucxén de Cz appk, v arroz.-

) Mlccllo feren-

Miccllo ééreo blancuzco cuaqdo estl presente, pro~

":du01do solamente en extracbo ae 1evadura, asparagina-dexw
ftrosa, égares de Beneclct, Ecnnett, v patata-dextrosau-

'.P;gmentos Solubles

' Ho se prodnqcron plcmento ‘solubles, -

Color'de reverso

Incoloro a tonos atiarillentos.

" Reacciongs Fisiol8gicag Micelancas

Ninguna licuefaccifn de gelatina; nitratos reducie

: dO" a nitritos-en 7 dfas; pigmentos dé melanoide no forma=-

dos en 4gar de peptona-hlerro, nmnguna peptonizacm&n o -
formaclén de grumos en lecnu pﬁrpura, toleranCLa de NaCl
en 5gar de extracto de levadura }-4% peso Z 7%, tempera—

tura 6pt1ma de desarrollo 32°C Utlllzacién de fuente de

;carbén, de acuerdo con el método de Prldham and Gootlxeb

:.[3 Bactcriol. 56{107-11ﬁ (19ﬂ;7 Ccono’ s1gue: buena ubilie-
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zacibn de glicérol, éaliciﬁa, dntréhalosa yrdoibrosa; uti—

.11zaclbn recular de 1-1nosmtol, y pobre a ninguna utllzza-

c16n d; d—fructosa, maltosa, adonitol, ;~a;ab1nosa, 1acto—
sa, _g-’-mam.tol, demelibiosa, derafinosa, ltramxdsa, sucaro- -
ca y dexilosas | . | |
Compogicibn Quimicg '

o 21 organismo;pertenece al tipo de parcd celular IV;
cs decir contiene 4cido neso=2 6-d1aminop1mé11co y tiene

un dis eﬁo de azficar de célula total tipo A, es decir, cone-

tiene arabinosa y galactoua. Extractos de células totales

' metiladas, cuando se - someten a cromatografia de gas, demoss

traron disefios de &C1do araso 51m11ates a aquellou produc1-

'dos por Hocardla aﬂtergxdes £% LP 3308.

-Llcrororfo1obic

' El micelio aéreo surge dc m;cello de sub"brato como
‘elementos flexuosos moderadanente largos-escazamente remi-

ficados que éqﬂﬁnmente verminan en Qspiraléb;primitivos

, alargados. Los olementos fleyuoso, ectin irrégﬂlarﬁénté

'sogmentadou en sceciones cortas. e]tptlcas a cllindrlcas

(esporos?) que’ se desarticulan fécmlnenbc. Las porciones
terminales de esplrale4 estén. nenos claramente segmentadas.,
Los sepgmentos generalmente varian dc 0, 8-1‘7;mn x 0,3-0 5

ety promedianto 0,4 g x 1,? PLoTE
Dlaggbsls

Las caracterfsticas mbrfolégicag del Cultivo R°
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BM123. son diffciles de obscrvar o intefpreﬁar debido al

pobre desarfollo,dé'hicélio,aéreo en la hayéria de Yos-

- medios, Por lo tanto, sc da considerable importancia, dew

.bldo a la nece 1dad5'ai anélisis quimico para determinar’

la rela016n gcnérmca del organlsno. En ba e al sisbéna

propueﬁto por Lechevallcr y otros, ul Cultivo N° BM123 cone

»'tmene 501&0 meso~2 6-d1am1nop1né11co e sus células tbbas

les ¥y el-anall sis de azficar demuestra que eaté preuente

arabinosa N galactosa. Por 1o tanto, el cultvivo pertence—

ce al. tipo dé'pafed'célular-IV. Una’comparaci&h'dei die

>'seﬁo de. cronatografia de cas del Cultlvo H° BM123 con -

7 quél de Hocardla agteroides AICC 3308 muestra que los

: Ados eran notablementc smnllarcs. Otras caracteristlcas »
,j del Cultivo He BM123:que estan_uo_acdcrdo con el cqncepw.
to de chardié,;soﬁ Eu'désa#fcilé aéreo,ffégmeﬁté&O'eg:
"ciéftos,mediééry,la total'ausqnéia,de désarrqllp aéreé"en'

_1a mayorfa de los micdios, En virtud de la carencia de un

criterfo adccuado para la caracterizacibn de Hocardia al
nivel de cspecies, no sc ha realizado en ningfin intento
de hacer esﬁa determinacibn, Por lo tanto, el-culﬁivo Ne

BVlZ3 seré conglderado cono una GapLCle 1ndeterm1nada de

- Hocardia hasta que tal d1«gn6ut1co sca factible.
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TABLA

I -

Caracteristicas de Cultiv o de Ne

~ Incubacidn: 14 cias Ter
iiedio Cantidad Miceclio Aqréo Pignme
CreciSiento y/o Solub
, Co Espeoros ,
hger Zde extrag - lHodérado licelio garco ilingu
to do lovadura . blancuzes, leve :
-Aeaf'ﬁickey'y - ' R o
- Tresner "~ Leve - Sin micelio - Wingun
' : S ‘aerco .
Agar de Aspara . Moderado Indicio de mi~ ~ Ningun
. gina dextrosd - - . -celio acrco '
L P - blaneuzco
Agar de Benedict Moderado Micelio aecreo Mingun
I blancuzco le= :
ve S
Agar de Bennett: .Modérado ‘Vestigio de Ningun
) . o nicelio acrec
' blancuzco
Agar de'aimi-.’ Vestiaio 8in micelio Mingus
dén sales in- . ) aereo
brgénicos
/
M“’"—"/



ALTEATE AR

‘E .

> Cultiv: o de Hocardia sp. NRRL 5645

L4 cias _Temperatura: 32°C

.0 Aereo Pigmento Colorde 7 .

o - Solubte Reverso. Chscrvaciones

ros o

asreo ilinguno Iostaza Arcas oscurecicdas cn

vy Iays 3 3 3 ]

10, leve . (3 i¢) micelic <c substrato.
Corcnios Formados en
nicelio superficial

. Incoloro Areas periféricas de
ilio “Hinguno a colonias que se vuel
verde ama ven vercde oliva
o rillento

de ni - - Ninguno Ambar  Superiicie levemente

weo T (3 1e) arrugacda

ico - -

‘acreo -~ . Ninguno Canela Corcnios abundantemen

so lew raido te formodes en nice-

N lio superficial

. - (4 ge) :

> de Ninguno camello Sugperficie levemente

acr . arrugada

acrec (3 ie) &

0

slio Minguso  Incoloro

//V—
e
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Agar de copos de
. aveno

Agar de ‘solucibn
- Czapck

Arar de patata y Moderado -

- desxtrooca

. Agar de harina
-~ <@ dvena y pasta
" de . torate -

Agar de Pablum

Agar de-arroz

12

-Agar

Indicio -

Indicio -

Leve

- Leve’
- Indicio -

e Weinstein Moderado

LRt SRS )

0
e
5]
-

t.
Fe
o)
t

Kicel
CuzCC

(%]
e
18]
r



! TABLA I (Cont.)

19 - . Sin micelio aereo

$in micelioc aereo.

ado’ - ‘Micelio zereo blan
.17 cuzco leve
€. . " ‘Bin miicelio aerec

8in micelio aereo
Sin micelio aereo

’?doj'_ Sin micelio aereo

~ Hinguno

Ninguno

Hinguno

: Ninguno

Hingune
Hinguno

Hinguno

Incolzro

Incoloro

Camello

(3 ie)
Incoloro

Incoloro
Incocloro
Inccloro

a
narillicento
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. TABLA IT

- Micromorfologfa de Nogcardia sp. NRRL 5646

Medio I Zobructura de Kicelio-aerco
' - ~y/o esporiferos

El micelio aereo surge de mxccllo de
substrato como clencntos. flexuosos es-
casanente ramlficados que comﬁnmente
"terminan alargados. Los elencntos
7 ‘ floxuosos ostén irregularmente séguen~
. Ager de ' tados en seccicnos corhas (csporos?)
"ExtféctO'de ‘ fque sc dcsartlculan f&cilmente.Las por-
c1ones termxhales de usgxral estén me~
" nos- claramente se"muntadas. Los segmon-
-tos generalmcnte varian ‘de 0,8=1,7 Jam
x 0, 3-C 5 Jumy, promeci:.anc.o 0 A,um X l 2

st e

~ Levadura“ .
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. . s . . 8celanc
Reaceidn Fisiolbpica Mi
.. 3 - 2 .4 1 s 2 - w4 de bele
redio Poericdo de Inculazién Canbtidad
. —
. - Leve
Gelatina Y d&iase ¢
Buen
Golatina 14 diac TR
y s L. Buena
Caldo de Uibra- 7 das .
to Crainico -
" ; ' sucna
Zaldn do nitra- iz 4fas %
to orrinico .
Liar de pogtont Fuc
-be - . Bucna
~hicrro 24—-48 hr B
Buena
Lzche phrmura 7 dias ;
PO el
Agar Zo cxtraujc o sderada
levadura mas (4, 7 diasc -, ~-
7, 10 y 13%) lall R
* Stttaiear—

I



ITT

- ——————

scelanea de Nocardia sp. HRRL 5646

de Crocimiento

- 2 " ~:\- - V’
-.caccicn Fisioléd-
cica

Leve Sin licucefaccida
Bucana, Sin Ilcucfaccidén
Bucna® Hitratos reduci-
- dos a =itritog
Buena itratos rcecuci-
- : .dos a nitritos
Bucna Hingin wipgsmonto
st ) d¢ nelanina redu-
cido
Bucna Sin poptonizacidn
T ¢ foeroacidn de
Fruno
sderada “PTolerarcia de 11aCl
' = 4% =aro = 79
P4 - <
///
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TARBLA IV

Diagrana de Utilizacibn de Fuente de Carbono de

H

gp. ULLL 5646 .

Nocardia

Incubacibdn: 10 Jfas Tempdratura: 32°0

Fuente de Carbono : Utilizacidn %

[

Adonitol

l-Arabinosa

Glicerol
S=Fructosa
i=Inositol

Lactosa

O © b H w o o

A=Manitol
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Conbrol negativo

% 3- Buena utilizacibn 2~ Acepbable utilizacibn
1~ Pbre utilizacién O<Ninguna utilizacién
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- TABLA V

Composicibn Quimica de Hocardia spe. NRRL 5646

Tipo de PéredVCelular'f Constituydnﬁes Principales

Tipo IV : - meso-DAP, arabinosa, ga-
lactosa

La aproduccibn de BMlZSB v BV123Y est 5 limitada a

reste organismo partlcular ©o-a otro organlsmo que respon-

den otalmente a las caracterivtlcav mlcroscéplcas y de

desarrollo precedentes que e indican ﬁolo con propbsia

'tos ilustratlvou. En realldau, pueden ubilizarse mubantes

'producldog a partlr de evtc orcanl srio medlante dlverso»

medios taleﬂ como exp051c16n a radiacién de rayos X, radia~
cién de ultravioleta, mostaza dc nitrégeno, actinofages, vy
siﬁiiares. ﬁn cultivo viavle de'una éSpgcievée nutante ti-
pica tal ha sido depositado en el Laboratorio de Coleccibn
de Cultivo de NHorthern Utilization Research and Bevelopments

Division, United States Department of Apriculbure, Peoria,

"Illinois, y ha sido agregado a su coleccién permanente baw-

jo el nfmero de accesibn IIRRL 8050, Si bien las caracterise

ticaé culturaieé, fisiolégicas y morfoléicas de NRRL 8050

son subrtanclalmente iguales a ayuellas de NRRL5646, se pro«

‘ducen cantidades en aumento de BM123vy durante la fermenta-

c;én aerbbica, También, HRRL 8050 varfa del HRRL 5646 ini-
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cial como siguet
(a) una reduccibn més lenta de ditrato a nitritos; y
(b) produccibn de un pigmenﬁo de micelio de color
canela rosewood =n égares.de Bennett y extréqto de levadura,
Los nuevos agentes antibacterianos de la presente ine-
vencidn son, cn general, sblidog cristalinos de solubilidad
relativanent: limitada en solventes no polares tales como

dietil &ter y hexano, perc congiderablemente mis solubles

.en solventes tales como apgua y alcanoles inferiores, Los

antibibticos Bil23y, v BM123y, son isbmeros estructurales

y pueden ser represcntados por las siguientes fbrmulas es-

tructuraless




Treztng

THN-Y (THD) ~HN-€ (THD) ~HN-D-HI=—=HD
w stexq
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Il

CH=CH-C-NH- (CH) 3~NH- (CHj) 4-NH,

0
g
KR

BM12311
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1

H==CH~C~-NH- (CHy) 3~NH~= (CHg) 4=NH;

d
hill
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"
“C=NH

NI"iz :




T

0]
trans || : :
H:=CH-C~NH- (CHy) 3-NH~- (CHg) 4-NH,

BMlZBf;.



La élquilacién reducfiva'de 2M123Y, ¥ BMlZSYl &
BM12372 con cetonau tlenen luﬂar en la cadena lateral de

espermadina para formar dcrlvadou de 1la férmula'

c .- . R

o 2
Re // : \}-Canu-c-n’l-(cn 2) -NH-(CHZ) ~NH-CH<
5.. donde R es una porcidn molecular de labwfﬁrmulasa

2 . M, L NH
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vy Ry, ¥ Rj son como sc han definido antcriormente aquf, La

alquilacidn rcductiva de BMI23Jy, BMlZSYl.G BMlZ3y2 con al-

dehidos tienc lugar en la cadena latcral de espermadina pa=

ra formar derivados mond—, die, & tri-substituidos de las

£6rmulas:

.0
transg |
-mn-c-m-(cuz) ~HH=(CH ) -m-acxazuxx{l
? , CH R
trans J :
\ ¢
R ~CH=CH-C~lH-(Ci )3-NH-(CH2)4—N 7
~ CH p=Ry
/i \\ trans H
R ’ » m_. —C-Hh-(C{IZ)O-H-(CrIz) ~NH=CH 2Ry
|
— CH =Ry
0
N trans “ C1,-Ry
R ~CH=CH-C~NH-(CH,) 3-N- (cH,) 4~
l Cil =Ry

Cﬂzuﬁl

donde R y R; son como se han definido anteriormente aqufi.

La ubtilidad dec los derivados alquilados de BM123y
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ca3 demogtrada porrsu capacidad de controlar infeccioncs le=~ -
tales sisténicas on ratones. Estas nucvas substéncias demues=
tran una eIQVada actividad antibacteriana in vivo en ratoe.
nes contra Escherichia coli U531l cuando se adninistian mew
diante una fnica dosis subcutfncea a grupos de ratones de.
C¥-l de las granjas Carworth, que pesan aproximadamente 20
gy infectados intraperitopealmentc con una dogis letal de
estas bacterias en una_dilucién de TSP de caldo de soja de
tripticase de un cﬁltivo de sanpre de TS? de 5 hr, En la
Tabla VI siguiente se indica la actividad in vivo de produce
tos tipicos de la presentc invencidn (preparados a partir

de los reacbivos de carbonilo indicados) conéra Eocherichia
coli US311l en ratones. La actividad se expresa ‘en términos

de la DESO 0 1la dosis en mg/kg del peso corporal requeri=

do para proteger 50% de los ratones contra E. goli.
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Reactive dc‘Cafbonilo Enplcado

H N . ]
& -

l-dipropilariino~2-2rcaancna

1-clorc-3-pentanona

~ciclooctanona

4—mebil~25p§Qtanona

fonilacctona

__transe4;feﬁ£143~bubené2;ona ~

l-ciclohexil~l-propanona

f-nctil-5-hepben—2-ona

3=notil-2-pontanona

E-netil=2-haxanona

- 3=ctil~2-pentanona’

3, 5=~dinctil-2~octanona
k3-octancna

"
i
.
.

N¢

Jrag
omdr

Lot

e
Tiil:



ThELA VI

Empleaclo Nombre del Derivade DESO en Dc/kg
B pOr LGSO Cor—
poral
_ 7 T-pctil-2-(1l,iT-Ci~ropil- <,3
=ona X cming) ~ebil-BE123%
7 ; 1-ctil~-3-clorosronil- :
i Z123v ) . T,12
ciclooctbil-Sifi23v 2,18
" 1,3-dinetilbutil-BM123y £0,12
| 1-tebile2-foniletil-BM123y c,18
< ... . lemctil-3-fenilpropen(-2-) 0,25
wonad -0 11-BM123y
- l-ciclohexilpropil-Bll23y -  C,37
a
) % ~1,5-cinctilhexenfd-)il-BM
123 c,06
1,2-Cipetilbuti-BM123y C,12
o tgd=dizmetilpertil=BMI123y C,12
l—meﬁil-Z—etilbu‘ti 1-BM123y 0,18
- 1,2,4~trinctilheptil~bnl23y C,37
" l-etilhexil-Bif123y - c,18
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3-mcti1;2—hexanona

3~indclilacetona

2-péntgnona

Z—bﬁtanqna-

‘2-ciclopenten(=l-)il-
'.,acetona 1 ] :

" acetona.

3<decancna

3-undecanona

:gracotéacototoluidida

" mesitil 8xico

‘metoxiacctona

ciclchexilacetona |

4~(Q-hidroxifenil)~2~‘-_

" bubanona

e T
-

—




TLBLA VI (Zont,)

1, 2~dinetilpentil-BM123y

1-netil-2-(g-indolil)etil
BM123y

l-zetilbutil-BI4123y
l-mctilpropil—BM123Y

1-metil-2-ciclonenten{~2-)-
il—etil—BM123Y

isopro;il-BMlZSy

| l~etiloctil-BHML23y

- l-ctilnonil-Bll123y

1-:ati1-212ﬁ[€clilcarbamoil—

CeCil/-El123y

- 1,3-dinetilbuton(-2-)il-BM123y

l-metil-2-mctoxietil—BM123y

'1-meti1-2-ciclohcxiletil-BMlzzy

l-netil-3-(4-hicdroxifeail)etil-
BM123y

0,25
G, 3
G,3

0,18
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dimetil(2-oxcheptil)foefonato

A-metill2-hexanona

2,2,4;4—tetrgmetilci010pénta-,
Cnoma :

'2,4,4;tfime£ilci010pentaﬁqna,"

z-ciqlopcntilciclopénbaﬁpﬁa

~ 2-(ciclo-l-hexenil)eiclohexano

3=t-pentileiclopentanona

2=ciclohexileiclohexanona
2-ctilciclolcanona

3y 3=dinetil=~2-~-butanona

2=undecancna

totrahidrotioniran-4A-ona. . -
. EE .
3y 5=dimetilciclohexanona

Z-tctrddecanona

-
e

R ——"

. 2=cic

Z=Cti
1,2,
Yemact
L=te
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TABLA VI (Cont.)

1-/(dizetoxifosfinil)metil/-
hexil-BM123y

1, 3=~diretilpentil-BM123y

2,2,%,-tetranetilciclopentil~
BM123y -

2,4,4~trimetileiclopentil-BM123y
2-cicleopentileiciogentil-BM123y

2=(1l=ciclohexen)ciclohexil~BM123y

3-t-rentilciclopentil-BMi23y

. 2=-ciclohexilciclohexil-BML23y

2~ctilciclchexil~BlI123y
1,2,2-trinetiloropil-BM123y
I-nmctildecil-BH123y
L-tetrohidrotiopiranil-Bil23y

3,5~cinctileiclohexil-BH123y

1-mebiltridecil-BM123y

0,3

< 0,12

C,75

c,3
0,37
0,19

0,5
0,75
0,19
€0,12
> 2
0,38
£ 0,12

2,0
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- l-met
l-motoxi-l-buten~3~ona . BHM123
- , 1,2-¢
- A=bBidroxi-~3-metil~2~butanona .
. ' _ : ’ : 3-net
.~ nentona. , : 123y
- . ciclc
ciclononanona
. P , éecak
l-nctil-2-decalona
; L 3y 3=C
isoforona ,
T . cecal
' 3~metil-2-decalona
C o 2=cti
"1-(3,4-dinctoxifenil) -2~ BI412:
butanora - o i 7
’ . L-met
l=cictilamino~3=butanona - BM12!
) . ) S o Lemct
etil 2-cloroacctoacctato -~ BM12:
' e 1,2,
3-hidroxi-3—meti1—2~butano~ S
na ) .
’ . leet:

‘3~pen€anona




ona .

T/(BL4 VI {Conb.)

1-metil-3-motoxipropen(-2-)il-
Bi{123y

1,2~dinetil~-3~hidroxipropil-Blil23y

'3jnéti146—isopgopilciclohexil-BM
123y '

" piclononil-~Bifl23y

cecabidro=l-rictil-2~naftil-BML23y

3,3—dimctilciclohcxen(-4-)il-BMlzzy

‘Cecahidro-3-netil-2-naftil-BH123y

-,Z-ctil-z-(3,A-dimctoxifcnil)etil—

BI123y

1-metil~3~(N,li-dictilanino)propil-
BM123y

l—mctil-Z—cloro-2—carbetoxiebi1-

_BMlZZY

1,2;2~dizetilhidroxipropil-BM123y

,Vl—gtilpro;il-BM123y

e

0,38
c,18
0,25
0,37
c,37
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- 3~netil-2~-butanona

‘p~clorcfenilacetona

1, l~-dinetoxiacctona

A-heptdnona

3—m¢t_oxifenil acctona

4cido. 1,3=acetonadicarbo-
xflico )

2—fcﬁilciclohexanona

fcnoxi—2-propanona

Jd-butin-2-0na

‘dimetilaninocaccton

5-dictilamino-2-pentanena

[P S SO

,N—(ﬁ—butil)aéetoacetamida‘

l-prc

: lemect
- B1123

(2-c2

21123



ona
Zicarbo-

ona

enbanocna

TABLA VI (Cont.)

1,2-cinctilpropil-BLi123y 0,19
l-nctil-2-(dA-clorofenil)ebil~ 0,25
31123

2-(t-butilcarbanoil)~L-netil- 0,38
cu11-51123y

l-netil-2,2-dinctoxictil~BML123y 0,5

l-cropilbutil-BH123y 0,25
Tepeotbil-2-(3-metoxifenil)etil~ C,30
3123y

(z—”“rDOnl—l—CarbOXlDOtll)Ftll— C,5

BH123y

F=fonileiclchoxil=-Blil23y 0,38
1-netil~2-fonoxietil-BM123y Gy 3

3.—m€:‘é;i1—bntin(-2-)il—-BMlZ 3y {2,C

1-pobil-2-(0,l~dinetilarino)

—ropi1-BHL23Y 1,5
1-mobil~d- (1, H=dictilanino)butil-

314123y 0,5
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2~ciclohexen~l-ona

ciclopropilmetilcetona

4, f=-dinetoxi-2~butanona '

1,3-dimetilacctbnadicarbpxié
1ato o

2-metoxifenilacetona

acetilacctona

ciclbbutanona

p~clorofenilacetons.

2=cctanona

4—fenil-2-butanona

5-cloro-2-pentanona

o-clorofenilacctona

2=ci.
1-0:':.1

el
BlIL2,

l~-ca:
BM12.

1 ~netl
BK12,;

l=meil

cick

l-mct
RY12,

l-ner
L-ne

l-nmc

- l-ne

BH12
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TABLA VI (Comt.)

2-ciclchexenil-BM123y
l-ciclopropiletil-BlK123y

l-nctil=-3, 3-dinetorisropil-
BlI123y

1~carbenctoxi-2—-carbonetoxicbil-
BM123y

1l~netil~2-(2-netoxifenil)ctil-
BI123y

l-motil-2-acetiletil-Bl123y
ciclobubtil-BM123y

1-mebil=2-(4~clorofenil)etil-
2123y

1-metilheptil--BML23y
lenetil=3-fenilproril~BM123y
1-rmotil-4-clorobutil-BM123y

1-netil=-2-(2~clorofenil)etil~
39123y

0,25
0,25
0,75
0,75
C,7
1,5

0,38

c,25
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a-clorofenilacetona

L-lhexenc=-2-0na

ciclohexaonona

2-hexanona

2~heptanona
cicloheptanona
ciclopentanona

4y A=limetile2-pentanona

2=acetaonido=3~butanona

2,6-cinctil-3-heptanona
J=octancna
3~acetilpiridina
J-heptanona

¢til butirilacetato



TABLA VI (Cont.)

l-;etil—zi(3—clorofenil)etil-
BML23y '

l-petil<penton(4=)i1-BM123y

“ciclohexil-Bll 23y

1l-metilpentil-BM123y

l-mobilhewil-LM123y

" ciclohephil-BM123y
" ciclopentil-BML23y

. 1,3,3-trinetilbutil-BM123y

2-aectanido~l~zctilpropil-BM123y

- 1~isopropilu4—mctilpentil-BﬁlZBY

1-propilpentil-BlL123y

1-(3-piricil)&til-Bil3y

l-ctbilpentil-BH123y

~1-{carbetoxinetil)butil-BH123y

0,38

0,38

0,75
0,38

C,75

g
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l-bexncil~d~pipericdons
l-motil-d-pipceridona
J-motilciclopontanona
3,3-dinetil-2-butanona
2~acctil-E~norkornenc
biciclq£§.2.§7ogtan—2—oua
J-guinuclidinona
5—mctoxi-2-tctralona
L=otil-2=hicptanona

3, 4=dinmctil-2-hexanona

l,3,3-trinctilciclopcntanona
acctileiclopentanona
LehoXOn=2~0ng

2-nctileiclopentanona

I~ben
I-nmet
J~met
l-net:
i”-Sﬂ

bicic:
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ZAELA VI _(Cont,)

l—bencil—41igeriéil-BM123y

'l*metil-ﬁ—p;periii;-BM1zgy

3—:otilciclopentil-EM123y
l—metil-z,Z—dimetilyropil—BMIZSY

l—zgeﬁorborneno(gz7btil—BM123y

bieiclo/F.2.17 ocbanil-2-Bll23y

’ 3-cuinuclidinil-BN123y

5~metdxil—2—tetra1il—BMlZ3y
1,3-dimotilhexil~BMlZ3y

l,2,3-trimetilpentil—BM1237

1,3;3-trimetilciclopentil-BMlzzy

' lnciclopcntiletilfBM123y

l-:etil-hexen-d—il-BMl237

2-zetilciclopentil-BMlZ3Y

0,18
C,75
0,25

0,18
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2,4~dinetilciclopentancna
d=cetilciclopentanona
2-adamantona

J=hexanona

cbil-2-rictilacctoacetate

norbornanona
S=hexeno=2-ona
3-hidroxi-2~hutenena

de-hidroxi~-3-ncebil-Z-butanocua

2=nona:iona
E<hidrozi-2«pentanona
2=Cecanona
4-£—butilciclohcxbnonc

2=0tilicdenciclohexancna
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-TABLA VI (Cort.)

2,4-dinetilciclopentil-niMl23y

2—etilciclonentil~-BM123y

~adanmaatil-2-Bl123y
1-etilbutil-BM123y

I-petil-2-carboctosipropile-
L1123y

norbornil-BU123y

‘1-metil-5-pentenil-BH123y

L lemcbile2<hidroxinropil~BM123y

1-netil-2-(3-hidroni=2-nctilpropil)—
EM123y -

lemetiloctil-BI123y

“legetil-d-nidroxibubil-BM123y

‘l-mctilnonil-BM123y

Ad=-t~-butilciclokexil-BlilZ3y

c2-gtilidonciclchexil-BH123y

0,18 .

0,12
0,25

0,39

0,18

0,18

- 0,18

G,37

0,18
0,37
0,18
c,18

0,12

.0, 12
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fenilacctaldehido 2-feni.

3 p-mctoxifenilacetalcehido 2- I(,E-m«
2-ctilhexadal 2-ctill
2, 2-dimectilbutanal 2y ZFdi:

2, 2-dinctilsroponal 2y 2=dir
2~-ctil-2-~butenal - | Z4éti1-
trang-2-motil-z-butenal trang-2
1~ mc:til’ciclo-:;-heyieni;lmet c;ndl (1-metd

' BM}ZBY
trang-2-rctil- 2-—-1:(;:1{:'0:1;:]‘. trans-2
formaldchide netil-pl
acetaldehido etil-BE.
e
/
e — ’
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actanal

IABLA VI_(Sont,)

2-feniletil-BHM123y

2-(p-metoxi fonil)ets1-Bir1 23y

2-etilhexil-BM1 23y
Z;Z-dimctilbutil-BM123y

2, 2~dimetilprdpil-Bl£la gy
2~otil-2-butenil-BHI23y
trang-2-netil-2~butcenil-EM123y

(lémetilciclo-3~hoxenil)mctil-
BM123y '

trang-2-metil-2-pentenil-BUL23y
nebil-BMI23y

eti1-BK123y

0,18
0,18
0,37
0,12
0,18
0,18

0,18

0,18
G,18
Cc,12

0,38




| Procedimicnto de Fermentacibn Seleccionado para Producir

3Ppimordiaiﬁehté BML23p. v BM123y o
"El gulfivé de, Nocardia 52.4HRRLi805OLpuéde ilevarbe
a cabo—éh una'amplia'ééricdad de nedio“:dé cuitivo liquiao.
' 50 . Log nedlou que gon ﬁbiles para la producclén de 1los antie
blbtlcos 1ncluyen una fuente asinllable de carbono tal co~
no almldén, azﬁcar, melaza, gllcerol, etcL una fuente asi-
mllable ae n1br6acno tal cofo protcina, hldrolizaao de prow
.'ftefna, pollpéptmdos, am1no$c1uoa, llcor-nacerado de mailz, '
:10{:1'_'et9; y anioneu y catlonea 1norc§nlcos tales cono potasio,
o magnesmo, calcid, anonio, sulfato, carbonato, fosfato, clo-
.ruro etc. Elementou de vestlglo tales cono’ boro, nolibdeno,
o cobre, etc, -son sumlnlsbrados cono 1npurezas de otros COng=
f tituyeutes en los medio». La aeraC16n en tanqucs v botellas
'::.ig; ' j es proporc;onada forzando aire e"térll 4 través o sobre la
e uuoerflcie del medlo fermentador. Adcnés 1a agltaclén en
tanques es provisba por un. lnﬂulsor nec&nlco. Puede agre- -
garse sepﬁn sea necesarlo un agenbe antlespunante, tal COm
mo Hodac‘. 7

) 20. - Preparaci&n dc in6culo‘ggra DM1230 y BMlZ;x

Sc preparan un 1n6culo ae Hocardla _E ULRL 8050 prie
-mario en uq‘frasgo?agltadorr;nocu}andO'loo.ml'de.medxo 1f{~
Quidéréstéril en uﬁ;frasco do 500 =l con raﬂpaduraé o la=-
vados de e;pords ag'una platina de égar'del cultivo. Se

25, utiliza équrdlpeﬁte el siguiente cu1tivo;'



Pt
Q

20.

25.

Bacto~trijtona 5
Extracto ¢ lovadura 5g
Extracto}do carne 3
Glucosa 7 10 g
Apua hasta 1000 ml

[ Los frascos fueron incubados a una temperatufa de
25=29°C, preferiblemente 28°C y sec agitaron vigorosanmente
en un agitador giratorio durante 30 a 48 hr, Los inbculcs
luego se bransficren en tubo de culbtivo con tapa de rosca
estériles y se almacenan por debajo de =18°C, Esbte banco
de inbculo vegetativo es utilizado en lugar de ragpaduras
de platina para inoculaciénrdc frascos agitadores adicio-
nales para la prcpéraci6n dc csba primcera etapa del inbcuw-
lo.

Estos inbculos dc primera etapa de frasco son ubi-
~izados para sembrar tandas dc 12 1t del mismo medio en
fernentadores de vidrio de 20 1t. La mésa de inbculo es
aireada con aire egbéril micentras se continfa el desarro=
1lo durante 30 a 48 hr,

Las tandas deAlZ 1t Je los inBculos de segunda eta-
pa son utilizadas para sembrar fermentadores de tanque que
contienen 300 1t del siguiente medio liquido estéril para

producir la tercera y final etapa del inbculo:

Solubles de carne - i5 g
Sulfato de amonio 3
Fosfato de potasioc diblsico 3 g
Carbonato de calcio 1z
Heptahidrato de sulfato de mapgnesio 1,5 g
Glucosa : 10 ¢
Apua hasta 1000 nml

La glucosa sc csteriliza separadamente,
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Bl inbculo do tercera ctapa on aircado a 0,4 - 0,8
it de airc cestéril por litro de caldo por minuto, y la meze

cla ferncntadora es agitada por un inptlsoér accionado a 150

= 300 revoluciones por minuto, La temperatura se mantienc

a 2”~29°C, generalnente 28°C, El desarrcllo se continfia du~-
rante 48 a 72 hr, en cuyo momento cl inbculo es utilizado
para gembrar una fermentacibn de tanque de 3000 1t,

Fermentacibn de Tangue para BML123s y BML23y

Para la produccidn de BM123p y BK123y en fermentadow
res de tanque, se utiliza preferibledente el siguiente rew

dio de fermentacidn:

Solubles'de carne o 30 g
Sulf ato de amonio - 7 6 g
Foasfato de potasio dibﬁsico i 6
Carbonato de calcio ‘ 2
HMeptahidrato de sulfato de nagnegsio 3
Glucosa 7 ' ' 20 g
Agua hasta : : 1000 nml

La glucosa se esteriliza separadanente

Cada tanque sc inocula con 5 a 10% del inbculo de
tercera etapa hecho segfin se degcribid bajo la preparacidn
del inbculo, La masa dc fernentacién sc ﬁantiene a una tent-
peratura de 25-28°C, pgeneralnmente 26°C, La nasa se airea
con aire eﬂtéril a un répginen de 0,3=0,5 1t de aire egtéril
por lltro de masa por ninuto y sc agita mediante un impule-

sor accionaco a 70 a 100 revoluciones por minuto, La fer-




lo.

15-

20.

nentacibn se deja continuar durante 65=00 hr y la masa se
cosecha,

La presente invencibn se describirf cort mayor déta-
ile en combinacidn con los siguicntes cjemplés especi{ficos.

Preparacidn de inbculo para BML23p y BMLZ23

Se pfcparé un medio tfpico utilizado para desarrollar
la primera y scpgunda etapa de indculo de acuordo con la si-

guiente fbérmula:

Bacto-triptona 5¢c
Extracto de levadura , 5¢
Extracto de carnc 3 o)
Glucoca 10 g
Apua hasta 1000 ml

Dos frascos de 500 ml éada uno gue contenfa 100 ml
del medio estéril prcccdcnte fueron inoculacos con § ml ca=
da uno de un inbculo veﬁotativo congelado de Hocardia sp.
HRRL 80%50. Los frascoc se cclocaron con un agitador gi;ato—
rig ¥ sc agithroﬁ vigorosancnte durante 48 hr a 28°C, El1
ih6culo de frasco resultaﬁtese transfirid a un fermgnﬁador
de vidrio de 16 1t que contenfa 12 1% del medio ésteril pre~
codente. La masa se airib con aire cstéril nmicatras el de~
serbollo.sc llev® a cabo durante aproximadanente A8 hr; lue=
ro de lo cual los contenidos sc utilizaron pafa sembrar un
frementador de tanque de 380 16 que contenfa 300 1t -del si-

guiente nmedio 1lfquido estéril:
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~ Golublo de.carge . i IIS'E
SulfatO'ﬂe.éébﬁio R - 3c
Fosfato'ac.boﬁavié dibésiEOV o L 3g
'&Wmeodcc&£u>'  ; ' '{i: lé

ﬂcptahldrato de uulfato de nagncﬂlo 1, 5 G .

Glucqsa o 0 g

Agua hasta - 1000 ml
" La éiucssé se;cstériliza?separadahénté

:La tcrcera ctapa do la nasa de 1n60ulb se aire6 con

14

 31re eﬂtérll roc1ado €n el forncntador a 0 24 1t de ‘aire

por litro de masa por nmnuto. La aglta016n se suministrd
medlanbe un 1mpulsor gc01onado de’ 2AO rcvoluclones por rie

nuto, La nasa se nantuvo a 26¢C ¥ ub ut111z6 Hoda3<:)FD82

~ CcOomo un agenue acsespumante Lucuo de 48 hr de bienpo de

desarrollo la masa de inbfculo se utilizd para sembrar una

fermentaclén de 3000 1t
eJEMPLO Z

Fermenbacién Empleando Hocardia sp. NRRL 8050 y Medio que

Favorece la Produccidn dc EMlzgﬁ'y'BM123§
. se prepard . un medio de fermcntacibn de acuérdo con
la siguiente £érmula: - |
. Solubieé dc.carnc - - 730 g
Sulfatg.do amonio - 7 6 g
Fosfato de potasio d;i.'bésiéo. 6 g

Carbonato de ecalcio = . 2@
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Hepbanidrato de sulfoto de marnesio 3z
Giucosa 20 ¢
Agua hasta 1000 m1

La glucosa sc csteriliza separadanente

Bl medioe dc fcrnontaciéﬁ sc csterilizd a 120°C con
vapor a presibn de 1,41 kg/cmz durante 60 ming E1 pH del
medio luego de esterilizacibn era de 6,9 . Sec inoculd un
medio- estéril de7300 1t on un fermentador de tanque de
4900 1t con 300:1t de inoculo tal cono sc deseribe en gl
Ejemplo 1, ¥y 1a'fermcn tacibn se llevb a cabo a 26°C ubi=-
lizando HodagC:)FDBZ como un agente descspumante, La aew-
racién se suministrd a un régimen de 0,35 1t de aire gsté-
ril por litro de masa por minubto. La masa sc agitd mediane—
te un impulsor accionado 70~72 rcvoluciones por minuto, Al
término de 67 hr de tieupo de fermentaciln la masa se co-
sccho,

EJEMPLO 3

Aolacidn de BM1238 v Bil23y

Una porcibn dc 3000 1t de masaAde fermentacibn pre-
parada cono se descrite en ¢l Ejemplo 2, pH 4,3, sc regu-
1% a pH 7,0 con hidrbxido de sodio y sc filtrd ugilizando
ticrra de diatomeas al 5% con un auxiliar de f£iltro, La
torta se lavbd con aproximadamente 100 1t de apua y se des-
cartd, E1 f£iltrado y lavacdo combinado sc bombeb hacia arri-

ba a travégs de tres columnas de acero inoxidable paralelas
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de 21 en = 122 com eada una. ﬂontenlendo 15 lt de rcsina CH
Sephadex<v>C-25 [-qi7 (un ael de 1ntercanblo catibnico de
aemtra—epmclorhldrlﬂa cntrecruzado obtenlble de Pharmacia
Fine Chemicals, Ipc.).'Lau columnap cargadas.ac lavaron

con’un total de aproximadamenbc 390 1t de agua v luego se

'desarrollaron con 200 1t de cloruroc de sodio acuoso al 1%

seguido por 560 1t de cloruro de sodlo acuoso al 5%. El
levigado. de cloruro de uOle acuoso al 5% se clarzfic6 pov

flltra016n a travéu de tierra de alatomeas y el filtrado

. clarificado se hizo pasar a través de unarcolumna de vidrio

de 22 cmrx 152 cm que contenia 25 1t de DarcoC:)G—éo (rma-

112 de 20-40) granular (un carbbn actlvado granular obteni-
ble de Atlau Chem1cal IndUutrleS’ Inc). La columng cargada
se lavd cgn 120 1t de aruma v 1uoco sc dcuarroll6 con 120 1t
do nmetancl acuoso al 15%‘scﬁuido por 340 1t dJde metanol acuo-
50 al 504 y luego 120 1t do acctoﬂa acuosa al 50%. El levi-

gade de mebancl acuoso al 15% sc concentrd-en vacfo hasta

'aproximadahcnte 7 1t ¢e una fasc acuosa y cl pll sc reguld

de 4,5 a 6,0 con resina do do Amberlite o IReds (037) (una
resina de intercambio anibnico del tipo de'pblistirgno~po-
liamina débilmente bAsica). La resina'se elimin6 por,fil—
tracidn y cl filtrado se conccntré en-vacfo hagta aproxi-

madamentc 11ty luego sc 110f11126 para proporclonar 18 g

- ¢el material que.consistia prmmordlalmente de BM123! junto

con una pequeciia cantidad de BML23y (primordialﬁente Bm;zsyz).

»
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El levigado cde metanol acucso al 50% sz repuld de pH 4,65
& 6,0 con rcoina AmborliteC:)IR-45 (017) s La resina se cli-
nind por filtracidn y el filtrado se concegtré en vacio
kasta aproximadamente 6,3 1t y lucro se liofilizb para pro-
porcionar 213 (¢ del material que consistfa primordialmente
BM123y. cl levigado de acctona a;uosa al 50% sc reguld de
pHl 4,0 a 6,0 con resina de Ambcrlite<§)IR-45 (c17). La re-
sina ‘se elimind por filtracidn y el filtrado se concentrd
en vacifo para proporcionar 1,5 1t y luego se liofilizd pa-
ra prOporcioéar 56 ¢ de ﬁMlZgY impura,

EJEMPLC 4

Purificacifn Adicional de BML23y

Se virtid una sugpensibén de CM Sephadox(g)szs
zﬁﬁz7 en cloruro de ancnioc acuoco al 2% sobre una colurina
de vidrio de difimctro de 2,0 cm hasta uaa aiﬁura de resina
de aproximadanmente 62 cm. El excess de cloruro de amonio
acuoso al 2% se desagotd y una nucstra de 5,0 g de BML23y
preparacdo como se dcscribié cn el Ejemple 3 sc digolvid en
aproximadanente 10 ml de cloruro de a.mon:i.'o acuoso al 2% y
se aplicd a la colupna. La columna luego sc levigd con
un gradiente de 6 1t cada uno de 2% ¥ 4% de cloruro de
amcnio acuoso, Sc recogicron autométicaﬁente cada 15 nmin

fracciones de aproximadamente 75 ml cada una, EL antibib=

Vtico BM122y se ubichd nmidiendo cl efluente en el ulbra—vio=

leta y por bioautografia cec diéqo de papel sumergidos en
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placas grandes de ééar scrbradas con cepecic AD de Klehsiclla
pneuncniac. La nayorfa dc¢ Bld123y se ubicd entre las fraceio-
nes 71-107 inclusive. A

| Sc gugpendieron 130 ml de DarmnC)Gwﬁo (nalla de 2040)
granular cn agﬁa, s¢ transfirid a una columna de vidrio, seo
deid depositar y ¢l exceso de agua se dcjéidesagotar. Las
fraccioncs 84-96 inclusive derla cronatograffa con CM Sephade:
precedente se combinaron & se hicieron pasar a través de
la'columna de carbdn granular. La colunna cargada se lavd
con 600 ml de agua v luego se desarrolld con 1 1t de ace-
tona acuosa al 50%. Los levigados, ambos de'los cuales con~-
tenfan BL123y, se concentraron hasta fases acuosa en vacfo
y se lifilizaron para proporcionar un total do 886 mg de
Bx123y como la sal de clorhicrato. Una muestra microanali-

tica se obtuvo somebticndo ol material preocedente a una re=-
"]

reticién del procedimiznbo preecedente,

Bl antibibtico EMl23y no posee un pumto de fusidn
definido, pero una deccomposicidn verbal comienza en L vo-
cindad de 200°C. Un microanflisis dc la muewstra eguilibra-
da durante 24 hr cn una atmbsfera a 22,2°C gue corbenia
una humedad relativa de 23% proporciond C, 39,44%, H, 6,10%;
W, 16,19%; Cl(ionic), 11,54%; pérdida al seccarse, 8,19%.

En agua BM123y proporciond un miximo do absoreibn de UV,

1%

a 286 nm con Blom = 250, La posicidén dc cste méxinmo no cam~

t [}
bid con el i, BML23y tiene una rotacibn cspecifica de [@735

= +71° (C = 0,97 en agua).
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EL antibibtico BMl23y crhibi® una absorcibn carace.
terfstica en la recaccidn del infrarvojo del copechbro a las
siguientce longitudes de oncasy 770, 830, 870,'9303 980, 1C35,
1105, 1175, 1225, 1300, 13403 1370, 1460, 1510, 1555, 16C5,
1660, 1740, 2950, y 3350 gm"’lz, Un espectrd de absorcidn ce
infrarrojo convenciocnal de BM123y preparado ea un griaulo
de XBr se indica cn la Fig. 1 de los dibujos que se acompa-
fian,

EJEMPLO §

Aislacibn de BM123y

Una sugpensidn dc Ci Sephadcx<§)6«25 Nq:7 en 2% de
cloruro do sodio acuoso sc virtid en urna colurma de vidrio
de un difmebro de 2,6 cn hasta una altura de resina de apro=-
ximadanente 70 cm. El cxeecso Jde cloruro de sodio acuoso al
2% se desagotd y 4,11 5 de una nucsbra que coanbenfa ﬁrimorw
dialoente BM123Y1 junbo con algo de BM123YZ ¥ otras impure-
zas, preparada como se describid en ol Ejcmplo 3, se disol-
vib en eproxzimadamente 10 nl de cleorure de sodio acﬁoso al
2% v sc aplich a la columna en la colurma luego se levigd
con un gradicnte cntre 4 1t cada uno de cloruro de sodio
acuoso 2% v 4%. Se recogieron autcmfticamente cada 15 min
fracciones de aproximadamente 75 ml cada una, EL antibidti-
co BMl23y se ubicd midiencdo el cflucnte de la columna en el
ultravicleta v por bicautograffa de discos de.papel suner=

gidos en placas grandes de igar sembradas con cepas AD de
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Xlebsiella penumoniae, La mayoria de EHiL23y me ubicd enbre

fracciones 64~90 inclusive; las fracciones iniciales(64-80)
contenian ‘una mezcla!de BM123Y1 v BMlZBVZ nientras que las
ffacciohes posteriores (81—90) contenfan esencialmente
BMlﬁSYl. | | .

Se suépendieron en agua 100 ml de Darco @D G=6C {de
malla 2O~4G)Vgranular, se transfirid a una columna de vi-
drio, sc dejd depositar y el oxceso de agua se dejd desapo-
tar. Las f:acciones 81~90 inclusive de la cromatograffa de
CM Sephadex precedente se combinaron y se,hiéieron pasar
a'travéhée tina coluqna de carbono granular, La columna care
gada se iévé con 500 ml de apua y luego se desarrolld con
500 ml dec metanql.acuosoral 10% seguido éor 1 1t Jdé meta-
n»l acuocso al 50%. El iévigédo de metanol acuoso al 50%,
qie éonteni& 1z mayorfa de BE123vy, so regulé'de 5,9 a
6,0 cor resina de AmberlibeQ;)IR~45 (Oﬁml). La rosina se

elimind por filtracién y cl [iltrado sc concenbrd en va-

¢

cfo hastz una fase acuosa y se linfilizd parad proporeicnar

294 mg de BMl23y; blanco como la sal de clorhidrato.

]

51 antibibtico BM123y; no posce ﬁp punto Je fusibn
definidb, pero una descomposicibn gradual cbmienza en la
vecindad'dé 200°C, Un microanflisis de la muesbra equili-
brada durante 24 hr en una atmésfera a 22;2°C que contenfa
60% de hu@edgd rclativa proporciond C, 37,84%; H, 5,73%;
N, 15;58%; Cl(iénico), 10,01%; pérdida al sccarse 10,45%.

En metanol BM123y; proporciond un nixime de abgorcibn de
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UsVe a 286 nnn con Ei% = 227
<nm

¢ Lo anioifn Y2 este méximo

no cambid con el pH. BM123y; ticne una rotacibn especifi-
ca de +55° (C=0,803 cn agua),

E1l aﬁtibiético Bﬁ123yl exhibid una agsorcién carac~
teristica en la regifn del infrarrcjo del egpectro a las

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

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

1515, 1560, 1605, 1660, 1730, 2950 y 3350 om ~. Un espec-
tre de absorcidn de infrarrojo convencional de BMlZByl pre-
parado en un grinulo de KBr sc indica en la Fig. 2 de los
dibujos gue se acompafian. Un espectro de resonancia magné-
tica proténica convencional de BM123Y1 determinado en una
solucibn de B,0 en un espectrbluctro de 100 megaciclos se
indica en la Fig. 4 de los dibujos que se acompaﬁaﬁo
EIEMPLO &

Aislacibdn de BM12312

Una muestra de 25 ;2 guoe contoenfz prinordialmentc
BM12372 y BM123B, preparaca cone sc describe en el Eje mplo
3, se cdigolvib en aproxinadamente 120 ml Jd¢ cloruro de so-
¢ic acuoso al 2% y se aplicd a una columna que contenfa
1800 nml de CH Sephadex(é)c~25 Lﬁqj7 en clorurc de sodio
acuosc al 2%, La columna lucgo se levigd con un gradiente
entre 20 1t cada uno de cloruro de sodic acucso al 2% vy 4%.
Los 12 litros iniciales del levigado se recogieron en una
botella grande y se descartaron. Luefo se recogieron frace

ciones de aproximadamente 800 ml cada uma autométicamente
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cada 40 nin, El antibidtico BML23y sc ubiéd middendo las
fracciones de columna en el ulbravioleta. La mayorfa e
BM123y se ubicd entre las fracciones 7~l8,inclusi§e; las
fracciones ihiciales'(7-15)'contonian escencialmente BM12372
puro y las fracciones posteriores (16-~18) contenfan una nez-
cia de BMlZByl y BM123Y2. o

Se sugpendieron en apua 600 mil de Darco(E)G-bo (ma=

) . ,

1lla de 20-40) granular, se tranfirid a una columna de vie
dvid, se dejd depositar y el oxceso de apgua sc dejd desago=-
tar. Las fracciones 7«15 inclusive de 1a croﬁatografia de
C4 Sephadex precédente se combinafbn ¥ se hicieron pasar a
travds de la columnaide carbono granulﬁr. La colunna capre
g2da se lavd con 3 1t de apua y lucro se desarroilb con 3
1t de metanol acucso al 10% scguido peor 6 1t de otancl acuo-
50 al 507, Bl levigado de metancl acuoso al 10% ae regul&
de pH 5,8 a 6,0 con resina de Amberlitng)IR 457(OH"). La
resina se elimiré, por filtracidn y el filtrado se concenss
trd en vacfo hasta una fase ocuosa y se licfilizb para
proporcionar 595 mg de BM123y2 amorfo blance como la sal
de.clorhidrato. El levigado d¢ metanol acuoso al 504 se re-

5 .
guld de pH 4,6 a 6,1 con resina de AmbcrliteQ:)IR 45 (0HT),

La resina sc limind por filtraciba y el filtrado se concen—

trd en vacfo hastz una fase acuosa y se liofilizd para pro-
porcionar'3,645 g de BMlzsy2 anorfo blanco escazsmente mew

nos puro como la sal de clorhicdrato,
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El antibibtico BM123y, no pesce un punto de fusibdn
definido, peroc la descomgcsicién gradu?l comienza en la ve-
cindad de 200°C. Un microanﬁlisis de 15 mueétra e@uilibra-
da durante 24 hr en una atmbsfera de 22,2°C que contenia
60% de hunedad relativa proporciond C, 36,14%, H, §,67%;

N, 15,1%; Cl(ibnico), 11,11%; pérdida al secarse 10,87%.

En metanol, BM].Z?,Y2 proporcicnd de méximo de absorcién de

UsVo a 286 nm con Eiim = 220, La posicidn de estemlximo no

cambid con el pH, BML23y, tenfa una rotacibn especifica de

+60° (C = 0,851 en égua).

"E1l antibibtico BMlZByZ exhibid una absorcién carace
ieristica en la regibn del infrarrojo del cspectrora las
siguientes'longitudes de ondas i 770,830, 870, 950, 980,
1035, 1110, 1175, 1225, 1285, 1345, 1380, 1470, 1515, 1560,
1605, 1660, 1755, 295C y 3350 cm -, Un cepoctra de absos.
cibn de infrarrojo convencional de BMlZéYZ_préparado_en ﬁn
grinulo de'KBr,ée indica en la Fig, 3 de ios dibujos gue

sec accmpafian, Un'espcctro de resonancia magnética protbni-

‘ca convencicnal de BMlZSyZ ceterminado en una soluc16n de -

D 0 en un espectrbmetro de 100 menaciclos se indica en la
Fxg. 5 de 1los dibujos que se acompafian,
EJEMPLO 7

Particidn por Papel y Cromatograffa dc Capa Delgada de
BMlZSB v BML23y

Los antibibticos BM123 pueden distinguirsc por cro-
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matograffa de papel, Para ecte propdsito tiras de Whatman
e 1 fueron manchadas con una golucidn de agua o metanol

&e_las substancias y se¢ eguilibraron durante 1 a 2 hr en

presencia de ambag fages superior o infcriér. Las tiras se
cesarrollaron durantc la noche con la fase (orpghnica) ine
ferior obtenida nezclando fenol al 90%:m-~cresol: fcido acd-
ticospiridinas agua (100:25:4:4:75 en volumen), Las tiras

desarroclladas se retiraron de la cénara c?omaﬁogréfica s¢
sacaron él aire durante 1 a 2 hr, se lavaron con 6§ter pa~-
12 elininar fenol residual y se bioautoprafiaron en placas

grandes de 4gar scmbradas con ccpa AD de Hlcbsiclla pneuno-

riae. Valores Rf representabivos se indican en la Tabla
VII siguicntces

TABLA VIT

Componente LhE
£191 23y ¢,85
Bl4123p ) 0,50, 0,70

2l componente g cra una nmezcla de dos antibidticos
uwtilizando c¢stc sistema. BU123p osbaba compuesto de un an-
tibibtico principal (Rf = 0,50) deniminado BM1234 v un an=-
tiibibtico menor (Rf = 0,70) denominado leZBBZ.

Los antibidticos BML23 también pueden distinguirse
por cromatograffa de capa delgada, Para este propdsito pla-
sas prereéubiertas cde Cellulosc FC>(O,10 mm de espesor),

una forma de cclulosa de capa espesa suministrada por Eid
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Laboratories, Inc., Elmsford, Hew Yorl;, fucron manchadas

con urda solucibn de agua Jde la substancia a ser cromatos

7

.4 . . o !
grafisda (aproximademente 20-40 nicrogramos pox mancha)s -

Las piacas se deéarrollaron durante la noche coh el sol-
vente obtenido mézclando l~butanocl: agua: piridinas: 8cido
acébico (15:12:10:1 en volumen), Las placas desarrolladas
se retiraron de la clmara cromatogrifica y se secaron al
aire durantc aproximadamente 1 hr. Los antibiBticos fueron
detectados utilizando ya sca reactives rociadores de nine
hidri@a o Salzaguchi,., Valores Rf rcpresentativos sc indican
en la Tabla VIILI siguiente: ‘

TABLA VIII

Componente : _RE
BM123y G;17, 0,23
BML23g C,08, 0,1

Ambos BM123g y BML23y cran una tezcla du dos compos
aentes ubilizando este sistema, BHL23p estaba compub&torde_

un componente principal (RE = 0,08) gue ora BML23g, ¥ un

componentc menor (Rf = 0,14} gue cra BM12352° EL couponen~

te mecnos polar de BML23y (ng = 0,23)Vera BMlZgyl v el com-
ponente mis polar (Rf = 04,17 era BML23v 0
EJEMPLO §

Procedimiente General para la Alguilacibn Reductiva del
: Antibibdtico BI41 23y

A una solucibdn agitada de 100 nyg de anbibibbico
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BM123y en 20 ml de mctaﬁol se¢ arrepgan § ml {0 § g) del ale-
dehido o cetona apropiada y 100 mg de cianoborohidrurc de
sodios’EL [l de la solucién rcsultante se manticne a aproe
ximadgmenter7,0 con cloruro de hidrdgeno metandlico 0,1M
Guran%e un perfodo de 3 a 24 hr, La rcaccibn sc mide por
cronatograffa de capa delgada hasta la desaparicién de
BEM123y, La ﬁezcla_de reaccibn luepgo se filtra y el filtra-
do se evapora hasta sequedad. El residuo se tritura con

3 ml dé metanol y se filtra, El filtrado se diluyc con

L0 ml de acetona y el precipitado que se forma se separa
por filtracién y se seca, El solvente de metanol puede reeme

plazarse por 20 ml de apgua sicmprc que el aldehido o cekbow

1a de partida sean solubles en apgua,

EJEMPLO 9

Preparacién de metil-Dlil23y

L wna solucibn de 1,0 7 <o Wid23y vy 2,5 mi de soLlum
cibén de formaldehido acuosgo al 374 on 50 mi Jde arua se agres
Can en porciones, 400 mé de clanoborochidruro de sodio. El
pi de la mozela do roeaceidn se manticne a 7,0 con Acide clors-
hidrico 1 durante csta adicibn., La mezcla de rcaceidn se
agita 10 min adicionales a tomperobura anbiente vy lucpo sc
evapora hasta saguedad en vacio, 1 residuc se bribura con
20 ml de nectancl, se filtra y ¢l filtrado se diluye con

250 ml de' acetona, E1l producto se precipita se separa per

filtracidn y sc scca; rendimicnbo. 067 wp.
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EJIHFLE 16

Preparacidndc iscpropil-LlL2Ziy

A una solucidn de 200 o7 de EM123Y en’ 30 ol de rmeta=

nol se agregan 5 nl de acetonc. A esba solucidn se agregan

139 mg gc ciancoborohidruro doc s¢dio v 1la mezcla de recaccibn
sec agita a tenperatura ambicnte durante 30 ning Durante_es;
te tiehpo el pd de la mezcla de reaccidn se mantiene entfc
7,4 ¥ 7,8 mediante la adicibn de cloruro de hidrdgenc meta-
ndlico 0,1N, La pequefia cantidad de precipitadc que se fore-
né se separd por filtracién y el filtrado se evapord hasta
scquedad en vacfo, El residuc se triturd con 2 ml de meta-
nol y se filtr&,rEl filtrado se diluyb com 100 ml dec acéto—
na-y el producto sblido quc sc separd so elimind por fil-
tréciénry se secd; rendimicnbo, 184 ng,

EJEMPLO 11

Preparacidn de p-feniletil-BI123y

A una solucibn de 200 mg de BMI23y cm 15 sl de agua
y 25 ml de acetonitrilo se agregaren una solucibn de 2 ml
¢e fenilacetaldehido cn 4 nﬁ de ctanol, A usto se agregas
ron 103 mg de ciznoborohidruro de godio. La mezcla de reacw
cibn se agitd a temperatura ambicnte durante 30 min duran-

te cuyo ticmpo el pH de la mezcla sc manbuvo a7 con Aci-

_do clorhfdrico 0,2H. La mczcla de reaccidn luego se £il-

<rd y cl filtrade se evapord hasta scquedad on veeleo,s EL

residuo se triturd con 2 ml de mctanol y sc filteb. EL
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filtrado sc diliys ¢on 100 ml de acctona f ¢l producto que

se separd se elinind por filtracibn y se secd; rendimiento,

180 ng.

EJEMELO 12

Preparacidn de 1,3,3~trimetilbutil-BML23y

a una solucidn de 200 mg de BMlZSy,clorhidréto en
50 ml de riebanol se agregaron 3 ml de 4,4~dimetil—2;pent£~

nona y 106 ng de cianoborchidrure dc sodio, La sclucidn de

~ reaccibn sc mantuvo a pil 7 ncdiante la adicifn por gotas

de cloruro de hidrégeno metanblico. La reaccibn se agitb

a témpéfatufé ambipnte durante 18 br'y sorfiltré. El fil-

trado se evapord hasta seguedad en vacfo, El residuo se di-

 solvib en 3 ml de ‘metanol, se diluyd con 50 nl de acetona

y se filtrd, rendimiento 125 mg,

EJEMPLO 13

Preparacidn de l-metilfenctil-BML23y

A una solucidn de 200 np de BMLI23y cn 50 ml de mcta-

nol se agrecaron 5 nl de fenmilacctona. A esta golucibn se

agregaron 170 mp de ciancborohidrurc de sodio y la mezcla

de reaccibn se agitd a temperatura ambicnte durante 3 1/2

- hr. Durante este tiempo el pil de la mezela de reaccibn se
mantuvo a 7,0 con metanol saturado con gas clorurc de hie

drbgeno, La mezcla de reaceidn se concentrd a aproximadas-

! -
wente 5 ml en volumen, se diluyd con 2 ml de metanol, ¥ se

filtrd. Bl filtrado se virtid cen 1.0C ml de acetona y el
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producto gblido que sc separd se climind por filtracién y
se secd; rondinicnto, 233 nyl,
EJEMILO 14

Preparacibn de l-metilnonil-BH123y

Se agrepd cianoborchidruro de sodio (100 ng) a una
solucidbn de 2123y % 2-decanona (1 ml) en A0 nl de netancl,
El pil de 1a solucidn se reguld a 7,0 y se mantuvo a 7,0 A
0,2 mediante la adicibn de cloruro de hidrégeno metandlico
0,1¥ segfin fue netesario. Luego de 19,5 hr la mezcla de
reaccidn se £iltrd y el filtrado se concentrd en vacfo a
30°C, El residuc se suspendid en 5 ml de mebanol v se fil-
tré, E1 filtrado se agregd a 50 ml de acotona. Bl sdlido
blancuzco que se precipitd se rocogié por filtraciln, se
lavbd con acctona, y se secd en vaclo, EL rendimiento de Iw
metilnonil=BMl23y crudo fuec de 167 LT

EJEKPLO 15

Preparacibn de 1,3-cdinetilbubil~DHM123y

A una solucidn de 210 mp de BMl23y en 50 ml de meba-
nol se agregaron 5 ml de metil isobutil cetomas A esta S0~
lucidn se agregaron 166 mg de cianoborohidruro de sodio y
la mezcla de reaccién se agitB a temperatura ambicnte duran—
te Srhr; Durante cste tiempo el pH de la mezcla de reaceids
s¢ mantuvo a 7,0 con metanol saturado con gas cloruro de hi-
drdgeno. La mezcla de rcaccibn se evapord hasta sequedad en

vacio. EL1 residuo sc triturd con 2 nl de moetanol v se fil-~
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trb. Bl filtrado se diluyd con 100 ml de acetona y ol pro-
ducto uélldo 4ue se scpard sc 011n1n6 por filtracibn y se
secd; rendimiento, 210 mg.

| | EJEMPLO 16

Preparacifn dc 2~norbornil-DM123y

Se agregb ciancborchidruro de sodic (100 Bg) a una

solu016n de BIM123y (ZOO ng) v 2~rorbornanona (400 mg) en

40 nl- de netanol , El pH de la »olu016n se regul& a 7,6 con

cloruro de hlarbceno metanéllco 0,IN, E1 pd sC mantuvce a
7,0 & o,z nediante la adicién de cloruro de hidrégeno 0,8
s2gln fue necesarlo. Luego de -12,5 hr la mezcla de reac~

c;én se. flltré y el filtrado se concentré en vacio a 35°C.,

ElL residuo se suupendlé en 5 nl de netanocl y sze f;ltré. El

letrddo se agregé a 50 ml de acetonu, El nélidb blancuzco
gue se precipité se recogid por filtracibn, sc lavd con acew

tona y se secd en’vacfo. El rendinicnto de Z=norbornil-BML23y

“erudo fue de 175 ng.

EJEMPLO 17

Preparacibn do isopropil~RM123y

Una nezela de 50 mg de BH123y,, 5 ml de acebona v
60 mg .de cihnoborohidrurordo sﬁdio en 35 ml de metanol se
agitd a %énperatura'ambiente durante 40 min, E1 pn de la
v:lucmén se nanbuvo a7 nedlante la adicién por gotas de
uaa soluclén de cloruroc de hidrégeno metandlice, La mezcla

fak ]

ee evapor6 hasta sequedad en vacfo, EL residuo se trituré



i
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16,

15,

20,

25,

con 5 nml de metanol y 1a solueidn resultante so Aluyd con
50 nl de acetona; rendiniento, A4¢ 7.
EJEVLO 16

Preparacibn dc isopropil—BMlZ3v2

Una mezcla de 41 ng de BM123Y2> 5 nl de acetoma ¥
50 mg de cianoberohidrurc de sodio on 35 wl de metanol se
azité a temperatura ambiente durante 40 min, E1 PH de 1la
solucibdn se mantuvo a 7 nediante la adicidn por gobag de
una solucibn de cloruroc de nidrdgeno metandlica (satﬁrada).
La mezcla se filtrd y se evapord haéta sequoedad en vacfo.
El residuc sc triturd con 5 mlrdc netanol y la solucidn rew
sultante. se diluyd con 50 ml de acetona; rendimiento, 46
LS. '

EJELPLO 19

Preparacibn de 1~mctilmz~fenilwctiI»BMIZBy2

Una mozela de 200 =y de Eﬁlz3yz, 5l de fonileace-
tona y 170 mg de cianotorchidruro de sodio en 50 ml de me—
tanol se agitd a temperatura anbicnte durante 3 hr v 45
rin, Durante cste ticnpo el pll de 1a mezela de reaccidn
#e¢ mantuvo a 7 con la adicidn por gotas de una solucibn
de cloruro de hidrégens netandlico (saturada) . La mezcla
se evapord hasta sequedad cen vacfo. El residuo se triturd
con 5 ml de metanol y la solucidn d¢ metanol resultante se
¢iluyd con aproximadameate 50 ml d= acctona; Pendimi;nto

233 ng. .
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20,

25,

te 1 hr, Durante egtce ticmpo ol pH do s solwe

EJEIIPLO 20

Preparacidn de {2-etilciclopentil)-BHlziy

Una solueidn de 200 g de D123y, 3 ml de 2-etilci-
clopenﬁanSna y 101 ng ie'cianoborohidruro de sodio en SO
nl dc aloohdi_metilico se almacend a tembcr'tura amhiente
durante 18 hr. Durante cste bicmpo ol plf de la solucibn se
riantuvo a 7 mediante la adicidn de una solucibn saturad:
tle cloruro de hidrégeno en netanol., La mexcla.de reacciln
se evapord hasta seduédad; 51 residuo se triturd con 3 mi
de metanol, se filtrd y cl filtrado sé diluyé con 40 nl doe
acetona, rendiniento; 157 my. |

EJEIPLO 21

Yty

Preparacibn do 3, 5-dimetileiclohoxil-Bi123y

* Una solucibn de 200 o de BML23y, 5 2 de 3, 5-dimew~

tilciclolhexanona v 200 mg de cianoLorohidruro de sodia -

- 50 ml de metanol se almacend a tomperaturs ambicnbe Jueans

.

0]
N

B ge noantue-

7

vo a 7 durante la adicifn do wuna solucidn sabvrada do clo-
ruro dc hidrbgeno én metancel. Lo roaccidém sc briburd con

3 ol de metanol, se fildrd y cl filtvado se diluyd con 40

ol de acetona, rendimiento 200 ny. '

" ETEMPLO 22

Preparacibn de 2LﬁﬁdimetilciclopenﬁilmBMlgﬁx

Una solucién de 206 mg de BM123y, 3 ml de 2,4-dime-

tileciclopentanona y 104 mg de ciancborohidruro de sodic en



19,

i5. .

20.

25.

50 ml de mebznol se almacend a temporatura ambicnte durane
te 6 hr. Durante este tienpo el gl de la solucibn se mantu=
vo a 7 mediante la adicién de una solucidn’ saburada de clow
curo de hiderbgeno en metanol, La rcaccidn sc tfituré con
3 nl de mebancl, y se filtrd y el filtrado se diluj& con
40 nl de acctona, rendimiento 101 L

SJEMPLO_ 23

o Preparacidn de 2-ctilciclohexil-BML23y

Una gsolucibn de 200 oy de BM123Y: 5 nl ﬁe 2-etilei~
clohexanona y 213 mg de cianoborohidruro de sodio en 50 ml
de netanol se almacend a temperatura ambicnte duraﬁte 3 hr.
Duraﬁte este tiempo el pH dJde ia solucién se mantuvo a 7 ne-

diante la adicién de cloruro de hidréreno saturado en meta~

nol, La reaccién se triturb con 3 nl de metanol, se filtrd

y el filtrado se diluyd con 40 ml de acebona, rendimiento
200 g,
BEIEMPLO 24

Preparacibn de 3-metilciclohexil-BML23y

Una solﬁcién de 200 mg de DBH123y, 1,5 ml de Jenmew
tilciclcheranona y 200 ng de cianoborbhidruro de sodio en
50 1 del netanol se almacend a temperatura ambiente duw
rante 2 hr; Duraﬁté cste ticmpo ¢l pH de la solucibn se
mantuvo a 7 mediante la adicidn de una solucién sa@urada
de cloruro de kidrégeno en mebanol., La reavcida s¢ tritus

r6 con 3 ml de metanol, se filtrd y cl filtrado se diluyd
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con 40 ml de acetona, rendimientc 200 ng,

" BIEMFLC 25

Preparacibn de 2,4,4-brinctilciclopentil~BM123y

Una solucibn de 200 ng do BM123y, 5 ml de 2,4,4,=bri-
metilciclopentanona y'l79 rme de cianoborohidruro de sodio
cn 50 ml de mctanol se almacend a temperatura anmbicnte due
rante 24 hr, durante este tiempo el ph de la solucibn sc
méntuvo a 7 nediante la adicidn de una solucidn saturada
de cloruro de hidrégeno en nmebanol, La reaceidn se éritu—
»8 con 3 ml de metanol, se filtrd y cl filtrado se diluyd
con 40 ml de acetona, rendimiento 176 mg,

Preparacidn de 2-propilciclohexil-BM123y

Una solucién de 200 mg de BM123y, 3 mi ée 2=propil-
ciclohexanona y 157 mg de cianobdrohidruro ac sodio en 50
ml de nctanol se almgccné a temperatura ambionte durante
4 hr, Durante este ticmpo ¢l pH <de la solueidn se mantuvo
a 7 mediante adicidn de una solucidn saturada de cloruro
e hidrégéno en metanol, La rcaccidn se triturd con 3 wl
de metanol, se filtrd y ol filtrado sc¢ diluyd con A0 ml de
acebona, rendimicento 75 mg,

Preparacibn de ZumetilciclonentilnﬁMlZBY

Una solueibn de 211 mg de BML23y, 3 ml de Zemetile

ciclopentanona y 98 mp de eianoborohidruro de sodio cn 50



ml de metanol se almacend a temperatura

2,5 hr. Durante este tiempo el pil de la solucidn se man-
tuivo a 7 mediante la asicidén de una solucidn saturada de
cloruro de hidrdgeno en wmetanol. La reacc}én se triturd

3. con 3} ml de me<anol, se filtré y el filtrado se dilwybd coﬁ

450 ml de acetona, rendimiento 157 mg.

- NOTA -

Descrita sufientemente la natu-
raleza del invento, asi como la manera de realizarse en
10. la practica, debe hacerse constar que las disposiciones
anterjormente indicadas son suscepiibles de modificaciones
de detalle en cuanto né al teren su principio fundaméntél.
También se hace constar qﬁe el inventé corfesponde a dos Sg
licitudes de Patente, presentadas en EE.Ul. de A., con
i5. - fechas y nlmeros siguientes: 5 de diciembre de 1.974,
ne 529,862 y, 12 de septiembre de 1.975, n@ 612.975, aco-~ .
giéndose por ;o tanto a los beneficios que conceden los
Convenios finternacionales en vigor, siendo lo que cons-
tituye la ésencia del feferido invento y por lo que B5e
20, solicta PATENTE DE INVENC1ON en Espafia, sobre: PROCEDI-
MIENTO PARA PREPARAR DERIVADOS ALQUILADOS DEL ANTIBIOTICO
BM123; caracterizéndose por lo siguiente:
1.~ Procedimiento para preparar

derivados alquilados del antibibdtibo BM123, de fdérmulas:

0
trans

y ~CH=CII ~C-Ni1~(CH -}m-(cu?) 4—NH.—C£—I -R

2)3 21

(1)




i 0 CHZ"RE
/) \ trans | . //
R- "} ~CH=CH=C—4{H=(CH ,} , <N (CH ,} , 1 ;
0 e
— 271
- (11)
0 CHy~Ry

trans |!

-CH=CH-C~NH-(CH2 3~H-(CH2)4~NH—CH2-R1

(111)

T, -]t
trans ﬁ R
“CH=CH~C-NH~(CH 5} 5~i1~ (Ci ) =M

iRy

~

CHle

(Iv)

en donde R, es hidrbgeno, alguilo inferior, alguilo infe-
rior halo substituido, alquenilo inferior, fenilo, fenilo
monosubstituido, fenilalquilo inferior, 2-furilo, 2-furilo
motil substituido, 2-ticnilo, 2«ticnilo motil substituido,

10, 2=pirrilc, Z-pirrilo motil substituido, 2epiridilo o 2-

quinolilc; y R es una porcidn molecular de la £6rmulas
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HE TR

| f

C-0 C=NH

|

HH

m,
)
i CF
0

l‘- I3
\O \K Iz '\\
A \OH I P/L~

i
I_{ 1m~.6~1 R ‘Lm.w
=0 C-N{I
| !
Kl T
i 2 It-z

0
trans ”
~CH=CH-C-HJ-(CL2)3»NH~(CH2)4~NH2

en donde R ¢s como se ha Jofinido anteriormentc aguf con




lo.

15.
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un aldehido de la férmula:

thCE‘

en dondc Ry eo como se ha dofinido anteriormente aguf cen

‘ presencia de un agente reductor cn un solveante inerte pa=

ra los reactivos durante un perfodo de tiempo suficiente
para gue tenga lugar un grado substancial de alquilacién
reductiva,

I...

9.~ Procedimiento para preparar compuestos de la

£Armulas

0 r?
trans | e
wCH==C mC mal{H = ( Ci1 2 ) 3~1-I:i— (¢ 2) 4—1-4 w1 N
Rq

en dondc Rz'es alquilc inferior, alguilo infoerior halo subs
tituido o fenil alQuilo infeorior; 33 ;s alqguilo inferior,
slquilo inferior halo substituido, alquonile inferior, ciw
(1oalqu110 inferior, foenilo, fenilo monosubgtituido, fenil
s«lquilo inferior o fenil nonouubutltuldo alaullu inferior;

v Rz N4 RS tomados juntemente representan tevramctileno, pen-

tamctileno o hexametileno; v R cs una porcién molceular de

ias férmulas
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H 7 €t

= )
; a I
3| , H
o oy g
A SR
0
i ow % 5 omm
' |
| '
HH uH

0
trans || -
—CH=CH~C—NH-(CH2)3-HHe(CH2) {5

4

donde R es como se ha definido anteriormente aguf

cetona- de la fdHrmula:

con una
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cn donde RZ v RS son como se¢ hon definido anteriormente

aguf en presencia de un a@cnte reduckor ‘en un solvente

inerte para log reactivos durante um perfodo de tiempo .

suficiente para que tenga lugar un grado substancial de
5.- a;quilacién reductivas

3.~ Procedimiento para preparar derivados
alquilados del antibibtico BM123, tal y como-queda
sustancialmente descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 62 hojas escritas

10. a mAquina por una sola cara.

-5 BIC. 1975

Madrid,

AMERICAN CYANAMID

mey ACEBD Y TRDBEY
emador L. Gaola Earcdader
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