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‘1 les de adicidn deida de ‘éstos vor acilacidn bioquimica de

-aparulr de la mezela de rea0016n mediante métodos habituales

| nuevos de tilosina, angolamicina y espiramicina, ¥ las sales| -

REF: SUN-7 TYLO

UN PROCEDILIRNTO PARA L4 OBTENCION DE DERIVADOS ACL-
TADOS DE ANYIBIOTICOS MACROLIDOS DE 16-ESLABONES
RESUEEN DE LA IKVEECION

Un.procedimiénto nuevo para la obtencién de derivados
aciledos de entivibdticos mzerélidos, que 1nclvye d811VudOS

nuevos de tilosina, angolamicine y euplramlclna, vy ias 8-

por 1o memos una de las posiciones 3- y 4"~ de antibiéticos
macrélwdou de 16 eslabones, que eon51stc en la reaccibn bie- -
quimlca que utiliza los mlcroorganlsmos del g%nero “‘Stropto- 7
nyces elenldos por'su cape claad recientenente encor*" da

para ulnha 301lac i6n y la reouperaclén de los derivs %os a

para la recuperacién de antibibticos macrélidos.

AHTECEDENTES DE LA IRVENCION

(1) Campo de la inveneidn
. Um procediriento nuevo para la obtenc16n de derlwadoe

acilados de antibidticos macr?lidos, que incluye derivados

de adicién 4dcida de los mismos por acilacidnAbioquimica de
por lo menos una de las posiciones 3- ¥ 4"~ de antibidticos
mecrolidos de 16 eslabones, que consiste en la reaccidn bio-
GulmlCa que utlllza los mlcroorganlsmos del género Surepto- _
myces eleoldos por su capacidad rec:entemente encontr“da .
para dlcha acilacidén y la recuperacién de los aerlvados a
pertir de la mezcla de reaccién mediante métodos habituales
para la fecuperaoién de antibibticos mecrélidos.
(2) Descripecién de las téenices precedentes - ‘

lay dos ejemplos precedentes comunicados en relacidn

con el procedimiento para la acilacibén microbiana de anti-
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-:ambofaolens NRRL-2420 ge cultive en el medio de culbivo a-

‘acilantes se suspenden en un medio de reaccién, a8l aque se

‘afiade espiramicina I y los agentes acilontes. Después de

3)u3n la obtencidn fermentativa de espiramicinas con los ci

bibticos macrblidos de 16 eslabones; es deeir, que ubtilizan
esﬁiramicina y YL-T04, EL procedimiento que utiliza espira-
micine se expone en lo Patente Norteamericana N 2;943.024
“Preparation of spiramyein III", Patente Norteamericana N@

2,943,025 “Preparation of spiramyciﬁ IIe, Patente Franoesa

=]

Ne 1.262.571 “Pransformation biochimique de la spiramyein I

en 9p1rnmycln IT et III' y Patente Japonesa Showa (Loho&u)
6349 "Process fqr producing spiremycin IT, spirexyein IIT
and. Lhe mlxture thereof" eqos pgtentes tratan prdciicameny
te de la-misma invencibn tradu01da a diferentes idiumas,
exbonienéb los procedimientos en yesumens

1) un orvanlumo quu produce espiremicina de Sireploryces

fiadido a la espiremicine I (que tiene radical 3-hidroxilo)
y a los agentes acilantes, en el cual se produce espiromici~
na II (que tiene radical 3-acetilo). y espiramicina IIT (que
tiene radical 3-propionilo).

2} ¢élulas cultivadas libres de espiramicine y de agentes
%

la 1ncubac16n se obtiene espiramicine II y IIL.

tados organismos, 1z adicidn de los agentes acilantes aumen-
ta la relacidn de produccmén de esnlramlclna II o III.

El procedimiento de acuerdo con la presente 1nyenc16n

es claremente distinguible en principio de las téenicas pre-

edonteo por las razones siguientes.

1) Aguellas utilizan un organismo que es un prouuctor dircc-

0 de espiremicine, y el procedimiento ectd Intimamente li-

gado a la fermentacidn antibidtica, Puesto que las cuatro
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'.que el nuestro-puede re“llzar, si se pretende,,la transfor- |

| ciones funcionales simultaneamente con un sistema de célula.} -

cepas favorablemente utilizades en naestra invencidn no son
productoras de la especie de antibidtico deseado, egto ine-
dica que nuestro prooedimiéntb es un proceso enzimdtico en

principio. R | '

2) E1 substrato de antibibtico utilizado en su procedimien-
t0 estd 11m1taao a la es pirémioina I que es un producto” di-
recto de su OrgR nlsmo, mlentfas que nuestro proceammvento .
puede emplear la m ayor parte de los. antibidticos macréllaos
de'TG eslebones, lo gue indica la naturaleza no especifica

de la.fédccién con. respecto a lo especificidad del substratd
3) Su nr0oeurmlento solamente puede llevar a c2bo 12 trans-

formaclén de la poelcldn 3& de la esp1ram101n° I, mientras

macidn simultdnea de lag pqéiciones 3~ y 4"~ con un organis-
mo., Se puede conseguir une variedad mucho mas gmplia de Ppro-
ductos con las combinacionéé adecuvedas de substrato, doné—
dor de acilo y condiciones fe reaccién, También es ventaje

la simplicidad del precedimiento en convertir las dos posi-

‘Con respecto a YIL-T704 que pertenece a la familia de
lag loucomicinas, se presenta la Patente Japonesa (Kokoku)
Shéwé 49;13692 "process for. producing aﬁ antibiotics YI~-
704 A ", Este procedlmlento indica que un organlsmo elegldo

del grupo que oonsta de Streptomyces eurocidicugs NIHJ-267,

Strqptpmyces albireticuli IF0-12731, Strentomyces kitasato-

ensis NMRRI~-2486 y Streptomyces sp. MCRI-0737 se cultiva en

un medio que contiene “"compuesto DEP" 4"-deacilo YL-T04 4.,
o compuesto DHP y L leucina, y se separa su-cultivo, YI-
704 4,, que tiere un radical isovalerilico en la posicidn

4%~ del compuesto DHP,
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.:na que se re1v1nd1can en la presente 1nvenclén.

Nuestros procedimientos tembién son diferentes de los
suyos pare la obtencidén de YL~704 Ay, como se describe en
el caso del procedimiento de la espiramicina, con respecto
al organismo empleado, la naturaleza enzimdtica del procedid
miento, la no especifioidad del substrato o la voriedad de
los productos deseados vy en que la acilacidn en .lag posicio-
nesg 3- y'4“- éé puede efectuar simultaneamente con un siste-
ne de celula, lo aue proporciona sustanciasl ubilidad indus-
trial, A _

No ‘ha, hubldo des cripcién precedente de la acilacidn
biogquimica de la tilosina, y de 1a-angolémicina, ni. de los

nuevos der¢vados de la tlloslna, angolemicina y esypiremici-

Ias posiciones 3~ y 4"~ de los antibibticos macpélidos
de 16 eslabones ds esta especificacién indicen le posicidn
3~ del anillo de 16 eslabones y la’ posicién 4%~ de la mi.ca-
rosa del antibibtico mecrélido, respectivamente,

OBJETIVOS DE i INVENCION

De acuerdo con ésto, es un objetivo de esta invencidn
proporcionar un procedimiento nuevo para la obtencién de los
darlvado acilados de anbtibidticos mecrélidos mediante la
acllaeldn bloquimlca de por lo menos ungs de las posiciones
3=y ‘4% de antlblétlcos macrélidos de 16 eslabones. '

. Otro obgetlvo de esta 1nven016n es proporclonar un pro-
oedlmlento para la obtencibn de un compuesto nuevo, incluyen
do un derivado nuevo de la tilosina, angolamicine o espira-
micina, due tiene actividad pare controlar la ipfeccién.

Podavia olro objetivo de esta invencidn es proporcio-

nar una nueva composicidén farmecdutics, una composicidn vetes

rinaria, y una composicidn aditivo de piensos y el método
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P.- Inv. 450.3%3%3

! para su utilizacidn

RESUMEN DE T.A INVENCION

(1) ZIa presente invencidn proporciona un procedimiento pa-
ra la obtencién de compuestos de antibidticos macriliios de
16 eslabones que tienen por lo menos un radical aciln en

laé posiciones 3- y 4"-,que consiste en cultivar el organig

mo del género Streptomyces que posee la actividaq'gehgcilar

- las posicimes 3-y4"- de antibibticos macrblidos de 16 esla-

bones de fdérmula:

’ HO cH

HC CH ;

3 G\ /3 2
N ‘ 0-R,

CH;  cm.cmo W

2 1 0 O//k\

W5 . oL cgg»
CH,

en la que émbos; Rl y RZ’ son hidrbégeno o uno de gllos es
hidrégeno y el otro es un radica% acilo 02—05; Wl es hidrdgs
no o hidroxilo; w2 es un doble enlace o un grupo ~0-3 WB es
hidrbégeno, metilo, etilo o metoxilo; W4 es hidrbégeno o un

radical de férmula

OCH

HO oCcH
‘ 3

0-CH_-
2
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mediante un microorgenismo que peftenece al género Stweptomy
ces ¥y que es capaz de acilar por 1o menos un radical hidroxi
1o en la posicidn %- y 4" del sustrato de antibiétice macrd-
1ido de 16 eslabones en presercia de donadores de azile 02~Q
en un medio utilizado habitualmente para cultivar los orgeanls
mos de dicho género, realizando la acilacidn en une corbina-
cién de fuentes énziméticas, por ejemplo, células de cria y

de no cria de dicho organismo cultivado o las preparaciones

enzimdticas de las mismas, el substrato antibidtico de anti-
bidticos macrdlidos de 16 esiabones que tienen por lo menos

vn radical hidroxilo en las posicicnes 3- y 4"- y el iadical
acilo donador de compuéstos acilo de 02~C5, por ejemplc Cols

de acilo y sus precursores metabdélicos, y la recuperacidn de

los productos acilados a partir de la mezcla de reaccién por

de gntibiéticos macrdlidos.

(2)  De este modo se proporcioné mediante la presente in-
vencién un procedimiento para la obtencidn de nuevos compueg
tos acilados de tilosina y angolamicina, es decir, B-apetil—
tilosina, 3-acetil-4"-n-butiriltilosina, 3-acetil-4"~isova-
leriltilosina, -3-propioniltilosina, 3-propionil-4"-n-butiril
tilosina, %-propionil-4"-igovaleriltilosina, 4"-n-butirilti-
losina, 4"-isovaleriltilosina, 3-acetilangolamicina, 3-ace-

til-4"-n-butirilangolanicina, 3--acetvil-d"-isovalerilangola-

micina, 3-propionilangolsmicina, J-propionil-#4"-n-butirilan-

nedio de métodos hebitualmente cmpleados para la recuperacify
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| ramicina I, 4"~n-butirile pwrﬂmlclnu I, A'-isovalerilespire—

golamicina, 3J-propionil-4V-isovalerilengolomicins, 4M-n~bu-

tirilangolemicina, 4Y-isovalerilangolamicing, y las sales

,C'.r

de adicifn dcida do los mismos no téxicas, aceptsbles desde
el punto de vista farmscéuticb que

(2) inhiben el cre cwn;oquo de microorganisros que incluyen
cislontes boctericnos resistenics a los medicomentos, ¥

(b) producen niveles alfos en songre sostenidos mediau¢e ad-

niﬁi.‘—gcmén orql ¥ ent é rica, ¥ el procedimiento para Ja
obtencién de COW“uvuLOu scilados de espiremicina, es deciy,

S—acetilespiramioina T (espiremicina II), 3-propioniiesplra-~

nicina i'(espiramicina III), 3-acesil-4"-n-butirilespiremi-
cina I, 3wacetii~4"—i sovalerilespiremicina I, 3-propionil-

A"—n;butirilespiramicina I 3-propionil-4"~isovalerilespi-

micing I, entre los cuales los Ulbimos 6 compuestos son nue-
vos, y las sa ales de los mismos no téxices aceptables desde
el punto Ge vista farmacéutico, .
(3) . Otras incorporeciones de la presente invencibn propor-
cionan una composicidén farmacéutica y una composicién vete-
rinaria contre. la infeccidn debida a microorganismos gram-
positivos y una composicidn de aditivos a los alimentos pa-
ra administrocidn a hombres y animales que conticnen uno de
{tales compueshos en contidud suliciente para controlar los
enfernedades infccciosas'pro&ucidas_por microorsanismos
gramrpositivos.o,para estimuler el crecimiento de los anima-
les. ' .
(4) Todavie otras incorporaciones de la presente invencién
nronorelon an un nétodo para controlar oulmloberupéuulcamenn
46 enfermedcdes infecciosas debidas a microorganismos gram—
positivos en hoabres y animales mediénte administracidén de

vno de tales compuestos a dichos hombres y animales en dosis
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y 3~acetil-4"-isovaleriltilosina, respectivamente.

suficicnte para controlar dichas infeccioncs, ¥y para esLi-

mular el crecimiento de log znimales,

BHEVE DESCRIFCION DI LOS ESQUELAS

las Figs, 1y 2 muesﬁran loo espcctros de absorcidn
wltrevioleda de la 4"~n—oul¢v'lbll"" na y de la 3-acelil-—4!
isovaleri lullo ina, respectivamente,

Las Figs. 3y 4, 5; 6, 7, 8, 9 y 10 muestran los espec-
tros de absorcién infrerrojo de 3-pcetiltilesine, 3~ccebili-~
4“~n~butirilti}osina,.3~aqetil—4“—isovaleriltilosina, 3~Pro-]
nioniltﬁlosina, 34propioni1~4"—nrbutiriltilosiné, Jepropio-
nil-4"~isovaleriltilosina, 4v-p-butiriltilogina y 4%~isova-
1eri1tilosina; respectivamente,

Les Fige. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 ¥ 18- son los ea-

1,

pectros de RN (613CD) de los compuestos mostrados en las

figuras para los espectros de absoreidn infrarrojo en aguel

orden respectivanente, .
Loes Figs 19, 20 y 21 son los espectros de masas de io-

nizecién quinica de 3-acetiltilosina, 3-propioniltilosina

Les Tigs, 22 y 23 son los espectros de RN 013 de 3-ace-
b;ltlloalna y 3-acetil-4"~isovaleriltilosina,

Las Flgs. 24 y 25 muestran los espectros de absoxrcidn
UV de 3-acet11angolumﬂCLna y 3-zcetil-4"~isovelerilangola~—
nicina, ‘ o .

Las Ilgs. 26 y 27 nuestran los cspectros de abéorcién
IR de 3~-zcetilangolemicina y 3-ccetil-4"-isovelerilangolami~

cinz,
Las Pigs. 28 y 29 muesbran los egpectros de RN de 3~
acetilangolamicine y de 3-acetil-4"-isovalerilangolamicina,

La Pig, 30 muestra el espectro de absoreidn UV de 4Y-
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' isovalerilespiramicina II.

La Fig. 31 muestra el espectro de absorcién IR de la
4“;isovalerilespiramicina II.
La Fig. 32 muestra el espectro de RMN de la 4-isova—
lerilespiramicina II.
- La Fig. 33 mﬁestra la cromatografia en capa fira de
derivados de antibidticos macrdlidos de 16 eslabomes an re-
lacidn con la presente invencidn. .

DESFRIPCION DETATTADA DE LA INVENCION

Esta invencidn se refiere a un procedimiento nuevo pa-

ra la acilacién bioquimica de antibiéticos macrdlides ce 16

|| eslabones. Mas particularmente, se refiere a wi procedimien~-

to para obtener los derivados acilados de antibiétiuos mna-
cr6lidos de 16 eslabones que tienen por lo menos un rédical
acilo de nlmeros de carbono 02 5 ‘en las posiciones 3- y 4",
que consiste en criar el organismo del género Streptomyces
que tiene la actividad de acilar las posiciones 5—.y 4% de

antibidticos macrdlidos de 16 .eslabones de fdérmula:

W

en la que ambos, Rl b R2, son hidrdgeno o uno de -ellos es hi

drbégeno y el otro es un radlcal acilo 02 5; W es h1drogen0
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ltir de 1a mezcla de reaccién por medio de métodos habitual-

.|mente empleados-para la recuperacién de antibidticos macro-

- 1]~

|
: 0 hidroxilo; w2 es un doble enlace o un grupo -0-; W5 es hi-

| drégeno, metilo, etilo o metoxilo; W, es hidrbégeno o un ra-
dical de férmula

OCH
3

0CH
5

mediante un microorganismo que pertenece al género Streptomy-

1o en la posicién 3- y 4" del sustrato de antibidtico macrd-

lido de 16 eslabones- en presencia de donadores de acilo.Cz-Q:
' /]

en un medio empleado para criar los organismos de dicho gé-

no cria de los citados organismos cultivados o las prepara-

cignes enzimadticas de los mismos, el sustrato antibidtico de
antibiéticos macrélidos de 16 eslabones que ha de ser acila-
do qué tiene por lo menos un radical hidroxilo en las posicgg
nes %- y 4"-, y los compuestos donadores de radical acilo de
acilo 02—05, por ejemplo CoAs de acilo y sus precursorés me-

tabdlicos, y la recupéracién de los productos acilados a par

lidos.

ces y que es capaz de acilar por lo menos un radical hidroxit

nero, la realizacién de tal reaccién de acilacién en una mezt

cla de gérmenes enzimdticos, por ejemplo, células de cria y& .




=
i

10

15

20 '

25

30

Ta invencidn cspeeizlmente se refiere & un procedi-

-

miento para la obbtencidn de derivades acilados de tilosina,

angolamicing y. espiremicine que tienen la férmula gemsral

I, IT y III respectivamente,
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isovalerilico, excluyéndose el caso en el que R1 ¥ R. son

"
1

(111)

en las que R, es hidrégeno, radical acedilo o radical pro-

pionilo ¥y R2 es hidrégeno, radical n-butirilico o mmdical

ambos hidr6geno, las sales de adicidn deide de los mismos
no téxicas sceptables desde el punto de visita farmacéubico;
y las composiciones fermacéubicas, velerinerias y las com-
posiciones de aditivos de alimentos de log mismos para ad~
ministracién a hombres y animales,

Ia acilacién de-antibiéficos es uno de los métodos
pricticos pera obltencidén de especies y derivados de antibib-
ticos nuevos, Sin embargo, ia scilecidn tiene que producir-
se de una fbrma uniforme y por ello requiere otras etapas,
pbr'ejemplo, la profeocién selectiva de restos funcionales,
pare. obtener el producto deseado que se ha de acilar en po-
siciones perticulares, Por otra parte, el procédimiento bio-
quimico lleve a cebo la acilacidén selectiva solemente en po-
siciones'predeﬁerminadas debido a lg especificidad de les

ecccioncs enzimdticas y el rendimicnto normcluente es alto.

=

Tos inventores presentes han hecho una investispeidn com

pleta sobre una de tales reacciones bioquimicas, especial-
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‘oultivo & 372C en condiciones de sgitecibén., Después de vn

mense sobre la ecilacidbn de antibidticos macrdlidos, ¥ ha
en&gntrado cue une serie de microorganismos puede scllar

egpecificamente ambas posiciohes 3- y 4%~ de antibidticos
Ge 16 cslobones, Bl descubrimiento de la existencia de ta~-
les microorgonismos y las reacclones enzindticas por los in- .

vostigadores presentes es nuevo y el primero de su vlise,

stas rescciones se estudiaron posterirmente para eslable~.

=

cer la trensformacidén biloquimica industrial de antihidticos
maerdlidos v se aplicé en particuler a la obtencién Gc de-
rivados de tilosina, angolamicina y espircmicina,

Txverimento 1

‘ Se prepare un medio de la conposicidn siguiente: 40 g
de harina de soja, 50 g de glucosa,.1 g de'extfacto de le-
vadura, 0,5 g de 50,1ig. TH0 ¥ 0,5 g de PO, HE, en 1,000 nl
de agua (pH 7,0). Se esterilizen a 1209C durante 20 minutos
100 ml del medio, colocedos en un matraz de culblve para'a-
gitéoién de 500 ml de volumen, &l que & continuecidn se ino-

cula Streptomyces thermotolerans ATCC 11416 y se somete 2

cultivo de un dia, tiempo después del cval se consume apro-
ximedemente la mited de la glucosg, se afiade una disolucibn
de lewcomicina Aja la concertracién final en el medio de

2 g/1 y se lleva a 6abo la reasccidn durentre otras 6 hores,
To mezelae de rezceidn obtenida se clarifica por centrifuga—'
cién, se ejusta 2 un pH 8,5 con hidrémido sédico dilnido

v se extrae con un volumen iguel de acebtato de etilo. EL
oxbrecto se concentra a coroximedeorente un tercio del volu-
men original a presidén reducida y una norcibn ge colocz en
ferma de gobes sobre unt placa de gel de sflice de capa fi-

ns (ilerck Co. L continuncidn se desarrolla mediante una
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nezela disolvente de n-hiexeno: acceitonas metenolcbenconosc-
cetato de etilo (30: 10: &: 25: 20) completemente sten ¥

ge sumerge en deido sulfdrico del 10 ¢ y ge colienba. S8 de
toeton dog manchas con valores de RE de. aproximadomante 0,54
¥ 0,65 c¢ue se atribuyen a leuvconicina A1 y leucomicing 33

(3~zecetilleuconicina A1) respechivemente por comparaciin

annlitica con muestras ~uténticas.

CCé1lulas criasdas en el Exwverimento 1 (justemente anteo
de o adicién de los antibidticos) se recogen por ceaviifu-
gecibn, s¢ laven una vez gon disoluecidn tampdn de iosfcotbo

0,05 I de un pH de 6,5 y se resuspenden en la mismt disolu-

1.

‘cibn tempbén con mas glucosa cn la concenvraciéﬁ de 2 g/litro
La concentracidn de células en la disolucidn re guladora es
eproximedanente de 10 gramos de materia seca/litro. A.contbi-
nuzcidn se afladen leucomicina V y I-leucina en concentracidn
de 0,5 g/litro y 1 ¢/litro respectivomente, y se lleva 2 in-
cubacidén zerobia en condiciongs similares a las utilizcdes
para el cultivo de la célula., Tres horas despuds se conclu-
ye la reacclén, y se continua mediante los procedimientos
deseritos en el Experimento 1. Sobre una placa de cromato-
grafia en capa fina aparccen dos manchas poseyendo cada una
un- velor de Rf de aﬁroximadamente 0,3 y 0,65 que se identi~
fican como el substrato, leucomicina V, y el producto, leu~
comicina Ay (3-gcetil-4"-igovalerillenconicina V).

Exnerimento 3

células obtenidas y lavadas segin el Zxzerimento 2 se
susvenden en una pegueila cantided de d

icha disolucibn vegu-
ladora de Ffosfaoto y se homogeniza mediante el uso de unc

prence francesa, a parbir de lo cuel se obtiene un liguido
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da especic; Ia CoA de-acetilo se afiade a los matraces 2, 11

-16 -

UJ

obrenadante por centrifugacién a 3000 X G durante 10 minv-

503, A une disolucidn dilvida del 1lfquido sobrenadante se

Cl

afizden leuvcomicina U y Coenzima A .de isovalerilo (mas ade-
lente Coenzima A se abre vLa a Coi) azmbas en concentraciones
ée 0,2 g/litro, y se lleve 2 cabo 12 1 ezccidn como en el

Experi.ento 2. la obtencidén de leucomicina AS (4"-isovaleril

levconicina U) se coanfmu mediente un cromcbograma cn cape

Porciones de 20 ml de la disolucién diluida del 1i-
guido sobrenadahﬁe homogeneizadb de cdlulas obtenida como
en el Expéri 1o 3 se coloban en cada uno de 2[ masraees
Brienmeyer de 500 ml de volumen, cotando numeradcs ine ma-~
traces del 1 el 27. A los mabraces se afiaden tres clases
de antibidéticos, cada uno de ellos en cantidad de 20 mgi-
4tilosina que se afiade a los matraces 1-9, angolamicina e
los matraces 10-18 y egpiromicinz I & los matraces 19-27.

Tembién se afiade CoAs de acilo en cantidad de 20 mg para ce-

vy 20, la CoAi de propionilo a los mairaces 3, 12 ¥ 21, la
CoA de n-butirilo a los matraces 4, 13 y 22, 1la CoA de isO~
valerilora 1os matraces 5, 14 y 23, CoA de acetilo y CoA de
n-butirilo a los matraces 6, 15, y 24, CoA de acetilo
y CoA de 1sovaler¢lo a los matraces 7, 16 y 25, CoA de pro-
pionilo y CoA de n~butirilo a los matfaces 8, 17Ty 26, ¥
Coi de propionilo y CoA de isovalerilo a los metraces g, 16
y 27. Mo se Ge CoA de acilo a los matraces 1, 10 y 19,
Se lleva a cabo le incubacidn durante 3 héras a 37¢C
cn condicioncs de agitocién sveves después de lo cual la di-

solucibn que ha reaccionado se hace débilmente alcalina ¥y

H
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7 a 10 mg de nroaac«o prmnclpdl partir de cada matraz,

aproximademente 50 mg de polvo de cada producto se obtienen

1de zcuerdo con la presente invencidn requiere la presencia

- 17

se extrae cada una con 30 ml de acetoato de etilo, Los ex-

tractos se concentran a aproximadamente 2 ml a presidn redu-
cida, y los concentrados se colocan gobre placas de capa i
na, y se continua 61 desarrollo como en el Experimento 1.
Despuds del desarrollo,'las placas secas e ilvminan con
une lémpara de UV, enfocando la mancha del producto pranci-
ral gobré'ia blaca. Los.productos principales se disuelven.
en acetonﬁ; evaporahdo la acetona ¥y quedando por lo tanto
el producto brinoipal, los materizles del cual se disuelven
todos en -egua débilmente dcida, Despuds de hacerlas débil-
mente alcalipas, las disolucionés'se extraen con benceno,

y los extractos se concentran.a sequedad pers obtencr de

empleando varios matraces para cada reaccién, la identilica-
cién de los cusles se consigue por medio de varios endlisis
tales como espectros UV, espectros IR; espectros de RMN,
puntos de fusién, poder rotatorio, liberacidn del dcido or=—
gdnico por cromatog srafi{a.de gases y valor del Rf por crome-
tografie en capa fina que se indica en la figura 33 en la
que los numeros 1 a2 27 son respecﬁrvamente las manchas de
los oue aparecen entre paréntesis en la Tabla 1, Los resul-
tados se resumen en la Tablu 1, que muestra la relacidén en-
tre los ant;blétlcos del substrato, la CoA de acilo y los
productos principaieé. | ‘

La reaccién de acilacidén d¢ antibiéticos macrélidos

de y el contacto con tres componentes hdsicos, que son, una
preparacién activa de cnzimas pore diche zcilacidén en forma

de oélulas 0 preparacién de enzimas, los antibibticos macré-
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Tabla 1

~

HMatraz Substrato

CoA de acilo

Producto principal

Neo
1 Tilosina  Winguna "Tilosina (1)
2 " CoA de acetilo 3~ace€iltilosing(4)
3 o ' CoA de propionilo . 3—pfopionilfilosi~
' : : na !
A n CoA de n-butirilo  A"-n-butiriltilo-
} : gina -
5- L Coh de isovalerilo 4"-isovaleriltilo-
' sina -3
6 o ‘CoA de zcetilo & 3-acetile4"=n-bu=
CoA de .n-butirilo tiriltilosina  (5)
T u CoA de acetile & J-acetil-4¥--igova~
- CoA de isovalerilo leriltilosina  (6)
8 " “GoA de propionilo + 3-propionil-4"-n-
Coi de n-butirilo  butiril¥ilosina (8)
9 u . " CoA de propionilo + 3=propionil-~4"-iso-
- CoA de isovalerilo  valeriltilosinz (2)
10. Angolamicina Ninguna ' Angolamicina (10)
11 " CoA de acetilo 3-acetilangolami~
i cina (1
12 E CoA de propionilo 3-propionilangola—
: ' micing (16)
13 " CoA de n~butirilo 4-n-butirilangola-
S ‘micina (11
14 " CoA de isovalerilo. . 4"-isovalerilango-
L ' : : lamicina 12)
15 . . CoA de acetilo +  3-acetil-d'-n-buti-
. CoA de n-butirilo rilangolamicina(14)
'.16. n CoA de acetilo & 3-acetil-4"~isovale~
. CoA de isovalerilo rilangolemiecina(15)
17 " Coa de prépionilo L 3-propionil-4"-n-bu-
. CoA de n~-butirilo tirilangolamici-
na ’ (17}
18 " Coi Qe propionilo + 3~-propionil-4"-iso-
Coi de isovalerilo  valerileongolami-
: cina (18)
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19 Bspiramicine I Ninguna Eepircmicina I (19)

~

20 " Coh de acetilo 3-ccebilespiramici-
_ ne I{espiramicina
11) 2
21 " - ‘GoA de propionilo - 3-propionilespira-
: : micina I(espiremi-
cina IIT) (25)
22 u ' CoA de n-butirilo  4"-n-butirilespirac
T : micina I (20)
23 o CoA de isovalerilo 4"-isovalerilespi-
rgmicina T 21)
24 - . - CoA de acetilo + 3-acetile=d ! —n-buti-
' ' CoA de n~butirilo rilespiremicina I
(4Men-butirilespi-
ramicina II)  (23)
25 w7 CoA de acevilo + 3-acetil-4"~isovale—

CoA de isovalerilo rilespireamicinu I
' . (4"~isovalerilespi-
remicina ITY  (24)

26 " CoA de propionilo + 3~propionil-4'-n-
" CoA de n-bubirilo butirilespiramicina
: I(4"=n-butirilespi~
remicina III) (26)

2T " CoA de propionilo + 3-propionil-4"-1s0-
CoA de isovalerilo valerilespirsmici-

‘ ne I(4"-isovaleril-

\ espiramicina III(27)

1idos de 16 eslabones como substrato, por ejemplo, tilosina,
angolamicina o.espiramicine y un donador de acilo. ia'si—
ﬁuiehte deséripcién expresa. on detalle la ejecucién de la
presente in&encidn.' ‘ 7

Tos orgaﬁismos‘que;poseén la citade actividad acilan-
te se seleccionzn de depbsitos de cultivo de cepas y tem-
bién a2 partir de aislados sin culbivar ensayando los citados
organismds acerca de la actividad acilante. Los organismos
qﬁe poseen elevada actividad ccilante y preferiﬁlemente en-
pleables en esta invencién pertenecen al género Streptomy-

ces y las cepas como ¢jemplo entre los cultivos depositados
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'empleandd el procedimiento general utilizado para el cnlti-

‘I-glucosa, maltosa, sacarose, almidén o jarabe de malta, al-

ceras, de origen vegetal o animal, dcidos orgénicos tales

- 20 ~

sons

Streptomyces thermotolerans ATCC 11416

Streptomyces fungicidiciis subsp, espinomiceticus ATCC|

21574

Strevtomvees hysroscopicus ATCC 21582

Streptomyeces mvearofaciens ATCC 21454

Los variantes y los mutantes obtenidos matural o arti-
fici&lmcnfe a partir de dichos organismos que ?oseen la ci-
tada_ac%i&idad también se wtilizen en la presente invencidnm.
Por ejehplo,'mﬁtan$es.que poseeﬁ actividad acilente .nejora-~
da se pueden obtener mediante téenicas nebitueloente whili-

rades para mutacidn y selcceidn microbiana.

En la presente invencidn estos orgenismos se culbivan

vo de cepas del género Streptomyces pero se deben emplear

condiciones adecuadas a fin de obtener amplia potencia de
acilacibn de la citada actividad enzimitica, E1 medio de cul
tivo preferiblemente contiene fuentes carbonadas tales como’

\ .

coholes tales como etanol y glicerina, aceites, grasas y.

éo@o~dcido acbtico y deido citrico y las sales de éstos, pe-
ro.Btros coﬁpuestos'asimilafles que sirven como tal fuente
earbpnéda tgmbién se pueden emplear. Estos cbmpuestos se
utilizgn solos o en mezclas de Gos 0 ﬁas e concentreciones
de 0,5-10 g/dl generalmente y de 2-6 g/dl preferiblemente,
dependieﬁdo de la clase de compuesto empleado, Las fuentes
de nitrézeno preferiblemente empleadas son Gompuestos orgd-
nicos ricos en proteinas de origen animal, vegetal o micro-

biano tales como la caseina, peptona, productos harinosos,

L
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“.lde nltré eno se- utlllzan aislademente o en mezclas de @0S

.‘muladores del creclmﬁento talee como extracto de fermenios,

medio se mentiene en el intervalo de 4,5-9,0, preferiblemen-

. mlento ¥y ‘se conserva despuds de cesar el crecimiento. Se en~

-l -

obtenidos a partir de semilla de so0ja, maisz, semilla de al~
godén y las preparaciones a partir de fermentos ¥y bacterias,
y verios compuestos inorgdnicos utilizados hablvualmente_

como fuentes de nitrdzeno tales como lags sales de amonio.

Tembién se pueden emplear otros COLPUSSTOS ricos en nitrége-

no que se nueden asimilar por el organismo.'Estas fuentes

0 mas en el medio a’ concentraciones de 0,1-10 ¢/dl, Con ma-

teria;es orgdnicos la concentracidn preferida es de 1-& &/al

a

y con compuestos inorgénicos, dcta se establece mas e je.
E1l medio también contiene sales'inorgénicas, tales como fos-

fa 08, sales de magnesmo, sales minerales y matericles est:i.-~

eytrato de carne y v1ﬁam1nas o materiales xricos en v1t°mx-

nas, Se utiliza on en concentraciones de 0,01-0, 5 g/al, de Den-
diendo de la clase de organismo y de la composicidn dei me~
dio .empleadas, El cultivo de los organismos se lleva a cabo

serdbicamente por medio de aifeacién y agitacién, E1 pH del

te de 6,0-8,0,
-La temnerabura de cultivo se ma ntiene a 20~45§C, sien-

do 1a temperatara preferlda 1a de 20-352C con cepas de Strep
omzces en general ¥y en espeGLal de .30~409C con St trepbomyces

thermotolerans, La actividad ac¢lunte de antlblé icos macrd—

lidos de 16 eslabones por los orgenismos de acuerdo con la

presente invencidén se produce en 'la primera fase de creci-

_cuentra actividad especffica especialmente e¢evada para la
ncilacién del radicael 3-hidroxilo en células procedentes de

la primera a la Gltima fase de crecimiento y pare la acila-
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cidn del radical A"-hidroxilo se encuentra desde la ultima
fagé de crecimiento hasta el estado de poscrecimiento,
Como se nuestra en los experimentos -4, la Iéaccién
de zcilacién se puede llevar a cabo con.células en condicio~-
nes de crecimiento asociado o en reésso, ya2 en el medio de
cultivo o después de la separacibn del medio, o con ‘distin-
tes fofmaé‘do'preparacidnea enzimé*lcas, por e jemplo, célu~
las secas, homogeneizado de células, ¥ alsoluc16n sobreia~
anie obtenlda a oartlr del homogenelzado y de las pr RS
ciones de enzimas. Tamolén se pueden emplear preparac iol 28
enzim*ticas inmovilizadas tales'como les fijadas.en polime-

ros de amldas acrillcos Como resultado de los eutuﬁwos 50~

. bfe la naturdleza de la 3011a016n citada se ha. reveleao gue

se incluyen independientemente dos sistemas de enzimas en
tal reaccidn de'aqilacidn. Estos son la transferasa de 3-a-
cil de macrdlidos y la transferasa de 4"-acil de macrélidces,
como se denominan por los inventores presentes, que trans-

fieren los radicales acilo a 1os radicales 3~ y 4"-hidroxi-

lo, respectivamente de antibidéticos racrélidos de 16 eslabo-

nes, Estos 51vtem9s de enzimas catalizan la cltada transfe~
rencia de forma no especifica re5pocto de la clase de radi-
cal acllo‘ sin embargo, tlencn preferencias respectivas por
cada radlcal acllo de modo que la transferasa de 3-acilo de
nacrélidos trensflere preierlblemente el radlcal acetllo,
el rad;eal propionilo y el radicel n-butirilo, en este or-
den, mientres que la transfepasa'de 4"~acilo de macrdlidos
prefiere el radical isovalerilo, ¢l radical n~butirilo y el
radical propionilo en este orden, .

El donador de acilo utilizado en la rececidén de ceile-

¢idn de esta invencidn incluye la CoA de =zcilo, gue sirve
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como un donador directo del radical acilo que se incorpora,
Yy los compuestos precursores de btal CoA de acilo a partir

de los cuales se obtiene la Cod de acilo r spectivaven 1o,

célule a través del'metabolismo celular, Ias CoAs de acilo
preferiblemente ubilizades son CoA de acetilo, CoA de pro-
pionilo, CoA de n-butirilo y CoA de 1sow alerilo, y sus éom—
ruestos precuruores son ‘$cidos orgdnicos tales como dcido |
acdtico, écido propibnico, dcido m-buiirico y deido isnrale-
rilico, y las sa]eg de éstos lales como las potdsicas, -nédi~
cas y aménlcas, elic, suS ésteres tales como 1og de m maanol,

etanol, eta y las emidas de los mismos, fambién se inecluyen

amlnoéoldo talou como dClQO humlnooubirlco, norvalina,

J I~leucinz, ¥ oetoécmdos tales como Acido m-cetobutlvluo y

deoido w-cetovalerilico,

En general, les CoAs de acilo se efiaden gl medio de
reaccién cuando la reaccibn se xealiza con un sisltema engi-
ndtico que tiene una capacidad pobre para genersr la CoA
de zcilo respectiva a partir ?e CoA y los precursores de
acilo, Sin embargo, los compuestos precursores de acilo uC.
utilizan cuando el sisbeme para regeneraxr la CoA de acilo
quu interesa estd trabajando & nleno'rendimientd, pér e jem—
plo, en'condlcloneu de crecimiento celular y similares. La
cantldud de donador de acilo afiedido al medio de reaccidn
normalmenteves equivalente o préxlmo a la relacmén molaxr
del substrato antibibtico en el caso de CoA de mcilo, y en
unz relacién molar superior, por ‘ejemplo, relacidén molar de
3-10, en ¢l ceso de compuestos precursores, Células vivas
pueden producir CoA de acetilo a partir de fuenfes carbona~-
das a través de su ciclo metabblico, de aqul que, si hay

suficiente cantided de fuente carbonada en la reaccidn que
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se afinden 2 la mezela de roaccidn en formas tales como enl

polvos finos, Ia concentracién de compuestos antibibticos

20

emplea célulzs vivas ya en el caldo de cultivo o en forma
de‘suspensién de células, la acetilmciln, normezlmente, pro-
cede mediante el uso de CoA de acetilo Fformeda endbgenamen—
te, Asimismo, en tdl sistema de reaccién la Coi de propioni-
lo v otras Cods se obtieﬁen en vna cantidad mucho mes peque- .
fia que la CoA de acetilo,. siendo observada tambidn en la
mezcla dé.beaééién una fequeﬂa centidad de tales prdductosJ
acilados, En el casb en el que se empleen en la reeccidi:
CoAé,dehaéilé, vna vesz oompleﬁa la‘reaccién, se puede ifecu-
perar lE'CoA a partir del medio de reaccidn por métodos-he-
biﬁualmeﬁie qtiiizados para separar CoA y se puede volwer
8 utilizaf,en 1a sintesis de CoA de acilo, '

Los ‘antibidticos substratos pera la citada acilacifn

una disolucién en agua, en fluidos acuosos débilmente.doi-
dos, en disolventes que ejercen poco efecto desfavorable'so—
bre .la reaccildn, por ejemplo, metanol y etanol o en forma

de mezclas de disolventes acu?sos, suspensiones, papilla o

utilizados en la mezcls de reaccibn es de 0,1-50 g/litro,
v preferiblementé de 0,5-30 g/litro, Los antibiéticos que
éefpuedeh eﬁplear en esta invencidn sonjlos que tienen es-
tractura de.macréli&os.de'16 eslabones y dos compuestos azi-
cares unidos en la posicidn 5- del anillo de macrélido, por
ejemplq,'leucomicihas, maridomicinas; espiramicinas,'angola-
micina, tilosina, carbomicina A y carbomicina B, en los que
por lo menos un radical en las posiciones 3~ y 4"~ es hidro-
xilo matural © hidroxilo producido por métodos éuimicos 0
bioguimicos,

Ias condiciones cuimicas y fisicas de la reaccidén de
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“ticas generales, ‘tales como disolueibn reguladora de Fosfa-

.'10 horas,

_.25_.

acilacién citada son pricticamente idénticas a las condicio-
neé favorables para el cultive de célules de cada qrganismo
incluidas en las reaccliones ehzimdticas a propdsito para .bo-
les cdlulas particuleres. La temperatura de reaccién es de

25~438C, preferiblementé de 28-409%C, y el pl se mantiene

en el intervalo de 5,0-8,5, preferiblemente de 5,5-8,0 pa-

ra la aciléciGh'en la citada posicidn 3~ y de 6,5~8,5 para.
la acilacidn en la citade posicidén 4%-, EL u=o de una diso-
lucidn reguladora adecuada es aconse joble pera el mamGoal-

miento hel valor del pH deseado'en el caso de reacciones

de los tiposide:no'creoimiento de-células. Las disoluciones

reguladoras habitualmente empleadas para reacciones ensimé-

sin embargo, el uso de disolucién reguladora de acetato o
las que contienen un radical acetilo en su composicibn se
deben limitar solamente a las reacciones de acetilacidn.

El periodo de reaccién normalmente es desde 30 minutos 2

Las siguiehfes desceripciones ilustran mas algunos pro-
cedimientos de-la citada acilacidn qué se comportan favora-
blemente pafa.obtener como ejemplos, los derivados de la ti-
logim de la presen%e invencién.
(1) 4"~n-butiriltilosine, ’ |

‘ Loé organismés anteriormente mencionados se’ cultivan
en un medio que contienc concentraciones restringidas de
fuentes de carbono y de nitrégeno y cuendo las fuentes de
carbono estén cgsi compietamente agotadas, se'aﬁade tilogi-
na al celdo en una cantidad que exceda la capacidad de acti~-

vidad de acilzcién de la posicidn 3- en les células juniameni

tos, disolucibén reguladora de citrato, ete, se puedsn emplecir;
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lres de acilo ocasiona la formacibn de 4"-isoveleriliilosina

te de fuentes de carbono .y de nitrégeno. Cuando se alcanza

~

- D -

te con CoA de n~butirilo o sus precursgores.

) La reaccidn se lleva a cabo précticamente en las mig-
mas condiciones que en el culfivo de células, Unz parte del
svbetrato afiadido se acetlla para formar 3-acetiltilosina,
mientras lo otra parte perm“nece sin acetilar, Hientras tand
to tilene lugar 1a butirilacién coneurrente del radical 4"~
h1arox1lo que da lugar a lz formacidn de 4“—n~but1r13t11031—
na y una ppquena cantidad de 3—acct;l—4“—n~but;rllt11rwlua
de 1a cual se gepara el prlmer producto. ) .

(2) 4“~1sovaler11%11051na.
En una acmlacmén.xeallzada de modo similar a (1}, el

uso de CoA_de 1sovalerllo 0 de sus precursores como aonwd9~

en el fluido de reaccidn,
(3) 3-acetiltilosina ) '
Para 1a obtencibén de 3-acetiltilosina, el organismo,

por .ejemplo, Streptomyces thermotolerans ATCC 11416, se cul-

tiva en un medio que oonﬁiene\una cantidad mas que suflcien~

el mdximo crecimiento y todavia quedan en cantidedes sus-—
tan01 les las fuentes de carbono, se afiade tilosina al medio

en-.una cantlaad limitada que.no exceda la capacidad de la

%ct1v1qad de acet11ac16n de las células. Manteniendo, agita-
01én_y alreg016n vigoross desde el prlnclpio.hasta el fin
de la reéccidn acompdﬁada por el crecﬁmiento de’ las célules,
la acetilacibn tiene lugar por el uso de la CoA de acetilo
reprqducida en las células, produciendo 3-zeetiltilosina,
(4) 3-zcetil-4v—n-butiriliilosina, .

(i) Ios orgenismos antedichos se cultivan en un medio

que contiene unz cantidad mas bien restringida de fuente de
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| butirilo, Se lleve a cabo la reaceidn haoste que el substra-

lacetilacibén en el radical 3-hidroxilo, es decir, la 3-tce-

b11~ﬂ"—npbuulrll*lloa¢na.

‘110 o sus compuestos precursores como dona ador de acilo en i)

-07

carbono y una centided equilibrade de fuente de nitrégeno
haste que la concentracién de fuentes de carbono disminuye
a2l nivel minimo, en cuyo momento se afinde tilosina 6 3~ace-
tiltilosina en cantided que no exceda la capecidad de acila-
cidn de las células- guntcmvnio con COA de n-butiwrilo o sus

compuestos precursores tales como un donzdor de radlcal n-

to de anu1b160300 se acila completanente, y s¢ separe el
producto ac11ado, la-3-a t11~4“~n~bu iiriltilosina.

ii) Utilizando 4"-buu1r11t11051na como substrato, se
lleva a cabo la:reaccién pricticamente de la misma manera

que on (3) para 1a obtencidn de 3-acetiltilosina que rinde

(5) 3-zcebil-d"- irovalerllm11081na
Para la obtencibn de 3-goetil-4"~isoveleriltilosind
se ﬁﬁeden enplear précticemente los mismos méltodos que en
(4) i) e ii) en los cuales se:ufilizan 1z CoA de isovealeri--
{
y se utilize 4"-isovaleriltilosina como substrato en ii),
(6) 3-propioniltilosina -

. Para 12 obtencién de 3~prop10nllt¢10°1na, los orgenis-
moéxanterlormenje menelona&o~ se cultivan en un medio que
conilene un“ cantidﬁd resbcmnﬂlda de fuvente de amrbono ¥ u—
na canjldad nas que suficiente de fgénte de nitréseno, Cuan-
do les fuentes de carbono es?én ya casicompletamente agota-
das se afiade la tilosina del substrato al caldo culti&ado en
cantidad que no exceda la cepacidad de Lro“10n11 eibn de lag
células, juntemente con donzdores propionilantes, es declr,

CoA de propionilo o sus precursores. la reaccidn se lleva a
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(7) 3-propionil-4"—n-butiriltilosina.

hnrbutirilo 0 su prebursor, y une pequefia cantidad de fuente

-:un% ¢01a et%pa anudlenno 3-propﬂonlltﬂlo ina, qomo sunsbre—

to0, a la mezela de células cultivadas, junto con los citados

precursor, en lugar de un donador de n~butirilo, permite la

2-obucnc16n de 3—prop10n11—4"—1sova1er11t110 1na.

-28

cabo haste completa propionilacién,

La 3-propionil-4"-n~butiriltilosina se puede'obtener'
en dos etapas, Primero s¢ obtiene la 3~propioniltilosiha 2
partir de tilosina por ol méd odo de (6), A

Cusndo la prlmera reacc16n casm se he completado se

afinden al medio un dopador de n-butirilo, es decir, CoA de,

de Carbono, si es necesarlo, ¥ se lleva a cabo la reaebién
aerobla. De este mode se obtienc 3—proplonil—4“-n~but1 ilti-
losina.

" Bs 1nnecesarlo de01r, que también se puede obfencr cn

donadores de acilq.
(8) 3-propionil-4"-isovaleriltilosina,
De un modo similar al de (7) el uso de un donzdor de

isovelerilo, es decir, CoA de\lsovalerllo, 0 su compuﬁsto

.Los compuestos acilados obtenidos a partir de anuibld—
tlcos macrélidos de 16 eslabones, de cuerdo con esla inven-
cwén, se nueden ails 1ur, purificar y formular aplicando los
méto@os gﬁneralmepte émpleadoé en la ohtencién de cada uno
de los antibidétlcos macrélidos de 16 éslabones;

Parae la separacidn de derivados de tilosina, la mezcla
de rgaccidn, despuds de débil acidificacidn si es necesario,
se ra de las células y-otvrce pariiculas insélubles por
métodos tales como filtracidn y centrifuszcidn, A continua-~

cidn la disolucién clarificada ce ajuste o un pl neutro o
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tracorriente y extraccién separativa, Por obra parts, si los

20

dévilmente alcalina y se extrae con disolventes immiscibles
en el agua, por ejemplo, acetato de etilo, tolucno y bence-
no, que se utilizan habitualmente para lo exﬁracciéh de ane
tibidticos macrdlidos, Para la ultrrlor ellmlnuclén de impus-
rezas procedentes de la mescla de recceibn, el extracto se
mezcla con agua acidificada o disolucién reguladora paré
trans sferir los derivados de tilosina'a.una fase acuosa, en
la cual se repite.la extraccidn anterior.

. Una serie de derivados de tilosina presemtes on &l
exsracto se seéaran pér varios métodos de diferenciacidn
de antibiéticos'macrdlidos. En el-caso de que sus coeficien—

tes de DarLL316n entre agua y disolventes orgdnicos difieran

.:claramente, se emplean.métodos talses como extraccidn en con-

coeficientes soﬁ'marﬂinales, se aplican métodos cromatogri~
flCOS que utlllzan gel de silice, resinas de cambio iénico,
ebe. eligiéndolos de acuerdo con el ulpO de especies deri-
vadas contenidas en el extracto.

Log "citados derivados de tilosina se obtienen en for~
me. sélida mediante la concentrecién ordineria de tal diso-
lucidn de antibidtico hasta sequedad‘o'mediante criétaliza—
éiﬁn; Para dristalizar los d@rivados.cifados en una forma
ultamente pura, . la prenaracién impura se disuvelve en disol
ventes ocgdnlcos tales como acetona y metanol, y & continua~-
cldn 1a dlsolu016n se afiade grudlenuemcnte 2 un liguido tal
como agua y n~hexano en el que el derivado es df{ficiluente
soluble.'La eristelizacibén también es posible utilizando
disolventes tales como éter etilico y una mezele de &ter
et{lico y éter de isopropionilo que presenta baja solubili-

dad de los derivados c¢itados,
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%a invencidn, es decir, 3-acetiltilosina, 3~-acetil-4"<n-~bu-

|.do ‘de los estudios sobre sus propicdades fisicoquimicsas,

_ ‘|los dcidos orgdnicos en condiciones alcalinas (detecciédn
20

Los derivedos de angolamicina, espireamicine y otros
anfibiéticos obtenidos de modo similar tembién se separan
y purifican mediante el uso de métodos simileres a los uti-
lizados para los‘défivados de la tilosina, Pare 1é cristali
zacién de log derivados, tembién se pueden emplear los di-
solventes tales como tolueno, benceno y acetato deretilo,

Ocﬁo"defivados de tilosina desarrolledos mediante.es-

tirilﬁiioéina, 3-acetil-4"~isovaleriltilosina, 3-propicnil-
tilosina, 3-propionil-4"-n-butiriltilosina, 3~propionil-4i-
isovalerilti;osina, 4"en-butirilitilesina y 4"-isovalerilti-

losina se demucstra que son compuestos nuevos como resulia-

estructuras quimicag, ete, El andlisis y las deterﬁinapidnes
f£isicoquimicas iﬁqlujen andlisis elemental, punto de fusibn,
+ poder rotatpfio especifico, espectro ultravioleta, espéc—
trotinfrarrojo, resonancia magnético huelear (RMN), R de

013, ospectro de masas (ioniz§cidn quimica), Liberacidn de

poxr eromatografié de gases), solubilidad en disolventes,-
reaccién de desarrollo de color, basicidad de compuestos, )
aspgcto ¥y fofma cristalina, Bl peso molecular se obtiene co-
mo-QM%.(ion cuasi méleculars'por andlisis mediante espectros
de masas ionizado quimicamente, Los resultados se muestran 4
en la Tavla 2 ¥ en‘las figuras 1-23, .

Los espectros ultravioleta muesiran poca diferencis
entre loé ocao compuestos como se muestra en el ejempio de
4r-p~butiriltilosina (Fig. 1) y 3-ecetil-4"-~isovaleriltilo-

sinz (Pig, 2), Los picos de absorecidn mixima estdn entre

182~285 nm, lo mismo que la tilosinz, lo que indica gue no
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Tabla 2,

Propied

- 3] -

odes fisicoaufmicas de derivados de le tilosina

Compuestos

Andlisis

B—2cetiltilogina

3~acetil=q"wn=~
butiriltilosina

3-zcetil--4'-is0-
veleriltilosina

| (1) Aspecto

Polvos cristalinos blancos

(2) Andlisis ele~
mental (valor
calculado)

(%)

€:60,25(60,17)
H: 8,27( 8,31)
0:29,98(30,06)
N: 1,50( 1,46)

¢160,70(60,75)
H: 8,39( 8,33)
0:29,51(29,56)

N: 1,40( 1,36)

¢:61,05(61,08)
3 8,33( &,41)

”p:29,23(29,17)
ks 1,39(1,34)

(3) Peso molect— ' .
lar por -es— o
pectroscopia 958 1028 ~ 1042
de masas
(4) Punto de fu- |214-2198C 177-1812G .. | 180-~1842¢
sién : : , N
(5) Poder rote~ f
, torio espe=~ :
. ¢ifico : g .
[«J3234 "’33’9 :! "'31 1 "34,3
Disolucidn !
de metanol |
(1%) g
(6) Bspectro de i
co- absor016? [ ,
ultrhv1o eta -
1% Mg 282 m ; AEEOH 282 ym ‘);ggﬂ 282 m
Tem 235 | 240 : ‘ 222
‘ : ' Figura =
(7) Espectros de | 3440, 2960, 2G2&' 3500, 3440, 2980 |3510, 3440, 298¢
. eveoreibn in | €65, 2835, 27°0r 2040, 2890, 2860 |2040, 2885, 284
fLar§°gg 2o | 2710, 1733, 1716 2600, 2730, 1750 | 2600, 2720, 174
5o tame1y” | 1667, 1620, 1388 1675, -1631; 1587 |1676, 1632, 153
e 1443, 1403, 1360 1456, 1382, 1376 |1457, 1418, 137
1205, 1265, 1235 1360, 1320, 1305 |1320, 13C3. 127
1159, 1138, 1123 1280, 1260, 1244 11242, 11{2, 114
1078, 1043, 1010! 1174, 1069, 1057 |1122, 1C¢8, 105
c&7, 953, 925, 1020, ¢84, 968, {1030, 1000, €82
593, 5638 | 025, 002, 849 921, Sit, 842




infmicas de derivados de lz tilosina

3-acetil-4"~n~

3-zcetil--Li"—iso~

3-propionil-

butiriltilosina | veleriltilosina tilosine
alinos blancos
:60,70(60,75) |C:61,05(61,08) ¢:60,45(60,54)
H: 8,39( 8,33) | 8,33( g,41) Ey 8,46( 8,40)
0:29,51(29,56) -1?:29:23(29=77) 0324,59(29,62)
\: 1,40( 1,36) .|M¥: 1,39(1,34) Xz .1, 50( 1,44)
1028 - 1042 972
177-1812C -.,| 180-1842C 187-192°C
: "31.,1 —34‘,3 "3.1,2,"
Y
)“*OH 282 mm )thH 282 mn .Xﬁzgﬂ 282 tm
240 222 236
Figura ¢ "
i : -
¢ 3500, 3440, 2980 |3510, 3440, 2980 | 3460, 2980, 2945
© 2040, 2890, 2860 {2940, 28E5, 2845 | 2880, 2850, 2800
2800, 2730, 1750 |2800, 2720, 1741 2730, 1744, 1724
L1675, 1631, 1597 |1676, 1632, 1568 | 1680, 1633, 1601
11456, 1382, 1376 |14 )7, 14185 1377 14,,, 1417, 1383
i 1360, 1320, 1305 |1320, 1303, 1277 | 1374, 1360, 1345
i 1260, 1260, 1244 {1242, 1172, 1147 | 1327, 1319, 1301
| 1174, 1089, 1057 |1122, 108, 1057 | 1281, 1259, 1168
! 1020, 984, 968, {1030, 1CL0, ¢82 1145, 1133, 1120
i 925, 602, 849 g21, Sli, 842 1087, 1067, 1053
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- 3

Pig. 5

(8) mH (013CD)
60 1z

Pig., 11

Pig. 12

Pig, 13

(9) Acidos orgd—

nicos detec— .

tados por
- cromatogra~

fia de gasés

dcido acético

dcido acético ¥
dcido n-butirico

. 'y

Tuy
4pido acético ¥
&83do isovaléri

) .-
O | L4
.

L.

(10) Solubilided

‘Solubles en alccholes inferiores, por ejemplo, etan
e jemplo, acetona; éteres, por ejemplo,

ter etilico

plo, acetato de etilo; benceno y tolueno;
lelcllmente ‘solubles en n-hexano j éter de retrole

| Solubles en agua dcidaj

.I..

.

Débilmente solubles en agua neutra; '-:
Dif{pilmente solubles en agua alcalina.

(1) Reaceidn de
desarrollo
de color

Sakaguchi (-); Biuret (=)

¥olisch (4); dcido sulfurico concentrado (+); Ninhi

(12) Alcelinided

Comruestos alezlinos

(13) Disolvente

utilizado
pare la

cristaliza- -~

¢idn

Tolueno .-

Bter etilico




i 1018, 998, <88

980, 960, 934
01, 843, 810
784

Fig, 4 Fig, 5 Fig. 6

Fig., 12 Pig, 13 Fig. 14

dcido acdtico y |drido zeéticn ¥ Beide prepidnice
_ d4cido n-butirico |%38ido isovaldricof 'y

.eoholes inferiores, por e jemplo, etdnol-**e%onas, por
ma; teres, por ejemplo, éter etilico; ésteres, por ejem~—
‘e etilo; oenceno v tolueno; .

;olubles en n~hexano y ; Ster de vetroleo' LR

we dcida; o

B

s

Ables en agua neubra; ..
:0lubles en agua alcalina,

‘eido sulfdrico concentrado (4); Ninhidrina (~); Millon (=

Biuret (-)

o,

* aleelinos

;. Bter etilico Eter etilico Eter eti{lico
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Table 2. Propiedades fi{sicoluimicas de derivzdos de la $iiosing
gompuestos 3-propionil-4"- 3-propionil-4*- 4Men-putirilts
n-butiriltilosi-] isovaleriltilosinal| losina
{na
Andlisis -
(1) Aspecto Polvos cristelinos blancos
(2) Andlisis ele-|C:61,05(61,08) C:61,53(61,40) C:61,03(60,90)
ﬂggﬁﬁ%ag§§l°f H: 8,37( 8,41) | Hi 8,46( 8,49)  fdi 8,55(8,48)
% 0:29,25(29,17) | 0:28,70(28,78) 10228, 94(25,20.

W: 1,33C 1,34)

N: 1,31( 1,33)

"N 1,48( 1,42

(3) geso molecu—f . ‘ ‘e
ar por espeg -
troscopia de” 1042 : 1056 S 986
~ masas o
(4) Pugto de fu- | 182-18820 180-1662C s 14715100
sidn : : .
(5) Poder rota-
.torio. espe~
elfico 35,2 ~33,2 -53,4
% p
Disolueidn
de meyanol
(15)
(6) Espectro de = -
7 gosorcibn - PEEOR 282 m | /\ﬁng 282 nm )‘JEnZgh 285 .
ultr¢v1oleta - i
1% 210." 22 214
Eion 210. 7 Figura 1
(7) Espectros de 3435, 2975, 2940 3490, 3440, 2970 3490, 2070
~ absorcién in 9885: ¢845; 2755 2940 288), 2845 2&80 2840
frarrojo 2730, 1731, 1670 2795, 2710, 17135 2715, 1724
(past:.lla1 1626 1592, 1450 1670, 1027, 1595. 1625, ‘138
BrK) (en-1)  hao4, 1374, 1318 1450, 1412, 1372 1406, 1375,
270, 1172, 1086 1318, 4300, 1171 1265, 11”0
1055, 1019, 980 1148, 1122, 1087 1083, ‘055
965, 923, 200 1058, 1025, 1005 680, 663,
843 081, 921, 200 €05, 842’
843
Pig 7 Pig, 8 Pi3.e 9




muimicas de derlvuuos de la tiiossina

I
}
% J~-propionil-4"-

i isovalerilitilosina

Aten-pyiirilti-
losina

4v_isovalerilsi-
losina

e

J1inos blancos

¢:61,53(61,40) ¢:61,03(50,90) |C:61,33(61,24)
H: 8,46( 8,49) Ly 8,55(8,i8) H:-8,65( 8,57)
0:28,70(28,78) 30:28,94(25,20) | 0:26,56{25,73)
N: 1,31( 1,33) "N: 1,48( 1,42) |W: 1,46( 1,40)
1056 986 1000
180-1862C | 1a7-15100 154~1572C
; : i
\
AﬁggH 282 mmn EYOH 285 m JETOH 284 m
227 214 217
! “Figura 1
0 3490, 3440, 2970 3490, 2970, 2935|3497, 2965, 2935
5 2940, 2885, 2845 2880 2840, 2790|2680, 2840, 2790
0 2795, 2710, 1735 2715, 1724 1680|2730, 1740, 1730
0 1670, 1027, 1595. 1625, 1 88 1449|1681, 1629, 1595
8 1450, 1412, 1372 1406, 1375 131311457, 1412, 1374
6 1318, 4300, 1171 1265, 1170, 1121{1317, 1299, 1279
1148, 1122, 1087 1083, 1053, 1012|1169, 1145, 1121
1058, 1025, 1005 680, S63, 923|083, 1055, 1028
981, 921, 900 co5, 842 1018, 1000, 983
843 064, 920, 00
Pig, 8 Fi:z, Fig. 10
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(8) RN (0130D)
60 IiHz

Fig, 16 Pig. 17

Fig, 15

.

(9) Acidos orgd-

nicos detec~
tados por

cromatogra~
fi{a de gases

écido propidéni-~ £cido propidnico

0, dcido n~btutirice
co y &cido y 4decido isovalé- .
n-butirico. rico

(10) Solubilidad

Solubles en &lcoholes inferiores, po¥*®jemplo
ejemplo, acetona; éteres, por ejemply, éfer o
jemplo, acetato de etiloj benceno y $0lueno;

Diffcilnente $olubles en n-hexano y Sfer de petrole
Solubles en agua deidaj N
Débilmente solubles en agua neutra;
Diffcilmente solubles en agua alcalina.

Lo

L S 4
>

1(11) feaccidn de .

desarrollo
de color

Molisch (4+); 4cido sulfdrico concenffado (+); Hinh:
(-); Sakaguchi (-); Biuret (-) e

3

(12) Alcalinided

Compuestos alcalinos

(13) Disolvente...

utilizado
para la
cristaliza~
cidn

[y

Eter isorropi-
lico-éter eti-
lico

Eter et{lico Eter et{lico




Fig, 16 - Pig. 17 ; Fiz. 18

. £4cido propibnico | 4cido n-butirico | Zcido isovaléri
y 4cido isovalé~ . co
rico

leoholes inferiores, pETJéjemplo, etan
sna; éteres, por ejemplg, éter otilie

i
t0 de etilo; benceno y solueno;

0

weo O
| Sad

solubles en n-hexano y $ter de petroleo;
- “’
sua dcida; -
R R

lubles en agua neutraj ~
solubles en agua alcalinz.

L.z
»

~

4cido sulfdrico concentfado (+); Finhidrina (~); HMillon
o ,

i (-); Biuret (-)

¢
-

os alecalinos

Eter etflico Bter isorropi- |Eter isobropi-
, lico-éter eti- lico-éter eti-
lico , lico
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pectros IR y de los espectros de RMN se confirma la esiruc—

.:1on1za016n quimlca se muesbran para la’ 3—309L11f1]0u1ﬁd

(Fig. 19) y para la 3-propioniliilosina (Fig, 20) como e jen-~

{la fragientacién de enlaces C5-O,O~C: y O-Cq', la deshidra-

lcon la 3-acetiltilosina (Fig 22) para derivedos 3-acilados

hay cambio estructural en la estructura de la cetona y del
doble cnlazce del anillo de macrélido.

A partir de la deteccién de los dcidos orgdnicos libe-
rodos mediante cromatografie de geses y-a partir de los da-
tos analiticos de peso ﬁolecular, se demuwestra que los com-
puestos tienen una estructura bésica en comin: tilosinafque
tione una o dos especies de radicales acilantes, eo'déciﬁ,'
x“dlcalc“ de acetilo, propionilo, n~butirilo o 1uovnlerz10.

Aﬂemdo, a p&;tlr del anillol de los datoz de los es-—

tura presentada anterlormenﬁe de derlvados de ‘tilosing de

férmula” general I Los datos de esnactromebria de masag de

plos de derivados 3-ecilados y para la 3-qcetii-4"-i°ova1e- .
r11111081na (Fig, 21) como eaemplos de derivados 3- ¥ 4"—a-
cilados. Se hacen las asignaciones de todos los fregmentos

en la comparacién de los datos con la tilosina, que revela

$acién y desacilacién en ambos, la tilosin2 y los derivados.
De esgte modo se demueutra que el radlcal acetilo y el radi-
cal proplonllo estdn enlazados al anillo de macrdélido y que
el. radlcal 1sovaler110 esté enlazado. al anlllo de mlcarosa.
Los datos referenxes a obros compuestos gue no e exponen -
aqui bambién den las mismas conclusionss. 7

Los ejemplos de espectros de RN de ¢!3 se muestran

¥ con la 3—acetil~4“»isdvaleriltilosina (Fig. 23) para los
derivados 3- y 4"-acilados (25,2 IHz). Como resultado de la

asignacién de sefisles, en comparacibén con las de la tilosina,
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‘dos de esia invencidn y los productos quimicos sintetizados

Itilosina mediente el uso de cloruro de acetilo, advirtidado-

_36_

se deduce tombién que el radical acetilo se une en-la posi-
cién 3~ del anillo de macrélido y el radical isovalerilo’se
une en la posicidn 4"~ de la micerosa, Obtros compuestps Tam-
bién dan datos similares que muestran la posicién de enlace
del radicel propionilo j del redicel rn-buvtirilo.e ident;fi-
can las estructuras quimicas,

Se.éhpfehdieron o%ras comparéciones entre los deriva-
de écuér&é con técnicas precedentes previamente divulgadas,
En la Patente Japonesa (Kokoku) Showa 36-22649 titulada’
"iiethod fér.proaucing tylpsin"{.refiriéndose al Ejempl§‘4,

se describe la sintesis quimica de un éster acetilado de:

se que el contenido en peso del radical acetilo es de 8,225
(ep peso) y que el valor de pK es aproximedamente 5,1 (de-
terminaci én electroméirica con la disolucién en dimetilforma—

mldé-HEO = 2:1 en volumen). En el Bjemplo 5 referido de la

misme Patente, también se des$ribe la sintesis de la tilosi-

| na acetilade mediante el.uso de anhfdrido acético como agen-

te acetilante; siendo el contenido en acetilo 8,91 (en Peso)
y el valor de pKk aproximadamente 5,2; Ppr lo tanto, la sin-
teéis Qufmiéa'de la tilosinar acetilada se efectua de acuer-
db'éon los métodos énteriorés y se hace comparacidén con los
conpuestos porfespondientes dé acuerdo con le presente in-
Vénéiég fespecto dé éus valores de Rf en un cfomatogfaﬁa
de capa fina empleando placa_Arﬁ'5715 (rerck Césb vy el di-
solvante'desarrollante de acetato de evilos etanol:’piridi—
né (85:15:2 en volumen).

De scverdo con esto, laVS—acetiltilosina obienida en

esta dinvencidén da un valor de Rf de 0,59, mientras que la
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‘minaciones de los derivados acetilados de anuolqmlclz J

espiremicina obtenidos en csta invencidén se presentan en’

4~isovalerilespiramicina I, Siguiendo procedimientos de

-39~

tilosina acetilada en el Bjemplo 4 referido de la citada Fad

tenbte da 0,71 y el producto en el Bjemplo 5 referido de la

citads Patente da 0,70, 0,75 y 0,83, que es indicativo de
la mezela de tres compuestos. Otras determinaciones tambidén
confirmen lo diferencia de la 3~“cet¢lt¢1ovlna de csta 1r~
Vencién con los productos.quimlcos. Asimismo en el EmeP”
e ferido de la citads Patente, la tilosina propionilade sin-
tetizada évimicamenfe se muestra que ‘tiene un ﬁunﬁo de fu-
sibn de 101 111°C uute valor es cluramcnie diferenciadc
del valor de’ 187—1°2°C para la 3-proplon11tlloalna obterida

en esta invencidn, -

v Tos resultados de 1os anélisis fisicoquimicos s ebor~

las Tablas 3 y 4, re*puc'b:.vaunente
Los ejemplos de “espectro UV, espectro Ih ¥ eopectr
de ?MN se muestran en las fig uras 24 a 32 pars la 3—ace111~
angolamicina, 3—acetil~4"—isoyalerllangolam1c1na ¥y 3-acetil-
) )
identificacién similares a los de dichos derivados de tilo-
ulna, se confirmaron las estructuras quimicas como én las
fdrmulas generdles IT y IIT para los derivados acetilados
de angolumlclna ¥y evplraM101na de acuerdo con esta invencidn
7 Losg espectro antlmlcroblanos de los nuevos derivedos
de filpsina, angolamicinas v espiramicina de esta invencién
se muestran en las Tablas 5, 6 y 7, respectivamente re gis~
trando concentraciones de inhibidores de crecimiento mini-
mas (}IC, meg/ml). Bstos compuestos poseen comvuratlvuuente
un espectro antibacteriano amplio frente a bacterias grem-

positivas. Se ensayé en animales la toxicidad de estbos com~
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Corpuestos

Andlisis

3-accetilango-
lemicina

3-propionil~
angolenmicina

3-—8{(36 $ile/ Nan-
butirilenco-
lemicina

(1) aspecto

Tolvos cristalinos blancos

forme oristalina: ag

(2) Andlisis e-
lemental
(valor cal-
culado)

ci,
IV

C160,23(60,17)
H: 8,25( &,31)
0:30,10(30,06)
H: 1,42( 1,46)

C:60,48(60,54)

H: 8,47(8,40)

0:29,64(2¢,52)
N 1,410 1,44)

C 0,70(6(¢,75)
H: 8,40(8,:3)
0:29,51(2¢,56)
: 1 ,39( 1,36)

(3) Peso molecu
laxr por es— .

pectroscopia 958 972 .. 11028
de masas . T

(4) Zunto de 217-2228C 208--2154C 171-1769C

fusidn ' '

(5) Repectro de i2e0H, 1.eOH 1ieOH ‘
abaorel én >\“15. 240 nn )ma'{. 240 mm ’\rux 24C nn
ultrzvioleta 441 4. 1

B V BB VAN
51 em 152 31 cm 153 E1 om 143
Pig 24

() Tepectros de | 3450, 2970, 293C| 3450, 2975, 2935 | 350C, 340, 207
cheoreidn in- | 2880, de“, AGD, dcbb, 2640, 2{65 | 2549, ui:, 284
frarrojo 2730, 1740, 1726 2730, 1740, 1727 | 2788, 272), 173!
(pastill§1de 10“5 1625, 1455 16¢6, 1627, 1455 1668, 16-3, 145
3r¥) (em 1413, 1368, 1347 1413, 1384, 1370|1373, 1343, 124

1304, 1243, 1164 | 1345, 1302, 1167 | 1173, 1187, 108
1122,1087, 1050 1137,1124, 1088 | 1073, 1025, 102

§93, 913, 062
&5, 207, £56
€10, TEZ, 155
-
(19

Tig 26

1050, €59, $€5

CU5, 93
6ic, €10, Tn

(7) Zzpectros de
resonancis

neTies nu-

elere

Pig., 28

g s e o




3-propionil~ 3-geetil-s tep- 3-ccetil-4"=is0o-
angolemicina butirilaergo- valerilenzola~
lemicing micina
Jinos Dblancos forma  oristalina: agujes
~ €:60,48(60,54) c 60 ,70(6¢,75 ¢:6%,15(61,08)
. H: 8,47(8,40) H: Ao(? JJ) He &,35( 8,41)
i 0:29,64(25,62) 0:29,51(2¢, ¢:29,15(29,17)
; N 1,41( 1,44) n: 1 3,( .,36) me 1,310 1,34)
972 t.. 11028 ©1042
208--2152C 171-176¢9C 16S¢-1752C
ieOH HeOH Keld ,,
)'na. . 240 mm /\max. 24C mm ’\zéx 240 mm
119 - 1% ':‘1::
V1 om 153 By om 143 By Cm7712?.
Pig. 25
3450, 2975, 2935 | 3500, 3479, 2975 34¢0, 2975, 2940
dbt\b, dblw 2i65 | 2845, 203, 2840 28ES, 2840, 2795
2730, 1740, 1727 | 2785, 2732, 17135 2725, 17J1, 1628
16¢6, 1627, 1455 | 16€8, 1623, 1455 1625, 1456, 1412
1413, 1384, 1370 | 1375, l3§? 1240 1375, 1304, 1242
1348, 1302, 1167 | 1173, 1xr7, 1020 |- 117C, 1127, 1088
1137,1124, 10E8 1073, 1C%5, 1025 1072, 1052, ©¢5
; 10‘0 ¢se, ¢85 ¢c2, £i5, 930 o7&, %25, 913
¢T5, ¢62, <37 91C, €0, 1750 853, 1753, 115
<07, €56, 810 715
766, 752, 715
Fig. 27
Fig, 29
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(8) Acidos or—
génicos de-
tectados por
gromatogra~
fi{z de zases

deido acdico ¥

4cido propidnico
| deido n-butiricc

acdtico

(¢) Solubilided

wente solubles en &

Solubles en tolueno, benceno, acetate de etilo, metar
débilmente solubles en &ter etilicos ‘5
dificilmente solubles en n-hexaono y 8487 de pevroleo;
solubles en agua aClda; s0lo débilmerté solubles en ¢
guz alcalina, h

(10) Reatciones
de desarro-
llo de co~
lor

lioliseh (&), £eido
" liillon ﬂ—) y Seka

sulfirico concentrzdd (+), iIinhids

guchi (~)

-

(11) Alealini~

dad

2lecalinos .

v o s odo 5 .

Compuestos

(12) Disolvente
untilizado
para la

©eristaliza~
cidn

Aceteto de tolueno o acetabo ds
etilo benceno etilo o
) benceno

Hotes: 1) Deteccidn de los dcidos orgénicos por cronatografia de gases:

goluciones en

mavedeAm wr A vES TS aan
o

LAVI W Wi Ly

2) Los

eris

¢olucidn de XOH 0,5 N-etanol, se traian 2 T(

anara ol nv\-‘g']-: cig,

B

tales obbenidos & partir de los disolventes & (12)

ensayos en (1) -~ (11),

08 moleculores se obltuvieron ccmo ot a partir le esy
226n quimica que  utilizen CH, como 588 reachit ),

G mARe WEAR Wiar s i SN Raeed T €PN omn e ] Y F e AT W dMemm G Gammen o s o S e



dcido propidnico { dcido acérico

dcido ecético v
dcido n-butiri

deido isovaléri-
co

o
lo]

1eno, benceno, acetato dg etilo, neternol ¥y ecstonz;
sles en ter etilico;

iubles en n-hexano y &ter de pewvroleo;
3 dcide; solo @ébilmernté’solubles en agna nevtra; ¥ dificil
an a2gwe alealina,

bt

..

ido sulfirico concentrads (&), ifinhidrinz (-), Biuret (=),
kaguchi (-) -

alcalinos “,‘Z
‘bolueno o acetato d= acctato de
benceno etilo o etilo ©
) benceno benceno

. orginicos por cromatografia de gases: se preparan las di-
én de XOH 0,5 N-stanol, se traian a 70-75¢C durente 20 mi-

1),

s ude con A
s obtuvieron ccmo O a partir de espectros de masas de

g

utilizan CHA como gas reachivo.




-1 T RTTATS!

LUURTETOCTTT (2)
. JI0T0D o7
_ . N . CTTOISSTan
(=) geantq f(-) BUTIPLUY - ‘(§) OPTILUCOUOD GOT 3oCrE or wyToeser (L)
.mnﬂﬂd
~LTOFITR £ fexqnon vufn Us 3TQUEOS OJUSWUTTUPY , T
toatoxr vi 8p I pw £ ousxey-u uUd . @ynmSﬁHOHMﬂ@
OOTTILO IOLP UL DQUONTEGHD
ivuol908 £ Toumsem ‘OUTAO op 04vLo0w fouentoa o soTaNTOg | PUTETIAuTOw (9)

sos8 op T

D oLl
: :uhmO@mﬁomo
OO TIPTRAONT 00 TATAN0~U J03 80PTLOCL
0D TX oproy £ oo omaow h 00 -3p S00TURZ
» ~9TBAOST CPEOP 0O TITLuY~U OPTOR —tugtdoxd optTop -TUQTAoId OpPToy ~Z0 SODIOY (G)

BLOTOTABIATH

'

s

w wr o Y oxpHE UY TOS05UT
otz Z o’ W OVE pof X | ep oasosist (v)
- , ' szeTn o op
. , JH ocmon;oa;
0ocol 985 ° 9go!l evol 20 Z0d Tl
“ Lo 0327 (£)
(0v't JavtL (2%t Jo¥‘L i | (€€ )gE‘L (P€°L )BEL | 5
(5lfozycofoz (02%43)92452+0 (8Légz)LLégat0 (LL*32)90%5e%0 meoﬁo
(46°8 )es'e im (8v‘2 )osg x| (59 )s¥‘g = (Lpfg )eetg am | TTERIRTNN)
(vefL9)og’Lsic (05°c2)groatn (ovfLo)EviLeso (50°19)€2%L9:p | ~& STSTTHUY (2)
“' S00UBTQ SOUTTRLSTIO SOATOJ 0500337 (L)
SISTIPUY
BUTO TURTOF TULOTUS ﬁ
VUTOTUBToSUS VUL OTWRTOZUR —UBTTIOTEAORT —0BUBTTATANG~T
| ~TTISTUAOSTE—y 7 LT SAAG~Umy Y | =y =T TUOTLOIG~C - P=TTUOTI0xE~E | monsondno)

¢-¢ Brasg -

—0f —




10

28

. Table 3~2

Compuestos | 3-pronionil-—4Y- 3~propionil-4f- | 4"-n-buticil-
] n-putirilango- izovalerilan~ angolamicina
lemicina golsrmicina
Andlisis '

(1) Aspecto Polvos crisialinos blanecos.

(2) indlisis e~ | C:61,23(61,08) 0:61,43(61,40) | €:66,48(¢9,90)
(Smentel i | Hi & 3,»( 8,41) 8,45( 8,49) | H:'8,50( 2,48)
culuuog 0:2¢,06(29,17) 0:28,77(28,78) 0:29,26(273,20)

» W 1,38( 1,34) N: 1,35( 1,33) | N: 1,407 1,42)

(3) Feso molecu ‘.

e ereota | 1042 1056 e
Qp me S‘..S Y

() Zopectyo do | NGO a40 240 m

ultravioleta

(5) Acidos or-
sénicos de-
i ctados por
ClOV&torra"

AI

fia de gases

deido provnidni-
co ¥ dcido
n-butirico

dcido propidni-
¢co y dcido
isovalérico

dcido n-butiriec

(8) Solubilidad

Solubles en benceno, tolueno, aceia

o0 de etilo, metar

dévilmente solubles en éter ctilico;

aif 101]menLo solubles en n-hexano y étnr de :eJroJeo,
solubles en azua dcida; solo débilmente solubl en &
mente solucles en agua aleslina,

H ("7) .,\""(, .i.(.z?ﬁ \10 -_01_1 S ('L)I (_{ i’j':() nU ]M‘r co (’()1‘_('!-‘51"" nndo (")’ N .nhidl"i
Geserrollo g )
de color illon (-) ¥ Sekeguchi (-)
(8) Aleocliniaad COI.‘I"I_"’ =0 alcalinps

Jvecrtae u-

LAl e

B ]

ti- l Acetato de eti-~

1o o benceno

———— g RSN e e




. Table 3-2

3~propionil-4f- | 4"-n~butiril- Av-isovaleril-
isovalerilan- angolamicina angolericina

ig
golsmicina

cristalinos blancos |, 1

i
¢:61,43(61,40) €466,48(€v,90) 3:61,20(61,24)
H: 8,45( 8,49) | E: €,50( 2,48) H: §,53( 8,57)
0:28,77(28,78) | 0229,26(2%,20) 5:28,85(26,79)
w: 1,35( 1,33) N: 1,40{ 1,42) ¥: 1,42( 1,40)

1056 c86 1000

24C nm 24C mn 240 mm
4cido propidni- | deido n-tutirico dcido isovalé-
co y 4dcido rico

isovalérico

3n0, tolueno, acebato de etilo. metanol y acetona;
lees sn éter ciilico;
ubles en n-hexano y éber de p2sroleo;

. dcida; solo débilments solublac en agua neutra; y dificil-

o sulfvvico concontrado (&), - .ohidrine (-), biuret (-)

13 glealines
Acotato de eti~ | dter atilLceo éter etilico

19 0 wenceno

- e —— ot ina ———
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Tabla 4-1

Compuestos | 4"-n~-butiril- 4"-igovaleril- 4Mepebubiz I
espiramicina I espiramicina I sepivenicine IT
Andlisis
s v a—
(1) Aspectho Polvos blancos

»
™

]

(2) inflisis e-
lerental
(velor cal-
culado)

(3N
°

Q
l: “
NT) I
RN U]
-
ANl
{0

61,73(61,82) ¢:62,13(62,18) 3(61,61)
r: 8,88( £,83) H: 8,95( 8,91) He 84,70( €,65)
0:26,28(26,28) 0:25,92(25,89) 0:26,75(2¢,81)
n: 3,11( 3,07) R: 3,00( 3,02) s 2,57( £,93)

(3) Peso nmole-
culer (es—
e ciroscopia.

de masas)

.
.

13 . 927

-

» s "“"\'D-"
]
(6]

-

1lo ée color

Hspe \ & .
(4 Zepgctron, | MEB%E 231 mm 231 m 231
ultravioleta
g 1%
“qen
(5) AClaoo or- Acido n-buti- 4cido isova~ icwdo acdtico
guchos de- rico lérico - y fcido n-bu-
cvados por tirico
cromatogra-
fia de gzases
{8) Sgispilidcd | Sclubloc on medeml, otonel, oeetomg, teluone, bencer
v éters;
diffcilmente solwles en n-hexano, ciclohexano y éie:
(7) Reacciones | iolisch(!), deido sulfdrico concentrado (4), iinhidr]
de 4es2rro-

iillon (=),

(8) #£lealinid=d

Comrucetos esleslinos

(e)Disolvense u=- :
tiliccdo parc Ciclohexano :
sristolizacidn :

(10)2snxciro IR

2 acbro HUN




P - N e s

dr-igovaleril-
espir

ramicina I scpivenmiciae IT

an
4

3 Dblancos

L]
XS XX

Av-isoveleril-
capirepicina i

€:62,13(62,18) | Cr&1358(61,61)

J -
tirico

¢162,00(61,96)
H: 8,95( 8,91) | E: 8,70( ¢,65) H: 8,72( 8,74)
0:25,92(25,89) 0:28,75(2¢,81) 0:26,35(26,41)
¥: 3,00( 3,02) w22, 07( 2,93) ¥ 2,93( 2,89)
927 -:655 <69
231 mm ) 231 mn 231 mm
¥ig 30
292
4cido isovae- dcido acdtico deido acébilco
1érico - y fcido n-bu- y &cido iso~

valérico

EN Lo Y
amold, oionol, ceetonn, teoluono, benceéno,

luples en n~hexano, ciclohexano y éter

zcetato de etilo

de retroleo,

8o sulférico concentrado (&),

winnidrina (-), Biuret (-),

;3 alecalinos

] i e e it - e - - oot P ks e b 8 & o B s TS S

Fig. 31
g, 32

iz
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abla 42

Compuestos

Andlisis

4ten-butiril-
egpiremicina IIT

4¥~jsovaleril-
egpiramicine III

(1) Aspecto

-

Polvog blancos

(2) rndlisis elemen-
tal (valor calcu-
lado (52) ,

Q.

61,90(61,96)
H: 8,80( 8,74)
: 26,36(26,41)

(e

N: 2,94( 2,09

¢ 62,26(62,3
Hs 8,30( 8’8

(3) Peso ‘moleculad

Tem

(espectroscopia 969 983

de masas) :

(4) Bspeétros de ab- e OH - KeOH
' sorcidén ultravio- Améx. 231 mm méx, 231

(5) Acidos orgénicos
detectados por
cromatografia de
gases

4dcido propidnico
y 4cido n-buti~-
rico . :

decido propidnico
y dcido isovaelé-
rico

1'(6) Solubilidad

Solubles en metanol, ebtanol, acetony
_tolueno, benceno y acetbato de* etilos

giffcilmente solubles en n-hexano,
ciclohexano y éter de petroleo.

(7) Reacciones de de~
" sarrollo de‘color

Molisch (+), deido sulflirico concen-
© trado (-!-)Z Ninhidrina (=), Biuret(-)

y #illon

(8) Alealinidad

Compuestos alcelinos

(9) Disolvente ubtili-
zado pere la
eristalizacidn

ciclohexano
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puenstos ¥ los valores LDBOen ratones por sdministracidn in-
travenosa fueron mas que 400 mg/kg con todos los compuestos.,
In experimentos terapéuticos en ratones, infectados a mano

por Stazphylococcus aurcug Smith, los valores EDSO fueron

menores que 50 mg/kg (p.b.) con todos los derivadoes de enti~.
bidticos citados, |

) Una de las ventejas particulares de los citados decis
vados de $ilosins y angolamicira sobre antibiditicos mecid-
lidos, conocidos es su clara actividad antimicrobliana Lfrente
a bacterias resistentes a medicamentos, Los resultados de

algunos de bales ensayos se incluyen en las tablas 5, 6 y 7.

\

. Tabla 5 Esnectros antimicrobianos

Concentracibn inhibidora del cre-
cimiento minima (meg/ml)

_ Compuesto 3-acetil|3~acetil {3~acetil 3—§ro—
tilosind [4"~n-bu~ [4"~isovg [pionil
Cepa. ensayada tiril- |leril- — (Eilo~
: tilosina {tilosina lsina
(1) Candide albicans > 950 |> 250 > 250  [|>250
- 1A 4905 .
1(2) Gandide tropicalis 5250 >250 5250 3250
LAl 4924 _
(3) Pseudomonzs flures- | 250  |>250 5250 5250
. cens NIHJB_QEA . -
(4) Bsherichia coli (He- [ .250 . 250 125 250
tional Institute of
Health) X
(5) Proteus morsamii 5250 >250 5250  |>250
(The institute
for Infectious
Diseases)
(6) Staphylococcus au- 0,25 0,25 0,49 0,25
reus SAD 2009P )
(7) Staphylococcus au- 0,12 0,25 0,49 0,12
reus - oSmnith
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18

20
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30

(8) Pueillus cereus
~ ACC 9634

(9) RPacillus megaterium
RRL8-038

(10) Sarcina lutes
ACC 9341

(11) Hicrococcus flavusl

(12) Coryrebecterium bo-

.¥is 1810

(13) ilycobecterivm smeg-
natis ALCU oUY

(14) Bacillus subbilis
AICC 6633

(15) Staphylococcus au-
‘reus™ ¥S 9610

1 (16) staphylococcus au-

xeus* 1S 8710

(17) Streptococcus pyo-~
senes™ MH 771

- Al

0749

0,25
<0,12

0,12
0,25

7,81 .

0,49

5250

" 250

125

15,6 3,91 | 62,5

’ -
Hota: * indica cepa resistente a los medicamentos

A

(nétodo de dilucién de caldo




1 Tebla 5. Bepectros antimicrobianos

Concentracidn inhibidora del crecimicy
to ninime (meg/ml)

Compuesto - |3-pro-| 3-pro-| 4"-n- |'4"-izo- Tilo-

pionil: pionil | buti- vale~ |[sina
5 4Wepe” | AVeiso| rilbi-| rilti-
: buti~ | vale~ | losinz | losina
' Cepa ensayada rilti-| rilti~
- loginal losina
(1) Condida albicans |[>250 | »>250 >250 >250 »250
Thin 4909
(2) cendida tropica- |>250 >250. | >250 >250 »250
10 L3g TAM 4924
0 E (3) Pscudomonas fluo-|>250 >250 >250 >250 >250
‘ rescens NIHIB 204 .
1 (4) Beherichia coli | 250 | 2507 | 125 | 125 250
-+ {Hationzl Insti~ ‘ ‘
tute of Health) - .
o (5) Proteus morgenii |>250 -| >250 »250 >250 250
15 TThe Institute : )
. for infectious
Diseases)

(6)  Staphylococeus 0,98 0,49 | 0,25 0,49 0,49
aureus FAD209P ’

(7 gﬁighylgf—?fﬁus 0,25 |' 1,95 | 0,25 | 0,25 | 0,25
‘ S us olu .'] .

20 '} (8) Becillus cerews | 1,95 | 0,98 | 0,98 | 0,98 | 0,48
. , RECC 9634 , '

,v(o) Baolllue megate~ | 0,49 | 0,49 | 0,49 | 0,98 0'25
: <3 rium ﬂﬁdL B-9 8 e S ’ ’

(10) Sar01na4lutea _ <O;1é' 0,25.{ 0,25 | <0,12. 0;12
EFCC 9341 : .

(11) Hicrococeus 0,25 | 0,49 | 0,49 | 0,25 | 0,12
25 flavus - _ '

(12) Corynebacteriwm| 0,50 | 1,00 | 0,98 | 0,50 | 0,50
- bovis 1610

(13)'MycobaCuer1um 3,91 | 3,91 3,91 3,91 7,81
smegmetis ALCC ’
607

(14) Bacillus subti-| 0,49 | 0,49 0,49 | 0,49 | 0,49
30 Tis ATCC 6633 :

i
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% vet
. gureus™ IS 9610

Stavhvlococeus

Stanhylococcus
aureusﬁ s 8710

Strepbtococecus
pxoqenes&MH T

- 46—

250 62,5 | »250
31,3 |- 15,6 | 62,5
15,6 | 3,91 15,6

Hote:¥ indica ceps resistente a los

(1étodo de &ilucidn Ge .
caldo) .

©

nedicamentos

- Dapla 6. ‘Bsrectros antimicrobienocs

s

simiento minima (mcg/ml)

goncentracién inhibidora del cre-

K\\\*\ ompuesto 3~acetil-| 3~acetil-| 3~acetil- |3~pro= |.
| ~ . angola— | 4"-n-buti|4'-isova~ {piondl-
micina rilangolal lerilango angola~
Cepa ensayada micina lamicing [micina
(1) Cendida albicans | >250 >250 >250 5250
Al 49 5 ) ’
(2) Candide tropicelis| >250 >250 >250 >25C
TR 4924 _
(3) Pseudomonas fluo= | >250 | | >250 >250 5250
: Toscens HLiAOB 294 | .
(4) Bsherichia coli | >250 5250 5250 5250
- (Wational Imstitu- .
- te of Health)
(5) Proteus morsznii | >250. »250 >250 5250
- _(The Institute-fox
Infectious Disea~ -
ses).
(6)‘Staphylococcus'§g- ‘1,95 0,98 0,63 0,c8
veus rav20cP ’
(7) Staphylococcus 1,99 0,98 0,63 0,9
aurens sl
(8) Boeillus cereus 1,95 0,28 1,25 0,98
ATCC Co34d )
(¢) Bocillus megnbe- 0,98 0,49 0,63 0,49
rium Ll B-830
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(10)
(11)

(12)

(13)

(14)

(19}

_(16)

'_(17)

Sarcina lutea
ATCC G341

Jiicrococcus fla-
vus 1L

Corynebaecteriun
bovis 1810

Nycobactzrivnm

3mogpqtl¢ ATCC 607

Bacillus subtilis
ATCC 6633

BTNy LoCOCCUs Y] -

reus*ms 9610

Sta phylococcuo 2
reus#hb 8710'

Shrepﬁococcus PYO-
genes i T

- 47

G, 08

0,9

1595

>250

>250

0,63

0,63

0,31

[N

Tabla 6.

Concentra016n.1nh1b1dor~ del ore01mnen~

(11ét50do de dilucidn

D de caldo)
&
Nota: © 1nd10a cepa resmsbmntc a los medicamentos

Espectros antimicrobianos

‘b0 minina (meg/ml)

Conmpuesto 3-pro~ |3=pro= | 4"-n- | 4"-iso|Angola- B
: - wionil |pionil | buti- vale- |micina
4"xbbu 4"~iz0 | rilep | rilan-

Do . tirils, [vale-" | gola< | golami

Céps ensayadad angola - rilan~ | mici~ | cina

N micina |gola- | na

micina

(1) Cendide albi-  |»250 [>250 |»>250 | 250 |>250

: cans LAl 4905 :

(2) Cendide tropi- [>250 {>250 |>250 | »250 |>250
calis IAT 4924 |

(3) Peeudomonas fluo |>250. |{>250 | 5250 | >250 |[>250
Tescens ALHIB 254

(4) Bsherichia coli [>250 >250 >250 >250 |>250
(Hationgl) Insti-
tute of Health)
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(5)

(6)

(1)

(8)

Proteus norzanil
TThe Institute
for Infa0u10u¢
Diseases)

Stanhvlococouq .
uurnuo TADZ0OP

Stashylococeus
aurens oallH

Bacillus- cereus

.AL(JC 634

(9)
(10)

(11)

- (12)

7(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

Bacillus mogateu
rlum BRI B-Y50

Sercirs lutea

ATCC 9347

Micrococcus
. Tlavus '
p—————

Corynebacteriun

bovig 1610

yeobacterivm
eme smatis

Bacillus subbi-
Tis ALCC 60633

taphylococcus

aureus*MS 9610
StaRhY;ocodcus
aureus ks 871

Streptococcus
DYoL renes hH771

>250

0,63
0,98
0,98

0,49

0,25

1,95

0’4‘9

250

31,5

.0,25,

0,49

A8 -

62,5

15,6

748

0,49

>250

10,49
250
31,5

15,6

>250

0,49
62,5
15,6

7,8

>250

0,49
250
250

125

Nota: ¥

(Hétodo de dilucibn de

cz1do)

‘indica cepa resistente a los medicamentos
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‘Tabla

-49 -

7. Espectros antimicrobionog

ConﬂenbraClén inkibidors d
01m1 nto minima (meg/ml).

del cre~

Compuesto- ~  |Espira- |4"-n~buti|4"-isova-|Bspire~
micina II TllﬂSPlV lerilesyd [micine
Cepe ensayada micina IT ra?%cina 11T
() gapdi%graibicans 250 >250 >250 5250
Ai\I (e ) .
{2) Comdida sropica - 0280 >280 250 >250
.L.Ln .[Alrl 4924‘
(3) Pscudononas fluo~ >250 >250 >250 250
. Ye sCens WIRdE : 34
(4) Bherichia coli 250 250 250 250
: {(Tiatilonal Institu~- : oo
_ .. te of Health)
(5) %ﬁpteus_ﬁqrginii >250 >250 »250 250
The Ingtitute
for Infeectious
Discases) R
(6) Staphylococcgs 10,98 0,98 0,98 0,98
avreus FAD 20GSP ;
(1) Slpalococne (043 (0,08 o9 ouko
LAl il i
1(8) Baoil%u54cereus 3,91 3,91 3,91 3,91
jﬁtilavﬁ JSE
(9) chil}ﬁgﬁmgﬁggg, 1,95 1,95 1,95 1,95
’ rium Ni Be
(10) Sarcims luten . (0,49 |09 0,49 |02
. AT :
(11)‘m30rgcoccus fla- [0,49 0,49 0,49 0,25
vus : .
(12) Coryobagteriun 0,49 0,98 0,49 0,49
(13) Hycobacterium 0,98 0,98 0,§8 0,98
. smesmatis ATCCO60T
14y Bacillus subtills 1,9 1,95 1,95 1,95
(15) Staphylococcus au)>250 >250 >250 >250
geusi.ms 0610
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25

(16) Stzphylococcus
) 118 8710

aureus
e Lo

(17) Streptococcus

)V0¢enes£HH771.

~50 -

(1iétodo de dilucibn de

caldo)

Kotas ¥ indica cepa resistente a los medicamentos

Tab;a

7. Esvectros antimi

crobianos

Concentracion innioidora del crecis -

‘miento minime (meg/ml)

Compuesto- 4Py | 4Mig0={4"n~ | 4"~iso~| Espira~-
TR buti~ | vale- |buti~ | valeril| miciia
' _ riles~ | riles—|riles~| espira- I
R, pirami | piremi|pirami| micina
Ceps ensayada cina cina "|ecina I I
' ’ IIT III -
(1) Cendide 2lbi-  [>250 | »250 | >250 | »250 | >250
- cans LTAIR 4905 . ) .
(2) Candide tropi- |>250 | »>250 | »250 | »>250 | >250
‘calls 1w 4¢24
(3) Pgeudomonas fluoi>250 »250 >250 >250 >250
regcens n.LHIBZ254 i
(4) Bsherichia coli | 250 250 250 250 125
(Fetional Institu{ .
te of Health)
(5) Proteus morganii|>250 | 250 | >250 | >250 | >250
- .(The Institute - :
“for Infectious
'. Diseases)
(6) Stavhylococcus . |0,98 0,98 0,98 0,98 0,98
aureusAD209P -
(7) Stevhylococeus (0,98 0,98 0,4¢ 0,49 0,25
- Aureus Sl
(8) Bagilius cereus |3,91 3,91 3,91 3,91 3,9
APCC Sbi4 .
(9) Bocillus megate-i1,95 1,95 1,95 1,95 1,95
rivm RRGL 8-930
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(14) Beeillus subti-| 1,95 | 1,95 | 1,95 | 1,95 |.: 1,95

(16} Sta nhy;oeoccus >250 >25Q >250 >250 |, »2%0

{(17) Streptococcus 125 | 31,3 N 125 | 31,3 5250

51 ~

(10) Sercina lutea | 0,4¢ ] 0,49 | 0,49 | 0,49 ] 0,25
- EICC 9347

(11) Hicrococcus 0,49 0,49 0,49 0,49 0,25
flavus 1 - : :

(12) Corynebacteriwm| 0,98 | 0,98 | 0;98 | 0,98 | 0,%
covis 1910 : i

(13) Hycobecterium . | 0,98 | 0,0 0,98 0,9 | 0,9
smematlis .

Yﬂﬁﬁfiﬁiff

Ti5 ATCC 6633
(15)'%ﬁanhvlococuus | »e50 | »250 | >250 | >250 | >250
aurens 115 9610 '

aureus‘ells 871 0

ongengsxﬂﬂ 771

las cepas aisladas de-los pacientes resisfentes a los medi-~

20 *

' micina 1oucom1c1na espiramicina, josamicina y tilosina
H ? b H

Ay tilos sina, untre los citados derivedos, los mencionados

(1idtodo de d11u016n de
caldo)

Nota: & indice cepa resistente a los medlcamentos

Las cepas marcadas con %

t

en las Tablas 5, 6, y 7 son

camentos, a saber, Staphylococcus aureuvs S 9610, que es

r951sten$e a angolamicina, penicilina, tetracmcllna, erlcro~

StapﬂyIOCOCcuq aureus LS 8710, que es resistente =z angola-

nieina, penlcllﬂna, tobra01cllna, er1trom¢c1na, leucomicina

y}tlloslna, y St reptococcus pyogenes MH 771, que es r951otenu

te a engolemicinz, eritromicina, oleandomicina, leuwcomicina

con radical 4"—acilo, es decir 4"-n-butiriltilosina, 4"~iso-
valeriltilosina, 3-acetil-4"-n-butiriltilosine, 3-acetil-4"-

isoveleriltilosina, 3-propionil-4"-n-butiriltilosina, 3-pro-~
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pionil~4"~isovaleriltilosina, 4r-n-butirilangolamicina, 4"-
isovalerilangolamicina, 3wacetil-4"-n~butirilangolamieina,
3-pcebil-d"~isovalerilangolemicina, 3-propionil-4"-n-buti-

rilangolamicina ¥ 3;nronioni1-4”—isovalerilangolamicina e-

jercen una actividad %nu¢m10rob1 particularmente fuorte
frente a un amplmo rango de cepas r051sten$e° g los medica-
mentos, ' _

Otro aspecto de las ventajas de los derivados'dé 4$ilo-
sina y anrolamlcwna es sus altos n1veles en sangre en anima-
les. Cuando cada uno de estos eompuvsmos se aamlnldtra oral-
mente a ratones en une dogis de'100 ng/kg, la conceniracidn

en sangre medlda es 5-20 mog/ml vn- velor susbancialmente

{alto en comparaclén.con el mismo con tilosina y angolemici-

ra (< 1 meg/ml)., En particular, los derivados que tiensn Ta=
diceles de n-butirilo y de isovalerilo se acrediten por su
excelente absorcién a través de 15 administracidén oral, Su
concentrocibén en sangre una hora desnué de la edministra-

¢i6n eloanza hasta 15-20 mog/nl, Estas ventajas deben demos-

|trar la guperior utilidad terapéutica de los citados com-

puestos de esta invencidn.

.Los derivados de tilosine, angolamicina ¥y espiramicina
de acuerdo con la presente invencidén son compuesbos bésicos
y forman sug sales de adlclén dcida no téxicas con varios
dcidos orgdnicos tales como deido tartdrico, deido ecético,
deido propidnico, 4ecido eitrico ¥y éeldo succinico y doidos
inorgdnicos tales como deido clorhidrico, deido sulflrico
y dcido fosférico, Estes seles se obtienen, aislan, purifi-
cen y formulan por los mélodns generalmente empieados en les
obtencién de sales de anbibidticos macrdlidos de 16 eslabo-

nee, Por ejemplo, ol derivedo de antibibtico citado elegido
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,_un purho de fusién de 12°~133°C y el tartrato ée J-acetil-4"

t6pico de enfermedades infecciosas de un modo similar a los
lmedicamentos de antibidticos macrélidos conocidos, Ademés,

considerando la utilidcd particular de la tilosina como a-

mezclados con excipientes y cargas habituvales, es decir, suss

y el dcido deseado se disuelven separademente en un diso l-
vcn%e adecvuado que fenzz uns beja solubilidad de las sales,
por ejomplo, éter etilico y acebona o su mezcla y a conti-
nvacibn se mezclan, la disolucién se concentra, si es nece-

da

C’\'

sario, y se enfria produciendo log cristoles de la ci
sal de adicidén de dcido que se recoge ¥y Seca para obtener
un polvo blanéd cristalino. Ias sales resultantes presentan
SOlubllldud en agua mayor que los correspondientes derive~
dos.éciia&os de los agtibiéticos v se wtilizan preferentemei
te en uha‘apliqacidn torapéutica;

Como ejemﬁlos'do *nles formcs de sales de adicidn ééi—

da el clornlaraio de 3-2 cetll—ﬂ"~1sova1erllu¢lou ina tizne

isovaleriltilosina de 119-122°C _

Por sun espeqia1 actividad ant;mlcroblana, los compues-
tos de esta 1nven016n son Wtiles come agentes controlado res
de la infeccidén en medicina humena y veterlnurla, y se puen

den emplear por ejemplo en control enteral, parentersl o

rente -estimulador del crecimiento animel, los citados com-
pﬁes%os de tilosina de esta invencién también se pueden e
plear como un’ adlﬁlvo de *alimentos en la cria de animales,

Los compuestos de esia 1nven01dn se pueden ennlear

tancias soporte orzdnices o inorgénicas aceptables desde el
punto de vista farmacéutico adecvadas pare aplicacibn ente-
ral, parenteral o ¥dépica gue no reaccicnan nocivemente con

los compuestos activos,

1)
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Soportes adecuadog desde el punto de vista farmacéu-
$ico son pero no estén linitsdos 2 agua, disoluciones sali-
nes elcoholes, .aceitles vege tales, polietilenglicoles, gela-

tina, lactosa, amil'u a, euuearato de magnesio, talco, deido
silfcico, porafinas, acelte de perfume, monojlicéridos y Gi-

a,‘Llc,é:mdow de dcidos prasos € hldr011metllcelulosa, Tes Pre—

I racwonem ' farma acbutices se pueden esterilizar y, SL se de-

508, nezclar con agenbes suxiliares, por ejemplo, 1ubrloan~
tes, preserv tlvos, estaolll7“uores, agentes hunectanues,_
emulsorés; tempones, sustancias colorantes y olorosas ‘Que
norreaccidnan neeivamente ,con 1los -compuestos activos:

Los ‘compuestos de esta invencién tambidn se puaden

Jenplear en formes de adlblVOS de alimentos tales como pre-

mezclas de alimentos en métodos de formulacién habituales,
Se prefiere la edministracién oral, enteral o intra-
cular, por ejemplo, en forma de pastilles, graaeas,'cdp—
sulas, jarabes y elixires, en forma de ulsoluGLODBS inye c-

tables o en forma de mezclas de aditivos de alimenitos para
1

animales incluyendo los humanos, ganado, animales de labora-

torio y domésticos caserosy aves de corral, Una dosis die-

ria efieaz de los compuestos adminis%rados orglmente 2 los

humanos contlene prefcr;blenenue de 1 a 20 mg por kg de pe-
50 Ge cuerpo. Se pueae admlnmuorar en dosis Unica o en do-

gis div'didas'a lo larzo-del dis,

, Sih ulterior elaborzcibn, se cree que un experto en
la materia puede, haciendo uso de 1z precedente descripcién
utilizar lo presente invencién en su mes amplia extensidn,
Las siguientes incorporaciones especificas prefcr*da s por
1o tanto, han de ser interpretades gimplemente como ilustre-

tives y no limitativas del resto de la exnosicibén en cual~

-
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"] de estracto de levadura, 0,05 &/dl de PO,HE, ¥ 0,05 &/dl.

~tomyces thermotolerans ATCC 11416-median$e vna goza de plati
4 no. Se 1leva a Cabo el cuitlvo durante un d: 2 37¢C en un
-:arlbador rotativo. Qulnce llbros Gel medio con .un agente an-~|

tiespumante en una concentraglén de 0,05 g g/dl y esteriiiza~

-'madamenﬁe'un dia hasta que le concentracibn de glucosa en
Nea caldo disminuya por debajo de 0,3 g/dl momento en el .
' cual se anaden 60 g de tilosina y 15 g de DI~norvalina, co-

10" donador del radlcal n—butlrllo, juntos en un litro de

lae 3,5 con dcido sulflrico diluido ¥ se sepera de los mice-

quigr ceao,
Biemolo 1

Ta obtencidn de 4"~buﬁifiltilosina a partir de tilo-
sina. |

Se prepcre un medib 80u0s0 de le composicidn siguien-

te: 2 g/dl de herina de soja, 2 g/dl de glucose, 0,1 g/dl

de SO Mg 7H90 (pH 7,0). Se esteriliza a 1202C durante 20
mlnutos 100 ml ae eSue medlo en un matraz Erlenmeyey Ge

500 ml el cuul se inocula con un cultivo en agar de Strep-

do a 1209C duranfé 15 minutos en una vasija de fermentacién
de 30 litros se inoculan asépbicemente con 100 ml de log
cultivos sembrados anteriormenie. EL cultivo se lleva a ca-

bo a 379C con aireaciln y agitacién vigorosa durante aproxi-

agua al caldo de cultlvo. Se continua la reacciédn durente
6 horas més eproximademente hasta completar la reaccibn de
$ransformacidn,

Ta mezcla de reaccidn asf obienida se ajusta & un pH

lioe mediante centrifusgmcidn para obtener aproximademente
16 litros de lfguido scbrenzadante incluyendo el levado. El

1{quido sobrenadanete se ajusta a un pH de 6,0 con dis0Llu-
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Jela de bunnono etanol (97: 3) Los eluatos que conbwencn S0~

damente 1,5 g de eristales blancos de 4"-n-butiriltilosina.

- 56

i6n Ge hiaréxido sédico diluida y se cxbrae a 302C con 10

Q

1itros de benceno, Se separa la capa de benceno gue contiene

1z AYen-butiriltilosine y se extrae a 59¢ con 2 litros de di

[}

colucién resuladora de citrato de un pH.de 3,5. La cape acuo

T

en recuperaeda, despuds de ajustada 2 un pH de 7,0 con disolu

cidn de hidr6iido sédico diluids, se afiade a un litro de ace

tato de etilo’ pora exhcacc1dn, y el extracto de dis n1vanﬁe
tale concentra y seca a vecio pare obtener anrox1mwuﬁﬁhnte
5 & .de un. nuterlal pﬂruo umar ill ento gue contiene 4"~n~bu—
tlrlltlloslna. Lste maocrlal se oarna en una columnc de 60
cm de lonbluud y 2,7 om de didmetro rellenz con Wakogen

¢~200 (”aPo noanent Chem¢cal CoR;, y se cluye con tns mez-

lamente 4"~i~butb 1r11L¢1 na se recogen y concentran hasta

seguecdad 2 vacilo, A ConuanaGlén este mterial se dlquelve

en vna mezcla de éter etflico y éfer isopropflico (4:1) me-
diaﬁfe calentamiento y la disolucidn sie deja en reposo para
pornitir que el éter etilico se evapore graduelmente con

objeto de ‘la formacidén de Crluhaleu. Se obtienen aproxime-

_Por otre.parte, despuds de la extraceién con Benceno,
1% capw aCUOum se ajusbta a un pH de 8 O'y se extrae con 15
litros de QCCLuho de etilo a 30°C Este extracto se mezclu
con 15 lltrou de disoluecidn rogul sdora de citrato de un pH
de 3,)‘3 59C, v la capa acuosa recupenaua se ajusta a un pH
de 8,0 medionbe una disolucidn de hidréxido sdédico diluida
y se_extfae con 10 lilros de benceno a 302C, Los extractos
se concenbran & un volumen -de 150 ml & presidén feducida g
ge dejan en reposo & T9C para obdener cristales de 3-acetil-

tilosina, Recogidos por filtroneidn y secados a continvacidn
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se obtienen 25 g de cristales blancos.

(punto de fusifbn: 4"-n-butiriltilosinz

-t
0
10
<

AV}
-
=)
=3
(]
~—

3-zeetiltilosina
Ejemplo 2
Ta obtencidn de 4"-n~bubirilengolamicinz a yartir de
gngolamicina.
~Se efectua una reabcién de cultivo ¥ recuneracién si~
milar a lé del Ejemplo 1, sustituyendo como subgtrate ango~
lemicina en vez de tilosine. Se obtienen aproximadaﬂente
1,2 & dé'cristaiGSnblancos de 4"-n-butirilangolamicie y a-

proximadamente 21 g de crisfales blancos de 3-acetilangola-

\ . N :
Jmicinz, L S - -

.Ejémnlo 3

La obfencidn de A"Qnrbutirilespiramicina I a partir

de espirecmicina I. . )
Se efectuan un cultivo y reaccidn similares a los del

Ejeﬁplo 1 sustituyendo como subsfraﬁo'espiramicina I en vesz

de tilosina, Se obtienen 0,9 g de cristales blancos de 4"~

- |n-bubirilespiremicina I y 18 g de polve blanco de 3-gcetil~
lespiramicina I (espiramicina II),

' Ejemplo 4 -

v Ia obténpidn de 4"-isovaleriltiloéina a partir de ti-

losina, ' '
se efgctﬁa un. cultivo &.reaccién similéres a los'del

Ejemplq 1 sustituyéndo I-Jleucim como-donador de isovaierilo
en vez de DL-norvalinz, 4 partir de 60 g de tilosina y 15
g'de'L-léucina, se obtienen aproximedamente 900 g de cris-
t2les blancos de 4"-isovaleriltilosina y 17 g dé cristales
blencosg de 3-azcetiltilosina,

(p.f.t 4"~igovaleriliilosina 1552C
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Ejemplo 4 uuutltuyendo CORo uubstrato espiremicina T en vez

y la acilacidn de un radical hidroxi en posicidn A"~

3-acetiltilosina 2182C

lo 5
Lo obiencién de 4"-isovalerilangolamicina a partir de

[t

angolanicing. ‘

3e efcctuan culbivo v reaccibn similares & las del
Wiomplo 4 sustituyendo como substrato engolaniecim en véz
do +ilosima. Se obbienen 1,1 g de oristales blancos e 4"~
isovalerilangolamicina ¥ aprox 1madamen e 19 g de crigitale
blanqos'dé 3~z GBLlluHQOchlClna. N
Ejemplo 6

Ta 6bteﬁoi6n-de gu-isovalerilespiramicina I a parbir
de eépiramicina i. - '

Se éfectuan cultivo y reaceibn similares'a las del

de tilosina, Se obtienen O ,8 g de cristales blancos de 43
isovaleriles nlramloxna Iy aprox¢madamente 17 g de nolvo
blanco de 3-acetilespiramicina I

Ziemplo 7 \
Ia acetilacién de un radical hidroxi en posicidn 3-

. Streptomyces thermotolerans ATCC 11416 en agar se ino-

cul en él medio senbrado que consta de la misma composicidn
que la desern.tQ en cl Bdemplo 1y se cultiva a 379C en un
1Lador rotatxvo In una vasije de fexmentacx(n de 30 li~ '
tros se colocan y eoterilizan 15 11trou de un medio que
consta de 5 g/dl de glucosa, 1 g/dl de harina de soja O,1
&/l de extracto de levedure, 0,1 &/dl de PO,HKy, 0,1 &/dl
de $0,dig. THy0, 0,02 g/dl de 50,1, 4-61,0 y 0,1 g/dl de €0yCa
(pH 7,0). Se afiaden 150 ml de dicho cultivo sembrado y se

cultiva a 372C en condiciones de sireacidn y agitacién, Des-
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_untlbléulﬂos medlante cromabonrafiw en capa fim, Cnando

1 ticos anadldos a 1os ‘9 fermentadores de vgslaa, se Fforman

“I-A los otros 3 fermentadores de vasija no se ajiaden precur-

puds de 24 horas, cuzando 1o concentracibén de glucosa en el

medio se hace de 2 g/dl, se vierte esépticarente 1 litro

del citado c2ldo en cada uno de 9 fermentadores de vasija
de vollmenes de 2 litros, A cada uno de tres fermentadores

de vasijs se afladen 2 g de tilosina, se aficden 2 g de ango—

lamici 2 a cada uno de los tres siguientes fermentbadores
de v9513a y s6- a1aden 2 g de espiramicina I a cads uno de.
los tres ﬁlﬁlmos fermentadores de vasija, Se lleva & cabo

Ma'naadcién & 379C en condiciones Ge airescién y agitacidn,
Despuéé de tres hores se investina la fransformacidu de  los

se ha transformado prox1m damente ls mitad de los uibi6~

Llos correspondientes compuestos que btienen un radical acebti~-

10 en la posicién 3~ del anillo de macrélido, En este momen-
b0 se afiede 1 g de cada precursor del radical acilo deueado,
es decir, DL-norvaline y I~leucina 2 oada uno de tres fer-

meniadores de vasija en un grupo, y se ajusta el pH a 8,0.

éores, La reaccién se lleva a cabo en las mismes condiciones
que se describié anteriormente, Después Que se ha terminado
ia:réadcidn; cada parte de la mezcla de reaccibn se extrae

cOn:aqetato’de etilb, ¥ se investiga por cromabtografia en

aapa.fina la rélacién del substrato afladido & los compues—
jos'obﬁehidos. Las-mezélas de reaccién finales se seﬁaran

respectivamente, se filtran en condiciones débilmente dcidas
y los filtrados se extraen con O,Svliﬁros de acetato &e eti~
lo en medio débilmente alcalino a 302C, Ia cape de acetato
de etilo se mezela con 1,5 litros de agua débilmente acidifi

cada. La capa acuosa recuperads se extrae con 0,4 litros de

)
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acetato de etilo z un pH de 7,5, y la cepa de acetato de e-
tilo se concentre y seca pare obbener 1,5-1,7 g de polvo
blanco amorillento impuro., A partir de dicho polvo,‘se 86—
peran y purificen los productos esenciales, de acuerdo con
los métodos de purificacidn de n-butiriltilosina empleados
en el Ejemplo 1, mediante cromatografia en columna con gel
de silicé-y los citados polvos de Los derivados de +ilesina

se disuelven en éter etflico, los derivados de angelaniclng

en acetato de etilo, y los derivados de esplramicing

clohexaho con objeto de.cristalizarlos y se obtienen de-
0,5-0,8 g de oristoles blancos de.los mismos. '
+ Ta in%érrelacién'enfre substratos, precursores-de CoA
de acilo y productos se muestra en la Tabla 8 o |
| Pable 8 ’

Interrelacibn entre substratos, precursores de CoA de acilo
* ¥y los productos L

Substratos Precursores dd Producto esencial

CoA de acilo

Pilosina - 3~acetiltilosina

tilosina Di-norvalina 3eacetiled ten~butiriltilosina

tilosina -I=leucina 3-acetil-4"~isovaleriltilosi-

. . LN . na -

angolamicina - 3-acetilangolamicing

engolamicina | 'DL-norvalinz 3=zcetil=4dt=n-butiri langola-
. _ . | micing

angolemicina | I-leucina 3-acetil-4"~isovalerilangola~—

' micing

espiramicina |I - - espiramicina IT

espiramicina |l DI-norvalina Aten=butirilespiremicina IX

espiramicina |I I-leucinz 4t-isovalerilespiramicina IT
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1 erecimiento de los microorganismos alcanza la fase esvacio~

naria y cuando la vlucosa anadmda casi se ha oonwuu1dc com~

- | de vasija, se afiaden 500.mg de angolamicina & cada uno de

- 61—

TV v
3iemplo 8

.~

Acilaciébn en los posiciomzs 3= y 4V-,

Se preparz un cultivo de siembra que consta de la .
misma composicidn que 1a del Ejemplo 1 wtilizando los mis-
mos microorganismos, IEn un fer entador de vasija de un voluw,
men total Ge 20 litros se colocan y esterilizan 10 11tros
de un medio que consta de 2 g/al de élmiddn, 1 g/dl d= pep~
tona, 1 é/dl de extracto de levadura, 0,2 &/dl de PO, K,
0,02._/61 de 50,MMg. TH,0, 0,02 g/dl de 50,in,4~6Hy0 ¥ Cy1
g/al dé GO3Ca ka'7,0). Se inoculan 300 ml del citado cul-
tivo'de sigmbré‘y su cultivo sé lleva a cabo a 37%C en con-

diciomes de airezcibn y agitacibén, Despuds de 30 horas, el

pletamente (después de 36 hores), se vierten aséptleamente
500 ml del cgldo en cada ano de 9 fermentadores de va31aa
de un litro de volumen total, Se lleﬁa a cabo la rcaccibn

afiadiendo 500 mg de tilosina ? cadz uno de 3 fermentadores

los tres siguientes fermentadores de vasija y 500 mg de es-—
piramicina'I a cada uno de los 3 dltimos fermentadofes de
-vas13a, ya cada uno de los-9 ferm@nﬁadores de vasija se
anaaen 100 ng de éczdo m—amlno butirico y se lleva a -cabo
la rea0016n en las mismas condiciones que el cultivo. Duran
te. la reaccibn, se examina 1nterm1t¢ntemente la velociGsd
de transformacifn mediante cromatograffe en capa fina, Des-
pués de 6 horas los substratos de antibilticos afindidos
éstén casi completamente acilados en los corresbonﬁientes
compuestos que tienen un readical propionilo en la posicidn

3~, En este momento, se afiade glucosa a todos los fermenta-
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- 62—

dores de vasije en la concentracibn de 1 z/al y se ajusta

¢l pH de la mezcla de reo oceidn & 6,0,

Se continua la reaccidn afiadiendo 200 ng do cada uno
de DI-norvelina -y I--leucina rcopectlvwmenbe a cada uno de
1os tres fermentadores de vasija que contienen tilosina,

l tercer fermentador se deja como contrcl. Lo mismo se

v

y espiramicina I. ‘Se continua la reaccibn del mismno “modo
qaue. 56 descrlblé unberlormanbe. 7
tivo (es-declr, 12 horas des pués de la adicibn de lous anti-
bibticos), se fermina le reacciénh A partir de las mcizclas
ae ruacclén se aislan los productos principales por»mA"odos
lMLlaTGS a los del EJemplo 7 Se obtienen 70*120 ng de

cristales blancos de los productos que se muestran en la’

Tabla 9.

Tnterrelacién entre substratos, precursores de CoA de acilo

plica al grupo de fermentadores que contlonen angolamicina

Tebla 9

y los productos

upuéo de 48 horms de cul-

orecursores de CoA de acilo

Substratos
Producto
acilacién del|acilacidn del esencial
redical hidrojradical hidrg
xilo en posi-|xilo en posi-
cibn 3~ cibn 4"~
Tilosina’ deido o—omi- - 3-propioniltilo~
nobutirico sina
Tilosina foido o=emi-~ |DI~norvalina 3—pronlonll~ﬁ“-n—
. nobutirico butiriltilosina
Pilosina 4deido «—ami- |I-leucina 3~propionil~4"~i-
nobutirico soveleriltilosina
Angolemicing [dcido o-emi- - 3-propicnilengo-
nobutirico lemicing
ingolamicina [deido «-emi~ |DI~norvalina 3-propionil-4"-n-

nobutirico

butirilansolamici
ne
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Angolamicina|édcido w~emi~| I~loucina 3-propionil-4"-
. nobutirico isovalerilengola—
micine
Espiremicine |écido «-omi—~ - Bspirvanicing ITL
I nobutirico
Bspirnicina |{deido «—omi~| DI~norvalina | 4%"-n-bubtirilespi-
I nobutirico , ramicing IIT
Espimﬂmlclna r5cido'c-:--amié- I~leucina 4r-igovaleriles~—
I . {nobubirico : piremicing TIIL

Hota: Los derivados de tilosine, sngolemicing ¥ espiiamioi—

nz que se obt ienen en los Ejemplos 1-8 se analizan B SPCCm
tivamente y las estructuras se identifican mediante espec-
tro UV, espectro,IR, espectro de RN, espectro de mases,

puntd de ;usldn, rotacidn especxllca, andlisis elemb tal,

.:cromatonrefia de gunseg de écmdos orgénicos que se Jesnren~

den por hidrélisis alcalina, ete., y si es necesario, los

compuestos se comparan e identifican respec%iv;mente por
determinacidén de‘pﬁntps de fﬁsién'mixtos ¥ mediante cfomé~
togfafia en capé fina, .
Biemplo 9 1

Se cultiva el mismo microorganismo que en el Ejemplo'

1 wtilizando los mismos métodos de cultivo, y se centrifu-

'gan 10 litros de caldo cultivedo pare recoger las células,-

@ué se sﬁspénden en 5 litros de disolucién reguladora de

fosfato (pﬁ 7,0). En cada uno de 46 matraces de 500 ml de

volumen se colocan 100 nl de la citada suspehsidn en la diso
'}udién.reghladora._Se afiaden a dichos matraces-100 ﬁcg/ml

de substratos y 0,1 g/dl de precursores'de acilo, segﬁn se

indica en la Tabla 10 ¥y se lleva a cz2bo la rea cc¢6n durante
12 horas a 372C en COﬁdLClOHOS de agﬁtaclén. Ias nezclas
que han reaccioncdo se ejustan hasta que estdn débilmente

alcalines y se extraen los productos con benceno pars ana-—
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lizarlos por cromatografie en capa fina, Los productos sc
igGentifican por comparacidén con derivados suténbicos de
tilosine, angolemicina ¥ espiramicirg j emplezndo técnicas

de deserrollo en paralelo y de desarrollo de doble mancha,
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Ta interrclacidén entre el substrato, log precursores de

acilo y los productos se muestra en la Tabla 10

Tnterrelacién entre substratos, precursores de aeilo 'y pro

Tahla 10~1

Avnl e
L R i d

N

Substratos

Precursores de acilo

Productoi

Tilogsina .

Pilosina .

C4Mepn-butirilti-

losina

AMepn-butirilti-~
Josina

4V-igovaleril~
tilosina

Av—isovaleril—

tilogine

3-acetiltilosina

3-geetiltilosim

N

3-dcetiltilosina

3-acetiltilosina

J-gcetiliilosina

" ldcido «-cetobutirico

propionatb sédico .

deido a—cetobutirico

propionato sédico

ldeido ¢~cetobutirico

propionato sbédico
\,

doido a—ceto-n-va—

1érico

n-butirato sbdico
nybutérgtﬁzdé,etilé
n—butirilamiaa
deido isovalérico
isova;eraﬁo'de etilo

isovalerilanida

Leido isovalérico

3-propioniltilosina
3-propioniltilogina

3-propionil-4"=n~
butirdiltilosina

3-propionil-4"-n-
butiriltilosina .

3~propionil—4"-igso~
valeriltilosina
3epropionil~4"-iso~ -
veleriltilosina

3-agetil=4=n~buti~-
riltilosina

3-geetil~4¥=n~outi-
riltilosina

3-aeetil—4"—n~butirig'
tilosina

3-goetiled "en-buti-
riltilogina

4visovaleriltilosing
4"-isovaleriltilosing
4"-igovaleriltilosing

Jeacetil~d"~isova Lo~
riltilosina
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3~zcetiltilosina {isovalerato de etilo

3—acetiltilosing |isovalerilanida

3—-acetil-4Y~isovale—
riltilosina

J~ccetil-~

it-isovale-
riltilosina

Tabla 10-2

Inberrela016n enmre substratos, precursores de acilo y pro-

ductos

Substrato;

Precursores de acilo

Productos.

Angolemicira

Angolamicina

AY

AMen~putirilan-
1golamicina

4"—nrbutiriian—
golamicina

4%-isovaleril-
angolemicina

4t~isovaleril-
angolemicina

3-acetilangola-

Jmicina

3-acetilango-
lamicina

3-zcebilango-
lamioina

3—aceu11anpola—
micina
Ingdlanicing
Angolamicing

Angolemicina

3~acetilangola~
micina

'-4cido’a~cétobutirico
, propionato s6dico

dcido o~cetobutirico

propionato sédico
fcido «-cetobutirico

propionato sbédico
|

\
fcido «-ceto~n~va-
lérico. -

écido n-butirico

n-butirato de etilo.

n~bubirilamidsa

dcido isovaldrico
isovalerato ‘de eti-
lo

isovalerilamida

dcido isovalérico

3~propionilangolemi~
cina '

3—propionilsvro7am1—
cim=

3~propionil-4¥i-n=bubi.

rilengolemicing

3-prop10n11~i"~ﬂ—bu-
tirilangoleniciis

J-propionil-4"~isova~

lerilangolamicina

3-propionil-~4*~isova-

lerilangolanicina

3—geetil-d"—n~bubti~

rilangolamicina

3-acetil-4"~n-buti-
i langolamicina

3—acetil-4“~nybuti-
rilangolamicina

3~acetil-4Y—-n~-buti~
rilangolamicina

4"~isovalerilangola~
micina .
4in-igovalerilangolae—
micina
A"~isovalerilangola~
miclna

3-acetil~4"~isovale-
rilangolamicina
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3~acetilangola~-
nicing

J~wcctllengola-
micing

- 667"

jsovalersto de
etilo

isovalerilamida

3~acebil-4"~igova le~
rilangolamicina

3~acetil-4"—isovale-
rilanzolomicine

Tabla 10-3

Iz errelﬁcnén entre substrabos, precursores de acilo y pro=

. auetos

Substratos

Precursores de acilo

Productoes

N

Espiremicima I°

Espiremicina I

4Men-butiriles—
nirvamicina I

AM-p~butiriles-
piramicina I

4"=isovaleril-
espiramicina I

AN~igovaleril-
espiremicina I
Espiramicina 1I
Bopiramicina II
Egpivamicina IT
Bespiramicina II
S
Egpiramicina I
Bespiramicina I
Bspiremicien I

Boapiramicina II

deido a-cétobutirico
pfopionaﬁo sédico

—cetobutlrwco

deido
propionats sédico
doido «-cebobutirico
propionato s6dico

doido o~cetbo-n=~
valérico i

4eido n-butirico

nebutirato de etilo

njbutiri}aihidé

écido isovalérico
isovalefato de gtilo
isovalerilamida

deido isovalérico

espiramicina ITI
espiramicina III

4"-n~butlr11espirgm1-
cing IlI PR

4"—npbut1r1Ie vlruml—'
cina III

4t~isovalerilespire-
micina III '

Av-isovalerilespira-
micinz III
AM-p-butirilespirami-
cing II

4v_p-butirilespirami-
na 1T

4"—p-butirilespirami-
cina II

AMen-butirilespiramni-..
cina II

4v-isovalerilespira-
micina I

4"-1sov41er11esn1ra~
nicina I

4'~igovalerilespira=
micina I.

LM-isovalerilesoiyie
micinz II
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Beviramicina IT | isovalerato de etilo|4"-isova JOTLJC%ﬁITq“
micim II

~

4“*1u0V&]8"118°DJT
mnicina IIX

Zepiramicina IT| isovalerilemida

.:Strentomyces thermoﬁolerans ATCC 11416 se culbiva a 3700 y

{nidroximetil)-aminometano (pH,7,2 H/10) y se rompen les cé—~

Biecmplo 10

Como microorganismos se emplearon Streptomyces ther-

motolerans ATCC 11416, Stroptomyces fungieidicus BULSD. &8~

pinomuceticus ATCC 21574, Streptomyces hvvrosconqur ATCC

21582 y Streptomyces mycarofaciens ATCC 21454 respec#iva—

mente j su cultivo v reaccidén se lleven a cabo de modo simi-
lar excepto en la temperatura de cultivo como sigue:

! Se emplea el mismo medlo quc en el Experimente 1. La

las o%ras cepas se culbivan a 282C en un agitador rotativo,
Después de 30 hofgs, se filtran 1.200 ml del caldo (12 ma-
fraces) para recoger 1as célvulas vivas, que se suspenden en

1. 200 ml de disolucidn reguladorsz de clorhldrawo de tris-

i .
Julas mediante una prensa francesa. Se colocan 3 nl de cade

una de las citadas disoluciones reguladoras que contienen
las célulos destruidas en fermentadores de tubo de énsayo
ﬁei fino'L 'A ca&a férmenta&or se aﬁadeﬁ 40 meg/ml de anti-
bLé icos como substrato NG & continuacién distintas clases
de CoA de a01lo gue se reglutran en la Tabla 11 en sus con-
'cenuruclones molafes eoulvalenies LOu fe rmentadores se a-
gitan del principio al final de la reaccidén duranbte una ho-
ra., La reaccién se finsliza afiadiendo una disolucién regu-
ledora de glicina-NaOH, TLos productos se extraén con bence-
no y s¢ identificen del mismo modo ¢ue en el Experimento.

Se obtienen resultados similares con los microorganismos
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desceritos anteriormente,
En la Tebla 41 se muestra la interrclacidn entre los

substratos, la CoA de acilo ¥y los productos.

Tebla 11-1

Coi de acilo y productos

3~propionilti-
logine
3-propioﬁilti~
loging
A0 ep-butirilbie
losim

4"—n~bub1r11t1—
loelna

4"~isovaleril—-
tilosina

At-igovaleril~
tilosina

CoA de n-butirilo

t

|
isovalerilo

CoA de
Coh de acetilo
CoA de propionilo
Gos d6 cetilo

CoA de propionilo

leriltilosina

Substratos.” Cod Qe acllo Productos
Tilosina CoA de eccetilo : 3-acet11t11051n4'
Tilosina - CoA d¢ propionilo, esencialmente ;»?ro“lon
. : niltilosina
PTilosina Coi de n-bubirilo esencialmente 4%"-n-bu-
' ~ . © | tiriltilosina
\
Tilosina - CoA de isovalerilo| 4" 1sovzler11tllo rina
{3-acetiltilosina|CoA de acetilo Sin reaccidn
3-acetiltilosima | CoA de n-butirilo 3-zcetil-4"~n-butiril-
tilosina
3-gecetiltilosina {CoA de isovalerilo | 3~-acetil-4"=isovaleril—~| .

tilosing

3epropionil—4 - n—buul—
riltilosina

3-propionil-4'-isova~
3—acet11~4"—n~bvu1v¢l-
$ilosina

3-propionil—4"~nrbuti—
riltilosina

3-acetil-4"-~isovaleril~
tilosina

3-prou10n11—4"—1wovalc~
riltilosina
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Tabls 11~2

Interrelacién entre substratos, CoiA de acilo y productos

Substratos

CoA Ge acilo

Productos

Angolamicing

Angolamicina

Angolamicina
Angolamicing
J~acetilangola~"
micina e

3~acetilangola-

© Imicina

3-acetilangola-
micina

3-propionilan—-
golamicina

3~propionilan—
golamicina

iMen-butirilan~—

golamicina

4" e-n-butirilen-

golemicina .
4"-igovalerilan~
golamicina

4iaigsovelerilan—
golamicina

Cos de ccetilo

CoA de propionilo

CoA de n~butirilo

Coh de isovalerilo

CoA de acetilo

CoA de n~butirilo

doA de isovalerilo

'CoA de n~butirilo

CoA de isovalerilo
CoA de acetilo.
Coi de propionilo
CoA de aoe?ilo

Cok de propionilo

\

J~zcetilonzolamicinag

esencialmente 3-propio-
nilangolamicine. .. .

csencizlmente 4"wn-bu~
tirilangolamicina

Av-isovalerilangolami-
cina

Sin reaccifn
3-acetil-4"~-n-vutiril-
angolamicina

3~acetil~4"~iscvaleril-|.
angolamicim

3~propibnil~4"»n~buﬁi—

Arilangolamicina

3~propionil-4"'-isovale~
rilangolamicina

J~zcetil-4dYen-~-butiril~
angolanicing

'3~propionil-4“~n~buti-

rilangolamicina

3-gcetil~4¥=isovaleril-~
angolamicing

13~propionil-4"~isovale~

rilengolamicina
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Tabla 11

~

Tnterrelacién entre substratos, CoA

de acilo y productos

Substratos oA de acilo

Productos

' Espiramlclna I [CoA <

Espiramicina II |Coi de isovalerilo

ipiramicina I

14"=isovaleriles— [CoA de ace

Bepiremicing I [Cod de acetilo

"

m‘pﬂramlclna I |CoA de propionilo

e n-butirilo

Cof de isovalerilo

I~

Bepiranicina

Bepiramicing II [Cos Ge acetilo

Eﬂplrhmlclna 1T |{Con de nrbuﬁirild

B;plramlclnL III|CoA de n-butirilo
Depiramicina III {CoA de isovalerilo

4U-n-butiriles~ |CoA de acetilo

n¢r micina I '

AM—p-butiriles—~ |CoA de propionilo
tilo
piremicina I

At-isoveleriles- [CoA de propionilo
piremicina I . o

Beswivemicing II
Bepiramicinag III

eocncialmenie A”—n-bu~
11%110 piramici ﬁ& I

4 -isoveleriies 1raﬂL—
cina I

Sin reaccidn

4Mep-butiriles plr' 13 ol

ne II

-AM-isovalerile eopivami-

cina II
fV-n-butirilespiremnicl
na IIL

At-isovale rilespirarii-
¢ina III

4% —pn-butirilespirami-
cina II

Av—p-butirilespiremi-
cima III

4"-1aov:1er11esp1ram1—
cima II

4"-1sovalerilespizami-
cina III

Bjemplo 11

lediante téenicas habituvales pa
preparan dos clases de pa
ministracién oral y que contienen los

oo
[ CRe]

ars hacer pasti

stilles (A y B) adecuadas parc ad-

siguie nies ingradien~
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Ingrediente Peso_(mz)
A) 3—aceti1-4ﬂ—isovaleril anzolamicing 200
Carboximetileelulosa sbédica 8
Iectosa . - S 172
Almidbn de mafzt . 7 i ' 20
Estea 1ato magné iico . : 2
B) 3~ prop10n17 A"-n~but:r11t11051na e
Trage cgnto : 4
Lactosa ' 82,5
Almidén de maiz i0
Talco | :.. ' , 2
Bstearato magnésico o 1,5

Ljemplo 12 - : .

-1 -

De la manera ha abitual se prepararon cqosulas ilenas
gecas adecuadas pars ”dmlnlst"'016n oral que conblcnnn los

siguientes_ingredientes.

Ingrediente i Pezo (mg
3-zcetil-4"~isovaleriltiilosina ' , 200
Diluyente sélido inerte (por ejemplo, 198

almidén, lactosa) '
Bstearato megnésico . _ ' 2

* Tas pastillas y cépsules asl preparedas se administren

a un paciente en una dosis de 2-4 cdpsulas por dia.
Tos ejemplos procedentes se pueden repetir con forftu-

na similar sustituyendo los reactivos genéricamente y espe-

ciflcamJate descritos ¥y en las condiciones de trabajo de
esta invencidn para los uitilizedos en los ejemplos prece-

dentes,
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En resumen, la Patente de Invencidén que se solicita

deberi recaer sobre las siguilentes

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la obtencidn de de'ivadds
acilados de antibidticos macrélidos de 16 eslabones y de sa-
lés.de adicidn de Acidos de los mismos, que consiste en la
acilacién de por lo menos un radical hidréxilo en las.posigi
nes %- y 4"~ de un sustrato antibidtico macrélido,;repfesen—

tado por la férmula:

en la-que ambos, Rl v R2, son hidrbégeno o uno de ellos es
hidrdégeno y el otro es un radical acilo 02—05; Wy es hidré-

genb o hidroxilo; W2 es uﬁ'doble enlace o un grupo -O-; W3

es hidrégeno, metilo, etilo o metoxilo W, es hidrégeno o un

radical de férmula
‘ OCH

-

2
.-HO -~ OCH
3

H,0
: 0 O—CHE—

y Wz es 0= o un radical de férmula

P

J
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{50 0 0=

nedisnte un microorganismo que pertenece al género Strepto-
myées y que es capaz de acilar por lo menos un radical hi-
droxilo en la posicién 3- y 4" del sustrato de antibiético
macrdlido de 16 eslabones en presencila de donadores dé
acilo 02~C5." ' ' -

2. Un procedimicnto para la obtencibn de deriva-
dos acilados de antibibticos nacrblidos de 16 eslabones y
de las sales de adicién de 4dcido de los mismos de acuerdo
con la reivindidaciéﬁ 1, en el qe el sustrato.de antibidti-
co macrblido de 16 eslabones se élige del grupo que éonsta
de tilosina y los derivados de la misma que tienen la fér-

mula general I

HO Ch3
O-R2
0 CH3
(1)
1O
EI3C
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en lo gue ombos, R1 ¥ Rz, son I, o uno de ellos ¢8 H'y-el
otro es un radical acilo de 62-05.

3. Un procedimiento pars la, obtencidn de dcrlvado
neilados de antibibticos macrélidos de 16 eslabones y de
les sales de adicidn de £cido de los mismos Ge acuerdo con
1z reivindjcacidn 1, en el que el su‘strato'de antibibtico
mwcrélldo de 16 ssleabones se elige del gruvo que consta Ge.

uﬂ&Ol&ﬂLC&ﬂ& y sus derivados que tienen la férmula FinPr“l

LY.

. CH

CH?_CHC

‘en la que #mbos, R, ¥y Ré, gbn H, o uno de ellos es H y cl

otro’es un radicel acilo de Cy-Ce. _ ' |
4, Un nroced:mlenuo para la obten016n de derivados a-

cilédos de antibibticos macrdlldos de 15 eslabones y de las

a:les de adicidn de 4cido de .los mismos de acuerdo con la

Nreivindicacién 1, en el que el substrato de antibiético ma-
1

erélido de 16 eslabones se elige del grupo que consta de
espiremicina y sus derivados que tienen la férmula general

111,
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otro'es un. radical acilo de CoCee .

cilados de antibidticos mecrdédlidos de 16 eslabones y de las

| xilo en lds posiciones 3~ y 4"~ del substrato de antibidéti~

...'75....

H3Q\;/CH3
NN
HC 0

en la que ambos, R, ¥y By 500 H, o uno de ellos es H y el

5. Un procedimiento para 1z obdencién de derivados a-

-

sales de adicidn de deido de los mismos de acuerdo con cual-
quiera Ge las reivindiccciones 1 a 4, en el que se ubiliza

un microorgenismo que pertencee al género Streptomyces ¥

es capaz de acilar por lo men?s vno de los redicales hidro-’

co macrélido de 16 eslabones, que se elige del grupo que

consta de Streptomyces thermotolerans ATCC 11416, Strepto-

myces fungicidicus subsp. espinomiceticus ATCC 21574, 3trep~-

tomyces mycarofaciens ATCC 21454 y Streptomyces hygroscopi-

ggg'ATCC"21582'en presencia de un donador de acilo de 02—65;
) 6..Un procedimiento para la obtencidén de derivédos a-
cilados de entibiéticos macrélides de 16 eslabones y de las

sules de adicién de 4cido de los mismos de acuerdo con cual-
quisre de lzs reivindicaciones 1 a 5 en el que ia acilacidn
se lleva 2 cabo en ¢l caldo de cultivo de un microorganismo

que pertenece al género Streptomyces y que es capaz de aci-
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‘lisados para le acilacién de los radicales hidroxilo en las

quiera de las reivindicaciones 1 & 5, en el que se utiliza

..'76_

lar por lo menos uno de los radicales hidroxilo en las po-
ed 010nes 3- g 4"~ dcl substrato de antibidtico mocrblido,
de 16 esi&bonos, en presencia de por lo menos un doﬁador_
de zcilo elegido- 461 grupo que consia de Cok deraeetilo,
Cos de propionile, Cok de n-butirile, Cok de isovalerilo ¥
los precursores de las CoAs de acilo, |
T Un procedimiento para la obtencién de derivados e-
cilados de antibidticos macrélidos de 16 oslabones y de los

¥

ales de edicidn de deido .de los mismos de acuerdo con 1a'

n
o]

reivindicacidn 6, en el gue se ajustan un: cantidad de la
fuente de carbono y de lz de nitrégenc en el medio y una

cloge de substrato dependiendo de los radicales acilo uti-

posiciones 3- y 4"~ del substrato de antibiético meerélido
de 16 eslabones, _

8, Un prooedimientd para la obtencién de derivados &-
cilados de entibidticos macrélidos de 16 eslabomes y de las

sales de adicidn de deido de %os mismos de acuerdo con cual-

un microorganismé en forma de una suspensi6n de células en
un medio 1fquido elegido del grupo que consta de agﬁa, diso-
iucién réguladora y filtrado de caldo,rén presencia de por
1o. menos un donedor de acilo elegido del grupo que consta
de CoA de acetilq, Coa de propionilo, CoA de n-butirilo,
QoA'de isovalerilo'y los precuréores.de lag CoAs de acilo,
siendo preparada dicha suspepsidn mediante culiivo de un

micrqorgénismo que perienece al género Streptomyces que es

capaz de_acilar por lo menos un radical hidroxilo en las
posiciones 3~ y 4"~ del substrato de aniibibtico macrdlido

de 16 eslabones, recogida de lag células asi obtenidas ¥y
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nero Strentomyces_y eg capaz de acilar por -lc menos un ra-

|'y Coa de isovalerilo. - ' ’

antibiético mecrélido-de.16 eslabones en el cual R, en la

...7’7....

suspensibn de las mismes en dicho medio liquido.

9, Un procedimiento parc la oblencidn de derivades o-

ciledos de antibibticos macrdlidos de 16 eslabones y de los
salcs de zdicidn d¢ £eido de los misnos. de acuerdo con cusl-
euiera de las reivindicicione; 1 a5 en ol cue la acilacidn
se lleva a cabo enziméticamente en presenciz de una'preﬁa—

racidén de ‘enzimes de un microorganismo que pertenece al gé-

dical nidroxilo en las posiciones 3- y 4"~ del sub?tpato
de entibidtico mgcrélido de 16 éslabones vy en presenéia'de
por 1o menos un:dpnador de acilo elegido del grupo que cons-
ta dé Cod de acebilo, CoA de propionilo, CoA de n-butirilo
.10, Un procedimiento para la obtencidn de derivados
ccilados de antibiéticos mecrélidos de 16 eglebones y de
las sales de adicidn de dcido de los mismos de acuerdo con

cualquiera de las reivindiceciones 1 a 9, en el que se aci-

la el radical hidroxilo en la posicién 3- del substrato de
. t .

bosicién 4% es hidrégeno o radical acilo,

.11. Un procedimiento para la obtencién de derivedos
éci}édds'devantibiéticos macrélidos de 16 eslabones y de
las sales dé adicidn de doido de los mismos de acuerdo con
la rgiﬁiﬂdicacién 10, en:el que la acilacién del radical
hidroxilo en la posicién 3= del subsﬁrato de ambibidtico
macrélido de 16 eslobones en el cval R, en la posicién 4"-
es hidrégeno, es acetilacién,

12, Un procedimiento- para le obltencidn de‘derivados
acilados de antibidticos macrblidos de 16 eslabones y de

las sales de adicidn de dcido de los mismos de acuerdo con
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‘acilados e antibidticos macrélidos de 16 esla bone y de

_.78.—

le reivindiocecidén 10, en el que la acilacidén del radical
hidfoxilo en la posicién 3- del substrato de entibibtico ma-
crblido de 16 eslobones en el cual Ry, en le posicidn 4%~ es
el radical n-bubirvilo es ccebilacidn,

13. Un procedimieﬁﬁo rare la oblencién de los deriva~
dos aciledos de antibiéticos moerdlidos de 16 eslabones ¥
de las sales de ¢ dicidn‘de 4eido de los mismos de acuecbo |
con la rc1v1ud1cucﬂdn 10, en el que la acilacidén del- rudICul
hlurox1lo en 1u nosmc16n 3- del substrato de an$1b¢6tlco
mecrblido de 16 eslabones en el cual R, en la pOSIClon 41
es el radical is ovalerllo, es gcetilacién,

14 ‘Un nroocdlmlento para la obltencién de derivados

las seles de adicién de dcido de los mismos de acuerdq con
la reivindiceacién 10, en el que la acilacibn del radical
hldrox1lo en la posicidn 3~ del substrato de antibidd ico
macrélido de 16 csl zbones en el cual Rz en le posicibn 4"~
es hidrégeno, es propionilacién. '

15, 'Un procedimiento para la obtencibn de derivodos
acilados de antibiéticos macrélidos de 16 eslabones y de
os sales de adicibén de dcido de los mismos de acuerdo con
la. reiv'ﬁd‘é cién 10, en el-que la acilacién del radical
hldfOkllO en 1a poolclén 3- del substrato de antibibtico me-
crélido de 16° eslabones en el cual 32 en lz posicidbn 4"- ‘
es el redical nrbutlrllo, es propionilacidn, ‘

16, Un procedimiento para la obtencidn de derivedos
acilados Ge antibibticos macrélidos de 16 eslebones y de

ag soles de adicién de deido de los mismos de acuerdo con

o

le reivindicacién 10, en el que la acilucién del radicel

nidroxilo en la posicién 3- del substrato de antibidtico ma~
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érélido de 16 eslabones en el cval Rz en la posicidn 4Y-
65 el radical isovalerilo, es provionilacién, ’

17. Un procedimiento para la obtencibn de derivados
acilados de .antibidticos ﬁacrélidos de .16 eslabones y de
las seles de adicién deiécido'de los mismos de acuerdo con
gualquiera de les veivindiceciones 1 a 9, en el qﬁe'se aci-
la el radiéai.hidroxilo]en la posicidn 4"- del substrabo'_
de antibibtico mzerdlido de 16 eslabones en el cual 11 en
la pqsici5n 3— es hidrégeno o redical acilo,
| 18+ Un procedimiento para.la obtencién de derivados
acilados'de‘gniibiéticos macrélidos de 16 eslabonec y de

las gdales de adicibn de dcido’de los mismos de acuerdo con

{.la reivindicacién 17, en el que la acilacibn Gel rudical
hidroxilo en la posicién 4"- del substrato de antibibtico

macrélido de 16 eslabones en el cual Ry en la posicidn 3=

es hidrégeno, es n-butirilacidu,
19. Un procedimiento vara la obltencidn de derivados

acilados de antibidticos macrélidos de 16 eslabones y de
!

"Ilas sales de adicidn de .dcido de los mismos de acuerdo con-

1z reivindicacién 17, en el que la acilacidn del radical
hidroxilo én la posicidn 4%~ del substrato de antibiético

macrélldo de 16 eslabones en el cual R1 en la posicibn 3~

es hldrégeno, es 1sovaler111c16n.

20, Un procodlmlento para la obten016n de derivados
acila dos de ant 1b16tlcos macrdlidos de 16 eslebones y de
las sales de adicibn de dcido de los mismos de acuerdo con
la mivindicacién 17, en el que le acilacién del radical
hidroxilo en la posicibn 4"~ del substrato de aﬁtibiético
macrdlido de 16 eslabones en el cunl R, en la posicidén 3-

es el radical acetilo, es n~butirilacidn,
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] macrélido ‘de 16 eslabones en el éual'R1 en l= ?osiuién 3=

'lXilo en la posicién 4"~ del substrato de antibibtico macrd-

- 80—

20, Un procedimiento para la obtencidn de deriveados
aeiledos (e entibibticos macrélidos de 16 eslebones y Ge

os seles de adicidén de €cido de los mismos de acuerdo con

lp reivindicacién 17, en el que la_aoilacidn del radical
nidroxilo en lz posicidﬁ 4"~ del substraté de antibiétipo
meerdlido de 16 eslzbones en ¢l cual R1 en la posicidn 3—
es el redical acetilo, es n-butirilacibn, '
21.'Un procedimiento para la obtencidn de deerngS

.

gcilados de anbibidt 1,008 macréllao de 16 eslabones-y de

o}

.

as sales de'adieién de 4eido de los mismos de acuerdo con

]

la reivindicacibén 17, en el que. la acilacién del radical

hidroxilo en la posicién 4" del substrato de antibibtico

es el radical acetilo, es isovalerilacidn,
22, Un procedimiento para la obtencidn de derlvadou
geilados de antibibticos macrélidos de 16 eslabones ¥ las
pales de adicidn de feido de los nismos de acuerdo con la

reivindicacién 17, en el que Jla acilacién del radical hidro-

lido de 16 eslabénes en el cuval R1 en la posicién 35 es el
radical PTOOlOHllO es nrbutirilacidﬁ '

.23, Un procedlmlento para 1a obtencién de derivados
acilados de antibibticos macrélldos de 16 eslazbones y de
las sales de ad1c16n dcida de los m;smos de acuerdo con la |
reivindiceeibn 17, en el que la 3011a016n del radical hidro-
xilo en la vosicidn 4"- del substrato de antibiético maoré-
lido de 16 eslabones en el cual R, en la p051016n 3- es el
radical propionilo, es isovalerilacién

24, Un vrocedimiento para la obfencién de derivados

acilados de antibibticos macrdlidos de 16 eslabones y de
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28
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-ftifilécidn,

..; 81'_

ias sales de adicién de 4cido de los mismos de acuerdo con
lalfeivindicacidn 1, en ¢l que el radical hidroxilq_en las
posiciones 3~ y 4"~ del substrato de antibibtico macrélido
de 16 eslebones, sé acila cada uno con diferentes radicales
acilo. . -

25, Un procedimiento para la obtencién de derivados
acilados'dé antibidticos macrélidos de 16 eslabones y de
les sales de adicidn de dcido de los mismos de acuerdo con
la reivindiccciébn 24, en el que la acilacidn del radical .
hidroxilo en la posicidn 3- del substreto Ge antibiltico
macrélido.dg_16:eslabones, es acetilacibn y la acilacibn
del Padical hidroxilo en la posicidn 4"~ del mismo es n-bu-

26, Un procedimiento para la obtencidén de Qderivados
ecilados de antibiéticos macrélidos de 16 eslabones y de.
las sales de sdicién de 4cido de log mismos de acuerdo con
la féivindicacidn 24,.en el que la acilacién del radicel

hidrozilo en la posicién 3~ del substrato de antibibtico
\

macrélido de 16 eslabones, es acetilacibén y la acilacidn

del radical hidroxilo en la posicibn 4"~ del mismo es is0-

; 27, Un procedimiento para la obtencidén de derivados

acilados de antibibticos macrélidos de 16 eslabones y de

las sales de adicidn de écido de los mismos de acuerdo con

la reivindicacién 24; en el que la acilacibn del radical
hidroxilo en la posicién 3- del substrato del antibibtico
macrélidé de 16 eslabones; ¢s propionilacidn y la acilacién
del radical hidroxilo en la vosicidn 4"- del mismo es n-bu-
firilacidn,

28, Un procedimiento parz la obtencidn de derivados
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i acilados de antibibdticos macrélidos de 16 eslabones y de lag

~

| aales de adicién de acido de los mismos de acuerdo con. la

reivindicacidn 24, en el que la acilacién del radlcal hidro-
xilo en la posicidén 7- del substrato de antibidtico macroll—
do de 16 eslabonesz es‘propionllaci;ﬁ y la acilacién del ra-
diéal hi@roxilo en 1a.posicién 4% del mismo es isoyglerila~
cidn. f“;
29. Se reivindica por Gltimo como objeto sdbré el
que ha de rccaer la Patente de Invencidn que se SOllblta
UN PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE DERIVADOS ACILADOS IE
ANTIBIOTICOS ) '
Todo conforme queda descrito ¥y re1V1nd1cadc en la

presente memorla descriptiva que consta de ochenta y,dos

péginas mecanografiadas y dibujos que se acompafian. . -
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FIG.I2
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