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Ul'í PRO CEDII-íISHIO PARA LA OBSEHCIOH DS DERIVADOS ACI­
DADOS DE AKilBIOIICOS MACROLIDOS DE 16-ESLABORES 

RESmSH DB LA IRVErTOIOR
Un procedimiento nuevo para la obtención de derivados 

acidados de antibióticos macrólidos, Que incluye derivados 
nuevos de tilosina, angolamicina y espiramicina, y las sa­
les de adición ácida de éstos por acilación bioquímica de . 
ñor lo menos una de las posiciones 3- y 4"— de antibióticos
macrólidos de 16 eslabones, que consiste en la reacción bio- * * * • y
química que utiliza los microorganismos del ¿énero'Strepto- 
rayces elegidos por su capacidad' recientemente encontrada 
para'dicha.acilación y la recuperación de los derivados a 
partir de la mezcla de reacción mediante métodos habituales 
para la recuperación de antibióticos macrólidos.

AíTOECEDSmS DE LA IITVBHCION
(1) Campo de la. invención

Un procedimiento nuevo para la obtención de derivados 
acilados de antibióticos macrólidos, que incluye derivados 
nuevos de tilosina, angolamicina y espiramicina, y las sales 
de adición ácida de los mismos por acilación bioquímica de 
por lo menos una de las posiciones 3- y 4"~ de antibióticos 
macrólidos de 16 eslabones, que consiste en la reacción bio­
química que utiliza los microorganismos del género Strepto- 
myces elegidos por su capacidad recientemente encontrada 
para dicha acilación y la recuperación de los derivados a 
partir de la mezcla de reacción mediante métodos habituales 
para .la recuperación de antibióticos macrólidos,
(2) Descripción de las técnicas precedentes

Hay dos ejemplos precedentes comunicados en relación 
con el procedimiento para la acilación microbiana de anti-
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bióticos macrólidos de 16 eslabones; es decir, que utilizan
espiramicina y YL-704. El procedimiento que utiliza espira- 
micina se expone en la Patente Norteamericana NS 2.943.024 
'•Preparation of-spi'ramycin III",. Patente Norteamericana Wa 
2,943.025 "Preparation of spiramycin II", Patente Francesa
N2 1.262,571 "Transformation biochimique de la spiranacin I 
en spiramycin II et III" y Patente Japonesa Showa (iíokoku). 
36-349 "Process fpr producing spiramyoin II, spiramycin III 
and. tbe mixture thereof". Estas patentes tratan prácticamen­
te rtñ la-misma invención traducida a diferentes idioi¡¡r. * «.s-

exponiendo los procedimientos en resumen;
1 ) uñ organismo que produce espiramicina de Strejctomyses 
'ambofaciens NBKL-2420 se cultiva en el medio de cultivo a- 
ñadido a la espiramicina I (que tiene radical 3-MdroxilQ.i
y a los agentes acidantes, en el cual se produce espiramici­
na II (que tiene- radical 3-acetilo)- y espiramicina III (que 
tiene radical 3-propionilo),
2) Células cultivadas libres <ie espiramicina y de agentes 
'acilantes se suspenden en un medio de reacción, al que se 
añade espiramicina I y los agentes acilantes. Después de 
la incubación se obtiene espiramicina II y III.
'3)-. En la obtención fermentativa de espiramiciñas con los ci­
tados organismos, la adición de los agentes acilantes aumen­
ta la relación de producción de espiramicina II o III.

El procedimiento de acuerdo con la presente invención 
es claramente distinguible en principio de las técnicas pro­
cedentes por las razones siguientes.
1) Aquellas utilizan un organismo que es un productor direc­
to de espiramicina, y el procedimiento está íntimamente li­
gado a la fermentación antibiótica. Puesto que las cuatro
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cepas favorablemente utilizadas en nuestra invención no son 
productoras de la especie de antibiótico deseado, esto in­
dica que nuestro procedimiento es un proceso enzimático en 
principio. ■ ,
2) El substrato de antibiótico utilizado en su procedimien­
to está limitado a la espiramicina I que es un producto-di­
recto de su organismo, mientras que nuestro procedimiento . 
puede emplear la mayor parte de los- antibióticos ma'crólidos 
de 16 eslabones, lo que indica la naturaleza no especíxica 
de la reácción con. respecto a la especificidad del substratc
3) Su procedimiento solamente puede llevar a cabo la trans­
formación de la posición 3-* de la espiramicina I, mientras 
que el nuestro puede realizar, si se pretende,.la transfor­
mación simultánea de las posiciones 3- y 4"- con un organis­
mo. Se puede conseguir una Variedad mucho mas amplia de pro­
ductos con las combinaciones adecuadas de substrato, dona­
dor ■de acilo y condiciones de reacción, También es ventaja 
la simplicidad del procedimiento en convertir las dos posi­
ciones funcionales simultáneamente con un sistema de célula.

Con respecto a YL-704 que pertenece a la familia de 
las loucomicinas, se presenta la Patente Japonesa (ICokoku) 
Showa 49-13992 "process for. -producing an antibiotics YL- 
704 A.J", Este procedimiento indica que un organismo elegido 
del grupo que consta de Streptomyces eurocidious NIHJ-2675 

Streptomyces albireticuli IP0-12737., Streptomyces kitasato-

30

ensis íIRRL-2486 y Streptomyces sr. MCRL-0737 se cultiva en 
un medio que contiene "compuesto DKP" 4"-deacilo YL-704 ,
o compuesto DKP y L leucina, y se separa su cultivo, YL- 
704 A.j, que tiene un radical isovalerílico en la posición 
4"- del compuesto DHP,
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Nuestros procedimientos también son diferentes de los 
suyos para la obtención de YL-704 , como se describe en
el caso del procedimiento de la espiramicina, con respecto 
al organismo empleado, la naturaleza enzimática del procedi­
miento, la no especificidad del substrato o la variedad de 
los productos deseados y en que la acilación en las'posicio- 
nes 3- y 4'"- se puede efectuar simultáneamente con un siste­
ma de célula, lo que proporciona sustancial utilidad indus­
trial. - _

No'ha habido .descripción precedente de la acilación 
bioquímica de la tilosina.y de 'la-angolamicina, ni de los 
nuevos derivados de la tilosina, angolamicina y espiramici- 
na'que se reivindican en la presente invención.

Las posiciones 3- y 4"- de los antibióticos macrólidos 
de 16 eslabones de esta especificación indican la posición 
3- del anillo de 16 eslabones y la posición 4"*- de la mica- 
rosa del antibiótico macrólido, respectivamente.

OBJETIVOS DE LA INTENCION
Le ¿cuerdo con ésto, es un objetivo de esta invención 

proporcionar un procedimiento nuevo para la obtención de los 
derivados acilados de antibióticos macrólidos mediante la 
acilación bioquímica de por lo menos una de las posiciones 
3-- y-4»- de antibióticos macrólidos de 16 eslabones.

. Otro objetivo de esta invención es proporcionar un pro­
cedimiento para la obtención de un compuesto nuevo, incluyen­
do un derivado nuevo de la tilosina, angolamicina o espira­
micina, que tiene actividad para controlar la infección.

Todavía otro objetivo de esta invención es proporcio­
nar una nueva composición farmacéutica, una composición vete-’ 
rinaria, y una composición aditivo de piensos y el método
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para su utilización
RESUMEN DE LA INVENCION ;

(l) La presente invención proporciona un procedimiento pa­
ra la obtención de compuestos de antibióticos macróliúos de 
16 eslabones que tienen por lo menos un radical acilo en 
las posiciones 3- y 4-"-,que consiste en cultivar el organis 
mo del género Streptomyces que posee la actividad de acilar 
las posicines 3-yV- de antibióticos macrólidos de 16 esla­
bones de fórmula:

en la que ambos, R^ y Rg, son hidrógeno o uno de ellos es 
hidrógeno y el otro es un radicál acilo C£-C^; es hidróge 
no o hidroxilo; Wg es un doble enlace o un grupo -0-; es 
hidrógeno, metilo, etilo o metoxilo; es hidrógeno o un 
radical de fórmula

OGH.

OCH

0-CH -
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■ y W¡~ es 0= o un radical de fórmula

H0
5

c h7

ir

u n A 0AII., C 3 ' Co­

mediante un microorganismo que pertenece al género Screptomy 
ces y que es capaz de acidar por lo menos un radical hidroxi 
lo en la posición 3-- y 4" del sustrato de antibiótico macró- 
lido de 16 eslabones en presencia de donadores de aor'Jo C^-Q 
en un medio utilizado liabitualmente para cultivar ios org&iiis 
mos de dicho género, realizando la acilación en uns. combina­
ción de fuentes enzimáticas, por ejemplo, células, de cria y 
de no cria de dicho organismo cultivado o las preparaciones 
enzimáticas de las mismas, el substrato antibiótico de anti­
bióticos macrólidos de 16) eslabones que tienen por lo menos 
un radical hidroxilo en las posiciones 3- y 4"- y el radical 
acilo donador de compuestos acilo de Cg-C^, por ejemplo CoAs 
de acilo y sus precursores metabólicos, y la recuperación de 
los productos acilados a partir de la mezcla de reacción por 
medio"de métodos habitualmente empleados para la recuperació: 
de antibióticos macrólidos.
(2) De este modo se proporciona mediante la presente in­
vención un procedimiento para la obtención de nuevos compues. 
tos acilados de tilosina y angolamicina, es decir, 3-acetil- 
tilosina, 3-acetil-4"-n-butiriltilosina, 3-acetil-4"-isova~ 
leriltilosina, -3-propioniliilosina, 3~propionil-4"-n-butiril-- 
tilosina, 3-propionil-4-"-isovaleriltilosina, V'-n-butirilti- 
losina, A"-isovaleriltilosina, 3-acetilangolamicina, 3-ace- 
til-4-"-n-butirilangolanicina, 3~acetil-4"-isovalerilangola- 
mic-ina, 3-p^opionilangolamicina, 3-propionil-^"-n-butirilan-



r\u

10

16

20

28

SO

8 -

golamicina, 3-pi’opioni3.~4"-isovalerilangolejciciua, 4,,-n-bu
tirilangolamicina, 4" -is ovale rilando lamic ina, y las sales 
ele sriición ¿cida do los mismos no tóxicas, aceptables desde 
el punto de vista farmacéutico que
(a) inhiben el crecimiento de microorganismos que incluyen 
a i,alante s bacterianos resistentes a los medicamentos, y
(b) producen niveles altos en sangre sostenidos meaianoe ad­
ministración oral y entérica, y el procedimiento para 3.a 
obtención de compuestos acilados de espiramicina, es aecii., 
3-acetilespiramioina I (espiramicina. II), 3-propionÍJ.espira 
mi ciña I ’(esi;iramicina III), 3-ecetil“4,,~n-butirilespiranii~ 
ciña I, 3~acetil-4l,-isovalcrilespiramicina I, 3-propioni3.~ 
4"-n-butirilespiramicina I, 3-propionil-4"-isovalerilespi~ 
ramicina I, 4'1 -n-b u t ir i le s pi rami c ins. I, 411 -i s o va le rile s pi ra 
micina I, entre los cuales los últimos 6 compuestos son nue­
vos, y las sales de los mismos no tóxicas aceptables desde 
el punto de vista farmacéutico,
(3) • Otras incorporaciones de la presente invención propor­
cionan una composición farmacéutica y una composición vete­
rinaria contra la infección debida a microorganismos gram- 
positivos y una composición de aditivos a los alimentos pa~ 
ra administración a hombres y animales que contienen uno do 
ta3.es compuestos en cantidad suficiente para controlar las 
enfermedades infecciosas producidas por microorganismos
gramrpositivos o para estimular el crecimiento de los anima­
les,
(4) Todavía otras incorporaciones de la presente invención 
proporcionan un método para controlar quimioterapéuiieamen- 
te enfermedades infecciosas debidas a microorganismos gram 
positivos en hombros y animales mediante administración de 
uno de ta3.es compuestos a dichos hombres y animales en dosi
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suficiente para controlar dichas infecciones, y para esti- 
*•

mular el crecimiento de los animales*
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las Figs, 1 y 2 muestran los espectros de absorción 
ultravioleta de la 4,,-n-butiríltilooina y de la 3~acetil~4! 
isovaleriltilosina, respectivamente.

las Figs. 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y l 0  muestran, los espec­
tros de absorción infrarrojo de 3-acetiltllosina, 3-noetil- 
4II-n~butiriltilosina, 3-acetil-4"-isovaleriltilosina, 3-pro 
pioniltilosina, 3-propionil~4"~n-butiriltilosina, 3-propio- 
nil-4"-isovaleriltilosina, 4"-n“butiriltilosina y 4"~ioova~ 
leriltilosina; respectivamente.

Las Figs. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18'son los es­
pectros de RMN (Cl̂ CiD) de los compuestos mostrados en las 
figuras para los espectros de absorción infrarrojo en aquel 
orden respectivamente.

! las Figs 13, 20 y 21 son los espectros de masas de io 
nización química de 3-acetiltilosina, 3-propioniltilosina 
y 3-acetil~4"-isovaleriltilosina, respectivamente.

las Figs. 22 y 23 son los espectros de RMH de3race--
tiltilosina y 3-acetil~4"~isovaleriltilosina.

las Figs. 24 y 25 muestran los espectros de absorción 

UY de 3-acetilangolamicina y 3-acetil-4"-isovalerilangola-

micina.
las Figs. 26 y 27 muestran los espectros de absorción 

IR de 3-acetilangolamicina y .3-acetil-4"-isovalerilangolami- 
cina.

las Figs. 28 y 29 muestran los espectros de Ríálí de 3- 
acetilangolamicina y de 3-acetil-4"-isovalerilangolamicina. 

la Fig. 30 muestra el espectro de absorción ÜV de 4"-
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isovalerilespiramicina II.
La Fig. 31 muestra el espectro de absorción. IR de la 

4-"-isovalerilespiramicina II.
La Fig. 32 muestra el espectro de RMR de la ^''-isova- 

lerilespiramicina II.
La Fig. 33 muestra la cromatografía en capa fina de 

derivados de antibióticos macrcüidos de 16 eslabones en re­
lación con la presente invención.

LESFRIPCIOR DETALLADA DE LA INVENCION
Esta invención se refiere a un procedimiento nuevo pa­

ra la acilación bioquímica de antibióticos macrólidos de 16 
eslabones. Mas particularmente, se refiere a un procedimien­
to para obtener los derivados acilados de adtibiótieos ma­
crólidos de 16 eslabones que tienen por lo menos un radical 
acilo de números de carbono C^-C^ en las posiciones 3- y 4-"-, 
que consiste en criar el organismo del género Streptomyces 
que tiene la actividad de acilar las posiciones 3- y 4"- de 
antibióticos macrólidos de 16 .eslabones de fórmula:

en la que ambos, R^ y R£, son hidrógeno o uno de ellos es hi 
drógeno y el otro es un radical acilo C^-C^; es hidrógeno
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¡o hidroxilo; V/2 es un doble enlace o un grupo -0 ; es hi— 
idrógeno, metilo, etilo o metoxilo; es hidrogeno o un ra­
dical de fórmula

OCH

mediante un microorganismo que pertenece al género Streptomy-- 
ces y que es capaz de acilar por lo menos un radical hidroxi-- 
lo en la posición 3- y 4" del sustrato de antibiótico macró- 
lido de 16 eslabones-en presencia de donadores de acilo C2-Ct 
en un medio empleado para criar los organismos de dicho ge­
nero,' la realización de tal reacción de acilación en una mez-- 
cía de gérmenes enzimáticos, por .ejemplo, células de cria yd 
no cria de los citados organismos cultivados o las prepara­
ciones enzimaticas de los mismos, el sustrato antibiótico de 
antibióticos macrólidos de 16 eslabones que ha de ser adia­
do que tiene por lo menos un radical hidroxilo en las posicio 
aes 3_ y '4"-, y los compuestos donadores de radical acilo de 
acilo C2-C^, por ejemplo CoAs de acilo y sus precursores me- 
tabólicos, y la recuperación de los productos acilados a par 
tir de la mezcla de reacción por medio de métodos habitual­
mente empleados-para la recuperación de antibióticos macro- 
lidos.
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en las que R^ es hidrógeno, radical acetilo o radical pro^ 
pionilo y R2 es hidrógeno, radical n-butirílico o radical 
isovalerílico, excluyéndose el caso en el que R^ y ROn 
ambos hidrógeno, las sales do adición ácida de los mismos 
no tóxicas aceptables desde el punto de visra farmacéutico; 
y las composiciones farmacéuticas, veterinarias y las com­
posiciones de aditivos de alimentos de los mismos para ad­
ministración a hombres y animales.

La ácilación de antibióticos es uno de los métodos 
prácticos para obtención de especies y derivados de antibió­
ticos nuevos. Sin embargo, la acilación tiene que producir­
se de una forma uniforme y por ello requiere otras etapas,
por ejemplo, la protección selectiva de restos funcionales, 
para obtener el producto deseado que se ha de acilar en po­
siciones particulares. Por otra parte, el procedimiento bio­
químico lleva a cabo la acilación selectiva solamente en po­
siciones predeterminadas debido a la especificidad de las
reacciones ensimáticas y 
Loo inventores presentes 
pleta sobre una de tales

el rendimiento normalmente es alto, 
han hecho una investigación cora- 
reacciones bioquímicas, especial-
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mente sobre la acilación d© ant id i ó t i co s na c r ó1 id o o, y lioJL 
encontrado cue una serio de microorganismos puedo acil^-r 
específicamente ambas posiciones 3- y 4"~ fie antibióticos 
de 1 ó eslabones. El descubrimiento fie la existencia de -ra­
jes microorganismos y las reacciones onzimáticas por los in­
vestigadores presentes es nuevo y el primero de su ol^se. 
Estas reacciones se estudiaron posterirmente para estable—, 
cer la transformación bioquímica industrial fie antibióticos 
macrólifios y se aplicó en particular a la obtención fio de­
rivados fie tilosina. angolamicina y espiramicina.
Experimento 1

Se prepara un medio fie la composición siguiente! 40 g 
de harina de so¿a, 50 g de glucosa, 1 g de extracto de le­
vadura, 0,5 g de SO^MgcT^O y 0,5 g de ^O^HIwj 1.000 mí 
de agua (pH 7,0). Se esterilizan a 120SC durante 20 minutos 
100 mi del medio, colocados en un matraz de cultivo, para a- 
gitación de 500 mi de volumen, al que a continuación se ino­
cula Streptomyces thermotolerans ASCO 11416 y se somete a 
cultivo a'372C en condiciones de agitación. Después de un 
cultivo de un dia, tiempo después del cual se consume apro­
ximadamente la mitad de la glucosa, se añade una disolución 
de leucomicina A¡ a la concentración final en el medio de 
2 g/l y se lleva a cabo la reacción durantre otras 6 horas. 
La mezcla de reacción obtenida se clarifica por centrifuga­
ción, se ajusta a un pH 8,5 con hidróxido sódic'o diluido 
y se extrae con un volumen igual de acetato de etilo. El 
extracto se concentra a aproximadamente un tercio del volu­
men original a presión reducida y una porción se coloca en 
ferma de gotas sobre una placa de gel de sílice de capa fi­
na (Merck Co.®). A continuación se desarrolla mediante una
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inezola disolvente de n-hexanos acetona: rnetanol:bonceno:a- 
cetato de etilo (30: 10: 8: 25: 20) completamente seca y 
se sumerge en ácido sulfúrico del .10 ¡? y se calienta. Se de 
teotan dos manabas con valores de Rí de- aproximaocman ¡je 0,50 
y 0,65 cu o se atribuyen a leucomicina A.j y leucomicina A^
(3-acQtineuoomicina A1) respectivamente por comparación 
analítica con muestras auténticas.
Experimento 2

. Células criadas en el Experimento 1 (justamente antes 
de la adición de los antibióticos) se recogen por centrifu­
gación, se lavan una ves con disolución tarapón de fosfato 
0,05 M de un pH de 6,5 y se resuspenden en la misma disolu­
ción tampón con mas glucosa en la concentración de 2 g/litro 
La concentración de células en la disolución reguladora es 
aproximadamente de 10 gramos de materia seca/litro. A.conti­
nuación se añaden leucomicina V y 1 -leucina en concentración 
de Ó, 5 g/litro y 1 g/litro respectivamente, y se lleva a in­
cubación aerobia en condiciones similares a las utilizadas 
para el cultivo de la cólula, fres horas después se conclu­
ye la reacción, y se continua mediante los procedimientos 
descritos en el Experimento 1. Sobre una placa de cromato­
grafía en capa fina aparecen.dos manchas poseyendo cada una 
un-valor de Rf de aproximadamente 0,3 y 0,65 Que se identi­
fican como el substrato, leucomicina V, y el producto, leu­
comicina A-, (3~acetil-4"-isovale.rilleucomiciña V). 

ó
Experimento 3

Células obtenidas y lavadas según el Experimento 2 se 
suspenden en una pecueña cantidad de dicha disolución regu­
ladora de fosfato y se homogeniza mediante el uso de una 
prensa francesa, a partir de lo cual se obtiene un liquido
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sobrenadante por centrifugación a 3000 X G durante 10 minu­
tos , A 'ynp disolución diluida del líquido sobrenadante se 
añaden leucomicina U y Coenzima A de isovalerilo (mas ade­
lante Coensima A se abrevia a CoA) ambas en concentraciones 
do 0,2 g/litro, y se lleva a cabo la reacción como en el 
Experimento 2. la obtención de leucomicina Á- (4-"-isovaleril 
leucomicina U) se c o ni.'i raía mediante un cromatograma en capa 
fina.
Experimento 4-

30

Porciones de 20 mi de la disolución diluida del lí­
quido sobrenadante ñomogeneizado de cólulas obtenida como 
en el Experimento 3 se colocan en cada uno de 27 matraces 
Ex'lemneyer de 500 mi de volumen, estando numerados los ma­
traces del 1 al 27. A los matraces se añaden tres clases 
de antibióticos, cada uno de ellos en cantidad de 20 mgj' 
tilosina que se añade a los matraces 1-9} angolamicina a 
los matraces 10-18 y espiramicina I á los matraces 19-27. 
También se añade CoAs de acilo en cantidad de 20 mg para ca­
da especie; la CoA de-acetilo se añade a los matraces 2, 11 
y 20, la CoA de propionilo a los matraces 3, 12 y 21, .la 
CoA de n-butirilo a los matraces 4-, 13 y 22, la CoA de iso­
valerilo a los matraces 5, 14- y 23, CoA de acetilo y CoA de 
n-butirilo a los matraces' 6, 15s y 24-, CoA de acetilo 
y CoA de isovalerilo a los matraces 7, 16 y 25} CoA de pro­
pionilo y CoA de n-butirilo a los matraces 8, 17 y 26, y 
CoA de propionilo y CoA de isovalerilo a los matraces 9, 18 
y 27. No se añade CoA de acilo a los matraces 1, 10 y 19.

Se lleva a cabo la incubación durante 3 ñoras a 37SC 
en condiciones de agitación suaves después de lo cual la di 
solución que ña reaccionado so ñace débilmente alcalina y
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se extrae cada una con 30 mi de acetato de etilo, los ex­
tractos se concentran a aproximadamente 2 mi a presión redu­
cida, y los concentrados se colocan sobre placas ae capa fi­
na j y se continua él desarrollo como en- el Experimento 1. 
Después del desarrollo, las placas secas se iluminan con 
una lámpara de UV, enfocando la mancha o©j. producto princi­
pal sobre la placa, los productos principales se disuelven, 
en acetona; evaporando la acetona y quedando por lo tanto 
el producto principal, los materiales del cual se disuelven 
todos en -agua débilmente ácida. Después de hacerlas débil­
mente alcalinas, las disoluciones se extraen con benceno, 
y los extractos se concentran a sequedad para obtene r de 
7 a 10 mg de producto principal a partir de cada matraz, 
aproximadamente 50 mg de polvo de cada producto se obtienen 
empleando varios matraces para cada reacción, la identifica­
ción de los cuales se consigue por medio de varios análisis 
tales como espectros UV, espectros IR, espectros de RMN, 
puntos de fusión, poder rotatorio, liberación del ácido or­
gánico por cromatografia.de gases y valor del Rf por croma­
tografía en capa fina que se indica en la figura 33 en la 
que los números 1 a 27 son respectivamente las manchas de 
los que aparecen entre paréntesis en la 'labia 1, Los resul­
tados se resumen en la labia 1 , que muestra la relación en­
tre los antibióticos del’.substrato, la CoA de acilo y los 
productos principales, ‘ ■

La reacción de acilación dé antibióticos macrólidos 
de acuerdo con la presente invención requiere la presencia 
de v el contacto con tres componentes básicos, que son, una

v

preparación activa de enzimas para dicha acilación en forma 
de células o preparación de enzimas, los antibióticos macró-
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Sabia 1

Matraz Substrato CoA de aciló Producto principal
ífo

1 Silosina Ninguna Silosina (1 )

2 f! o o de acetilo 3-acetiltilosina(4)

3 11 <*¡oo de propionilo. 3-propioniltilosi-
na (7)

4 11 ■aiOO de n-butirilo 4"-n-butiriltilo- 
sina - (2)

5- • • 11 CÓA de isovalerilo 4"-isovaleriltilo- 
sina - (3)

6 11

o 
o 

o 
o de acetilo 4 

de.n-butirilo
3-acetil-4"-n-bu- 
tiriltilosina (5)

\
7 V CoA de acetilo 4 

CoA de isovalerilo
3-ace t il-4 ,:-~is ova- 
leriltilosina (6)

8 II • CoA 
CoA

de propionilo 4 
de n-butirilo

3-propionil-4"-n- 
butiriltilosina (8)

9 1! . CoA
CoA

de propionilo 4 
de isovalerilo

3-propionil-4,,-iso- 
valeriltilosina (S)

10- Angolamicina Ninguna
II

30

11

12

13

14

15 

.16

17

18

II

CoA de acetilo
\

CoA de propionilo 

CoA de n-t>utirilo 

CoA de isovalerilo

CoA de acetilo 4 
•CoA de n-butirilo
CoA de acetilo 4 
CoA de isovalerilo
CoA de propionilo 4 
CoA de n-butirilo

CoA de propionilo 4 
CoA de isovalerilo

Angolamicina (1Ó)
3-acetilangolami- 
ciña (13)
3-propionilangola- 
micina (16)
4"-n~butirilangola- 
micina (1 1 )
4"-isovalerilango- 
lamicina (12)
3-acetil-4"-n-buti- 
rilangolami ci na(14)
3-aceti’l-4"-is ovale 
rilangolamiciña(15)
3-propionil-4"~n-bu 
t irilangolami ci­
ña (17)
3-propionil-4"-iso- 
valcrllangolami- 
ciña (18)
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19 Espiramicina I Ninguna 
%

20 " CoA de acetilo

21 »« • CoA de propionilo

22 " CoA de n-butirilo

Espiramicina I (19)
3-acetilespiram:Lci~ 
na I(espiramicina 
II) (22)
> 3-propionilespira- 
micina I(espiremi- 
oina III) (25)
4 »_n-butirilespira- 
micina I (20)

23

24 •

25 '

CoA de isovalerilo

CoA de acetilo 4 
CoA de h-butirilo

CoA de acetilo 4 
CoA de isovalerilo

4"-isovale rilespi- 
ramiciña I (2 1)
3-acetil-4“-n-buti- 
rilespiramicina I 
(4»„n-butirilespi- 
ramicina II) (23)
3-acetil~4 "-i so vale- 
rilespiraiaiein'j I 
(4"-isovale rilespi- 
ramicina II) (24)

15

20

25

26 " CoA de propionilo 4 3-p?opionil-4 -n-
CoA de n-butirilo butirilespiramicinaI(4''-n-butirilespi~ 

ramicina III) (26)
27• " CoA de propionilo 4 3-propionil-4,l7iso~

CoA de isovalerilo valerilespiramici-na l(4"*-isovaloril- 
\ espiramicina 111(27)

lidos de 16 eslabones como substrato, por ejanpío, tilosina, 
angolamicina o•espiramicina y un donaoor de acilo» La si­
guiente descripción expresa, -en detalle la ejecución de la
presente invención, •

Los organismos que- poseen la citada actividad acilan- 
te se seleccionan de depósitos de cultivo de cepas y tejn—
bión a partir de aislados sin cultivar ensayando los citados 
organismos acerca de la actividad acilante. Los organismos 
<lue poseen elevada actividad acilante y preferiblemente em~
pleables en esta invención pertenecen al género
ces y las cepas como ejemplo entre los cultivos depositados
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X son:
Streptomyoes thermotolerans ATCC 11416 

! Strentomvces fungicidicús subsp. espinomiceticus ATCC
m Ú ---
Streptomyoes hygrosc.oplcus ATCC 21582

g Streptomyoes myoarofaoiens ATCC 21454

Los variantes y los mutantes obtenidos natural o arti­
ficialmente a partir de dichos organismos que poseen la ci­
tada actividad también se utilizan en la presente invención. 
Por ejemplo, mutantes que poseen actividad acilante.mejera­
da se pueden obtener mediante técnicas habitualmente utili-

1S

20

25

30

zadas para.mutación y selección microbiana.
En la presente invención estos organismos se cultivan 

empleando el procedimiento general utilizado para el culti­
vo de cepas, del género Streptomyoes pero se deben emplear 
condiciones adecuadas a fin de obtener amplia potencia de 
acilación de la citada actividad enzimática. El medio de cul­
tivo preferiblemente contiene fuentes carbonadas tales como

\
•glucosa, maltosa, sacarosa, almidón o jarabe de malta, al­
coholes tales como etanol y glicerina, aceites, grasas y. 
ceras, de origen vegetal o animal, ácidos orgánicos tales 
como ácido acético y ácido cítrico y las sales de éstos, pe­
ro- otros compuestos asimilables que sirven como tal fuente 
carbonada también se pueden emplear. Estos compuestos se 
utilizan solos o en mezclas de dos 9 mas a concentraciones 
de 0,5-10 g/dl generalmente y de 2-6 g/dl preferiblemente, 
dependiendo de la clase de compuesto empleado. Las fuentes 

- de nitrógeno preferiblemente empleadas son compuestos‘orgá­
nicos ricos en proteinas de origen animal, vegetal o micro­
biano tales como la caseína, peptona, productos harinosos,
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obtenidos a partir de semilla de soja, maíz, semilla de al­
godón y las preparaciones a partir de fermentos y bacterias, 
y varios compuestos inorgánicos utilizados habi¿ualmente 
como fuentes de nitrógeno tales como las sales de amonio. 
También se pueden emplear otros compuestos ricos en nitróge- . 
no que se pueden asimilar, por el organismo. • Estas fuentes 
de nitrógeno se utilizan aisladamente o en mezclas de dos ; 
o mas en el medio a' concentraciones de 0,1-10 g/dl. Con ma­
teriales orgánicos la concentración preferida es de 1-6 g/dl, 
y con compuestos inorgánicos, ésta se establece mas naja.
El medio también contiene sales' inorgánicas, tales como fos­
fatos, sales de magnesio, sales minerales y materiales esti- 

• muladores del crecimiento tales como extracto de fermentos, 
extrato de carne y vitaminas o materiales ricos en vitami­
nas. Se utilizan en concentraciones de 0,01-0,5 g/dl, depen­
diendo de la clase de organismo y de la composición dej. me­
dio Empleadas. El cultivo de los organismos se lleva a cabo 
aeróbicamente por medio dé aireación y agitación. El pH del 
medio se mantiene en el intervalo de 4,5-9>0, preferiblemen­
te de 6,0-8,0.

•la temperatura de cultivo se mantiene a 20-4 5 sien­
do-la temperatura preferida-la de 20-35°C con cepas de Strejo - 
tómyces en general y en especial de .30-4020 con Streptomyces 
thermotolerans. La actividad acilante de antibióticos macró- 
lidos de 16 eslabones por los organisinos de acuerdo con la 
presente invención se produce en la primera fase de creci­
miento y se conserva después de cesar el crecimiento. Se en—

- cuentra actividad específica especialmente elevada para la 
acilación del radical 3-bidroxilo en células procedentes de 
la primera a la última fase de crecimiento y para la acila-30
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ción del radical 4"-hidroxilo se encuentra desde la última 
fase de crecimiento hasta el estado de poserecimiento»

Como se muestra en los experimentos 1-4, la reacción 
de acilación se puede llevar a cabo con.células en condicio­
nes de crecimiento asociado o en reposo, ya en el medio de 
cultivo o después de la separación del medio, o con‘distin­
tas formas'de preparaciones enzimáticas, por ejemplo, célu­
las secas, homogeneizado de células, y disolución soore»va- 
dante obtenida a partir- del homogeneizado y de las prepara­
ciones ele- enzimas. También se pueden emplear preparaciones 
enzimáticas inmovilizadas .tales' como las fijadas.en políme­
ros de amidas acrílicos, Como resultado de los estudios so­
bre la naturaleza de la acilación citada se ha,revelado que 
se incluyen independientemente dos sistemas de enzimas eh 
tal reacción de acilación. Estos son la transferasa de 3-a- 
cil de macrólidos y la transferasa de 4"-acil de macrólidos, 
como se denominan por los inventores presentes, que trans­
fieren los radicales acilo a los radicales 3- y 4"-hidroxi- 
lo, respectivamente de antibióticos macrólidos de 16 eslabo­
nes. Estos sistemas de enzimas catalizan la citada transfe­
rencia de forma no específica respecto de la clase de redi- 
cal acilo; sin embargo, tienen preferencias respectivas por 
cáda radical acilo de modo que la transferasa de 3-acilo de 
macrólidos transfiere preferiblemente el radical acetilo, 
el radical propionilo y el radical n-butirilo, en este or­
den, mientras que la transferasa de 4"-acilo de macrólidos 
prefiere el radical isovalerilo, el radical n-butirilo y el 
radical propionilo en este1orden.

El donador de acilo utilizado en la reacción do aeila 
ción de esta invención incluye la CoA de acilo, que sirve
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como un donador directo del radical acilo que se incorpora, 
y los compuestos precursores de tal CoA de acilo a parvir 
de los cuales se obtiene la CoA de acilo respectiva en la 
célula a través del' metabolismo celular. Las CoAs de acilo 
preferiblemente utilizadas son CoA de acetilo, CoA de pro— 
pionilo, CoA.de n-butirilo y CoA de isovalerilo, y sus com- 

• puestos precursores son ácidos orgánicos tales como ácido , 
acético, ácido propiénicO, ácido n-butírico y ácido aso\ale- 
rílicp, y-las sales de éstos tales como las potásicas, -sóo-i- 
cas y amónicas, etc, sus ásteres tales como los de metahol, 
etanol, etc. y las amidas de los'mismos, l’ambién se incluyen 
aminoácidos tales como ácido oc.-aminobutírico, norvalina,

■ L-leucina, y cetoácidos tales como ácido oí—cetobutirico y 
ácido, oí-cetbvalerálico.

En general, las CoAs de acilo se anaden al medio oe 
reacción cuando la reacción se realiza con un sistema enzi- 
inático que tiene una capacidad pobre para generar la CoA 
de acilo respectiva a partir de CoA y los precursores de 

' acilo. Sin embargo, los compuestos precursores de acilo se 
utilizan cuando el sistema para regenerar la CoA de acilo 
que interesa está trabajando a pleno rendimiento, por ejem­
plo, en condiciones de crecimiento celular y similares. La 
cantidad de donador de -acilo añadido al medio de reacción 
normalmente es equivalente o próximo a la relación molar 
del substrato antibiótico en el caso de CoA de acilo, y en 
una relación molar superior, por ejemplo, relación molar de 
3-10, en el caso de compuestos precursores. Células vivas 

- pueden producir CoA de acetilo a partir de fuente s carbono- 
idas a través de su ciclo metabólieo, de aquí que, si hay 
suficiente cantidad de fuente carbonada en la reacción que30
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emplea células vivas ya en el caldo de cultivo o en -forma 
de suspensión de células, la acetilación, normalmente, pro­
cede mediante el uso de CoA de acetilo formada endógenamen­
te , Asimismo, en-tái sistema de reacción la CoA de propioni- 
lo y otras CoAs se obtienen en una cantidad mucho mas peQue- . 
fía Que la CoA de acetilo,. siendo observada también en la 

• mezcla de reacción una peq.uefía cantidad de tales productos, 
adiados. Sn el caso en el que se empleen en la reacció:.:
CoAs .de acilo, una vez completa la re acción, se puede recu­
perar la 'CoA a partir del medio de reacción por métodos''ha­
bitualmente utilizados para separar CoA y se puede volver 
a utilizar.en la síntesis de CoA de acilo,

los antibióticos substratos para la citada acilación 
se añaden a’ la mezcla de reacción en formas tales como eñ 
una disolución en agua, en fluidos acuosos débilmente..áci­
dos, en disolventes que ejercen poco efecto desfavorable só­
brenla reacción, por ejemplo, metanol y etanol o en forma 
de mezclas de disolventes acuosos, suspensiones, papilla o 
•polvos finos, la concentración de compuestos antibióticos 
utilizados en la mezcla de reacción es de 0,1-50 g/litro, 
y preferiblemente de 0,5-30 g/litro, los antibióticos que 
se- pueden emplear en esta invención son los que tienen es­
tructura de macrólidos -de' 16 eslabones y dos compuestos azú­
cares unidos en la posición 5- del anillo de maerólido, por 
ejemplo, leucomicinas, maridomiciñas, 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 natural o hidroxilo producido por métodos químicos o 
bioquímicos.

las condiciones químicas y físicas de la reacción de
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1 acilación citada son prácticamente idénticas a las conclicio- *
nes favorables para si cultivo de células de cada organismo 
incluidas en las re acciones enzimáticas a propósito para .ta­
les células particulares, la temperatura de reacción es de

s 25-43fiO, preferiblemente de 28-4060, y el pH se mantiene 
en el intervalo de 5,0-8,5, preferiblemente' de 5,5-8,0 pa­
ra la acilación'en la citada posición 3- y ele 6,5-8,5 para, 
la acilación en la citada posición 4"-t SI uso de una diso­
lución reguladora adecuada es aconsejable para el mantoni-

10 miento del valor del pH deseado en el caso de reacciones

©  • ' ' de los tipos de no crecimiento de-células, las disoluciones 
reguladoras habitualmente empleadas, para reacciones encimá- 
ticas generales, tales como disolución reguladora de fosfa­
tos, disolución reguladora de citrato, etc, se pueden emplear

18 sin embargo., el uso de disolución reguladora de acetato o 
las que contienen un radical acetilo en su composición se 
deben limitar solamente a las reacciones de acetilación. 
El periodo de reacción normalmente es desde 30 minutos a 
10 horas. ' •

20 '
©  .

las siguientes descripciones ilustran mas algunos pro­
cedimientos de • la citada acilación que se comportan favora­
blemente para obtener como ejemplos, los derivados de la ti- 
lósina de la presente invención.
(1 ) 4"-n-butiriltilosina.

25 los organismos anteriormente mencionados 'se cultivan 
en un medio que contiene concentraciones restringidas de 
fuentes de carbono y de nitrógeno y cuando las fuentes de 
carbono están casi completamente agotadas, se añade tilosi- 
na al caldo en una cantidad que exceda la capacidad de acti-

30 vidad de acilación de la posición 3- en las células juntamen-
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te con CoA de n-butirilo o sus precursores.
La reacción se lleva a cabo prácticamente en las mis­

mas condiciones Que en el cultivo de células. Una. parte..del 
substrato añadido se acetila para formar 3-aceti1 1 ilosina, 
mientras la otra parte permanece sin acetilar. Hientras tan­
to tiene lugar la butirilación concurrente del radical 4"- 
hidroxilo que da lugar a la formación de 4"-u-butiriltilosi- 
na y una pequeña cantidad de 3-acetil-4n-n—butiriltilcsina, 
de la cual se separa- el primer producto.
(2) 4"~’isovaleriltilosina. ; '

En una acilación realizada de modo similar a (l)v el
uso de OoA.de isovalerilo o de. sus .precursores como donado­
res de acilo ocasiona la formación de 4"-isovaleriltilosina 
en el fluido de reacción,
(3) Bracetiltilosina

Para la obtención de 3-acetiltilosina, el organismo, 
por !e;jemplo, Streptomyoes thermotolerans ATOO 11416, se cul-l 
tiva en un medio que contiene, una cantidad mas que suficien- 
•te de fuentes de carbono.y de nitrógeno. Cuando se alcanza 
el máximo crecimiento y todavía quedan en cantidades sus­
tanciales las fuentes de carbono, se añade tilosina al medio| 
en-, una cantidad limitada que .no exceda la capacidad de la 
actividad de acetilación de las células. Manteniendo, agita­
ción, y aireación vigorosa desde el principio hasta el fin 
de la reacción acompañada por el crecimiento de- las células, 
la acetilación tiene lugar por el uso de la CoA de acetilo 
reproducida en las células, produciendo 3-acetiltilosina.
(4) 3-acetil-4,,-n-butiriltilosina.

(i) Los organismos antedichos se cultivan en un medio 
que contiene una cantidad mas bien restringida de fuente de
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1 carbono y una cantidad equilibrada do fuente de nitrógeno 
hasta que la concentración de fuentes de carbono disminuye 
al nivel mínimo, en cuyo momento se añade tilosina o 3-ace- 
tiltilosina .en cantidad que no exceda la capacidad de acila-

8 ción de las células■juntamente con CoA de n-butirilo o sus 
compuestos precursores tales como un donador ce radical n— 
butirilo. Se lleva a cabo la reacción hasta que el substrae 
to de antibiótico se acila completamente, y se separa el

10

producto acilado, la-3—acetil—4,l'_n~butiriltilosina.
ii)- Utilizando 4"~buiiriltilosina como substrato, se

0 lleva a caco J.a reacción j

que en (3) para la obtención de 3-acetiltilosina que rinde
acetilación en el radical 3—hidroxilo, es decir, la 3—ace—
til-4"-n-butiriltilosina.

15 (5) 3-acetil-4,,-ieovaleriltilosina
Para la obtención de 3-acetil-4""isovaleriltilosxná 

se pueden emplear prácticamente los mismos métodos que en 
(4) i) e ii) en los cuales se utilizan la CoA de isovaleri- 
•lo o sus compuestos precursores como donador de acilo en i)

20
©

y se utiliza 4"“2.sovalenltilosina como suos^ravo en .

(6) 3r-propioniltilosina .
Para la obtención de 3-p.t'opioniltilosina, los organis­

mos anteriormente mencionados se cultivan en un medio que 
contiene una cantidad restringida de fuente de carbono y u-

25 C&frolucia ¿íicLS bUXJ-UJLÜXiutí uo J.WVÍH/U
do las fuentes de carbono están ya casicompletamente agota­
das se añade la tilosina del substrato al calco cultivado en 
cantidad que no exceda la capacidad de propionilación de la¡a 
células, juntamente con donadores propionilantes, es decir,

30 CoA do prooionilo o sus precursores. La reacción «e lleva <_»
células, juntamente con donadores propienllantes, es decir, 
CoA do propionilo o sus precursores, la reacción se lleva a
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cabo hasta completa propionilación,
(7) 3-propionil-4"-n-butiriltilosina.

La 3-propionil-4''-n-butiriltilosina se puede obtener 
en dos etapas. Primero se obtiene la 3~pro pi onilt ilosina a 
partir de tilosina por el método de (6),

Cuando la primera reacción casi se ha completado se 
añaden al inodio un donador de n-butirilo, es decir, CoA de. 
11-butirilo o su precursor, y una pegueña cantidad de .-fuente 
de carbono, si es necesario, y se lleva a cabo la reacción 
aerobia', -De este modo se obtiene 3-propionil-4"-n-butirilti- 
losina. .

Es innecesario decir, q.ue también se puede obtener en 
un¿ sola etapa añadiendo 3-propioniltilosina, como substra­
to, a la mezcla de células cultivadas, ¿unto con los citádos 
donadores de acilo.
(8) 3-propionil-4"-isovaleriltilosina.

! De un modo similar al de (7) el uso de un donador de 
isovalerilo, es decir, CoA de.^isovalerilo, o su compuesto 
precursor, en lugar de un donador de n-butirilo', permite la 
obtención de 3-propionil-4"-isovaleriltilosina.

..los compuestos adiados obtenidos a partir de antibió­
ticos macrólidos de 16 eslabones, de acuerdo con esta inven­
ción t se pueden aislar,, purificar y formular aplicando los 
métodos generalmente empleados en la obtención de cada uno 
de los antibióticos macrólidos de 16 eslabones.-

Para la separación de derivados de tilosina, la mezcla 
de reacción, después de débil acidificación si es necesario, 
se separa de las células y otras partículas insolubles por 
métodos tales como filtración y centrifugación. A continua 
ción la disolución clarificada so ajusta a un pll neutro o
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dóbilmente alcalina y se extrae con disolventes inmiscibles 
en el agua, por ejemplo, acetato de etilo, tolueno y bence­
no, que se utilizan habitualmente para la extracción de an­
tibióticos macrólidos. Para la ulterior, eliminación de impu­
rezas procedentes de la mezcla de reacción, el extracto se 
mezcla con agua acidificada o disolución reguladora para 
transferir' los derivados de tilosina a una fase acuosa, en 
la cuál se repite la extracción anterior,

/ Una. serie, de derivados de tilosina presentes en el 
extracto -se separan por varios métodos de diferenciación 
de antibióticos macrólidos. En el-caso de que sus codicien 
tes de ■partición entre agua y .disolventes orgánicos dirieran 
'claramente, se .emplean métodos tales como extracción en con 
tracorrienté y extracción separativa. Por otra parte, si los 
coeficientes son marginales, se aplican métodos cromafcográ- 
ficos que utilizan gel de sílice, resinas de cambio iónico, 
etc. eligiéndolos de acuerdo con el tipo de especies deri­
vadas contenidas en el extracto.

los'citados derivados de tilosina se obtienen en for­
ma sólida mediante la concentración ordinaria de tal diso­
lución de antibiótico hasta sequedad o mediante cristaliza­
ción. Para cristalizar los derivados citados en una forma 
altamente pura, , la preparación impura se disuelve en disol 
ventes orgánicos tales como acetona y metanol, y a continua­
ción la disolución se añade gradientemente a un liquido tal 
como agua y n-hexano en el que el derivado es difícilmente 
soluble, la cristalización también es posible utilizando 
disolventes tales como éter etílico y una mezcla de éter 
etílico y éter de isopropionilo que presenta baja solubili­
dad de los derivados citados.
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1 Los derivados de angolamicina, espiramicina y otros 
antibióticos obtenidos de modo similar tambidn se separan 
y purifican mediante el uso de métodos similares a los uti­
lizados para los' derivados de la tilosina, Para la cristali-

5 zacién de los derivados, también se pueden emplear los di­
solventes tales como tolueno, benceno y acetato de etilo.

Ocho derivados de tilosina desarrollados mediante-es-*-

10

. ta invención, es decir, 3-acetiltilosina, 3-acetil-4"”:i>'bu- 
tiriltilosina, 3-acetil-4"-isovaleriltilosina, 3-propioñil- 
tilosina,’ 3-propiónil-4"-n~butiriltilosina, 3~propioril-4"-

© '
isovaleriltilosina, 4,,-ft-butiriltilosina y 4"-isovalenlti- 
losiña se demuestra que son compuestos nuevos como resulta- 
’do de loo estudios sobre sus propiedades fisicoquímicas, 
estructuras’químicas, etc. El análisis y las determinaciones

. 1 5 fisicoquímicas incluyen análisis elemental, punto de fusión, 
poder rotatorio específico, espectro ultravioleta, espec­

tro-infrarrojo, resonancia magnético nuclear (KMN), M R  de
-r OC , espectro de masas (ionización química), liberación de 

los ácidos orgánicos en condiciones alcalinas (detección
20

©  . '
por cromatografía de gases), solubilidad en disolventes, 
reacción de desarrollo de color, basicidad de compuestos, 
aspecto y forma cristalina. El peso molecular se obtiene co­
mo- Qfi’*’ (ion cuasi molecular) por análisis mediante espectros 
de masas ionizado químicamente. Los resultados se muestran

25 en la labia 2 y en las figuras 1 -23,
Los espectros ultravioleta muestran poca diferencia 

entre los oe’no compuestos como so muestra en el ejemplo de 
4"-n-butiriltilosina (Pig. ’1) y 3~acetil-4"-isovaleriltilo­
sina (Eig. 2). Los picos de absorción máxima están entre

SO 182-285 nm, lo mismo que la tilosina, lo que indica que no
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mímicas d.e derivados de la tiiosina
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• 3?ig. 3 . í'ig. 4 Big. 5

(8) Biíl'í (ci3c d )
60 IvIHz Big. 11 í’ig- 12 l?ig, 13

(S) Acidos orgá­
nicos oletee- . 
tados' por 
■ cromatogra­
fía, de gases

ácido acético ácido acético y
ácido n-butírico

á&ido acético y 
áéido isovaléri'

l*fT i -----
(10) Solubilidad Solubles en alcoholes inferiores, por*eóemplo, etan 

ejemplo, acetona; éteres, por ejemplo, éter etilico 
pío,"acetato de etilo; benceno y tolueno;
Difícilmente solubles en n-hexanó y éter de petrole 
Solubles en agua ácida; ,
Débilmente solubles en agua neutra;*•*
Difícilmente solubles en agua alcalina.

(11) Reacción de 
desarrollo 
de color

Molisch (4-); ácido sulfúrico concentrado (4-); Ninhi 
Sakaguchi (-); Biuret (-)

(12) Alcalinidad Compuestos alcalinos

(13) Disolvente 
utilizado 
para la 
cristaliza-'' 
cién

Tolueno . • Eter etílico Ster etílico

i

30
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Sabia 2. Propiedades f£sicol«ímicas de derivados de la tilpsina

^x^onpuestos 3-propionil-4"- 3-propionil-4"- 4"-n-butirilt-
n-butiriltilosi- isovaleriltilosina losina
na

Análisis

(1) Aspecto Polvos cristalinos blancos

O
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18

20

25
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gjuímicas de derivados de la ill^sina ...
*

3-propionil-4"-
isovaleriltilosina

4"-n-'butiril'ti-
losina

4"-isovalerilii-
losina

!
■ ■■ i ....

glanos blancos

0*61,53(61,40) 
H: 8,46( 8,49) 
0:28,70(28,78) 
N: 1,31( 1,33)

0:61,03(60,90) 
• ift 8,55(8,48) 
.|0:28,94(25,20) 
%  1,48( 1,42)

0:61,33(61,24) 
H:“.R,65( 8,57)
i u: ¿c> ,>’u v ¿0, í ?! 
K: 1,46( 1,40)

! 1056

*

i
t 1
r « I

986 1 1000

L »' J

180-186&C * 147-151 so 154-1572C
I* l

! -33,2 -53,4 -50,8

8
I \ j???1 282 nm¡ maxi
j  227t

A S ?  285 na K H  284 nm

214 217
Pigvtra 1 - I

o
5 O 
0̂ 
8
6

3 4-SO, 
2940, 
2795, 
1670, 
1450, 
1318, 
1148, 
1058, 
981, 
843

3440,
2885,
2710,
1627,
1412,
4300,
1122,1025,
921,

Pig. 8

2970
2845
1735
1595
1372
1171
1087
1005900

3490,
2880,
2715,
1625,
1406,
1266,
1083,980,
905,

2970,
2840,
1724,
1588,
1375,
1170,
1055,
963.
842’

2935
2790
1680
1449
1313
1121
1019
923

l'ig. 9

3497,2880,
2730,
1681,
1457,
1317,
1169,
1083,
1018,
964,

2965,2840,
1740,
1629,
1412,
1299,
1145,
1055,1000,
920,

Pig. 10



tfl•HPh

C~'

w•HPh

(.0

¡(0•H

I
KN

I

M•HFh

RO•"O
H  M 
O ¡rj 
—'  13

B
S

co

o\Q

NDHtíí>O
CQ

• r t

O 
rcJ 
»rt O C NÜ C

OOTitíV!•Ptí
t
oU•Ha

vs

o t 
o»<n•rl rHfi ctf 

■o f>
•h  o 
Pira O »H UR O  
O -H
«tí o o
•HNJ) O O -H 
S d h P

ITÍfl. 'O
•rlR O  O 
0>d O Pl-H -rl 
PiO p 'f J 'H  O - -PlO h s•H rP O O INtf O F¡,

I t 03
M) O |<D
IjO <u ai <o -P - p  Pi Pi cd 
O G> O tij) h¡><a r o03 -P <13*O 03 03 ftl >0
>d o o S• H O l d O C i  C3 -rl 0j Pl VI 
« ¡ p¡ +s 0«H

en

I
Pi a- 
oP iP .o
*. pj 03t í  » ñ  V. :

o o *O  í-¡
o a»
O-H*Cí!• v»Sl>rtO •*tí O tí o+3 TÍ 
<D i- j •VIf*4"'
O O /-I
P i t í  O S 0 tí 
0  +3 O 
•ovo s  A' rt "> • 'O.t í  •Q'& 
,o  r t  P i P« >» 

S  ^  ~ 0  P 0 ■«“» tí 
0  0  0  tí O O tí tí 
•rt O <l> 
t í 
0 «Ht í w o•rt 0  H  t í - r t03 0 + 3  0 + 3  0  HND O 0  AO tí
0  t í oH  O -P  tí +3 «5 0 +3tí o 0 
o r t o  rt0  •*
0  O • *• H  H  O rQ P^H
H o B  
o *‘"3 0W O 'H

o0rt
Otí
+30Pf
0 +
rt •w*

t í O
o • *ü

*+3 _ « -rt .. '■ < tí- *
f » ^ > t í •tí

•rt *•£
rt t í

rt rt 0
O t í o O
t í +3 rt t í
03 t í rt o
X 0 o
0 t í rt 1

t í o ♦w*
| rt ’c ú o
t í t í rt •rt -p

UO t í 0
t í rt t í 't í t í
0 §4% 0 «rt t í

rt t í r t •rt
0 r t 0 0 t í P
0 •H 0 0
rt o 0 rt ••*
JO \d 0 P O r>
t í r t t í l
r t rt ¿3 r t •rt
O p t í O O
0 So rt 0} NU •rt

rt 0 rtí
0 0 0 • *» O
+3 t í •£ <-“N t í
t í 0 0 t í . -+ WJ
0 +3 o tí
t í 0 t í t ír t 0 0 rt rtí t í
r t rt t í ♦rt ü CQ
O ,a r t O 0

r t t í ♦rt VJ •rt
r t r t «H rt <™N
rt O SQ) •rt O 1
P w P P fA

fdrt
fd
•Hrt
•H
•§rt
OCO

tí
Ortrt

• r t

rttí•rltírt
•H

-0
r t  o 

r t
t ír t  t í 

•o O O 
•rt t í r t  O tí O
o rt o 
rt 0 0 0 0 f4 rt rt

0
o
t í
•rt
r t
rt
ortrt
0
o

•p
00tí
Art
oo

rtrtrt
• r ttí
•ri
r t
rt
o
r t

( Iv i v i Pi+3 
O 0  
t í
P lt í 
O 0  
03 +3 
•rt'O 

1tí O O 
0  O O +3 r t r t  P rt rt

i IVI Vi P i+3 
O 0  .
t í
Mi t í 
O 0  W+3 
•HND 

I
t í o O 
0  O O +3rt rt 
f t ír t  r t

O
O
•rirt
V i
+30
tí
O+3

O
ortrt

V i
+30
tí0
+3
M

I0 rt
+3 0  Htírt rt0 rt rt rt f> N rt rt rt rt +3
O rt  r t  0  t í 0 rt tírtVD 
r t  *j*3 C?5 t í r t  
R S f t O O

CP CQ CO
03

O



1

o

V

i•=tr-Oi1

(8) HB5K (Cl^tZD) 
60 MHz Fig. 15 ffig. 16 Fig. 17

(9) Aciaos orgá-' 
nicos detec­
tados por 
cromatogra­
fía de gases

ácido propióni- ácido propiónico 
co y ácido y ácido isovalé- 
n-but frico- rico

ácido n-butíricc

(10) Solubilidad Solubles en alcoholes inferiores, pcTr'vfe3einplo, etai 
ejemplo, acetona; éteres, por ejemplo^ eter etílicc 
jemplo, acetato de etilo; benceno y tolueno;
Difícilmente solubles en n-hexano y. ¿íer de pe trole
Solubles en agua ácida;
Débilmente-solubles en agua neutra; '
Difícilmente solubles en agua alcalina.

... r ' -■ ■ - ..-
(11) Reacción d é . 

desarrollo 
de color

• •
Eolisch (4-); ácido sulfúrico concentrado (■?*■); Kinh:

" > *
(-)$ Sakaguchi (-); Biuret (-) .

(12) Alcalinidad. Compuestos alcalinos

(13) Disolvente-. 
utilizado 
para la 
cristaliza­
ción

Eter etílico Eter etílico Eter isopropí- 
lico-éter etí­
lico

%

30



Eig, 16 Eig. 17 Eig. 18

- áoido propiónico 
y ácido isovalé- 
rico

ácido n-butírico ácido isovaléri 
co

Icolaoles inferiores, poY*^ jempio, etanol; ceí-onas, por 
ona; éteres, por ejjempl^ éter etílico; éste re-?., por «- 
go de etilo; benceno y tolueno;
solubles en n-hexano y \ é t e r de petróleo;
gua ácida; V l1 V
lubles en agua neutra; ~
solubles en agua alcalina. •

- r> *r ---------—*
ácido sulfúrico concentrado (4*-); Kinhidrina (.-); Millón 
i (-); Biuret (-)

*■

os alcalinos

\

Eter etílico Eter isorropí- 
lico-éter etí­
lico

Eter isopropí- 
lico-éter etí­
lico
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hay cambio estructural en la estructura de la ce tona y del 
doble enlace del anillo de macrólido.

A partir, de la detección de los ácidos orgánicos libe­
lados mediante cromatografía de gases y a partir de los da­
tos analíticos de peso molecular, se demuestra que los com­
puestos tienen una estructura básica en común: tilosina que 
tiene una o dos especies de radicales acilantes, es decir,, 
radicales de acetilo, propionilo, n-butirilo o isovalerilo.

. Además, a partir del análisis de los datos" de los es­
pectros IR y de los espectros de EMH, se confirma la estruc­
tura presentada anteriormente de derivados de tilosina de 
fórmula"general I. Los datos de espectrornetría de masas de 
ionización química se muestran para la 3—acetiltilosino 
(Pig. 19) y’para la 3-propioniltilosina (Pig, 20) como ejem­
plos de derivados ,3-acilados y para la 3-acetil-4"-isovale- 
riltilosina (Pig. 21) como ejemplos-de derivados 3- y 4"-a- 
cilados. Se hacen las asignaciones de todos los fragmentos 
en la comparación de los datos con la tilosina, que revela 
la fragmentación de enlaces C^-0,0-0.| y 0-C^" , la deshidra­
tad ón y desacilación en ambos, la tilosina y los derivados. 
De este modo se demuestra que el radical acetilo y el radi­
cal propionilo están enlazados al anillo de macrólido y que 
el'radical isovalerilo está enlazado, al anillo de micarosa. 
Los datos' referentes a otros compuestos que no se exponen 
aquí también dan las mismas conclusiones.

i ̂Los ejemplos de espectros de RMH de C se muestran 
con la 3-acetiltilosina (Pig 22) para derivados 3-acilados 
y con la 3-acetil-4"~isovaleriltilosira (Pig. 23) para los 
derivados 3- y 4"-acilaaos (25,2 liHz). Como resultado de la

30 asignación de señales, en comparación con las de la tilosina !
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1 se deduce también que el radical acétalo se une en la posi- 
*

ción 3- del anillo de macrólido y el radical isovalerilo'se 
une en la posición 4"- de la micarosa. Otros compuestos tam­
bién dan datos similares que muestran la posición de enlace

s del radi cal propionilo y del radical n-butirilo e identifi­
can las estructuras químicas,

. . Se emprendieron otras comparaciones entre los deriva­
dos de esta invención y los productos químicos sintetizados

10
de acuerdo con técnicas precedentes previamente divulgadas. 
En la Patente Japonesa (Kokoku) Shov/a 36-22649 titulada'
"Kethod for producing tylosin", refiriéndose al Ejemplo .4} 
se describe la síntesis química de un áster acetilado cíe- 
tiiosina mediante el uso de cloruro de acetilo, advirtiéndo­
se que el contenido en peso del radical acetilo es de 8,22$

15 (ep. peso) y. que el valor de pK es aproximadamente 5,1 (de­
terminación electrométrica con la disolución en djmefcilforma- 
midá-HgO =2:1 en volumen). En el Ejemplo 5 referido de la
misma Patente, también se describe la síntesis de la tllosi-I
na acetiláda mediante-el.uso de anhídrido acético como agen-

20
©  ' -

te acetilante; siendo el contenido en acetilo 8,91 (en peso) 
y el valor de pIC aproximadamente 5,2. Por lo tanto, la sín­
tesis química de la tiiosina-. acetilada se efectúa de acuer­
dó- con los métodos anteriores y se hace comparación con los 
compuestos correspondientes de acuerdo con la presente in-

25 vención respecto de sus valores de Rf en un cromatograrna 
de capa fina, empleando placa.Art 5715 (Merck Co®) y el di­
solvente desarrollante de acetato de etilo: etanol: piridi- 
na (85:15:2 en volumen).

Pe acuerdo con esto, la 3-acetiltilosina obtenida en
SO esta invención da un valor de Rf de 0,59, mientras que la
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1 tilosina acetilada en el Ejemplo 4 referido ele la cicaua la­
tente da 0,71 y el producto en el Ejemplo 5 referido de la 
citada Patente, da 0,70,- 0,75 y 0,83, que es indicativo de 
la mésela de tres compuestos. Otras determinaciones también

s
l ’

confirman la diferencia de la 3-acetiltilosina de esta in­
vención con los productos, químicos. Asimismo en el Ejemplo 
referido de la citada Patente, la tilosina propioniladc sin­
tetizada químicamente se Eiuestra que tiene un punto de fu­
sión de 101-111SC. Este- valor es claramente diferenciado

10 del valor de 187-1 S22C pare la 3-propioniltilosina obtenida

© en esta invención, •
' Los'resultados de los análisis físicoquímicos y de ter­

minaciones de los derivados acetilados de angolamicina y 
espiramicina obtenidos en esta invención se presentan en'

16 las Tablas 3 y 4, respectivamente.
los ejemplos de espectro UV, espectro IE y espectro 

de EME se muestran en las figuras 24 a 32 para la 3-acetil-
angolamicina, 3-a-c©'til-4-l,*"isovalerilangolamicina y 3-acctil-

\
•4"-isovalérilespiramicina I. Siguiendo procedimientos de

20 identificación similares a los de dichos derivados de tilo­
sina,- se confirmaron las estructuras químicas como en las 
fórmulas generales II y III.’para los derivados acetilados 
dé- angolamicina y espiramicina de acuerdo con esta invención 

Los espectros antimicrobianos de los nuevos derivados

25 de tilosina, angolámicinas y espiramicina de esta invención 
se muestran en las Tablas 5» 6 y 7> respectivamente regis­
trando concentraciones de inhibidores de crecimiento míni­
mas (KIC, mcg/ml). Estos compuestos poseen comparativamente 
un espectro antibacteriano amplio frente a bacterias gram-

30 positivas. Se ensayó en animales la toxicidad de estos cora-
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Cabla 3-1

10
O

1S

20
V

28

(1) Aspecto

(2) Análisis e- 
lemental 
(valor cal­
culado)
• (50

(3) Peso molecu 
lar por es-”: 
peotroscopía 
de masas

(4) Punto de 
fusión

(5) Espectro de 
absorción 
ultravioleta

(6) Espectros de 
absorción in­
frarrojo 
(pastilla., de 
SrX) (en” ')

(7) Espectros de 
resonancia 
nagnótioa nu­
clear

3-ácetil-í "~n3-rroüionil-
angelan!ciña butiri largo-

lamicina

Polvos cristalinos blancos forma.cristalina:

0:60,23(60,17) 
H: 8,25( 8,31) 
0:30,10(30,06) 
I'?: 1,42( 1,46)

S58

217-22220

\ MeOHZ'
,1>J1 cm

240 nn

152
Pig 24

3450, 
2680, 
2730, 
1695, 
1413, 
1-304, 1122, 
SS3, 
935, 
810, 
719

2970
2835
1740
1625
1368
1243
1087,
973,
907,
785,

, 2930 
, 2785 
, 1728 
, 1455 
, 1347 
, 1164 
1050 
952 
856 
753

0:60,48(60,54) 
H: 8,47(8,40) 
0:29,64(25,62) 
N: 1,41( 1,44)

972

208-215eC

\ KeOH 240 nm

E1/a 153 1 cm

3?ig 26

Pig. 28

3450,
288 5 ,
2730,
1696,
1413,
1345,
1137,1050,
975,
507,
766,

2975, 2935 
2&40, ¿765 
1740, 1727 
1627, 1455 
1384, 1370 
1302, 1167 
1124, 1088 
999, £85 
£62, £37 

856, 810 
752, 715

0 :60,70(60,r?5)
K: 8,40(8,33) 
0:29,51(29,56) 
m  1,3S( 1,36)

., :io28

171-17620

A S ? H 240 nmJí¿cX.A. «

2 1/ü -143
cm

3500, 
2945, 
2785, 
1698, 
1375, 
1173, 
1073, 
992, 
91C, 
715

34r. 5, 297! 
2059, 284< 
273 5, 173! 
16:-5, 145! 
1308, 124< 
1127, 10SK 
1055, 102! 

93 < 
75<

9óe,
6-3,

SO
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(£) Acidos or­
gánicos de­
tectados por 
crcnatogra- 
fía de gases

ácido acótico ácido propiónico ácido acéz ico _ y 
■ ácido n-bu.tíricc

(9) Solubilidad Solubles en tolueno, benceno, acetato dq etilo, netax 
débilmente solubles en éter etílico,* v 
difícilmente solubles en n-hexano y éter de peuroleo; 
solubles en agua ácida; solo débilmente '.solubles en s 
mente solubles en agua alcalina.

(10) Reacciones 
de desarro­
llo de co­
lor

Líolisch (4-), ácido sulfárico concentrado (4-), ¡linhidi 
1,'¡ilion (-) y Salcagucbi (-) , \

*

(11) Alcalini­
dad

Compuestos alcalinos •

(12) Disolvente 
utilizado 
para la 

■ cristaliza­
ción

Acetato de 
etilo

tolueno o 
benceno

acetato de 
etilo o 
benceno

O

Notas: 1) Detección eje los ácidos orgánicos por cromatografía ele gases: 
soluciones en disolución de KOíI 0,5 II-etanol, se tratan a 7C

20 ** * i *1-*í "1 *í *v n n wno r\ ̂ o-n álisis.
2) Los cristales obtenidos a partir de los disolventes. e;i (12) 

los ensayos en (1) - (11).
3) los posos moleculares se obtuvieron como OLI' a partir le espe 

ionización oulaica que utilizan GH, cono gas react'D. ).~ «r
25

30



ácido acét ico _ y 
ácido n-butírico

ácido acético y 
ácido isovaléri-
co

icno, benceno, acetato de, etilo, netanol y acetona;
bles en áter etílico;
lables en n-hexano y étár de petróleo;
3. ácida; solo débilmente '.solubles en agua neutra; y dií icxl 
en agua alcalina.

ido sulfúrico concentrado (4-), ¡íirliidrina (-), Sxuret (-) 
kaguchi (-) > ; *.

alcalinos

tolueno o 
benceno

acetato 
etilo o 
benceno

de ace cato 
etilo o 
benceno

de

: orgánicos por cromatografía de gases: se preparan las di- 
_ón de KOI! 0,5 II-etanol, se tratan a 70-75SC durante 20 mi-

j a partir de los disolventes en (12) se utilizaron para

n).
?e obtuvieron coito OLI* a partir re espectros de masas de 

utilizan CrL como gas reactiva.
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¡¡ ■ • Tabla 3-2
i!_________________ ________________________________________
¡ Compuestosl \1 \
; Análisis >s. •

3-propionil-4"- 
r.-but i ri lango- 
lamícina

3-propionil-4
isovalerilan-
golanicina

4"-n-butiril-
angolamicína

! (1) Aspecto
i

Polvos cristalinos blancos . t>j
I................!
| (2) Análisis e- 
j lenental

(valor cal­
culado)
•

0:6 1,23(6 1,08)
H: 8,33( 8,41) 
0:29,06(29,17)
IT: 1 38 ( 1,34) •

0:61,43(61,40) 
H: 8,45( 8,49) 
0:28,77(28,78) 
IT: 1,35( 1,33)

0:60,48(60,90) 
E:‘*8,5C( 8,48) 
0:29,26(29,20) 
H: 1,40( 1,42)

(3) Peso k o lecu 
lar por es-~ 
pectroscopía 
de masas

1042 1056 *' 986 
*

(4) Espectro de 
absorei6n 
ultravioleta

\  240 nm2jict2í 9 240 nrn 240 nm

(5) Acidos or­
gánicos de­
tectados por 
crornatogra- 

■ fía de gases

ácido propióni- 
co y ácido 
n-butíri co

ácido propióni- 
co y ácido 
isovalérico

ácido n-butíricc

| (6) Solubilidad Solubles en benceno, tolueno, acetato de eti?wO. metar 
débilmente solubles en éter etílico;. . 
difícilmente solubles en n-liexano y éter de petróleo; 
solubles en agua ácida: solo débilmente solubles en 2 
mente solubles en agua alcalina.

(7) .•eaccidn de 
| desarrollo 
¡ de color

llolish (4-), ácido sulfúrico concentrado (4-), 1 .nhidri 
millón (-) y Sakaguchi (-)

; (8) Alcalinidad
Ü

Compuestos alcalinas

(8)liiaolvon.ts u- 
: tiliaa.do pn~
; ra la crista- 

liaación

Acetato de eti­
lo 0 benceno

Acetato de eti­
lo 0 benceno

éter etílico



Salóla 3-2

3-propionil-4"~ 
isovalerilan- 
golanicina

4"-n~butiril>-
angolamicína

4!i -is ovaleril- 
angolamicina

cristalinos blancos t t>j
T

0:61,43(61,40) 
H: 8,45( 8,4S) 
0:28,77(28,78) 
11: 1,35( 1,33)

C': 60,48 (6 0,90) 
Eí‘«,50( 8,48) 
0?29,26(27,20) 
IT: 1,40( 1,42)

0:61,20(61,24) 
H: 8,53( 8,57) 
0:28,65(26,75) 
iss 1,42( 1,40)

1056 S86
<

1000

240 nm 240 m 240 m

ácido propióni- 
co y ácido 
isovalérico

ácido n-butírico ácido isovalé­
rico

ano, tolueno, acetato de etilo, metanol y acetona, 
les en éter etílico;. .
ub-les en n-liexe.no y éter de peoroleo;
. acida: solo débilmente solubles en agua neutra; y difícil-
r»

O

agua alcalina.

sulfúrico concentrado (~), 
;uchi (-)

añildrina (-), biuret (-)

>s alcalinos

Acetato de oti­
lo o benceno

éter etílico éter etílico
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labia 4-1

^\Co:npiiG s t o s 
Análisis

4 "-r.-but ¿.ril­
es pircad ciña I

4n-isova3.eril- 
espiramicina I

4 "-n-butir;. 1 -
e s pi rami ci :ia 11

(i) Aspecto Polvos blancos
•t- * *• * i

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

(5¿) •-

0:61,73(61,82) 
II: 8,88( 8,83) 
0:26,28(26,28) 
II: 3 , 11 ( 3,07)

0:62,13(62,18) 
H: 8,95( 8,91) 
0:25,92(25,89) 
II: 3}00( 3,02)

C:>64-, 58(61,61) 
H: 8>70( 8,65) 
0:26,75(26,81) 
H:.2,97( 2,93)

(3) Peso mole­
cular (es- 
pe otroscopía. 
de masas)

913 • 927
*

■ -955
i
»

,.t., ■ ............

(4) Bspectros 
de absorción 
ultravioleta 
1<
1 cm

\ 231 nn 231 nm
•

231 m

(5) Acidos or­
gánicos de­
tectados por 
cromatogra­
fía de gases

Acido n-butí- 
rico

ácido isova­
lé ríe.0 ‘

áe¿.do acético 
y ácido n-bu- 
tírico

/ /£ \ C? nT «* V» -í T ^y v y w\ *./ nv. ^a+o»v%1 .-irtra + A-i'w-. + n l» 'in rt hnticei^__ _ _ _ ---~ — , ----------J ~----- 1 ---- ------1
y éter;
difícilmente soluoles en n-hexano, ciclohexano y éte2

(7) Reacciones 
de desarro­
llo de color

Llolisch(-í-),  ácido 
millón (-),

sulfúrico concentrado (4), i.'inhidrj

(8) Alcalinidad Compuestos alcalinos

(S) Di solvente u- 
tilisado para 
cristalizad ón

Ciclohexano *

(10)Rsp'.ctro IR
1 1 1

(11)..-;¡ir acero ALn30
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1 %
. l’abla 4-2

^■''•'^Compuestos
Análisis

4"-n-butiril- 
espiramioína III

4"-isovaleril- 
espiramicina III

6 (1) Aspecto Polvos blancos

(2) Análisis elemen­
tal (valor calcu­
lado (/í)

■C: 61,90(61,96)
H: 8,80( 8,74)
0: 26,36(26,41) 
ñ: <¿,y4v ¿,69;

Cs 62,26(62,30)
H: 8,30( 8,82) ’
0: 26,10(26,03) 
ni ¿,o'H

10 (3) Peso molecular (espectroscopia 
de masas).

969 983

18

(4) Espectros de ab­
sorción ultravio­
leta j¡¿

1 cm

231 * A S  231

(5) Acidos orgánicos 
detectados ]oor 
cromatografía de 
gases

ácido propiónico 
y ácido n-butí- 
rico

ácido propiónico 
y ácido isovalá- 
rico

20
'(6) Solubilidad Solubles en metanol, etanol, acetona

tolueno, benceno y acetato de" etilo;
difícilmente solubles en n-hexano, 
ciclohexano y áter de petróleo.

(7) Reacciones de de- 
' sarrollo de color

ítolisch (4-), ácido sulfúrico concen- 
' trado (■!■), Ninhidrina (-), Biuret(-) 
y Millón (-)

28 (8) Alcalinidad Compuestos alcalinos '

• (9) Disolvente utili­
zado pare, la 
cristalisación

ciclohexano

. so
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puestos y los valores ID^en ratones por administración in-
s

travenosa fueron mas q.ue 400 mg/kg con todos los compuestos, 
jSn experimentos terapéuticos en ratones, infectados a mano 
por Staphylococcus anrous Smith, los valores fueron
menores que 50 mg/kg (p.o.) con todos los derivados de anti­
bióticos citados, .

Una de ias ventajas particulares de los citados deriv 
vados de tilosina y angolamicina sobre antibióticos macró- 
lidos. conocidos es su clara actividad antimicrobiana frente 
a bacterias resistentes a medicamentos. Los resultados de 
algunos de tales ensayos se incluyen en las tablas 5, 6 7 1• 

Tabla 5 Espectros antimicrobianos

Concentración inhibidora del cre­
cimiento mínima (mcg/ml)

1S Compuesto 
Cepa, ensayada^.

3-acetil
tilosina

3-acetil
4"~n-bu-
tiril-
tilosina

3-acetil
4"-isova
ieril-
tilosina

3-pro~ 
piónil - 
tilo­
sina

(1) Candida albicans 
liüvl 49*55

> ¿50 > 250 > 250 >250

20 (2) Candida tropicalis 
Im  4924

>250 >250 >250 >250

• (3) Pseudomonas flures- 
• ceñslTlHJF'2'54

>250 >250 >250 >250

(4) Esherichia coli (lía- 
tional Institut'e of 
Health)

250 . 250 125 250

25 (5) Proteus morganii 
(The institute 
for Infectious 
Liseases)

>250 >250 >250 >250

- (6) Staphylococcus au- 
reus PAL 209P

0,25 0,25 0,'49 0,25

30
(7) Staphylococcus au- 

reus• Smith
0,12 0,25 0,49 0,12
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(8) Eacillus cereus 
* jffi'GT95I4

0,49 0,98 1,95 0,25.

(9) Eaoillus meEaterium 
51210-938

0,25 0,49 0,49 ’ <0,12

(10) Sarcina lútea 
73CC 9341

<0,12 . <0,12 0,25 <0,12

(11) Kicrococcus flavusl <0,12 0,25 . 0,25 <0,12

(12) Cor.vne oacterium bo*- 0,25 0,50 0,50 0,25
•vxs 1810

(13) Llyooftacterium smog- 
mátis ATOO bOV

7,81 . 1,95 3,91 • 3,91

(14) Bacillus subtilis ' 0,49 0,49 0,98 0,25

(15) Staphylococeus au- >250 ’ 250 62,5 >250
'reus“ M8 9610 . . .  „

(16) Staphylococeus au- 250 ' 15,6 15,6 62,5
reusÉ MS 8710

(17) Streptococcus pyo- 125 15,6 3,91 62,.5
^enes4 IvíH 771

Iíota; é indica cepa resistente a los medicamentos
(método de dilución de caldc)

\

20

25



1 Tabla

- 4 5 “

5. Espectros antiinicrobianos
Concentración inhibidora del ere 
to mínima (mcg/ml)

cimicr-

Compuesto • 3-pro- 3-pro- 4"-n- 4"-iso- Tilo-

5
pionil 
4"-n-~¡

pionil
4"~iso'

buti-
rilti-

vale-
rilti-

si na

Cepa ensayadax.
bu ti­
re1 titi­
lo sina

vale-”
rilti-
losina

lociña losina

(i) Candida albicans 
‘J' Alá 4C)Ü5

>250 >250 >250 >250 >250

10
(2) Candida tronica- 

lis' XaM 7|-92‘4
>250. >250- >250 >250 >250

(3) Pscudomonas fluo- 
rescens IxlHJB 254

>250 >25Q >250 >250 >250

(4) Esherichia coli 
• '(Ilational Insti- 
tute of Health)

250 ’ 250” 125 125
y

250

15
(5) Proteus raorganii 

Xlhe Institute 
for infectious 
Diseases)

>250 • >250 >250 >250 .>250

(6V. Stanhylococcus 
áureus BAD2oyi’

0,98 0,49 0,25 0,49 0,49

(7) Staohylococcus 
aureus SKITH

0,25 ' 1,95 0,25 0,25 0,25

20 ‘ (8) Bacillus cereus
Aleó 9634

1,95 0,98 0,98 0,98 0,49

•( 9) Bacillus mecate- 0,49 0,49 0,49 0,98 0,25
" \ rium iíKBL B-938
CIO) Sarcina lútea 

AlCCC 9341 •
<0,12 0,25. 0,25 <0,12 0,12

25
(11.) Micrococcus 

"flavus X
0,25 0,49 0,49 0,25 0,12

(12) Corynebacterium 
bovis 1810

0,50 1,00 0,98 0,50 0,50

- (13) Mycobacterium 
smegraatis ASCO 
607

3,91 3,91 3,91 3,91 7,81

30
(14) Bacillus subti- 

lis ATOO 6633
0,49 0,49 0,49 0,49 0,49



(15) Stanhylococcus 250 62,5 >250 62,5 >250
' _ aureus^ 3£S 9^10

(16) Stanhylococcus 31,3 • 15,6 62,5 15,6 >250
aureus^ IaS 8710

(17) Strentococcus— • ,fl
pyogones lúH 771

15,6 3,91' 15,6 7,80 250

• • (Método de dilucién de
caído)

Iíota:^ indica cepa, resistente a los medicamentos

■ Tabla 6. ‘Estectrós antlmicrobianos
• Qoncentracién inhibidora del cre­

cimiento mínima (mcg/ml)

'^V̂ v\Eompuesto 

Cepa ensayada

3-a.ce til­
ingo la- 
nicina

3-acetil- 
4"-n-buti 
rilangola 
miciña

3-acetil-
4"-isova-
lerilango
lamicina”

3-pro-
pionil-
angola-
micina

(1) Candida albicans
ÍAiá 4905

>250 >250 >250 >25¿

(2Í Candida tropicalis >250 >250 >250 >250
I'Áivi 4924

(3) Pseudomonas fino- 
rescens'' x7i5jS~~2*5T

>250 ' >250 . >250 >250

(4) Esherichia coli 
(National Institu- 
te oí Health)

>250 >250 >250 >250

(5) Proteus morganii • X^Jé^stlWEeTTor 
• *Infectious Disea- 

ses).

>250'. >250 >250 >250

(6) Stanhylococcus au- 
re us PAi)2U5'P

1,95 P,98 0,63 0,98

(7) Staohylococcus 
aureus smlTH

1,95 0,98 0,63 0,98

(8) Bacillus cereus 
AÍ'CÓ J 4

1,95 0,98 1,25 0,98

(o) Bacillus mecate- 
rium HkíÍL "i-938

0,98 0,49 0,63 0,49
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(10) Sarcina lútea 
. ATCO 9341

0,98 0,49 0,63 0,49.

C11) I.licrococcus fia- 
yus I

0,98 0,98 0,63 0,49

(12) Corynebactériun 
bovis 1810

3,91 •1,95- 0,31 0,98

(13) Mycobactorium
smogmatis ATOO 607 1,95 ’ 1,95 . 0,98 3*91

(14)- Baoillus subtilis 
Á1‘CÓ 6633

1,95 0,98 0,63 0,49

(ib) tí'caphylococcus au- 
reus%S 9610

__ r»f-A r r\ cr \ot.n/C'J'O < í-/ «.•

(16) Staphylococcus au- 
reus%IS 87-10

>250 31,5 31,5 >250

(17) Streptococcus pyo- 
gencs%H 771

>250 15,6 7,8 25O.

(Mótodo de dilución 
de caldo)

Nota: £ indica cepa resistente a los medicamentos

Tabla 6. Espectros antimiorolíanos
Concentración inhibidora del crecimien-- 
to mínima (mcg/ral)

C ornpuo st 0 

Cepa ensayadas.

3-pro~ 
pionil 
4"-n4m 
tiril-. 
angola • 
miciña

3-pro-
pionil
4"-iso
vale-”
rilan-
gola-
micina'

4"-n- 
buti- 
rilan 
gola- 
mi ci­
ña

4ll-iso
vale-*"
rilan-
golami
ciña

Angola- 
mi ciña

(1) Candida albi- 
caiís ’íil.i ’4S05

>250 >250 >250 >.250 >250

(2) Candida trori- 
calis I/JI 4924

>250 >250 >250 >250 >250

(3 ) Pseudomonas fluo 
rescens IÍII-íJIB 25-

>250 • >250 >250 . >250 >250

(4) Eslíerichia coli 
tute of Health)

>250 >250 >250 >250 >250
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(q) Proteus mor^anii >250 >250 >250 >250 >250
* Xlhe Instituto 
í'or Infoctious 
Diseases)

(6) Stapíiylococcus 
aureus 'kiújzw-jr

0,63 0,98 0,98 0,98 0,98

(7) Stapliylococcus 
aureus S¿tÍ'í’H

0,98 1,95 0,49 0,98 0,49

(8) Bacillus•cereus 0,-98 1,95 ' 0,98 " 0,98 0,9c

(9) Bacillus mecate- 
riura i'UíiíiJ B-yj>ó

0,49 0,49 0,49 0,49 •0,49

(10) Sarcim lútea
ücstrs'Sti . .

0,25" 0,25' 0,25 0,25 0,25

(11) Micrococcus 
■* íflávus 1

0,25 0,49 0,25 0,25 0,25

(12) Oor'yne'bacterium 0,49' 0,98 0,98 0,98 0,98
Bovis 1810 y

(1 )̂ Mvccbacterium 
srnegmatis
W ggT üT  •

.1,95 1,95 1,95 1,95 1,95

(14) Bacillus subti- 0,49 0,49 0,49 0,49 0,49
• lis AI' 00 bb3¿ .

(15) Stanhvlococcus 
aureus%S 9610

250 62,5 250 62,5 250

(16) Stanhylococcus 
aureus'l'ib 07iu

31 ,.5 15,6 31,5 15,6 250

(17)'Streptococeus 15,6 7,8 15,6 7,8 125
■ \ pyopp nes%H771

(Método de dilución de 
caldo)

Nota: * indica cepa resistente a los medicamentos
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1 Tabla 7. Bspo otros antimlorobianos
Concentración inhibidora del ere- 

■ cimiento mínima (mcg/ml).

5
Compuest o - 

Cepa ensayada

Espira- 
micina II

4"-n-buti 
rílespira 
miciña II

4"-isova­
le rile api 
ramiciña” 

II

Espira- 
mi ciña 

III

« ’
(1) Candida albicans

Ü3ST505
>.250 >250 >250 >250 ;

f r\ \ n-¿\ i \s< vAlCí..t.U.«-*. U.t U u.LOU '
Tx¡rrmv&K—  •

\orzn » ‘-✓v >2r;0 >250 >250

10 (3) Pscudomonas fino- 
. res ce ns Mil JE ¿54

>250 >250 >250 >250

0 (4) Bsherlchla coli 
’(líatfonal Institu­
ye of Health)

250 25O 250 250

16

’5) Proteus morganii 
‘(The™lnstitute 
for Infectious 
Diseases)

>250 >250 >250 >250.

; ' (5) Staphyloooccus 
aureus PAD 20 SP

0,98 0,98 0,98 0,98

- • (7) Staphyloooccus 
aureus SMITÍI

0,49
i

0,98 0,49 0,49

•
20 '

(8) Bacillus cereus
SFG'C 9ol4

3/91 3,91 3,91 3,91

©  ' (9) Bacillus megate 
rium iüiBl"B-9'38'

1,95 1,95 1,95 1,95.

(10) Sarcina lútea 
•. • AT'CC 0341

0,49.' ’• 0,49 • 0,49 0,25

i(1 1 ) Micrococcus fia- 
’vus I

0,49 0,49 0,49 0,25

25 (12) C oryncbact e rium 
bdvis 181Ó

0,49 0,98 0,49 0,49

• (13) Mycobacterium
ome^matis AÍCC607

0,98 0,98 0,98 0,98

(14) Bacillus subtilis 1,95 1,95 1,95 1,95
'ATCC 6633

■ 30 (15) Staphy1 ococcus au 
reus^ IdS 9610-

>250 >250 >250 >250
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i

S

(16) Staphylococcus >250 >250 >250 >250
' aureus* US 8710

(17) Streptococcus >250 1.25 31,3 >250 .
pyotp;enes%H771.

(liótodo de dilución de 
caldo).

Kota: ^ indica cepa resistente a los medicamentos

10

1S

20

25

SO

Tabla 7, Espectros antimicrobianos .

,
Concentración innioidora üei ea 
miento mínima. (mc^ml)

1 
i

Compuesto
v >SŜ

Cepa ensayadsK.

4"-n~ 
buti- 
riles- 
pirami 
ciña ” 
III

4‘üso- 
vale- 
riles- 
p ir ami 
ciña 
III

4"-n~ 
b'uti- 
riles- 
pirami 
ciña 1

4"-iso-
valeril
espira-
micina

I

Espira- 
mi dina

I ■

(1) Candida albi- 
cans LAM 4905 •

>250 >250 >250 >250 >25Q

(2) Candida tropi- 
‘calis Iiu'vi'"45̂ 4

>250 >250 >250 >250 >250

(3) Pseudomonas. fluo 
"rescens 1UIÍJJ3254’

>250 >250
l

>250 >250 >250

(4) Esherichia coli 
(Fátional Institu 
te of Health.)

'250 250 250 250 125

(5) Proteus mor^anii 
• >,(The Instituto 

for Infectious . 
' • Diseases)

>250 >250 >250 >250 >250

(6) Staphylococcus . 
aure usl¡'AE209P

0,98 0,98 0,98 0,98 0,98

(7) Staphylococcus 
Áureus SkITH

0,98 0,98 0,49 0,49 0,25

(8) Bacillus cereus 3,91 3,91 3,91 3,91 3,91

(S) Bacillus mecate- 
rium lililí L l3-fJíbr

vo VJ1 1,95 1,95 1,95 1,95
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20

25

30
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(10) Sarcina lútea 
- ATOO 934^

0,49 0,49 0,49 0,49 0,25

(11) Micrococcus 
ilavus I •

0,49 0,49 0,49 0,49 0,25

(12) Cor^mebacterium 
bo'vis 1810‘

0,98 0,98. 0j98 0,98 0,98

(13) Kycobacterium 
smegmatis
atoo -6(rf~

0,98 . 0,98 0,98 0,98 . 0,-98

(14) Bscillus subti-
lis "wuu wi,r

1,95 1,95 1,95 1,95 1,95

’ 15)- Staphylococcu3 
aureus^MS 9610

>250 >250. >250 >250 . >250

’16) Stapliylococcus 
aureus%S 8710

>250 >250. >250 >250 >?50

(17) Streptococcus 
pyogenes^MH 771

125’ 31,3 125 31,3 >250

(Método de dilución de 
caldo)

Nota: ^ indica cepa resistente a los medicamentos

Las cepas marcadas con ̂  en las Tablas 5, 6, y 7 soni
las cepas aisladas de los. pacientes resistentes a los medi­
camentos, a saber, Staphylocoocus aureus MS 9610, q.ue es 
resistente a angolemicina, penicilina, tetraciclina, eritro- 
micina, leucomicina, espiramicina, áosamicina y'tilosina, 
Staphylococcus aureus MS 8710, que es resistente a angola-
micina, penicilina,. tetraciclina, eritromicina, leucomicina 
y tilosina," y Streptococcus py o genes MH 771, <iue es resisten 
te a angolamicina, eritromicina, oleandomicina, leucomicina 
y tilosina. Entre los citados derivados, los mencionados 
con radical 4"-acilo, es decir 4"-n-butiriltilosina, 4"-iso- 
valeriltilosina, 3-acetil-4"-n-butiriltilosina, 3-acetil-4"- 
isovaleriltilosina, 3~p£opionil-4u“n~butiriltilosina, 3-pro
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pi onil-4"-isovale r i11 i1o sina, 4M~n-butirilangolaraicina, 4"- 
isovalorilangolamicina, 3”-ucetil-4"-tt-butirilangolsmicina, 
3-acetil-4"-isovalerilangolamicina, 3~propionil-4',~n-buti- 
rilangolamieina y 3-propionil—4"—isovalerilan¿¿olaxiicina e- 
jercen una actividad antimicrobiana par ui cularmente fuerte 
frente a un amplio rango de cepas resistentes a los mecxica-

mentos. ' . •
Otro aspecto de las ventajas de los derivados dé tilo- 

siiia y angolamicina es sus altos niveles en sangre en anima­
les. Cuando cada uno de estos compuestos se administra oral­
mente a ratones en una dosis de 100 mg/kg, la concentración 
en sangre medida es 5—20 mcg/ml, un-valor sustancialmente 
alto en comparación.con el mismo con tilosina y angolamici­
na (< 1 mcg/ml). En particular, los derivados que tienen ra­
dicales de n-butirilo y de isovalerilo se acreditan por su 
excelente absorción a través de la 'administración oral. Su 
concentración en sangre una hora después de la administra­
ción alcanza hasta 15-20 mcg/ml. Estas ventajas dehen demos­
trar la superior utilidad terapéutica de los citados com­
puestos de esta invención.

...Los derivados de tilosina, angolamicina y espiramicina 
de'acuerdo con la presente invención son compuestos básicos 
y forman sus sales de adición ácida no tóxicas con varios 
ácidos orgánicos tales como ácido tartárico, ácido acético, 
ácido propiónico, ácido cítrico y ácido succínioo y ácidos 
inorgánicos tales como ácido clorhídrico, ácido sulfúrico 
y ácido fosfórico. Estas sales se obtienen, aislan, purifi­
can y formulan por los métodos generalmente empleados en la 
obtención de sales de antibióticos macrólidos de 16 eslabo­
nes. Por ejemplo, el derivado de antibiótico citado elegido30
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y el áciclo deseado so disuelven separadamente en un disol­
vente adecuado que tenga una "baja solubilidad de las sales 
por ejemplo, éter etílico y acetona o su mezcla y a conti­
nuación se mezclan,' La disolución se concentra, si es nece­
sario, y se enfria produciendo los cristales de la citada 
sal de adición de ácido que se recoge y seca para obtener 
un polvo blanco cristalino. Las cales resultantes presentan 
solubilidad en agua mayor que los correspondientes deriva­
dos a.cilados de los antibióticos y se utilizan preferentemon
■;e en una aplicación terapéutica.

Como ejemplos de tales formas de sales de adición áci- 
da el clorhidrato de 3-acetil-4"-isovaleriltilosina tiene 
un punto de fusión de 12S~1332C y el' tartrato de 3-acetil-4-" 
isovaleriltilosina de 119-1222C,

Por su especial actividad antimicrobiana, los compues­
tos de esta invención son útiles como agentes controladores 
de la infección en medicina humana y veterinaria, y se pue­
den emplear por ejemplo en control enteral, parenteral o 
tópico de enfermedades infecciosas de un modo similar a los 
medicamentos de antibióticos inacrólidos conocidos. Además, 
considerando la utilidad particular de la tilosina como a- 
gente estimulador del crecimiento animal, los citados com­
puestos de tilosina de asta invención también se pueden em­
plear como un'aditivo de'-alimentos en la cria de animales. 

Los compuestos de esta invención se pueden emplear 
mezclados con excipientes y cargas habituales, es decir, sus 
tancias soporte orgánicas o inorgánicas aceptables desde el 
punto de vista farmacéutico adecuadas para aplicación ente- 
ral, parenteral o tópica que no reaccionan nocivamente con 
los compuestos activos.
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Soportes adecuados desde el punto de vista xarmacéu- 
tico son pero.no están limitados a agua, disoluciones sali­
nas alcoholes,-aceites vegetales, polietilenglicoles, gela­
tina. lactosa, amilosa, estearato de Eagnesio, talco, ácido 
silícico, parafinas, aceite de perfume, monoglicóridos j di- 
glicéridos de ácidos grasos e hidroximetilcelulosa. Las s e ­
paraciones' farmacéuticas se pueden esterilizar y, si se de­
sea, mezclar con agentes auxiliares, por ejemplo, lubrican­
te s,-' preservativos, estabilizadores, agentes humectantes, _ 
emulsores-, tampones, sustancias colorantes y olorosas que 
no reaccionan nocivamente .con los -compuestos activo^.

' Los compuestos de esta invención también se pueden 
emplear en formas de aditivos de alimentos tales cono pre­
mezclas de alimentos en métodos de formulación habituales'.

Se prefiere la administración oral, enteral o intra­
muscular, por ejemplo, en forma de pastillas, grageas, cáp­
sulas, jarabes y elixires, en forma de disoluciones inyec­
tables o en forma de mezclas de aditivos de alimentos para 
animales incluyendo los humanos, ganado, animales de labora­
torio y domésticos caseros y aves de corral. Una dosis dia­
ria eficaz de los compuestos administrados oralmente a los 
humanos contiene preferiblemente de 1 a 20 mg por kg de pe­
so de cuerpo. Se puede administrar en dosis ánica o en do­
sis divididas a lo largo del dia.

Sin ulterior elaboración, se cree que un experto en 
la materia puede, haciendo uso de la precedente descripción 
utilizar la presente invención en su mas amplia extensión. 
Las siguientes incorporaciones específicas preferidas, por 
lo tanto, han de ser interpretadas simplemente como ilustra 
tivas y no limitativas del resto de la exposición en cual-
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ciuier caso.
%

E;i enrolo 1

La obtención de 4"-butiriltilosina a partir de tilo.-

sina. • ' .
Se pregara un medio acuoso de la composición siguien­

te: 2 g/dl de harina de soja, 2 g/dl de glucosa, 0,1 g/dl 
de estracto de levadura, 0,05 g/dl de PO^HEg y 0j05 g/dl . 
de SO^Mg.THpO (pH 7,0). Se esteriliza a 1202C durante 20 
minutos 100 mi de este medio en un matraz Srlenmeyer de 
500 mi/'el cual se inocula con un cultivo en agar de Strep- 
;omyces thermotolerans AIPCC 11416 -mediante una gaza de plati 
no. Se lleva a cabo el cultivo, durante un dia a 37£0 en un 
agitador rotativo. Quince litros del medio con .un agente an~ 
tiespumante ’ en una concentración de 0,05 g/dl y esteriliza­
do a 120^0 durante 15 minutos en una vasija de fermentación 
de 30 litros se inoculan asépticamente con 100 mi de los 
cultivos sembrados anteriormente. El cultivo se lleva a ca­
bo a 3720 con aireación y agitación vigorosa durante aproxi­
madamente un dia hasta q.ue la concentración de glucosa en 
el caldo disminuya por debajo de 0,3 g/dl, momento en el. 
cual se añaden-6Ó g de tilosina y 15 g de DL-norvalina, co­
mo'-donador del radical n-bufirilo, juntos en un litro de 
agua al caldo de cultivo.'Se continua la reacción durante 
6 horas más aproximadamente hasta completar la reacción de
transformación. '

La mezcla de reacción así obtenida se ajusta a un pH 
'. de 3,5 con ácido sulfúrico diluido y se separa de los mice- 
' lios mediante centrifugación para obtener aproximadamente 

16 litros de líquido sobrenadante incluyendo el lavado. El 
líquido sobrenadan©te se ajusta a un pH de 6,0 oon disolu-
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ción do hidróxido sódico diluida y se extrae a 302C con 10 
litros de benceno. Se separa la capa de benceno que contiene 
Xa 4.'i-n-butiriltilosina y se extrae a 5 2 0 con 2 litros de di 
solución re saladora de citrato de un pH.de 3,5. ía capa acuo 
sa recuperada, después de ajustada a un pH de 7,0 con disolu 
ción de hidróxido sódico diluida, se añade a un litro de ace 
tato de etilo para extracción, y el extracto de disolvente 
se concentra y seca" a vacio para obtener aproxima aask¿nte 
5 g .de un. material pardo amarillento que contiene 4ll~n~bu- 
tiriltilosina. Este material se carga en una columna de 60 
cm de longitud y -2,-1 cm de diámetro rellena con Wakogen 
0-200 (Wako Reagent Chemical CoR), y se eluye con una més­
ela de benceno:etanol (97:3). Los elúatos que contienen so­
lamente 4"-n-butiriltilosina se recogen y concentran hasta 
sequedad a vacio. A continuad.ón este material se disuelve 
en una mésela de éter etílico y éter isopropílioo (4:1) me­
diante calentamiento y la disolución se deja en reposo para 
permitir que el éter etílico se evapore gradualmente con 
objeto de la formación de cristales. Se obtienen aproxima­
damente 1,5 S de cristales blancos de 4M~h—bútiriltilosina.

..Por otra.parte, después de la extracción con benceno, 
la' capa acuosa se ajusta a un pH de 8,0 y se extrae con 15 
litros de acetato de etilo a 3020. Este extracto se mésela 
con 15 litros de disolución reguladora de citrato de un pH 
de 3,5 a 52C, y la capa acuosa recuperada se ajusta a un pH 
do 8,0 mediante una disolución de hidróxido sódico diluida 
y se extrae con 10 litros de benceno a 3020. Los extractos 
se concentran a un vo3.umen de 150 mi a presión reciucida y 
se dejan en reposo a 72c para obtener cristales de 3-acetil- 
tilosina. Recogidos por filtración y secados a continuación
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se obtienen 25 g de cristales blancos.
(punto de fusión: 4"-n-butiriltilosina 14920

3-acotiltilosina 2162C)
Ejemplo 2►..Ja...-,.. a\.   ..

la obtención de 4"-n-butirilangolamiciña a partir de 
angolamiciña.

Se efectúa una reacción de cultivo y recuperación si­
milar a la del Ejemplo 1, sustituyendo como substrato ango- 
lami.cina en vez de tilosina. Se obtienen aproximadamente 
1,2 g dé cristales blancos de 4n-n-butirilangolamicina y a-
proximalamente 2 1 g- de cristales blancos de 3-acetilangola- 

\micina, - -
Ejemplo 3

La obtención de 4l,-n-butirilespiramicina I a partir' 
de espiramicina I.

Se efectúan un cultivo y reacción similares a los del 
Ejemplo 1 sustituyendo como substrato espiramicina I en vez 
de tilosina. Se obtienen 0,9 g de cristales blancos de 4"~ 
n-butirilespiramicina I y 18 g de polvo blanco de 3-acetil- 
espiramicina I (espiramicina II).
Ejemplo 4
■ \ La obtención de 4"--isovaleriltilosina a partir de ti- 
lósina, •

Se efectúa un. cultivo y reacción similares a los del 
Ejemplo 1 sustituyendo L-leucina como donador de isovalerilo 
en vez de LL-norvalina, A partir de 60 g de tilosina y 15 
g de L-leucina, se obtienen aproximadamente 900 g de cris­
tales blancos de 4"-isovaleriltilosina y 17 g de cristales 
blancos de 3-acetiltilosina.

(p.f.: 4"-isovaleriltilosina 155-0
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3-acetiltilosina 218QC

la obtención cío 4"-isovalerilangolamicina a partir ele

5

angolamicina. - •
Se efectúan cultivo y reacción similares a las del 

Ejemplo 4 sustituyendo como substrato angolamicina en vea 
de tilosina. Se obtienen 1,1 g de cristales blancos de 4"-; 
isovalerilangolamicina y aproximadamente 19 S de cristales 
blancos de 3-acetilangolamicina. "

10 Ejemplo 6 '

: © 'i

j

la obtención de 4''-isoval'erilespiramicina I a partir 

de espiramicina I, . ..
' ' Se efectúan cultivo y .reacción similares a las del 
Ejemplo 4 sustituyendo como substrato espiramicina X en ves

1S de tilosina. Se obtienen 0,8 g de cristales blancos de 4"- 
isovalerilespiramicina X y aproximadamente 17 g de polvo 
blanco de 3-acetilespiramicina I

ii.i
ll

Ejemplo 7 ^
La acetilaoión de un radical hidroxi en posición 3-

1 20 
r  ©

y la acilación de un radical hidroxi en posición 4"-.
.. streptomyces thermotolerans ASCO 11416 en agar se ino- 

cula en el medio sembrado que consta- de la misma composición 
que la descrita en el Ejemplo 1 y se cultiva a 372C ©u un 
agitador rotativo.. En una vasija de fermentación de 30 li-

25 tros se colocan y esterilizan 15 litros de un medio que 
consta de 5 g/dl de glucosa,.1 g/di de harina de soja 0,1 
g/dl.de extracto de levadura, 0,1 g/dl dé PO^HKgj 0,1 g/dl 
de S04Mg.7H20, 0,02 g/dl de SO^ín^-SíIgO y 0,1 g/dl de CO^Ca 
(pH 7,0). Se añaden 150 mi de dicho cultivo sembrado y se

30 cultiva a 372C en condiciones de aireación y agitación. Des-
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■pués de 24 horas, cuando la concentración de glucosa en el 
medio se hace de 2 g/dl, se vierte asépticamente 1 litro 
del citado caldo en cada uno de 9 fermentadores de vasija 
de volúmenes de -2 litros, A cada uno de- tres fermentado res 
de vasija se añaden 2 g de tilosina, se añaden 2 g de ango- 
lamicina a cada uno de los tres siguientes fermentadores 
de vasija," y se añaden 2 g de espiramicina I a cada uno de. 
los tres últimos fermentadores de vasija. Se lleva á cabo 
la reacción a 372C en condiciones de aireación y agitación. 
Después de tres horas se investiga la transformación de-los 
antibióticos mediante cromatografía en capa fina. Cuando 
se ha transformado aproximadamente la mitad de los antibió- 

. 'ticos añadidos a los 9 fermentadores de vasija., so forman 
los correspondientes compuestos que tienen un radical acóti­
lo en la posición.3- del anillo de macrólido. En este momen­
to se añade 1 g de cada precursor del radical acilo deseado, 
es decir, DL-norvalina y 1-leucina a cada uno de tres fer­
mentadores de vasija en un grupo, y se ajusta el pH a 8,0.
A los otrós 3 fermentadores de vasija no se añaden precur­
sores, la reacción se lleva a cabo en las mismas condiciones 
que se describió anteriormente, Después que se ha terminado 
la. reacción, cada parte de la mezcla de reacción se extra© 
con acetato de etilo, y se investiga por cromatografía en 
capa fina la relación del substrato añadido y los compues­
tos' obtenidos, las mezclas de reacción finales se secaran 
respectivamente, se filtran en condiciones débilmente ácidas 
y los filtrados se extraen con 0,5 litros de acetato de eti- 

, lo en medio débilmente alcalino a 302C, la capa de acetato 
de etilo se mezcla con 1,5 litros de agua débilmente acidiff 
cada, la capa acuosa recuperada se extrae con 0,4 litros de
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acetato de etilo a un pH de 7,5, y 3a capa de acetato de e- 
tilo se concentra y seca para obtener 1,5-1,7 S de polvo 
blanco amarillento impuro. A partir de dicho polvo, se se­
paran y purifican los productos esenciales, de acuerdo con 
los métodos de purificacién de n-butiriltilosina empleados 
en el Ejemplo 1, mediante, cromatografía en columna con gel 
de sílice y ios citados'polvos de los derivados de tilosina 
se disuelven en éter etílico, los derivados de angola.».-,... ciña 
en acetato de etilo, y los derivados de espiramicina-on ci- 
clohexano con objeto de■cristalizarlos y se obtienen de- 
0,5-0,8 g de cristales blancos de.los mismos.

:• la interrelacién entre substratos, precursores de CoA 
de acilo y productos se muestra en la Tabla 8

Tabla 8
Interrelacién entre substratos, precursores de OoA de acilo

y los productos

Substratos Precursores de- 
CoA de acilo

Producto esencial

20

25

Tilosina
tilosina
tilosina

angolamicina
angolamicina

angolamicina

espiramicina
espiramicina
espiramicina

DL-norvalina
L-leucina

■DL-norvalina

L-leucina

I
I DL-norvalina 
I L-leucina

3-acetiltilosina
3-acetil-4"-n-butiriltilosina

3-acetil-4"-isovale riltilosi- 
na
3-acetilangolamicina
3-acetil-4"-n-butirilangola-
micina
3-acetil-4"-isovalerilangola- 
mi ciña
espiramicina II 
4"~n-butirilespiramicina II 
4"-isovaleri3-espiramicina II

30
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Bjcmplo 8
Acilación en las posiciones 3- y 4"-.
Se prepara un cultivo de siembra que consta de la . 

misma composición que la del Ejemplo 1 -utilizando los mis­
mos microorganismos. En un termentador de vasija de un volu­
men total de 20 litros se colocan y esterilizan 10 litros 
de un medio que consta de 2 g/di de almidón, 1 g/di de pep- 
tona, 1 g/dl de extracto de levadura, 0,2 &/di de PO^IIKg,
0,02.g/dl de SO^Hg.TH^O, 0,02 g/dl de S0^Mn,4-6H20 y-0,1 
g/dl de GO^Ca (pH7,0). Se inoculan 300 mi del citado cul­
tivo de siembra y su cultivo se lleva a cabo a 372C en con­
dicione s de aireación y agitación, Después de 30 horas, el 

. crecimiento de los microorganismos álcanza la fase estacio­
naria. y cuando la glucosa añadida casi se ha consumido com­
pletamente .(después de 36 horas), se vierten asépticamente 
500 mi del caldo en cada uno de 9 fermentadores de vasija 
de un litro de volumen total. Se lleva a cabo la reacción 
añadiendo 500 mg de tilosina a cada uno de 3 termentadores 
'de vasija, se añaden '500. mg de angolamicina a cada uno de 
los tres siguientes termentadores de vasija y 500 mg de es- 
piramicina I a- cada uno de los 3 últimos termentadores de 
•vasija, y a cada uno de los-.9 termentadores de vasija se 
añaden 100 mg de ácido-ce-amino butírico y se lleva, a cabo 
la reacción en las.mismas condiciones que el cultivo. Duran­
te, la reacción, se examina intermitentemente la velocidad 
de transformación mediante cromatografía en capa fina, Des­
pués de 6 horas los substratos de antibióticos añadidos 

- están casi completamente añilados en los correspondientes 
compuestos que tienen un radical propionilo en la posición 
3». En este momento, se añade glucosa a todos los fermenta-

-  61-
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dores de vasija en la concentración de 1 g/di y se ajusta 
el *pll de la mezcla de reacción a 8,0.

Se continua la reacción añadiendo 200 rag do cada uno 
de Di-norvalina -y L-leucina respectivamente a cada uno de 
los tres termentadores de vasija que contienen tilosina.
SI tercer termentador se deja como control. Lo mismo se 
aplica al 'grupo de termentadores que contienen angolamicina 
y espiramicina X. Se continua la inacción del mismo modo 
que. se describió anteriormente. Después de 48 horas o.e cul­
tivo (es-decir, 12 horas después de la adición de los anti­
bióticos), se termina la reacción-. A partir de las mezclas 
de reacción se aislan los productos principales por .métodos 
similares'a los del Ejemplo 7. Se obtienen 70-1 20 mg de 
cristales blancos de los productos que se muestran en Ja

«i
Tabla 9. '•

Tabla 9
Intérrelación entre substratos, precursores de CoA de acilos

y los productos

Substratos precursores de CoA de acilo
Producto

• \

acilación del 
radical hidro 
xilo en posi­
ción 3-

acilación del 
radical hidro 
xilo en posi­
ción 4"-

esencial

Tilosina ácido d-ami- 
nobutírico

- 3-propioniltilo-
sina

Tilosiha ácido d-ami- 
nobutírico

DL-norvalina 3-propionil-4"-n-
butiriltilosina

Tilosina ácido d-arai- 
nobuttrico

L-leucina 3-propionil-4"-i~sovaleriltilosina

Angolamicina ácido d-ami- 
nobutírico

- 3-propicnilango-
lamicina

Angolamicina ácido d-smi- 
nobutírico

DL-norvalina 3~propionil-4n-n-butirilangolami ci 
na
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Angolamicina
*

ácido oc-ami- 
nobutírico

L-leucina 3-propionil-4"-
isovalerilangola-
micina

Esniramicina
I

ácido a-ami- 
nobutírico

-  . Espiramicina III

Espiran! ciña 
I

ácido cc-ami- 
nobutírico

DL~norvalina 4"-n-but iriles pi- 
ramicina III

Espiramicina
1

ácido cc-ami- 
nobutírico-

l-leucina 4"-isovaleriles- 
piramicina III

30

líota: los derivados de tilosina, angolamicina y espiramici­
ña que se obtienen en los Ejemplos 1-8 se analisan respe or­
tivamente y las estructuras se identifican mediante espec­
tro UY, espectro IR, espectro de BMH, espectro de masas, 
punto de fusión, rotación específica, análisis elemental, 
cromatografía de gases de ácidos orgánicos que se despren-V* *
den p.or hidrólisis alcalina, etc., y si es necesario, los 
compuestos.se comparan e identifican respectivamente por 
determinación de. puntos de fusión mixtos y mediante croma­
tografía en capa fina.
Ejemplo 9

Se cultiva el mism.o microorganismo que en el Ejemplo 
1 utilizando los mismos métodos de cultivo, y se centrifu­
gan 1.0 litros de caldo cultivado para recoger las células, • 
■que se suspenden en 5 litros de disolución reguladora de 
fosfato (pH 7,0). En cada uno de 46 matraces de 500 mi de 
volumen se colocan.100 mi de la citada suspensión en la disc 
lución reguladora. Se añaden a dichos na.traces"100 mcg/ml 
de substratos y 0,1 g/dl de precursores de acilo, según se 
indica en la Tabla 10 y se lleva a cabo la reacción durante 
12 horas a 372C en condiciones de agitación, las mezclas 
que lian reaccionado se ajustan hasta que están débilmente 
alcalinas y se extraen los productos con benceno para ana-



lisarlos por cromatografía en capa fina. 3jos productos se 
identifican por comparación con derivados auténticos ae 
tilosina, angolamicina y espiramieira; empleando técnicas 
de desarrollo en paralelo y de desarrollo de doble mancha. 
La interrelación entre el substrato, los precursores de 
acilo y los productos se muestra en la labia 10 

' ‘ Tabla 10-1
Interrelación entre substratos, precursores de acilo; y pro-

. .  **» / v i *  r*r*
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10 Substratos Precursores de acilo Productos,

Tilosina ■ ácido cc-cetobutírico 3-propioniltilosina

Tilosina' . propionato sódico . 3-propioniltiiosina

4,,-n~butirilti-
losina

ácido a-cetobutírico 3-propiónil-4"-n- 
butiriltilosina

15 4"-n-butirilti- 
losina

propionato sódico 3-pro pionil-4"-r-- 
butiriltilosina .

4"-isovaleril-
tilosina

ácido ce-cetobutírico 3-propi onil-4"-is o- 
valeriltilosina

■ • 4"-isovaleril-
tilosina

propionato sódico 3-propionil-4"-iso- 
valeriltilosina

20
3-acetiltilosina ácido oc-ceto-n-va- 

lérico
3-acétil-4"-n-buti- 
riltilosina

3-acetiltilosina n-butirato sódico 3-acetil-4"-n-buti- 
riltilosina

3-ácetiltilosina n-butirato de.etilo 3-acetil-4"-n-butiril
tilosina

3-acetiltilosina n-butirilamida 3-acetil-4"-n-buti-
riltilosina

25 Tilosina ácido isovalérico 4"-isovaleriltilosin£
• Tilosina- isovalerato de etilo 4"-isovaleriltilosin£

Tilosina isovale rilaraida 4"-isovaleriltilosins

3-acetiltilosina ácido isovalérico 3-acetil-4"-isovale-
riltilosina

30
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1 3~acetiltilosina
%

isovalerato de etilo 3-acetil-4"-isovale-
riltilosina

3-acetiltilosina isovalerilamida 3-acetil-4"-isovale-
riltilosina

6 Sabia 10-2

■ •• • Interrelación entre substratos, precur 
■ . ■ ductos

sores de acilo y pro-

Substratos Precursores de acilo Productos.

IÓ
Angolamicina . ' ácido' a-cétobutírico 3-propionilangolami- 

cina

- ©  ; Angolamicina
\

propionato sódico- 3-propionilaugolami-
cina

4 «-n-butirilan- 
go lami ciña

ácido oc-cetobutírico 3 -pro pi onil-4i! -n-but i- - 
rilangolami ci na

16
4"-n-but irilan- 
go lami ciña

propionato sódico 3-propionil-4"-n~bu- 
tirilangolami ciña

4"-isovaleril- 
angolami ciña

ácido cc~cetobutírico 3-pro pionil-4"-is ova­
ler ilangolsmiciña

• ,
4"-Ísovaleril-
angolamicina

propionato sódico
t

3-propionil-4"-isova-
lerilangolamicina

3-acetilangola-
micina

ácido oc-ceto-n-va- 
lórico- '

3-acetil-4"-n-buti~ 
rilangolami ciña

o  20
3-acetilango-
lamicina

ácido n-butírico 3-a cet i 1-411 -n-but i- 
rilangolami ci na

• 3-acetilango-
lamicina

n-butirato.de etilo. 3-acetil-4"-n-buti- 
rilangolami ciña

3-acetilangola-
micina

n-butirilamida 3-acetil-4"-n-buti- 
rilangolamiciña

25 Angolamicina ácido isovalórico 4"-is ovale rilángola- 
micina

%
Angolamiciña isovalerato 'de eti­

lo
4"-isovalerilangola- 
micina

- Angolamicina isovalerilamida 4"-isovalerilangola-
micina

30
3-acetilangola-
micina

ácido isovalórico 3-acetil-4"-isovale-
rilangolamicina
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1 3-acetilangola-
micina

isovalerato de 
etilo

3~acctil-4"-ií?ovale- 
rilangolami ciña

3-acetilangola-
micina

isovalerilamida 3-acetil-4"-isovale- 
rilangolamicina

5 labia 10-3
Tnterrelación entre substratos} precur 

. • ductos
sores de acilo y pro-

Substratos Precursores de acilo Productor

10
Espiramicina X 
Espiramicina I

ácido' a'-cétobutírico 
propionato sódico

espiramicina III 
espiramicina III

4-"-n-butiriíes- 
piramicina I

ácido cí-cetobutírico 4 »-n-butirilespirami- 
cina III

4"-n-butiriles~ 
piramicina I

propionato sódico 4 " -n-but.irilc spirami- 
cina III

18 4"-isovaleril- 
espiramicina I

ácido a.-cetobutírico 4,,~isovalerilespira~ 
micina III

4"-isovaleril- 
espiramicina I

propionato sódico 4"-isovale riles pira- 
micina III

' • Espiramicina II ácido cí-ceto-n~ 
valérico \

4»_n-butirilespirami~ 
ciña II

20
Espiramicina II 

Espiramicina II

ácido n-butírico 

n-butirato de etilo

4«i-.n-butirilespirami- 
cina II
4"-n-butirilespirami- 
ciña II

Espiramicina II ' # \
n-b ut irilamida 4"-n-butirile srirami-.

ciña II
Espiramicina I ácido isovalérico 4"-isovale rilespira- 

micina I
25 Espiramicina I isovalerato de etilo 4"-isovalerilespira- 

micina I

- Espiramician I isovalerilamida 4"-isovalerilespira- 
micina I .

Espiramicina II ácido isovalérico 4"-i s ovale rile s ?i ra- 
micina II

30



- 6 7 -

Espiramiciña II 
%

isovalerato de etilo 4 " -iso vale r Hespirá- 
mi ciña II

Espiramicina II is ovale rilamida 411-ico va le rilespira- 
micina II

E.lcmplo 10
Como microorganismos se emplearon Streptomyees Ther­

mo tole raías Af'CC 11416, Stroptorayces fungicida, cus subsp,. es- 
pinomucoticus ASCO '21574, Streptomyoes hygroscoplcus AICC 
21582 y Streptomyoes. mycarofaoiens AfCC 21454 respectiva­
mente y su cultivo y reacción se llevan a cato de modo simi­
lar excepto en la temperatura de cultivo como sigue*

' Se emplea él mismo medio que en el Experimento 1. La

18

20

25

Streptomyees thermotolerans ASCO 11416 se cultiva a 37-G y 
las otras cepas se cultivan a 282C en un agitador rotativo. 
Después de 30 horas, se filtran 1.200 mi del caldo (12 ma­
traces) para recoger las células vivas, que se suspenden en 
1.2Ó0 mi de disolución reguladora de clorhidrato de tris-
(hidroximetil)-aminometano (píl 7,2 m/10) y se rompen las cé-

l
•lulas mediante una prensa francesa. Se colocan 3 mi de cada 
una de las citadas disoluciones reguladoras que contienen 
las células destruidas en fe ¿'mentad ores de tubo de ensayo 
del tipo L. A cada fermentador se añaden 40 mcg/ml de anti­
bióticos como substrato y a continuación distintas clases 
de C.oA de acilo que. se registran en la labia 11 en sus con­
centraciones molares equivalentes. Los fermentadores se a- 
g-itan del principio al final de la reacción durante una lio- 

. ra. La reacción se finaliza añadiendo una disolución regu­

SO

ladora de glicina-ííaOH. Los productos se extraen con bence­
no y se identifican del mismo modo que en el Experimento.
Se obtienen resultados similares con los microorganismos
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1 descritos anteriormente.
Bn la Tabla 11 se muestra la interrelación entre los 

substratos, la CoA de aoilo y loo- productos.
Tabla 11-1.

s Intérnelación entre substratos, CoA de aeilo y productos

Subst ratos. CoA de aeilo Productos .

Tilosina CoA de acetilo . 3-acetiltilosina

10
lilosina • CoA' de' propionilo. esencialmente 3-propio- 

niltilosina

Tilosina ■. CoA de n-butirilo esencialmente 4"~n-bu- 
tiriltilosina

\
Tilosina ' CoA de isovalerilo 4"-isovaleriltilosina

■3-acetiltilosina CoA de acetilo Sin reacción

15
3-acetiltilosina

3-acetiltilosina

CoA de n-butirilo 

CoA de isovalerilo

3-acetil-4"-n-butiril-
tilosina
3-acetil-4"-isovaleril- 
tilosina

3-propionilti-
losina

CoA de n-butirilo
\

CoA de isovalerilo

3~propionil-4"-n-buti-
riltilosina

3-pro pionilti- 
losina

3-propionil-4"-isova-
leriltilosina

20 4"-n-butiriIt i- 
losira

CoA de acetilo 3-acetil-4"-n-butiril- 
tilosina

4"-n-butirilti-
losina

CoA de propionilo 3-propionil-4"-n-buti- 
riltilosina

4"-isovaleril-■ 
tilosina

CoA de acetilo 
• \

3-acetil-4"-isovaleril-
tilosina

25 4M-isovaleril-
tilosina

CoA de propionilo 3-propionil-4"-isovale- 
riltilosina

30
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labla 11-2%
Interrelación entre substratos, CoA de acilo y productos

Substratos CoA ¿e acilo Productos

5 Aligo lami oi na CoA de aeetilo 3-acetilangolamici na
Angolamiciña CoA de propionilo esencialmente 3-propio-

■ nilangolamicina ,.
Angolamíciña CoA de n~butirilo osencialmente 4 -n-bu-

tiri langolami ciña

10
Angolamicina CoÁ de isovalerilo 4"-isovalerilangolami- 

cina

0
3-acetilangola-' CoA de aeetilo Sin reacción ,
micina
3-acetilangola- 
micina

CoA de n-butirilo 3-acetil-4"-n-butiril-
angolamicina

3-acetilangola-
micina

CoA de isovalerilo 3-acetil-4"-iscvaleril- 
angolamicina

13 3-propionilán-
golamicina

CoA de n-butirilo 3-propionil~4"-n-buti- 
riiangolamiciña

3~pr!opionilan-
golamicina

CoA de isovalerilo 3-propionil-4"-isovale- 
ri langolarnici na

4"-n-but irilan- 
golamicina'

CoA de aeetilo. 3-acetil-4"-n-butiril- 
angolamiciña

20
©  . • '

4"-n-but irilan- 
golamicina

CoA de propionilo 3-propioni1-4"-n-buti-
rilangolami ciña

4"-isovaleriian- 
golamiciña

CoA de aeetilo 3-acetil-4"-isovale ril- 
angolamiciña

4"-isovalerilan- CoA de propionilo .3-propionil-4"-isovale-
golamicina \ rilangolamicina

25

30

'
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Tabla 11-3
%

Interrelacién entre substratos, CoA de acilo y productos

Substratos CoA de acilo

Espirara!ciña I CoA de acetilo
Sspiramicina I CoA de propionilo
Bspiramicina I CoA de n-butirilo

Bspiramicina I CoA de isovalerilo

Bspiramicina II CoA de acetilo
Espiramicina II CoA de n-butirilo

Bspiramicina II CoA de isovalerilo

Espiramicina III CoA de n-butirilo

Espiramicina III CoA de isovalerilo

4'' -n~b ut i ri1es~ CoA de acetilo'
piramicina I X

\
4"-n-butiriles- CoA de propionilo
piramicina I .
4"-isovaleriles- CoA de acetilo
piramicina I
4"-isovale riles- CoA de propionilo
piramicina I

Productos

30

Espiramicina II
Bspiramicina III
esencialmente 4"-n-bu- 
t i ri 1 e s p i r am i c :¡. r<a I
4" -isovaio rilespirami- 
cina I
Sin reacción
4"-n-butirilespiramici­
ña II
4"-isovalérilespirami-
cina II
4 11 -n-but irile spirami ci­
ña III
4"-isovalerilespirami-
cina III
4"-n-butirilespirami-
cina II
4"-n-but irile spi remi­
el m  III
4"-isovale rilespirami- 
cina II
4,,-isovalerilespirami- 
eina III

Ejemplo 11
Mediante técnicas habituales para hacer pas oillas se 

preparan dos clases de pastillas (A y B) aciecuadas paic* «-«d- 
minislracién oral y que contienen los siguientes ingradien-

tes
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1 Ingrediente Peso (ng)
A) 3~acetil-4-!,-i30valeri.langolamicina 200

Carboximetilcelulosa sódica 8
Lactosa . • 172

5 Almidón de maíz; 20
Bstearato magnésico 2

B) 3-propiónil-4"-n-'butiriltilosina 100
tragacanto 4
Lactosa 82,5

10 Almidón de maíz . 10 •

© talco . . • o

• Bstearato magnésico .

. - Ejemplo 12
15 De la. manera habitual se prepararon cápsulas llenas

secas adecuadas.para administración oral que contienen los
siguientes_ingredientes.

t ■ • Ingrediente i Peso (mg)
—  -------- I

3-acetil-4"-isovaleriltiIosina 200

Q
20 ■ Diluyente sólido inerte (por ejemplo,

almidón, lactosa)
198

Bstearato' magnésico 2

'• ' Las pastillas y cápsulas así preparadas se administran
a un.paciente-en una dosis de 2-4 cápsulas por dia.

25 Los ejemplos procedentes se pueden repetir con fortu-
* na similar sustituyendo los reactivos genéricamente y espe-

. ' • cíficamente descritos y en las condiciones de trabajo de
esta invención para los utilizados en los ejemplos prece-
dentes.

SO
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• En resumen, la Patente de Invención que se solicita 
deberá recaer sobre, las siguientes ■ ;

REIVIEDIOACIOKES
1. Un procedimiento para la obtención de derivados 

acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de sa­
les de adición de ácidos de los mismos, que consiste en la 
acilación de por lo menos un radical hidróxilo en las posici) 
nes 3- y 4-"- de un sustrato antibiótico macrólido, -represen­
tado por la fórmula:

en la-que ambos, y R£» son hidrógeno o uno de éllos es 
hidrógeno y el otro es un radical acilo Cg-C^; es hidró­
geno o hidroxilo; W2 es un doble enlace o un grupo -0-; 
es hidrógeno, metilo, etilo o metoxilo es hidrógeno o un 
radical de fórmula

OCH

y es 0= o un radical de fórmula
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h7c ch,  3 \  /  3

¥ A 0A o -

mediante un microorganismo que pertenece al género Strepto- 
myces y que es capaz de acilar por io menos un radical hi- 
droxilo en la posición 3- y 4" del sustrato de antibiótico 
macrólido de 16 eslabones en presencia de donadores de 
acilo C^-C^."

2. Un procedimiento para la obtención de deriva-
r

dos acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y 
de las sales de adición de ácido de los mismos de acu.erdo 
con la reivindicación 1, en el qie el sustrato.de antibióti­
co macrólido de 16 eslabones se elige del grupo que consta 
de tilosina y los derivados de la misma que tienen la fór­
mula general I
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en la gue ambos, y R2j son 0 un0 e-*"'-os es ^ 
otro es un radical acilo de C2-C^f

3, Un procedimiento para la obtención de derivados 
acidados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de 
les sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 1, en el gue el substrato de anbibióoico 
macrólido de 16 eslabones se elige del grupo gue consba cíe. 
angolamicina y sus derivados gue tienen la fórmula general 
XI. . •

H-jC G1U H°\ / H3 3 \ /  3
0- ÍUc

>  ( X '' Olí

(ii):

O-CIÍ
CH2CH3 •

on la gue ambos, y R2, son H, o uno de ellos es II y el
otro es un radical acil'o de Cg-Cpj.

. 4, Un procedimiento para la obtención de derivados a-
cilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de las 
sales de adición de ácido de .los mismos de acuerdo con la 
reivindicación 1, en el gue el substrato de antibiótico ma­
crólido de 16 eslabones se'elige del grupo gue consta de 
espiramicina y sus derivados gue tienen la fórmula general 
III.
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H,0 OH, 3 \ /  3

H,C GIL j \  /  3
N

IÍO GIL

A n A °H, (/ N 0

en la que ambos, y Rgj.son H, o uno de ellos es Ií y el
, v 'otro'es un.radical acilo de Cg-C^,
5. Un procedimiento para la obtención de derivados a- 

cilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de las 
lies de adición de ácido de los mismos de acuerdo con cual­

quiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que se utiliza 
un microorganismo que pertenece al género Streptomyces y
es capaz de acilar por lo menos uno de los radicales hidro-

\
ilo en lás posiciones 3t y 4"~ del substrato de antibióti­
co macrólido de 16 eslabones, que se elige del grupo que 
consta de Streptomyces thermotolerans ATCC 11416, Strepto­
myces fungicidicus subsp. esninomicoticus Al’CC 21574, Strep-
tómyces mycarofaoiens ATCC 21454 y S.treptomyces hygrosoopi-
cus A'iCC 21582 en presencia de un donador de acilo de Cg-Cpj

6. Un procedimiento para la obtención de derivados a- 
cilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de las 
sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con cual­
quiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que la acilación 
se lleva a cabo en el caldo de cultivo de un microorganismo 
que pertenece al género Streptomyces y que es capaz de aci-
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lar por lo menos uno ele los radicales hidroxilo en las po~ 
ciclones 3-,y 4"- del substrato de antibiótico -maorólido. 
de 16 eslabones, en presencia de por lo menos un donador, 
de -acilo elegido- ctól grupo que consta de CoA de acótilo,
CoA de propionilo, CoA de n-butirilo, CoA cíe xsovalerilo y 
los precursores de las CoAs de acilo.

7, Uh orocedimiento para la obtención de aerivados a— 
cilados de antibióticos macrélidos de 16 eslabones y de las 
sales de adición de ácido .de los mismos de acuerdo con la 
reivindicación 6,'en el que se ajustan una cantidad de la 
fuente de carbono y de la.de nitrógeno en el medio y una 
clase de substrato dox>ondiendo. de los laciicales acilo ufci— 
'Usados para la acilación de los radicales hidroxilo en las 
posiciones 3- y 4"- del substrato de antibiótico maorólido 
de 16 eslabones.

8. Un procedimiento para, la obtención de derivados a— 
cilados de antibióticos maorólidos de 16 eslabones y de las 
sales de adición de ácido de los -mismos de acuercio con cual­
quiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que se utiliza 
un microorganismo en forma de una suspensión de células en 
un medio líquido elegido del grupo que consta de agua, diso­
lución reguladora y filtrado- de caldo, en presencia de por 
lo-menos un donador de .acilo elegido del grupo que consta 
de CoA de acetilo, CoA de propionilo, CoA de n-butirilo,
CoA' de isovalerilo y los precursores de las CoA-s de acilo, 
siendo preparada dicha suspensión mediante cultivo de un 
microorganismo que pertenece al género Streptomyces que es 
capaz de.acilar por lo menos un radical hidroxilo en las 
■oosiciones 3— 5r 4H” del substrato do aniiioiótico maorólido 
do 16 eslabones, recogida de las células así obtenidas y

/
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suspensión de las mismas en dicho medio líquido.
*

9, Un procedimiento para la obtención de derivados a~ 
cilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de las 
sales de adición dé ácido de los mismos, de acuerdo con cual­
quiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que la acilación 
se lleva a cabo enzimát i cemente en presencia de una prepa­
ración de enzimas de un microorganismo que pertenece al gér 
nero Streptomyoes y es capaz de acilar por lo menos un. ra­
dical hidroxilo en las posiciones 3- y 4U~ del substrato 
de antibiótico macrólido de 16 eslabones y en presencia-de 
por lo menos un donador de aeil'o elegido del grupo que cons­
ta de CoA de acetilo, CoA de propionilo, CoA de n-botirilo 

. y CoA de isovalerilo.
, 10. Un procedimiento para la obtención de derivados 

acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de- 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que se aci- 
la el radical hidrófilo en la, posición 3- del substrato det
•antibiótico macrólido-de. 16 eslabones en el cual 1*2 en la 
posición 4"- es hidrógeno o radical acilo.

-..11, Un procedimiento para la obtención de derivados 
acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 1.0, en--.el que la acilación del radical 
hiaroxilo en la posición 3- del substrato de antibiótico 
macrólido de 16 eslabones en el cual Rg en la posición 4"- 

. es hidrógeno, es acetilación,
12. Un procedimiento-para la obtención de derivados 

acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con
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la reivindicación 10, en el que la acilación del radical 
hidroxilo en la posición 3- del substrato de antibiótico aa- 
crólido de 16 eslabones en el cual Rg en la posición 4"- es
el radical n-butirjlo es acetilación.

13. Un procedimiento para la obtención de los deriva­
dos acilados de antibióticos macrólidos de ‘16 eslabones y 
de las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo 
eon la reivindicación 10, en el que la acilación del.radican 
hidroxilo en la posición 3- del substrato de antibiótico . 
macrólido de 16 eslabones en el cual Rg en la posición 4"- 
es el radical isovalerilo, es acetilación.

' 14, Un procedimiento para la obtención de derivados 
acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones .y de

15

20

las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo cón 
la reivindicación 10, en el que la acilación del radical 
hidroxilo en la posición 3- del substrato de antioióúico 
macrólido de 16 eslabones en el cual Rg en la posición 4"~
es hidrógeno, es propionilación.

15,‘Un procedimiento para la obtención de derivados 
acilados de antibióticos macrólidos do 16 eslabones y de 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la- reivindicación 10, en el-que la acilación del radical 
hidroxilo en la posición 3- del substrato de antibiótico ma-

25

30

crólido cíe 1 6 eslabones en el cual xig en la posición 4 — 
es el radical n-butirilo', es propionilación.

16 , Un procedimiento para la obtención de derivados 
• acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de 
- xas sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo co.n 

la reivindicación 10, en el que la aci.Lución del radical 
hidroxilo en la posición 3— del substrato de antibiótico ma—
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crólido ác 16 eslabones en el cual ííg en 3.a posición 4"- 
es el radical isovalerilo, es propionilación.

17. Un procedimiento para la obtención de derivados 
acilados de .antibióticos macrólidos de -16 eslabones y de 
las cales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, ©n el que'se aci- 
la el radical, hidroxilo en la posición 4"- del substrato- 
de antibiótico macrólido de 16 eslabones en el cual en 
la posición 3- es hidrógeno o radical acilo,

18. - Un procedimiento para la obtención de derivados 
acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones- y de 
las éales de adición de ácido-de los mismos de acuerdo con 
3.a reivindicación 17, en el que la acilación del radical 
hidroxilo en la posición 4"- del substrato de antibiótico 
macrólido de 16 eslabones en el cual en la posición 3- 
es hidrógeno, es n-butirilación,

19. Un procedimiento para la obtención de derivados
acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de

t
las sales de adición de .ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 17, en el que la acilación del radical, 
hidroxilo en la posición 4"“ del substrato de antibiótico 
macrólido de 16 eslabones en-el cual R̂ - en la posición 3- 
es- hidrógeno, es isovalerilación.

. 20. Un procedimiento para la obtención de derivados 
acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslab'ones y de 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 17, en el que la acilación del radical 
hidroxilo en la posición 4"- dol substrato de antibiótico 
macrólido de 16 eslabones en el cual R^ en la posición 3- 
es el radical acetilo, es n-butirilación.
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20. Un procedimiento para la obtención ele derivados 
acilados cíe antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 17, en el que la acilación del radical 
hiuroxilo en la posición 4 del substrato de antibiótico 
macrólido de 16 eslabones, en el cual R.¡ en la posición 3- 
es el radical acetilo, es n-butirilación.

21. Un procedimiento para la obtención de derivados 
adiados do antibióticos macrólidos de 16 eslabones y, de _ 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 17, en el que', la acilación del radical 
hidróxilo en la posición 4"~ del substrato de antibiótico 
macrólido de 16 eslabones en el cual en 3a posición 3- 
es el radical acetilo, es isovalerilación.

22. Un procedimiento para la obtención de derivados
acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y las 
sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con la 
reivindicación 17, en el que la acilación del radical hidro 
’xilo en la posición 4"— del substrato de antibiótico macró­
lido de 16 eslabones en el cual R1 en la posición 3- es el
radical propioniío, es n-butirilación,
' 23. Un procedimiento para la obtención de derivados
acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de 
las sales de adición ácida de los mismos de acuerdo con la 
reivindicación 17, en el que la acilación del radical hidro— 
xilo en la oosición 4"— del substrato de antibiótico macró­
lido de 16 eslabones en el cual R.¡ en la posición 3- es el
radical propioniío, es isovalerilación

24. Un procedimiento para la obtención de derivados 
acilados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de
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las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la 're ivindicación 1, en el que el radical hidroxilo.en las 
posiciones 3- y 4"- del substrato de antibiótico macrólido 
de 16 eslabones,- sé acila cada uno con diferentes radicales 
acilo.

25. Un procedimiento para la obtención de derivados
• adiados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y’ de . 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 24, en el que la acilación del radical . 
hidroxilo en la posición 3- del substrato de antibiótico 
macrólido de 16 eslabones, es ácetilación y la acilación 
del radical hidroxilo en la posición _4"- del mismo es n-bu- 

■ tirilación, - • . - .
26. Un procedimiento para la obtención de derivados 

acilados de. antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de- 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 24, en el que la acilación del radical 
hidroxilo en la posición 3- del substrato de antibiótico 
macrólido'de 16 eslabones, es acetilación y la acilación 
del radical hidroxilo en la posición 4"- del mismo es iso- 
valerilación. •
- v 27. Un procedimiento para la obtención de derivados 
acilados de antibióticos macrólidos.de 16 eslabones y de 
las sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con 
la reivindicación 24, en el que la acilación dél radical 
hidroxilo en la posición 3- del substrato del antibiótico 
macrólido de 16 eslabones, es propionilación y la acilación 

- del radical hidroxilo en lá posición 4"- del mismo es n-bu- 
tirilación,

28. Un procedimiento para la obtención de derivados
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1 adiados de antibióticos macrólidos de 16 eslabones y de las
*

sales de adición de ácido de los mismos de acuerdo con,la
reivindicación 24-, en el que la acilacion del radical hidro- 
xilo en la posición 5- del substrato de antibiótico macróli-

5 do de 16 eslabones, es propionilación y la acilacion del ra­
dical hidroxilo en la posición 4"- del mismo es isovalerila-

. • ción. .
29. Se reivindica por último como objeto sobre el

que ha de recaer la Patente de Invención que se solicita.

10 TJ1T PROCEDIMIENTO PARA. LA OBTENCION DE DERIVADOS ACIDADOS DE

ANTIBIOTICOS.
Todo conforme queda descrito y reivindicado-en la

.' ■
presente memoria descriptiva que consta de ochenta y dos 
páginas mecanografiadas y dibujos que se acompañan.

.15 Madrid, rd0 julio 1.976 
’ BERNAljio ENGRIA
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