
MINISTERIO DE INDUSTRIA
RESISTRO DE U PROPIEDAD INDUSTRIAL ©  ES©̂

ESPAÑA

NUMERO

452 .083
FECHA DE PRESENTACION

vy!2. esS ^

P I T E N T E  DE I N V E N C I O N

2 -1 0 -1 9 7 6

(ío) A 1

P .-6 4 .1 6 1  
F i l e : 1574

(3̂  PRIORIDADES: 
N̂UMERO (0) FEC H A (0) PA IS

• 120009/75 5 -1 0 -7 5 Japón
120010/75 5 -1 0 -7 5 II

157591/75 1 4 -1 1 -7 5 ti
11675/76 4 -2 -7 6 II

Q  F EC H A  D E  PU BLIC ID A D ( 0 ) C LA S IF IC A C IO N  IN TERN ACIO N AL 0 )  P A T E N T E 'O E  L A  Q U E E S  D IV IS IO NARIA

@  TITULO DE LA INVENCION

"UN PROCEDIMIENTO PARa LA OBTENCION DE NOCARDICINA"

©  SOLICITANTE ( » )

FUJISAWA PHARMACEUTICAL CO., LTD.

DOM ICILIO  D E L  S O LIC ITA N T E

No. 3 , 4-0home, Doshomachi, Higash.i-ku, O saka-shí, Japón

@  INVENTOR (CE)

J u n ji  Hosoda, Hatsuo Aoki e H irosh i Imanaka

(73) TITULAR IES)

Q  REPRESENTANTE

DON ALBERTO DE ELZABURU MARQUEZ

UNE A * 4 MOD. 3106
UTILICESE COMO PRIMERA PAG IN A D E LA MEMORIA



/

P . -  6 4 .1 6 1
H o ja  níim . 2 13106

1

5

10

15

Esta invención se refiere a un nuevo procedi­
miento para la producción de nuevos compuestos, Noeardi- 
cina C, D, E, F, y G.

De manera más particular, se refiere a un nue­
vo procedimiento para la producción de nuevos compuestos, 
Nocardicina C, D, E, F, y G mediante el cultivo de una 
Nocardicina C, D, E, F, y G - cepa productora que perte­
nece al género Nooardia. en un medio nutritivo.

De acuerdo con lo anterior, un objeto de esta 
invención es el de proveer nuevos compuestos, Nocardici­
na C, D, E, F, y G.

los compuestos objeto de esta invención, Nocar­
dicina C, D, E, P, y G (a los cuales se hace referencia 
más adelante en la presente como Nocardicinas) están re­
presentados por las fórmulas siguientes
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El microorganismo que se usa en esta invención
es una cepa que pertenece al género Kocardia, que es ca­
paz de producir la Nocardicina C, D, E, P, y/o G.

Entre* estas cepas, se prefiere la Nocardin uni-i 
formis subsp. tsuyamanensis. que se depositó el 13 de ju­
nio de 1972, en la Colección de Cultivos Tipo Americano 
(ATCC) que tiene como dirección 12301 Parklawn Drive 
Eockville, Maryland 20852, EUA, y aue se le asignó el nú­
mero ATCC 21806. Esta Nooardia uniformis subsp. tsuyama­
nensis ATCC 21806 depositada, se encuentra ahora a dispo­
sición del público y sus detalles, es decir, caracterís­
ticas microbiológicac-, etc., se encuentran descritas en 
lar literaturas, por ejemplo en la Patente de los Estados 
Unidos 1P 3.923.977 y la Solicitud de Patente Alemana 
2242699.

Debe quedar entendido que, para la producción 
de las presentes Nocardiciñas, esta invención no se en­
cuentra limitada al uso del microorganismo (específico) 
que se describe en la presente, el cual sólo se propor­
ciona con fines ilustrativos. Además, esta invención in­
cluye asimismo el uso de mutantes naturales así como ar­
tificiales, que pueden ser derivados del microorganismo, 
según se describe en la presente de una manera convencio­
nal, por ejemplo radiación con rayos X o Ultravioleta,
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tratamiento con N' -nitro-N-nitrosoguanidina, 2-aminopuri~I 
na o mostazas de nitrógeno, y similares. j

Las Noeardicinas de la presente se producen me-- ¡ 
diante el cultivo de una Nocardicins C, D, E, F, y/o G, j 
que producen cepas que pertenecen al género Nocardia tal i

i

como Nocardia uniformis subsp. tsuyamanensis en un medio j 
nutritivo que contiene fuentes de nitrógeno y carbón asi­
milables bajo condiciones aeróbicas sumergidas. Además, 
como nutritivo del medio, se puede usar cualquiera de los 
nutritivos que se pueden utilizar por el microorganismo

5
citado para la producción de las Nocardiciñas de la pre­
sente.

Las fuentes de carbón que se prefieren son los 
carbohidratos tales como glucosa, sucrosa, maltosa, gli- 
cerina, almidón y similares. Las fuentes de nitrógeno que 
se prefieren son las fuentes de nitrógeno orgánico tales 
como extractos de levadura, peptona, hari na de gluten, 
harina de semilla de algodón, harina de frijol de soya, 
harina de maíz, levadura seca, extractos de carne, caseí­
na hidrolizada,licor de maceración de maíz, urea y simi­
lares, y fuentes de nitrógeno inorgánicas tales como sa­
lee de amonio (por ejemplo nitrato de amonio, sulfato de 
amonio, fosfato de amonio, etc.) y similares.

£i se desea, se pueden añadir al medio, rales 
minerales tales como carbonato de calcio, fosfato de so­
dio o de potasio, cloruro o sulfato de magnesio y simila­
res como componente menor. Además, se puede añadir al me­
dio uno o más compuestos orgánicos tales como tirosina, 
glicina, cerina, homoserina, p-hidroxifenilglicina, áci­
do alfa-aminobutírico, ácido alfa,beta-diaminoprop±ónicp,

I
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N-acetiltirosina, N-acetiltirosinaxnida, ácido p-hidroxi- 
fenilpirúvico, ácido p-bidroxifenllglieólico, ácido p- 
hidroxifenilglioxálico, ácido sbiquímico, ácido 2-amlno-.V 
(4-hidroxifenil)proplonohidroxámico, 2-acetamido-3-(4-bi- 
droxifenil)propionohldrazida y similares. Estos compues­
tos orgánicos pueden obrar como una clase de precursor y 
puede ser útil para elevar la productividad de las Nocar- 
di ciñas de la presente.

En el proceso de fermentación, las condiciones 
de cultivo aeróbico sumergido se usan de preferencia pa­
ra la producoión de las Nocardicinas de la presente en 
cantidades masivas. Debe quedar entendido asimismo, que 
para la producción de cantidades limitadas, se puede u- 
sar un cultivo de sacudimiento o de superficie en un ma­
traz o botella. Además, cuando el crecimiento se lleva a 
cabo en tanques grandes, ee prefiere el uso de la forma 
vegetativa del organismo para inoculación en los tanques 
de producción, con el fin de evitar.el creoimlento de re­
trazo o retardado en el procedimiento para la producción 
de las Nocardinas de la presente. De acuerdo con lo ante­
rior, ee conveniente producir primero, un inóculo vegeta­
tivo del organismo mediante la inoculación de una canti­
dad relativamente peauefía del medio de cultivo con es­
poras o mloelios del organismo y cultivarlos y transfe­
rir el inóculo vegetativo cultivado de una manera asépti­
ca a los tanques grandes. El medio en el cual se produce 
el inóculo vegetativo, puede ser substancialmente igual 
o diferente del medio usado para la producción de las No­
cardicinas de la presente.

La agitación y aereación de la mezcla de culti-30
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vo se puede lograr de varias maneras. la agitación se 
puede proveer mediante un impulsor o equipo de agitación 
mecánica similar, revolviendo o sacudiendo el fermenta- 
dor, mediante varios equipos de "bombeo o mediante el pa­
so de aire estéril a través del medio. la aereacidn se 
puede llevar a cabo haciendo pasar aire estéril a través 
de la mezcla de fermentación, fin el curso de la fermen­
tación, en particular cuando el medio de cultivo es nota­
blemente espumoso, se puede añadir al medio un agente 
desespumante tai como aceites de plantas (por ejemplo a- 
ceite de frijol de soya, etc.), alcoholes más altos (por 
ejemplo octadecanol, tetradecanol, etc.), siliconas y si­
milares.

"La fermentación se conduce Jaabitualmente a una 
temperatura de entre aproximadamente 2020 y 4020, de pre- 
ferenoia de aproximadamente 3020, durante un período de 
50 a 100 horas.

Las Nocardiciñas de la presente, como se han 
producido arriba, se pueden recuperar del caldo cultiva­
do de una manera convencional, que por lo general se usa 
para la, recuperación de productos fermentados, o de fer­
mentación. Las Nocardinas de la presente se encuentran 
presentes en el caldo cultivado dentro del micelio (in- 
tracelularmente) y/o fuera del micelio (extracelulsrmen- 
te).

Segtfn la primera etapa, el caldo cultivado es­
tá dividido en filtrado (supernatante) y pan de filtro 
por medio de filtración o centrífuga.

La extracción de las Nocardiciñas de la presen­
te del pan de filtro, se lleva a cabo tratando este pan30
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con un disolvente orgánico en el cual las Nocardicinas 
de la presente pueden ser solubles, por ejemplo, alcoho­
les (por ejemplo metanol, etanol, etc.), cetonas (por e- 
jemplo acetona, etc.), alcoholes acuosos (por ejemplo me­
tanol acuoso, etanol acuoso, etc.) y similares.

Del filtrado y/o extracto obtenido de esta ma­
nera, se pueden aislar y purifioar las Nocardicinas de 
la presente, por medios convencionales.

Como estos medios convencionales, se oueden 
ejemplificar, tratamiento con adsorbentes (por ejemplo 
carbón activado, ácido silícico, gel de sílice, alúmina, 
etc.), resinas de intercambio aniónico o catiónico, o re­
sinas de adsorción noiónicas macroporosas /por ejemplo 
Amberlite XAD-2, XAD-4, XAD-7 y XAD-8 (marca comercial, 
manufacturadas por Rohm & Haas Co.), Dlaion HP10, HP20, 
HP30, HP40 y HP50 (marca comercial, manufacturada ñor 
Mitsubishi Chemical Industries Dtd.), etc^/; extracción 
con disolvente; concentración bajo presión reducida; lio- 
filización; ajuste de pH; cristalización; recristaliza- 
oión; y similares. Estos medios se pueden usar, de pre­
ferencia, independientemente o en combinación de los mis­
mos en orden opcional o de manera repetida.

Las Nocardicinas de la presente, producidas 
en el caldo de cultivo, se pueden aislar en la forma li­
bre, y opcionalmente, en la forma de sus sales de metal 
alcalino mediante tratamiento del material orudo que con­
tiene las Nooardioinas con un material de metal alcalino 
(por ejemplo hidróxido de sodio o de potasio) durante 
los procedimientos de aislamiento o purificación.

Las Nocardicinas de la presente obtenidas en
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1 su forma libre, se puede convertir asimismo a la sal con 
una base orgánica o inorgánica (por ejemplo hidróxido de 
potasio o de sodio, etanolamina, diciclohexilamina, etc) 
de una manera convencional.

5 Además, la sal de base inorgánica u orgánica
de las Nocardicinas de la presente, se puede convertir 
fácilmente a su forma libre mediante tratamiento de la 
sal con un ácido tal como un ácido mineral (por ejemplo 
ácido clorhídrico, etc»), de una manera convencional.

10 Se mencionan a continuación las propiedades
físico-químicas de las Nooardioinas de la presente.
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1 Tabla 1.- Propiedades Fisicoquímicas de la Nocardicina 
__________ o y p_________________________________ ______

Nocardicina C Nocardicina D

Aspeoto Cristales blancos Cristales blancos
Amfotárico Amfotérico

Rotación óptica ¿alfa/^4 = -95a ¿ B U * / ™  - -1712
(C*Qf6, HgO) (0*1, HgO)

Punto de fusión 220-225aC (dése) 230-235aC (dése)

Espectro UV
•i <¿

Lambda max (E!^)* lambda max (E^ )= lcui
227(434), 226(395)

272(43, 277(sb., 298(313)nm en
37)nm en HgQ, CgHgOH-HgO (1:1),

232(319), 243 246(305), 298(300)nm
(eh, 289), 280 en C H 0H-0flN ac. NaOH
(54), 292 (sh,44) (1:1)
nm en NaOH ac. 0flN

Espectro IR Gamma¡^ol=3430,max G a m m a ^ ol=3430, 3210,
2920, 2850, 1745, 2900, 1850, 1735, 1670,
1670, 1610, 1580, 1655, 1610, 1600, 1570,
1560, 1515, 1465, 1510, 1465, 1455, 1420,
1375, 1340, 1310, 1408, 1375, 1340, 1320,
1255, 1180, 1170, 1280, 1260, 1240, 1178,30
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1 Tabla 1 (cont.).
Nocardicina C Nocardiciña D

1110, 1040, 970, 1140, 1120, 1080, 1050
940, 930, 890, 1030, 1010, 980, 930
850, 820, 795, 845 cnT1
760, 740, 680 '

-1

10 Reacción de color Positiva: ninhi-.
drina y cloruro 
fárricp,reaccio­
nes

Positiva: reacciones 
ninhidrina y cloruro 
férrico

15

20

Solubilidad

25

Negativa: Pruebas Negativa: pruebas de 
de Ehrlioh y Molisch, Molisch,
reaoción con reac- reacciones con reac­
tivo de Tollens tivo de Tollens y

reactivo de bragendorff

Altamente soluble: 
solución alcalina 
acuosa (por ejem­
plo amoníaco acuo 
so, hidróxido de 
sodio acuoso, en 
solución), 
sulfóxido de dime 
tilo

Altamente soluble: 
solución alcalina 
acuosa (por ejemplo 
amoníaco acuoso, so­
lución de hidróxido 
de sodio acuoso), 
piridina
Escasamente soluble: 
HgO, CH30H, C2H5OH

30
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Tabla 1 (cont.)
Nocardicina C Nocardicina D

Spo Insoluble: CH,C00CoIL
ó ¿ 0

CHC13 , 02H50C2H5
Escasamente solu-
. ble: HgO, CH30H
Insoluble: CgH^OH,
OH^OOOHj, CHCly
CíLC00CoHk 3 2 5

Tabla 2.- Propiedades fisicoquímicas de Nocardicina E y F 

Nocardicina E Nocardicina 1

15

20

25

30

Aspecto Cristales blancos 
Hábilmente ácido

Cristales blancos 
Débilmente ácido

Análisis ele C56,95:H4,20:N10,48 C56,84:H4,35:N10,23 
mental

Rotación óptica /alfa/^ = -1922 
(C=l, ELO)

Punto de fusión 228-23120 (dése)

Espectro UV •W
Lambda max (®^ca¡) 
222(sh, 557), 
272(396)nra en CH3 
OH 248(719), 298 
(324)nm en CH30H- 
NaOH ac. 1N (9:1)

¿alfa/j4 - -1812 
(C-l, ÍIo0)

230-23120 (dése)

Lambda max(E^'° ) = lcm
242(516, 270(248)nm 
en CHjOH, 247(720), 
295(253)nm en CH^OH- 
NaOH ac. 1N (9:1)
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Tabla 2 (cont.).
N o car di ciña E Nocardioina P

Espectro IR
5

10

GammaQU¡j 0l_max 3380, GarQmanu‘'oi=:max 3420, 3300
3280, 2920, 2840, 3280, 2950, 2920, 1900
1745, 1675, 1645, 1745, 1680, 1655, 1610
1610, 1595, 1540', 1595, 1550, 1515, 1465
1515, 1510, 1460, 1450, 1410, 1380, 1360
1435, 1375, 1360, 1310, 1295, 1280, 1270
Í325, 1310, 1275, 1250, 1220, 1180, 1140
1260, 1220, 1175, 1120, 1110, 1060, 1030
1140, 1115, 1105, 1010, 980, 935, 900
1055, 1030, 1005, 870, 860, 840, 820
945, 935, 910, 780, 740, 720, 680
855, 845, 825, cm”'*'
755, 735, 730,
700, 685 cm'

»
>
V
t

t

f

>

20

Reacción de color Positiva: reac-
cción de cloruro 
férrico-farricia 
miro de potasio 
Negativa: prueba 
de Ehrlich., reac 
ción de ninhidrina

Positiva: reacción de 
cloruro férrico-ferri- 
cianuro de potasio 
Negativa: prueba de 
Ehrlich, reacción de 
ninhidrina

Solubilidad Altamente soluble: Altamente soluble: so­
solución alcalina lueión alcalina acuosa, 
acuosa (por ejem- piridina, sulfóxido de 
pío amoníaco acuoso dimetilo30
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Tabla 2 ^cont.)
Nocardicina E Nocardicina F

solución de Mdróxi Escasamente soluble: 
' do de sodio acuoso) CgH^OíI, 
piridina, sulfóxido Insoluble: CH^COCII^ 
de dimetilo, CH3000C2II5, CHC13
Escasamente soluble:
ch3o h , c2h 5o h ,
Insoluble: CH3C0CI
ch3cooc2h 5, chci3

Tabla 3.- Propiedades fisicoquímicas de Nocardicina G

Nocardicina G

Aspecto

Análisis
elemental

Cristales blancos 
A m fo tá r ic o

057,62; H5,14; N10,39; H.0 2,81

Rotación óptica ¿alfa/** = -2052 (C»l, NaHC03 ac. !*•)

Punto de fusión 227 - 2332C (dése) (La Nocardicina G 
se cambia gradualmente a rojo aproxi­
madamente a 2002C y negro rojizo a 
aproximadamente 225flC)

Espectro UV Lambda max (E. ) = 228(454, 273(52),•L Cul
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l Tabla 3 (corrfc.).
Nooardlcina G

5
278(311, 45)nm en HC1 ac. 0,1N, 248(562), 
291(107)nm en NaOH ac. 0,IR.

Espectro IR

10

Gamma^f0l= 3250, 3150, 2900, 2850, 

1745, 1690, 1610, 1590, 1560, 1510, 

1460, 1375, 1340, 1295, 1270, 1255, 
1185, 1170, 1135, 1100, 1050, 1025, 

940, 925, 880, 850, 830, 825, 
815, 760, 750, 720, 680 cnf1

15
Reacción de color Positiva: reacciones de ninhidrina y

cloruro férrico
Negativa: pruebas de Ehrlich. y Molisch, 

reacción de Fheling, y reac­
ción con reactivo de Tollene

20 Solubilidad

25

Altamente soluble: sulfóxido de dimeti­
lo, HgO

Escasamente soluble: CH,0H, CoH,-0II3 2 5
Insoluble: CH3COCII3, C ^ C O O C ^ ,  CHC1

30
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Como resultado de un estudio adicional, las es­
tructuras químicas de las Nocardicinas de la presente, 
que tienen las propiedades fisicoquímicas anteriores, han 
sido identificadas y designadas como se ha mencionado 
arriba.

Las Nocardicinas de la presente y sus sales po­
seen espectros antibióticos específicos, que muestran ac­
tividad contra bacterias patogénicas con baja toxicidad. 
De acuerdo con lo anterior, las Nocardicinas de la pre­
sente y sus sales se pueden usar en el tratamiento de en­
fermedades infecciosas causadas por esas bacterias en los 
mamíferos.

Las pruebas farmacológicas de algunas de las 
Nocardicinas de la presente, es decir, pruebas antimicro- 
bianar. y de toxicidad, se mencionan a continuación. 
Concentración Inhibitoria Mínima (O.I.M.)

Se llevó a cabo la prueba de C.I.M. por medio 
del método de dilución de agar en serie habitual, usando 
agar de infusión de corazón (o agar Mueller Hinton), que 
se incubó a 378C durante 20 horas. El valor de la C.I.M. 
se expresó como la concentración mínima de las Nocardici­
nas C, D, E, ó 1 (mcg/ml) que exhibe el crecimiento de 
los microorganismos. Los resultados se muestran en la Ta­
bla 6 siguiente.
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Eoylcidadaguda
Una polución de hidróxldo de sodio acuoso (pH 

7,4) de Kocardicina C se inyectó intravenosamente a ca­
da uno de cinco ratones macho cepa ICR que pesaban de 18 
a 22 gramos (Dosis: 1 g/Kg), y se continuó la observa­
ción durante una semana después de esta administración, 
como resultado de lo cual todos los ratones probados fue­
ron normales durante este período.

Además, cada una de las soluciones de hidróxi- 
do de sodio acuoso (pH 7,4) de las Nocardicinas D, E, F, 
o G, se inyectó subcutáneamente en cada uno de cinco ra­
tones cepa ICR que pesaban de 18 a 22 gramos (Dosis: 500 
miligrainoe/Kilogramo) y se continuó la observación duran­
te una semana después de la administración, como resulta­
do de lo cual, todos los ratones probados fueron nórma­
le: durante este período.

las Nocardicinae y sus sales farmacéuticamen­
te aceptables de la presente, se pueden formular para ad­
ministración en cualquier forma conveniente, análogamen­
te con antibióticos conocidos, mediante mezcla con un 
portador farmacéutico.

Una sal farmacéuticamente aceptable de las Ho- 
cardioinae de la presente puede incluir sal con una base 
orgánica o inorgánica tal como hidróxldo de sodio, hi- 
dróxido de potasio, hidróxido de calcio, amoníaco, eta- 
nolamina, trietilamina, diciclohexilamina y similares.

Así pues, la composición antimicróbica se pue­
de usar en la forma de una preparación farmacéutica, por 
ejemplo, en forma sólida, semisólida o líauida, que con­
tenga el compuesto objeto activo en mezcla con un porta-
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dor o excipiente farmacéutico orgánico o inorgánico ade­
cuado para aplicaciones externas, internas o parentera- 
les. El ingrediente activo puede estar compuesto, por 
ejemplo, con los portadores habituales oara tabletas, 
píldoras, cápsulas, supositorios, soluciones, emulsiones, 
suspensiones y otras formas adecuadas para el uso. Eos 
portadores que se pueden usar son agua, glucosa, lactosa, 
goma de acacia, gelatina, manitol, pasta de almidón, tri- 
silicato de magnesio, talco, almidón de maíz, queratina, 
sílice coloidal’, almidón de patata, urea y otros porta­
dores adecuados para uso en la producción de las orenara- 
ciones, en forma sólida, semisólida o líauida, y además 
de auxiliares, estabilizadores, espesadores y colorantes 
y perfumes. Las composiciones antimicrobianas pueden con­
tener asimismo agentes preservativos o bacteriostáticos 
con lo que se mantiene el ingrediente activo en las pre­
paraciones deseadas estable en actividad. Las Hocardici­
ñas de la presente o sus sales se incluyen en las comuo- 
siciones antimicrobiales en una cantidad suficiente para 
producir el efecto terapéutico deseado sobre el proceso 
o condición bacterialmente infectado.

Para la aplicación de la composición antimicro- 
bial de la presente a los seres humanot, se prefiere apli­
carla en una forma de inyección intravenosa o intramuscu­
lar. Si bien la dosificación o cantidad terapéuticamente 
activa de las Nocardicinas de la presente o sus sales, 
varía de y depende asimismo de la edad y condición de ca­
da paciente individual que se va a tratar, por lo general 
una, dosis diaria de aproximadamente 2 a 50 miligramos de 
ingrediente activo/Kilogramo de ser humano o animal, se
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administra para el tratamiento de las enfermedades.
las Nocardicinas de la oresente se pueden usar 

asimismo como intermedios para la preparación de otra 3- 
acilamino-l-( alf a-carboxi-4-Mdroxibencil) -2-a«et idino- 
na, que es mejor en la actividad antimicrobial contra 
las bacterias Gram-positiva patogénicas. Como referen- 1
cia, con respecto a algunas de las Nocardicinas de la ore 
sente, se ilustra la producción de la 3-acilnmino-l-(al- 
fa-carboxi-4-Mdroxibencil)-2-asetidinona a partir de
las Nocardicinás de la presente mediante el esquema oue i
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Se proporcionan los ejemplos siguientes con el 
fin de ilustrar esta invención 
Ejemplo 1 (Producción de Nocardiclna C)

Un medio acuoso (100 mi) que contenía 2?' do su­
crosa, 2# de harina de semilla de algodón, 1# de levadu­
ra seca, 2,18# de KHgPO^ y 1,4-3# de Na2HP04*12H20, ce 
vertió en cada uno de veinte matraces de sacudir de 500 
mi, y se esterilizó a 1202C durante 20 minutos. Se ino­
culó un poco de un cultivo al sesgo de Nocardia utiifor- 
mis subsp. tsuyamanensis ATCC 21806 en cada uno de los 
medios, y luego se cultivó a 302C durante 48 horas.

Por otra parte, otro medio acuoso (100 litros) 
que contenía 2# de almidón soluble, 1# de peptona, 0,4# 
de extractos de levadura, 1# de KltgPO^, 1# de NagHPO. 1211̂ 0, 
0,5# de MgPO^.THgO, 0,1# de L-tirosina y 0,1# de glicina 
se ajustó a un pH de 6,0 con solución de hidróxido de so­
dio acuoso. Se vertieron 20 litros del medio en cada uno 
de cinco fermentadores de 30 litros, y se esterilizaron 
a 1202C durante minutos.

Se añadió entonces, a cada uno de los medios, 
el cultivo inoculado, como se preparó anteriormente, en 
una. cantidad de 2# por volumen del medio. El organismo 
se desarrolló a 302C durante 96 horas. Durante el perío­
do de desarrollo, el caldo se agitó a 250 r.p.m. y se so­
pló aire eetóril a través del caldo en una cantidad de 
20 litros por minuto.

El caldo cultivado resultante (80 litros) se 
filtró con el auxilio de tierra diatomácea (8 Kg) para 
dar el pan de filtro y el filtrado. Al pan de filtro se 
efíadió 70# de etanol acuoso (20 litros), y luego la mez-
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cía pe agitó, durante una hora y se filtró. Los extractos 
combinados (4-0 litros) se concentraron a un volumen de 
2 litros bajo presión reducida.

Por otra parte, el filtrado del cultivo, según 
se preparó anteriormente, se concentró a un volumen de 
10 litros. Se añadió entonces al concentrado, 50 litros 
de metanol con agitación, tras de lo cual la mésela se 
dejó reposar durante una hora y luego se filtró. El fil­
trado se concentró a un volumen de 2 litros bajo presión 
reducida.

El concentrado combinado se ajustó a pH de 3,0 
con ácido clorhídrico 6N y se extractó dos veces con ace­
tato de etilo (4 litros). La capa acuosa se concentró a 
un volumen de 1,8 litros bajo presión reducida. El con­
centrado se ajustó a un pH de 4,0 con solución de hidró- 
xido de sodio acuoso y luego se hizo pasar a travós de 
una columna empacada eon Diaion HP20 (4 litros) para dar : 
una solución pasada. Subsecuentemente, la columna se la­
vó con agua para dar los lavados. La solución pasada y 
los lavados se combinaron y la solución acuosa (6 litros) 
se ajustó a pH de 8,0 con solución de hidróxido de sodio 
acuoso 6N. Se añadió a la solución entonces, carbón ac­
tivado (120 g), tras de lo cual la mezcla se agitó duran­
te 10 minutos y luego se filtró. El carbón activado se 
lavó con agua (1 litro) y luego se le añadieron 80^ de 
metanol (l litro).

La mezcla se agitó durante 10 minutos y se fil­
tró. La operación de elución se repitió una vez más. SI 
eluato combinado (2 litros) se concentró a un volumen 
de 10 mi. Se añadió metanol (200 mi) al concentrado con
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agitación y loe materiales: insolubler se filtraron, ele la 
mezcla. El filtrado se concentró a un volumen de 10 mi.
El concentrado se sometió a cromatografía de columna so­
bre celulosa /disolvente de revelado; capa superior de 
ur:a mezcla de n-butanol:ácido acético: agua (100:5;30j/. 
El eluato (500 mi), que contenía el compuesto objeto, ce 
recogió. Se añadió entonces al eluato, 500 mi de n-hexa- 
no, y la mezcla se agitó y luego se separó la capa acuo­
sa. Se añadió acetato de etilo (100 mi) a la capa acuosa, 
y la mezcla se agitó. La. capa acuosa se separó y se con­
centró a un volumen de 20 mi. Se añadió al concentrado 
acetona (40 mi), y la mezcla se dejó reposar en un refri­
gerador, y los cristales, obtenidos se secaron para dar 
la Nocardicina C (26 mg) en la forma de cristales crudos) 
Estos cristales crudos se disolvieron en agua (4 mi) y se 
añadió acetona (8 mi) a la solución. La mezcla se dejó 
reposar para dar cristales, que se separaron y se seca­
ron para dar Nocsrdicina 0 (15 mg). en la forma de crista­
les blancos.

Ejemplo 2 (Producción de Nocardicina D)
Un medio acuoso (100 mi), que contenía 2®' de 

sucrosa, 2$ de harina de semilla de algodón, 1# de leva­
dura seca, 2,18# de KHgPO^ y 1,43# de Na^HPO^.^HgO, se 
vertió en cada uno de veinte matraces de sacudir de 500 
mililitros, y se esterilizó a 1202C durante 20 minutos.
Un poco de cultivo al sesgo de Nocardia uniformis subsp. 
tsuyamanensis AICC 21806 se inoculó en cada uno de los 
medios, y se cultivó a 302C durante 48 horas.

Por otra parte, un medio acuoso (100 litros)30
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que contenía. 2# de almidón soluble, 1$ de peptona, 0,4* 
de extractos de levadura, 1$ de KH^PO^, 1$ de Na^HPO^. 
12H20 , 0 ,5 $  de M^O^.7Hg0, 0 ,1$  de L-tirosina y 0 ,1$  de 
glicina, se ajustó a pH de 6 ,0  con solución de hidróxi- 
do de sodio acuoso, y se vertieron 20 litros del medio 
en cada uno de cinco fermentadores agitados y se esteri­
lizó a 1202C durante 20 minutos.

Se añadió, a cada uno de los medios, el cultivo 
inoculado, preparado anteriormente, en una cantidad de 
2$ por volumen del medio. El organismo se desarrolló a 
302C durante 96 horas. Durante el período de desarrollo, 
el caldo se agitó a 250 r.p.m. y se hizo pasar aire es­
téril en el caldo, en una cantidad de 20 litros por minu­
to.

Se añadió al caldo cultivado resultante (8ü li­
tros), tierra diatomácea (8 Kg), y luego la mezcla se fil­
tró para dar el filtrado y el pan de filtro. El filtrado 
(70 litros), ee concentró bajo presión reducida hsuta un 
volumen de 7 litros. Se añadió metanol al concentrado 
(90 litros) con agitación, y luego la mezcla se dejó re­
posar durante una hora, y se filtró para eliminar los ore- 
cipitados. El filtrado (80 litros), se concentró a un 
volumen de 5 litros. Se añadió agua al concentrado (15 
litros) y carbón activado (1 Kg).

La mezcla se agitó durante 10 minutos y se fil­
tró para recoger el carbón activado. Se añadió al carbón 
activado, 80$ de metanol acuoso (10 litros), y Ixiego la 
mezcla se ajustó a un pH de 8,0 con 5$ de amoníaco acuo­
so, se agitó durante 10 minutos y se filtró. Esta elución 
se repitió una vez más. Los filtrados combinados se con-
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centraron bajo presión reducida a un volumen de 2 litros. 
El concentrado se ajustó a pH de 4,0 con ácido clorhídri­
co óN y se hizo pasar a través de una columna empacada 
con Diaion HP 20 (4 litros). Esta columna, se lavó con a- 
gus (4 litros), trar de lo cual el compuesto objeto se 
eluyó con etanol acuoso 50$. El eluato (1,5 litros) oue 
contenía el compuesto objeto se recogió y concentró ba­
jo presión reducida a un volumen de 100 mi. El concentra­
do se sometió a cromatografía de columna sobre celulosa 
(disolvente de revelado: n-butanol saturado con agua).
El eluato (200 mi) oue contenía el compuesto objeto se 
recogió y concentró bajo presión reducida a un volumen 
de 10 mi. El concentrado se sometió adicionalmente a ero-

t

matografía de columna obre celulosa (disolvente de reve­
lado: capa superior de una mezcla de acetato de etilo:n- 
butanol:agua (5:5:2_}/. El eluato (100 mi) oue contenía 
el compuesto objeto se concentró bajo presión reducida 
a un volumen de 10 mi para dar precipitados, que se se­
pararon por filtración y luego se secaron. Los precipi­
tados re suspendieron en agua (5 mi), tras de lo cual la 
suspensión se ajustó a pH de 8,0 con solución de hidró- 
xido de sodio acuoso 1N para disolver el precipitado. La 
solución se ajustó a pH de 3,0 con ácido clorhídrico IR 
y se dejó reposar durante la noche en un refrigerador 
(52C) para dar cristales, que ee separaron mediante fil­
tración, y luego se secaron para dar Eocardicina D (50 
mg) en la forma de cristales blancos.

El pan de filtro que contenía los micelios, a- 
rriba obtenido, se extractó dos veces con etanol acuoso 
al 70$ (20 litros). Los extractos combinados se concen-
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traron bajo presión reducida a un volumen de 2 litros.
El concentrado se ajustó a pH de 3,0 con ácido clorhídri­
co 6N y se extractó tres veces con acetato de etilo (2 
litros) para eliminar las impurezas. La capa acuosa se 
separó y concentró bajo presión reducida. El concentra­
do se ajustó a pH de 4,0 con solución de hidróxido de so­
dio acuoso 6N y se hizo pasar a través de una columna em­
pacada con Diaion HP20 (2 litros). La columna se lavó con 
agua, después, el compuesto objeto se eluyó con etanol 
al 50?i (1,5 litros). El eluato (1,5 litros) se concentró 
bajo presión reducida a un volumen de 100 mi. El residuo 
obtenido se sometió a cromatografía de columna sobre ce­
lulosa (disolvente de revelado: n-butanol saturado con a- 
gua). El eluato que contenía el compuesto objeto se reco­
gió y concentró bajo presión reducida. El residuo obte­
nido se sometió a cromatografía de columna sobre celulo­
sa (disolvente de revelado: capa superior de la mezcla 
de acetato de etilo:n-butanol:agua (5:5:2) ). El eluato 
que contenía el compuesto objeto se concentró bajo pre­
sión reducida a un volumen de 10 mi para dar los nrecipi- 
tados, que se separaron por filtración y se secaron. Los 
precipitados se suspendieron en agua (2 mi) y se ajusta­
ron a pH de 8,0 con solución de hidróxido de sodio acuo­
so IR para disolver los precipitados. A continuación, la 
solución se ajustó a pH de 3,0 con ácido clorhídrico 1K 
y se dejó reposar durante la noche en un refrigerador 
(52C) para dar cristales, que se separaron por filtra­
ción y se secaron para dar Nocardicina D (10 mg) en la 
forma de cristales blancos.

30
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Ejemplo 3 (Producción de Nocardicina E)
Un medio acuoso (300 mi), que contenía 2?- de 

sucrosa, 2ja de harina de semilla de algodón, K  de leva­
dura seca, 2,l8°é de EHgPO^ y 1,43$ de NagHPO^. 1211̂ 0 en 
un litro, mejor dicho, en un matraz de Erlenmeyer de un 
litro y se esterilizó a 120^0 durante 20 minutos. Se ino­
culó cultivo al sesgo de Nocardia unlformis subsp. tsu- 
yamanensia ATOO 21806 en el medio, y se cultivó ?> 30‘->C 
durante 54 horas.

Se colocó, en un fermentador de 500 litros, el 
mismo medio (150 litros) arriba mencionedo. El medio de 
fermentación se esterilizó a 120^0 durante 20 minutos y 
luego se inoculó con el volumen total del inóculo vege­
tativo arriba preparado, y se cultivó a 30^C durante 42 
horas.

Por otra parte, un medio acuoso (3000 litros) 
que contenía 2# de algodón soluble, 1$ de peptona, 0,4$ 
de extractos de levadura, 1$ de KH^PO^, 1$ de ÜRgHPO^. 
12H20, 0,5$ de Mg30+.7Hg0t 0,1$ de L-tirosina y 0,1$ de 
glicina, se vertió en un fermentador de 4000 litros y se 
esterilizó a 1202C durante 20 minutos. El volumen total 
del caldo cultivado, arriba preparado, se inoculó en el 
medio.

El organismo se desarrolló en el medio de fer­
mentación a 302C durante 119 horas. Durante el período 
de desarrollo, el caldo se agitó a 230 r.p.m. y se hizo 
pasar aire estóril a través del caldo en una proporción 
de 3000 litros por minutos. Trae de aue el cultivo se 
hubo terminado, el caldo cultivado se filtró con el auxi­
lio de tierra diatomácea (18o Kg). A una parte del filtra-

l
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do (1500 litros), se añadid carbón activado (45 Kg), tra3 
de lo cual la mezcla se agitó durante 30 minutos y se 
filtró para separar el carbón activado. Se añadió al car­
bón activado una mezcla de acetona y agua (7*3) (?00 li­
tros) , tras de' lo cual la mezcla resultante se ajustó a 
pH de 8,0 con amoníaco acuoso y se agitó durante 60 mi­
nutos. El eluato (500 litros) así obtenido, se concentró 
a un volumen de 50 litros. El concentrado se ajustó e pH 
de 4,0 con ácido clorhídrico 6N. En seguida, se añadió 
al concentrado n-butanol (60 litros), tras de lo cual la 
mezcla se agitó durante 30 minutos. la capa de n-butanol 
(50 litros) se separó y concentró bajo presión reducida 
a un volumen de 10 litros. El concentrado se ajustó a 
pH de 8,0 con amoníaco acuoso al 5# y se agitó durante 
30 minutos. La capa acuosa (15 litros) se separó y con­
centró bajo presión reducida a un volumen de 1,3 litros. 
El concentrado se ajustó a pH de 4,0 con ácido clorhídri­
co 6N, se mezcló con tierra diatomácea (1,3 Kg) y luego 
se secó. El polvo se lavó con cloroformo (3 litros) y el 
compuesto objeto se eluyó con acetato de etilo. El elua- 
to (5 litros) se concentró bajo presión reducida a un vo­
lumen de 50 mi. El concentrado se mezcló con tierra dia­
tomácea (50 g) y se secó. El polvo se sometió a cromato­
grafía de columna sobre ácido silícico (disolvente da re­
velado: acetato de etilo). El eluato (600 mi) se concen­
tró bajo presión reducida a un volumen de 10 mi. El con­
centrado se mezcló con tierra diatomácea (10 g) y se se­
có. El polvo se sometió a cromatografía de columna sobre 
ácido silícico ¿disolvente de revelado: una mezcla de 
cloroformo:metanol (100:'!)_/. El eluato (200 mi) se con-30
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centró bajo presión reducida, a un volumen de 3 mililitros. 
Subsecuentemente, el concentrado se mezcló con tierra dia- 
tomácea (3 g) y se secó. El polvo se sometió a cromato­
grafía sobre ácido silícico /disolvente de revelado: una 
mezcla de cloroformo: acetato de etilo (1:4)/. El eluato 
(50 mi), ce evaporó a la sequedad bajo presión reducida.
El residuo así obtenido se disolvió en metanol (1 milili­
tro). A la solución se añadió cloroformo (5 mi), y se de­
jó reposar durante la noche a 42C para dar cristales 
(230 mg), aue se recristalizaron de una, mezcla de meta­
nol y cloroformo (1:5) (12 mi) para dar Nocardicina E 
(190 miligramos) en la forma de cristales blancos.

Ejemplo 4 (Preparación de Nocardicina E)
ün medio acuoso (100 mi) aue contenía 2$ de su­

crosa, 2* de harina de semilla de algodón, 1* de levadu­
ra seca, 2,10* de EHgPÓ^, 1,43* de NagHPO^.lSHgO se ver­
tió en cada uno de veinticuatro matraces Sakaguchi de 500 
mi y se esterilizó a 12020 durante 20 minutos. Cultivo al 
sesgo de N ocardia uniformis eubsp. tsuyamanensia ATOO 
21806 y el organismo se cultivaron a 302C durante 48 ho­
ras.

Por otra parte, un medio acuoso (20 litros) que 
contenía 2* de almidón soluble, 1* de peptona, 0,4* de 
extracto? de levadura, 1* de EE^PO^, 1* de NagHPO^lPHgO, 
0,5* de Mg50^»7Hg0, 0,1* de 1-tirosina y 0,1* de glicina 
se vertió en cada uno de seis fermentadores con agitación 
de 30 litros y se esterilizó a 1202C durante 20 minutos.
A continuación, el caldo cultivado, segiín arriba obteni­
do, se inoculó en cada uno de los medios en una propor-
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cidn de 2# por volumen ¿el medio. El organismo se desa­
rrolló en el medio a 30^0 durante 96 horas.

Durante el período de desarrollo, el caldo se 
agitó a 250 r.p.m. y se hizo pasar aire estéril a través 
del caldo en una proporción de 20 litros por minuto. Des­
pués que se hubo completado el cultivo, el caldo cultiva­
do (100 litros) se filtró con la ayuda de tierra diatomá- 
cea (10 kg). Se añadió entonces al filtrado (90 litros), 
carbón activado (1,5 Kg), tras de lo cual la mezcla se 
agitó durante 1Ó minutos y luego se filtró. El carbón 
cultivado se lavó dos veces con agua (10 litros) y el 
compuesto objeto se eluyó con metanol acuoso al 80# (30 
litros) (y 20 litros). El elü&to, (50 litros), se concen­
tró bajo .presión reducida a un volumen de 6 litros. El 
concentrado se ajustó a pH.de 4,0 con ácido clorhídrico 
6N y se hizo pasar a través de una columna empacada con 
Diaion HP20 (3 litros). Después, la columna se lavó con 
agua (1 litro), el compuesto objeto se eluyó con etanol 
al 40# (8 litros). las fracciones (4 litros) que conte­
nían el compuesto objeto se recogieron y concentraron ba­
jo presión reducida a una columna de 100 mi. El concentra­
do se mezcló con celulosa pulverizada (300 g), tras de 
lo cual la mezcla se secó bajo presión reducida. El pol­
vo oeco se empacó en una columna y se llevó a cabo la e- 
lución con acetona (6 litros) a partir de la columna. El 
eluato se concentró bajo presión reducida e un volumen de 
50 mi. El concentrado se mezcló con tierra diatoraácea 
(50 mg) y la mezcla se secó. La mezcla seca se sometió a 
una columna empacada con ácido silícico /disolvente de re­
velado: una mezcla de cloroformo y metanol (10:1)/. Las



loja n ú m .  3  5 13106

fraccion.ee que contenían el compuesto objeto se recogie­
ron y evaporaron a la sequedad bajo presión reducida. El 
residuo obtenido de esta manera se disolvió en metanol 
(20 mi). Se añadió agua (40 mi) a la solución, tras de 
lo cual la mezcla se dejó reposar durante la noche a 42C 
para dar precipitados (560 mg), que se separaron median­
te filtración y se disolvieron en metanol (10 mi). Se a- 
ñadió agua (20 mi) a la solución, tras de lo cual 1h mez­
cla se dejó reposar durante la noche a 42C para dar cris­
tales, que se separaron y secaron para dar Kocardicina 
3? (300 mg) en la forma de cristales blancos.

Ejemplo 5 (Producción de Kocardicina G)
Un medio acuoso (100 ral) que contenía 2?' de su­

crosa, 2# de harina de semilla de algodón, 1# de levadu­
ra seca, 2,18# de KHgPO^ y de NagHPO^ 1211,0, se
vertió en cada uno de ocho matraces de agitación de 500 
mi, y se esterilizó a 1202C durante 20 minutos. Cultivo 
al sesgo de Nocardia unlf ormlB subsp. tsuyamanen,sis A'i'CC 
21806, se inoculó en cada uno de los medios, y el orga­
nismo se cultivó a 302C durante 48 horas.

Por otra parte, otro medio acuoso (40 litros), 
que contenía 2# de almidón soluble, 2# de harina de semi­
lla de algodón, 2# de levadura seca, 2,18# de KH^PO^,
1,43# de NagHPO^• 12HgO, 0,5# de MgSO^TIIgO, 0,1# de I- 
tirosina y 0,1# de glicina, se ajustó a, pH de 6,0 con so­
lución de hidróxido de sodio acuoso 6K, tras de lo cual 
se vertieron 20 litros del medio en dos fermentadores de 
30 litros y se esterilizaron a 1202C durante 20 minutos.
A cada uno de los medios se añadió el cultivo inoculado,
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arriba preparado, en una cantidad de 2% por volumen del 
medio. El organismo se desarrolló en el medio a 30^0 du­
rante 96 horas. Durante el período de desarrollo, el cal­
do se agitó a 300 r.p.m. y se hizo pasar aire estéril a 
través del caldo a una velocidad de 20 litros por minu­
to. Subsecuentemente, el caldo cultivado (35 litros) se 
filtré con la ayuda de tierra diatomácea (3,5 Kg). ]?i 
filtrado (30 litros) se concentré bajo presión reducida 
a un volumen de 3 litros. Se añadid al concentrado, con 
agitación, 15 iitros de metanol, tras de lo cual la mez­
cla ?e dejó reposar durante una hora para dar los preci­
pitados que se eliminaron mediante filtración. El filtra­
do (17 litros), se concentró bajo presión reducida a un 
volumen de un litro.

/Todas las operaciones mencionadas antes en la 
presente, se llevaron a cabo a temperaturas, menores que 
la ambiente (420^/.

El concentrado se ajustó a pH de 2,0 con ácido 
clorhídrico 6N, Se añadió al concentrado, acetato de eti­
lo (2 litros), tras de lo cual la mezcla se agitó duran­
te diez minutos y se separó la capa acuosa. Se añadió a 
la capa acuosa, 1,5 litros de n-butanol y 250 g de clo­
ruro de sodio, tras de lo cual la mezcla se agitó duran­
te 10 minutos y ee separó la capa de n-butanol. Esta ex­
tracción se repitió una vez más. A la capa de n-butanol 
combinada (3 litros), se añadió n-hexano (3 litros), trac- 
de lo cual la mezcla se agitó durante 10 minutos y la ca­
pa acuosa (400 mi) se separó, la capa acuosa se ajustó a 
pH de 7,0 con solución de hidróxido de sodio acuoso 1N y 
ce concentró bajo presión reducida a un volumen de 300 mi,
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Se añadió al concentrado, 5 litros de agua y 50 g de clo­
ruro de sodio, tras de lo cual la mezcla ce ajustó p pH 
de 4,0 con ácido clorhídrico 1N. La mezcla re hizo pasar 
a travÓB de una columna empacada con Biaion HP?0 (2 li­
tros) . A continuación, el compuesto objeto se eluyó con 
agua (20 litros) de la columna. El eluato que contenía 
el compuesto objeto se recogió. Se añadió al eluato, 60 g 
de NagHPO^^IgO, tras de lo cual, la mezcla se ajurtó 
a pH de 9,0 con solución de hidróxido de sodio acuoso 1N 
y se hizo pasar* a través de una columna empacada con 
Diaion HP20 (700 mi). La columna ee lavó con solución de 
fosfato de sodio secundario acuoso al 1$ (1 litro). Sub­
secuentemente, el compuesto objeto ee eluyó con agua (3 
litros). El eluato (2 litros) que contenía el compuesto 
objeto se recogió, se ajustó a pH de 8,0 con ácido clorhí­
drico 11T y luego se hizo pasar a través de una columna 
empacada con carbón activado (300 g). La columna se la­
vó con agua (1 litro). A continuación, el compuesto ob­
jeto se eluyó con metanol acuoso al 80s6 (2 litros). El 
eluato se concentró bajo presión reducida a un volumen 
de 50 mi). El concentrado ee liofilizó, se mezcló con una 
pequeña cantidad de celulosa y luego se sometió a croma­
tografía de columna cobre celulosa. La columna se reve­
ló con n-butanol saturado con agua. El eluato (400 mi) 
que contenía el compuesto objeto, se recogió. Se añadió 
n-hexano (400 mi) al eluato, trae de lo cual, la mezcla 
se agitó durante 10 minutos y la capa acuosa se ajustó 
a pH 5,0 con solución de hidróxido de sodio acuoso 3IÍ y 
se concentró bajo presión reducida a un volumen de 30 tul. 
El concentrado se dejó reposar durante la noche para dar
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1 cristales, que se separaron, se lavaron con uu pequeño 
volumen de agua, se secaron y luego se recristalizaron 
para dar Nocardicina G (150 mg) en la forma de cristales.

10

15

- REIVINDICACIONES -

Los puntos de invención propia y nueva que se 
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa­
tente de Invención en España, por VEINTE años, son los 
que se recogen en las reivindicaciones siguientes:

1*.- Un procedimiento para la obtención de No- 
cardicina elegida del grupo de Nocardicina C-, Nocardici- 
na D, Nocardicina E, Nocardicina F y Nocardicina G en el 
que la Nocardicina C tiene la estructura química siguien­
te:

ijooc-c h (c h2) 2o-\__p—  cii—  c —- r v •IIN-
NH„ N—  CII—  /*V Olí I V-í/

20
COOH

la. Nocardicina D tiene la estructura química siguiente:

25
HOOC-CH (CH2) 2 ° - 0 -

OIIc—
n h2 N—  CU- * OM

COOH

30
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la Nocardicina E tiene la estructura química siguientes

N-OH 0
11 11h o- ^ V - c---c- iin.

- N -

Cf ni- ^ V ohfui=)
COOH

la Nocardicina F tiene la estructura química siguiente:
10

HO-N O 

- C- -C —  UN- “ 1 ^
—.N-CII-xO)- 01]

15 COOH

la Nocardicina G tiene la estructura química siguiente:

n h2 o
?0 HO-/*^-\_/-CH-- C-- HN I |

J-n-p'-O-OH
COOII

25 que comprende cultivar una Nocardicina C, D, E, F y/o G 
que produce la cepa que pertenece al género Nocard:a en 
un medio nutritivo acuoso, tajo condiciones aerdbicas y 
recuperar la Nocardicina C, D, E, F 6 G.

23,- Un procedimiento de acuerdo con la cláusu­
la 1, en el cual la Nocardicina C, D, E, F y/o G, que
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produce la cepa, es una cepa de N o c ardí a uniforinis subsp. 
t suyamanensi s.

3a.~ Un procedimiento de acuerdo con la cláusu­
la 2, en el cual la cepa es Nocardia uniformis subsp. 
tsuyamanensis ATCC 21806 ó su imitante.

4§.- Un procedimiento de acuerdo con la cláusu­
la 1, en el cual la Nocardicina C ce recupera do un cal­
do cultivado.

5a.- Un procedimiento de acuerdo con la cláusu­
la 1, en el cual la Nocardicina D se recupera de un caldo 
cultivado.

6a.- Un procedimiento de acuerdo con la cláusu­
la 1, en el cual la Nocardicina E se recupera del caldo 
cultivado-.

7a.- Un procedimiento de acuerdo con la cláusu­
la 1, en el cual la Nocardicina i1 se recupera del caldo 
cultivado.

8a.- Un procedimiento de acuerdo con la cláusu­
la 1, en el cual la Nocardicina G se recupera del caldo 
cultivado.

9a.- Un procedimiento para la obtención de No­
cardicina.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an­
tecede y con los fines que se han especificado.
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Esta Memoria coasta de cuarenta y una lio jar es­
critas a máquina por una sola cara.

Madrid, 22. D1C. 1976
P.A.
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