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« m  proceso para la prcjjuscicu jds hsqtramiciita a  i  m m j m o i

m  b».
Esta Invención se refiere  a dos nuevos antibióticos que 

muestran cada uno una a lta  actividad inhibidora del creciste»

5 , te  de las células de leucemia y son ú tile s  coso agsttes an ii- 
iusoralee pero presentan baja actividad aati-bacteriaaa. Más 
particularsente, esta invención se re fie re  a los nuevos an ti­

b ióticos llamados ahora neotramicina A y neotramicina B, rea- 
pectivassnte, y también a un proceso para la  producción de es 

lo . tos nuevos antibióticos por cultivo de una cepa de Streotozmrcss 
Esta invención se re fie re  también a la  recuperación y p u rifi­

cación de estas suevas sustancias antibióticos específicas y 

a su uso para fines farmacéuticos*
En lo  que sigue* por el término neotramicina se entlen 

1 5 . de neotramicina A o neotramicina B o sus mezclas a menos que 
se especifique lo  contrario.

Algunos antibióticos que son ú tile s  como agentes an ti- 

tumorales pasa el tratamiento terapéutico do la  leucemia — 
son por ejemplo* la  dauaomieina. adriamicina, etc* Con vis—

20. tas  a obtener otros nuevos agentes anti-tumorales del tipo - 

an tib ió tico , recogimos varias muestras de tierra* aislamos -  
los micro-organismos de ta les  muestras de t ie r ra  e investiga 
mes los productos metabólicos producidos por el cultivo aero 
bio de los micro-organismos aislados. Aislamos un nuevo a i-  

25, ero-organismo de una muestra de t ie r ra  recogida en los cam­
pos de Biseibutsu Kagaku ICenkyu-sho en SMnagawa-ku, Tokio,Ja 

pón,y hemos designado este oicro-organiomo recientemente a ís la  
do como cepa MC916-C4.3e ha confirmado que esta cepa MC916-04 

pertenece a l género Streotomyces. Hemos descubierto ahora que 

30.  se produce y acumula dos nuevos antibióticos que tienen una

•  1 **
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2 0.

■baja a c tiv id a d  a n tib a c te r ia n a  pero a l t a  a c tiv id a d  in h ib id o ra  

del crecim ien to  de l a s  c é lu la s  de leucem ia 1—1210 en lo s  r a to ­

nes y d e l c recim ien to  de c i e r t a  c la s e  de c é lu la s  tum orales en 

e l  caldo  de c u lt iv o  de l a  cepa MC316-C4. Hemos conseguido a is  

l a r  ahora e s to s  nuevos a n t ib ió t ic o s  d e l caldo de c u lt iv o  y — 

lo s  mismos han s id o  designados- por n eo tram ic in a  A y neo.tram i- 

c in a  33 re sp ec tiv am en te .

'Un o b je to  de e s ta  invención  es p ro p o rc io n ar nuevas 

s u s ta n c ia s  que sean  t i t i l e s  cómo agen tes an t i —tu m o ra le s . Otro 

o b je to  de e s ta  invención  os p ro p o rc io n ar l a  n eo tram ic in a  A y 

n eo tram ic in a  B$ b ien  sea  so la s  o b ien  mezcladas como nuevos jr 

ú t i l e s  agen tes a n t i —tumora3.es. Otro o b je to  de e s ta  invención  

es p ro p o rc io n ar un proceso para  3.a p rep arac ió n  de 3.a neotrami_ 

c iñ a . A y n eo tram ic in a  B p o r-c u ltiv o  de l a  cepa KC91S--C4. O tros 

o b je to s  de e s ta  invención  r e s u l ta r á n  ev id en tes  con la s  des— 

c r ip c io n e s  que s ig u en .

■Pe acuerdo con un aspecto  de e s ta  invención  se p ro­

p o rc io n a  como nueva su s ta n c ia  l a  n eo tram ic in a  de l a  fórm ula:

HO

CH30 —

■N =

N_.

R R'
0

(I)

25. en l a  que H y  R' son cada uno hidrógeno o h id ro x i lo ,  con t a l  

que un par de R y R1 forme un p a r de h id ro x ilo  e hidrogeno o 

un p a r de hidrógeno e h id ro x i lo , y una sa l. farm acéuticam ente 

acep tab le  de l a  misma.

Pa n eo tram ic in a  de l a  fórm ula que precede in c lu y e ;

20, ( i )  Pa n eo tram ic in a  A de l a  fórm ula:
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5»

HO ----

ch5o —

O HO H

( l a )

y una s a l  farrnaceúticam ente acep tab le  de l a  misma, a s í  como 

( i i )  l a  n eo tram ic in a  B de l a  fórm ula;

15,
y utla  s a l  farm acéuticam ente acep tab le  de l a  misma.

Un e j enrolo apropiado de la s  s a le s  farniaceáticam en ■

- t e  a ce p ta b le s  de n eo tram ic in a  in c lu y e  l a s  s a le s  m e tá lic a s  no 

tó x ic a s  t a l e s  como de so d io , p o ta s io , c a lc io  y a lum in io , l a  

20, s a l  amónica y la s  s a le s  amónicas s u s t i tu id a s ,  por ejemplo la s  

s a le s  de aminas no tó x ic a s  t a l e s  como la s  t r ia lq u i la m in a s  in™ 

cluyendo l a  t r i e t i l a m in a ,  p ro ca ín a , d ibencilam ina , N -b e n c il-  

b e ta - fe n e ti la m in a , 1-efenarnina, H ,N '-d ib e n c ile tile n d ia m in a , 

de s lii  dro ab i  o t  ila m in a , iT, TT1 —b i s —d e sh id ro ab ie tile n d ia m in a , ~

25, N - ( in fe r io r ) - a lo xu i l - p ip e r id in a ,  por ejemplo N - e t i lp ip e r id in a ,  

y. o tra s  aminas -que han sido  usadas para  form ar s a le s  con ben» 

c i lp e n ic i l in a »

E sta  invención  abarca  la s  s u s ta n c ia s  llam adas neo~ 

tra m ic in a  A y n eo tram ic in a  B, b ien  sea  so la3  o b ie n  m ezcladas, 

30. que pueden e s t a r  p re se n te s  bajo  forma de un producto só lid o  ~



•» 4 **

purificado, en forma do ácido lib re  y on forma de una sa l del 

mismo con un metal o amina orgánica» Se lia obtenido la  neotr& 
micina A ba^o forma do polvo incoloro que no tiene punto do -  

fusión definido, funde gradualmente alrededor de los 10520 y 

5* se descompone a 132-147fiC con espumad 6n y que muestra una ag 

tividad óptica especifica +272s (C 0,52, dioxano),

a  análisis elemental de la  neotraaicina A es como sigue: 

Hallado# 0 57,46, H 5,76, H 9,84* 0 26,9#
Calculado para 0^Hj^Hg0^»1/2 HgO# 0 57,56* H 5*57, H 10,33,

10 , O 26,5#
La neotramiclna A presenta un peso molecular comprendido entre 

250 y 300 medido por e l método Barger-Akiya» Por los resulta* 

dos del análisis elemental y la  determinación del peso molecu 

la r ,  es probable que la  neotramiclna A tenga la  fórmula empí- 

15. xlca 0l3H1̂ H20^,1/2 Hg0. Bsta fórmula ha sido confirmada por 
espectrometría de masa de a lta  resolución(Halladoira/e 262,0934* 

Peso molecular calculado para * 262,0952). 13. es«»
pacto de absorción u ltrav io leta  de l a  neotramiclna A en una -  

solución alcalina muestra una desviación hacia l a  longitud de 

20* omJa más larga como se muestra en la  figura 3» Según se ha ** 
mostrado en la  Sabia I e s  espectro HMR de l a  neotramicina A

muestra l a  presencia de 14 protones.
l a  neotramiclna B es muy similar en sus propiedades 

a  la  neotramiclna A y ha sido obtenida en forma de polvo ln - 
25. soloro que no tiene punto de fusión definido, comienza a des* 

componerse a 14420 con espumad Ón y se funde completamente a 

1512C y que presenta una actividad óptica específica *
+3142 (c 0,48, dioxano) * 321 análisis elemental de la  neotrami

nfrnq, B es como sigue#

30, Hallado# O 57,00, H 5,58, H 9,75, 0 27,67?*
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Calculado para HgO : 0 57,56» H 5,57, ÍT 10,33*

O 26,54$
Por e l  resultado del análisis elemental y la  determinación del 
peso molocular, es probable que l a  neotramicina B tenga simi- 

larmente la  fórmula empírica 0t3H14H2°4*',/2  V *  Esta fórmula 
empírica ha sido confirmada por espectrometría de masa do a l­
ta  resolución (Hallados m/e 262,0939, Peso molecular calcula­

do para C13H1#2°4 , 262,0952)► El espectro do absorción u ltra
■violeta de la  neotrasicina B en una solución a le v i na presen-

1G ta  una desviación hacia la  longitud de onda más larga» según 
se muestra en l a  figura 4* Según se muestra en la  Sabia I ,  — 

e l espectro HMR de la  neotramicina B muestra l a  presencia de 
14 protones, de manera similar a la  neotramicina A* las neotra 
micinas Ay B 3on estables durante un parido de aproximada—

*1 Cí mente un mes o más cuando ,son almacenadas en forma de polvo

sólido en un desecador de c r is ta l  marrón a 52C*
Pero, las  neotramieinaa A y B son inestables en eta

aol acuoso a l 5Qp de un pH de 2,5 y sus actividades se reducen

a l 25 y 22$ respectivamente, a temperatura ambiente durante - 
oo6 '* 16 horas. En etanol aeuoso a l 50$ con un pH de 6,5 o de 8,0 a

temperatura ambiente durante 16 horas, se conserva e l 80-90$ 

de actividad en la  neotramicina A y e l 70-8t$ de actividad en 
l a  neotramicina B, pero se muestra una conversión de equili­
brio  de neotramicina A en B o de B en A.por aná lisis  eromato- 

25. gráfico de capa delgada*

La neotrasicina A y la  neotramicina B son similares 
entre s í porque tienen una actividad inhibidora de crecimien­
to de la s  células de leucemia 1-1210 en los ratones y una dé­

b il  actividad anti-baeteriana? porque tienen una función ác i- 
30* da en su molécula? porque son solubles en metanol, etanol, pro
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panol, cloroformo y dloxano y ligeramente solubles en agua pe 
ro raramente solubles o suotancialmente inaolubles en éter — 

e tílic o  y n-hexanoj porque son positivas a la  reacción Rydon- 

Smith y a la  reacción de tetrazolio  ro jo , débilmente p o s itl— 

5* vas a la  reacción de nlnhidrina pero negativas a la  reacción 
Ehrlich y a la  reacción Sakaguchij porque dan esencialmente -  
sólo carbono, hidrógeno, nitrógeno y oxígeno por análisis ele 

mental de las  mismas; y porque muestran una movilidad r e la t i ­

va de dicha sustancia a la  alanina (1 *0) siendo de 0,17 por -  
10» electroforeáis de papel f i l t r o  de alto  voltaje (3*500> voltios, 

35 minutos) usando ácido fórmieo-ácido acético-agua (25:75:900 

en volumen) como soluoión de e lec tro lito .

la  neotramicina A se caracteriza también por tener — 
un espectro de absorción in fra rro ja  modulizada en bromuro po- 

■1*5« tásico correspondiente a l mostrado en la  figura 1 de los dibu 

jos anexos y se caracteriza por tener picos de absorción a — 
3450, 2950, 1630 (hombro), 1600, 1510, 1460, 1440* 1410, 128o, 
1200, 1180, 1120,  1080, 1010, 870, 790, y 760 enf1; teniendo 

espectros de absorción u ltrav io leta  correspondientes a los re -

20» presentados en la  figura 3 de los dibujos anexos caracteríza­
lados por tener máximas de absorción a 223 nm (E ^a ^55)* 240 am 

(hombro), 265 nm ( E ^  290) y 318 am (E ^m 156) on una solu­
ción de la  misma en agua-metanol a l 1 0 por máximas de absor­

ción a 223 na (E ^ffl 885), 240 nm (hombro) 265 nm (E ^n 290) y 
25» 320 nm (E ^m 139) en una solución de la  misma en N/10 HCl-me% 

nol (1x9) y máximas de absorción a 228 na (B ^m 635)» 254 am

(B1on 566)» 291 m  (Sícm 422) y m  *“  (EÍ ! b 412) 611 m a SOlU"
eión de la  misma en B/10 ffaOH-raetanol (1:9); y dando un valor 

de 0,57 en cromatografía de capa delgada sobre gel de — 
30* e íiioe  con cloroformo-metanol (10 :1 en volumen) como d lso l—
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Tente de revelado.
La neotramicina B se caracteriza además por tener — 

un espectro de absorción in fra rro ja  modulizada en bromuro po­

tásico correspondiente a l mostrado en l a  figura 2 de los di— 
5 . bu jos anexos y se caracteriza por tener picos de absorción a

3400*2960* 1630 (hombro), 1600, 1510, 1440, 1400, 1280, 1200, 
1120, 1080, 1010, 990, 940, 870, 790 y 760 cm"1j teniendo es­

pectros de absorción u ltrav io leta  correspondientes a los mos­
trados en la  figura 4 de los dibujos anexos y se caracteriza - 

10. por tener máximas de absorción a 224 nm (S ^a  935), 240 nm 
(hombro), 265 nm (hombro) y 318 nra (E ^m 167) en una solución 

de l a  misma en agua-metanol a l 1 0  (1:9)» por máximas de ab­
sorción a 224 na (E ^m 1000), 240 nm (Hombro), 265 nm (hombro) 
y 320 nm (B^^ 156) en una solución de l a  misma en S/10 HOl-ao 

15 . tanol (1:9) y por máximas de absorción a 228 nm (E ^a  800), - 
254 nm (E ^a 725), 291 nm (E ^m 456) y 324 nm (E ^ cm466) en -  
11H3 solución de la  misma en U/10 UaQH-motanol (1:9): y dando 
un valor R  ̂ de 0,50 en cromatografía de capa delgada sobre — 

gel de s íl ic e  coa oloroformo-aetanol (10:1 en volumen) como - 

20* disolvente de revelado.
La neotramicina A o B se convierte fácilmente en una 

mezcla de mstilnsotramicina A 0,71 sobre cromatograma en 

capa delgada de gel de s ílice  con cloroformo-setanol ( 10: 1 ) 
en yni nmnn))J '  y metllneotramlcina B (R  ̂ 0,61 sobre e l mismo - 

cromatograma en capa delgada de gel de s ílice )  en metanol anhi,25*
dro a  temperatura ambiente durante 16 horas, se c r is ta liz a  la

metllneotramlcina A a  p a rtir  de una mezcla de acetona y henee
no dando m icrocristales incoloros con un punto de fusión de -

137-1402G (desconposiclón)} ^ ° C ^C* °*2** <̂ 'OXa;n0̂ #
lüS, m/e 276,1089 (Peso molecular calculado para -

30
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10.

276 ,1108). Se o b tien e  l a  m e tiln eo tram ic in a  B en forma de p o l­

vo in c o lo ro , con nn ponto de fu s ió n  de 61-69eC (descom posi­

c ión)*  + 7782 (c» 0 ,2 2 , d ioxano), MS, m/e 276,1071. Bos

esp ec tro s  UV de l a s  m etilneotx-am icinas son s im ila re s  a lo s  de 

la s  n e o tra o ic in a s  y la s  d esv iac iones quím icas TTJR aparecen  en 

l a  Tabla I .  La h id i-ó l is is  suave de m e tiln eo tram ic in a  A o B en 

0,0111 HCl-dioxano (1:1  en volumen) a tem pera tu ra  ambiente du­

ra n te  una ho ra  segu ida  por l a  c ro m ato g ra fía  de columna sobre 

g e l de s í l i c e  da la s  neo tram ic inas A y B con buen ren d im ien to .

Bn. consecuencia , la 'm e tiln e o tra m ic in a  A puede -=er

d t i l  como m a te r ia l  de p a r t id a  para  l a  p rep arac ió n  de neotram i 

c iñ a  A por h id r ó l i s i s  suave, m ien tras  que l a  m e tiln e o tra m ie i-  

na  B pueda s e r  ¿ t i l  como m a te r ia l de p a r t id a  para  l a  p rep a ra ­

c ió n  de n eo tram ic in a  J3. La m e tiln eo tram ic in a  A t ie n e  l a  fórmu

15. la :

l a  m e tiln eo tram ic in a  B t ie n e  la  fórm ula:

( II )

25.

Según e s to s  d a to s , l a s  n eo tram ic inas A y B son isóm eros que -  

son c o n v e r tib le s  e n tre  s í  y pertenecen  a l  grupo an tram icm a  -
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de antibióticos que poseen una estructura bensodiacepina. Se 
distinguen de la  antramicina* dextrocrisina y a lb ir ami ciña, por 

sus espectros U?. Los espectros U? de la  tomaroicina y de las 
neotramicinas son mvy similares pero son diferentes en sus —

5* fórmulas moleculares y otros espectros.
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Puede som eterse l a s  s ig u ien te s  e s tru c tu ra s  p a ra  re p re
1 2s e n ta r  generalm ente a l a  n eo tram ic in a  A (R = OE, R = H), neo_

*1 P "1tra m ic in a  B (R = H, R = OH), m e tiln eo tram ic in a  A (R = OCHy

R^ = H) y m e tiln eo tram ic in a  B (R** = H, R^ = OCH^)»

5»

1 0 »

Con re f e re n c ia  a  lo s  d ibu jos anexos:

La f ig u r a  1 m uestra  una curva d e l e sp ec tro  de ab so r­

ción. i n f r a r r o j a ‘de una m uestra au tén ticam ente  pura de neotram i 

c iñ a  A n o d u lizad a  en bromuro po tásico»

15, La f ig u r a  2 m uestra  una curva d e l e sp e c tro  de ab so r­

c ión  in f r a r r o j a  de una m uestra  au tén ticam ente  pura de neotram i 

c iñ a  B n o d u lizad a  en bromuro p o tá s ic o .

La f ig u r a  3 m uestra curvas d e l e sp ec tro  de abso rc ión  

u l t r a v io l e t a  de una m uestra  au tén ticam en te  pura de n e o tra m ic i-  

20» na A d is u e l ta  en agua-raetano 1 a l  10^5, en N/10 KaOH-metanol -  -  

(1 :9 )  y en N/10 HCl-metanol (1 :9 ) ,  re sp ec tiv am en te .

La f ig u r a  4 m uestra  curvas d e l e sp ec tro  de ab so rc ió n  

u l t r a v i o l e t a  de una m uestra  au tén ticam en te  pura de n e o tra m ic i­

na  B d i s u e l ta  en agua-m etanol a l  10#, en N/10 RaOI-I-metanol -  -  

25. (1 :9 ) y en N/10 HCl-metanol (1 :9 ) ,  re sp ec tiv am en te .

La n eo tram ic in a  A y l a  n eo tram ic in a  B de e s ta  invención  

t ie n e n  b a ja  a c t iv id a d  a n t ib a c te r ia n a  y fu n g ic id a  como r e s u l t a ­

r á  ev id en te  por lo s  e sp e c tro s  a n ti-b a c te r ia n o s  de e s ta s  su s ta n  

c ia s  m ostrados en l a  l a b ia  2 que s ig u e . Las co n cen trac iones in  

h ib id o ra s  mínimas (m cg ./m l.) de l a  n eo tram ic in a  A y B a v a r ia s30.
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bacterias han sido determinadas sobre placas de asar nutríen, 

te  que fueron incubadas a una temperatura do 37SC durante 1? 
horas. Las concentraciones inhibidoras mínimas a varios hon­

gos han sido determinadas sobre placan de agar nutriente con 

5* teniendo do glucosa después de l a  incubación a 27SQ duran

te  40 horas.

10.

15.

20.

25.

30.

IABM...2
Concentraciones inhibidoras 
mínimas (Moa./mi.)

Organismos del ensayo Neotramici
«a A.......

Hootraraici-
n f t j . ................

Staphyloooccus aureus Smith 50 100

Staphylococcus aureus 209? >100 >100

Klebeiella pneuraoniae PCI 602 50 100

Escherichia coli SIHJ 100 100

Escherichia coli K-12 100 100

Pseudoaonas aeruglnosa Ho.12 >100 >1(30

Baoillue sd b tilis  PCI 219 100 > 100

Escherichia co li wS7? 50 to o

Eecherichia coli JB66/W677 100 >100

Aaromonas salmonecida ATOO 14174 25 50

Vibrio anguillarum NCBM 6 50 100

SaccharoHyces cerevisiae 50 >100

Candida albicana 3147 >  100 >100

Aspergillus niger to o >1CO

P iricu laria  cryzae 50 >100

Xanthomoaas e i t r l >100 >100

Xanthomonaa orysae 50 to o

Según ha quedado expuesto anteriormente* la s  neo-» 

traraioinae A y B de esta  invención tienen una a l ta  ac tiv i­

dad inhibidora del crecimiento de las células de leucemia y



se espera que sean ú tile s  como asente para el tramiento te ­
rapéutico de na animal vivo afectado de leucemia. los efec­

tos quimioterapéuticos de las  neotramicinas Ay B contra l a  

leucemina 1-1210 en loa ratones fueron investigados Se la  s i ­

guiente manera, se Inyectaron por v ía  in traperi tonca! células 
de leuesmlna 1-1210 (10^ células/ratón) a ratones de rasa CSf 
1 que pesaban 19-22 gramos. Para el tratamiento de l a  leuce­

mia así infectada* se comeas6 inmediatamente l a  administra­
ción fie neotramicinas A y B después do la  Inoculación del tu­

mor .los ratones leucémicos fueron usados en grupos de cuatro 
ratones cada uno para cada dosis. Cuando fueron dosificados -  

3C0. 150, 75* 37*5 y 18,7 mcg./ratón/día fie la s  neotramicinas 
A y B por inyección intraperitoneal una ves a l día durante 10 
días* se observaron los efectos altamente favorables sobre l a  

relación de supervivencia ($) como resultará evidente por los 
resultados de l a  Sabia 3 que sigue.

M U
Media -do la  relación de. aupervlcencla B l  

dosificación
.(Seg¿£atón/a£a),...... Heotramicina A STeotramicina B

300 muerte
(dosis tóxica)

muerte
(dosis tóxica)

150 200 192

75 167 154
37,5 154 128

18*7 122 103
Se calcula l a  relación de supervivencia ($) dividiendo e l nú­

mero de días de supervivencia de los animales tratados (por - 
ejemplo 10) por el número de días de supervivencia de los sai, 
males de control (por ejemplo 8) y  multiplicando por 100* por 

ejemplo 10/8 x 100 = 125. las relaciones superiores a 125 son
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5 .

consideradas generalasnte como Importantes*
Se observó también una prolongación efectiva en. l a  ** 

relación do supervivencia (#) de los ratones Inoculados con -  

leucemia 1-1210 por tratamiento con. motllneotramloina A o ce 

tilneotranlcina B, según se muestra en la  Tabla 4 que sigue*

TABLA 4
Media de la  proporción de supervivencia, (rf-'

Dosificación Lletilneotraaicina
( acg/rat Ón/dí a) , . . .  A............

Kotilneotramiclna
B

10*

200 Tóxica Tóxica

100 128 154

50 103 147

25 **<•«* 115

12,5 — 103

Las neotramicinas a y B óe esta invención son de ba— 

15* da toxicidad para los animales y el hombre, según se pone de 
manifiesto por e l hecho ae que las  nootramicinao A y B mues­

tran  valores de 20-30 rag/kg y 20-30 ogAg# respectlvamen 

te ,  en los ratones» cuando se inyecta una solución de 0,25-0,5$ 

m  peso de nsotramiclna A o B en diraetilsulfóxido-agua a l 1<$ 

20* per v ía intraperitoneal a los ratones con el f in  de evaluar -  

la  toxicidad aguda de estas sustancias*
Gomo resu lta  evidente de lo  que precede, las metilneo- 

tramlcinas A y B son también ú tile s  como agente antitumoral*- 
Be acuerdo coa un segundo aspecto, más amplio de esta inven— 

25* ción se proporciona, por consiguiente un compuesto da l a  £6x* 

mola» - .......... ............ .......  " - .... ....... ...—
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HO- ,N-
\

t /v I
( I I I )

II ó ' \
R1 R2

én. l a  que R1 es h id rógeno , h id ro x ilo  o m etox ilo , R2 es h id ró -
1 2geno t h id ro x ilo  o m eto x ilo , con t a l  que un p a r de R y  R f ° £  

me un p a r de h id ro x ilo  e h idrógeno, un p a r de hidrógeno e h i ­

d ro x ilo  s un p a r de m etoxilo  e hidrógeno o un par-de  hidrógeno 

10. y m etox ilo , y una s a l  farm acéuticam ente acep tab le  de l a  misma. 

E l compuesto de e s ta  fórm ula /III7 in c lu y e  l a  neotramicina A, 

neotx-amicina B, • m e tiln eo tram ic in a  A y m e tiln eo tra ra ic in a  B a s i  

como una s a l  farm acéuticam ente acep tab le  de la s  mismas, l a  — 

s a l  farm acéuticam ente acep tab le  d e l compuesto de l a  fórm ula -  

15. a n te r io r  / I I I ?  puede s e r  l a  misma que la s  mencionadas p a ra  la s  

n eo tram ic in as  A y B an te r io rm en te .

De acuerdo con un t e r c e r  asp ec to  de e s ta  in vención , 

se proporciona, un proceso p ara  l a  producción de n eo tram ic in a  

A y n eo tram ic in a  B, que c o n s is te  en c u l t i v a r  una cepa produc- 

20. t o r a  de n eo tram ic in a  d e l género Streptom yce3 bajo  condiciones 

a e ro b ia s  en un medio de c u ltiv o  apropiado p ara  e l  mismo conte 

n iendo fu e n te s  de carbono y n itró g en o  a s im ila b le s  du ran te  un 

periodo de tiempo s u f ic ie n te  para  p ro d u c ir  y acum ular n e o tra ­

m icina A y n eo tram ic in a  B on e l  medio de c u l t iv o ,  y re c u p e ra r  

25. una m ead a  de l a  n eo tram ic in a  A y n eo tram ic in a  B a p a r t i r  d e l 

c u l t iv o ,  y s e p a ra r  p o ste rio rm en te , s i ; e s  n e c e sa r io , l a  m ezcla 

recu n erad a  en l a  n eo tram ic in a  A y n eo tram ic in a  B bajo  sus fo r  

mas a is l a d a s .  Para l a  producción de n eo tram ic in a  de acuerdo -  

con e l  proceso de e s ta  in vención , puede u sa rse  una cepa  d e l -  

género S trep tom yces con t a l  que e s ta  cepa produzca n eo tram i-30.
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ciña» Un ejemplo apropiado de l a  cepa que puede ser empleada 

en ©ata invención para la  producción de neotramioina ea la  -  

cepa de streotoBtrces MC-16-C4 mencionada anteriormente. Esta 

cepa MC-16-04 fue depositada e l 2 de Febrero de 1.974 en un 
5, depósito japones autorisado "Fermentatlon Research. Instituto» 

Agency of Industrial Science and Ieehnologyn* Inage» Chlba- 

City* Japón, bajo e l número de depósito FERM-P 2452* Esta qe 
pa 183916-04 fue depositada también e l 15 de Febrero de 1.975 

en l a  American itype Culture Collection, Washington» D.C, SE.üü.

10» bajo e l número A.I.C.C. 31123*
la s  características de cultivo y taxonómicas de l a  - 

copa MC916-C4 son descritas a continuación*

1¿- Morfología microscópica
l a  cepa M0916-C4 tiene mlcelloa de sustrato ramifica* 

15, dos a p a rtir  de lo s  cuales se desarrollan hifas aéreas en — 
forma de gancho o espírales abiertas* Ko se observa ramifica­
ciones en v e rtic ilo , la s  cadenas de esporas maduras llevan — 

usualoente más de 10 esporas cónicas» la s  esporas miden — 
aproximadamente 0»6-0,8 por 1,0-1*2 aderas de tamaño y tienen 

20, una superficie lisa*
fcm Características del crecimiento sobre .varios medlos do cul- 

tlvo .
la  designación de odores entre corchetes £* J  men­

cionada a continuación sigue a l patrón de colores dado en el 

25. «color HftwnQny Manualn publicado por Container Corporation of 

America»
( t)  Sobre sucrosa-agar de n itra to  (incubado a 2720)*

El crecimiento de oolor amarillo pálido a amarillo rojizo — -  

£%  po, ámbar J f  lleva  h ifas aéreas delgadas de color gris pag 

30* ¿uzeo claro a g ris  claro. El pigmento soluble está  débilmente
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teñido da amarillo,
(2) Sobro glucosa-agar de asparragina {incubada a -  

27SG)í EL crecimiento de color naranja amarillo apagado £  m , 
sabor a 4 pe, finido de naranja£  desarrolla h ifas aéreas de -

5* color g ris claro a g ris pardusco claro £ 2  ib ,  JK gris oscuro^ 

251 pigmento soluble es tá  débilmente teñido de amarillo,

(3) Sobre gliceral-agar de asparragiaa (medio ISP nS5 

incubado a  27eC)í SI crecimiento ds color naranja amarillo -  
oscuro a  marrón amarillento £%  p i ,  marrón doradoJT desarro- 

H a  h ifas aéreas de color g ris  pardusco £ z  ib ,  g ris  beige_7 
a g ris  £ 5  ib* g ris  sombraje* Se produce pigmento soluble con 

raaíls de amarillento a marrón amarillento*

(4) Sobra sales iaorgánicas-agar de almidón (medio 
XSP na 4,  incubado a 2720) 5 El crecimiento de color marrón -  

amarillento pálido a marrón amarillento £ i  p i ,  marrón dora- 
á o £  desarrolla h ifas aéreas de color g ris  pardusco claro — 
£% fe* g ris plataJT*. SI pigmento soluble está teñido de ma­

rró n , l a  cara inversa del crecimiento es de color marrón ama 

r il le n to  oscuro*-

20, (5) Sobre agar de tirosina (medio ISP na 7 , in c o a ­
do a  2720); H  crecimiento de color amarillo oscuro a marrón 
amarillento £ $  pg, color canela oscuro de «quipaj^  lleva -  

h ifas aéreas de color gris pardusco claro , EL pigmento solu­

ble está  teñido de amarillo oscuro a marrón amarillento*
25* (6) sobre agar nutriente (incubado a 27®G)s s i ere-

cimiento es de color marrón amarillento pálido a marrón pá­

lido  sin  desarrollar hifas aéreas*-SI pigmento soluble está 

débilmente teñido de marrón.
(7) Sobre extracto de levadura-agar de extracto de 

30* malta (medio ISP as 2, incubado a 27SC): 23. crecimiento de -



color marren amarillento £ “4 pg, color canela oscuro de equipa 
¡je^Ja naranja amarillo pe, óxido de naraná¿7  desarrolla lat­
ía s  aéreas de color g ris  claro ££. f e , gris osourdj a gris par­

dusco claro [1  ih ,  gris oscuro?* Se produce pigmento soluble -
5 ,  do color marrón amarillento a marrón* la  cara inversa del cre­

cimiento os do color marrón amarillento oscuro*
(8) sobre agar do harina de avena (medio, ISf na 3 ~ 

incubado a  27^0)4 Crecimiento coloreado ae amarillo remiso a 

naranja amarillo oscuro $  pe. Óxido de naranjaj con Mfaa —
10 * aéreas de color g ris  claro $  fe , ceníaag7  a  gris pardusco

ih ,  gris heigsT* 521 pigmento soluble está  tefíido de amarillo*
(9) Sobre glicerol-agar de n itra to  (incubado a 27®0}s 

Si crecimiento de color amarillo pálido a amarillo rojiao 

pe, ámba£7  lleva h ifas aéreas ligeramente desarrolladas de -
15* color blanco pardusco a g ris pardusco claro* Si pigmento so­

luble está débilmente tefíido da amarillo*
(10) Sobre agar de almidón (incubado a 2720)* Si ere, 

oimiento es de color amarillo apagado a marrón amarillento -  

£¡> p i§ marrón mostaz^ sin  desarrollar hifas aéreas o rara—

20* mente boa desarrollo de hifas aéreas blancas* 31 pigmento 3£ 

labio está débilmente teñido de marrón*
(1 1 ) sobre calcio-agar de salato  (incubado a 2780)4 

m  crecimiento as de ooler amarillo pálido a aceituna pálido 
sin  desarrolla» h ifas aéreas o con ligero  desarrollo de h ifas

25, aéreas ae color blanco., &  pigmento soluble está  débilmente 

teñido de amarillo*,
(12) Sobre celulosa (incubado a 27e0)s Crecimiento -  

incoloro sin  hifas aéreas. No se produce pigmento soluble*.

(13) Sobre medio de gelatina: Sobro medio de g e la tl-

30. na eoafin (incubado a 20aa)., el crecimiento es de incoloro a

•  1;8 *



19

amarillo apagado ala desarrollar h ifas aéreas, y coa produc­
ción da pigmento soluble Se sa tis  débilmente amarillo, Sobre 

medio ds gluoosa-peptona-gelatína (incubado a 2780), él cre­
cimiento se de color amarillo pálido a amarillo apagado, Ho

ff
* se desarrollan in ic ia l mente hlf&s aéreas peso oe producen — 

después bifes de oolor blanco grisáceo. ITo se Observa produc 
clón de pigmento soluble.

(14) Sobre lecbe desnatada (incubado a 3780); s i  ere 
cimiento es de color amarillo pálido a naranja pálido sin  —

”*0.* desarrollar b ifes aéreas. El pigmento soluble está  tosido — 
sroy débilmente de naranja.
3«- Propiedades fisiológicas

( í)  temperatura para el crecimiento

Se examinó el crecimiento sobre agar Se glucosa y —
15* asparragina a 2080.» 242c , 2790, 3080* 3720 y 5080, l a  cepa - 

S0916-04 crecí6 a  todas las temperaturas ensayadas, excepto 
a  5090* La temperatura óptima para un buen crecimiento esta­

ba comprendida según, se observé en la  proximidad de los 3090.
(2) licuefaced6n de la  gelatina

20* El medio de gelatina común (15$) comenzó a licuarse -
desde el auinto día de la  incubación a 20sc . EL grado de l i ­

cuefacción fue medio, la  gelatina (15$) en el medio de gluoe 

sa-peptona-gelatina comenzó a licuarse desde e l segando día - 
de incubación cuando se incubó a 2720 y e l grado de licuefaga

25, cióa fue entonces de medio a fuerte .

(3) H idrólisis del almidón

Se M drolisó el almidón en el medio de sales inorgg. 
nicas-almidón-agar y en el medio de simidón-agar comenzando 
e l  52 d ía de incubación cuando se incubó a 279-C* El grado de 
H idrólisis fue de medio a fuerte.
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(4) Coagulación y peptonlzación do la  locho desasta- 

da«
Cuando ao incubó a 37*C., la  coagulación de la  lo»» 

cho desastada comenzó a l 4a día de incubación y se observó la  

5» peptonlzación a l 5* día de incubación una voz completada la  -  
coagulación» loe grados de coagulación y peptonlzación fueron 

de medio a fuerte*
(5) Formación de pigmentos raelanoiaes
Ho se observó pigmentación en a l caldo de triptón»

10* extracto de levadura (medio XSP a* 1)» n i en e l de pepiona-ex 
tracto de levadura agar de hierro (medio ISP a* 6)# ni ea él 
de agar de «.resina (medio ISP a* 7)# cuando se incubaron a  

27*0*
(6) Utilización de fuentes de carbono para e l oreoi-

15, miento*
Se ensayó la  utilización  de lo s siguientes hidratos 

de carbono en e l medio do agar Pridham-Gottlieb (medio XSP 

n* 9) incubado a 27*0.
Se utilizaron glucosa y L-ramaoaa para e l crecimien- 

20* to* So se u tilizó  1-arablnosa, D-fructosa, sucrosa, in osito l 
y p-mannitol, la  utilización  de D-xilosa fue dudosa* A veces 

z» u tilizó  refinosa pero otras veces ao fue utilizada*

(?) licuefacción del malato cálcieo.
SI «dioico del medio de cultivo de malato —

25. eálolco-agar ee licuó alrededor del cultivo comenzando en el 
9* día de incubación, cuando se incubó a 27*0. SI grado de » 

licuefacción fue medio a fuerte*
(8) Reducción daLni tra to
Se Observó reducción del nitrato en solución de p«p~ 

30» tona acuosa conteniendo 1,($ de nitrato sódico (medio XSP a*



3) ,  casado se incubó a 27̂ C.

Resumiendo las  características antes mencionadas de 

l a  cepa 10916-04* se observa que esta cepa pertenece a l gáne 

ro  Strentornyoes y que la s  M ías aéreas forman espirales abier 

ta s  pero no desarrollan verticilo* la  superficie de la  espora 

es l i s a  en observación microscópica* Sobre varios raedlos* a l 
crecimiento tiene un color de naranja amarillo a  marrón amasi 

lien to  con desarrollo de h itas  aéreas de color g ris  pardusco 
claro a g ris  pardusco* EL pigmento soluble está  tañido de ama 
r i l i o  a marrón con marrón amarillento. lío se produce pigmento 
iselanolde* la  p ro teó lisis e h id ró lis is  del almidón son de grsi 

do raedlo a fuerte .

Sobre l a  base de la s  propiedades mencionadas anterior 
mente* l a  cepa M0916-C4 se compara con las  especies análogas 
conocidas de Streotorm/ces con referencia a las  descrlpclo— 

nes del International Streptcmyces Pro^ect (ISP)* Se cora»** 

prueba que l a  cepa MQ916-C4 se parece a la  Streotoiavcea naga» 
ensis (Tóase e l "International Journal Qf Syotematic Bacterio 
logy" Tol. 22* página 323 (1972)* lio obstante* so observa que 

l a  cepa MC916-C4 es diferente do l a  cepa Straptoqyces naraen» 

$is ISP 5508 con respecto a su u tilización  do fuentes do car­

bono. l a  S* naraensis produce ciclohexisida* de manera simi­

la r  a  l a  cepa MC916-04* Igualmente* entre la s  cepas producto­
ras de cicloheximida, se observa que las cepas del Grupo 0 — 
que son análogas a la  Strontoravces grlseolus según es indica­

do por 2. Purumai y otros en un artículo  titulado «Sobre loa mi 

croorgasismcs productores de elclohexiraída" ^fóase e l "Journal 

Qf Antibiotics» Ser* B. Tol. 17 na 4* página 181 (196417 san 
muy similares a la  cepa MC916-G4*

La cepa IC916-C4 coincide perfectamente coa las es—
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pas anteriores del grupo 0 en suchos aspectos, aunque la  cepa 

183916*04 no ha sido ensayada para comprobar s i tiene la s  pro» 
piedades de hemolisis* licuefacción del suero y  u tilización -  

de galactosa y  lactosa que fueron mostradas por la s  cepas del 

5 , grupo 0* No obstante, estas cepas del grupo Q no están dispo­
nibles en la  actualidad, ya que han muerto. En esta situación 

ae efectfia ahora l a  comparación de l a  cepa MC916-04 con l a  — 
streptoimrces sp.IPO 3300 que es conocida por su producción de 

fermicidina* un antibiótico análogo a l a  cioloheximlda, y que 

10, es reseñado en. e l artícu lo  antes citado por I.í?uruaai y otros 
oomo perfectamente coineldeate con dichas cepas del grupo C* 
lo s  resultados de l a  comparación aparecen en l a  Sabia 5 que -  

sigue# con referencia a la s  descripciones del "Journal of Agt 

tib io tie s" .

15.
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Gomo se verá por l a  tabla que precede» la  cepa MG916-

04 es colneidente con la  cepa del grupo' C descrita en l a  l i ­
te ra tu ra  mencionada anteriormente pero se diferencia de la  -  
cepa Street enyesa sp. IFO 3300 coa respecto a l a  coagulación

5* y pentonlzación de l a  leche.
Igualmente# l a  cepa MC916-C4 es diferente de l a  ce­

pa Streptomvces ¡grlseolus ¿ “Véase e l «International Journal of 

Systematie Bastereriology» Yol, 18, página 122 (1968¿7 que ha 
mencionado parecerse a dicha cepa 120 3300, porque la  cepa 3» 

10. grlseolus no forma espirales abiertas en sus h ifas aéreas y - 

es algo diferente de l a  cepa MC916-04 con respecto a  l a  u t i l i  

zación de fuentes de carbono* se llegaron a cabo eonmaraciones 

adicionales de l a  cepa MC916-C4 con Streptoavces sp, 120 3300»
5 t r  entonare es ¿tclseolus ISP 5067 y Strectomvcea naraensis ISP

15 . 5508* Se ha eaprobado que l a  cepa EG916-C4 está  relacionada
con ía  Streptoiryces sp. IFO 3300 y Streptomyees naraensis ISP 
5508 y más con la  primera cepa* La cepa IFO 3300 es algo ¿Life 

rente de la  cepa MC91G-C4 teniendo un tin te  naranja en. e l co­
lo r  de crecimiento* La cepa MC916-C4 se distingue claramente 

20* de dicha cepa ISP 5508 con respecto a l a  reducción del n itra ­
to  y de la  citada cepa ISP 5067 con respecto a l a  formación - 
de espirales, l a  u tilización  de fuentes de carbono y la  reduc 

clón del nitrato,*
La mutación dqáctinomicetos tiene lugar frecuente*- 

25» mente en condiciones bien a r tif ic ia le s  bien espontáneas* En -  

consecuencia» esta invención incluye e l uso de la  cepa MC916- 
04 as i como sus matantes,. Dicho en otras palabras* esta inven 
eióa incluye e l uso de todas la s  cepas del género Streptomyoes 

que producen neotramiciña»

30* puede obtenerse neotramiciña por cultivo aerobio de —



esporas o mioolios de una copa productora de neotramicina del 
género Streptoqyces ta l  como la  cepa Strentomyces sp. 150916-04- 

(identificada por A.3J.C.C. 31123). Al llevar a cabo el proceso 
del segundo aspecto de esta invención, se Inocula una cantidad 

5, de esporas o micelios do una cepa productora de neotramicina 

en un medio de cultivo apropiado para los mismos comprendien­

do fuentes nutrientes y luego se incuba ba|Jo condiciones aere 
bias y preferentemente condiciones aerobias sumergidas, con el 

f in  de obtener un caldo de cultivo que contiene neotramicina.

10, Generalmente, los constituyentes de loa medios de cultivo emplea 
dos comúnmente poro e l cultivo de actinomicetos ordinarios — 
pueden, ser usados para los fines de esta invención. Por ejem­
plo, loo productos disponibles comercialmonto tales como la  - 
harina de so^a, polvo de cacahuete* polvo de semilla de algo- 

15» dón, levadura secada, peptona» extracto de carne, caseína, l i  
cor del embrión del maíz, N-Z amina, n itra to  amónico, sulfato 
amónico y similares pueden ser ú tile s  como fuentes do nitróge 

no» Los hidratos de carbono disponibles coaercialmento tales 

como la  glucosa, d  almidón, g licero l, maltosa, dextrina, sa- 
20» carosa, lactosa, melazas y similares así como la s  grasas y — 

aceites son ú tile s  como fuente de carbono. Además, el cloruro 

sódico, carbonato cálcico, sulfato de magnesio, cloruro de man 

ganoso, fosfato sódico y otras sales inorgánicas pueden ser — 
sableados como aditivo de sal en e l medio de cultivo.Si es ne- 

25* cesarlo,, puede añadirse también varias sales metálicas pesa­
das en cantidades de trazas* £n el proceso de esta invención 
puede emplearse cualquier material nutriente que sea conocido 
para el cultivo de actinomicetos, con ta l  que sea asimilable 

por l a  cepa productora de neotramicina para l a  producción de 

30. neotramicina»

-  26 -



Paca la  producción de neotramicina en gran escala* 

se prefiere el cultivo liquido* Puede emplearse para-el eu lti 

vo cualquier temperatura a l a  que l a  cepa productora de neo* 
tramicina sea capas de crecer y producir neotramicina, pero » 

una temperatura de cultivo preferida está comprendida entre -  

25 y 35-0* Se continúa el cultivo durante un periodo de tiem­
po suficiente para producir y acumular una cantidad suficien­
te de la s  neotraaicinas A y B en e l medio de cultivo*Por e^em 
pío , se preparó y este rilizó  a un pH de 6,8 un medio de cul­

tivo comprendiendo 2$ de glucosa, 2$ de g licero l, 1,2$ de ha­
rina  de so^a, 1 *0$ de harina de semilla de algodón* 0*32$ de 

carbonato cálcieo, 0*5$ de cloruro sódico y 0,0005$ de te tra -  

hidrato de cloruro de manganeso* Este medio fue inoculado en­

tonces con esporas o micelios recogidos de un cultivo en de­
clive de la  cepa MC916-C4* Cuando fue cultivado coa agitación 
aeróbieameate a  28bg, la  producción y acumulación de neotrami 
ciña en el medio de cultivo al cañe ó un rasb&mo a l f in a l do la  

Incubación durante 3 a 5 días.

Puede ensayarse la  neotrami ciña usando S tapiarlo coc­
eas aareus o Bscháriohla coli como organismo de ensayo de asuer 
do coa un método normal de copa-plato que ha sido empleado — 

usualmente para el ensayo de los antibióticos conocidos* Una 

neotramieina A auténticamente pura que fue obtenida en el ejem 
pío 4 ,descrito posteriormente, de esta invención puede ser — 

usada como muestra patrón que presenta una actividad de 1000 

unidades por mg* En cano de que sean producidas simultáneamea 

te otras sustancias antibióticas ta les  como cicloherlraida en 
e l caldo de cultivo de la  cepa 10916-04 además de l a  neotrami 
ciña, el caldo de cultivo puede ser lavado con acetato de e t i  
lo  u otro disolvente orgánico apropiado para re tira r  ta les —
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sustancias antibióticos per extracción.» La fase acuosa restan 

te puede ser empleada entonces para el ensayo del contenido -  
de la  neotramicina A y B de acuerdo con el método normal de -  

copa-plato antes citado.
5 f Para la  recuperación de la  neotramicina del medio

de cultivo* e l caldo de cultivo de l a  cepa productora de neo- 

traaaicina puede ser tratado con un disolvente orgánico apro­
piado ta l  como n-butanol para dar un extracto de l a  neotraai- 

cina en dicho disolvente o bien puede ser tratado con un ad­

ío* sorbente apropiado ta l  como carbón activo para hacer que sea 
adsorbida l a  neotramicina por el adsorbente* Se examinó la  ~  
distribución de l a  neotramicina A o neotramicina B entre n-bu 
tanol y agua» y so comprobó que e l coeficiente de repartición 

de la  neotramicina en n-butanol/agua es superior a 5 a . a u  va- 
15, lo s pH de 2 a 7. En consecuencia» la  neotramicina puede ser - 

extraída con n-butanol a p a rtir  del caldo de cultivo acuoso - 

que ha sido ajustado a un valor pH de 2 a 7 y preferiblemente 

de 6 aproximadamente* la  neotramicina es prácticamente no ex- 

tra ib le  por acetato de e tilo  o cloroformo a p a r tir  de la  por- 

20. cióa liquida del caldo de cultivo. Si se precisa* por consi­
guiente# es posible tra ta r  el caldo de cultivo con acetato — 

de e tilo  o cloroformo para la  extracción con el f in  de r e t i ­
rar las  impurezas solubles del caldo de cultivo* Para separar 
la  neotramicina del caldo de cultivo es preferible tra ta r  ol 

25* caldo de cultivo con carbón activo como adsorbente* La neotra 

oleína que ha sido adsorbida por el carbón activo puede ser - 
elulda del mismo por raedlo de una mésela de metanol y agua» -  
una mezcla de propanol y agua o una mésela de acetona y agua# 

etc , Puede mejorarse la  eficacia de l a  elución cuando se rea- 

30. l iz a  l a  misma bajo condiciones débilmente alcalinas» Puede —



efectuarse l a  purificación de la  neotramioina usando e l  mótô  

do de extracción y e l método de adsorción elución mencionados 
anteriormente en.una combinación apropiada de loa mismos o de 
una manera repetida. Puede lograrse una purificación más in ­

tensa por una cromatografía de columna usual de Sephadex LH-20 
(un producto comercial vendido por Pharmacia Co., Suecia) o — 

gel de s íl ic e . El antibiótico conocido llamado eiclohexiraida 
que pueda estar frecuentemente coexistiendo en el caldo de cul 
tivo de la  cepa MC916-C4 puede ser separado fácilmente de la  

neotraraiclaa de esta  invención por extracción con acetato de 
e tilo  o por cromatografía sobre Sephadex LH-20.

Pasa a is la r la  neotramioina A de la  neotramioina B» 

se puede someter^nna mezcla de la  neotramioina A y neotramici 
na B a  una cromatografía de columna sobre gel de s íl ic e  con -  
cloroformo y etanol (30s1 en volumen) como disolvente de desa 

rro llo . La neotramioina a aislada o la  neotramioina B aislada 

pueden ser purificadas por cromatografía de columna sobre gel 

de s íl ic e  usando una mezcla apropiada de disolventes orgáni­
cos como disolvente de desarrollo.

La recuperación de l a  neotramiclna A y neotramioina 
B puede ser llevada a cabo típicamente del siguiente modos — 
Primeramente se f i l t r a  o centrifuga e l caldo de cultivo que ~ 

contiene la  neotramioina para re tira r  las  materias sólidas jun 
to coa los micelios* Se tra ta  entonces e l filtrado  del caldo 

con carbón activo para adsorber del mismo la  neotramioina. SI 
carbón activo que lleva  la  neotramiclna adsorbida es eluido - 

con acetona-agua al 5Q& (una mesóla de acetona y agua en tina 
proporción de 1s1 en volumen) a un pH de 8,0. El eluado es re_ 

cogido en fracciones y las fracciones activas son combinadas 

entre sí y concentradas hasta la  sequedad bajo presión reduei
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da & «na temperatura de hasta 4080 o de otro modo secadas por 

congelación para dar un polvo crudo que contiene neotramicina. 
Sato polvo crudo es extraído con etanol acuoso con el f in  de 

separar en e l extracto resultante una mayor parte de los com- 
5» ponentes activos. Esto extracto es concentrado hasta l a  seque 

dad bajo presión reducida a una temperatura de hasta 4080 o 

secado de otro modo por congelación para dar un segundo polvo 
crudo. Se pasa una solución de este polvo crudo en netanol a 

través de una columna de Sephadex LH-20 (un producto de Phar 
10* macla Co., Suecia) que es desarrollada posteriormente con me- 

tanol. Durante este proceso er osiat ográfico , la  cicloheximida 

posiblemente ooexistente es aluida «ai la s  fracciones que se *• 
desarrollan en la  primera fase del proceso, mientras que la  - 
mesóla de nootraaicina A y B es ©luida en la s  fracciones que 

tienen lugar en la  filtima fase del proceso*
Das fracciones activas que contienen la  neotramicina 

A y B son combinadas entre s í y posteriormente concentradas -  

hasta l a  sequedad bajo presión reducida a una temperatura de 

hasta 4080 para dar un polvo crudo. Este polvo es echado en - 
20* un. pequeño volumen da metanol y la  solución metanóllea es mes 

ciada uniformemente con una cantidad de gel de s íl ic e  neutra, 

la  mésela fue secada por evaporación y después fue colocada -  
sobre la  parte superior de una columna de otra eantldad de di 
cha gel de s íl ic e  neutra que ha sido impregnada con una mes— 

25, ola de cloroformo y etanol (30|1 m  volumen) . la  columna de gel 
de s íl ic e  es desarrollada posteriormente con cloroforrao-etanol 
(30s1 en volumen)» Durante este proceso cromatográfico, la  neo 

tramieina A es eluida en las fracciones activas que se desqrro 

lia n  en la  primera fase del proceso, mientras que la  neotrami- 

30. ciña B es eluida en las fracciones activas que tienen lugar «-



en la  fase posterior del proceso. Las fracciones activas que 

contienen la  neotramicina A y la s  fracciones activas que con 

tienen la  neotramicina B son concentradas hasta la  sequedad 

bajo presión reducida a una temperatura de hasta 402C para -  

5» dar un polvo crudo que contiene la  neotramicina A y un polvo 

crudo que contiene la  neotramicina B respectivamente,

SI polvo crudo que contiene la  neotramicina A a sí 

obtenido es echado en una cantidad apropiada de cloroformo y  

la  solución es pasada a través de tina columna de g el de s í l i ,  

10* O0  neutra que ha sido impregnada con cloroformo* Ssta columna 

de gol de s í l ic e  ea lavada eon cloroformo y posteriormente de 

sarrollada a 52G coa cloroformo-stand (60í1 ea volumen)* EX 
eluado es recogido en fracciones* y la s  fracciones activas fio, 

seadas que contienen solamente la  neotramicina A son detectá­

is*  ¿as mediante referencia a lo s  resultados de prueba del ensayo 

b io lóg ico  y por cromatografía en capa delgada de cada fracción* 

T.̂ g. fracciones activas deseadas a sí elegidas son combinadas en 

tre  s í  y concentradas hasta la  sequedad bajo presión reducida 

a una temperatura de hasta 40&C para dar un polvo inodoro que 

20. contien e neotramicina A* Este polvo puede ser purificado poste, 

riormente para obtener un polvo incoloro que comprende aeotra- 

micina A y que tien e  una temperatura de descomposición. de 110- 

122&G* repitiendo e l  proceso cromatográfico de g e l de s í l ic e  

mencionado anteriormente o disolviendo dicho polvo incoloro -  

25* un pequeño volumen de cloroformo, añadiendo éter de e t ilo  

a la  solución de cloroformo, separando por filtr a c ió n  y se­

cando e l  precipitado resu ltan te. Puede obtenerse un polvo ln  

coloro que comprende neotramicina B y que tien e una temperatu 

ra de descomposición de 139-163fiC a p artir  del producto crudo 

antes eitado que contiene la  neotramicina B por purificación

-  31 -
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del mismo modo que para la s  neotramicina A .lio obstante» se pre 

fie re  entonces que l a  cromatografía de columna sobre gol de — 
s ílic e  sea realizada usando una mésela de cloroformo y etancl 
( 1C0s 1 en volumen) como disolvente do desarrollo*

5* sx polvo incoloro ant03 mencionado que comprende —

neotramicina A y que tiene una temperatura de deceompogiclón 

de 110-1222C se disuelve en, un pequeño volumen da etanol y — 
en cromatografiado nuevamente sobre una columna de gel de s í l l  

ce neutro* usando agua-acetato do e tilo  saturado como disolven 

10, te  de desarrollo* SI eluacio es recogido en fracciones* y las  -  
fracciones que contienen neotrasieina A son combinadas y con­
centradas hasta l a  sequedad bajo presida reducida a una tempe­
ratura de haota 4G»C, dando un polvo incoloro* auténticamente 

puro de neotramicina A que presenta una temperatura de descoja 

15 ♦ poaicién de 132-1472C y «na actividad óptica especifica
« 4-2722 (c 0,52, dioxano) * SI polvo incoloro antes citado que 

comprende neotramicina B y tiene una temperatura de descompo­

sición de 139-16323 se disuelve en un pequeño volumen de eta­

nol y se cromatografía nuevamente sobre una columna de gel de 
20* s ílic e  neutro, usando agua-acetato de e tilo  saturado como d i­

solvente de desarrollo* SI elíjalo es recogido es fracciones, 

y la s  fracciones que contienen neotramicina 3 son combinadas 
y concentradas hasta l a  sequedad bajo presión reducida a  una 
temperatura de hasta 4020, dando un polvo incoloro, autánti- 

25. comente puro de neotramicina B que presenta una temperatura 
de descomposición de 144-151fi0 y una actividad óptica especí­

fica  £o¡3J, * +314® <C 0,48, dloxane) *
A l a  v is ta  de la s  propiedades antes citadas de l a  -  

neotramicina A y neotramicina B, se ha confirmado que estas -  
30, sustancias son nuevos antibióticos que se diferencian de cual
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quiera de los antibióticos conocidos. De acuerdo con un euar

to aspecto de esta invención, se proporciona también una com
posición farmacéutica para el tratamiento terapéutico de un*
animal vivo, incluyendo el hombre, afectado de leucemia, qua 

5, comprende como ingrediente activo por lo  menos uno de los a» 

tib ió ticos neotramicina A, neotramicina B» metilneotramiciña 

A y metilneotramicina B y la s  sales farmacéuticamente acepta­
bles de los mismos, en una cantidad suficiente para reducir -  
la  afección por l a  lauoemina in  vivo, estando combinado e l — 

10. compuesto del ingrediente activo con un transportador forma— 

ceáticamente aceptable.
Se comprenderá que las cantidades preferidas reales 

de la  neotramicina usada variarán de acuerdo con e l compuesto 
particu lar usado, la  composición particular formulada, el mo- 

15 • do de aplicación y el lugar particular y el organismo que — 

sean tratados. Muchos factores que modifican l a  acción de la  -  

droga serán tenidos en cuenta por los espertes en la  materia, 
por ejemplo, la  edad, el peso corporal, el sexo, la  d ieta, e l 
tiempo de administración, la  vía de administración, l a  caden 

20. c ia  de excreción, la s  combinaciones de la s  drogas, las  sensibi 

lidades de reacción y l a  gravedad en l a  enfermedad* Las caden­
cias de aplicación óptimas para un grupo determinado de condi­
ciones pueden ser determinadas por los expertos en l a  materia 

usando ensayos convencionales de determinación do ía  dosis — 

25* a  la  v ista  de las  pautas facilitadas más arriba.
Se estima que usando la  descripción precedente y ~  

sin  más elaboración, el experto en la  materia puede u tiliz a r  
el concepto de esta  invención en su sentido más amplio. Las - 

realizaciones específicas preferidas que siguen deben ser con 

. sideradas, por lo  tanto, como meramente ilu s tra tiv as  y no 11-30,
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a lta tiv as  en modo alguno del resto  da la  descripción. 

Descripción de la s  realizaciones preferidas

Se inoculó una cantidad determinada de straptoay- 

5* oes sp* MC916-C4 (identificada por A*I*C*C* 31123) que había 

eido incubada en un raedlo de asar en declive» en un raedlo de 

cultivo líquido e s té r il  (pH 7*0 125 riU) comprendiendo 2*5# 
de maltosa» 0*75# de peptona» 0*75# de extracto de carne» 0,3# 
de extracto de levadura, 0,3# de clorure sódico y 0,1# de sul 
fato  de magnesio (7 HgO)* El raedlo inoculado fue cultivado — 
con agitación a 28&C durante 48 horas para dar un cultivo de 
siembra primario* Este cultivo de siembra primario fue inocu­
lado a  un tamaño de lnóculo de 0*48# en volumen a 50 1* de un 
medio de cultivo líquido esterilizado (pH 7,0) conteniendo — 

15 * 3, 5# de jarabe de almidón, 0,75# de peptona, 0,75# de extrac­
to de carne, 0,3# de extracto de levadura» 0,3# de cloruro só 

dice y 0*1# de sulfato de magnesio (7 H20) en un Termentador 
can depósito de acero inoxidable de una capacidad de 130 1* -  

El medio inoculado fue cultivado a 2880 durante 24 horas bajo 
20* aireación y agitación para dar un cultivo de siembra secunda­

rio* Este cultivo de siembra secundario fue inoculado a un — 

tamaño de lnóculo del 2# en volumen (6 1.) en un medio de cul 
tlvo líquido (pH 6,8, 300 1 .) conprendiendo 2# de glucosa» 2# 
de gLicerol, 1*2$ de harina, de soja* 1*0# de polvo de semilla 
de algodón, 0,32# de carbonato oálcioo, 0,5# de cloruro sódico 

y 0*00(35# de cloruro de manganeso (4 HgO) que había sido este­
rilizado  a 12080 durante 30 minutos. Se realizó el cultivo a  
2880 durante 92 horas bajo aireación y agitación (250 r*p.ra.) 

mientras que l a  cadencia de aireación fue de 150 1 ./minuto du 

3°* rante la s  primeras 24 horas y  luego fue incrementada a 300 1 ./
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minute durante el período comprendido desde la  hora 24 a la  

92 del cultivo*
El caldo de cultivo resultante (pH 7,3, 300 1 . ,  ac­

tividad 88 u./ral*) fue mezclado con. 24 Icg. de un producto f i l  
5 ,  tren te  ( tie rra  de infusorios disponible comer oialmente ba¿o el 

nombre comercial ^Hy^lo-Superce!1') y l a  mesóla fue f iltra d a  — 
por medio de un f i l t r o  de presi fin para dar 300 1 * del f i l t r a ­
do del caldo* SI filtrad o  del caldo fue mesclado perfectamen­

te  con 3 ig* de carbón activo a temperatura ambiente durante -  

10 * une. hora bajo agitación* con el f i a  de adsorber los an tib ió ti­

cos sobre e l carbón' »
la  porción de carbón activo fas recogida por centri­

fugación y posteriormente lavada con 150 1* de agua* 221 car­
bón lavado fue mesclado coa 70 1 * de acetona-agua a l  50$ (pH 

15. 8, 0) durante una hora bajo agitación, con el f ia  de extraer los
antibióticos en e l disolvente*Se condujo esta extracción por 
dos veces y los extractos así obtenidos fueron combinados en­
tr e  s í  a un volumen de 118 1 , l a  solución del extracto fue con 

centrada bajo presión reducida a  una temperatura de basta 4020 
20* y la  solución concentrada (2,6 1 *} fue secada por congelación 

para dar 565 g* de un polvo de color marrón (actividad, -  — 

35 n/mg,) que contenía las  neotramicinas á y B. Este polvo de 
color marrón fue extraído con 11,6  1 * do etanol-agua a l 80$» 
Las materias insolubles que no tenían actividad anti-bacterija 

25* na fueron retiradas por f iltra c ió n , para dar 1 1 ,2  1 * de un — 
extracto etanólico. Este extracto fue concentrado bajo presión 

reducida a una temperatura de basta 4GSC a un volumen de — 
800 eü.*, y l a  solución concentrada fus secada por congelación 

para dar 218,5 g» de un polvo carado (actividad 53 u/mg*) este 
polvo crudo fue dividido en 5 partes iguales, y cada parte —30
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fuo disuolta en 20 mi* de metanol* Xa solución mgtanólica fue 

pasada a través de "una columna (90 mu de diámetro) de 4 1 * de 
Sephadex LH-20# que fue desarrollada posteriormente coa aeta- 
aol* EL eluado fue reoogido en fracciones de 200 na» y se com 

g, probé que se aloyó eiclohesimida en la s  fracciones número 9 a 

11  adentras que en la s  fracciones na 12 a  14 se eluyó una mez­

c la  de la s  neotraraicinas A y B« Xas fracciones ns 12*14 fue­
ron combinadas entre s í  y concentradas hasta la  sequedad bajo 

presión reducida a  una temperatura de hasta 402C para dar 47 

10* S* de un polvo «rudo (actividad# 160 u/mg.) comprendiendo la s  
neotcamlcinas A y B mezcladas* Rendimiento 2^5 (basado en e l 

contenido de neotrandcina del caldo de cultivo)*

S.1emplo,.,2
Se eché e l pdvo crudo (33 g*)# comprendiendo la s  -  

15 » neotraraicinas A y B aezcladae obtenidas en e l ejemplo 1# en -  
nn paqueSo volumen de metanol# y l a  solución fue mezclada niijL 
formemsnta con 60 g* do un gel de s íl ic e  neutro# seguido por 

«1 secado bajo presión reducida* Xa masa secada así obtenida 

fue colocada encima de una columna (60 na* de diámetro) de -  

20. 660 g* de dicho gel de s íl ic e  neutro que había sido impregna
do con cloroformo-ataño! (30*1 en volumen)# Esta columna de -  
gel de s íl ic e  fuá desarrollada a 5SC pasando un flu jo  de d o -  
roformo-etanol (30*1 en volumen) a  través de dicha columna. -  

EL eluado fue reoogido en fracciones de 130 sil*# y se compro- 
25, bó qua la  nsotr ami ciña A fue elulda en la s  fracciones n« 23-31 

mientras que l a  neotramicína B fue d u id a  en la s  fracciones ns 

35-49* Xas fracciones activas combinadas ns 23-31 fneron con­
centradas hasta l a  sequedad bajo presión reducida a  una tempe­

ratu ra de hasta 40a0 para dar 1*47 &*■ de un polvo crudo ama- 
30* r ille n to  que contenía l a  neotraraicina A (actividad*520 u/mg.)*
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Rendimiento 14$ , la s  fracciones combinadas ns 35-49 fueron -  
cono entradas hasta la  sequedad del mismo modo para dar 1*03 g* 

de tm polvo crudo amarillento que contenía la  neotramieina B 
(actividad* 450 u/rng.). Rendimiento % .

5* BaMlaJL
31 polvo crudo amarillento conteniendo la  nectrami 

ciña A (1 g») obtenido en el ejemplo 2 fu© disuelto en 20 al* 

de cloroformo* y l a  solución fue pasada a  5S0 a través de una 

columna (13 mía» de diámetro) Se 20 g* Se un gel de s íl ic e  neu
1 Q

* tro  de la  misma calidad que el empleado en el ejemplo 2 que -  
había sido impregnado con cloroformo* l a  columna fue lavada -  

con 400 a£L* de cloroformo y posteriormente desarrollada con -  
cloroformo-ataño!. (60t1 en volumen) #31 eluado fue recogido en

fracciones de 8 ni.» y se observó que la  neotramieina A fue -
15. ©luida en la s  fracciones n& 13-27. I-as fracciones combinadas 

na 13-27 fueron concentradas hasta l a  sequedad bajo presi fin 
reducida a  una temperatura de hasta 4020* dando 320 mg* de un 
polvo de color débilmente amarillo, la te  polvo fue echado en un 
volumen mínimo de cloroformo y a esta solución se añadió éter 
de e tilo  hasta que dejó de depositarse e l precipitado formado. 
E l precipitado fue retirado por f iltrac ió n  y  sacado* dando -  

183 rog* de un polvo incoloro que comprendía neotramieina A y 
que ten ía  una temperatura de descomposición de 110- 1220C (ac 
t i  vi dad 1000 u./m g.). Rendimiento 35$.

25* BM w M A
Si polvo incoloro comprendiendo neotramieina A — 

(153 mg.) obtenido ea el ejemplo 3 fue disuelto en un pequeño 
volumen de etanol y recromatograf I  acto sobre una columna de un 

gel de s íl ic e  neutro (4*07 g .) de la  misma calidad que e l ©m-
30» pisado en e l ejemplo 2 que fue desarrollado con agua-acetato



de e tilo  saturado a 5SG. Si eluado fue recogido en fraccionas 

de 0,6 ai* las  -.fracciones n& 55*95 conteniendo neotramlcina A 
fueron combinadas y concentradas hasta la  sequedad bajo pre­

sión reducida a una temperatura de basta 4000, dando 53 mg* -  

5* de un polvo incoloro de neotramicina A auténticamente pura —

que tenía una temperatura de dos coevos!  e l fin de t32-14720 (ac-
26

tividad 1000 u ./o g .) . * +272» (o 0,52, di onano) Rendi­

miento 35jS*

10 * s i  producto crudo amarillento conteniendo la  neotra
micina B (810 mg.) obtenido en el ejemplo 2 fue echado en 16 

mi* de cloroformo y l a  solucifin fue pasada a 52C a través de 
imq columna (13 mm. de diámetro) de 16 g* de gel de s íl ic e  —■ 

neutro de l a  misma calidad que el empleado en e l ejemplo 2 — 
15* que hafrfa sido impregnado con cloroformo* la  columna fue lava 

da con 320 sal* de cloroformo y posteriormente desarrollada ** 

coa eloroformo-etanol (10011 en volumen)* El eluado fue reco­
gido en fracciones de 6,4 mi*, y se comprobó que la  aeotrand- 

cina B fus eluida en la s  fracciones as 34*70. la s  fracciones 
20* combinadas ns 34-70 fueron concentradas basta la  sequedad ba- 

3o preoifia reducida a  una temperatura do hasta 40«C para dar 
160 rag. de un polvo de color débilmente amarillo. Este polvo 
fue echado en un volumen mínimo de cloroformo, y a  esta solu­

ción se añadió é te r de e tilo  hasta que deóó de depositarse e l 
25* precipitado. £L precipitado fue retirado por f iltrac ió n  y se­

cado# dando 85 wg. de un polvo incoloro que comprendía neotr& 
b y tenía .una temperatura de descomposición de 139*

163«C (actividad» 620 íu./mg.)» Rendimiento 14,6$.

E.1empltL,6
30. ¿¡i polvo incoloro comprendiendo neo t r  asi ciña B —

-  38 -
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(74- mg.) obtenido en el e3espío 5 fue roercmatograf lado sobre 

un gel de s í l ic e  neutro (2*53 £•) que fue desarrollado con — 
agua-acetato de e tilo  saturado del mismo modo que fue emplea­
do en el ejemplo 4. El eluado fue recogido en fracciones de -  

5* o,35 sú.* las  fracciones (na 75**157) conteniendo neotraaicina
B fueron combinadas y concentradas hasta l a  sequedad bajo pre 

sida reducida a una temperatura de hasta 4020* dando 36 mg. -  

de un polvo incoloro de neotramicina B auténticamente pura — 
que ten ía  una temperatura de desobmposici6n de 144-15120 (ae- 

10* tividad 835 u ./a g .) .  -  +314s (c 0,48* dioxano) ► Rendi­

miento 65$ •

Ejemplo 7
Se inoouló un cultivo de siembra primario (de 0*5 

mi* cada uno) de Streptoavces sp. MC916-C4» que fue obtenido 
15* de ua modo similar a l  empleado en e l ejemplo 1* en cada 30 

ral* de un medio de cultivo líquido esterilizado (pH 6, 8) con 

teniendo 2$ de glucosa* 2$ de g licero l, 1 *2$ deharina de soja, 
1 , 0$ de polvo de semilla do algodón, 0,32$ de carbonato cáloi 

co, 0*5$ de cloruro sódico .y 0,0005$ de cloruro de manganeso 
20. (4. h^o) en cuatro matraces Erlenmeyer* El medio inoculado fue

cultivado a 2820 por espacio de 92 horas sobre un agitador -  
g iratorio  (220 r.p*sn). El caldo de cultivo resultante (pH 6,5» 
90 mi*» actividad 780 u./rnU) fue extraído con 90 mi* de huta 

so l bajo enfriamiento con Meló* El butanal-extraeto fue con- 

25* centrado hasta la  sequedad bajo presión reducida a una tempe­

ratu ra de hasta 409Q* dando 242 mg* de un jarabe pardusco con­
teniendo la s  neotramieinas A y B (actividad 100 u*/mg») • Ren­

dimiento 44$ *
Ejemplo, 8

3<5. Se disolvió en 20 mi. de metano! un polvo crudo amg.



r ille n to  (1,0 g«, actividad 765 tu/mg.) conteniendo la s  neo* 
trami ciñas A y B, que fue obtenido de un modo sim ilar a l d©£ 

« rito  m  los  envíos 1 y 2* La solución de metanol fue man» 

t enida, a  25 B0 durante 16 horas y concentrada basta l a  aeque- 
5 , dad bailo presión reducida, dando 1,0  g. de una mesóla de las  

motilneotraoiolnas A y B* La mésela fue cromatografiada so­

bre columna de gol de s illo s  £50 g», ffako*gel 0*200,

V7afco Chemicals,. Osaka) que fue desarrollada coa una mezcla * 
de benceno y metanol (20S1 en volumen)* B1  eluado fue dividí, 

10. do en fracciones de 12,5 «a. Se obtuvieron la s  fracciones — 
(as 19-25) conteniendo metllneotraffitcina A y las  fracciones 
(a® 26*38) conteniendo una mésela de oetilnootramicinasA y B* 

Las fracciones n& 26*38 fueron concentradas hasta la  sequedad 
y  e l residuo fue reoromatografiado sobre una columna da gol * 

15» de s íl ic e  (18 g*) por el mismo método descrito más arriba. ** 

Las fracciones que contenían metilneotramicina A y  la s  frac­
ciones entes mencionadas que contenían neotramicina A fueron 
combinadas y concentradas hasta la  sequedad, dando un polvo 

incoloro (299 sag)* El polvo fue cristalizado con una mezcla 

20* de acetona y benceno para dar 240 mg* de c ris ta le s  incoloros 
de metilneotramicimÁf Las fracciones que contenían raetilneo 

iramioina B fueron combinadas y concentradas hasta l a  seque 
dad» dando 175 rag* de m  polvo incoloro Se metilneotramicina 

B pura*

25* Eíeaolo_9
Se disolvió metilneotramicina A c ris ta lin a  (225 mg*) 

obtenida en el ejemplo 8 en 45 mi* de 0,01 RHC1-dioxano (1*1 
ea volumen) y l a  solución fue mantenida a temperatura amblen* 

te  (2220) duraste u n a  hora* La solución fue agestada a  un pH 
30* de 6*0 con 1 H BaCH y concentrada hasta la  sequedad ba^o pre*



sión reducida* dando 216 mg* de un polvo Incoloro que conte­
n ía las  neotramicinaa A y B ^ ^ l polvo fue oromatografls&o so 

bre una columna de gal de s íl ic e  (20 g.) de un nodo similar 

a l empleado ai e l ejemplo 2* Se obtuvo neotramioina A (87 ®g.) 

5* 7  neotraffilolaa B (69 ®g.) puras.
La h id ró lis is  de la  metilneotramicina B (100 mg.) 

en 20 mi* de 0*01 BHOl-diosano (1 s1 en volumen) a temperatura 

ambiente durante una hora por e l mismo método descrito sás — 

arriba  d i6 95 mg. de un polvo Incoloro que contenía la s  nec­

io* . tramioinas A 7 B,
El Sephadex LH-20 usado en lo s  ejemplos precedentes 

puede ser reemplstsado por otros agentes de filtr a c ió n  de gel 

sim ilares* por ejemplo saphadex 025 a 0200* Sephsrose 4B 7  

6B {Pharmacia Pina Oheralcals AB* Uppsala* Suecia) 7  3 io -2 o l -  
15* Al.Sn (B le Road Co«)* Los agentes de filtr a c ió n  de g e l prefe­

ridos inclU7 ea lo s  g e les de dextrano degradados 7  su stitu idos 

con earboxim etile que se describen en la s  columnas 3 y 4 do -  

la  patente estadounidense nfi 3*819.836.
H O Z A

20*. La Patente de Invención que se so lic ita  per veinte

años, para España* de acuerdo con la  vigente Legislación* de­

berá recaer sobres "UN PROCESO PARA LA PRODUOCIQI BE IEQJRAHI 

CUJA A Y HE02RAE5ICIHA B% con Prioridad de la  solicitud de Pa 
tente en Japón na 123256/75* de fecha 15 de Octubre de 1*975* 

25* según la s  características esenciales de la s  siguientes* ,rrT..

-  41 **

30,
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R S I T I H 5 I C A 0 I  0333S 
I» ,-  Un proceso para la  producción de neotramiclna 

A y neotramiclna B, que responden a la  fórmula general (la) 
e (Ib) respectivamente» cuyo proceso consiste en cultivar -  

5* tena cepa produotora de neotramiclna del género gtrep.tomGrc.es 

bajío condiciones aerobias en un medio de cultivo apropiado -  

para e l mismo que contiene fuentes de carbono y nitrógeno — 
asimilables durante un período do tiempo suficiente para pro 

dueir y acumular neotramicina A y neotramiclna 3 en el medio 

de cultivo, y recuperar una mezcla de la  neotramiclna A y — 
nootramicina B del cultivo y posteriormente, s i os necesario 
separar la  mezcla recuperada en l a  neotramiclna a y neotrami 

ciña B bajo sus formas aisladas*
2®** 3b proceso para l a  producción do neotramiclna 

*5* A y neotramiclna B, de acuerdo con la  reivindicación 1 , en -  

e l  que se cultiva una cepa de Streptomyces productora de neo 

tramícina, que tiene la s  características de identificación 
A*!.C.C* 31123* bajo condiciones aerobias sumergidas en un * 

medio nutriente que contiene una fuente de carbono y un nu— 
tríen te  nitrogenado basta que es producida una cantidad sus­

tancial de neotramiclna por dicho organismo en dicho medio -  

nutriente*
3fi*- Un proceso para la  producción de neotramiclna 

A y neotramiclna B, de acuerdo con la  reivindicación 1 , en -  
25* e l que se cultiva la  cepa de streptomvees en un medio nu tri­

ente a una temperatura comprendida entre 24 y 3520*
46, -  Un proceso para l a  producción de neotramiclna 

A y neotramiclna B* de acuerdo con l a  reivindicación 1 , en » 

e l que se cultiva l a  cepa de streptongces en un medio nutrien 
te  a una temperatura comprendida cintre 25 y 23 qc y con un pH
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comprendido entre 6 y 8,

55*- la  proceso para l a  producción de neotramiciña 
A y neotraralcina B* de acuerdo con la  reivindicación 1 , en -  
e l que la  neotramieina producida ©a ©1 caldo cultivado es r©

5» superada por extracción y purificada por un procoso que iaclu  
ye a l menos un proceso seleccionado del grupo consistente en 
extracción con s a l ,  precipitación de disolvente, extracción 

con butanol* d iá l is is ,  u ltra -Ü ltrac i5 n f, precipitación isoe­

lé c tr ic a , f iltra c ió n  de gel* sleotroforesis, eleetrc-eoncen- 

10 ,  tracióa y adsorción seguido por l a  elución a p a rtir  de una -  
resina de intercambio iónico»

6B,- «oí PROCESO PARA LA PRODUCCION DE NEOTRAHICIHA

A Y NECSfRAMICIHA B».

Según queda snstaneiaLmonte descrito en la  presen- 

15» te  Memoria qus consta da cuarenta y  tre s hojas, e scr ita s a má

quina por una sola oara y acompasada de dibujos»
Madrid» 2 2 0IC.TO
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