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MEMORTA DESCRIPTIVA . |
ELl Enven’co ée refiefe é ung nueva substanclsa

antibidtica de la férmula

o 5 ,
0 £ i s . 2

y a sus sales acsptébles en fermaciat Bste emtibidtico
exhibe proplededes ionofdricas y ge clagifica como un
antibidtico de grupo polietdreo. EL antibibtico de la
:Eé_n_:'mqla I’y sus sales aceptables en farmacia son efecti'-,
vos en la inhibicién del crecimiento de bacterles gram—po-
gltivas y exhibe utilidad como un agente antihg:.perbenf
givo y como un compuesto para mejorar la utilizacidn de

la alimentacién de rumiantes.

El antibibtico de la férmula I y sus sales
aceptables en farmacla se preparen de conformidad con el
invgn'l?o_cu.'ybivando. el microorganismo Streptomyoces _~sp; :
X—lt_LS47, del'_oual la clase NRRL 8l67 depositada es miem--
bro, en una golucidn acuosa ,de_'carbghidra‘!:o que contiene
nutrientes nitrogenados y sales minorales, aislando '1uego‘

ol antibidtico del caldo de fexmentaciln y, si se deses,
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cor}virtigngo sl p;'oduc't:o obtenido en ung sal_respec'biv:a

aceptable en farmacia.

Bl compuesto de la férmula I se denomina, i
qu:.micamen-be, doido alfa (R), 5 (S)-dime‘til—s—-(R)— l--e'b:.l--
-—4—-[4—(R)—(2~p::rrol:.l-—carboml)-l—(S)—-e’cil—Ba(R) 4, 5(R),
Ta(R)~te urahidroa.ndan-b"—ll]l(E) )3 (E) —bu’cadien:.l -'te’cra-

hz.dropiran«z-acet:.eo.

El organismo que produce ol entibidtico del
pmgen‘ue in_.ven'bo o8 una nueve especie desglgnedsg
Streptomyces s_p: §§-14547. Un cultivo del organismo
viviente al que se he agignado la ;‘Lenominacién de labora-
torio X=14547 se ha depositado en el Departamento de
Agzigultura @e U:SZA:, Agricultura Researxch Service,

NRRL, Peo:ia:,' Illinois y se ha sumado e su coleccidn
permanente de inicrooxganismos como NRRL 8167. El cultivo
se ha identificado como una clase de Streplomyces antibio~
ticus.

'E1 nuevo microorganismo se alsld de una
muestra de terreno recoglda en Martinsville, Virginia.
Ia clase representabtlva de Strepbtomyces sp: X~14547 tlene

las caracterigticas sigulentes:

. CARACTERISTICAS GENERAIES

El Streptomyces X-1454T produce un micelio

de gubstrato que no se fragmenta en esporas y un m, e 7

0elio aére0 que Forms cedenas rectus-flexibilisg de espo-
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rag; las espores tienen una superficile l;'g.sa: Las esporas
'b::.enen tna, longitud de 1,26 a 1,42 micras y un ancho de
0,69 a 0,91 micres., ILa pared celular comtiene un igé-
mero de éc:f.do‘dianﬁ.nopimélico aparte de la forma meso.
Este hechc_>', agl como las carscteristicas de colonig ! 7
enteriores situan este cultivo en el género Streptomycey:

CA&CTERISTI(LASA DE CRECIMIENTQO el

A continuscién se expome el medio ISP estan=
dard expuesto en Shirling and Go“atl:.eb, “Me’chods for
Characterizabtion o{‘: S't?:'ep'boglyces Sfpelees",‘ln:l;em. J,
System. Bacteriol., 16, pds. 313~400, 1966, asf oomo
otrog m'edios diversos wtllizados para caracterizar ol
oultivos o

ISP-1 a ISP-9 se describen por Shirling and
Gottlieb en el artioulo an’ser.l.or. B
Agar Czapek-Dox: caldo Czapeok—Dox (BBL) al que
se sdiciond sgar al 1,5%. _ o
3 dgar de Bemmett: extracto de levedura, 0,1%,
extracto de came de vaca, 0,1%; ITTQ-Z eming 4 (hidroli~-
zado de casina de Sheffield Inc.), O;%; dex’crosa; 1%
egar, 1,8%; 1H 7,3. ' »
Azar Saboureud Dextroga: (Difco).

Agar Thexrmogetinomyces Forment a’c:.on. medio de

fermen'baolén Bacto Thermoactinomyces (Difco) al que se

adicilond sgar sl 1,570.
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Medlo ATCC 5: Agar de esporulacién: extraoto de

- levadura, O; J,%! extracto de came de vaca, 0,1%, triptosa,

0y 23 Fesoli, vestigios; dextrosa, 1,04, agar, 1,5%, !
T2

Agar Amidex : Amidex (Com Products Couy -
Decatur, I11.), Lh; N-Z Aming A, O,2%; extracto de came ;
de vaca, 0,1, extracto de levedura, O,1%; CeCly, 20, . --

0,00L4%5 agar, Zh; TH 7,3

_  Agar de almidép/qaseina; almidén solubi_!.e,'.fL%;
caseina, 0,13 K HPO,, O,05%; eSOy, O,05%; sgary 1,5%; -
o 7,4, .

_ ) I._a Tabla 1 que sigue desgrj.be la’ cantidad de
crecimiento, grado de espomJ_.agitSzg} color de maga de la
egpora y color del micelio de él.xbs-tzgto“imrerso: Ias plgoaé
de sgar se leyeron al cabo de 14 dfas de incubacién a 282(?:
El esquena de golor utllizado fue el Color Harmony Manuai,

cuarta odicidn, 1958 (Container Corp. of America).

Tabla I: Caracterfgticas de cultivo de Streptomyces sp:

X-14547




Medio de
agar

Cantidad de crg
cimiento Grado

de_esporulacidn

Color de magsg
de egpora

Color del micelio de
gubgtrato Llnverso

Extracto
de mglta
fermen’l:_g

(ISP—-Z)

Haring de
aveng
(IsP-3)

Sales .
inongé~
m.cas/e;
midén -
(I8P=4)

Glic erol/|
asparagl

na
(IsP=5)

Peptona/
extracto
de leva—-
dura/hi

rro
(1sP=-6)

T:i. rosina,
(IsP=7)

Aggr™
Czgpok~
Dox

Agar-de
Bennett

crecimiento mo=
dergdo a abundan
te: blen eésporu~
laédo; ligersmen~
te higroscdpioo

crecimlento Ebun
dantes bien espo
rulado

crecimiento @bun
dante; bien es=
porulado

crecimiento mode
radog espomla—
clén de modera—
da a buerg; li~"
geramente hz.drog
copico

crocimiento modg

radoj sin eSO

lacidng pizmento.
soluble paxio og=
curo

pobre crecimiento;
alguna esporulg~
clong ligern can~
tidad de pigmento
soluble paxdo

pobre crecimien=~
t05 a grdndes
trechos esporula-
do

modergdo checi~.
miento; blen esw
porulado; hz.gros
cbpico

3Le ( gris plg,
'l:eado) on Ia
mgyor parte;.
glgunos peng-
chgs de g (blan

3 fe (gns pla
teado)

des y ligtas ds
b (blanco de og,
tra)

2 fo (gris ou=
biérto) com pap
ches'y boxdé dé
b (blanco de og
Tra)

i (grig) cuando
no egtd espoxu~
lado

2 dc (natural)

b (blanco de og
tra) :
fo (gris cubiexr
o) :

2 n1 (paxdo cubler—
'boTen el centro;

2 cg (marfil claro)
en el borde

3 fo (gr.l.s plateado)
en ol centros "2 do”’

(ngtural) en el 'B'Exv-
de 2 d¢ (natural) -,

2 gc (bisquit) en
mayor parte; 2 g__
(tostado cub:.erto)
en el boxrde

L (gris) cuando no

egta esporulado

3 1L (castor)

b (blanco de ostra)

1z (pardo adobe)

e ‘,_,‘,
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Agar Sabou
raud Dex—
trose

Agar Ther
nogctino~
myceg Fexr
men'ba'bn.on

odio 4200

(American
Type Cultu
10 Collec
tion Calge
logue of
Straing, 128
Ed. 19764
Rockville,
M, )

Agar Ami-
dex

Agar de
almiddén/
caselns

-

crecim:i.gm'bo mode-
rado; sin esporu-
lacion

crecimlento gbun-—
dante; blen espo
rulado; higros-
coplco-

-

crecimiento ‘mode~
rados blen espo-.
ruladoj higrosco—
plco

crecimiento dbun-
dante; blen espo-
rilado; ligeramen
te higroscoplco

orecimiento abun
dante; bilen eg—
porulado; higrog-
cbpico

31le (camello) cusn
do no estd espomla
do

3 fo (gris plateado)
en la mayor parte;
con pengchog de D
(blanco de ostra)

3 fe (grls platea.
do) tembién dreas
de 3 do (natural)

3 fo (zris plateg
do) en la mayor”
parte; bordés de
b (blanco de os=

Tra

3 fo (gris plateg
do); b (blanco de
ostra) en un drea

3 is (camello)
cusndo no egtd
esporulado

3 pn (paxrdo os=
curo) en el

centro; ¥y 32
Croe. anariTic)

en el boxde

3 pl (pardo T
mogtaza) o

3 pl (perdo mcg
tgza) en el
Cen'bmy 2¢b -
(matlz marfil)
entormo del
borde

2 do (natural)

Lg Tabla 2 que sigue expone las caracter’igticas

morfolégicas y fisiolégicas del Streptomyces gp. X-14547.

Table 2: caracterfsticas morfoldgicas y figlolé-

icas de Streoptomyces . X=14547
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Prueba Respusgta
Reacoién'cromoge’nica, ISPe6 +
Molanina, ISP-7 ' + aéoil
Supexfi_qi&de espors, lisa
Color de la masa de espora _ gris
Forma de oadena de espora rectug~flexible
Utilizecién de D-glucosa S
Utilizaoion de D-xilosa g
Utilizaoibn de I-arabinosa +
Utilizacidn de IQI'amnosg ++
Utilizacldn de D-fructosa ++
Utilizaoidn de D—galactosa ++
Utilizaoldén de Rafinosa -
Utilizaoidn de D-mgnitol ++
Utilizacidén de i-inositol ++
Utilizacidn de salicina -
Utilizaoidn de sucrosa -
Ubilizacidn de celulosa -
Pigmento lateral inverso -
Plgmento gsoluble _ -
Sensitividad de estreptomicina,

10 miorogramos disc +
Reduccidn de nitrato -
Hidrolisls de cageina
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Table, 2 (Continuaeién)

Prueba Regpuesta
Hidrolisls de gelatlna ' *
Hidrollsis de almldén +
Oscurecimlento ISP-1 +
NaCl (%) fglerai}cia ) o 5 -
Gama de crecimiento de la ’cempe;- .
rature 2C_ ] 0-37
Isémero de deldo diamino~plmdlico Digtinto del igé='
. mero meso

o= reépuesta fuertemente positie
va;

-= reépuegta negativa. _
_ Segin R.E. Buchanan y N.E, Buchanan y N.E. Gibbons
Bexgey's Menual of De'teminati?e Bac’cexﬁ.o%l.ogy,- 8a edicldn
1974, Williems and Wilkins Co., Baltimore, Md., el cultivo
X-14547 o gimilar al Streptomyces antibiotiocus como se
conoce hasta ahora, pero cusndo se compare se aprecian
diferencias en la utiligacién de L;-arabinosa, produccidn
de melanina sobre ISP-7, y reduccién de nitrato. E1 cultlvo
X—l4547 o jt‘:odavia.suficientemente gimilar al Streptomyoes
antibio‘sigué tal como ge conoce gctualmente para justifi;—
car gu idgan‘bificacién como una clase de Strepbtomyces ane-

+1bioticus.

Ta especie X=14547 agul descrita incluye
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todas las clases de Streptomyces que formen un compuesto de la
férmula I Y que no pueden diferenciarse claramente del ou.l'L:Lvo ne

mero Xw14547 ¥ sus suboultivos ineluyendo mubanmbes y variantes.

Bl compuesto de la £érmuls I ge :.den“a:l.f:.ca aq,u:!. v des—
pués de conocerse esta n.dent:.flcac:.on ‘regulta facll d:.ferenc:.ar‘

las razas que producen un compuesto de la £8rmuls I de otras—.“}

P
- F

El Streptomyces Sp. X;l4§47; ‘cugndo so desarrolla
bajo condiciones apropladas Produce un compuesto de la fér— )
nuleg J;; Un caldo de fermentaclén conteniendo Streptomyces sp:
X¥14547 Se prepara inoculando espoi‘aé 0 micelios del oxganlsmo - .
productor del compuegto de la féxgnula I en un medio gpropiado -
¥ cultivando luego bajo ocondiciones agfcébicas; Para lsg prod_uo-'-"
cidén de un oompuesto de la férmula I es posible el cultivo Som
bre un medio sc’;l_:':do; pero para la produccién on grandes cgn’ci:-
dades se preflere el cultivo en un medio Ifguido. ._ Ia temperatus
ra del oultivo pueds variar gobre ung amplla gama, 209;-359_0; L}en—'
tro de la qlile buede desarrollarse el oxganismo, pero ée,wprefie;—
Te una temperatura de 262-302 y un yH sustancialmente newtro.

En la fermentaoién aerdbica sumergida dol organismo pars la
p;*oduccién de un compuesto de la £érmula I el medio puede oon-
tener como la fua:ilte DPara el carbono un aéei’ce de glicéxido

que se encuent:.ra on el comerelo O un carbohidrato tal como gli-
cerol, glucosa, maltosa, lactosa, dextrina, alnalidén,' etc. en
estado puro.o bruto y como la fuente de nitrégeno un material

orgénico tal como soja, solubles de destiladoras, cacghuete,
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semillas'_deﬂalgocléz_l', extracto de cams, pep'bona, pogeado, ex—
tracto de levadurs, licor de macermoién de mafz, etc. y ouan-
do se desea fuentes Lnorgénicas de nitrdgeno tal como n:!.tra;-
tos y sales aménicas. Le¢ sales minerales presentes son, por
ejemplo, sulfatgiaménico, sulfato gagnésico, celoruro sédiqg;

-
AT

cloxruro gotésigo;wfosfato potésioo; carbonato qélcico y ves-,
tiglos é&e sales de metal pesado: El medio puede contener’tgigi
bién sgentoes amortiguadores tal como cltrato gédico o fosf_g‘-‘;;'
tos. En log procedimientos de cultivo sumergido alreado se - -
utilizg, de prefgrenqia,_un agente an%i;espuman?e'tal como

parafing liquida, aceltes grasos o compuestos de-silicoga; Il

RN

Para la produccién de un compussto de la férmula I puede
utilizarse mas de una clage de fuente de carbono, ‘fu.en’qe de

nitrézeno o fuente anti-espumante.

o Despuds de terminadae la formemtacidn el entibiétilco
X=14547 o:sus sales pueden recuperarss del medio de fer-
men'bacigSn; Eéjtjo“_pued'e llevarse a ogbo slguiendo diversos B
méfodgs; por ejemplo, mediante extracoidn de disolvente de
todo el caldo de fermentacibn o mediante filtracidn de tow
do el caldo y extraccidn de las células miceliares con un
disolvente apropiado, Ios disolventes aproplados pare ‘
1g extraccién de las célules miceliares incluyen acetona,
tetrehidrofurano, sulfdxldo de dimetilo o dlsolventes mixtos
tales como cloruro de metileno~-metanol o acetato de et@lo;eta;

nol. Log dlsolventes generalmente aproplados para la téenloa
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da exire~cid.. de diselv-at: incluysn cloroformo, digolventaeg
halogenades, tel como cleruro ds matileno, digolvantss stereos,
acatzto wtllico o butilico. Ie crigializecidn fingd pusde afscw
tuarse utilizando, por sjsmplo, acstzto de otilo, acetato de
butilo, cloruro de metileno o cloroformo sn cslidad ds disol~
vente ds crisinlizacidn. st

'3

antibidtivo U54T4 forme una serie ds sales acep—-i-

=

P

tablss =n femmecig. Bstas salss ge prepera’ a partir de la iy

forma de &cido librs dsl antibibtico sigwiendo mébodos bien  .i:

e <

conocidog =n el arte; por sjsmplo, lsvando sl dcido librs en

golucidn con unz bass o sal apropiads. Zjemplos de estes subg—. .

e g

tancizg bdsicas farmacbuticemente acapiables capaces de formar

-

sales para los fines dal pressnte invento incluyen bages de me—.,
tal alcalinc, %zl com hidrdéxido sfdico, hidréxido pobdsico, hi-
dréxido 1iticn y gimilarss; beses d% nstel alealinotérreo, tal
como hidrdxido cileico, hidrlmido ds berio y similares; e hidré-
xido aménico, Ias salzs de metel slealino o de metel slcalino-
térreo aptas pars formar gales formsciuticamente aceptables
pusden inclulir anionss tales dﬁrbonatoa, bicarbonatos y sulfatos.
4 confinuescidn se exponen diversas caracterfsiices
f{sicas dal sntibibtico X~14547,
in la figura 1 se repragsnta el espectro de
absorcién de infrerrojos del antibibtico X-14547 en uns .
pellz ds KBre El entibidtico =xhibs caracteristicas de

absoreidn en la rezién de infrarrojos del expschtro en

B el T 0

Zn le figurs la egcala de la ordenada corresponde al porcen—
taje o ftrensmisidn y las escalas de lag abeisas corrfsponr
den = la longitud de onda en micras y frecuencia (U~1), su-
perior s inferior raspectivamente,

POOR
QUALITY
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las frecuencias sigulentes expresado en centimetros recipro-

cos:

Picos producidos inter slig a 3140 (CH),
2470~2400 (earboxilo OH), 1735, 1710 (C=0), 1650 (C=0
conjugado) y I627 o> (C=C conjugado).

El antibidtico X~14547 exhibe una toxicided
oral (:DL50 on ol ratén de 1 mg/kz (24 horas).

El antibidbico X~14547 ha exhlbido actividad

antimicroblana contra una variedad de bacterias y mico-

bacﬁeriaé gramfpositivas, tal como se indica en la Ta—

bla 3 que sigue:

1

~Lablg 3 N
Aotividaed antimicroblana '
- . del antibidtico X~14547.
Nombre del or— Colecolén Concenfracidn inhibidora
ganigmo delNgu1$1Vo gtnima en microzramos '
' ATCC _NRRT.
Bgclllug megaterium 8011 0;1
Sarcina lutes 9341 0,1
Bacillus species E 27859 0,2
Baclllus subtilis 558 0,1
Staphylococous aureus 6536 0,2
Bacillus species TA 27860 9;2
Mycobacterium phlei 355 3,1
Strepbomyces cellulosae 3313 0,8
Pgecilomyces varioti 26820 6,3
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*La menow dilucilén por dos veces dando una zona de

inhibicién en una prucba de difusién en vaso de agar.

Se ha descubierto ta_.mbién y debe considerarse
paxﬂ:e del presente invento que el nuevo co-me’cab;':li'bq

5. 3—etilw1, 3-d1hid ro-3~metoxi—~ZH—ondol-2—ona exhibe tam~ _, .
bién getivided entimlcrobiana contre una varieded de mi-,'.
cmorganismos; $al como se indica en la babls 4 que sigue‘:j

@

Table 4 o
i Concentracidn..-
inhibidors miw .
10, ’ ’ ' , B nimg, microw " -
Nombre del oxrmanigmo Coleccion del cultivo Ne moss/ce o
_ ATCC o
Escherichia coli 27856 5,0 .
- Pgeudomonas aeruginosa 8709 3,0
- Klebgiella pneumoniae 27858 5,0
15« gtaphylococcus aureus 6538P 5,0
Bacillus sp. TA 27860 2,5
. Paecilomyces varioti 26820 2,5

Se_gt?n se ha indlcado anteriormente, el anti-
pi_ético X;-JA-54-7 ¥ sus sales junto con su co-mebabolito
20. 3—9"61‘.1;-1,3;-d:i:hidx'o;3-metb}d.-21§;-_:i_.ndol;-2;-one_1 posee la _pro{-
piedad de afectaxr adversamente el crecimlento de clertas
bacterias gram-positives. Estos son Wtiles en soluciones
de lavado paras fineg ga:gi'taxi'gs como en el lavado de las

manos y la limpieza de equipo, piéoé 0 equipos de habitaw-
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clones o laboratorios contaminadog.

_ El antibidtico X=14547 éeﬂha descublerto
que mejora tembidn la utilizeclén de la alinmentacién de _
rumiantes;qo sea, mejora la eflcacla digestiva de ciertos
animales herbivoros, por ejgmplg el ganado. Una digouf
gién del mecenismo por el cual el alimento se digiere,
degrada y mebaboliza en un snimal rumiente puede engonf_tw
trarge on la patente ogtadounidense n? 3.839.557 que des- ‘
cribe el empleo de ciertos antibééticos para mejorar la N
utilizacién de la allmentacién de rumientes y se inoor-
pora agul oomo refe:encia:”Los enimales rumiantes econd=
micggente importentes son el ganado, la oveja y las ca-

bras:

Ia ofectividad del antiblético X-14547 en la
modificacién de la relacién de écidos grasos voldtiles
producidos en el omasom(y mejoranio poxr cgnsiggienﬁe_la
utilizacién de la alimentacién de rumientes) se demuestra

por medio de las sigulentes pruebas in vitro.

§e obtlene fluldo de omaso de un qogillo

con umn gmaso_fistulado: El novillo ge mantiene con la

racién sigulentes

Maiz 89;9370
Alfalfa 5,000%
Aceite de soja é,OQ%
Pledra caliza O;8C¢

ey
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NgCl 0,605
Fosfato dicdleico 04507
Vestigios minerales 0, 025%

Adiclones d&e mezclas pre;-

vias de vitamina 0, 1%
Vitaming A, TUI 24,0003
Vitenina D, Ul 0,801

Vitgming B, TUL 3,002

El fluldo de omaso ge fuerzg lnmedigtamente-

g través de un tamiz de 30 mallas.

Por cada fermentacidn se adicionan 75 cc.

del fluido regultante g un matraz de 250 cc contenlendo

lo giguiente:

1 g de grano finamente molturado ; racién de heno 80%: 20%;

1 cc de una solucién gcuosa de glucosa al 18p

(1 mllimol pox matrez); »

1, 5 cc de una solucidén de urea scuosa al 3 l%

(0,76 milimol por matraz), _

_6__(_) _m:.cromoles por cada unoc de los 10 am:.noac:.dos .
esenc:.algs (axg:.:;lna, h:l.s-l::.d:.ng, 1eu9:.na, netionina,
treonina; valing, lisina, isoleucina; fenilslanina,

triptofano); - _ B
1 cc de una éoluciép acuosa del farmaco de prueba

para obtener 10 0 25 microgramgé/cc (volumen total

caleulado de la mezcla de fermentacién de 80 cc).
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_ Cada matraz ge lncuba a 382C en un bafio de agua

_sacudido con una cubricidn de gasifiéac;l’_.én: Se hace pasar
continuamente didxido de carbono a través de la cubricién.
Al cabo de cuatro horas de incubaciln se centrifuga una-

5u . cantidad de 10 cc de fluido de fermentaoién a 14,000

rpn (aproximéqamenﬁg 30,000 g) durente 20 minutos. Se .

adicionan tres cc del sobrenadante a 1 cc de una solucién

de dcido metafo.sfé:r'ico conteniendo 23 micromoles de .

‘deido 2emetil-valérico en calidad de un estandard interno =
10. El fluido méuquapﬁe se deja reposar a la temperatura del "
| aublente durante 30 minztos, Se £iltra ol flmldo a tzavés ..
de m filtro millipore de 0,22 milimicras y se refrigera ""-
hasta que la oromatografia de gas-liquido enaliza los

deidos grasos voldtiles.

15. Iog anglisis de cromatografia de gas=liquido
(CGL) de cuatro formentaciones de oontrol in vitro y dos
fermentaciones cada una con 10 y 25 ppm de antibidtico

X-14547 se exponen en la tabla siguien’ce:

Relacién de moles de propionato ((33) frente a ace'l:g'to
20. (02) mas n-bubirato (n04) en fermentaciones de omaéo

in vit ro:
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Descripeién (tiem=  micromoles C'3/micromoles C, * .6 To—

po en incubecidn) moles nC,
Férmentaciones Medias (+ 1o ) °
repetidas
Controles (O hrs.) 0;372
0;361
01364 o ’ PN
0,350 0,362 (+ 0,009) .
Controles (4 hrs.) 0,393 2
0;337
0,427 : :
0,388 0,386 (& 0,037) ‘.
Antibidtico X-14547 .- -
(4 hrs,) 0,493 0,491 -
10 ppm ieg/ml 0,489
Antibidtico X-14547 - :
(4 hrs.) 0,531 0,521
25 ppm ' 0,510

Tal como se expone en lg tabla anterior la
relacidn entre propionato (C 3) v acetatos y n-bubtiratos
Se mejora éignifica'tivamen‘se. Con el aumento de prppiona-__
tos en lugar de acetatos a partir de carbqhidratos‘se aumen—
ta la eficacilg del carbohidrato y por consiguiente la ubi-

lizacién de 1ls alimentgeién.

. In sdministracién de antibidtico X-14547

(en 1o sucesivo "Antibidtico" o "Compuesto antibidtico)
previene y trata la ce’cosisn,-'asi'oom'i_) mejore la wtilizacién
de la alimentacién. El mecanismo causante de la cetosis

ey una producclén deficiente de compuesbos de propionia'to:
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Un tratemionto aotualmente recomendado egd la.administragiép '
de deido propiénico o alimentos que producen, d¢ prefgrenpia}
proplonatos. Es obvio que estimulando la produddlén de
proplonato a partir de alimentos ordinarios se reducira

la incldencia de la cetosis.

— - N

Se bha degcubierto que el antibidtico X-1454T7 ..

Pl +

7

aumenta la eficacla de la utilizecién de la alimentacién « |
T34

on los an;maleé rumientes cuandoﬂégwadministra por via 1,

-

I

oral a los animales. La forma mas sencille de siministrar

PEEY

ol antibiético consiste en mezelarlo con el alimento de

los animaleé:

_ Sin embargo, el antibiético puede administrarse
Gtilmente de otras fo;mas: Por ejemplo, puede lncorporarse
a pestillas, pociones, bolos o cdpsulas y dogificarse &
los enimales. ILa formulacién del compuesto ambibiético
en estas formas de dosificacién puede llevarse a cabo
sigulendo métodos bien conocidos en el arte farmacéutico

veterinario.

§aé_oépsulas se producen facilmente llenan—_
do cépsulas de gelatina con cualquler forma deseada del
entibibtico deseado. Si se desea, el antibibtico puede
diluirse con un dlluyente en polvo inerte, tal como un
azdcar, alm.dén o celulosa cristalina purificada con
el fin de aumentar su volumen por conveniencia en el 1le-

nado de cépsulas.
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Las pastillas del antibiético se obtienen B
glguiendo prgcedimientgs fa:macéuiicoé cpnvencinnaleg;_
En sdicibn del ingrediente activo une. pastilla contiens
usuglmente una bage, un desintggraggy, un abgorbente,
un ligante y un lubricante, Las bases tiplcas incluyen
lactosa, azicar en oapa fina, cloruro gédico, alm.dén
v manitol; @l almidén es tembién un buen desintegrador
como lo es el dcido alginico. En ciertas ocasiones se L
wtllizen tembién egentes tensoactivos tal como 1aur§l—sul;z'
fato gdaico ¥ sulfosuccinato diocti};ségico; Log absor~
bentes comunmente ubilizados ineluyen asimismo elmidén y ° -
lactosa si bien ol carbonato megnésico s también dtil .,
para sgbétancias oleosas. ILog ligantes fzecuentemente u@iél,
lizados son la gelatina, gomas,_almidén; dextring y diver—
sgé dexivados de gelulosa; Entre lqé lubricantes oomun~
menﬁe.utilizados ge encuentran el estearabo de magnesio;
talco, cera parafinica, diversos jabones metilicos ¥y po-

lietilenglicol,

) Ia administracidn del compussto antibidtico )
puede adoptar forma de un bolo de lenta liberseién. Estos
bolos se obtlenen como las pastillas a excepcién de que
se proporcionen medios pare retardar la disolucidn del
gntibiético: Los bolos se preparan de modo gue liberen la
éugtgncia activa en largos perfodos. Ia lenta disoluecidn ;

viene asistida eligilendo una forma altamente acuoinsolu—
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ble del antibidtico, Se adiciona una sustancia tal como
relleno de hierm para elevar la densided de-low bolos

y mantenerlos estéticos en el fondo del omago.

_ _Ia digolucidn del embibidtico se retarda

‘mediante ol empleo de una matriz de materiales insolubles..- -

SN

en donde so embebe el fammaco. Por ejemplo, son Wbiles i~

gubgtanclas tales como ceras vegetales, ceras minerales - .

Voo

TR

purlficadas y materiales poliméricos scuoinsolubles. aae

C e - - — -

Ias pociones del anbibidtico se preparen

R

-
-~
-~

de la forma mas sencillas eligiendo una forma acuosoluble -
del antibidtico. Cuando por algin motivo se desca una T
Torms insoluble puede prepararse ung suspensién. Alterna-
tivamente puede formularse una pocidén como una solucién

en un digolvente fisiolégicamente acoptable tal oomo

polietilenglicol,

Pueden prepararse sugpensiones de formas
insolubles del antibidtico en productos no disolventes
tal como_geei?eg vegetales como agceite de cacahuete,
maiz o sééa@o; en un glicol tal como propilenglicol o
un polletilenglicol; o en sgua, dependiendo de la forms
del antibibtico elegido.

_Loé coadyuvantes fisiolég;cgmepte aceptables
apropiados_son necesarios pare mentener el antibiético
ggspendi@o; Log coadyuvantes pueden eleglrse entre los
espesantes, tal como carboximetilcelulosa, pOlLvinilpirro-
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lidona, gelatina ¥y alginatos: Son muchas lgs clases de
agentes tensoactivos para suspender el an‘bibié_'tioo: Por
ejemplo son f_;biles pare obtener suspensiones en productos
no disolventes liguidos la lecitina, eductos de alquil-
fgno}/@xido de polietlleno, gafﬁalenéglfogaﬁos, alguil-—

bencensulfonatos y dsteres de polioxie’cilen—»sorbi’can:

En ad:.o:.on muchas sus’aane:.as que ofectuan

lg hidrofilicided, densidad ¥ tensz.on su.pe:cflc:l.al del ‘

“h oo
N .

[
v

1lquido pueden agigtir en la obtenocidén de suspensn:oneg .

en casos i'.ndividuaig?s: Por ejemplo, pueden ser agentes

de sugpensidn Utiles los antiespumentes de silicona, gli~-

coles, sorbiftol y azlcares.

El an‘b:.blé'blco suspend:.ble puede ofrecerse
al productor en forma de una suspens:.on 0 como ung mezola
seca del entibiético y coadyuvantes para diluirse sntes

del empleo.

o El antibidtico puede adminigtrarse también

en el agua de bebide de log rumlantes. la incorporacidn
en el agua de bebida se lleva a osbo adiclonando una Lorma
acuosoluble o suspendible en sgua del emtibidtico al agué
en la centidad apropisda. La formulacidn del antibidtico
pare la adicién al sgua de bebida sigue los mismos pxinci!;;
piog que la formulacion de p.c’)cic;nes: :

Ia forma mis préctica de tratar animales con

el compuesto antibibtico es la de formulacidn del com—
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puesto en el guminis‘uro_a]imen'h;i_.cio: Cualguier tipo de
alimento puede medicarse con los compuestos antibiéticos,
incluyendo aelimentos secos comunes, alimentos 1lquidos

v alimentos en forma de pellas:

) ' ng métodos para la formulacién de farmacos_
en alimentos animalgs son blen oonoéidos. Es usual pre; "3“
parar une mezcla previa de farmaco concentrado como uwn -
material bruto para alimenﬁos_medicados; Por ejemplo, -xe
las Iyezclgé previas tipicas de farmaco pueden cpntgner

entre glrededor de uno a alrededor de 400 gramos de <
farmaco por libra de mezcla preyia: Ia amplia gama re~= h
sulta de la amplia gama de concentracién del farmaco

que puede degearse en el alimento Jf_:t.nal: Ias mezclas pre:-

 vias pueden ser lfguidas o sblidas.

o Es bien entendida la formulacién de alimenta-
olones de rumiantes que contienen las cantidades apropiadas
de entibidbico para el tratamiento Util. Solo es necesario
calcular la og,ntgi.dad de compuesbo que ge degea adminigtrar
a cada animal, tener en cuents la cantldad de alimento por
dfa que come el animal y la_concenj:raciér} del compueg‘bo
antibibtico en la mezela previa que ha de wtilizaxse, y
calcular la conoentracién apropiade del oompuesto entLbi b

tico, o de la mezcla previa, en el alimento.

- -

Todog Llog métodos de formulacién, mezela y

formacidn de pellas con alimentos que se utilizan normale
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mente en el arte de alimentacidn de rumiantes son total-
mente apropisdos para preparar slimentos que contengan

el compuesto antibiético,

' Segin se ha expuesto, la administracidn oral
5. del embibidtico altera beneficiosemente la produccién

de pmpior_xafos con respecto a la produccidn de acetatos ...
en el omaéo: Poxr consigulente puede postularse que el ‘
mismo tratemiento beneficiard también animales mgnogé,'stz_:i%i'
cosg en 1los que fermentg materis vegetal flbrosa en el ce_ouni;
10. ya que ocabs esperar que se produzoa un camblo benefioioso)-,
en la relacién pppiona’bo/aoetato. oon la adminj/._str_gcién ‘
oral del prosentes aljrbilqié'hico: Loé caballos, cerdog ¥y _
conejos éo;f_l ejomplos de animales que digleren una parte

de su alimento mediante fermentacidn cecal.

15 ) El anbibidtico X~14547 exhibe también activided

en ol tratamlento de hipez*&ensién en gnimales de sangre

calliente.

. Ia actividad a{Ltihiperbenéiva se prucba en _
retas macho Spregue Dewley (Charles River) con peso de |
20. 1'_?0#@10 gramos:. Se produce hipex_'!_:ensién DOCA~Ng Mediante

nefrectomla unilateral seguido de implantacidn subcuténea
de una pella de desoxicorticosterona (DOCA) de 25mg.

Los animalgs ge digponen en j’au,?.aé individuales recibiendo
golucidn de cloruro sédlco al 0,9% y wna dieta do comida '

25, para ratas al libitum. Se deja que transcurran dos semanas
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desde la intervencidn quirirgica para el desarrollo de 1
hipertensién, o sea, presién senguinea sistélica, de

por 1o menog, 150 mm de Hg.

_Ia presidn sanguinea sigtélica y ol witmo

5, cardiaco se miden indirectamente a partir de la cola de - -

~

ratas no_‘anesteéﬁ,adaa, ubilizendo un transductor de :.m- s
pulsos neumitico. Ies lecturas de comtrol se tomen entes.
de la sdministracidn del farmaco y 1, 3, 6 v 24 horas -
degpués de su a@minis’aracién;

10, Los resultados se expresen como valores gbso-

lutos y cambios porcentusles a partir de los controles.

Tabla 4 )
PRESTON SANGUINEA SISTOIICA (mm de Hg)
. DIA RATA RATA RATA RATA RATA RATA CAMBIO
15, ‘ 1 2 3 4 5 6 MEDIA PCT
CONTROIES | ' : : : E
PRE-FARMACO 223 203 203 199 203 209  206,7

10 N.G/KG x 3 dias PO _ _

VALORES POST~ 1 216 178 184 198 151 203 188,33 9,0
TARMACO EN : & _.
© (m de Hg) 2 211 201 176 168 168 190 185,7 =10,3
2 184 174 161 165 165 179 17143 _-1'_1',1

3 214 195 193 219 198 211  205,0 =0,7
3 210 177 173 206 190 220 196,0 5,2
4 197 172 22 212 179 228 202,8 -1,7
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CONTROIES

Teble 4 (Continuacidn)
RLTMO CARDIACO (IATIDOS/MIN, )

PRE~FARMACO 440 360 460 410 400 400 411,7

10 M KG x 3 dfas PO

VAIORES POST~ 1 480 360 450 440 390 4.00 4;20;0 2,0

FARMACO EN

TATIDOS/MIN, 2 430 320 360 490 370 430 400,0 ~2,6

10,

15.

. 20,

2 420 310 400 310 380 450 378,3  -8,l....
380 360 360 360 370 350 363,3  ~1l,3.

370 360 350 360 380 370 365,0  +10,8 -
370 320 360 350 340 400 356,7 13,1

= e W

) Para el empleo como un agente an'ti?-hipex'bensigo','
ol antibibtico X~14547 se formula, wiilizsndo materiales
coadymrar_rte‘é Parmgeduticos inerbtes conve{mionales, en
formas de dogificacién que son apropiadas para admi.n:ﬁ.s’bra-— '
gi(_Sn oral. Son posibles otras formas de dogificacion, por
ejgmplo parenteral, pexro no se.‘px'efig'x'en: Lag fgrmas de ‘
dosificacidn oral incluyen, pastillas, cépsules, grageas,
suspensiones, soluciones ¥y similaves. La identidad de
log materiales cogdyuvantes inertes que se'utiI_Lizan para.
la'fomulaqn}ég de loéning_redientes actlvos, los compuese
tos activos, en formas de doglficacidn orel resultardn
inmediatamente evidentes para 1oré'§ expertos en el arbe.
Bstog materiales coadywantes, de naturaleza inorgéniga
u oxgén:?.ca; inell'zyqn; por ej’el_nplo; gelatina, qiblﬁmina_._g ‘
lactosa, almidén, estearato de mggl}g%',io, ‘congervadores

(egtabilizadores), egentes fundentes, agentes emulsifican-
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%es, sales para alterar la presién osmética, amortigusdores,
gtc., que pueden incorporarse, sl se desea, a dichas for-

mulacilones.

_ Generslmente el farmaco se administra una o

dos vecesg al-dla. o

i Ia cantldad de antibl’otlco ?_1-1454'.7”que se
encuentra _preseﬁ_’qe en cualgulera de las formag de QOsi.fii-};
cacidén anteriormente descritas varia generalmente entre
1y 10 mg por dogificacién wniltaria. Lg_rdosificaqi‘.én
adminigtrada a un paciente particular es variable, basada’ -‘ 
en el peso cl_gl pacilente y el estado del pacliente. Por
c_pnsiguie_nte; wa oantidad de dosificacién efectiva

de agente activo solo puede determinarse por el facultatlvo

utilizendo su mejor criterio en beneficio del pacien’be;

_ Ios ejemplos que siguen sexvirdn para ilugbrar

este invenio sin que impliquen limitacién del mismo,

'. Fermentacidn en tendue

o El cultivo productor del antibidtico X-14547
se desarrolla y mantiene en un medio inelinado de agar
Amldex que tiene la composiciém sigulente (gramos/litro
de agua dgstilada).: .

Amidex 10,0
N-Z emina 4 2,0

Extyacto de carne
de vaca 1,0
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Extracto de levadurs 1,0

CoCl .6H 0 0,02
2 2 -
Agar 20,0

El medio inclinado se inocula con el cultivo

5, producto del antibidtico X-14547 ¥ se incuba a 282C dursir.
te 7%10 digsi Iuego se ubllizas wna poreidn del ag%r con?u}‘
teniendo esporas y micelios del medio inelinado del gulalf'
tivo esporulado pare inocular un mgtraz Erlenmeyer de -
6 litros conteniendo 2 litros de medio de inbeulo esto-

10. rillizado con la composicidn siguiente (gramos/litro de

agua destilada):

Holidos de bagazo de tomate 2,0

Solubles secos de destiladoras 5,0

Peptona OM 5?0

15. Levadura desamargada 5?0
Almidén de maiz 20,0

CaCO3 . 'l?O,

szeoli (anhidro) 1,0

) Se gjusta el pﬁ a T con NaOH antes de gome~
20, terde a autoclave a 15-20 libras de presidn durente

45 minutos.

. El medio inoculum inoculado se incuba a 289C .
durante 72 horas sobre un sscudidor giretorio, operando

a 250 rpm con una carrera de 2 pulgadas,

s, Luego se utiliza una porcidn de cuatro 1itros
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del cultivo resultante para inocular 60 galones en un
femenfgador de 100 galones con 1g composicidn siguien'beé
(gramos/litro de agus destilada)s

Glucosa ) 10 0

Melazas oomes’cibles 20 0

HySoy.EL‘ 5 ,O

CaCOS | , 2,0

oy

. Se ajusta el pi a 7,2 con NeOH antes de es= .
t_érilizaqién durgnte 1 hora y ocuarbto con 60 1b;/pu3gada2

de V'apor:

El medio inoculado se a:.rea con alre comprimidc
es’cexﬁ.llzado a una velocidad de 3 ples. cu.b:.cos por .t
to y se aglta con ggitedores a 280 :r'pm. ILg fermentacidn

ge lleva a oabo a 282C durante 4G dfas.

EJEMPIO 2. . o
Aiglamiento del antibidtico X-14547 y co-metabilitos de

3-etilel, 3-dihid ro~3-metoxi—2H-indol-2~ona y deido pl=

rrol-2-cazboxilico e
Etapa 4. Al conjunto de caldo de una Permentacién de 100

galom‘as"(380 1i'bro§) tal como se ha expuesto en el ejem-:'_‘
plo 1, ég adicioné', después de un crecimiento de 4~6 afas,
un volumen igual de acetato de etllo. Después de agi:-___
targe durente una hora la fase disolvente se separd y se
concentrd hasta 2 litros bajo ,presidn reducida;ms_g, lavé

el extracto de disolvente concentrado con volumenes igualeé
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de HC1 1N por tres veces. Se secd el disolvente sobre

Na SO 4 anhidro y se concentrd has‘ca Tormar un acelte

baao pres:_.én__;ec_luclda. Se digolvid el aceite en éter disw

t{lico y se separd por Piltracidn crigstales de deldo pil=

rrol;_-2-;carboxilico brutos. Ia recrigtalizacidn en eta— _ ..

nol/éter did la muestra analitica del compuesto anterior:

punto de fusién 202—20390

Mioroendlisis: Calculado pare 05 HsNO, (111 10) :
|, 54,065 %H; 4,54; 7N 12,60. '

Hallaedo: %C, 54,33; %#H; 4,65; %N, 12, 60 A

Efapa B. El licor mgdre se concentrd hasta former wn acei‘ae_ -

bajo “presién reducida, se red:}sq}vié en 250 cc de ace-

'l:gni'l;ri:lo ¥y g8 lavd por dog veces con vo;umenes lguales

de :f_l;-hexal}o: So combinaron las lavazas de n;-hexano v

se extrgjeron oon 1/2 volumen de metanol. Bl extracto

zz}e'tancﬁlico ge combind con el acetonitxilo y se segaré

ol digolvente bajo presién reducida. Se Gisolvid el

s6lido oleoso en acefonitrilo y despuds de enfriarse

hasta aproximadamente ;390 durente una noche se recuperd

ol antibibbico X~14547 cristalino mediento £11%7aci bn

en formg de un hemz.hldrato, punto de fusidn 13790,

[aJ:Ea]D-2859 (c, 1 en CHOL, ).

Nb.cmanal:.s:.s. Calculado para 0311{431\104. (" o)o 5(502,70)
A, 74,07 %H, 8 +82;%N, 2,78
%03 14,32,
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Helledo: %C, 74,365 %H, 8,93; #N,-
2,50; %0, 13,81.
Etapa C. El licor madre de acefonitrilo se concentrd has-
‘ta formar un sélido oleoso y se sometid a cromatografia
5. ° en uns colu'mn“a empaguetadora con 600wg de gel de gn’.,‘gice
(calided Davison 62) en suspensién de Jg};-haxano: Se eluyd
la columa con 250 cc de ni-h_gxano ¥ luego un gradiente »
entre 1 litro de acetato de efilo al 25 en n~hexano y 1
litro de acetato de etilo en n;-he:gano (Slzl) ¥y luego 500
10, cc de acetato de etilo. Se recogleron fracciongs de 67__90
cada wa y de las fracciones nlimer_gg 100 a 200, qesguéq
de separarse el disolvenie bajo presién reducida, se re-
cuperd an"cibizétigo X=14547 adicional. De las fracciones
- 201 a 290, dgspués de ooncen'braciér'; y oristalizacién en
15, acetonitrilo, se recuperd 3-etil-l,3-dihidro-3-metoxi-
—2H—:z.ndol-2—ona, punto de fugién 1792C.
Microendlisis: Calculado pare C11H13N°2 (191 23) .
%0, 69,095 #H, 6,85; %N, 7 33.
Hallado:  %C, 69,02, %H, ,96, %N, 7,19.

20. EIJEUPTO 3,

Fexmentgcién en tangue

o El cultivo productor del antibidbico X~14547
se desarrolla y mentiene en un medio inclinado de agar
Amidex tal como se ha descrito en el ejemplo 1 0 en m

5. medio de gar de almidén-caseina con la composicién si=

. -
L .
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guiente (gramos/litro de sgua destilada):

Almiaén soluble 10,0
Caselna 1,0
_ Kzﬁrg4 (anhidro 0,5
5. ¥gS0, (anhidro) 0,5
Agar 2,0

— - . . -

Se ajuste el pH a 7,4 con NaCH antes de so- -
meterse a auboclave a 15-20 libras por pulgada cuadrada ;{

durante veinte minutos.

10, Se inocule el medlo imelinado con cultivo o
productor del anmtibibtico X-14547 (Streptomyces gp. X—14547\
v se inocuba a 282C durante 7-10 d&as. Inego se utblliza
una porsidn del agar del cultivo esporulado para prepa-
rar inoculum vegetativo inoculando un matraz de Erlen-

15. meyer de 6 litros conteniendo 2 litros de medio de ino-
culum_eéteril@gado con la composicién siguiente (gramos/Li

tro de agua degtilada):

Sélidosrde-bagazq de tomate 5;0
Solubles secos de destiladora 5;0
0. Poptona OM : 5;0
Ievadura geéamazgada 5;0
Almiddn de malz - 20;0 .
CaCoy ' 1:,0
K JiP0, (anhidro) 1,0

o El pH se gjusta a 7,0 antes de someterse a
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autoclave & 15-20 libras por pulgada cuadrada durante

cuarents y cinco minutos,

Bl med;':o inocwlum inceulado ge incubg durante

72 horas a 282C en un sacudidor gliratorio operando a 250

Ipn con una cdrrers de 2 pulgadas:

lnocular 60 galones del medio éiguieglte' on un fermenw

Se utiliza cuatro lltros de este cultivo para

tador de 100 galones (gremos/litro de agua del grifo)s

Sélidos de bagazo de tomate 5,0
Solubles secog de destiladors 5;0
Pepltona OM 5;0
Levadurs desamargadg 5 ;O
Almiddn de maiz 20:,0
Ca003 1,0
K HPO, (anhidro) 1,0
Antiegpumgnte Sag 4130 0,1

(Union Carblde)

. Se ajusta ol pH del medio a 7,0 con NaOH

antes de esterllizacién durante 1 hora y 1/4 con vapor

a 60 libras por pulgads cuadrada.

Se airea el medio inooulado con gixe comprimldo

a una velocidad de 3 ples clibicos por minutos y se sgita

con agitedores a 280 rpm Ia fermentacidn se lleva a cabo

a 282C durante 43 horas.

Se utilizan cinco galones de este cultivo
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para inocular 350 galones del medio giguiente en wn tangue

de 1000 galones (gremos/litro de agua del grifo):

S6lidos de bagazo de tomate 5,0
Solubles secos de destiladoxe 5,0
Peptong OM 5;0
Levadura desamargada 5;0
Almidédn de maiz 20;0
Ca003 1;0
KZ,H:POA'r (amhidro) 1,0

Antiespumsente Sag 4130 (Unidn Carbide) 0,1

_ - E1 pH del medio se ajusta & 7,0 con NaCH an=-
tes de esterilizacién durante 1 hora y 1/4 con 60 li-

bres por pulgads cuadrada de vapor.

Se alrea el medio inoculado con aire comprimido
g ung velocidad de 3 ples cilibicos por minuto y se agita
con agitadores a 280 rpm, Ia fermentacién se lleva a

cabo a 282C durente 118 horas.

EJENPIO 4.

Aiglamie;rbo del an‘bibic_S'bico X;-115;54;7 y co-metabolitos de
3—et11'—1,3—dihidrol-3-met$xi—2ﬂ—indoli-a-ona v dcido pi-
rrol-2~carboxilico _ _ A |
Etapa A. AL conjunto del calde a rartir de una fermentar

cién de 350 galomes (1350 1i’bros_2', tal como se ha ex_pu.es’cb

en el ejemplo 2, se ediciond, después de 118 horas de cre—

cimiento, un volumen igusl de acetato de ebtilo. Degpués de
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agitarse durante una hora se separé la fage disolvente y
se concentrd hagba 7,25 1litros bajo presidn ;:educida. Se
lavé el extracto disolvente concentrado con 3 litros de
IC1 1N por tres veces. Se secd el dlsolvente gobre NazS_ol,'r
5, anhidro y se concentrd hasta obtener un sceite bajo pre-
glén reducida. Se disolvid el aceite en éter dietilico y
Se separaron mediante filtraci@n cristales de _éci@o pl- -
ml-z;ca;n_'boxilico bruto. Ia recristallzacidén en etanol/éter
did 1a nuestra analitica del compuesto anterior: punto de
10. fugi.én 202-2032C, o
Microandlisis: Calculado para (35H5N02 (111 10)
' #C, 54,06; 7°Hv 4y54; %Ns 12 60.
© Hallado: #C, 54,33; %, 4,653 %N, 12,60,
) Etegpa B. Se ooncentrd el Licor madre hasta obtener un
15, acelte bajo preéién_reduoida; se redisolvid en 1 llitro
de acetonitrilo y se lavé por dog veces con volimenes
lguales de n;-hexano. Se combinaron las lavazas de n-hezano
¥ se exirajeron con 1/2 volumen de metenol. Se combing '
ol extracto metanélico con el acetonitrilo y se gepard
el disolvente bajo presién reducide. Se disolvié el sélido
oleoso en acetonitrilo ¥y despuds de enfriarse hasta apro-:
ximadamen'te 32C durante una noche ge mcuperé mediante
f:.l‘trao:l.én, el antibidtico X—-J454-7 ons*balino, en forma do
un hem:.h:.dra’ao, pumto de fusién 1379C, [alfa]D --285‘2
25, (_C_, 1 en CHCIL3)'
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Microsnglisls: Calculado para 0_311'14'31\T04;: (320)0;5 (50_2,70):
#C, 74,075 #H, 8,82; %N, 2,78;
03 Mp32
Hallado: %C, 74,365 #H, 8,93; %N, 2,50;
o %0, 13,81,
Etapa C, Se concemtrd el licor madre de acetonitrilo hag-
ta obtener un sdlido oleoso y se sometié a or@mé%nggfia
en una columg empaquetada con 600 g do gel de s:_“.flice
(calidad Davisdén 62) sugpendido en n%-hexano. Se e"l'u;ﬁf.é 1la
columa con 1 1litro de n~hexano y luego wn gradiente
entre 4 litros do acetato de etilo al 2 en n-heXano
v 4 litros de acetato de etilo n-hexano (3:1) y luego 2
litros de acetato de etilo. Se ‘recogieron fracclores
de veintiginqo cc ocads una y de Il_.oé nimeros de fraseldn
100 & 200, después de separarse el digolvente bajo presidn
reducida, se recuperd antibibtico L~14547 edicional.
De lag fracciones 201 a X0, despl}_éé de comentracién‘
¥ oristalizacién en scetonitrilo se recuperd 3-etiln1, 3=
-dihidm;3;1ﬁe’go;c§_;2H;indol—2—ona; punto de fusidén 1792C,
Microanglisis: Calculado para CpqH,3NO, (191,23)s"
. #C, 69,095 #H, 6,85; A, 7,33.
Hallado: %C, 69,02; %H, 6,965 %N, 7,19.

EJEMPIO 5. "

Aiglamiento de la sal sédica del anbihibtico X-14547

Ia fotalided del caldo de obra prueba de fer-
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mentacién ge extrajo con una mitad del volumen de ¢loro-
formo. Se separd la fase disolvente y se concentrd bajo
presién reducida hasta 2,35 1litros ¥ se lavé sucegiva~
mente con volimenes iguales de HCL :LN, NaCH 1N y agua.
Se secd ol diqolvente bajo Na2504.. y se concentrd hasta
formar un acelte. Se redisolvidé el aceite 2 litros de
acetonitxilo ¥ .ée; lavd con 2 litros de n-hexa.no; ”ge' con~
centrd ol acetonitrilo hasta formar un acelte ¥ se :fil-"
tr6 a trevés do 970 gramos de gel de silice con ‘4?‘15\.1_:'1'05
de cloruro de metileno y luego 8 litros de clorurc de
metileno~acotona (1:1l). Ia fracoidn bioldgicamente “uctiva
go crgmatografié en ung colume empaguotada con gol de
sillce (cloruro de metileno) de 300 gramos en suspensién
¥y se eluy6 con un gradiente entre 7 litros de cloruro
de metileno y 7.li‘gros de cloruro do metileno-éter die~
‘til::,co;-e'l:anql (48.:48:14.-): Se combinaron las fracciones
nimero 290-460 (veinticinco cc cada wna) ¥ se concentra-
ron hagta formar wn acelte. Se disolvid el aceite en una
pequefia cantidad de acetonitrilo y oon la adicién de
n—hexano se recuperd la sal sédica del antibibtico X-14547
mediante filtracién en forma de un_polvo blanco conbe- '
niendo 1 mol de n~hexsno por mol del compuesto:

Caleuledo C,)H, N Na0,.C Hi4(599 83):

_ #Cy T4,095 FH, 9,085 %N, 2,34; Ple. 3:83
Hallados %C, 74,005 #H, 8,86; %N, 2,103 %Na,4,0,4.
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EJ'EMPIO 6
Prepsracibn de salea de a;ltiblé'tlco X-—-14547

A. Preparacién de la sal mono-N-metileg lucaminica del
enbibibtico X=14547

) Se sdloiond une s.oluciéﬁ.de‘ 0;986 g de la forma

de deido libre del antibibtico X-14547 en oloruzo.fe

metileno~metbanol (lhz_l_) a_una solucidn de 0,395 g (2 mn)

de N'-me’cilglucanﬁ.na'_en metenol-sgus (3t1l). Se concentnd

la solucidn bajo presidn reducida hasta un polvoe. ;lué ge

cristalizd con la adicidn de n—hamano-‘etanol. EL h:Ldrato

de la sal Nemetil-glucsminica del antibldético X—1454-7 )

cxrigtalino obtenido mostrd un punto de fusidn de 109-11190.

B. Preparac:tér} de la sal di-N-metilglucaminica _del ant:.blo--
ti00 X=14547

§e adicion_é ung golucidn de _1;972 g (4m) de ‘la’:
forma dcidg llbre del entibidtico X;EL4547 en cloruro de | _
metilleno a una solucién de 1,580 g (8mm) de N;-metilglucam;i;
na en metgnol-agua (2. 1), Se concentzd la solucién bajo 7
pregién reducida hasta un polvo; ¥ se crlstalizé en n;-heéxa;
no-etanol, El hidrato de, la sal diéII;mstilglucaminica dell
antibidtico X-14547 oristalino obtenido mostrd un punbo de
fusién de 80-120C,

-

C. Properscidn ds lo sal cdlcics del snfibidtico Xel

Se lavé una solucidn de 0,50 g (1 mm) de la Forma

doida 1libre del entibidtico X~14547 en acetato de etilo con
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3 mmol de wna solueién acuosa de Cg(OH) 2: Se separd la éo%—
luclén y se ooncentrd bajo preslén reducida hasta un polvo
que se oxistalizd en acetonaanetoni’cxilo. El hemihidrato
de la sal cdloica del antibiético X—-l4547 cxigtalino ob-
tenido mogtrd un punto de fusién de 17920, [alfa]25 -4019

(1%, CHCl3).
EEMPIO T
Preparac:.on de la sal R—-(+)—l—azzﬂ.no-—l—(4—bmmofenj D-e‘LénJ.oa

del gntib g,otico X-14547 .

e ad:.cu.ono ung solucibn de 493 mg (1 mmol)

del entibidtico X-14-54-7 en cloruro de metileno a ma
solucién de 181 mg de R-(+)-1—am1no—-1—(4~bromofeml)—etano
en cloruro de metileno. Despuds de la adicién de n-haxano
y lenta eV'aporac:.on del disolvente se recuperd el pmduo-l:o
Pinal origbalino. Ia recristalizacién en cloruro de me“l_:i—-
leno/n;hexano di6 crigtales apropiados para el andlisis
8 1los rayos X, punto de Ffusidn 128—-13120.

Caloulado CeoH 96B30g (1187, 46)s

0, 10,105 5, 8,53
AN, 3,54 B 6,73 S
Halledo: %C, 70,96; %H, 8,30; #N 3,68; %Br, 6,83.

-Ia sal cns‘ual:.na contuvo dos moleculas de
antibidtico X-14547 por una moldoula de la am:.na, explican—
dose asf la férmula utllizeda para calouler el microang=

lisis (andlozo al anbibiébico X-14547 hemihidrato del ejome
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plo 3).

EJEMPIO 8 _

.P_Un ejemplo de una formulacidn. pars pastillas oes

como gigues

5. Formulacidn para pastillas _
' Por D"aﬁ'&illa

Antibidtico XLL454T _ T;0 mg

Lactose anhidra 137,0 mg

) Almiaén de maiz 20,0 mg
10, Célglosa microcristalinag - 40%'0 g
Estearato de megnesio 0 2,0 my

200 © mg

_ Se mezclé previamente el farmaco con u;rié‘inarte
de la lectosa en una mezcladore apropiada ¥ a con‘bin};_tacién,
15. se mol'buré: La mezcla se combiné adiclonalmente con el
almidén de mafz, la lactosa restante y la celuloss d_lg.ran‘bé;
15 minu:toé ¥y a continuscidn se molicS; Seguidamente se
oombind la mezcla con el esfearato de magnesio durante
dos mipu.’uoéi Se comprimieron lag pastillas para formar )
20. una pastilla oon un peso de 200 mg ubilizando punzones para
pagtillas oon wn didmetro de aproximedsmente 1/4 de png_g%
da. Iag pastillag pusden sexr plamas o bincomvexas y i so ‘
desea pueden practicarseles hendiduras.

EJEMPIO 9

25, Un alimento pare -animsl pars ubilizarse de con—
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formidad cori ol invento:
Ag ILa,’

% en pPesoO
Meiz de silo 21,6
MNaiz -b;ii:u.rédo en geco 70,7
Suplemento proteinico T,7

Forraje da alfalfa

Grano de gorgo triturado en seco
Semilla de algoddn

Piedra caliza

Sal (NeCl)

Vestlglios minerales

Premezcla do vitaming 4

KClL

‘Premezela de X;14547’ (14% on peso)

Premezcla do X;'Mﬁ.‘}.'l
X-14547 -
Cdscara dc arron

RELVINDICACT ONES

Suplemento pm‘ce_:f..rgco

Basa-de meteria
getg,
F.en peso . ...
10,7 '
80,0

9,3

1,5149:' "
3,72
63,56
8,97
3,40
o';‘_ii ‘
0,13
4,36
0,26

100;00

85

'Desé;gi:bo'el. objéto del presente invento so decla—

ren nuevas y de propia invencién las sigulentes relvine

dicaciones oon prioridad de le solicltud de patente en
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U.S. A 1@ 712,286 del 6 de Agosto de 1976.

1. Procedimiento pars la preparscién de una nueva

substancie antibibtica, de la f£érmula

PR 2

¥y sus saleg asceptables en farmac:'_.a; caracterizado porque
comprende oulbivar Streptomyces s;): X-14547, del Si’tie‘fl_g
raze NRRL 8167 es un miembro, en una solucién acu;;sjéaff’dca_._
carbohid;g‘l;o conteniendo nutzien‘bgs nitrogenados ;s(ous’éleé
minergles, aislar‘a continugeidén el antibidtico del caldo
de fermgntacié_n Yy si so desea, comvertir el producto ob-

tonido en una sal aceptable en farmacia respectiva.

2, Procedimiento, de oonformidad con la rei-
vindicacidn 1, caracterizado porque lg razs de Streptony-
ces sp. X~14547 utilizada es NRRL 8167.

3. Procedimiento, de conformidad con la reivin-

dicacidn 1 § 2, caracterizado- porque el oultivo de Strgp; .

‘tomyces sp. 0;1_4547 se lleva a dabo bajo condiciones sord—

bicas sumexgidas;

4. Procedimiento, de conformidad con cualquiera
de lag reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque el
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cultivo de Streptomyces P X~14547 se lleva a cabo en

pregencig de un ggente -an'tiespuman'te:

) 54 . Procedimiento, dg conformidad con cualgulera
de lag relvindlcaciones 1 a 4, oa;'actgzizado porque el
cultivo de Streptomyces sp. X«~14547 se lleva a cabo a
una temperatura comprendide entre 202 y 352C a rE csustan—

cialmente newtro. .

-
-

6. Procedn.miento, de confom:.dad con oualquie-

L]

ra de lag reivindicaciones 1 a 5, , caracterizado poxque

el aislamiento del antibidtico de la férmula I ge lleva
a cabo exbrayendo el caldo de fermentacién con ane'ta'bo
de etlilo, geparando el digolvente del extracto, 1av.ando
el residuo conréciQO clorhidrico acuoso y ex‘cmjéndblo
con éter dietilico, separando el digolvente del extracto
d:.solv:.endo el residuo en acetonrl,nlo, lavando la so-
lucién de acetonitrilo con n-hexeno, extrayendo las lavazes.
de n~hexano con metenol, combinando lag soluciones de
acetonitrilo y mefanol y separando el disolvente de éstas
pare obtener antibiético de la férmula I puro despuds de

la recrigtalizacidén en acetonitrilo.

7. Procedimiento pare la preparacién de una nue-

va substancia antibidtica.

_Seglin se deseribe y reivindica en la presente
Iyemoxia.deéozip'bi\ra que congta de 44 piginas foliadas ¥y

escritas a mdquina por una sola de sus caras,
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Madrid, & 5 Agosto 1976
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