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MEMORIA DEBO REEDITA.

El invento se re fiere  a una nueva substancia 

antib iótica de la  fórmula

y a sus sales aceptables en farmacia. Este antibiótico 

exhibe propiedades íonofóricas y se c la s ifica  como un 

10. ■- antibiótico de grupo poli etéreo. El antibiótico de la

fórmula I V  sus sales aceptables en farmacia son e fe c t i­

vos en la  inhibición del crecimiento de bacterias gram-po- 

s itivas y exhibe utilidad como un agente antihiperfcen- 

sivo y como un compuesto para mejorar la  u tilización de 

15 . la  alimentación de rumiantes.

El antibiótico de la  fórmula I  y sus sales "  

aceptables en farmacia se preparan de conformidad con e l  

invento cultivando- e l  microorganismo Streptomyoes sp. 

2-14547} del oual la  clase RRRI 8167 depositada es "miem-- 

20. brO} en una solución acuosa de carbohidrato que contiene

nutrientes nitrogenados y sales minerales: aislando luego 

e l antibiótico del caldo de fermentación y, s i se deseas
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convirtiendo e l producto obtenido en una sal respectiva 

aceptable en farmacia.

E l compuesto de la  fórmula I  se denomina» 

químicamente, ácido a lfa  (R), 5 (S)-dim etil-6*-(R )-„l-etil>-
' . ' ' ' 4»

5. *-4>-[4-(R)-(2*^pir,rolil-carbonil)-l»-(S )«etil*-3a(R ),4,5CR) t

7a(R)-tetraJiidroindan-5-il]l(E ), 3 (E)-butadienil -tetra*- 

hidropiran-2-acético.

El organismo que produce e l  antibiótico del 

presente invento es una nueva especie designada 

Streptomycas sp. X—14547. Un cultivo del organismo 

viviente a l que se lia asignado la  denominación de labora** 

to rio  X-14547_se ha depositado en e l  Departamento de 

Agricultura de TJ.S.A., Agricultura Research Service,

ERRI, Peoría, I l l in o is  y se ha sumado a su colección 

permanente de microorganismos como NRRI 8167. El cultivo 

se ha identificado como una clase de Streptonyces antibio- 

ticus.

El nuevo microorganismo se a isló de una 

muestra de terreno recogida en M artinsville, Virginia.

20, • la  clase representativa de Streptonyces sp. X-14547 tiene

las características siguientes:

CARACIERISIICAS GEMERAIES

El Streptonyces X—14547 produce ún micelio 

de substrato que no se fragmenta en esporas y un mi- 

25. ce llo  aéreo que forma cadenas rec tu s-flex ib ilis  de espo-



ras, las esporas tienen una superficie lisa . las esporas 

tienen una longitud de 1,26 a 1,42 mieras y un ancho de 

0,69 a 0,91 mieras. la  pared celu lar contiene un isó­

mero de ácido diaminopimélioo aparte de la  fom a meso. 

Este hecho, así como las características de colonia ; 

anteriores sitúan este cultivo en e l  género Streptomyces/' 

CARAOiTEBISTICAS BE CRECIMIENTO

A continuación se expone e l medio ISP están-"';' 

daid expuesto en Shirling and Gottlieb, "Methods fo r  

Characterization of Streptomyces Species", In te m  J, 

System. B acterio l., ¿ 6, pág. 313-400, 1966, así oomo 

otros medios diversos utilizados para caracterizar e l 

oultivos

ISP-1 a ISP-9 se describen por Shirling and

G-ottlieb en e l artículo anterior.

Agar Czapek-Dox.: caldo Czapeck-Dox (BBI) a l que

se adicionó agar a l 1 ,5$.

Agar de-Bennett: extracto de levadura, 0, 1$, 

extracto de carne de vaca, 0,1$j N-Z amina A (h id ro li-  

zado de casina de Sheffield In c .), 0,2$j dextrosa, 3$j 

agar, 1 ,8$} pH 7 ,3.

Agar Sabouraud Bextrosa: (D ifeo).

Agar Thermoaotinonyces Pementation: medio de 

fermentación Bacto fhermoactinomyoes (D ifeo) a l que se 

adicionó agar a l 1 ,5$.
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Medio ATCC 5: Agar de esporulación: extraoto de 

•levadura» 0,3$; extracto de carne de vaca, 0,3$, triptosa, 

0,2$$ FeSO ,̂ vestig ios; dextrosa, 1,0$, agar, 1,5$, pH 

7,2.

5" ’ Aga-r Amidex : Amidex (Com Products Co.,

Decatur» 111.), 3$$ N-Z Amina A, 0 ,2$; extracto de came ^ 

de vaca, 0,3$, extracto de levadura, 0,3$; CaClg. SHgO, , 

0,0014$; agar, 2$, pH 7,3.

Agar de almidón/caseina, almidón soluble, 3$,

10 , caseina, 0,3$; KgHPO ,̂ 0,05$; IfeSO ,̂ 0,05$; agar, 1,3$; \ '

pH 7,4".

la  labia 1  que sigue describe la' cantidad de 

crecimiento, grado de esporulación, oolor de masa de la  

espora y color del micelio de substrato inverso. las plaoas 

15 '. de agar se leyeron al cabo de 14 días de incubación a 282C,

El esquema de color utilizado fue e l Color Harmony Manual, 

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

Tabla I :  Características de cultivo de Streptonyces sp. 

X-14547........................................ ..... ...................................
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Medio de 
agar

Cantidad de era 
oimiento Grado-  
de .esnorulación

Color de masa 
de espora

Color del micelio de 
substrato inverso

Extracto 
de malta 
fermenta 
da
(ISP-2)

crecimiento mo­
derado a abundas 
te : bien espora- 
lado ? ligeramen­
te higroscópioo

3'"fg (g r is  pía 
teado) en la  
mayor parte?., 
algunos pena­
chos de a (blan. 
00) —

2 n i (pardo cubier­
t o ;e n  e l centro?
2 cg (m arfil claro) 
en e l borde

Harina de
avena
(ISP-3)

crecimiento ábun 
dantej bien espo 
rulado -

3 'fe  (g ris  pía 
teado)

* " * * j  j  j

3 fe  (gris plateado) 
en e l oentro? "2 do'Y 
(natural) en e l 'bqrv 
de 2 de (natural)

Sales .
inorgá-
nicas/al
midón’
(lSPr4)

crecimiento ábun 
danto? bien es--  
porulado

3 'fe  (gris  pía 
téado) con bor­
des y lis tas de 
b (blanoo de os 
tra )

Glicerol/
asparag¿
na
(XSPr*5 )

crecimiento mode 
rado| ésporula?--  
ción de"'moderar- 
da a bueña? l i - '  
geramante hidros 
copie0

2 fe  (gris ou- 
b iérto ) com"pa£ 
ches* y borde dé 
b (blanco de os 
tra )

2 ec (bisquit) eñ 
mayor parte? 2 ge 
(tostado cubierto)-- 
en e l borde

Peptona/ 
extracto 
de leva- 
dura/hie 
rro “  
(ISP-6)

crecimiento mode 
rado^ sin espora 
laciónj' pigmento, 
soluble pardo os­
curo

i  (g r is ) cuando 
no está esporu- 
lado

i  (g r is ) cuando no 
esta esporulado

firosina
(ISP-7)

pobre cracimientoj 
alguna esporula- 
ción? ligera  can­
tidad de pigmento 
soluble pardo

2 de (natural) 3 l i  (castor)

Agar"
Czapek-
Dox

pobre crecimien­
to?' a grandes 
trechos esporula­
do

b (blanco de og, 
tra )

b (blanco de ostra)

Agar "de 
Bennett

moderado crecí-, 
miento; bien es-? 
porulado? higros 
oópico • —

fe  (g r is - cubier
íó )  r

lg  (pardo adobe)

-.... - --- -



10.

15.

.20.

Y w

Agar Sábou 
raud Dex- 
trose

crecimiento mode­
rado? sin esporu- 
lacion

3 ie  (camello) cuan 
do no está esporulg 
do

3 i§  (camello} 
cuando no esta 
esporulado

Agar Ther 
moactino- 
nyces Eer 
mentatión

crecimiento abun­
dante; bien espo, 
rulado? liigros- 
c ópico'

3 fe  (gris plateado) 
en la  mayor parte; 
con penachos de b 
(blanco de ostral

3 jon (pardo os­
curo) en e l 
centro; y 3 M  
¡arce amarillo) 
en e l borde

Medio ATCC 
"5

(American 
Type Cultu 
re CollecT* 
tion Cata­
logue óf 
Stfains. 123 
Ed. 1976;- 
Roclcville,
m . )

crecimiento 'mode­
rado? bien espo-. 
rulado? higroscó­
pico

3 fe  (gris platera, 
doT*'también áreas 
de 3 dg, (natural)

3 jgü> (pardo , 
mostaza) /"

Agar Ami- 
dex

orecímiento abun­
dante; bien espo- 
rülado? ligeramen 
te higroscópico

3 fe " (g r is  platea 
doT*'en la  mayor" 
parte; bordes de 
b (blanco de os­
lara

3 JQl (pardo mos 
taza) en e l 
centro? 2 ob 
(matiz m arfil) 
entorno del 
borde

Agar de
almidón/
caseina

crecimiento abun 
dante; bien es-**" 
porulado? higros­
cópico

3 fg. (gris platea 
doTÍ b (blanco de 
ostraT en un área

2 de (natural)

I-a Tabla 2 que sigue expone las caraoter'isticas 

morfológicas y fis io lóg icas del Streptomyces sp. X-14547.

Tabla 2: características morfológicas y f is io ló -  

3 de Streoptomyces sp. X-14547

25



Prueba Respuesta

Reacoión cromcgénica, ISP-6 +

Melaxiina, ISP-7 + débil
5. Superficie de espora lisa

Color de la  masa de espora gris

Poma de oadena de espora rec tus-flex ib le

U tilización  de D-gluoosa ++

Utilizaoión de D-xilosa ++ a +

io i U tilización  de I—arabinosa ++

Utilizaoión de I—ramnosa ++

U tilización  de D-fructosa ++

Utilizaoión de D-galactosa ++

U tilizaoión de Bafinosa -

15'. U tilizaoión de- U-manitol ++

U tilización  de i-*inositol ++

U tilización de salicina •M

U tilizaoión de sucrosa

Utilizaoión de celulosa -

20. Pigmento la tera l inverso -

Pigmento soluble 

Sensitividad de estreptomioina}

—

10 miorog ramos disc +

_ Reducción de nitrato

25'. H idrólisis de caseina . +
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10.

15.

20.

25.

3?a,bla 2 ( C ontinuaai ón)

Prueba Respuesta

Hidrólisis de gelatina +

H idrólisis de almidón +

Oscurecimiento ISP-1 +

NaCl OO tolerancia
'> «1 

5

G-ama de crecimiento de la  tempe-

ratura fiC__ 10-37

Isómero de ácido diamino^imélico Distinto dél isó­
mero meso

++ = respuesta fuertemente pos iti­

va;

-  = respuesta negativa. . ... . ..

Según R.E. Buchanan y IT.E. Buchanan y N.E. Gibbons 

Besagey* s Manual of DetemLnative Bacteriology, 8® edición 

1974-, Williams and Wilfcins Co., Baltimore, Md., e l cu ltivo 

Z-14547 es sim ilar al Streptomyces antibioticus como se 

oonoce hasta ahora, pono cuando se compara se aprecian 

diferencias en la  u tilización  de L-arabinosa, producción 

de melanina sobre ISP-7, y reducción de nitrato. El cultivo 

£-14547 es todavía suficientemente sim ilar a l Streptomyoes 

antibioticus ta l como se conoce actualmente para ju s t i f i ­

car su identificación como una clase de Streptomyces an­

tib ioticus.

l a  e sp e c ie  £-14547 agu í d e s c r i t a  in c lu y e



todas las clases de Streptojqyces que forma# un compuesto de la  

fórmula X y que no pueden diferenciarse claramente del oultivo ni‘ 

mero £-14547 y sus suboultivos incluyendo matantes y variantes.

El compuesto de la  fórmula I  se iden tifica  aquí y des­

pués de conocerse esta identificación resulta fá c i l  diferenciar"
j

las razas que producen un compuesto de la  fórmula X de otras*" í "

El Streptonyces sp. £-14547? cuando se desarrolla " ' 

bajo condiciones apropiadas produce un compuesto de la  fó r ­

mula X. Un caldo de fermentación conteniendo Streptonyces sp. 

£-14547 se prepara inoculando esporas o micelios del organismo--' 

productor del compuesto de la fórmula I  en un medio apropiado 

y cultivando luego bajo oondiciones acróbicas. Para la  produc­

ción de un oompuesto de la  fórmula I  es posible e l  cultivo so­

bre un medio solido, pero para la  producción en grandes canti­

dades se prefiere e l cultivo en un medio líquido. Xa temperatu­

ra del oultivo puede variar sobre una amplia gama, 202- 35SC, den­

tro de la, que puede desarrollarse e l organismo, pero se prefie­

re una temperatura de 262—302 y un pH sustancialmente neutro.

En la fermentación aerobica sumergida del organismo para la  

producción de un compuesto de la  fórmula I  e l medio puede oon— 

tener como la  fuente para e l carbono un aceite de g licérido 

que se encuentra en e l  comercio o un carbohidrato ta l como g l i — 

ce fo l, glucosa, maltosa, lactosa, dextrina, almidón, etc. en 

estado puro.o bruto y como la  fuente de nitrógeno un material 

orgánico ta l  como soja, solubles de destiladoras, cacah-uete,
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semillas de^algodón, extracto de o ame, peptona, pescado, ex­

tracto de lavadura, l ic o r  de maceraoión de maíz, etc. y ouan- 

do se desea fuentes inorgánicas de nitrógeno ta l como n itra­

tos y sales amónicas. las sales minerales presentes son, por 

5. • ejemplo, sulfato amónico, sulfato magnésico, cloruro sódico, 

cloruro potásico, fosfato potásioo, carbonato calcico y ves-
■ is '^  *

tig io s  áe sales de metal pesado. El medio puede contener tam-^ 

bien agentes amortiguadores ta l como c itrato  sódico o fo s fa -" ' 

tos. En los procedimientos de cultivo sumergido aireado se 

10Ü u tiliza , de preferencia, un agente anti-espumante ta l como

parafina liquida, aceites grasos o compuestos de silicona.

Para la producción de un compuesto de la  fórmula I  puede 

u tilizarse  mas de una clase de fuente de carbono, fuente de 

nitrógeno o fuente anti-espumante.

15. Después de terminada la  fermentación e l antibiótico

X-14547 oüsus sales pueden recuperarse del medio de f e r ­

mentación. Esto puede llevarse a oabo siguiendo diversos 

métodos, por ejemplo, mediante extracción de disolvente de 

todo e l caldo de fermentación o mediante filt ra c ió n  de to -  

20. do e l caldo y extracción de las células miceliares con un

disolvente apropiado. los disolventes apropiados para 

la  extracción de las células miceliares incluyen acetona, 

tetrahidrofUrano, sulf óxido de dimetilo o disolventes mixtos 

tales como cloruro de metileno-metanol o acetato de e tilo -e ta - 

25. nol. los disolventes generalmente apropiados para la  técnioa
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de extraoció- de disolvente-incluyen cloroformo, disolventes 

bslogenados, ta l cono cloruro ds metí leño, disolventes etereos, 

acetato e t ílic o  o bu tílico. la  crista lización  finál puede efec­

tuarse utilizando, por ejemplo, acetato de etilo , acetato de 

5« butilo, cloruro de metileno o cloroformo en calidad de disol­

vente de crista lización . w f-
r

SI antibiótivo 14547A forma una serie ds sale3 acep—' i '  

tablea en farmacia. Estas sales se prepara- a partir de la V  

forma de acido lib re  del antibiótico siguiendo métodos bien *

10 , conocidos en el artes por ejemplo, lavando el ácido lib re  en ___

solución con una base o sal apropiada, Ejemplos de estas subs-. ;
. j  •«

tancias básicas farmacéuticamente aceptables capaces de formas, 

sales para los fines del presente invento incluyen bases de ae-., 

ta l alcalino, ta l com hidróxido sódico, hidróxido potásico, hi~ 

15» dróxido l í t ic o  y similares} bases de metal alcalinotérreo, ta l 

como hidróxido calcico, hidróxido de bario y similares} e hidró- 

xido amónico» las sales de metal alcalino o de metal alcalino- 

terreo aptas para formar sales farmacéuticamente aceptables 

pueden inclu ir aniones tales Qarbonatos, bicarbonatos y sulfatos. 

20. A continuación se exponen diversas características

fís ica s  del antibiótico X-14547.

2¡n la  figura 1  se representa e l espectro de 

absorción de in frarrojos del antibiótico £-14547 en una. 

pella  de KBr. SI antibiótico exhibe características de 

25» absorción en la  región de in frarrojos dej. expectro en

En la^figura la escala de la  ordenada corresponde a l porcen­
ta je  de transmisión y las escalas de las abolsas correspon­
den^ la  longLtud de onda en mieras y frecuencia (CST*-1*), su­
perior e in fe r io r  respectivamente,

POORQUALITY
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las frecuencias siguientes expresado en centímetros recípro­

cos:

Picos producidos ín ter a lia  a 3140 (OH), 

2470-2400 (earboxilo OH), 1735, 1710 (0*0), 1650 (0=0 

5, conjugado) y 1627 cm"1  (C=C conjugado).

E l antibiótico S-14547 exhibe una toxicidad 

oral Cobijo en Ql ratón de 129 ngAS (24 horas).

El antibiótico X-14547 ha exhibido actividad

15.

20*

antimicrobiana contra, una variedad de bacterias y mico- . . 

bacterias gram-positivas, ta l  como se indica en la  la ­

bia 3 que sigue.
•\

..M Q a J L
\

Actividad antimicrobiana \ 
' ‘ del antibiótico 2-14547.

Hombre del or- Colección Concentración inhibidora
ganismo del cultivo mínima* en microgramos/ '

N2 cc
ATOC HERI „

Bacillus megaterium 8011 0 ,1

Sarcina lútea 9341 0 ,1
Bacillus speoies E 27859 0,2

Bacillus subtilis 558 0 ,1
Stapbylococcus aureus 6538P 0,2

Bacillus species IA 27860 0,2
líycobacteripi phlei 355 3,1

Streptomyces oellulosae 3313 0,8
Paeoilomyces va rio ti 26820 6,3
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+Ia  menor dilación por dos veces dando una zona de 

inhibición en una prueba de difusión en vaso de agar.

Se ha descubierto también y debe considerarse

parte del presente invento que e l nuevo co-metabilito

5, 3-etil-l,3^ihidro-3-metoxi-2H-ondol-2-ona exhibe tam-

bien actividad antimicrobiana oontra una variedad de m i-.A ,
• ’ ” * ^

ero onanismos, ta l  como se indioa en la  tabla 4 que sigue./'*,

fabla 4 ' - J

10 .
Nombre del organismo Colección del cultivo N£

C onc ent raoi ón* - 
inhibidora mí­
nima, micro- 
s  ramos/oc

ATCC

Escherichia o o li 27856 5,0

■ Psaudomonas aeruginosa 8709 5,0

- K lebsiella  pneumonías 27858 5,0
15. Staphylococcus aureus 6538P 5,0

Bacillus sp. TA 27860 2,5

Paecilomyces va r io ti 26820 2,5

Según se ha indicado anteriormente, e l an ti-

b iótico 2-14547 y sus sales junto con su co-metabolito 

3-etil-l,3-dihidro-3-metbxi-2H-indol-2-ona posee la  pro­

piedad de afectar adversamente e l  crecimiento de ciertas 

bacterias gram-positivas. Estos son útiles en soluciones 

de lavado para fines sanitarios oorno en e l lavado de las 

manos y la  limpieza de equipo, pisos o equipos de habita-
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i - ..

clones o laboratorios contaminados.

El antibiótico 2-14547 se lia descubierto 

que mejora también la u tilización de la  alimentación de 

rumiantes, o sea» mejora la  eficacia  digestiva de ciertos 

5 , animales herbívoros, por ejemplo e l ganado. Una discu­

sión del mecanismo por e l cual e l  alimento se digiere, 

degrada y metaboliza en un animal rumiante puede eneon- 

trarse en la  patente estadounidense n2 3.839.557 que des­

cribe e l  empleo de ciertos antibióticos para mejorar la  

10. u tilización  de la  alimentación de rumiantes y se incor­

pora aquí oomo referencia, los animales rumiantes econó­

micamente importantes son e l ganado, la  oveja y las oa­

bras.

la  efectividad del antibiótico X-14547 en la 

15, modificación de la  relación de ácidos grasos vo lá tiles

producidos en e l  omaso (y mejorando por consiguiente la  

u tilización  de la  alimentación de rumiantes) se demuestra 

por medio de las siguientes pruebas in  v itro .

Se obtiene flu ido de omaso de un novillo 

20. oon un omaso fistulado. El novillo  se mantiene con la

raoión siguiente:

Maiz 89,93$

A lfa lfa  __ 5 ,000$

Aceite de soja 3 ,00$

25'. Piedra caliza 0,80$



5*.

10.

15.

20.

25.
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Nací 0,6C$

Fosfato dicáloioo _____ 0^50$

Vestigios minerales 0,025$

Adiciones de mezclas pre-

vias de vitamina 0, 1$

Vitamina A, IUI 4,0003
4

Vitamina D , ÜX 0,801 *
4

i ' „

Vitamina E. IUI 3,002 J -

■* *

El flu ido de omaso se fuerza inmediatamente- 

a través de un tamiz de 30 mallas.

Por oada fermentación se adicionan 75 cc. 

de l flu ido resultante a un matraz de 250 cc conteniendo 

lo  siguiente:

1  g de grano finamente molturado ; ración de heno 80$: 20$; 

1  oc de una solución acuosa de glucosa a l 18$

(1 mLlimol por matraz);

1,5 cc de una solución de urea acuosa a l 3,1$

(0,76 milimol por matraz);

60 micromoles por cada uno de los 10 aminoácidos 

esenciales (arginina, histidina, leucina, metionina, 

t  re onina, valina, Usina, isoleucina, fenilalanina, 

triptofano);

1  cc de una solución acuosa 'del fármaco de prueba 

para obtener 10 o 25 microgramos/cc (volumen to ta l 

calculado de la  mezcla de fermentación de 80 oc).

, 
«.

y
.
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Cada matraz se incuba a 38&C en un baño do agua 

sacudido con una cubrición de gasificación. So hace pasar 

continuamente dióxido de carbono a través de la  cubrición. 

A l cabo de ouatro horas de incubación se centrifuga una- 

5. . cantidad de 10 cc de flu ido de fermentación a 14» 000_

rpm (aproximadamente 30.000 g ) durante 20 minutos. Se 

adicionan tres cc del sobrenadante a 1  cc de una solución 

de ácido metafosfórico conteniendo 23 micromoles de 

ácido 2-m etil-valórico en calidad de un estandard interno^• 

El flu ido resultante se de^a reposar a la  temperatura del'” *' 

ambiente durante 30 minutos. Se f i l t r a  e l flu ido a través 

de un f i l t r o  mLllipore de 0,22 milimicras y se refrigera 

hasta que la  cromatografía de gas-líquido analiza los 

ácidos grasos vo lá tiles .

15. los análisis de cromatografía de gas^líquido

(CGI) de cuatro fermentaciones de oontrol in  v itro  y dos 

fermentaciones cada una con 10 y 25 ppm de antibiótico 

X-1454-7 se exponen en la  tabla siguiente.

Relación de moles de propionato (C^) frente a acetato 

20. (Cg) mas n-butirato (nC^) en fermentaciones de omaso

in  v itro .
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Descripción (tiem­
po en incubación)

micromoles C^/micremóles C_ + micro- 
moles nC  ̂ ¿ ¿

fermentaciones
repetidas

Medias ( + 1 0 ' ) ' '

5~.
Controles (0 h rs.) 0*372

0*361
0*364
0,350 0,362 (+ 0,009)

Controles (4 h rs.) 0,393
0*337
0*427
0,388

*
, *» • >

0,386 (+ 0,037)

10 . Antibiótico 2-14547 
(4 h rs.) 0,493 0,491 t ¿

10 ppm ¿rg/ml 0,489 f

Antibiótico 2-14547 
(4 h rs.) 0,531 0,521

25 ppm 0,510_

15- Tal como se expone en la  tabla anterior la

relación entre propionato (C^) y acetatos y n-butiratos 

se mejora significativamente. Con e l aumento de propiona—

tos en lugar de acetatos a partir de carbohidratos se aumen-

L  ta  la  eficacia  del carbohidrato y por consiguiente la  u ti-

; 2Q. lización  de la  alimentación.

la  administración de antibiótico 2-14547 

(en lo  sucesivo "Antibiótico" o "Compuesto antibiótico) 

previene y_trata la  cetosis,- así como mejora la  u tilización 

de la  alimentación. El mecanismo causante de la  cetosis 

25» una producción deficiente de compuestos de propionato.
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Un tratamiento actualmente recomendado es la  administración 

de ácido propiónico o alimentos g,ue producen, d«f preferencia, 

propionatos. Es obvio que estimulando la  produdtíién de 

propionato a partir de alimentos ordinarios se reducirá 

5, la  incidencia de la  cetosis.
V -I -í • \

Se lia descubierto que e l antibiótico X-14547 -.o»-»

aumenta la  eficacia  de la  u tilización de la  alimentación « , 

en los animales rumiantes cuando se administra por v ía  

oral a los animales. la  forma mas sencilla  de administrar^

^q" ©1 antibiótico consiste en mezclarlo con e l alimento de -■

los animales. * 1 i

Sin embargo, e l antibiótico puede administrarse_ 

útilmente de otras formas. Por ejemplo, puede incorporarse 

a pastillas, pociones, bolos o cápsulas y dosificarse a 

X5, los animales. la  formulación del compuesto antibiótico

en estas formas de dosificación puede llevarse a cabo 

siguiendo métodos bien conocidos en e l arte farmacéutico ; 

veterinario.

las oápsulas se producen fácilmente llenan-^

20. do cápsulas de gelatina con cualquier forma deseada del

antibiótico deseado. Si se desea, ©1 antibiótico puede 

d ilu irse con un diluyante en polvo inerte, t a l  como un 

azúcar, almidón o celulosa crista lina purificada con 

e l f in  de aumentar su volumen por conveniencia en e l l l e -  

25. nado de cápsulas.



las pastillas del antibiótico se obtienen 

siguiendo procedimientos farmacéuticos convencionales.

En adición del ingrediente activo una. pastilla  contiene 

usualmente una base, un desintegrador, un absorbente, 

un ligante y un lubricante. I-as bases típ icas incluyen 

lactosa, azúcar en oapa fina, cloruro sódico, almidón 

y manitol. El almidón es también un buen desintegrador *'* _ i
como lo  es e l ácido algínico. En ciertas ocasiones se 

u tilizan  también agentes tensoaetivos ta l  como la u r il-s u l- " ' 

fato sódico y sulfosuccinato dioctil-sódico. los absor- - - 

bentes comunmente utilizados incluyen asimismo almidón y % - 

lactosa s i bien e l carbonato magnésico es también ú til 

para substancias oleosas. los ligantes frecuentemente uti— • 

lizados son la  gelatina, gomas, almidón, dextrina y diven- 

sos derivados de celulosa. Entre los lubricantes comun­

mente utilizados se encuentran e l estearato de magnesio, 

talco., cera parafínica, diversos jabones metálicos y po- 

lie t i le n g lic o l.

la  administración del compuesto antibiótico 

puede adoptar_forma de un bolo de lenta liberación. Estos 

bolos se obtienen como las pastillas a excepción de que 

se proporcionan medios para retardar_la disolución del 

antibiótico. los bolos se preparan de modo que liberen la  

sustancia activa en largos períodos, la  lenta disolución 

viene asistida eligiendo una forma altamente acuoinsolu—



ble del antibiótico. Se adiciona una sustancia ta l  oomo 

relleno && hierro para e le v a r  la  densidad de los bolos 

y mantenedlos estáticos en e l  fondo del omaso,

_Ia_disolución del antibiótico se retarda 

mediante e l empleo de una matriz de materiales insolubles 

en donde se embebe e l fármaco. Por ejemplo, son á tiles  

substancias tales como ceras vegetales, ceras minerales 

purificadas y materiales polimáricos acuoinsolubles..

las pociones del antibiótico se preparan 

de la forma mas sencilla  eligiendo una forma acuosoluble 

del antibiótico. Cuando por aügán motivo se desea 

forma insoluble puede prepararse una suspensión. Alterna­

tivamente puede formularse una poción oomo una solución 

en un disolvente fisiológicamente aceptable ta l oomo 

po lie tilen g lico l.

Pueden prepararse suspensiones de formas 

insolubles del antibiótico en productos no disolventes 

ta l  como aceites vegetales como aceite de cacahuete, 

maíz o sésamo, en un g lic o l ta l  como propilenglicol o 

un p o lie t ilen g lico l$ o en agua, dependiendo de la  forma 

del antibiótico elegido,

los coadyuvantes fisiológicamente aceptables 

apropiados_son necesarios para mantener e l  antibiótico 

suspendido. los coadyuvantes pueden elegirse entre los 

espesantes, ta l como carioocimetilcelulosa» p o liv in ilp irro -
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5.

10.

15.

20,

25.

lidona, gelatina y alginatos. Son muchas las clases de 

agentes tensoactivos para suspender e l  antibiótico. Por 

ejemplo son titiles para obtener suspensiones en productos 

no disolventes líquidos la  lec itina , aductos de a lqu il- 

fenol/óxido de polietileno, naftalensulfonatos, a lqu il- 

bencensulfonatos y esteres de polioxietilen-sorbitan. t
j

En adioión muchas sustancias que efectúan 

la  h idro filic idad , densidad y tensión superficial del_ ^  

líquido pueden a s is t ir  en la  obtenoión de suspensiones ,. 

en casos individuales. Por ejemplo, pueden ser agentes  ̂

de suspensión ú tiles los anti espumantes de s i l i e  ana, gli*v-„ 

coles, sorb ito l y azúcares.

E l antibiótico suspendible puede ofrecerse _ 

a l productor en forma de una suspensión o como una mezcla, 

seca del antibiótico y coadyuvantes para dilu irse antas 

del empleo.

El antibiótico puede administrarse también 

en e l  agua de bebida de los rumiantes, la  incorporación ■ 

en e l  agua de bebida se lleva  a oabo adicionando una forma 

acuosoluble o suspendible en agua del antibiótico a l agua 

en la  cantidad apropiada. Ia_f ormulación del antibiótico 

para la  adición a l agua de bebida sigue los mismos princi­

pios que la  formulación de pociones.

la  forma más práctica de tra tar animales con 

e l  compuesto antibiótico es la  de formulación del com-

i
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5.

10.

15.

20.

25.

puesto en e l  suministro alimenticio. Cualquier tipo de 

alimento puede medicarse con los compuestos antibióticos, 

incluyendo alimentos secos comunes, alimentos líquidos 

y alimentos en forma de pellas.

los” métodos para la  formulación de farnacos
..

en alimentos animales son bien oonooidos. Es usual pre- 

parar una mezcla previa de farmaoo concentrado como un 

material bruto para alimentos medicados. Por ejemplo, ■*' 

las mezclas previas típicas de farnaco pueden contener , . 

entre alrededor de uno a alrededor de 400 gramos de 

farmaco_por lib ra  de mezcla previa. la  amplia gama re­

sulta de la  amplia gama de concentración del farnaco __ 

que puede desearse en e l alimento fin a l. las mezclas pre­

vias pueden ser líquidas o sólidas.

Es bien entendida la  formulaoión de alimenta­

ciones de rumiantes que contienen las cantidades apropiadas 

de antibiótico para e l tratamiento ¿útil. Solo es necesario 

calcular la  oantidad de compuesto que se desea administrar 

a cada animal, tener en cuenta la  oantidad de alimento por 

día que oome e l animal y la  concentración del compuesto 

antibiótico en la  mezcla previa que ha de u tilizarse, y 

calcular la  concentración apropiada del oompuesto antibió­

tico , o de la  mezcla previa, en e l alimento.

Todos los métodos de formulación, mezcla y 

formación de pellas con alimentos que se u tilizan  normal-



mente en e l arte de alimentación de_rumiantes son to ta l­

mente apropiados para preparar alimentos qu.e contengan 

e l  compuesto antibiótico,

Según se lia expuesto, la  administración oral 

del antibiótico altera beneficiosamente la  producción  ̂ ■ 

de propionatos con respecto a la producción de acetatos 

en e l omaso. Por consiguiente puede_postularse que e l 

mismo tratamiento beneficiará también animales monogástri-- 

eos en los que fermenta materia vegetal fibrosa en e l ceoum, 

ya que oabe esperar que se produzca un oambio beneficioso 

en la  relación propionato/acetato oon la  administración 

oral del presente antibiótico, ios caballos, cerdos-y 

conejos son ejemplos de animales que digieren una parte 

de su alimento mediante fermentaoión cecal.

El antibiótico £-14547 exhibe también actividad 

en e l  tratamiento de hipertensión en animales de sangre 

caliente.

la  actividad antihipertensiva se prueba en _ 

ratas macho Sprague Dawley (Charles River) con peso de ; 

170-210 gramos. Se produce hipertensión POCA-Na Mediante 

nefrectomía unilateral seguido de implantación subcutánea 

de una pella  de desoxicorticosterona (POCA) de 25 mg. 

los animales se disponen en jaulas individuales recibiendo 

solución de cloruro sódico a l 0,9$ y una dieta de comida 

para ratas ad libitum. Se deja que transcurran dos semanas



desde la  intervención quirúrgica para e l desarrollo_de la  

hipertensión, o sea, presión sanguínea s is tó lica , de 

por lo  menos, 150 mm de Hg,

la  presión sanguínea s is tó lica  y e l ritmo

cardiaco se miden indirectamente a partir de la  cola de '
, * ** 

ratas no anestesiadas, utilizando un transductor de irn^ -

pulsos neumáticb. las lecturas de control se toman antes

de la  administración del fármaco y 1, 3, 6 y 24 horas

después de su administración. _ n . .

los resultados se expresan como valores abso— 

lutos y cambios porcentuales a partir  de los controles.

labia 4

PRESION SANGUINEA SISTOLICA (mm de Hg)

. . PIA RAIA

5. 1
CONTRONES •
PRE-PARMACO 223

VAPORES POSE-- 1 216
PARIACO EN 
(mm de Hg) 2 211

2 184

3 214

3 210

4 197

RAIA RAIA RAIA RATA
2 3 4 5

203 203 199 203

10 MJ/fcG

178 184 198 151

201 176 168 168

174 161 165 165

195 193 219 198

177 173 206 190

172 229 212 179

RAIA CAMBIO
6 MEPIA PCI

209 206,7

3 dias PO

203 188,3 -9,0

190 185,7 -10,3

179 171,3 -17,1

211 205,0 —0,7

220 196,0 -5, ?

228 202,8 -1,7



-  26 -

Tabla, 4 (Continuación)

RITMO CARDIACO (IATIDOS/toT,)

COHTEOEBS 
PEE-FARMACO 440 360 0•

410 400 400 411,7

10 M vte x 3 días PO

VAIOHES POST- 1 480 360 450 440 390 400 420,0 2,0
FARMACO EN *
LATIDOS/ta. 2 430 320 360 490 370 430 400,0 *"2,6

2 420 310 400 310 380 450 378,3 -8, 1 -;.( , i
3 380 360 360 360 370 350 363,3 —11,3.

3 370 360 350 360 380 370 365,0 --10 ,8,:

10, 4 370 320 360 350 340 400 356,7 - 1 3 , 1

Para e l empleo como un agente anti-hipertensivoV . 

e l antibiótico X-14547 se formula, utilizando materiales ' 

coadyuvantes farmacéuticos inertes convencionales, en 

formas de dosificación que son apropiadas para administra- 

15. oión ora-l* Son posibles otras formas de dosificación, por '

ejemplo parenteral, pero no se prefieren. las formas de 

dosificación oral incluyen, pastillas, cápsulas, grageas, 

suspensiones, soluciones y similares. la  identidad de 

los materiales coadyuvantes inertes que se utilizan  para 

20. la  formulación de loa ingredientes activos, los compues- •

tos activos, en formas de dosificación oral_resultarán 

inmediatamente evidentes para los expertos en e l arte.

Estos materiales coadyuvantes, de naturaleza inorgánica 

u orgánica, incluyen, por ejemplo, gelatina, albúmina.,

25. lactosa, almidón, estearato de magnesio, conservadores

(estabilizadores), agentes fundentes, agentes emulsifican-



tes, sales para a lterar la  presión osmótica, amortiguadores, 

e tc ., que pueden incorporarse, s i se desea, a dichas fo r ­

mulaciones.

Generalmente e l  fármaco se administra una o
. .t

dos veces al-día.

la  cantidad de an tib i'o tico  X-14547 que se 

encuentra presente en cualquiera de las formas de d o s ifi- , 

cación anteriormente descritas varia generalmente entre ' ”  

1  y 10 rg por dosificación unitaria. la  dosificación 

administrada a un paciente particular es variable, basada: ■ 

en e l  peso del paciente y e l estado del paciente. Por 

consiguiente, una oantidad de dosificación efectiva 

de agente activo solo puede determinarse por e l  facultativo 

utilizando su mejor c r ite r io  en beneficio del paciente.

los ejemplos que siguen servirán para ilu stra r 

* este invento sin que impliquen lim itación del mismo.

SJEMPIO í .

Fermentación en tanque

El cultivo productor del antib iótico X-14547

se desarrolla y mantiene en un medio inclinado de agar

Amidex que tiene la  composición siguiente (gramos/litro

de agua destilada):

Amidex 10,0

N-Z amina A 2,0

Extracto de carne 
de vaca 1,0



E x tra c to  do le v ad u ra

0,02

20,0

1 ,0

CoCl . 6H 0 2 2
Agar

El medio inclinado se inocula con e l cultivo 

producto del_ antibiótico 2-14547 y se incuba a 2820 duras 

te 7-10 días, luego se u tiliza  una porción del agar con­

teniendo esporas y micelios del medio inclinado del cul­

t ivo  esporulado para inocular un matraz Erlenmeyer de 

6 l it ro s  conteniendo 2 litro s  de medio de inoculo este­

rilizado con la  composición siguiente (gramos/litro de 

agua destilada):

^olidos de bagazo de tomate 5,0

Solubles secos de destiladoras 5,0
Peptona OM 5,0

levadura desamargada 5,0

Almidón de maíz 20,0
CaC03 1,0
IgHPO^ (anhidro) 1,0

Se ajusta e l  pü a 7 con ETaOH antes de some­

te r le  a autoclave a 15-20 libras de presión durante 

45 minutos.

El medio inoculum inoculado se incuba a 2820 . 

durante 72 horas sobre un sacudidor g ira torio , operando 

a 250 rpm con una carrera de 2 pulgadas.

luego se u tiliza  uña porción de cuatro lit ro s
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del cultivo resultante para inocular 60 galones en un 

f  ementador de 100 galones con la  composición siguientes 

(gramos/litro de agua destilada)*

Glucosa 10,0

Melazas comestibles 20,0

HySoyl 5,°

CaC0'3 2,0

Se ajusta e l pH a 7,2 con NaOH antes de es­

ter iliza c ión  durante 1  hora y cuarto con 60 lb»/pu3gada^

10 '. de vapor.

El medio inoculado se airea con aire comprimido 

esterilizado a una velocidad de 3 pies cúbicos por minu- ' 

to y se agita con agitadores a 280 rpm. La fomentación 

se lleva  a oabo a 282C durante 4-6 días.

15. EJEMPLO £♦.

Aislamiento del antibiótico 2-14547 y co-metabilitos de

3- e t i l - l , 3-dihidro-3-metoxi-2H-indol-2-ona y ácido p i-

rffo l- 2̂ arbax¿lico.................... .............. ...................

Etapa A. A l conjunto de caldo de una fementación de 100 

20. galones (380 l it r o s ) ta l como se ha expuesto e n e l  ejem­

plo 1 , se adicionó, después de un crecimiento de 4-6 días, 

un volumen igual de acetato de e tilo . Después de agi­

tarse durante una hora la  fase disolvente se separó y se 

concentró hasta 2 litro s  bajo,presión reducida. Se lavó 

25. e l extracto de disolvente concentrado con volúmenes iguales



de HC1 1N por tresveces. Se secó e l  disolvente sobre 

anhidro y se concentró hasta formar un aceite 

bago presión reducida. Se d isolvió e l aceite en éter d ie— 

t i l i c o  y se separó por filtra c ió n  crista les de ácido p i-  

rrol-2*-carboxilico brutos. I-a recristalización en eta- 

nol/éter dió la  muestra analítica del compuesto anterior: - 

punto de fusión 202-2032C,

MLcroanálisis: Calculado para Ĉ Ĥ NOg ( 1 1 1 , 10 ) :

foO', 54? 06$ 4,54? #BT, 12,60,

Hallado: JÉC, 54,33? $H$ 4,65? 12,60",'

Etapa B. El l ic o r  madre se concentró hasta formar un aceite 

bajo presión reducida, se redisolvió en 250 cc de ace­

to n itr ilo  y se lavó por dos veces con volúmenes iguales 

de n-¡hexano. Se combinaron las lavazas de n—hexano y 

se extrajeron oon l/2 volumen de metanol. El extracto 

metanólico se oombinó con e l aceton itrilo y se separó 

e l  disolvente bajo presión reducida. Se d isolvió e l 

sólido oleoso en acetonitrilo y después de enfriarse 

hasta aproximadamente 3fiC durante una noche se recuperó 

e l  antibiótico £-14547 crista lino mediante filtra c ió n  ! 

en forma de un hemihidrató, punto de fusión 1372C, 

CaIfa^-2852 (0, 1 en CHC1 )i

ffiELcroanálisis: Calculado" para C^H^NO^. (HgO)^^(502,70):

#C» 74,07? JÍH, 8,82$/oíT, 2,78
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Hallado: $60, 74,36;$6H, 8,93; $6N,~

2,50; $60, 1 3 ,8 Í i

Etapa C. El lic o r  madre de aceton itrilo se concentró has­

ta formar un sólido oleoso y se sometió a cromatografía 

en una columna empaquetadora con 600_g de g e l de s íl ic e  

(calidad Davison 62) en suspensión de n-hexano. Se eluyó 

la  columna con 250 cc de n-hexano y luego un gradiente 

entre 1  l i t r o  de acetato de e t ilo  a l ^  en n-hexano y 1  
l i t r o  de acetato de e t i lo  en n-hexano (3s l) y luego 500 

cc de acetato de e tilo . Se recogieron fracciones de 6 cc 

cada una y de las fracciones nómeros 100 a 200, después 

de separarse e l disolvente bajo presión reducida, se re­

cuperó antibiótico X-14547 adioional. De las fracciones 

201 a 290, después de concentración y crista lización  en 

aceton itrilo , se reouperó 3- e t i l - l , 3-dihidro-3~metoxi- 

-2H-indol-2-ona, punto de fusión 1792C.

Macroanálisis: Calculado para (1 91»23)í

foC, 69,09; $£H, 6,85? 5&N, 7,33  ̂

Hallado: $6C, 69,02; $SH, 6,96; $1T, 7,19*

EJEMPLO

Fermentación en tanque

El cultivo productor del antibiótico X-14547 

se desarrolla y mantiene en un medio inclinado de agar 

Amidex ta l  como se ha descrito en e l ejemplo 1 o en un 

medio de gar de almidón-caseina con la  composición s i -



guíente (gramos/litro de agua destilada):

Almidón soluble * 10,0

Caseina 1,0

KgHPÔ  (anhidro 0,5

MgSÔ  (anhidra) 0,5

Agar 20,0

Se ajusta e l pH a 7,4 con ITaOH antes de so­

meterse a autoclave a 15-20 libras por pulgada cuadrada 

durante veinte minutos.

Se inocula e l medio inclinado con cultivo 

productor del antibiótico 2-14547 (Streptomyces sp. 2-14547), 

y se incuba a 28fiC durante 7-10 días. luego se u tiliza  

una porción del agar del cu ltivo asporulado para prepa­

rar inooulum vegetativo inoculando un matraz de Erlen- 

meyer de 6 litro s  conteniendo 2 litro s  de medio de ino- 

culum_ esterilizad  o con la  composición siguiente (gramos/li 

tro de agua destilada):

Sólidos de bagazo de tomate 5,0

Solubles secos de destiladora 5,0

Peptona OM 5,0

levadura desamasada 5,0

Almidón de maiz 20,0
CaC03 1,0

K^BPO  ̂ (anhidro) 1 ,0

El pH se ajusta a 7,0 antes de someterse a



autoclave a 15-20 libras por pulgada cuadrada durante 

cuarenta y cinco minutos.

El medio inoculum inoculado se incuba durante 

72 horas a 282C en un sacudidor g ira torio  operando a 250 

rpm con una cariara de 2 pulgadas.

Se u tiliza  cuatro litro s  de este cultivo para 

inocular 60 galones del medio siguiente en un fermen*- 

tador de 100 galones (gramos/litro de agua del g r ifo )*

Sólidos de bagazo de tomate 5,0

Solubles secos de destiladora 5,0

Peptona OM 5,0

levadura desamargada 5,0
Almidón de maíz 20,0
CaC03 1,0
KgHPÔ  (anhidro) 1,0
Antiespumante Sag 4130 0 ,1

(Union Carbide)

Se ajusta e l  pH del medio a 7,0 con ITaOH 

antes de esterilización  durante 1  hora y l /4 con vapor 

a 60 libras por pulgada cuadrada.

Se airea e l medio inooulado con aire comprimido 

a una velocidad de 3 pies cúbicos por minutos y se agita 

con agitadores a 280 rpm. la  fermentación 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 siguiente en un tanque 

de 1000 galones (gramos/litro de agua del g l i fo ) :

Sólidos de bagazo de tomate 5 ,0

Solubles secos de destiladora 5,0

5. Peptona 01 5 ,0

levadura desamargada 5,0
Almidón de maíz 20,0

CaCO 1,0

KgHPO  ̂ (anhidro) 1,0
10. Antiespumante Sag 4130 (Unión Carbide) 0,1

El pH del medio se aguata a 7,0 con NaOH an­

tes de esterilización  durante 1  hora y l /4 con 60 l i ­

bras por pulgada cuadrada de vapor.

Se airea e l medio inoculado con aire comprimido 

15 . a una velocidad de 3 pies cubicosjpor minuto y se agita

oon agitadores a 280 rpm. la  fermentación se lleva  a 

cabo a 2820 durante 118 horas.

EJEMPLO 4’.

Aislamiento del antibiótico Z-14547 y co-metabolitos de 

20. 3- e t i l - l , 3-dihidro-3-met ox i-2H-indo l-2-ona y ácido p i-

rro1 - 2-carb oxílioo

Etapa A. A l oongunto del caldo a p a rtir  de una fermenta­

ción de 350 galones (1350 l i t r o s ) ,  t a l  como se ha expuesto 

en e l  egemplo 2, se adicionó, después de 118 horas de cre- 

25, cimiento, un volumen igual de acetato de e tilo . Después de
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5.

10.

15.

20.

25.

agitarse du:rante una hora se separó la  fase disolvente y 

se concentró hasta 7,25 litro s  bajo presión reducida. Se 

lavó e l extracto disolvente concentrado con 3 l itro s  de 

EDI 1H por tres veces. Se secó e l disolvente sobre Na^>0  ̂

anhidro y se concentró hasta, obtener un aceite bajo pre­

sión reducida. Se d isolvió e l aceite en éter d ie t íl ic o  y 

se separaron mediante filt ra c ió n  crista les de ácido p i-  _ 

rro 1- 2~carboxílico bruto. I-a recrista lización  en etanol/éter 

dió la  muestra analítica del compuesto anterior: punto de 

fusión 202- 2032C.

Microanálisis: Calculado para Ĉ Ĥ NOg (111,10):

foC, 54,06; J»H; 4,54; 12,60’.

Hallado: $SC, 54,33» £H, 4,65; >K, 12,60. 

Etapa B, Se ooncentró e l l ic o r  madre hasta obtener un 

aceite bajo presión reducida, se redisolvió en 1  l i t r o  

de acetonitrilo y se lavó por dos veces con volúmenes 

iguales de n-hexano. Se oombinaron las lavazas de n-hezano 

y se extrajeron con l/2 volumen de metanol. Se combino 

e l extracto metanólico con e l aoetonitrilo y se separó 

e l disolvente bajo presión reducida. Se d iso lvió  e l sólido 

oleoso en acetonitrilo y después de enfriarse hasta apro-; 

ximadamente 3&C durante una noche se recuperó, mediante 

filtra c ión , e l antibiótico Z-14547 crista lino, en forma de 

un hemihidrato,__punto de fusión 137flC, [a lfa ]p  -2852 

(0, 1 en CHCÍ3)'.
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Macroanálisis: Calculado para (H20) q '^(502,70)s

?6C, 74,07? JÉH, 8,82? ¿n/ 2,78? 

ÍO i 14,32"

Hallado; jfiO, 74,36; jfiH, 8,93? 56W, 2,50?

5. . #0, 13,8li

Etapa C, Se concentró e l l ic o r  madre de acetonitrilo has­

ta obtener un sólido oleoso y se sometió a cromatografía 

en una columna empaquetada con 600 g de ge l de s ílic e  

(calidad Davisón 62) suspendido en n*-hexano. Se eluyó la  

10. columna con 1 l i t r o  de n-hexano y luego un gradiente

entre 4 l itro s  do acetato de e t i lo  a l 2$ en n-héiano 

y 4 l itro s  de acetato de e t ilo  n-hexano (3 : 1 ) y luego 2 

l it r o s  de acetato de e t ilo . Se recogieron fracciones 

de veinticinco oc oada una y de los números de fracción 

15 ‘ 100 a 200, después de separarse e l disolvente bajo presión

reducida, se reouperó antibiótico X-14547 adicional*

De las fracciones 201 a 290, después de concentración 

y crista lización  en acetonitrilo se recuperó 3- e t i l - l , 3-  

-dihidro-3-metoxi-2H-indol-2-ona, punto de fusión 1792C,

20. Microanálisis; Calculado para C^H^HO^ (191,23):'

$C, 69,09? $H, 6,85? #N, 7,33.

Hallado; $C, 69,02? j£H, 6,96? glT, 7,19¡

EJEMPLO 5.

Aislamiento de la  sal sódica del antibiótico X-14547 

25* _ Da totalidad del caldo de otra prueba de fe r -



mentación se extrajo con una mitad del volumen de cloro­

formo. Se separó la  fase disolvente y ge concentró bajo 

presión reducida hasta 2, 35 litro s  y se lavó sucesiva­

mente con volúmenes iguales de HC1 ÍN, TTaCH 1N y agua.

Se secó e l disolvente bajo Na^O^ y se concentró hasta 

formar un aceite. Se redisolvió e l aceite 2 litro s  de 

acetonitrllo y se lavó con 2 litro s  de n-hexano. Se con­

centró e l acetonitrllo hasta formar un aceite y sé f i l ­

tró a través de 970 gramos de ge l de s í l ic e  con V lii^ o s  

de cloruro de metileno y luego 8 litro s  de cloruro de 

metileno-acetona ( l s l ) .  la  fracoión biológicamente‘ activa 

se cromatografió en una columna empaquetada con go l de 

s ílic e  (cloruro de metileno) de 300 gramos en suspensión 

y se eluyó con un gradiente entre 7 l it r o s  do cloruro 

do metileno y 7 litro s  de cloruro do metileno-éter d ie - 

t ílico -e tan o l (48:48:14). Se combinaron las fracciones 

número 290-480 (veinticinco cc cada una) y se concentra­

ron hasta formar un aceite. Se d iso lvió  e l  aceite en una 

pequeña cantidad de acetonitrllo y con la  adición de 

n-hexano se recuperó la  sal sódica del antibiótico X-14547 

mediante filtra c ió n  en forma de un polvo blanco conte­

niendo 1  mol de n-hexano por mol del compuesto.

Calculado C^H^gN NaO .̂0^1^(599»83):

jfc, 74,09; ?SH, 9,08; 0N, 2,34; Ŝ Na 3,83.

Hallado: 56c, 74,00; $H, 8,86; 2,10; $Na,4»04*



EJEMPLO 6

Preparación de galea de antibiótico £ -14.547

A. Preparación de la  sal mono-E-metil^lucaiinuLca le í

antibiótico X-14-547 . . . _______

So adicionó una solución de 0,986 g de la  forma 

de ácido lib re  del antibiótico £—14547 en oloruro. 5e 

metileno-metanol (1:1) a una solución de 0,395 g (2. mu) 

de N-metilglucamLna en metanol-agua (3íl)-. Se concentró 

la  solución bajo presión reducida basta un polvo, que se 

c r is ta lizó  con la  adición de n-hexano-etanol. E l hidrato 

de la  sa l B-metil^lucaminica del antibiótico £-14547 

crista lino obtenido mostró un punto de fusión de Í0 9 « ll l fiC.

B. Preparación de la  sal di-N-metilglucamínica del antibió-

tico  £ - 1 4 5 4 7 ___________________________ '

Se adicionó una solución de 1,972 g (4mm) 'de la  

forma ácida lib re  del antibiótico £-14547 en cloruro de 

metileno a una solución de 1,580 g (8mm) de IT -me t i  Ig  luc ami -  

na en metanol-agua (2 : l ) .  Se concentró la  solución bajo : 

presión reducida hasta un polvo, y se cr is ta lizó  en n-hesca- 

no-etanol. El hidrato de, la  sal di-l'T-metiIgluoamrni ca deí_ 

antibiótico £-14547 crista lino obtenido mostró un punto de 

fusión do 80-1202C.

0. Preparación de la  sal cáloioa del antibiótico £-14547-

Se lavó una solución de 0,50 g ( l  mm) de la  forma 

ácida lib re  del antibiótico £-14547 en acetato de e t ilo  con



3 mmol de una solución acuosa de Ca(0H)2. Se separó la  so­

lución y se concentró ba^o presión reducida hasta un polvo 

que se oris ta lizó  en acetona-acetonitrilo. El hemihidrato 

de la  sal oáloica del antibiótico X-14547 crista lino ob~ 

tenido mostró un punto de fusión de 179fiC,LalfaJ^ -4012

( # ,  chbi3) '

EJBMPIO . 7
Preparación de la  sal R-(+)~1 —amino—1—(4—brcmof e n ii)—etána-ca

del antibiótico 1-145.47________  ■---------  ■

Sé adicionó una solución de 493 uig (1 pmol) 

del antibiótico X—14547 en cloruro de metileno a una 

solución de l8l_mg de R-(+) ~l-aBÚno-l~(4-bremof enil)-etano 

en clorure de metileno. Después de la  adición de n-hexano 

y lenta evaporación del disolvente se recuperó e l producto 

f in a l oristalino. la  recristalizaoión en cloruro de meti­

leno/n-hexano dió crista les apropiados para e l análisis 

a los rayos X, punto de fusión 128-131fiC.

Calculado C ^ g B r^ O g  (1187,46)*

560, 70,70; S&H, 8,25 J

96W, 3,54; *Br, 6,73'. _  . . . ,

Hallados $C, 70,96? jfiH, 8,30; 3,68? $Br, 6,83.

•la sal crista lina contuvo dos moléculas de 

antibiótico X—14547 por una moléoula de la  amina, explicán­

dose asi la  fórmula utilizada para calcular e l microana-__ 

l is is  (análogo a l antibiótico X-14547 hemihidrato del ejem-



EJEMPIO, 8

Un ejemplo de una formulación. para pastillas es

como sigue:

formulación para pastillas

Por bastilla

Antibiótico 2-14547 'í,0  mg

lactosa anhidra 137,0 Bg

Almidón de maíz 20,-0 mg

Celulosa mió roe rista liña 40,0 Bg

Estearato de magnesio J 270 Bg
200 " Bg

Se mezcló previamente e l  fármaco con una'parte 

de la  lactosa en una mezcladora apropiada y_a continuación 

se molturó, la  mezcla se combinó adicionalmente con e l 

almidón de maíz, la  lactosa restante y la  celulosa durante 

15 minutos y a continuación se molió. Seguidamente se_ 

combinó la  mezcla con e l estearato de magnesio durante
!

dos minutos. Se comprimieron las pastillas para formar 

una pastilla  con un peso de 200 Bg utilizando punzones para 

pastillas con un diámetro de aproximadamente l/4 de pulga-r 

da. las pastillas pueden ser planas o bine onvexas y s i se 

desea pueden practicárseles hendiduras.

EJEMPLO q

Un alimento para ¡animal para u tilizarse de con-*
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fomdLdad con e l invento:

5.

10.

15.

Forraje da a lfa lfa

Grano de sorgo triturado en seco

Semilla de algodón

Piedra caliza

Sal (NaCl)

Vestigios minerales 

Premezcla de v ita mi na A 

EC1

Premezcla do X—14547 (14$ en peso)

20.

Premezo la. de X-14547.

X-145 47

Cáseara do arroz

As Is , '
$ en peso

Báse-de mâ  
saca,

Maíz de s ilo 21,6 10,7

Maíz triturado en seco 70,7 80,0

Suplemento protcínico 7,7 9,3

Suplemento, proteín ico_.

15,49

3,72

63,56

8,97
3,40

o ,i i

0,13

4,36

,Jx2 !L

100,00

15

85

25.

HSIVIKDICÁCXpees .

Descrito e l  objeto del presente invento se decía* 

ran nuevas y de propia invención las siguientes reivin­

dicaciones oon prioridad de 1a. solicitud de patente en
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TJ.S.A. n.2 712. 286 del 6 de Agosto de 1976.

5.

10.

15.

20.

1. Procedimiento para la  preparación de una nueva 

substancia antibiótica, de la  fórmula

25.

comprende ou ltivar Streptomyces sp. 2-14547, del quería
“ o . ^

raza MED 8167 es un miembro, en una solución acuosa de
"a * “ * *

carbohidrato conteniendo nutrientes nitrogenados j  Vales 

minerales, a is la r a continuación e l antibiótico del caldo 

de fermentación y, s i se desea, oonverfcir e l producto ob­

tenido en una sal aceptable en farmacia respectiva.

2. Procedimiento, de oonformidad con la  re i­

vindicación 1, caracterizado porgue la  raza de Streptomy— 

ces sp. 2-14547 utilizada es MED 8167.

3. Procedimiento, de conformidad con la  reivin­

dicación 1 _ó 2, caracterizado-porque e l oultivo de Strep- . 

tomyces sp. C-14547 se lleva  a cabo bajo condiciones aeró- 

bicas. sumergidas.

„4. Procedimiento, de conformidad con oualquiera 

de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque e l
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5.

10.

15.

20.

25.

cultivo do Streptonyces sp. X-14547 se lleva  a cabo en 

presencia de un agente anti espumante.

5. Procedimiento, de conformidad con cualquiera 

de las reivindicaciones 1 a 4» caracterizado porque e l 

cu ltivo de Streptomyces sp. X-14547 se lleva  a cabo a 

una temperatura comprendida entre 202 y 35aC a pE sustan- 

cialmente neutro. .

6. Procedimiento, de conformidad con ou'slquie- 

ra de las reivindicaciones 1  a 5, caracterizado porque 

e l  aislamiento del antibiótico de la  fórmula I  se lleva  

a cabo extrayendo e l  oaldo de fermentación con acetato 

de e t ilo , separando e l disolvente del extracto, lavando 

e l residuo con ácido clorhídrico acuoso y extrayéndolo 

con éter d ie t ílic o , separando e l disolvente del extracto 

disolviendo e l residuo en aceton itrilo, lavando la  so­

lución de acetonitrilo con n-hexano, extrayendo las lavazas- 

de n-hexano con metanol, oombinando las soluciones de 

aceton itrilo  y metanol y separando e l disolvente de éstas 

para obtener antibiótico de la  fórmula I  puro después de

la recrista lización en acetonitrilo.

7. Procedimiento para la  preparación de una nue­

va substancia antibiótiea.

_Segán se describe y reivindica en la  presente 

memoria descriptiva que consta de 44 páginas foliadas y 

escritas a máquina por una sola de sus caras.
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Madrid, a 5 Agosto 1976

p.a.
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