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- 2 - Ref.: Case No. 15895

RESUMEN DE LA. INVENCION
1,4-DÍamino-1,4-didesoxi-3-0-^4-desoxi-4-propionami- 

do(y acetamido)-m-D-glucopiranosi3j -D-glucitol, que presen 
ta baja toxicidad y un amplio espectro de actividad antibac 
teriana, se prepara: por acilacion de 1,4-diamino-1,4-dide- 
soxi-3-0-(4-amino-desoxi-4-a-D-glucopiranosil)-D-glucitol.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION 
El descubrimiento de que los aminoglicósidos poseían 

propiedades antibióticas estimuló un gran interes en este 
campo. Ello ha dado lugar al hallazgo de muchas sustancias 
antibióticas aminoglicosidas valiosas tales.como gentamici- 
na, kanamicina y.estreptomicina. En general, la actividad 
antibacterianá de cada uno de estos antibióticos no inclu­
ye ciertas bacterias.patógenas clínicamente importantes.
Por ejemplo, algunos no son activos contra la importante eá 
pecio Pseudomonas. La resistencia adquirida en el transcur­
so de la extensa aplicación de los antibióticos existentes 
en el tratamiento de las infecciones bacterianas ha hecho 
surgir un grave problema de resistencia. Hasta^ ahora, el 
problema más grave encontrado en el caso de los antibióti- 
.cos aminoglicósidos clásicos es la oto-toxicidad o nefro- 
toxicidad asociada al núcleo de desoxiestreptamina o es- 
treptidina de los aminoglicósidos. i

Por consiguiente, las deficiencias dé los antibióti­
cos aminoglicósidos conocidos han estimulado nuevas inves- 

'tigaciones para hallar otros antibióticos aminoglicósidos 
que sean activos contra una amplia gama de patógenos así 
como contra las cepas resistentes de microorganismos partij- 
culares y que presenten menos efectos tóxicos secundarios.

30
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' COMPENDIO DE LA INVENCION
Esta invención se refiere a un nuevo compuesto quí­

mico denominado 1,4-diamino-1,4-didesoxi-3-0-(4-amino-4- 
desoxi-ar-D-glucopiranosil)-D-glucitol o despropionil-G1A^, 
de la siguiente estructura:

(j}H-OH
0-(̂ H (I)

CH-NHg
CH-OH

' !- CHg-OH

útil como intermediario para la preparación de los anti­
bióticos aminoglicósidos de la siguiente estructura:

(II)

CHg-OH

donde R es acetilo o propionilo. Los antibióticos amino­
glicósidos de estructura II han sido descritos en la soli­
citud de patente, estadounidense de Frederick Kahan y cola­
boradores, número de serie 677.117, presentada el 15 de 
Abril de 1976.

Cuando R es acetilo, el compuesto (II) se denomina 
1,4-diamino-1,4-didesoxi-3-0-(4-acetamido-4-desoxi-a-D- 
glucopiranosil)-D-glucitol o G1Ag; cuando R es propionilo, 
el compuesto (II) se denomina 1,4-diamino-1,4-didesoxi-3- 
'0-(4-desoxi-4-propionamido-a-D-glucopiranosil)-D-glucitol
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Un objeto de esta invención es proporcionar un nuevo 

y útil intermediario para la preparación de antibióticos 
aminoglicósidos qpe son eficaces en la inhibición del cre­
cimiento, de diversos microorganismos Gram-negativos y Gram- 
positivos en el hombre y en los animales. Otro objeto es 
proporcionar un procedimiento para la preparación de estos 
antibióticos aminoglicósidos por acilación de despropionil- 
G1A-]. Otros objetos de esta invención resultaran evidentes 
en la descripción detallada de la misma dada a continua­
ción.

El nuevo intermediario, despropionil-G1A^, de esta 
invención se produce por eliminación selectiva del grupo 
propionilo o acetilo dél G1A^ o del G1Ag, respectivamente. 
Los compuestos G1A^ y G1Ag se obtienen cultivando en con­
diciones controladas el microorganismo Streptoverticillium 
netropsis por el método descrito en la solicitud de paten­
te estadounidense 677.117 que se incorpora aquí por refe­
rencia. I

Basándose en estudios taxonómicos, el Streptoverti- 
cillium netropsis fue identificado como un-actinomicete 
y ha sido denominado MA-4350 en la colección de cultivos 
de Merck & Co., Inc., P.O. Box 2000, Rahway, New Jersey 
07065. Se ha depositad? un cultivo sin restricciones en 
cuanto a su disponibilidad en la Fermentation Section de 
los Northern Utilization Research Branch, Departamento de 
Agricultura de Estados Unidos en Peoría, Illinois, y se ha 
incorporado a su colección de cultivos permanente y está a 
disposición del público bajo el número de cultivo NRRL 
8149.

í.' .
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Las características morfológicas y de cultivo del 
Streptoverticillium netropsis están indicadas en la siguieu 
te tabla.
Morfología - Los esporóforos forman verticilos, habitúal- 

mente biverticilados, a intervalos regulares a lo lar­
go del micelio aereo. Las cadenas de esporas habitual­
mente contienen de 10 a 15 esporas y pueden ser rectas 
flexuosas o formando ganchos, lazos abiertos y lo que 
parecen espirales primitivas. Las esporas son habitual-- 
mente de ovales a cilindricas, de un tamaño de 0,9 x 
1,2 mieras.

Cultivo
Agar harina dé avena

Crecimiento vegetativo - reverso marrón;- 
Micelio aéreo - aterciopelado, beige rosado pálido 

(4ec);
Pigmento soluble - marrón claro;

Czapek Dox (agar sacarosa-nitrato)
Crecimiento vegetativo - malo, incoloro;
Micelio aéreo - escaso, crema tostado;
Pigmento soluble - ninguno.

Agar albúmina de huevo
Crecimiento vegetativo - reverso tostado rosado;
Micelio aéreo - pulverulento a aterciopelado, predo­

minantemente beige rosado pálido (4ec) 
mezclado con crema rosado tostado (3ca¡¡

t

Pigmento soluble - tostado pálido.
.Agar glicerol-asparagina

Crecimiento vegetativo - reverso tostado amarillento
pálido;
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Micelio aéreo - aterciopelado, crema rosado tostado 
(3ca) bordeado de beige rosado páli­
do (4ec);

Pigmento soluble - tostado pálido.
Agar sales inorgánicas-almidón ;

Crecimiento vegetativo - reverso tostado grisáceo; 
Micelio aéreo - pulverulento, beige rosado pálido (4ec 
Pigmento soluble - tostado pálido.

Agar extracto de levadura-dextrosa + sales 
Crecimiento vegetativo - marrón;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - marrón pálido. '

Agar extracto de levadura-extracto de malta 
Crecimiento vegetativo - reverso marrón;
Micelio aéreo - aterciopelado, predominantemente bei­

ge rosado pálido (4ec) mezclado con 
crema rosado tostado (3ca);

Pigmento soluble - marrón pálido.
Agar leche descremada i

Crecimiento vegetativo - tostado rosado;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - marrón pálido;
Hidrólisis de la caseína - buena.

Leche de tornasol
Crecimiento vegetativo n anillo de crecimiento modera­

do marrón oscuro;
Micelio aéreo - ninguno;
Color - púrpura parduzco;
Coagulación y/o peptonización - peptonización comple­

ta con un=pE de 7,5.

 ̂ ^ (*' - - : -'s.
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Leche descremada
Crecimiento vegetativo - anillo marrón de crecimiento

moderado;
Micelio aereo - ninguno;
Pigmento soluble - tostado;
Coagulación y/o peptonización - peptonización completa

con un pH de 7,5*
Agar tirosina

Crecimiento vegetativo - tostado grisáceo;
Micelio aereo - moderado, crema tostado;
Pigmento soluble - tostado;
Descomposición de la tirosina - positiva.

Agar peptona-hierro-extracto de levadura
Crecimiento vegetativo - marrón claro;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - marrón pálido;
Producoión de HgS - negativa.

Agar nutriente
Crecimiento vegetativo - tostado.bordeado de marrón

rojizo pálido;.
Mioelio aéreo -ninguno;
Pigmento soluble - tostado pálido.

Agar almidón nutriente
Crecimiento vegetativo - tostado;
Micelio aéreo - ninguno;
Pigmento soluble - tostado pálido;
Hidrólisis del almidón - buena.

Agar gelatina nutriente
Crecimiento vegetativo - marrón rojizo;
Micelio aéreo - ninguno;
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Pigmento soluble - tostado pálido;
Licuefacción de la gelatina - buena.

Trozo de patata'
Crecimiento vegetativo - tostado;
Micelio aereo - ninguno;
Pigmento soluble - ninguno.

Suero sanguíneo de Loeffler
Crecimiento vegetativo - color crema;
Micelio aereo - ninguno;
Pigmento soluble - ninguno;
Licuefacción - nula.
Todas las lecturas registradas fueron tomadas al ca- 

-bo de tres semanas de incubación a 28°C. El pH de los me­
dios utilizados en estos estudios era aproximadamente neu­
tro, es decir/ pH 6,8-7,2. Las designaciones de colores 
utilizadas en la descripción están de acuerdo con las defi­
niciones del-Co3^r_^rmon^J^nual, 43 Edición, (1958), 
Container Corporation of America, Chicago, Illinois.

También se determinó la-capacidad del Streptovertici- 
llium netropsis para utilizar o asimilar diversos hidratos 
de carbono. Para este fin, el microorganismo se cultivó en 
medio sintético basal (Pridham y Gottlieb) conteniendo 1 % 
del hidrato de carbono a 28°C, durante tres semanas. El pH 
de los medios empleados en el estudio era aproximadamente 
neutro (6,8-7,2). La Tabla I,muestra la utilización de esta? 
fuentes de hidratos de carbono por el Streptoverticillium 
netropsis: 4- = buen crecimiento, +'mal crecimiento y 
- = crecimiento nulo sobre el hidrato de carbono particular.



TABLA I
Glucosa + Maltosa +
Arabinosa - Manitol -
Celulosa - Mañosa +
Fructosa + Rafinosa -
Inositol + Ramnosa -
Lactosa + . Sacarosa
Xilosa

El grado de crecimiento al variar la temperatura y los 
requisitos de oxígeno del microorganismo son los siguientes 
Intervalo de temperaturas (agar extracto.de levadura-gluco 
sa 4- sales):

28°C - bueno
37°C - moderado
50°C - crecimiento nulo

Requisitos de oxígeno (cultivo en planchas en agar extracto 
de levadura-dextrosa + sales):
Aerobio.

Los compuestos G1A^ y G1Ag son producidos durante la 
fermentación aerobia de medios nutritivos acuosos adecuados 
en condiciones controladas, mediante la inoculación con el 
organismo Streetoverticillium netropsis. Son adecuados para 
producir los aminoglicósidos de esta invención los medios 
acuosos como los empleados para la producción de otros an­
tibióticos. Estos medios contienen fuentes de carbono, ni­
trógeno y sales inorgánicas asimilables por el microorga­
nismo .

Debe observarse que los medios descritos en los ejem­
plos son simplemente ilustrativos de lá amplia variedad de 
medios que pueden emplearse y no se pretende que sean limi-
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tativos.
Propiedades físicas y químicas de los compuestos G1A^ y 01 Ag

El antibiótico 01A^ presenta la fórmula empírica
La composición elemental calculada es: 45,33 % 

.de carbono, 7,86 % de hidrógeno, 10,57 % de nitrógeno y 
36,24 % de oxígeno. La rotación óptica es ja]^ + 37,1°
(c = 1,0, agua). Los picos de resonancia magnética protóni­
ca presentados por el compuesto 01A-¡ en DgO son los siguien­
tes: y 4 , 8 3  (d, -J^ 2  2,0 Hz, H-1),Q^7,70 (q, J 7,0 Hz, - 
CH^-Cg2**^"*)'Y8,89 (t, J 7,0 Hz, CHi-CHg-^-). El espectro 
de masas presenta picos a 319, 218 y 162.

Un espectro infrarrojo del G1A^, como pastilla en KBr, 
revela los siguientes picos de absorción: 3350, 2925,
1680, 1-575, 1460, *1375, 1075 y 1025 cm^.

El antibiótico G1A-) se caracteriza además como deriva­
do peracetilado, 1,4-diacetamido-2,5,6-tri-0-acetil-1,4- 
didesoxi-3-0-(2,3,6-tri-0-acetil-4-desoxi-#-propionamido- 
a-D-glucopiranosil)-D-glucitol, que contiene ocho grupos 
acetilo. El derivado peracetilado del G1A-] responde a la 
fórmula empírica C.^^H^N^O^y. La composición elemental cal­
culada'del derivado peracetato del G1A^ es: 50,75 % de car­
bono, 6,46 % de hidrógeno, 5,73 % de nitrógeno y 37,06 % 
dé' oxígeno. El derivado peracetato de G1A.¡ tiene un punto 
de fusión de 197-198°C,. una rotación óptica[o]j*5 ^ 68,5°
(c = 1,01, cloroformo). La cromatografía en gel de sílice 
presenta una de 0,52 (cloroformo/metanol 90:10), detec­
tada por*rociada con ácido sulfúrico. El espectro de masas

+
presenta picos a m/e 734 (M + 1) , 588, 529 y 344* El es­
pectro de RMN del derivado peracetilado de G1A.¡ se encuen­
tra en la Tabla I.



1

s

10

18

20

28

30

-11  -

i

TABLA I ' '
 ̂ ._______J

6 , 8 0 8 , 0

6 ,3 5 1 0 ,0

6,-14 ' 9 , 0 , 3 , 5  *

5 , 5 7 . - 9 , o , 9 , 0

^ 5 , 0 8 . 9 , o , 3 , 5

5 , 0 3 3 , 5

4 ,9 5 . * 9 , 0 , 7 , 0 ,  3 , 0

4 , 7 2  ' 8 , 0 , 6 , 0 ,  < ^ , 0

4 , 5 0 1 0 , 0 , 9 , 0 , ^ 1 , 0

4 , 3 8 .12,5 , 9 , 0 , r ^ 1 , 0

r ^ 4 , 2 5 ^ 1 3 , 0 , 3 ' ° .  .

^ 4 , 2 0 9 , 0 , 8 , 0

r ^ 4 , 15

3 , 9 9  ' 6 , 0 , 1 , 0

3 , 9 9 1 3 , 0 , 7 , 0

2 , 8 0 1 2 , 5 , 8 , 5 ,  3 , 5

2,20 s - -

1,96
2,01  .

. .2,05
2,07 ,
2,10

2,13 ' -
1,15

El antibiótico OIA2 responde a la fórmula empírica 
^14^29^3^9* ^  composición elemental calculada del &IA2 es 
43,86 % de carbono, 7,62 % de hidrógeno, 10,96 % de nitró­
geno y 37,56 % de oxígeno.
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El GlAg se caracteriza como el derivado peracetilado 
1,4-diacetamido-3-0-(4-acetamido-2,3,6-tri-0-acetil-4-deso- 
xi-m-D-glucopiranosil)-2,5,6-tri-0-acetil-1,4-didesoxi-D- 
glucitol, que contiene nueve grupos acótilo. El derivado 
peracetilado del G1Ag responde a la*fórmula empírica 
^39^45^3^17° composición elemental calculada del deriva­
do peracetato del G1Ag es: 50,07 % de carbono, 6,30 % de 
hidrógeno, 5,84 % de nitrógeno y 37,79 % de oxígeno. El de­
rivado peracetilado presenta las siguientes propiedades fí­
sicas: p.f. 187,5-I88,5°0,¡a] + 68,3° (c = 1,0, metanol).
Una solución del producto en CDCI3 presenta los siguientes 
picos de RMP:

0 ^ 7 ,86, 7,90, 7,93 (singlóte de 6 protones), 7,95, 
7 ,98, 8 ,0 y 8,04 (singlete de 6 protones) (27-protones,
NAc y OAc). El espectro de masas presenta los siguientes pi 
eos: m/e 720 (M 4- 1)**, 574, 515 y 330. -3:

Los compuestos G1A^ y G1Ag dan reacción coloreada.po­
sitiva con la ninhidrina.

Los compuestos G1A-¡ y G1Ag se resuelven bien por ero 
matografía en capa fina de gel de sílice en los siguientes 
sistemas disolventes:

Sistema A * Sistema B
CHClg 
MeOH. ' 
NH^jOH al

2 volúmenes 
2 volúmenes

CHCl^ 
HeOH 
NH¿jOH al

1 volumen
2 volúmenes

28 % 1 volumen 28 % 2 volúmenes
La detección se realiza mediante la reacción positi­

va con ninhidrina. Los valores de Rj? son los siguientes:
Muestra 
G1A1
G1Ag

Sistema A 
0,35 
0,25

Sistema B 
0,7 
0,58
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Los antibióticos G1A^ y GlAg fueron evaluados además 
mediante el método de dilución en agar. Un inoculum de 
2 x lO^ a 1 x lO^ organismos se aplica como gotita de 
0,002 mi a la superficie de agar Hueller-Hjnton contenien­
do diluciones seriadas al doble del*antibiótico que ha de 
ser ensayado, desde 3,1 hasta 200 ytg/̂ nl. Los resultados 
(Tabla II) están indicados como concentración mínima de in­
hibición en pg/ml, siendo esta la concentración mínima de 
antibiótico a la cual el crecimiento del organismo de ensa­
yo es inhibido durante un periodo de 18 horas a 37°C.

TABLA II
Valores de la CMI por dilución en agar

Cepa Resistencia* G1Ai GlAg
Staphylococcus aureus - 100 200
Staphylococcus aureus Estr*, Neo, Kan 200 >200
Staphylococcus aureus - 50 200
Streptococcus faecalis - 200 >200
Bacillus subtilis - 50 100
(ATCC 6633) S -
Brucella bronchiseptica - 100 200
(ATCC 4617)
Escherichia coli - 50 100
Escherichia coli. Estr^, Neo, Kan, Gm 50 100
Escherichia coli - 50 200
(ATCC 9637) -

Salmonella gallinarum - <3,1 200
Serratia (sin pigmentar) — 200 >200
Serratia marcescens - >200 >200
Erwinia atroseptica - <3,1 100
(ATCC 4446)
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TABLA II (continuación)
Cepa Resistencia^ Gl^ G1Ag
Proteus vulgaris - - 100 200
(ATCC 21100)
Pseudomonas áeruginosa Estr 50 200
Pseudomonas aeruginosa _ - 50 200

Mediado por plasmido;si no, aislado de laboratorio.
La eficacia in vivo del G1A-) en ratones infectados 

con 39 DL^Q de Klebsiella pneumoniae AD se encuentra en la
Tabla IV.

Antibiótico

G1A.

TABLA IV 
Via DE^p, mg/kg/dosis

i.p. x 2 ' 17
s.c. x 2 32

El compuesto G1A-¡ no manifiesta toxicidad aguda (de­
terminada durante 120 horas después de una inyección intra- 
peritoneal) a la dosis de 2 ¡g/kg, que es la mas alta ensa­
yada.

Un método preferido de recuperación de G1A^ y G1Ag 
purificados consiste en pasar una solución de los antibió­
ticos, tal como el caldo de fermentación filtrado, cuyo pH 
se ha ajustado entre 5 y 8,5, a través de una columna que 
contiene una resina cambiadora de catión del tipo acido caí 
boxílico metacrílico en un ciclo mixto de sodio e hidrogene 
(IRC-50)-. El adsorbato resultante se eluye después con un 
eluyente adecuado como NB^OH 2 N. Los eluatos se recogen 
en fracciones, cuya magnitud depende delí.támaño de la co­
lumna empleada. Puede purificarse mejor mediante una se-



cuencia de procedimientos que implican los siguientes me­
dios cromatográficos: readsorción y elución de una columna 
rellena de IRC-50, seguido de cromatografía en una resina 
cambiadora de anión del tipo do poliestireno-trimetílamonio 
v.g. Dowex 1.x 2 en el ciclo hidróxido, eluyendo con água 
destilada. Las fracciones se exploran mediante la reacción 
coloreada con ninhidrina y bioactividad utilizando E. coli 
(ATCC 9637) como organismo de ensayo. Las fracciones que 
contienen actividad antibiótica se liofilizan y el residuo 
se cromatografía en gel de sílice y se eluye con una solu­
ción de metanol/cloroformo/hidróxido amónico. Las fraccio­
nes se exploran mediante la reacción coloreada con ninhi­
drina y la bioactividad de los eluatos se mide analizando 
el eluato con E. coli (ATCC 9637) como organismo de ensayo 
El eluato está constituido por dos fracciones correspon­
dientes a los antibióticos G1A^ y GlAg*

Los ejemplos que siguen ilustran los métodos median­
te los cuales pueden obtenerse los productos de esta inven­
ción. Sin embargo, los ejemplos son ilustrativos solamenté 
y resultará evidente al que posea la experiencia habitual 
en este campo que esta invención incluye los productos fun-- 
cionalmente equivalentes y los métodos para su preparación. 
Por lo tanto, cualquier modificación de los procedimientos 
aquí descritos que dé lugar a la formación de un producto 
idéntico debe considerarse constitutiva de un método aná- 

--'logo. Los procedimientos descritos son susceptibles de am­
plias variaciones y modificaciones y cualquier desviación 
.o ampliación mínima se considera al alcance del experto en 
este campo y comprendida dentro de los límites de esta in­
vención.
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EJEMPLO 1
Se abre asépticamente un cultivo liofilizado de 

Streptoverticillium netropsis MA-4350 y el contenido se suá 
pende en un tubo de ensayo que contiene 2 mi de Medio A de 
la siguiente, composición:

Medio A
Extracto de levadura 
Glucosa
Tampón de fosfato^
MgS0^.7HgO
Agua destilada
RTampon de fosfato 
E H ^
Na^UPO^

10

10

20

g
g
mi

0,5 g 
1000 mi

91
95

1000

g
g
miAgua destilada 

pH 7 ,0

Se utilizan 0,1 mi del Medio A inoculado para ino­
cular 2 mi de Medio A en un tubo de 18 mi. El tubo se. in-

\cuba en un sacudidor rotatorio a 220 rpm durante 96 horas, 
a una temperatura* constante de 28°C. Se extienden 0,5 mi 
del cultivo desarrollado sobre la superficie de una placa 
Petri de 85 mi de diámetro que contiene 15 mi de Medio B 
de la siguiente composición.

Medio B '
Extracto de carne 31. g
NZ-amina 10 g
Dextrosá 15 g
Ardamine 1 g
NaCl 2,5 g
CaCO^ 5 g

- - * * *- - 1' - - . 
' * *



- 1 7 -

10

18

20

25

30

Agar 20 g
Agua destilada 1000 mi
pH ajustado a 7,2 con NaOH.

La placa Petri inoculada se incuba a 28°C durante 
7 días, al cabo de los cuales se cortan trozos de 16 mm 
que se colocan sobre placas de análisis. Los resultados 
del análisis están indicados a continuación.
Organismo de ensayo. MB ns Zona, de inhibición (mm)

E. coli 2482 25
EJEMPLO 2

Preparación de G1A^ y G1Ag por fermentación
Un tubo en L de cultivo liofilizado de Streptover- ̂ u r - -

ticillium netropsjs MA-4350 se abre asépticamente y el con 
tenido se suspende en un tubo de ensayo que contiene 
2,0 mi de solución de sales Davis de la siguiente composi­
ción:

Solución de sales Davis 
Citrato sódico 
KgHPOi ^
EBgPO^
(NH^)gSO^
MgS0^.7Hg0 

Agua destilada

0,5 g
7.0 g
3.0 g
1.0 g 

. 0,1 g
1000 mi

Se transfieren 0,1 mi de la solución de sales Davis 
inoculada a tubos inclinados que contienen '10 mi de Medio 
A con agar, de la siguiente composición:

Medio A con agar
Ardamine 10 . g
Glucosa 10 g
Tampón de fosfato 2,0 mi
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1  ̂ ' MgS0^.7Hg0 50 mg
Agar-agar 20, g

' Agua destilada 1000. mi
pH 6,5' .

- 8 Los tubos inclinados inoculados se dejan crecer sie-
te días a 28°C. Se transfieren 4 mi del cultivo del tubo
inclinado a un Erlenmeyer de 250 mi, con tabiques, que
contiene 50 mi de Medio A de la siguiente composición:

. Medio A
10 Ardaminé 10 g

-
í

Glucosa 10 g
 ̂ ' Tampón de fosfato^ 2,0 mi . .

MgSO^.THgO 50 mg
- Agua destilada 1000 mi
18 pK 6,5 *

a ,Tampon de fosfato
XHgPO^ 91 g
NHgHPO^ , 95 g

20
Agua destilada
pH"7,0 -

1000 mial

El matraz se incuba en un sacudidor rotatorio a
.160 rpm a 28°C, durante-72 horas. Se agregan 10 mi de es-
te cultivo a uñ Erlenmeyer-de 2 litros provisto de tabi-

28
ques, que contiene 500 mi de Medio A. El matraz se incuba
en un sacudidor rotatorio a 160 rpm a 28°C, durante 48 ho
ras. Este cultivo se agrega a 160 litros de Medio B de la
siguiente composición:

30 * **
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i Medio B
*

Levadura autolizada, tipo pH 10 g
Dextrosa 10 g
MgSO^.THgO '50 ' mg

3 . . KHgPO^ . - 0,18 * g
NagHPO^ 0,188 g
Agua destilada 10Ó0 mi
pH 6,5

conteniendo hasta 0,1 % de poliglicol 2000 en un fermenta
10 dor de acero inoxidable de 189 litros. Este tanque opera

a 28°C utilizando una velocidad de agitación de 150 rpm 
y un caudal de aire de 3 pies^/minuto (81 litros/minuto)
durante 48 horas. Se determinan el pH y los perfiles de
dextrosa, que son los siguientes:

15 Edad, horas 0 '12 24 ' 36 48
pH 6,4 6,6 6,3- 7,o 7,4

Dextrosa, mg/ml 9,4 9,1 4,1' 1,0 -
'Se añaden 43 litros del cultivo de 48 horas a 46731

tros de Medio C de la siguiente composición:
20 Medio 0

NZ-amina 2,5 g
Extracto de carne (Difeo) 1,0 g
NaCl 5,0. g

. Harina de soja 1.0,0 g
28 Solubles de destilería 2,0 g

Licor de infusión de maíz 5,0 g
Dextrosa 20,0 g ' -
KgHPO^ 2,0 g .
Agua destilada 1000 mi

30 pH ajustado a 7,0
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que contiene hasta 0,1 % de poliglicol 2000 en un fermen- 
tador de acero inoxidable de 756 litros. Este tanque opera 
a 28°C empleando un caudal de aire de 10 pies3 (270 litros) 
por minuto y una velocidad de agitación de 130 rpm durante 
96 horas. Se .obtienen el pH y los perfiles de dextrosa que 
son los siguientes:

Edad, horas 0 12 24 36 48 60 7 2 84- 96
pH 6,6 6,2 6,8 7,1 7,2 7,4 7,7 7,9 -

Dextrosa,
mg/Tnl 18,0 13,8 5,8 2,2 0,9 0 - - -

El caldo completo resultante a pH 8,0 se centrifuga
para obtener un filtrado transparente, la torta del filtro-
se lava con 25 galones (94,5 litros) de agua desionizada y 
las aguas de lavado se combinan con el filtrado. El filtra 
do se trata con Super-Cel y el pH se ajusta a 6,5-7,0 con 
ácido sulfúrico 6 N. El caldo a pH ajustado se filtra a tra 
ves de un filtro prensa de 30 pulgadas (75 cm). La torta 
del filtro se lava con agua desionizada hasta que las aguas
de lavado son transparentes. Las aguas de lavado se combi-

t * .nan con el caldo filtrado.
El caldo filtrado se pasa a razón de 6 galones/ni-

nuto (22,7 litros/mihuto) a través de una columna de 18 pul
gadas (45 cm) rellena con 60 galones (227 litros) de resina 

- * *'Amberlite IRC-50 especialmente tamponada, que contiene un
miliequivalente.de Na*/ml de volumen de columna. La resina
IRC-50 tamponada se prepara de acuerdo con las siguientes
etapas:

1. Se lavan 60'galones (227 litros) de resina Amber 
lite IRC-50 con agua para separar los finos y el agua se 
decanta.



2. A la resina lavada se agregan 1071 litros de 
agua destilada y 130 kg de hidróxido sódico en lentejas. 
Después de agitar la resina durante 2 horas, se decanta y 
se lava cinco veces con agua por decantación.

3.. La resina lavada se suspende en 1071 litros de 
agua. A la suspensión se agregan 300 litros de ácido clorhí­
drico concentrado. La suspensión se agita durante 2 horas y 
-se lava cinco veces por decantación con agua.

4. Se mide el volumen de la resina húmeda y a la 
misma se añaden 1071 litros de agua y 40 g de hidróxido só- 
dico/litro de resina. La resina se agita durante 2 horas.
El pH de la resina es 7,0 ± 0,2.

5* Se filtra la resina y se almacena hasta su uso.
La columna que contiene los antibióticos se lava 

con 120 galones (454 litros) de agua desionizada a un caudal 
de 6 galones (22,7 litros) por minuto y los antibióticos 
adsorbidos se eluyen con 350 galones (1325 litros) de NH^OH 
1 N a un caudal de 5 galones (18,9 litros) por minuto. El 
eluato se concentra a vacío hasta 30 galones (113,6 litros), 
manteniendo la temperatura por debajo de 30°C. El pH del 
eluato concentrado se ajusta a 6,5 con HgSO^ 6 N y el elua­
to a pH ajustado se filtra por un filtro de 18 pulgadas 
(4.5 cm) a través de una capa de Super-Cel para separar la 
materia insoluble.

La solución filtrada, con un volumen de 33 galones 
(125 litros)¡ se carga a razón de 0 ,5 galones (1,9 litros) 
por minuto sobre 10 galones (37,8 litros) de resina IRC-50 
especialmente tamponada, donde esta ultima se prepara* como 
se ha descrito antes en este ejemplo para la primera colum­
na de resina IRC-50. La columna se lava con 30 galones

- 21-
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1 (113,6 litros) desagua desionizada a un caudal de 0,5 galo­
nes (1,9 litros) por minuto y se eluye lentamente con 35 ga­
lones (132,5 litros) de hidróxido amónico 1 N. Se recoge 
una sola fracción de 35 galones (132,5 litros) y se concen-

5 tra a vacío hasta un volumen de 2 galones (7)56 litros) 
mientras se mantiene la temperatura por debajo de 35^0.

El eluato concentrado de la segunda columna de 
IRC-50 se adsorbe en una columna de 9 pulgadas (22,5 cm) 
rellena con.8 galones (30,3 litros) de resina Dowex 1 x 2

10 en el ciclo OH"*. La resina Dowex 1 x 2  se prepara haciendo 
pasar 1000 litros de hidróxido sódico al 5 % por una colum­
na de 10 galones (37,8 litros) de resina, a un caudal de 
1 galón/minuto (3,78 litros /minuto). La columna se lava con 
agua hasta que el pH de las aguas de lavado es 8,0. La ca-

18 pa superior de media pulgada (12;7 mm) de la resina se des­
precia antes de utilizarla.

20

' La columna de Dowex 1 x 2 se eluye con-'agua desio­
nizada a un caudal de 1 litro/minuto y se recoge una frac­
ción de 5 galones (18,9 litros), 47 fracciones de 1 galón 
(3,78 litros) y 4 fracciones de 5 galones (18,9 litros).
Se combinan las fracciones 14 a 24 y se coiicentran hasta 
6 litros mientras se mantiene la. temperatura por debajo de 
25°C.

Estos 6 litros se concentran de nuevo a vacío, man-
25 teniendo la temperatura'por debajo de 35°C, hasta un volu- 

. men de 1060 mi. El análisis por el método de difusión en 
disco frente a Bacillus subtilis AÍCC 6633, empleando G1Ai 
puro como patrón indica una actividad equivalente a 63,6 g

30
de G1A^. Los 1060 mi se liofilizan para dar un peso seco 
de 68,7 g de una mezcla que contiene G1A^ y G1Ag*



El bioanálisis frente a'Bacillus subtilis ATCC 6633 
por el método de difusión en disco indica que el producto 
tiene una actividad equivalente a la del G1A^ del 80 % de 
pureza aproximadamente* El ensayo de difusión en disco se 
realiza prácticamente de la misma-forma descrita para*el 
método de difusión en disco empleando E* poli ATCC 9637) 
descrito en la sección titulada Bioanálisis donde se utiliza 
como patrón G1A.¡ puro.

EJEMPLO 3
De spr opionil-G 1A -¡

i ----------------
Se prepara una solución de G1A^ disolviendo 21,7 m¿:

de G1A-¡ en unos 0,1 mi de hidrazina al 97
La solución se calienta en un tubo herméticamente 

cerrado a 100°C durante 16 horas y después se'concentra a 
sequedad a presión reducida. El residuo restante después 
de concentrar se recoge en un volumen de metanol alrededor 
de 10 veces mayor que el del residuo y de nuevo se concen­
tra a sequedad para eliminar la hidrazina residual. Otra 
vez se recoge el residuo en 50 mi de metanol. A esta solu­
ción metanólica se agregan 60 mi de éter, produciéndose un 
precipitado. El precipitado se recoge y se lava con una mez 
cía de metanol/éter 50:50. Se recoge el precipitado y se 
identifica como despropionil-G 1A-¡ por cromatografía en ca­
pa fina y análisis espectral de masas.

Se obtiene un espectro de masas del compuesto en 
forma de derivado trimetilsilílico. El espectro muestra 
varios fragmentos típicos del despropionil-G1A^:
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EJEMPLO 4
Preparación de 4-amino-3-0-(4-amino-4-desoxi-arP-glucopira- 
nosil) -1 -benciloxicarbonilamino-1.4-didesoxi-D-glucitol- 

(Ni-benciloxicarbonil-áesprcpionil-C1A-])
Una solución de 30 g (0,12 moles) de N-(benciloxi- 

carboniloxi)succinimida en 100 mi de dimetilformamida se 
agrega gota a gota sobre 35 g (0,103 moles)'de despropio- 
nil-G1A-j en 200 mi de agua y 200 mi de 2-propanol a -10°C.
La mezcla se mantiene en un frigorífico durante la noche y 
después se evapora a sequedad. El producto deseado se ais- 
la por cromatografía en columna de gel de sílice (eluyendo 
con cloroformo/metanol/agua 60:40:10); rendimiento: 32 g 
(66 %). Por cristalización en metanol-acetato de etilo se 
obtiene el material puro, p.f. 154,5-155,5°C, * 67?2°
(c = 1,0, metanol). Una solución'en DgO del producto presen 
ta picos de rmp a 0^2,67 (singlete de 5 protones, -CH^Ph), 
4,87 (H-1) y 4,97 (-CHo-Ph). La composición elemental cal­
culada para la fórmula empírica CgQH^^N^O^ es:

Calculado*: C, 50,52; H, 7,0; N, ^ 8 4  
Encontrado: C, 50,15; H, 7^33; N,^8/63*

EJEMPLO 5
Preparación de 1.4-dian&no-3-0-(4-desoxi-4-propionamido-a- 
D-glucopiranosil)-1,4-didesoxi-D-glucitol(G1 Ai) por acila-

ción de despropioñil-G1Ai
Una solución de 0,43 milimoles de cloruro de pro- 

pionilo en 0,5 mi de dimetilformamida se agrega gota a gota 
a una solución agitada de 200 mg (0,42 milimoles) de N^-bex 
ciloxicarbonil-despropionil-G1A-] en 0,5 mi de agua y 0,5mL 
de dimetilformamida. El progreso de la reacción se sigue 
por cromatografía en capa fina empleando cloroformo/metanol^

y - y. ̂ ;' - —  . - ' .-'r '.* .
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agua 60:40:10 como disolvente desarrollador. Al cabo de 
1 hora, la mezcla de reacción se concentra a sequedad y los] 
dos componentes principales de la mezcla de reacción se se-] 
paran por cromatografía en capa gruesa. El componente prin-¡ 
cipal de movimiento lento contiene N^-benciloxicarbonil- 
N^-propibnamido-despropionil-G1Ai. El componente principal 
de movimiento rápido que contiene N^-benciloxicarbonil-G1A-¡ 
se eluye de la placa y se concentra hasta formar un jarabe.] 
Por hldrogenolisis en dioxano acuoso sobre paladio al 10 %

10 en carbón se separa el grupo de bloqueo -benciloxicarbo- 
nilo. El material desbloqueado se purifica por cromatogra­
fía en una columna rellena de Sephadex CM-25 en la forma 
NB^*. La columna se eluye con un gradiente lineal de hi- 
dróxido amónico 0,25 N para dar G1A-¡.

18 El G1A-¡ sintetizado es idéntico en todos los aspec­
tos al producto natural obtenido mediante la fermentación

OHdescrita en el Ejemplo 1: + 87,1° (c = 1,0, agua).
Una solución del producto en DgO presenta los siguientes 
picos de rmp: \

1^4,83 (d, J. p 2,0 Hz, H-1), 7,70 (q, J 7,0 Hz,
Q ' Q

CHy-OHg-C-), 8,89 (t, J 7,0 Hz, CHy-CHg-C-).
El espectro de masas presenta los siguientes picos 

m/e: 319, 218 y 162. La composición elemental calculada pa­
ra la fórmula empírica C^H^N^Og os:

28 Calculado : C, 45,33; H, 7,86; N, 10,57
Encontrado: C, 45,15; H, 8,21; N, 10,34.
El G1A-] sintetizado se caracteriza además en forma I 

de su octaacetato, 1,4-diacetamido-2,5,6-tri-0-acetil-3- 
0-(2,3,6-tri-0-acetil-4-desoxi-4-propionamido-a-D-glucopi-¡ 

30 ranosil)-1,4-didesoxi-D-glucitol, p.f. 197-198°C,
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4- 68,5° (c = 1^01, cloroformo); 0,52 (cloroformo/me 
tanol 90:10). Una solución del octaacetato en CDCl^ presen 
ta los siguientes picos de rmp: \

Q/3,20 (ancho, N¿/H), 3,65 (ancho, N^H), 3,06 
(ancho,.M), 4,97 (d, p-3,5 IM), 7,80 (q, J 7,0 Hz,
CH^-CHg-c-), 7,87, 7,90, 7,93 (singlóte de 6 protones),
7,45, 7,99 (singlete de 6 protones), 8,04 (24 protones,
NAc y OAc), 8,85 (t, J 7,0 Hz, CH^CHp-iL).

El espectro de masas presenta los siguientes pi­
cos: m/e 734 (M + 1)*°, 588, 529 y 344. La composición ele 
mental calculada para la fórmula empírica es:

Calculado : C, 50,75; H, 6,46; N, 5,73 
Encontrado: C, 50,83; H, 6,29; N, 5,52 

EJEMPLO 6
Preparación de 3-0-(4-acetamido-4-desoxi-q-D-glucopirano- 
sil)-1.4-diamino-1,4-didesoxi-D-glucitol(G1Ao) por acila-

ción de despropionil-G1Ai 
Una solución de 0,43 milimoles de cloruro de ace- 

tilo en 0,5 mi de dimetilformamida se agrega gota a gota 
a una solución agitada de 200 mg (0,42 milimoles) de N^- 
benciloxicarbonil-despropionil-GIA-j en 0,5 mi de agua y 
0,5 mi de dimetilformamida. El progreso de la reacción se 
sigue por cromatografía en capa fina empleando cloroformo/ 
metanol/agua 60:40:10 como disolvente desarrollador. Al ca 
bo de 1 hora, la mezcla' de reacción se concentra a sequedad 
y los dos componentes principales de la mezcla de reacción 
se separan por cromatografía en capa gruesa. El componente 
principal de movimiento lento contiene N^-beneiloxicárbo- 
nil-N^-acetamido-despropionil-GIÁ-]. El componente princi­
pal de movimiento rápido que contiene N^-benciloxicarbonil -
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GlAp se eluye de la placa y se concentra hasta formar un 
jarabe. Por hidrogenolisis en dioxano acuoso sobre paladio 
al 10 % en carbón se separa el grupo de bloqueo N^-bencil- 
oxicarbonilo. El material desbloqueado se purifica por cro­
matografía en una columna rellena de Sephadgx CH-2$ en la 
forma NE^*. La columna se eluye con un gradiente lineal de 
hidróxilo amónico 0,2$ N para dar GlA^.

El GlAp se caracteriza como el peracetato, p.f.
187-18990.

 ̂ En resumen, la Patente de Invención que se solici­
ta deberá recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES
1.- Un procedimiento para la preparación de nue­

vos antibióticos aminoglicosidos de fórmula:
H0-CH, CHp-NHp

tCH-OH

CHp-OH
cuyo procedimiento comprende hacer reaccionar un compuesto 
de fórmula:

H0-CH

R-NE

CHg-NHp

CHg-OH

donde R es ácido, con hidrazina.




	Bibliographic data
	Description
	Claims



