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DESCRIPCION
Levocarrimicina, composiciones farmacéuticas, procedimientos de preparacion y utilizaciones de la misma.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al campo de los medicamentos en bruto de carrimicina y preparaciones
farmacéuticas de los mismos, especificamente a un antibiético macrolido producido mediante ingenieria
genética, en particular a levocarrimicina, a sus procedimientos de preparacién y a sus aplicaciones en la
preparacion de farmacos para tratar y prevenir enfermedades infecciosas.

Antecedentes de la invencion

La carrimicina es un derivado nuevo de espiramicina desarrollado mediante la aplicacion de tecnologia de
ingenieria genética que se denomind originariamente biotec-espiramicina (biotechspiramicyn) y que se
denominaba anteriormente biotecmicina (biotechmycin) [patente n° ZL97104440.6]. Segun las "Rules for
Chinese Approved Drug Names", y después de la revision técnica y la confirmacion de la Comisiéon de
Farmacopea China, el nombre genérico chino de biotec-espiramicina se cambid por carrimicina. La carrimicina es
un producto de fermentacion de bacterias producidas mediante ingenieria genética. La estructura quimica de la
carrimicina comprende principalmente 4"-isovalerilespiramicina, que incluye 4"-isovalerilespiramicina I, II, 1, y
aproximadamente 6 tipos de 4"-hidroxi-espiramicina acilada, por lo que la denominacién quimica es 4'"-
acilespiramicina.

La férmula estructural quimica del componente principal de carrimicina es tal como se muestra en la férmula (1):

CHO HgH
HO N8 OH
LT X,
e} OR

CH;

en la que:
R R’
Isovalerilespiramicina | H COCH2CH(CHz3)2
Isovalerilespiramicina Il COCHs3 COCH2CH(CHz3)2
Isovalerilespiramicina 11l COCH2CH;  COCH2CH(CHz3)2

La carrimicina es un antibiético macrélido con un anillo con 16 elementos que inhibe la sintesis de proteinas
mediante combinacion con el ribosoma de la bacteria.

Los resultados de ensayos in vitro muestran que la carrimicina es eficaz frente a bacterias gram-positivas,
especialmente algunas bacterias resistentes a farmacos tales como Staphylococcus aureus con resistencia a -
lactama y Staphylococcus aureus con resistencia a eritrocina, y no posee ninguna resistencia cruzada a
farmacos significativa con farmacos similares. No obstante, la carrimicina tiene actividad antibacteriana frente a
Mycoplasma y Chlamydia, asi como frente a algunas bacterias gram-negativas, tiene una buena permeabilidad
en tejidos y una buena actividad antibacteriana frente a toxoplasmas epidémicos y legionela, y tiene ademas una
funcién de inmunorregulacién potencial. La actividad antibacteriana in vivo es mucho mejor que in vitro
(documento ZL200310122420.9). Investigaciones clinicas muestran que la administracion de comprimidos de
0,2-0,4 mg de carrimicina cada dia durante 5(7 dias es adecuada para tratar faringitis bacteriana aguda y
tonsilitis supurativa aguda provocadas por estreptococos piogénicos; nasosinusitis bacteriana y bronquitis aguda
provocadas por bacterias sensibilizadas; neumonia leve provocada por Streptococcus pneumonia, Haemophilus
influenza y Mycoplasma pneumonia; uretritis no gonocécida provocada por Mycoplasma y Chlamydia;
enfermedades infecciosas tales como infeccion de la piel y de tejidos blandos, periodontitis y otitis media
provocados por bacterias sensibilizadas. La tasa de eficacia total es del 92,68%. La carrimicina es segura y
eficaz.

El estudio farmacocinético muestra que los componentes activos de la carrimicina son principalmente
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isovalerilespiramicina I, 1l y Ill. La carrimicina se metaboliza rdpidamente dando espiramicina in vivo. Segin el
AUC,.: del farmaco parental isovalerilespiramicina |, Il y Il y el metabolito activo espiramicina I, 1l y Ill, la
biodisponibilidad absoluta por administracion oral es en promedio del 91,6%. Se ha informado que la
biodisponibilidad absoluta de espiramicina por administracion oral es del 30[40% (Frydman AM et al., J
Antimicrob Chemother.1988, 22 (supl. B):93-103). Esto demuestra que la isovalerilespiramicina mejora
significativamente la biodisponibilidad del componente activo espiramicina. La dosis individual de carrimicina se
elimina lentamente. Su Ty es de entre 23[27 horas.

Investigaciones sobre los componentes activos de la carrimicina muestran que existe una pluralidad de atomos
de carbono quirales en la estructura molecular de los componentes activos de la carrimicina:
isovalerilespiramicina I, 1l y lll. La quiralidad es un atributo basico de cuerpos tridimensionales y uno de los
atributos esenciales de la naturaleza. Las macromoléculas biolégicas, que incluyen proteinas, polisacaridos,
acidos nucleicos y enzimas, como base importante del movimiento vital, tienen a menudo funciones fisioldgicas
importantes. El farmaco quiral es un par de enantiomeros de material objeto e imagen especular obtenido
después de introducir la estructura molecular del farmaco en un centro quiral. Estos enantibmeros son
basicamente iguales con respecto a sus propiedades fisicoquimicas, pero diferentes con respecto a su rotacion
Optica. Los enantidmeros se denominan respectivamente de tipo R (dextrorrotatorio) o de tipo S (sinistral) y
racémicos. En los ultimos 20 afios, al ser mas intensa la investigacion farmacéutica, se ha comprobado que la
diferencia de afinidad del enantiomero del farmaco con el receptor provocada por la diferencia de
estereoselectividad del enantiomero del farmaco produce una gran diferencia en la accion farmacolégica. El
enantiomero con alta actividad entre farmacos quirales se denomina eutémero; mientras que el que tiene una
baja actividad o carece de la misma se denomina distbmero. En muchos casos, el distbmero no solo no presenta
una accion farmacoldgica, sino que incluso contrarresta la del eutomero. A veces tienen lugar reacciones
secundarias toxicas graves, lo que muestra la complejidad de la diferencia en la funcién farmacoldgica y
determina la gran diferencia en el indice terapéutico de un enantidmero individual y del racemato del mismo. Por
ejemplo, el efecto curativo de la bien conocida DL-(+-)sintomicina es la mitad del de D(-)cloranfenicol; la actividad
farmacéutica del isdbmero L del propranolol es 100 veces mayor que la del isbmero D; la (-)adanona es un
analgésico potente mientras que la (+) no ejerce ningun efecto. También existen diferencias en la toxicidad. Por
ejemplo, los dos enantiémeros de talidomida tienen un efecto de sedacién similar en ratones, pero solo el
isbmero S(-) y la metabolina del mismo tienen embriotoxina y teratogénesis; la ketamina es un anestésico y
analgésico utilizado ampliamente, pero tiene efectos secundarios tales como alucinaciones. Algunos estudios
demuestran que el S(+) es 34 veces mas eficaz que el R(-) y que los efectos secundarios toxicos estan
relacionados con este Ultimo. La gran diferencia en efectos curativos del farmaco quiral ha promovido la
investigacion y el desarrollo de farmacos quirales y el desarrollo de analisis de separacién. Utilizando tecnologia
"quiral" podemos eliminar aquellos que no tienen ningun efecto o que tienen efectos secundarios téxicos de
farmacos eficaces y producir farmacos quirales puros con una estructura individual y orientada, produciendo asi
ingredientes farmacéuticos mas puros, acelerando adicionalmente el efecto curativo y acortando el proceso de
tratamiento. Por lo tanto, la investigacion sobre farmacos quirales se ha convertido en una investigacién de
nuevos procedimientos para obtener nuevos medicamentos en todo el mundo. Los gobiernos nacionales y las
empresas farmacéuticas han realizado grandes inversiones en campos tales como preparaciones de farmacos
guirales, materiales quirales e intermedios quirales para investigacion y desarrollo, a fin de lograr el dominio del
mercado de la farmacia quiral. Ademas, con la mejora continua de la tecnologia quiral, especialmente la
utilizacion rapida y amplia de cromatografia liquida, se promueven el analisis de separacién y la determinacion
de enantiémeros de farmacos quirales. Los farmacos quirales de enantidmeros individuales se han utilizado
ampliamente.

Por medio de muchas investigaciones sobre si la carrimicina tiene actividad éptica también, el inventor esta
gratamente sorprendido al encontrar que ajustando y optimizando las condiciones de cultivo y de fermentacion, el
inventor ha conseguido accidentalmente una levocarrimicina con rotaciéon éptica que tiene una mejor actividad
antiinfecciosa. Por lo tanto, la presente invencion proporciona levocarrimicina, procedimientos de preparacion de
la misma y sus usos en la preparacion de farmacos para prevenir y tratar enfermedades infecciosas.

Los documentos CN 1 554 355 Ay CN 1 405 299 Ay YANG YALI et al., "Determination of the components of
bitespiramycin by HPLC", YAO HSEUH HSEUH PAO - ACTA PHARMACEUTICA SINICA, YAOXUE XUEBAO,
CN, vol. 44, n° 10, 1 de enero de 2009, paginas 1183-1186, XP009173043, ISSN: 0513-4870, son documentos
representativos del actual estado de la técnica.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona compuestos de levocarrimicina, composiciones farmacéuticas que contienen
los mismos, procedimientos para su preparacion y usos de las mismas, segun las reivindicaciones siguientes.

El primer objetivo de la presente invencién es proporcionar levocarrimicina, que tiene una rotacion éptica y una
mejor actividad antiinfecciosa al mismo tiempo.

El segundo objetivo de la presente invencidon es proporcionar una composicién farmacéutica, conteniendo la
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composicion farmacéutica levocarrimicina con rotacién éptica proporcionada por la presente invencién y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El tercer objetivo de la presente invencion es proporcionar un procedimiento de preparacion de levocarrimicina,
estando caracterizado el procedimiento por un proceso de produccién simplificado y un patrén de calidad facil de
controlar, y la levocarrimicina tiene un buen efecto, rotacion 6ptica y una mejor actividad antiinfecciosa.

El cuarto objetivo de la presente invencidon es proporcionar la utilizacién de dicha levocarrimicina o dicha
composicion farmacéutica de levocarrimicina para la fabricacion de un medicamento, en la que la composicion
farmacéutica de levocarrimicina tiene un buen efecto de resistencia a bacterias, Chlamydia y Mycoplasma y
puede utilizarse como farmaco contra enfermedades infecciosas.

Para realizar el primer objetivo de la presente invencion, se aplican las soluciones técnicas siguientes:

Una levocarrimicina, siendo la levocarrimicina una mezcla de isovalerilespiramicina Ill, 1l y | como
componentes principales, que contiene un contenido determinado de isobutirilespiramicina 1l y I,
butirilespiramicina 11l y I, propionilespiramicina Ill y Il, asi como acetilespiramicina Ill y I, siendo entre los
mismos el contenido de la isovalerilespiramicina Il no inferior al 30% en peso, el contenido total de
isovalerilespiramicina IlIl, 11 y | no inferior al 60% en peso y el contenido de acilespiramicina del 80-98% en
peso, preferentemente del 85[B8% en peso, de forma mas preferida del 90[P8% en peso y de la forma mas
preferida del 95[B8% en peso; la rotacién Optica especifica de dicha levocarrimicina es [a]D = -52°[357° en la
disolucién de 0,02 g/ml de cloroformo a una temperatura de 25°C, preferentemente, -54°~-56° y de forma mas
preferida de -55°.

El inventor ha realizado muchas investigaciones sobre la carrimicina. Ajustando y optimizando las condiciones de
cultivo y fermentacién, especialmente mediante un control estricto del pH durante la fermentacién con un
regulador del pH, las curvas de variacion del pH en funcién del tiempo muestran tres fases continuas y cada fase
satisface, respectivamente, una determinada férmula, obteniéndose asi la levocarrimicina con actividad Optica.
La posible razén es que el contenido de componentes con actividad 6ptica se modificéd bajo las condiciones de
fermentacién o la configuracién optica se modificé bajo las condiciones de fermentacién.

El procedimiento de determinacion de la rotacion éptica especifica de la levocarrimicina en la presente invencion
consiste en: pesar levocarrimicina preparada de la presente invencién con precision, afiadir disolucion de
cloroformo y diluir en la disolucion a aproximadamente 10 mg/ml; medir la rotacién 6ptica utilizando la linea D del
espectro del sodio (589,3 nm) con una longitud de mediciéon de 1 dm y una temperatura de mediciéon de 25°C y
utilizar un polarimetro verificado con una precision de 0,0001°.

El intervalo de fusion de la levocarrimiciona de la presente invencion es de 112[122°C, preferentemente de
114[M20°C, de forma mas preferida de 116[1118°C.

El procedimiento de determinacion del intervalo de fusién consiste en: disponer una cantidad apropiada de
producto secado en un tubo capilar para realizar la determinacion del punto de fusion; repetir la determinacion 3
veces y obtener la media.

La levocarrimicina de la presente invencion tiene rotacion éptica. Segin una investigacion farmacologica
moderna, la diferencia de afinidad del enantiomero del farmaco con el receptor provocada por la diferencia de
estereoselectividad del enantidmero del farmaco produce una gran diferencia en la accién farmacolégica. Los
ensayos farmacodinamicos in vivo e in vitro demuestran que la levocarrimicina de la presente invencion tiene un
buen efecto antiinfeccioso y una buena actividad farmacolégica simultdneamente, proporcionando asi un nuevo
farmaco para tratar enfermedades infecciosas y estableciendo una base para investigar la preparacion
farmacéutica quiral de carrimicina.

Los ensayos in vivo e in vitro demuestran que la levocarrimicina de la presente invencién tiene una alta
sensibilidad y una baja resistencia a farmacos. La levocarrimicina no solo es eficaz frente a Staphylococcus
aureus resistente a farmacos, sino que también tiene un valor inestimable frente a la infeccion bacteriana
provocada por abuso de antibiéticos. Por ejemplo, el Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
infeccion por Escherichia coli provocada por B-lactamasa de espectro ampliado (ESBL) y enfermedades
infecciosas provocadas por Clostridium difficile (C-diff) son todas debidas al abuso de antibiéticos y se esperan
controlar mediante el lanzamiento de la levocarrimicina.

La levocarrimicina también contiene espiramicina Ill y otros componentes, siendo entre los mismos el contenido
de espiramicina Ill no superior al 1,0%, siendo el contenido total de componentes adicionales del 2,0(119% en
peso, preferentemente del 2,00114,0% en peso, de forma mas preferida del 2,000,0% en peso y de la forma mas
preferida del 2,004,0% en peso.
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En la presente invencién, dichos componentes adicionales contienen al menos 3 homologos mejorados de
espiramicina.

La levocarrimicina de la presente invencion es una mezcla de isovalerilespiramicina Ill, 1l y | como componentes
principales, siendo entre los mismos dicha isovalerilespiramicina Il un compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina lll, dicha isovalerilespiramicina Il un compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina
Il o dicha isovalerilespiramicina | un compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina [;

cuando la isovalerilespiramicina Ill es un compuesto cristalino con la forma Il de levoisovalerilespiramicina,
dicho compuesto cristalino medido mediante la difraccién de polvo de rayos X con radiacion Cu-K-a tiene los
picos caracteristicos a 26 de 8,0°, 10,0°, 11,2°, 11,7°, 16,4°, 19,1°, 19,6°, 20,0°, 21,4°, 22,9°, 23,6°y 29,49,

cuando la isovalerilespiramicina Il es un compuesto cristalino con la forma Il de levoisovalerilespiramicina,
dicho compuesto cristalino medido mediante la difraccion de polvo de rayos X con radiacién Cu-K-a tiene los
picos caracteristicos a 26 de 10,0°, 11,6°, 16,4°, 17,3°, 19,1°, 21,2°, 22,1°, 22,7°, 26,4°, 26,9°, 27,5° y 31,5°;

cuando la isovalerilespiramicina | es un compuesto cristalino con la forma | de levoisovalerilespiramicina,
dicho compuesto cristalino medido mediante la difraccién de polvo de rayos X con radiacion Cu-K-a tiene los
picos caracteristicos a 26 de 7,6°, 8,0°, 10,0°, 11,4°, 16,4°, 17,0°, 17,5°, 17,9°, 19,5°, 22,7°, 23,7°y 24,4°,

Mediante una investigacion adicional, el inventor ha descubierto que después de purificar y separar la
levocarrimicina se obtienen composiciones individuales de isovalerilespiramicina Ill, Il o I; se recristaliza una de
las composiciones y se obtiene el compuesto cristalino de isovalerilespiramicina Ill, Il o I; se mezcla uno de los
compuestos cristalinos con levocarrimicina para proporcionar levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina
Ill, I o I es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina 1ll, 1l o |. Ensayos farmacolégicos in vivo
demuestran que el efecto farmacoldgico de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Ill, Il o | es un
cristal de levoisovalerilespiramicina lll, Il o | es mucho mejor que el de la levocarrimicina pura.

Para realizar el segundo objetivo de la presente invencion, se aplican las soluciones técnicas siguientes:

Una composicién farmacéutica de levocarrimicina, conteniendo la composicion farmacéutica de
levocarrimicina dicha levocarrimicina y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Entre dichas composiciones farmacéuticas de la presente invencion, el contenido de la levocarrimicina es el de
una cantidad segura y terapéuticamente eficaz y es del 10[B0% en peso de la composicion farmacéutica,
preferentemente del 25[775% en peso y de forma mas preferida del 40(60% en peso.

"Cantidad segura y terapéuticamente eficaz", tal como se utiliza en la presente invencion, significa la cantidad
suficiente de farmacos, compuestos, composiciones, productos o medicamentos que podria aliviar, revertir o
tratar enfermedades de seres humanos y otros mamiferos y que no causa un dafio grave a los tejidos de los
mamiferos.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” de la presente invencién se refiere a vehiculos
farmacoldgicos convencionales en el campo de la farmacia, por ejemplo, diluyentes, excipientes tales como
agua, materiales de carga tales como almidén y azlcar de cafia; adhesivos tales como derivados de celulosa,
alginato, gelatinas y polivinilpirrolidona; agente humectante tal como glicerina; disgregantes tales como agar,
carbonato de calcio y bicarbonato de sodio; potenciadores de la absorcion tales como un compuesto de amonio
cuaternario; tensioactivos tales como hexadecanol; vehiculos adsorbentes tales como caolin y bentonita;
lubricantes tales como polvo de talco, estearato de calcio, Mg y polietilenglicol. Ademas, también pueden
afnadirse otros coadyuvantes tales como especias y edulcorantes a la composicién farmacéutica.

Las composiciones de la presente invencidn pueden poseer cualquier cantidad segura y terapéuticamente eficaz
de diluyentes, disgregante, lubricantes, material de carga, adhesivo, humectantes, potenciador de la absorcion,
tensioactivo, excipiente, o una cantidad segura y terapéuticamente eficaz de un vehiculo farmacolégico
comUnmente utilizado en este campo.

La composicion farmacéutica de levocarrimicina de la presente invencién se presenta en forma de preparaciones
gue pueden aplicarse con fines farmacéuticos, y las preparaciones son preparaciones liquidas, sélidas,
semisoélidas o gaseosas.

Las preparaciones liquidas comprenden inyeccion, disolucidon de infusion, disolucion, mezcla, jarabe, tintura o
coloide,

Las preparaciones solidas comprenden inyeccién de polvo, inyeccion de polvo liofilizado, comprimido, capsula,
polvo, granulo, pastilla, preparaciones sublimadas o granulados;
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Las preparaciones semisdlidas comprenden pomada, apésito, supositorio, extracto o gel;
Las gaseosas comprenden aerosol o pulverizacion.

La composicién farmacéutica de levocarrimicina de la presente invencion, siendo entre las mismas el contenido
de dicha levocarrimicina de 10001500 mg por formulacién unitaria, preferentemente, 10011000 mg por
formulacion unitaria, preferentemente, 2000600 mg por formulacién unitaria. Para realizar el tercer objetivo de la
presente invencion, se aplican las soluciones siguientes:

Un procedimiento de preparacion de levocarrimicina, que incluye cultivo, fermentacién y un proceso de
extraccion, consistiendo entre los mismos el cultivo y la fermentacion en: cultivar las cepas fungicas clonadas
WSP-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-isovaleril transferasa en un medio de
cultivo inclinado, inocularlas en un medio de siembra, después inocularlas en un medio de fermentacién
después del cultivo, y controlar el proceso de fermentacién mediante un regulador del pH. La fermentacion se
realiza a un pH de 6,000,0, preferentemente de 6,008B,0 y de la forma mas preferida de 6,0(7,5. Las curvas
de variacién del pH en funcion del tiempo muestran tres fases continuas; la primera fase satisface la formula
y1=kix1+6,0, en la que 0,0227<k;<0,1364, 0<x:<22; la segunda fase satisface y.=kyxp+bz, en la
que -0,0735<k,<0, 6,5<b,<10,62, 22<x,<56; y la tercera fase satisface la formula ys=ksxs+ bs, en la que
0<k3<0,0078, 6,06<b3<6,5, 56<x3<120.

En la presente invencion, ajustando y optimizando las condiciones de cultivo y fermentacion, especialmente
controlando el pH durante la fermentacion con un regulador del pH, las curvas de variacion del pH en funcion del
tiempo muestran tres fases continuas y cada fase satisface, respectivamente, una determinada férmula,
obteniéndose asi la levocarrimicina con actividad 6ptica.

En la presente invencion, el proceso de fermentacion es clave, es necesario determinar regularmente el pH
durante la totalidad del proceso de fermentacion y este se controla afiadiendo regulador del pH, siendo el
regulador del pH uno cualquiera, o una combinacion, de glucosa, acido citrico, acido acético, acido clorhidrico,
agua amoniacal, hidroxido de sodio o hidroxido de potasio, preferentemente glucosa, acido citrico, acido acético,
agua amoniacal o una combinaciéon de los mismos; de forma mas preferida glucosa, agua amoniacal o una
combinacion de las mismas.

El procedimiento de preparacion de la presente invencion, en el que el proceso de extraccion consiste en:
procesar el licor de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener el filtrado, ajustar el pH a 8,5[0,0, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH.PO, al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,0[2,5 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a
4,5[b,5, volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a
8,5[P,0, obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

En dicho procedimiento de preparacion de la presente invencion, dicho medio de cultivo inclinado contiene el 2%
de harina de soja, 1% de glucosa, 3% de almidén, 0,5% de CaCOs, 0,4% de NaCl y 2% de agar.

En dicho procedimiento de preparaciéon de la presente invencion, dicho medio de siembra contiene el 1,5% de
harina de soja, 3,0% de almidon, 0,4% de NaCl, 0,5% de CaCOs, 0,3% de peptona y 0,05% de KH2POa.

En dicho procedimiento de preparacion de la presente invencion, dicho medio de fermentacion contiene el 0,5%
de glucosa, 6,0% de almiddn, 0,5% de levadura en polvo, 2,0% de harina de pescado, 0,6% de NH4sNO3, 1,0% de
NaCl, 0,5% de CaCOs, 0,05% de KH,PO., 0,1% de MgSO., 0,5% de aceite de soja y 0,02% de agente
desespumante.

En dicho procedimiento de preparacion de la presente invencién, el cultivo en el medio de cultivo inclinado dura
8[115 dias a una temperatura de 28[B8°C.

En dicho procedimiento de preparacion de la presente invencion, el cultivo en el medio de siembra dura 40[B0
horas a una temperatura de 25[B0°C.

En dicho procedimiento de preparacion de la presente invencién, la fermentacion en el medio de fermentacién
dura 721120 horas a una temperatura de 26[B0°C.

Cuando la levocarrimicina contiene el cristal de isovalerilespiramicina I, 1l o Ill, dicho procedimiento de
preparacién comprende también las etapas siguientes:

a) Separar y purificar la levocarrimicina para obtener levoisovalerilespiramicina I, Il o 11l;

b) Recristalizar la levoisovalerilespiramicina I, 1l o Ill para obtener el compuesto cristalino de
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levoisovalerilespiramicina I, Il o 111;

c) Eliminar el acetonitrilo presente en la levocarrimicina después de separar y purificar
levoisovalerilespiramicina I, Il o lll en la etapa a) mediante evaporacion rotatoria, después extraer con una
cantidad, una vez, de acetato de etilo y eliminar el acetato de etilo del extracto mediante evaporacion
rotatoria para obtener una muestra de pasta; redisolver la muestra obtenida con éter de petréleo y
eliminar el éter de petréleo mediante evaporacién rotatoria para obtener la levocarrimicina;

d) Mezclar el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, Il o lll obtenido en la etapa b) con la
levocarrimicina obtenida en la etapa c) para obtener la levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina I,
Il o lll es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, 11 o lll.

El procedimiento de preparacion de la presente invencion, en el que dicho proceso de separacion y purificacion
de la etapa a) consiste en:

Purificar la levocarrimicina obtenida en la separacion preliminar con una cromatografia liquida de alto rendimiento
preparativa, preparar una columna cromatografica con ODS, utilizar acetonitrilo y disolucién tampén de acetato
de amonio como fase movil en una eluciéon en gradiente; registrar el espectrograma UV separado mediante
deteccién UV y recoger los picos diana de componentes de levoisovalerilespiramicina |, Il o lll:

Columna cromatografica: columna cromatografica preparativa ODS;
Fase movil: acetonitrilo (A), disolucién de acetato de amonio 100 mM (B);

Condicién de gradiente: aplicar gradiente lineal de 0[B0 min, siendo A el 25%[165%; y de 6100 min, siendo A
el 65%D0%;

Velocidad de flujo: 260 ml/min;

Volumen de inyeccién: 10 ml;

Concentracion de muestreo: 0,5 g/mi;

Longitud de onda de medicién: 231 nm;

Medio de recogida: recogida mediante activacién UV;

Recoger la muestra de levoisovalerilespiramicina | segln el tiempo de retencion de 44,759 min de
levoisovalerilespiramicina |; o recoger la muestra de levoisovalerilespiramicina Il segun el tiempo de retencion de
43,34 min de levoisovalerilespiramicina Il; o recoger la muestra de levoisovalerilespiramicina Il segun el tiempo
de retencion de 48,009 min de levoisovalerilespiramicina Ill; después eliminar el acetonitriio mediante
evaporacion rotatoria, después extraer con una cantidad, una vez, de acetato de etilo y eliminar el acetato de
etilo del extracto mediante evaporacion rotatoria para obtener una muestra de pasta; redisolver la muestra
obtenida con éter de petréleo y eliminar el éter de petréleo mediante evaporacién rotatoria para obtener el polvo
sélido blanco de levoisovalerilespiramicina I, Il o lIl.

El procedimiento de preparacién de la presente invencion,

en el que cuando la isovalerilespiramicina | es un cristal de levoisovalerilespiramicina |, el cristal se obtiene
mediante el proceso de recristalizacion siguiente: disolver el polvo solido blanco de levoisovalerilespiramicina | en
el disolvente mixto de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, afiadir después agua pura
con agitacion, después de ello reducir la temperatura a 5°C[1L5°C con agitacion continua, para obtener el cristal
de la levoisovalerilespiramicina I, en el que la relacion en volumen de acetato de etilo a alcohol etilico absoluto a
acetona anhidra en el disolvente mixto es de 1:0,1110:0,5[1, preferentemente de 1:2(18:0,8[1;

Entre las mismas, la primera solucion técnica preferida para la recristalizacion del cristal de
levoisovalerilespiramicina | es: el volumen de agua pura afiadido es 2[P veces el de la suma de acetato de etilo,
alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, preferentemente 2,5(17,5 veces, y la velocidad de adicion de agua es
de 40110 ml/minuto, preferentemente de 6[B ml/minuto.

La segunda solucion técnica preferida para la recristalizacion del cristal de levoisovalerilespiramicina | es: la
relacion en volumen de acetato de etilo a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es
1:0,10110:0,501, preferentemente 1:2(8:0,811.

La tercera solucion técnica preferida para la recristalizacion del cristal de levoisovalerilespiramicina | es: la
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velocidad de agitacion cuando se afiade agua pura es de 3060 rpm, preferentemente de 4560 rpm; después
de afiadir el agua pura la velocidad de agitacion es de 10(B0 rpm, preferentemente de 1020 rpm.

La cuarta solucion técnica preferida para la recristalizacion del cristal de levoisovalerilespiramicina | es: después
de afadir agua pura la velocidad de enfriamiento es de 1[B°C por hora, preferentemente de 1[11,5°C por hora.

Cuando la isovalerilespiramicina Il es un cristal de levoisovalerilespiramicina Il, el cristal se obtiene mediante el
proceso de recristalizacion siguiente: disolver el polvo sélido blanco de levoisovalerilespiramicina Il en el
disolvente mixto de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, afiadir después agua pura con
agitacion, después de ello reducir la temperatura a 5°CLL5°C con agitacion continua, para obtener el cristal de
levoisovalerilespiramicina I, en el que la relacion en volumen de metanol absoluto a acetona anhidra a alcohol
etilico absoluto en el disolvente mixto es de 1:0,1110:0,501, preferentemente de 1:2(08:0,8[11;

Entre las mismas, la primera solucion técnica preferida para la recristalizacion del cristal de
levoisovalerilespiramicina 1l es: el volumen de agua pura afiadido es 2[® veces el de la suma de metanol
absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, preferentemente 2,5[17,5 veces; la velocidad de adicion de
agua es de 4110 ml/minuto, preferentemente de 6B ml/minuto.

La segunda solucién técnica preferida para la recristalizacién del cristal de levoisovalerilespiramicina Il es: la
relacion en volumen de metanol absoluto a acetona anhidra a alcohol etilico absoluto en el disolvente mixto es de
1:0,1010:0,51, preferentemente de 1:2(B:0,8[1L.

La tercera solucion técnica preferida para la recristalizacion del cristal de levoisovalerilespiramicina 1l es: la
velocidad de agitacion cuando se afiade agua pura es de 3060 rpm, preferentemente de 4560 rpm; después
de afiadir el agua pura la velocidad de agitacion es de 10(B0 rpm, preferentemente de 1020 rpm.

La cuarta solucion técnica preferida para la recristalizacion del cristal de levoisovalerilespiramicina Il es: después
de afadir agua pura la velocidad de enfriamiento es de 1[B°C por hora, preferentemente de 1[11,5°C por hora.

Cuando la isovalerilespiramicina 1ll es un cristal de levoisovalerilespiramicina Ill, el compuesto cristalino se
obtiene mediante el proceso de recristalizacion siguiente: disolver el polvo soélido blanco de
levoisovalerilespiramicina Il en el disolvente mixto de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona
anhidra, afiadir después agua pura con agitacion, después de ello reducir la temperatura a 5°C15°C con
agitacion continua, para obtener el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, en el que la relacion en
volumen de metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es de
1:0,1010:0,5[1, preferentemente de 1:2[08:0,8[11;

Entre las mismas, la primera solucién técnica preferida para la recristalizacion del cristal de
levoisovalerilespiramicina 1l es: el volumen de agua pura afadido es 2[D veces el de la suma de metanol
absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, preferentemente 2,5[17,5 veces; la velocidad de adicion de
agua es de 4110 ml/minuto, preferentemente de 6B ml/minuto.

La segunda solucidn técnica preferida para la recristalizacion del cristal de levoisovalerilespiramicina Ill es: la
relacion en volumen de metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es de
1:0,10110:0,501, preferentemente de 1:2(B:0,8[1L.

La tercera solucion técnica preferida para la recristalizacion del cristal de levoisovalerilespiramicina Ill es: la
velocidad de agitacion cuando se afiade agua pura es de 30060 rpm, preferentemente de 45[60rpm; después de
afiadir el agua pura la velocidad de agitacién es de 1080 rpm, preferentemente de 1020 rpm.

La cuarta solucién técnica preferida para la recristalizacion del cristal de levoisovalerilespiramicina Ill es: después
de afiadir agua pura la velocidad de enfriamiento es de 1[B°C por hora, preferentemente de 1[11,5°C por hora.

La presente invenciéon también proporciona la utilizacion de dicha levocarrimicina o dicha composicion
farmacéutica para fabricar un medicamento para el tratamiento de enfermedades infecciosas.

En la presente invencién, dichas enfermedades infecciosas son las enfermedades provocadas por la infeccién
por bacteria gram-positiva, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, Chlamydia trachomatis, estreptococo piogénico, Micrococcus
catarrhalis, gonococo, Bacillus influenzae, legionela o bacterias anaerobias.

La presente invencidon también proporciona la utilizacion de dicha levocarrimicina y dicha composicion
farmacéutica para la fabricacion de un medicamento antibacteriano, incluyendo dichas bacterias Streptococcus
pneumoniae, estreptococo del grupo A, estreptococo piogénico, enterococo, Staphylococcus aureus, S.
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epidermids, Catarrhal coccus, gonococo, Bacillus influenzae, Escherichia coli, Escherichia coli enterotoxigénica,
Escherichia coli enteropatogénica, Escherichia coli enteroinvasiva, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, el bacilo Proteus vulgaris, el bacilo tifoideo, Acinetobacter, Citrobacter, Serratia marcescens, S.
Sonnei, Sh. flexneri, Tritirachium album; legionela tal como Legionella pneumophila, Legionella gormanii,
Legionella bozemanii, Legionella dumoffii, Legionella jordanis y Legionella micdadei; bacterias anaerobias tales
como Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus, Bacteroides bacteroides,
Bacteroides prevotella, Prevotella asaccharolyticus, Prevotella oralis, Fusobacteriumnu cleatum, Fusobacterium
russll, bifidobacterias, Lactobacillus, Peptostreptococcus, Propionibacterium acnes, Clostridium perfringens y
hongos de tipo levadura.

El experto en la materia sabra generalmente que la cantidad de componentes activos necesaria para el
tratamiento cambia dependiendo de diversos factores, que incluyen la naturaleza de la enfermedad y la edad y la
condicion del paciente y que se determinara finalmente por parte del médico. Si las composiciones farmacéuticas
de levocarrimicina de la presente invencién se administran en formas farmacéuticas unitarias, el contenido de la
levocarrimicina es de 10011500 mg por forma farmacéutica unitaria, preferentemente de 10011000 mg por forma
farmacéutica unitaria y de forma mas preferida de 2000600 mg por forma farmacéutica unitaria. La dosis
necesaria puede administrarse todos los dias mediante una dosis individual o en dosis divididas.

El ensayo farmacodinamico in vitro demuestra que los componentes activos presentes en la levocarrimicina o
sus composiciones farmacéuticas proporcionados por la presente invencion tienen actividad 6ptica y un efecto
antiinfeccioso excelente. Los componentes activos no solo tienen una buena actividad antibacteriana frente a
bacterias gram-positivas, especialmente Staphylococcus aureus que es resistente a eritrocina, B-lactamasa,
Streptococcus pneumonia y estreptococo piogénico, sino que también son eficaces frente a algunas bacterias
negativas tales como Catarrhal coccus, gonococo, Bacillus influenzae, algunas legionelas y bacterias anaerobias,
especialmente Mycoplasma pneumonia y Chlamydia pneumonia.

En comparacion con la técnica anterior, la presente invencion presenta las ventajas siguientes:

1) La levocarrimicina de la presente invencion tiene actividad 6ptica; no obstante, segun la investigacion
farmacolégica moderna, la diferencia de afinidad del enantiémero del farmaco con el receptor provocada
por la diferencia de estereoselectividad del enantidmero del farmaco es causante de una gran diferencia
en la accién farmacolégica. Ensayos farmacodinamicos in vivo e in vitro demuestra que la levocarrimicina
de la presente invencion tiene un efecto antiinfeccioso excelente y una buena actividad farmacologica
simultaneamente, proporcionando asi un nuevo farmaco para curar enfermedades infecciosas y
estableciendo una base para la investigacion y el desarrollo de farmacos quirales de carrimicina; ensayos
farmacodinamicos in vivo muestran que la levocarrimicina, en la que la isovalerilespiramicina I, Il o Ill es el
compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, 1l o 1l tiene una mejor funcién de proteccién para el
efecto curativo de ratones infectados por 12 cepas de bacterias;

2) El procedimiento de preparacion de levocarrimicina proporcionado en la presente invencion, en el que
ajustando y optimizando las condiciones de cultivo y fermentacion, especialmente mediante control del pH
durante la fermentacion con un regulador del pH, las curvas de variacion del pH en funcién del tiempo
muestran tres fases continuas y cada fase satisface, respectivamente, una determinada férmula,
obteniéndose asi la levocarrimicina con actividad 6ptica.

3) El procedimiento de preparacion de levocarrimicina proporcionado en la presente invencion, que se
caracteriza por un proceso de produccion simplificado, es adecuado para la produccion industrial a gran
escala.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es la curva de variacion de valor del pH-tiempo durante la fermentacion en el ejemplo 1 de la
presente invencion;

La figura 2 es la curva de variacion de valor del pH-tiempo durante la fermentaciéon en el ejemplo 2 de la
presente invencion;

La figura 3 es la curva de variacién de valor del pH-tiempo durante la fermentacién en el ejemplo 3 de la
presente invencion;

La figura 4 es el cromatograma liquido de componentes de carrimicina estandar, entre los que,

1- espiramicina lll

2- monoacetilespiramicina Il
3- monoacetilespiramicina Ill
4- propionilespiramicina Il
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5- propionilespiramicina lll
6- (iso-)butirilespiramicina Il
7- isovalerilespiramicina |
8- (iso-)butirilespiramicina lll
9- isovalerilespiramicina Il
10- isovalerilespiramicina Il

La figura 5 es el cromatograma liquido de levocarrimicina proporcionada en el ejemplo 4 de la presente
invencion.

La figura 6 es el patron de difraccion de polvo de rayos X de compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina | de la presente invencion;

La figura 7 es el patron de difraccion de polvo de rayos X de compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina Il de la presente invencion;

La figura 8 es el patron de difraccion de polvo de rayos X de compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina Il de la presente invencion;

Descripcion detallada de los ejemplos preferidos

Los siguientes son ejemplos de la presente invencidon y estos ejemplos tienen el objetivo de describir
adicionalmente, mas que limitar, la presente invencion.

[Ejemplo 1] Preparacion de levocarrimicina

1) Cultivo y fermentacion

Cultivar las cepas fungicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado, inocularlas en un medio de siembra, después inocularlas
en un medio de fermentacién después del cultivo, y controlar el proceso de fermentacion por medio de glucosa y
agua amoniacal. La fermentacién dura 120 h a un valor del pH de 6,000,0. Las curvas de variacion del pH en
funcién del tiempo muestran tres fases continuas, la primera fase satisface la formula y1=0,1364x,+6,0, en la que
0<x1£22; la segunda fase satisface la formula y,=-0,0735x,+10,64, en la que 22<x,<56; la tercera fase satisface
la férmula y3=0,0078x3+6,06, en la que 56<x3<120, véase la figura 1 para la curva de variacion; obtener el caldo
de fermentacion.

2) Extraccion

Procesar el caldo de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener un filtrado, ajustar el pH a 9,0, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH.,PO, al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,5 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a 4,5,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a 8,5,
obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

[Ejemplo 2] Preparacion de levocarrimicina

1) Cultivo y fermentacién

Cultivar las cepas flingicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado, inocularlas en un medio de siembra, después inocularlas
en un medio de fermentacion después del cultivo, y controlar el proceso de fermentacién por medio de glucosa e
hidroxido de sodio. La fermentaciéon dura 110 h en condiciones de valor del pH de 6,0(B,0. Las curvas de
variacion del pH en funcion del tiempo muestran tres fases continuas, la primera fase satisface la formula
y1=0,0909x:+6,4, en la que 0<x1<22; la segunda fase satisface la férmula y,=-0,0441x,+7,8, en la que 22<x,<56;
y la tercera fase satisface la férmula y3=0,0078x3+6,06, en la que 56=x3<110, véase la figura 2 para la curva de
variacion; obtener el caldo de fermentacion.

2) Extraccion

Procesar el caldo de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener un filtrado, ajustar el pH a 8,9, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH,PO. al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,2 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a 4,2,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a 8,5,
obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 263373713

[Ejemplo 3] Preparacion de levocarrimicina

1) Cultivo y fermentacién

Cultivar las cepas fungicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado, inocularlas en un medio de siembra, después inocularlas
en un medio de fermentacién después del cultivo, y controlar el proceso de fermentacién por medio de glucosa y
acido citrico. La fermentacion dura 115 h en condiciones de valor del pH de 6,0(%7,5. Las curvas de variacion del
pH en funcién del tiempo muestran tres fases continuas, la primera fase satisface la formula y;=0,0682x;+6,0, en
la que 0<x1<22; la segunda fase satisface la férmula y,=-0,0294x,+8,147, en la que 22<x,<56; la tercera fase
satisface la férmula y3=0,0078x3+6,06, en la que 56<x3<115, véase la figura 3 par la curva de variacion; obtener
el caldo de fermentacion.

2) Extraccion

Procesar el caldo de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener un filtrado, ajustar el pH a 8,6, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaHPO. al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,3 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a 5,2,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a 8,7,
obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

[Ejemplo 4] Preparacion de levocarrimicina

1) Cultivo y fermentacién

Cultivar las cepas flingicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado que contiene el 2% de harina de soja, 1% de glucosa, 3%
de almidén, 0,5% de CaCOs, 0,4% de NaCl y 2% de agar durante 15 dias a 28°C, inocularlas en medio de
siembra que contiene el 1,5% de harina de soja, 3,0% de almidén, 0,4% de NaCl, 0,5% de CaCOs, 0,3% de
peptona y 0,05% de KH,PO, durante 80 horas a 25°C, inocularlas después en medio de fermentaciéon que
contiene el 0,5% de glucosa, 6,0% de almidén, 0,5% de levadura en polvo, 2,0% de harina de pescado, 0,6% de
NH4NO3, 1,0% de NacCl, 0,5% de CaCO3, 0,05% de KH;PO4, 0,1% de MgSO4, 0,5% de aceite de soja y 0,02% de
desespumante con un tamafio de inoculacién del 0,1%, y controlar el proceso de fermentacion mediante glucosa
y agua amoniacal. La fermentacion dura 120 h a un valor del pH de 6,0(0,0. Las curvas de variacion del pH en
funcién del tiempo muestran tres fases continuas, la primera fase satisface la férmula y1=0,1364x:+6,0, en la que
0<x1£22; la segunda fase satisface la férmula y,=-0,0735x,+10,64, en la que 22<x,<56; y la tercera fase satisface
la formula y3=0,0078x3+6,06, en la que 56<x3<120, y se obtiene el caldo de fermentacion.

2) Extraccion

Procesar el caldo de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener un filtrado, ajustar el pH a 8,5, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH.PO, al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,0 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a 4,5,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a 8,5,
obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada, secarlo para obtener levocarrimicina.

[Ejemplo 5] Preparacion de levocarrimicina

1) Cultivo y fermentacién

Cultivar las cepas fungicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado que contiene el 2% de harina de soja, 1% de glucosa, 3%
de almidon, 0,5% de CaCOs, 0,4% de NaCl y 2% de agar durante 8 dias a 38°C, inocularlas en medio de siembra
que contiene el 1,5% de harina de soja, 3,0% de almidon, 0,4% de NaCl, 0,5% de CaCOs, 0,3% de peptona y
0,05% de KH2PO4 durante 40 horas a 30°C, inocular después en medio de fermentacién que contiene el 0,5% de
glucosa, 6,0% de almidén, 0,5% de levadura en polvo, 2,0% de harina de pescado, 0,6% de NH4sNOs, 1,0% de
NacCl, 0,5% de CaCOs, 0,05% de KH;PO4, 0,1% de MgSOa4, 0,5% de aceite de soja y 0,02% de desespumante
con un tamafio de inoculacién del 20%, y controlar el proceso de fermentacion mediante glucosa y agua
amoniacal. La fermentacion dura 115 h a un valor del pH de 6,0(17,5 a 30°C. Las curvas de variaciéon del pH en
funcién del tiempo muestran tres fases continuas, la primera fase satisface la formula y1=0,0682x,+6,0, en la que
0<x1£22; la segunda fase satisface la formula y,=-0,0294x,+8,147, en la que 22<x,<56; la tercera fase satisface
la férmula y3=0,0078x3+6,06, en la que 56<x3<115, véase la figura 3 para la curva de variacion; obtener el caldo
de fermentacion.
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2) Extraccion

Procesar el caldo de fermentaciéon con sulfato de aluminio para obtener un filtrado, ajustar el pH a 9,0, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH.PO, al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,5 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a 4,5-5,5,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a 9,0,
obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

[Ejemplo 6] Preparacion de levocarrimicina

1) Cultivo y fermentacién

Cultivar las cepas fungicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado que contiene el 2% de harina de soja, 1% de glucosa, 3%
de almiddn, 0,5% de CaCOs, 0,4% de NaCl y 2% de agar durante 12 dias a 30°C, inocularlas en medio de
siembra que contiene el 1,5% de harina de soja, 3,0% de almidén, 0,4% de NaCl, 0,5% de CaCOs, 0,3% de
peptona y 0,05% de KH:PO4 durante 60 horas a 28°C, inocularlas después en medio de fermentacién que
contiene el 0,5% de glucosa, 6,0% de almidén, 0,5% de polvo de levadura, 2,0% de harina de pescado, 0,6% de
NH4NO3, 1,0% de NaCl, 0,5% de CaCO3, 0,05% de KH2POQ4, 0,1% de MgSO4, 0,5% de aceite de soja y 0,02% de
desespumante con un tamafio de inoculacion del 10%, y controlar el proceso de fermentacion mediante glucosa
y agua amoniacal. La fermentacion dura 90 h a un valor del pH de 6,0(7,5 a 28°C. Las curvas de variacion del
pH en funcién del tiempo muestran tres fases continuas, la primera fase satisface la formula y;=0,0682x,+6,0, en
la que 0<x;=22; la segunda fase satisface la férmula y,=-0,0294x,+8,147, en la que 22<x,<56; la tercera fase
satisface la formula y3=0,0078x3+6,06, en la que 56=x3<90, véase la figura 3 para la curva de variacién; obtener
el caldo de fermentacion.

2) Extraccion

Procesar el caldo de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener un filtrado, ajustar el pH a 8,7, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH.PO, al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,2 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a de 5,0,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a 8,7,
obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

[Ejemplo 7] Preparacion de levocarrimicina

1) Cultivo y fermentacion

Cultivar las cepas fungicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado que contiene el 2% de harina de soja, 1% de glucosa, 3%
de almiddn, 0,5% de CaCOs, 0,4% de NaCl y 2% de agar durante 10 dias a 35°C, inocularlas en medio de
siembra que contiene el 1,5% de harina de soja, 3,0% de almidén, 0,4% de NaCl, 0,5% de CaCOs, 0,3% de
peptona y 0,05% de KH:PO,4 durante 55 horas a 26°C, inocularlas después en medio de fermentacién que
contiene el 0,5% de glucosa, 6,0% de almidén, 0,5% de levadura en polvo, 2,0% de harina de pescado, 0,6% de
NH4NO3, 1,0% de NaCl, 0,5% de CaCO3, 0,05% de KH2POQ4, 0,1% de MgSO4, 0,5% de aceite de soja y 0,02% de
desespumante con un tamafio de inoculacion del 15%, y controlar el proceso de fermentacion mediante glucosa
y agua amoniacal. La fermentacion dura 115 h a un valor del pH de 6,0(7,5 a 27°C. Las curvas de variacion del
pH en funcién del tiempo muestran tres fases continuas, la primera fase satisface la formula y;=0,0682x,+6,0, en
la que 0<x;=22; la segunda fase satisface la férmula y,=-0,0294x,+8,147, en la que 22<x,<56; la tercera fase
satisface la formula y3=0,0078x3+6,06, en la que 56=x3<110, véase la figura 3 par la curva de variacién; obtener
el caldo de fermentacion.

2) Extraccion

Procesar el caldo de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener un filtrado, ajustar el pH a 8,6, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH.PO, al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,3 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a 4,8,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a 8,8,
obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

[Ejemplo 8] Preparacion de levocarrimicina

1) Cultivo y fermentacion

Cultivar las cepas fungicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado que contiene el 2% de harina de soja, 1% de glucosa, 3%
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de almidén, 0,5% de CaCOs, 0,4% de NaCl y 2% de agar durante 13 dias a 36°C, inocularlas en medio de
siembra que contiene el 1,5% de harina de soja, 3,0% de almidén, 0,4% de NaCl, 0,5% de CaCOs, 0,3% de
peptona y 0,05% de KH,PO,4 durante 75 horas a 27°C, inocularlas después en medio de fermentaciéon que
contiene el 0,5% de glucosa, 6,0% de almidén, 0,5% de polvo de levadura, 2,0% de harina de pescado, 0,6% de
NH4NO3, 1,0% de NacCl, 0,5% de CaCO3, 0,05% de KH,PO4, 0,1% de MgSO4, 0,5% de aceite de soja y 0,02% de
desespumante con un tamafio de inoculacién del 0,5%, y controlar el proceso de fermentacion mediante glucosa
y agua amoniacal. La fermentacién dura 98 h a un valor del pH de 6,007,5 a 29°C. Las curvas de variacion del
pH en funcién del tiempo muestran tres fases continuas, la primera fase satisface la formula y;=0,0909x,+6,4, en
la que 0<x;£22; la segunda fase satisface la formula y,=-0,0441x,+7,8, en la que 22<x,<56; la tercera fase
satisface la formula y3=0,0078x3+6,06, en la que 56<x3<110, véase la figura 2 para la curva de variacién; obtener
el caldo de fermentacion.

2) Extraccion

Procesar el caldo de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener un filtrado, ajustar el pH a 8,9, extraer
con acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH.,PO, al 1%
respectivamente, después extraer con agua de pH 2,4 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a 4,6,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidrico, filtrar y ajustar el pH a 8,6 para
obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

[Ejemplo 9] Procedimiento de determinacion cuantitati va por HPLC de levocarrimicina
Determinar mediante cromatografia liquida de alto rendimiento (Apéndice V D de la Farmacopea China 2005 (2))

Aplicar la columna cromatogréafica Venusil XBP C18 (L) 150 A (200 mm x 4,6 mm, 5 um) (AGELA
TECHNOLOGIES), la fase movil A es acetonitrilo, la fase movil B es disolucion de acetato de amonio a 0,01
mol-I* (ajustar el valor del pH a 7,0 con agua amoniacal), gradiente de elucién segln la tabla siguiente; la
longitud de onda es de 232 nm, la velocidad de flujo es de 1,0 ml-min™, la temperatura de columna es de 25°C y
el volumen de inyeccion es de 20 pl.

Tiempo (min) Fase movil A (%) Fase movil B (%)

0 35 65
15 50 50
50 65 35
51 35 65
70 35 65

Las condiciones cromatograficas y el ensayo de adecuabilidad al sistema se referiran al cromatograma liquido de
componente carrimicina estandar (figura 4). Ajustar las condiciones cromatograficas y, si es necesario, cambiar
las condiciones del gradiente de elucion de la fase mdvil para hacer el componente levocarrimicina de la muestra
consecuente con los espectros del componente carrimicina estandar (figura 4).

Solucion de muestra estandar: pesar una cantidad apropiada de producto estandar de forma precisa, diluirla con
el licor mixto de disolucion de 0,01 mol/l de acetato de amonio (ajustar el valor del pH a 7,0 con agua amoniacal)
y acetonitrilo en una proporcién de 65:35 a una concentraciéon de 0,4 mg/ml-0,6 mg/ml como la disolucién de
muestra estandar y agitar bien para usos futuros.

Solucién de muestra de ensayo: pesar 50 mg de muestra de ensayo de forma precisa, diluirlos con el licor mixto
de disolucion de 0,01 mol/l de acetato de amonio (ajustar el valor del pH a 7,0 con agua amoniacal) y acetonitrilo
(proporcién de 65:35) a 50 ml como la disolucion de producto de muestra y agitar bien para usos futuros.
Calcular en base al area del pico de isovalerilespiramicina Ill mediante un procedimiento estandar externo. La
isovalerilespiramicina Ill no debera ser inferior al 30%, la isovalerilespiramicina (I+11+11l) no debera ser inferior al
60%; el contenido total de 9 componentes de espiramicina de acilacién no debera ser inferior al 80%, la cantidad
de espiramicina Il no debera ser superior al 1,0% y el contenido total de otros componentes desconocidos no
debera ser superior al 5,0%. La formula de calculo es la siguiente:
Isovalerilespiramicina Il (%) = Aisovateritit X Ws x P [ As x Wt x 100%
|SOV8.|eI’I|eSpII’amICIna I + ” + “I (%) = Aisovalerill + Aisovaleril Il + Aisovaleril 11 X AS X P / AS X WT XlOO%

Contenido total de ESpil’amiCina de acilacion (0/0) = Aacetil n+ Aacetil m+ Apropionil n+ Apropionil m+ Aisobutiril n+ A isovaleril |
+ Aisobutiril 1t + Aisovateril 1t + Aisovaleril it + Aacetil it + Aisovaterit 1) X Ws x P/ As x Wt x 100%

Espiramicina Il (%) = Aespiral it X Ws X P/ As x Wt x 100%
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Componentes desconocidos (%) = Aw x Ws x P / As x Wt x 100%
En las que:

Ws peso de la muestra estandar, g;

As area de pico de isovalerilespiramicina Il en la muestra estandar;

Wt peso de la muestra de ensayo, g;

Aw area total de pico de componentes desconocidos en la muestra de ensayo;
P  pureza de isovalerilespiramicina lll en la muestra de ensayo.

[Ejemplo 10] Deteccion por HPLC del componente levoca  rrimicina

Extraer los ocho lotes de caldos de fermentacion de levocarrimicina fermentada mediante el proceso de
extraccion de levocarrimicina proporcionado en el ejemplo 4 y el procedimiento de deteccién cuantitativa por
HPLC proporcionado en el ejemplo 9, mostrandose las condiciones de deteccion por HPLC de cada componente
obtenido en la tabla 1 y el cromatograma liquido en la figura 5.

Tabla 1 Condiciones de deteccién por HPLC de ocho lotes de componentes de levocarrimicina

Porcentaje 1 2 3 4 5 6 7 8 Valor
de contenido % promedio
isv-1ll 35,71 | 34,40 | 34,80 | 32,19 | 35,71 | 35,80 | 35,50 | 35,44 | 34,96
isv-ll 24,67 | 24,93 | 24,36 | 24,85 | 20,02 | 23,91 | 23,87 | 23,76 | 23,80
isv-| 2,30 | 2,94 | 407 | 3,18 | 3,46 | 2,00 | 3,40 | 3,00 3,16
bu-ll 3,56 | 2,75 | 3,54 | 350 | 3,50 | 3,90 | 4,10 | 4,00 3,61
ibu-Ili - - - - - - - - -
bu-ll 0,99 | 1,00 1,15 | 1,07 | 1,20 | 1,30 | 1,20 0,99
Ibu-ll - - - - - - - - -
pr-1il 7,91 | 8,09 | 7,65 | 819 | 8,24 | 8,40 | 8,70 | 850 8,21
pr-ll 291 | 2,65 | 307 | 3,72 | 390 | 540 | 511 | 536 4,02
ac-lll 150 | 1,19 | 1,07 | 0,96 | 1,14 | 1,36 | 1,68 | 1,29 1,27
acll 2,84 | 292 | 3,05 | 3,08 | 347 | 1,89 | 3,18 | 3,09 2,94
isv total 62,68 | 62,27 | 63,23 | 60,22 | 59,19 | 62,61 | 62,86 | 62,20 | 61,91
acilacion total 82,39 | 80,87 | 81,61 | 80,82 | 80,51 | 84,76 | 86,93 | 85,64 | 82,94

La deteccién anterior también se realiza para la levocarrimicina preparada en otros ejemplos de la presente
invencioén y el cromatograma liquido obtenido es como se muestra en la figura 5.

[Ejemplo 11] Determinacion de la rotacion especifica de levocarrimicina

Pesar con precision una cantidad apropiada de levocarrimicina preparada en los ejemplos de la presente
invencion, afiadir cloroformo para disolver y diluir para obtener una disolucion de 0,02 g/ml en cloroformo, y
determinar la rotacién especifica con la linea D (589,3 nm) del espectro de sodio con una longitud de
determinacién de 1 dm, temperatura de determinacién de 25°C, polarimetro con lectura a 0,0001° después de
haberlo calibrado.

Tabla 2 Resultado de investigacion de la rotacién especifica

Numero de ejemplo 1 2 3 4 5 6 7 8
[a]*® 520 -55,20 -57° -56° -54° -55,3° | 55,1° 55,40

[Ejemplo 12] Comprimidos de levocarrimicina (calcula do en 10000 comprimidos)

Formulacion: Polvo bruto de levocarrimicina proporcionado por el ejemplo 4 1000 g
Hidroxipropilcelulosa poco sustituida (5%) 925¢
Sodio-carboxilmetil-almidén (3%) 55,59
Estearato de magnesio (1%) 185¢g
Almidon Peso total-peso de otros coadyuvantes brutos materiales
Peso total 1850 ¢

Proceso de preparacion: Pesar una cantidad apropiada de almidén, diluirla a una concentracién del 15%,
calentarla hasta obtener una pasta, y convertirla en adhesiva; hacer pasar el material principal carrimicina y
materiales coadyuvantes almidédn, hidroxipropilcelulosa poco sustituida, carboximetil-almidon sédico y estearato
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de magnesio a través de un tamiz de malla 100 respectivamente, y pesar los materiales principal y coadyuvantes
necesarios segun la formulacion; después mezclar la carrimidina, el almidén, la hidroxipropilcelulosa poco
sustituida uniformemente, afiadir pasta de almidon del 15% de concentracion de almidén para fabricar un
material blando, granulacién con un tamiz de malla 14, secar a 50-60°C, controlar la humedad al 3-5%, alisar
granulos con un tamiz de malla 14, afiadir carboximetil-almidén sédico, estearato de magnesio y mezclar,
después determinar el contenido de granulos, calcular el peso de cada comprimido segun el contenido de
granulos, comprimido (®9 mm de perforacion retusa), detectar diferencias de peso de comprimidos; envasar los
comprimidos que cumplen los requisitos después de la inspeccion.

[Ejemplo 13] Capsulas de levocarrimicina (calculadas en 10000 capsulas)

Formulacion: Polvo bruto de levocarrimicina en el ejemplo 4 1000 g
Almidoén (para fines farmacéuticos) 1080-peso de polvo bruto de carrimicina
Cépsulas farmacéuticas n° 3 1000 céapsulas
Parafina liquida 50 ml

Proceso de preparacién: Respectivamente, pesar el material principal carrimicina y material coadyuvante almidén
farmacéutico segun la formulacién del proceso, afiadirlos a un mezclador para realizar un mezclado completo
durante 1,5-2 horas; los datos obtenidos del contenido de muestra analizados deberan estar basicamente de
acuerdo con los datos teodricos (el peso en cada capsula es de aproximadamente 0,105 g), respectivamente
disponer las capsulas farmacéuticas n° 3 que cumplen los requisitos y los materiales brutos bien mezclados en
una maquina rellenadora segun los requerimientos operacionales de la maquina rellenadora de capsulas
automatica, realizar una inspeccion de la diferencia de las capsulas rellenas (dentro de +10%,<0,3 g), y la
disolucién debera cumplir los requerimientos; disponer las capsulas que cumplen los requisitos en una maquina
de pulido y afadir parafina liquida para realizar un pulido durante 15-20 min, y después sacar las capsulas e
inspeccionar las cajas de envasado del producto acabado.

[Ejemplo 14] Comprimidos recubiertos con azucar de | evocarrimicina (calculado en 10000 comprimidos)
Formula: La misma que en el ejemplo 12

Proceso de preparacion: Operar como en el procedimiento del ejemplo 12, disponer los nucleos de comprimidos
que cumplen los requisitos en un recipiente de recubrimiento con azlcar, disponer lentamente el jarabe
preparado (concentracién del 65-70%) en el recipiente, y después elevar la temperatura a aproximadamente
40°C, afadir una cantidad apropiada de talco y realizar un secado con aire forzado durante 20-30 min; después
de que los comprimidos obtengan un sobrecubrimiento mediante repeticion de las etapas anteriores varias
veces, realizar el recubrimiento de azucar durante 15-20 min; después de que los comprimidos obtengan un
recubrimiento de azucar disponer la pasta de color preparada en el jarabe y mezclar, y después verterla en un
recipiente y mezclar durante 15-20 min cada vez para obtener el comprimido recubierto con az(car.

[Ejemplo 15] Jarabe seco de levocarrimicina (calcula  do en 10000 bolsas)

Formulacion: Polvo bruto de levocarrimicina en el ejemplo 4 1250 g
Acido citrico (0,5%) (citrato) 15¢
Sacarosa Peso total — peso de otros materiales coadyuvantes
Peso total 500 g
Pigmento (curcumina) aproximadamente 1 g

Proceso de preparacion: Respectivamente triturar el polvo bruto de carrimicina, acido citrico, sacarosa con un
triturador de flujo de aire de alta velocidad para dar granulos de forma que el 85% de los mismos pueda pasar a
través de un tamiz de malla 300, y el 15% pase a través de un tamiz de malla 180, correspondientemente pesar
una cantidad apropiada del polvo fino triturado segun la formulacion y después mezclarlos adecuadamente
durante 1-1,5 horas; determinar su contenido, calcular el volumen de envasado (el contenido de envasado
tedrico es de 500 mg en cada bolsa), y después disponer la mezcla en una maquina conformadora-rellenadora-
selladora, y envasarla con papel de aluminio. Envasar el producto segun los requerimientos operacionales de la
maguina envasadora, con una diferencia del contenido de envasado limitada dentro del intervalo de +5%,
inspeccionar después del envasado y después realizar el envasado de lo que cumpla los requisitos.

[Ejemplo 16] Comprimidos recubiertos entéricos de le vocarrimicina (calculado en 10000 comprimidos)
Formulacién: Remitirse al ejemplo 12.

Proceso de preparacion: Preparar los nicleos de los comprimidos segun el ejemplo 12; disponer los nicleos de
comprimidos que cumplen los requisitos en un recipiente de recubrimiento con azucar, utilizar jarabe al 60-70% y

polvo de talco para disponer tres capas de recubrimiento de base y después disponer la capa de aislamiento,
afiadir disolucién en alcohol de zeina al 10%, secar durante 10-15 min con el procedimiento de rotacion, y
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después afadir ftalato de dietilo, acetona, acetato-ftalato de celulosa y disoluciéon alcohdlica, es decir, la
disolucién de recubrimiento entérico, en el recipiente y secar 2-3 veces y 10-15 min cada vez mediante un
procedimiento con rodillo; después de determinar que cumplen los requisitos mediante examen, realizar el
recubrimiento de azlcar segun el ejemplo 7.

[Ejemplo 17] Comprimidos recubiertos gastricos de le vocarrimicina (calculado en 10000 comprimidos)
Formulacion: Remitirse al ejemplo 12.

Proceso de preparacion: preparar los nicleos de comprimidos segin el ejemplo 12; disponer los nucleos de
comprimidos que cumplen los requisitos en una maquina de recubrimiento de alta eficacia y después preparar el
polvo de recubrimiento (incluido el liposoluble y el hidrosoluble) que cumple los requisitos en la disolucién de
recubrimiento segn los requerimientos y después disponer la disolucion de recubrimiento en el coloide para la
trituracion vy filtrar para su utilizacién. Precalentar el recipiente de recubrimiento de alta eficacia relleno con
nacleos de comprimidos, con una velocidad de rotacién controlada dentro de 5-10 rpm y una temperatura de
45[60°C, pulverizar la disolucién de recubrimiento en el recipiente con un pulverizador de aerosol (>300 de
malla) y secar durante 25-35 minutos, realizar el proceso repetidamente durante 8-12 veces, hasta que el
recubrimiento sea uniforme y finalmente envasar los comprimidos que cumplen los requisitos después del
secado.

[Ejemplo 18] Granulos de levocarrimicina (calculado en 10000 bolsas)

Formulacion: Polvo bruto de levocarrimicina del ejemplo 5 1250 g

Polvo azucarado 20000 g

Dextrina 9000 g

5% de PVP-K30 Cantidad apropiada

Proceso de preparacion: cribar el polvo bruto de carrimicina, aztcar en polvo y dextrina con un tamiz de malla
120, pesar polvo bruto de carrimicina, azGcar en polvo y dextrina segun la formulacion y mezclarlos
uniformemente; convertir el material mezclado uniformemente anterior en un material blando con el 5% de
mucilago PVP-K30; preparar el material en granulos con un granulador oscilante, secar a 70°C, alisar granulos y
después envasarlos después de haber inspeccionado que cumplen los requisitos.

[Ejemplo 19] Polvo para inyeccion liofilizado de levo carrimicina

Pesar 500 mg de polvo bruto de levocarrimicina preparado en el ejemplo 6, mezclarlo con la misma cantidad de
moles acido adipico y después disolverlos en 5 ml de agua para obtener una disolucién transparente de color
amarillo claro, con un valor del pH de 4,6(5,6. Afiadir 40 mg de manitol como material de apoyo liofilizado,
congelar rapidamente durante 9 h a una temperatura reducida, y liofilizar para obtener aglomerados sueltos de
color amarillo claro. Disolverlo con 10 ml de agua estéril antes de su uso.

[Ejemplo 20] Polvo para inyeccion liofilizado de levo carrimicina

Pesar 500 mg de polvo bruto de levocarrimicina preparado en el ejemplo 4, mezclarlo con la misma cantidad de
moles de acido citrico y después disolverlos en 5 ml de agua para obtener una disolucién transparente de color
amarillo claro, con un pH de 4,6(5,6. Afadir 40 mg de manitol como material de apoyo liofilizado, congelar
rapidamente durante 9 h a una temperatura reducida, y liofilizar para obtener aglomerados sueltos de color
amarillo claro. Disolverlo con 10 ml de agua estéril antes de su uso.

[Ejemplo 21] Polvo para inyeccion liofilizado de levo carrimicina

Pesar 500 mg de polvo bruto de levocarrimicina preparado en el ejemplo 5, mezclarlo con la misma cantidad de
moles de acido maleico y después disolverlos en 5 ml de agua para obtener una disolucién transparente de color
amarillo claro, con un pH de 4,6(5,6. Afadir 40 mg de manitol como material de apoyo liofilizado, congelar
rapidamente durante 9 h a una temperatura reducida, y liofilizar para obtener aglomerados sueltos de color
amarillo claro. Disolverlo con 10 ml de agua estéril antes de su utilizacion.

[Ejemplo 22] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina | es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina |

Separar y purificar la levocarrimicina obtenida en el ejemplo 1.
Purificaciéon de levoisovalerilespiramicina I: Purificar la muestra obtenida en la separacién preliminar con una
HPLC preparativa, preparar una columna cromatografica con ODS, utilizar acetonitrilo y disoluciéon tampén de

acetato de amonio como fase movil en una eluciéon en gradiente; registrar el espectrograma UV separado
mediante deteccién UV y recoger los picos diana de componentes de levoisovalerilespiramicina I
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Columna cromatografica: columna cromatografica preparativa ODS;
Fase movil: Acetonitrilo (A), disolucién de acetato de amonio 100 mM (B);

Condicidn de gradiente: aplicar gradiente lineal de 0C60min, siendo A el 25%[65%; y de 61P0 min, siendo A
el 65%0D0%;

Velocidad de flujo: 260 ml/min

Volumen de inyeccién: 10 ml;

Concentracion de muestreo: 0,5 g/ml;

Longitud de onda de medicién: 231 nm;

Medio de recogida: recogida mediante activacion UV;

Recoger la muestra de levoisovalerilespiramicina | segin el tiempo de retencién (RT) de 44,759 min de la
levoisovalerilespiramicina |, después eliminar acetonitrilo mediante evaporacion rotatoria, extraer con una
cantidad, una vez, de acetato de etilo, y eliminar el acetato de etilo del extracto mediante evaporacion rotatoria
para obtener una muestra de pasta; redisolver la muestra de pasta con éter de petrdleo y eliminar el éter de
petréleo mediante evaporacion rotatoria para obtener el polvo sélido blanco de levoisovalerilespiramicina .

Recristalizar adicionalmente el polvo sélido blanco de levoisovalerilespiramicina | para obtener el compuesto
cristalino. Siendo el procedimiento de recristalizacion el siguiente:

(1) Disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina | obtenido en el ejemplo 1 en el disolvente
mixto de acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relaciéon en volumen de
acetato de etilo a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1:10:1;

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultdneamente, siendo el volumen de agua pura afiadida
2,5 veces el volumen total de acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la
velocidad de adicion del agua de 4 mil/min; y siendo la velocidad de agitacion durante la adicion de agua
pura de 30 rpm;

(3) Enfriar a 5°C a una velocidad de 1°C/h después de la adicion de agua pura, continuar con la agitacion a
una velocidad de 10 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina I.

La difraccion de polvo de rayos X del compuesto de levoisovalerilespiramicina | medida mediante radiacion X de
Cu-Ka tiene picos caracteristicos a 26 de 7,6°, 8,0°, 10,0°, 11,4°, 16,4°, 17,0°, 17,5°, 17,9°, 19,5°, 22,7°, 23,7° y
24,4°, y el espectro de difraccion de polvo de rayos X es tal como se muestra en la figura 6.

Eliminar el acetonitrilo de la levocarrimicina residual después de la separacion y la purificacion de componentes
de levoisovalerilespiramicina | mediante evaporacion rotatoria, después extraer con una cantidad, una vez, de
acetato de etilo, y eliminar el acetato de etilo del extracto mediante evaporacion rotatoria para obtener una
muestra de pasta; redisolver la muestra de pasta con éter de petréleo, y eliminar el éter de petréleo mediante
evaporacion rotatoria para obtener la levocarrimicina; después mezclar la levocarrimicina con el compuesto
cristalino anterior de levoisovalerilespiramicina | para obtener la levocarrimicina, en la que la
isovalerilespiramicina | es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I.

[Ejemplo 23] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina | es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina |

Aparte de las etapas que son similares a las del ejemplo 22, la diferencia en el procedimiento de recristalizacion
es la siguiente:

(1) Disolver el compuesto soélido de levoisovalerilespiramicina | en el disolvente mixto de acetato de etilo,
alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacién en volumen de acetato de etilo a alcohol
etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1:10:1;

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultdneamente, siendo el volumen de agua pura afadida 9
veces el volumen total de acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la velocidad
de adicion del agua de 10 ml/min; y siendo la velocidad de agitacion durante la adicion de agua pura de
60 rpm;
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(3) Enfriar a 15°C a una velocidad de 3°C/h después de la adicién de agua pura, y continuar con la agitacion
a una velocidad de 10 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina I.

La difraccién de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina | medida mediante
radiacion Cu-Ka es similar a la de la figura 6.

[Ejemplo 24] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina | es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina |

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 22. Lo que es diferente es la recristalizacion, que
se realiza de la forma siguiente:

1. En primer lugar, disolver el compuesto sdlido de levoisovalerilespiramicina | en el disolvente mixto de
acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relaciéon en volumen de acetato de
etilo a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 5: 0,8;

2. Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultdaneamente, siendo el volumen de agua pura afiadida
7,5 veces el volumen total de acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la
velocidad de adicion del agua de 6 ml/min; y siendo la velocidad de agitacion durante la adicion de agua
pura de 40 rpm;

3. Enfriar a 10°C a una velocidad de 2°C/h después de la adicion de agua pura, y continuar con la agitacién
a una velocidad de 15 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina I.

El espectro de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina | medido
mediante radiacion Cu-Ka es similar al de la figura 6.

[Ejemplo 25] Preparaciéon de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina | es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina |

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 22. Lo que es diferente es la recristalizacién, que
se realiza de la forma siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina | en el disolvente mixto de
acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacion en volumen de acetato de
etilo a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 2: 1;

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultaneamente, siendo el volumen de agua pura afiadida
7,5 veces el volumen total de acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la
velocidad de adicion del agua de 8 ml/min; y siendo la velocidad de agitaciéon durante la adicién de agua
pura de 45 rpm;

(3) Enfriar a 12°C a una velocidad de 2,5°C/h después de la adicion de agua pura, y continuar con la
agitacion a una velocidad de 20 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina I.

El espectro de difraccién de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina | medido
mediante radiacion Cu-Ka es similar al de la figura 6.

[Ejemplo 26] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina | es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina |

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 22. Lo que es diferente es la recristalizacion, que
se realiza de la forma siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina | en el disolvente mixto de
acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relaciéon en volumen de acetato de
etilo a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 5: 0,8;

(2) Después afadir agua pura y agitar la mezcla simultaneamente, siendo el volumen de agua pura afiadida 5
veces el volumen total de acetato de etilo, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la velocidad
de adicion del agua de 7 ml/minuto; y siendo la velocidad de agitacién durante la adicion de agua pura de
60 revoluciones/minuto;
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(3) Enfriar a 12°C a una velocidad de 1,2°C/h después de la adicion de agua pura, y continuar con la
agitacion a una velocidad de 15 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina I.

El espectro de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina | medido
mediante radiacion Cu-Ka es similar al de la figura 6.

[Ejemplo 27] Preparaciéon de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Il es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il

Purificar la levocarrimicina obtenida en el ejemplo 2. Las etapas de operacion detalladas son las mismas que en
el ejemplo 22. Lo que es diferente es la muestra de levoisovalerilespiramicina I, que se recoge segun el tiempo
de retencion RT de 43,34 de levoisovalerilespiramicina II.

Recristalizar adicionalmente el polvo sélido blanco de levoisovalerilespiramicina Il para obtener el compuesto
cristalino. Siendo el procedimiento de recristalizacion el siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina Il obtenido en el ejemplo 2 en
el disolvente mixto de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacién en
volumen de metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 10:
1;

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultaneamente, siendo el volumen de agua pura afiadida
2,5 veces el volumen total de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la
velocidad de adicion del agua de 4 mil/min; y siendo la velocidad de agitacidon durante la adicién de agua
pura de 30 rpm;

(3) Enfriar a 5°C a una velocidad de 1°C/h después de la adicion de agua pura, y continuar con la agitacion a
una velocidad de 10 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina II.

La difraccion de polvo de rayos X del compuesto de levoisovalerilespiramicina Il medida mediante radiacion X de
Cu-Ka tiene picos caracteristicos a 26 de 10,0°, 11,6°, 16,4°, 17,3°, 19,1°, 21,2°, 22,1°, 22,7°, 26,4°, 26,9°, 27,5°y
31,5, y el espectro de difraccién de polvo de rayos X es tal como se muestra en la figura 7.

Eliminar acetonitrilo de levocarrimicina que se purifica y se separa de las composiciones de
levoisovalerilespiramicina 1ll mediante evaporacion rotatoria, después extraer la levocarrimicina con una vez de
acetato de etilo, y eliminar el acetato de etilo del extracto mediante evaporacion rotatoria para obtener una
muestra de pasta; redisolver las muestras de pasta en éter de petréleo, y después eliminar el éter de petréleo
mediante evaporacion rotatoria para obtener levocarrimicina; después mezclar la levocarrimicina y el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il para producir la levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Il es
el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina 1.

[Ejemplo 28] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Il es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 27. Lo que es diferente es la recristalizacion, que
se realiza de la forma siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina Il en el disolvente mixto de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacion en volumen de metanol
absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 10: 0,8;

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultaneamente. El volumen de agua pura afiadida es 9
veces el volumen total de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la velocidad
de adicion del agua de 10 ml/min; y siendo la velocidad de agitacién durante la adicion de agua pura de
60 rpm;

(3) Enfriar a 15°C a una velocidad de 3°C/h después de la adicién de agua pura, y continuar con la agitacion
a una velocidad de 10 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina II.

El espectro de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Il medido
mediante radiacion Cu-Ka es similar al de la figura 7.
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[Ejemplo 29] Preparaciéon de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Il es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 27. Lo que es diferente es la recristalizacion, que
se realiza de la forma siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina Il en el disolvente mixto de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacion en volumen de metanol
absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1:5:1;

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultdneamente. El volumen de agua pura afiadida es 7,5
veces el volumen total de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la velocidad
de adicion del agua de 6 ml/min; y siendo la velocidad de agitacion durante la adicién de agua pura de 40
rpm;

(3) Enfriar a 10°C a una velocidad de 2°C/h después de la adicién de agua pura, y continuar con la agitacion
a una velocidad de 15 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina II.

El espectro de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Il medido
mediante radiacion Cu-Ka es similar al de la figura 7.

[Ejemplo 30] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Il es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 27. Lo que es diferente es la recristalizacién, que
se realiza de la forma siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina Il en el disolvente mixto de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacién en volumen de metanol
absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 3: 1;

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultdneamente. El volumen de agua pura afiadida es 7,5
veces el volumen total de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la velocidad
de adicién del agua de 8 ml/min; y siendo la velocidad de agitacion durante la adicién de agua pura de 45
rpm;

(3) Enfriar a 12°C a una velocidad de 2,5°C/h después de la adicion de agua pura, y continuar con la
agitacion a una velocidad de 20 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina II.

El espectro de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Il medido
mediante radiacion Cu-Ka es similar al de la figura 7.

[Ejemplo 31] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Il es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 27. Lo que es diferente es la recristalizacion, que
se realiza de la forma siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina Il en el disolvente mixto de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacion en volumen de metanol
absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 6: 0,8;

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultaneamente. El volumen de agua pura afiadida es 5
veces el volumen total de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la velocidad
de adicion del agua de 7 ml/min; y siendo la velocidad de agitacion durante la adicién de agua pura de 60
rpm;

(3) Enfriar a 12°C a una velocidad de 1,2°C/h después de la adicion de agua pura, y continuar con la
agitacion a una velocidad de 15 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina II.

El espectro de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Il medido
mediante radiacion Cu-Ka es similar al de la figura 7.
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[Ejemplo 32] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Ill es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il

Purificar la levocarrimicina producida en el ejemplo 3. Las etapas de operacion detalladas son las mismas que en
el ejemplo 22. Recoger las muestras de levoisovalerilespiramicina 11l segun el tiempo de retencion de 48,009 de
la levoisovalerilespiramicina Ill.

Recristalizar adicionalmente el polvo sélido blanco de levoisovalerilespiramicina 1ll para obtener el compuesto
cristalino. Siendo el procedimiento de recristalizacion el siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto soélido de levoisovalerilespiramicina Il producido en el ejemplo 3 en
el disolvente mixto de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relaciéon en
volumen de metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 10:
1

(2) Después afiadir agua pura y agitar la mezcla simultaneamente, siendo el volumen de agua pura afiadida
2,5 veces el volumen total de metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la
velocidad de adicion del agua de 4 mil/min; y siendo la velocidad de agitacion durante la adicién de agua
pura de 30 rpm;

(3) Enfriar a 5°C a una velocidad de 1°C/h después de la adiciéon de agua pura, y continuar con la agitacion a
una velocidad de 10 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina lIl.

La difraccién de polvo de rayos X del compuesto de levoisovalerilespiramicina lll medida mediante radiacion X de
Cu-Ka tiene picos caracteristicos a 26 de 8,0°, 10,0°, 11,2°, 11,7°, 16,4°, 19,1°, 19,6°, 20,0°, 21,4°, 22,9° 23,6°y
29,4°, y el espectro de difraccidn de polvo de rayos X es tal como se muestra en la figura 8.

Evaporar acetonitrilo de levocarrimicina purificada y separada de las composiciones de levoisovalerilespiramicina
Il mediante evaporacion rotatoria, después extraer la levocarrimicina con una vez de acetato de etilo, y evaporar
el acetato de etilo mediante evaporacion rotatoria para obtener las muestras de pasta; redisolver las muestras de
pasta en éter de petroleo, y después evaporar el éter de petréleo mediante evaporacion rotatoria para obtener la
levocarrimicina; después mezclar la levocarrimicina y el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill
para producir la levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina 1ll es el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina lIl.

[Ejemplo 33] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Ill es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 32. Lo que es diferente es la recristalizacién, que
se realiza de la forma siguiente:

(1) En primer lugar, disolver el compuesto sélido de levoisovalerilespiramicina 11l en el disolvente mixto de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacién en volumen de metanol
absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1: 10: 1;

(2) Después afadir agua pura con agitacién. El volumen de agua pura afadida es 9 veces el volumen total de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; siendo la velocidad de adicién del agua de
10 ml/min; y siendo la velocidad de agitacion durante la adicién de agua pura de 60 rpm;

(3) Enfriar a 15°C a una velocidad de 3°C/h después de la adicién de agua pura, y continuar con la agitacion
a una velocidad de 10 rpm durante el enfriamiento para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina lIl.

El espectro de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina 11l medido
mediante radiacion Cu-Ka es similar al de la figura 8.

[Ejemplo 34] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Ill es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 32. Los modos diferentes de recristalizacion son
los siguientes:

(1) Disolver el compuesto en estado sélido de levoisovalerilespiramicina 1l en el disolvente mixto que esta

compuesto por metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relaciéon en volumen
de metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1:5:0,8;
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(2) Anadir agua pura con agitacion, siendo el volumen del agua pura afiadida 7,5 veces el volumen total de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; se afiadira agua pura a una velocidad de 6
ml/min; la velocidad de agitacién durante la adiciéon de agua pura es de 40 rpm;

(3) Enfriar a 10°C a una velocidad de 2°C/h después de afiadir agua pura, y mantener la agitacion durante el
enfriamiento a una velocidad de 15 rpm; se obtiene el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina
Il

Los patrones de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill medidos
mediante radiacion Cu-Ka son similares a los de la figura 8.

[Ejemplo 35] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Ill es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 32 y los modos diferentes de recristalizacion son
los siguientes:

(1) Disolver el compuesto en estado solido de levoisovalerilespiramicina 1l en el disolvente mixto que esta
compuesto por metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relacion en volumen
de metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1:2:1;

(2) Anadir agua pura con agitacién, siendo el volumen del agua pura afiadida 7,5 veces el volumen total de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; se afiadird agua pura a una velocidad de 8
ml/min; la velocidad de agitacion durante la adicién de agua pura es de 45 rpm;

(3) Enfriar a 12°C a una velocidad de 2,5°C/h después de afiadir agua pura mientras se mantiene la agitacion
a una velocidad de 20 rpm para obtener el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill.

Los patrones de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Il medidos
mediante radiacion Cu-Ka son similares a los de la figura 8.

[Ejemplo 36] Preparacion de levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina Ill es el compuesto
cristalino de levoisovalerilespiramicina Il

Otras etapas operacionales son las mismas que en el ejemplo 32 y los modos diferentes de recristalizacién son
los siguientes:

(1) Disolver el compuesto en estado soélido de levoisovalerilespiramicina 1l en el disolvente mixto que esta
compuesto por metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, siendo la relaciéon en volumen
de metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto de 1:5:0,8;

(2) Afadir agua pura con agitacion, siendo el volumen del agua pura afiadida 5 veces el volumen total de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra; se afiadird agua pura a una velocidad de
7ml/min; la velocidad de agitacién durante la adicion de agua pura es de 60 rpm;

(3) Enfriar a 12°C a una velocidad de 1,2°C/h después de afiadir agua pura mientras se mantiene la agitacion
a una velocidad de 15 rpm para obtener el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill.

Los patrones de difraccion de polvo de rayos X del compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill medidos
mediante radiacion Cu-Ka son similares a los de la figura 8.

[Ejemplo 37] Comprimido de levocarrimicina que conti ene el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina |

La formulacion y el procedimiento de preparacion son los mismos que en el ejemplo 12. La diferencia es que el
polvo de levocarrimicina es el polvo de levocarrimicina obtenido en el ejemplo 22, en el que la
isovalerilespiramicina | es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I.

[Ejemplo 38] Comprimido de levocarrimicina que conti ene el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina Il

La formulacion y el procedimiento de preparacion son los mismos que en el ejemplo 12. La diferencia es que el

polvo de levocarrimicina es el polvo de levocarrimicina obtenido en el ejemplo 27, en el que la
isovalerilespiramicina Il es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Il.
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[Ejemplo 39] Comprimido de levocarrimicina que conti ene el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina Il

La formulacion y el procedimiento de preparacion son los mismos que en el ejemplo 12. La diferencia es que el
polvo de levocarrimicina es el polvo de levocarrimicina obtenido en el ejemplo 32, en el que la
isovalerilespiramicina Ill es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina IIl.

[Ejemplo 40] Céapsula de levocarrimicina que contiene el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina |

La formulacion y el procedimiento de preparacion son los mismos que en el ejemplo 13. La diferencia es que el
polvo de levocarrimicina es el polvo de levocarrimicina obtenido en el ejemplo 23, en el que la
isovalerilespiramicina | es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I.

[Ejemplo 41] Cépsula de levocarrimicina que contiene el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina Il

La formulacién y el procedimiento de preparacion son los mismos que en el ejemplo 13. La diferencia es que el
polvo de levocarrimicina es el polvo de levocarrimicina obtenido en el ejemplo 28, en el que la
isovalerilespiramicina Il es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Il.

[Ejemplo 42] Cépsula de levocarrimicina que contiene el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina il

La formulacién y el procedimiento de preparacion son los mismos que en el ejemplo 13. La diferencia es que el
polvo de levocarrimicina es el polvo de levocarrimicina obtenido en el ejemplo 33, en el que la
isovalerilespiramicina Ill es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina IIl.

Los coadyuvantes y los procedimientos de preparacion utilizados para otras preparaciones de levocarrimicina, en
el que la isovalerilespiramicina I, Il o Il es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, Il o Ill son los
mismos que anteriormente.

[Ejemplo de ensayo 1] Farmacodinamica in vivo

Procedimiento de ensayo: preparacion del liquido de bacterias infeccioso: disponer el liquido de bacterias
almacenado en el refrigerador a -80°C en el exterior del mismo durante 1 h a temperatura ambiente, y
respectivamente extraer 0,1 ml de liquido de bacterias de Streptococcus pneumonia, Streptococcus pyogenes y
enterococcus en 2 ml de caldo MH (afiadir el 10% de suero de caballo inactivado); inocular 0,1 ml de liquido de
bacterias de staphylococcus aureus a los 2 ml de caldo MH segun el procedimiento anterior, disponer el liquido
en una incubadora a 37°C durante 18 h para obtener el liquido de bacterias original, diluir el liquido de bacterias
original con mucina gastrica al 5%, tomar el 100% de cantidad de bacterias letal si el animal se infecta como
liquido de bacterias infeccioso.

Se planificé la administracién oral para la medicacion clinica de levocarrimicina, seleccionandose asi la
administracion intragdastrica para el ensayo de levocarrimicina. Después de una inyeccion intraperitoneal de 0,5
ml de cantidad bacteriana letal a la cavidad abdominal de ratones, los ratones padecen los sintomas siguientes,
tales como actividad reducida, reposo, pérdida de pelo, etc. Enema con 0,2 ml para cada raton después de 0,5-6
h de infeccion; no se produce ninguna reaccion adversa. Observar la mortalidad de los animales dentro de un
periodo de siete dias y calcular la dosis protectora media (DEso) de farmacos para ratones infectados y comparar
el efecto protector de farmacos mediante orden de Bliss.

Los resultados del ensayo in vivo son como se muestran en la tabla 3 y la tabla 4

Tabla 3 Comparacion del efecto curativo de cuatro antibiéticos a los ratones cuya cavidad abdominal estaba
infectada por 6 cepas de estreptococos

Organismo de ensayo Dosis de provocacion Farmacos MIC | DEso
(UFC/0,5ml/raton) (ng/ml) | (mg/kg)
Carrimicina 0,12 10,41

Isovaleril | es un compuesto cristalino | 0,12 8,99
Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,12 8,39

. 4
Streptococcus pneumonias 6,4x10 Isovaleril 11l es un compuesto cristalino| 0,12 8,99
Azitromicina 0,5 18,29
Acetil-espiramicina 0,5 66,96
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Organismo de ensayo Dosis de provocacion Farmacos MIC | DEso
(UFC/0,5ml/raton) (ng/ml) | (mg/kg)
Eritrocina 1 85,08
Carrimicina 0,03 10,06
Isovaleril | es un compuesto cristalino | 0,03 9,94
. 2 Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,03 9,08
Streptococcus pneumoniazs 9,6x10 Isovaleril Il es un comF[))uesto cristalino| 0,03 8,98
Azitromicina 0,06 14,87
Acetil-espiramicina 0,06 | 37,93
Eritrocina 0,06 57,08
Carrimicina 0,12 16,02
Isovaleril | es un compuesto cristalino | 0,06 13,60
. " Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,06 13,86
Streptococcus pneumoniasz 8,8x10 Isovaleril 11l es un com%uesto cristalino| 0,06 | 12,81
Azitromicina 0,25 19,66
Acetil-espiramicina 1 398,01
Eritrocina 0,25 | 102,33
Carrimicina 0,12 26,30
Isovaleril | es un compuesto cristalino | 0,06 | 26,15
3 Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,06 23,37
Streptococeus pyogenesyrz 6,9x10 Isovaleril Il es un comr[))uesto cristalino| 0,06 23,37
Azitromicina 0,25 | 46,89
Acetil-espiramicina 0,25 98,11
Eritrocina 0,5 101,33
Carrimicina 0,25 | 87,84
Isovaleril | es un compuesto cristalino | 0,12 69,67
2 Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,12 64,10
Streptococcus pyogenesioz 7,8x10 Isovaleril 11l es un compuesto cristalino| 0,12 64,10
Azitromicina 0,5 159,06
Acetil-espiramicina 0,5 | 227,07
Eritrocina 0,5 361,01
Carrimicina 0,25 | 68,48
Isovaleril | es un compuesto cristalino | 0,12 61,87
Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,12 59,91
Streptococcus pyogenes 119 4,9x10* Isovaleril 1ll es un compuesto cristalino| 0,12 | 59,91
Azitromicina 0,5 98,98
Acetil-espiramicina 0,5 |117,53
Eritrocina 0,5 | 233,72

Tabla 4 Comparacion del efecto curativo de 4 antibidticos a la cavidad abdominal de ratones infectados por
enterococcus y staphylococcus aureus

Organismo de ensayo | DOSIS de provocacién Farmacos MIC | DEso
9 y (UFC/0,5ml/ratén) (ug/ml) | (mg/kg)
Carrimicina 0,5 89,29

Isovaleril | es un compuesto cristalino 0,5 85,15
Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,25 68,54

4
Enterococeus sz 5,4x10 Isovaleril 1l es un compuesto cristalino | 0,25 | 68,54
Azitromicina 1 146,51
Acetil-espiramicina 1 130,34
Eritrocina 2 175,23
Carrimicina 0,5 31,98

Isovaleril | es un compuesto cristalino 0,5 25,97

Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,25 | 26,02
Staphylococcus aureus 16

5,2><1O3 Isovaleril 11l es un compuesto cristalino | 0,25 26,02
Azitromicina 1 75,80

Acetil-espiramicina 1 43,58

Eritrocina 1 82,36
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Organismo de ensayo Dosis de provocacion Farmacos MIC | DEso
(UFC/0,5ml/raton) (ng/ml) | (mg/kg)

Carrimicina 0,5 31,50

Isovaleril | es un compuesto cristalino 0,5 26,50

2 Isovaleril Il es un compuesto cristalino | 0,25 25,16

Staphylococeus aureus 76 5.8x10 Isovaleril lll es un comrz)uesto cristalino| 0,25 | 25,16
Azitromicina 1 58,79

Acetil-espiramicina 1 66,63

Eritrocina 1 64,17

Carrimicina 2 120,35

Isovaleril | es un compuesto cristalino 1 114,53

" Isovaleril Il es un compuesto cristalino 1 109,59

Staphylococcus aureus 1, 4.8x10 Isovaleril lll es un comrg))uesto cristalino 1 109,59
Azitromicina 4 217,36

Acetil-espiramicina 2048 | >500

Eritrocina 256 | 266,11

Carrimicina 1 59,30

Isovaleril | es un compuesto cristalino 0,5 42,67

2 Isovaleril Il es un compuesto cristalino 0,5 47,65

Staphylococcus aureus 2 4,2x10 Isovaleril lll es un comr:)uesto cristalino 0,5 47,65
Azitromicina 4 142,99

Acetil-espiramicina 2048 | >500
Eritrocina 4 213,67

Los resultados de los ensayos in vivo indican: el efecto curativo de levocarrimicina en ratones infectados por 12
cepas de bacterias tal como se muestra en la tabla 3 y la tabla 4; los resultados muestran que tiene un buen
efecto protector; y la levocarrimicina en la que la levoisovalerilespiramicina I, 1l o 1l es el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina I, Il o Il muestra un mejor efecto protector.

El mismo ensayo se realiza también sobre la levocarrimicina o preparaciones de levocarrimicina preparadas en
otros ejemplos de la presente invencion y los resultados son similares.

[Ejemplos de ensayo 2] Farmacodinamica  in vitro
Determinacion de aislados clinicos:

Procedimiento de ensayo: aplicar procedimientos de dilucion de placa dobles: verter el medio de cultivo de agar
fundido cuantitativo en la placa que contiene series de concentraciones del farmaco para mezclarlo con el liquido
(afiadir el 5% de sangre de cabra exenta de fibra en estreptococo y enterococo para obtener medio basal
sanguineo y afiadir el 7% de sangre de cabra exenta de fibra en medio de Bacillus influenzae y gonococo para
obtener el medio basal de chocolate), diluir el liquido de bacterias recién cultivado a 10° UFC/ml después de la
solidificacion, inocular el agar de cubeta de la levocarrimicina obtenido del ejemplo 4 y grupo de control de
azitromicina, acetil-espiramicina y eritrocina mediante un dispositivo de inoculacién de varios puntos, cultivarlos a
37°C durante 18 h; disponer el gonococo en una incubadora con el 5% de CO, durante 24 h; disponer legionela
en una incubadora con el 5% de CO; durante 48 h; disponer bacterias anaerobias en una caja anaerébica a 37°C
durante 48 h. Observar que la concentracién minima de farmaco antibacteriano que inhibe el crecimiento de
bacterias es la concentracion inhibidora minima (MIC) y calcular la MICsg y la MICg de los farmacos para
compararlas con las de los farmacos de control.

Notas:
La MICsg inhibe el 50% de la concentracion inhibidora minima para el crecimiento de bacterias;
La MICg inhibe el 90% de la concentracion inhibidora minima para el crecimiento de bacterias.

Los resultados de ensayo se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 5. Distribucion sensible de aislados clinicos por carrimicina

Cepa y nimero de cepa Farmacos Alcance de MIC (ug/ml) | MICso (ug/ml) | MICgo (ng/ml)
. Carrimicina 0,005->64 0,12 4
Streptococ(‘i”fz;’”eumon'a Azitromicina 0,005->64 0,25 8
Acetil-espiramicina 0,005->64 0,12 >64
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Cepa y nimero de cepa Farmacos Alcance de MIC (pg/ml) | MICso (pg/ml) | MICgo (g/ml)
Eritrocina 0,005->64 0,25 64
Carrimicina 0,06->64 0,25 64
Streptococcus pyogenes Azitromicina 0,25->64 0,5 >64
(93) Acetil-espiramicina 0,005->64 0,25 >64
Eritrocina 0,06->64 0,5 >64
Carrimicina 0,5->64 2 64
Enterococcus Azitromicina 0,25->64 8 >64
(106) Acetil-espiramicina 0,12->64 4 >64
Eritrocina 0,5->64 4 >64
Carrimicina 0,06->64 2 64
Staphylococcus aureus Azitromicina 0,5->64 2 >64
(155) Acetil-espiramicina 0,12->64 64 >64
Eritrocina 0,12->64 1 >64
Carrimicina 0,12->64 2 >64
Staphylococcus epidermidis Azitromicina 0,12->64 8 >64
(115) Acetil-espiramicina 0,03->64 64 >64
Eritrocina 0,06->64 8 >64
Carrimicina 0,03-32 0,12 1
. . Azitromicina 0,03->64 0,25 2
Bacillus influenzae (37) Acetil-espiramicina 0,03->64 0,12 4
Eritrocina 0,03->64 0,06 32
Carrimicina 0,12-16 2 8
Gonococcus Azitromicina 0,12-64 2 8
(10) Acetil-espiramicina 0,12-64 4 8
Eritrocina 0,12-64 1 8

El mismo ensayo se realiza también sobre la levocarrimicina o preparaciones de levocarrimicina preparadas en
otros ejemplos de la presente invencion y los resultados son similares.

[Ejemplo de ensayo 3] Determinacién in vitro de anti-chlamydia trachomatis y chlamydia pneumoniae

Procedimientos de ensayo:

1. Cultivar las lineas celulares HEp-2 y McCoy en una placa de cultivo celular de 96 pocillos (Costar
Company) respectivamente, 37°C y 5% de CO,, durante 48 h para producir células en monocapa.

2. Diluir las bacterias a 1000020000 ufi (unidad de formacion de cuerpos de inclusién)/ml, aplicar 0,1
ml/pocillo de inoculacién. Inocular la placa de cultivo celular de McCoy con Chlamydia trachomatis
serotipo B/TW-5/0T y D/UW-3/Cx e inocular la placa de cultivo celular HEp-2 con Chlamydia pneumoniae
CWL-029. En primer lugar, absorber el liquido de cultivo celular en la placa de cultivo de 96 pocillos, y
después inocular la placa a 0,1 ml/pocillo. De entre los mismos, no inocular 4 pocillos de A11[D11y 2
pocillos de C12 y D12 con bacterias.

3. Después de la inoculacion, centrifugar la placa de cultivo celular de 96 pocillos con una maquina
centrifugadora de Beckman-Coulter Company, fuerza centrifuga x1500 g, temperatura de centrifugacion
35°C y tiempo de centrifugacion de 60 min.

4. Después de la centrifugacion, absorber Chlamydia trachomatis o Chlamydia pneumoniae inoculada, y
afadir 4 farmacos antibidticos de dilucion seriada en la misma respectivamente, es decir, la
levocarrimicina producida en el ejemplo 4 de la presente invencion; la acetilespiramicina, la eritrocina y la
azitromicina, 0,1 ml/pocillo.

5. Cultivar en placa de ensayo sensible a farmacos de Chlamydia trachomatis a 37°C y el 5% de CO-
durante 48 h y en placa de ensayo sensible a farmacos de chlamydia pneumoniae durante 72 h. Después
de cultivar, absorber la disolucion de farmaco antibiético y lavarla dos veces con PBS (0,01 M, pH 7,4), y
después disponerla en el 100% de metanol a temperatura ambiente durante 15 min.

6. ldentificacion por tincion de inmunofluorescencia indirecta: afiadir anticuerpo monoclonal resistente a

Chlamydia trachomatis (clon N54) y anticuerpo monoclonal resistente a Chlamydia pneumoniae (clon
P33) purificados a una placa de ensayo sensible a farmacos de Chlamydia trachomatis y Chlamydia
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pneumoniae respectivamente, e incubar en una caja himeda a 50 pl/pocillo y 37°C durante 30 min. Lavar
la placa con un lavador de placas 4 veces, y después afiadir anticuerpo fluorescente anti-rata de conejo
(Sigma Company), 50 pl/pocillo. Incubar y lavar la placa utilizando el mismo procedimiento y en las
mismas condiciones. Afadir glicerina de montaje, 100 pl/pocillo y observar los resultados con el
microscopio de fluorescencia invertido Nikon (Diaphot-200).

Definicion de MIC: Se refiere a la concentracion diluida minima de antibiético que hace que el crecimiento
de cuerpos de inclusién de Chlamydia Trachomatis o Chlamydia Pneumoniae en placas de ensayo de 96
pocillos se suprima completamente (No se encuentra ninguna incursion de tincién de fluorescencia en los
pocillos).

Los resultados de ensayo son los siguientes:

Tabla 6 Concentracion inhibidora minima (MIC) in vitro inhibicion de cuatro antibiéticos macrélidos frente a
Chlamydia trachomatis y Chlamydia pneumoniae

Carrimicina | Acetil-espiramicina Eritrocina Azitromicina
pg/mi (AT-SPM) pg/ml (EM) pg/ml (AM) pg/ml
Chlamydia trachomatis B/TW-5/0T 0,25 4 0,5 0,5
Chlamydia trachomatis D/UW-3/Cx 0,25 2 0,5 0,25
Chlamydia pneumoniae CWL-029 0,016 0,5 <0,016 0,032

1.

Para Chlamydia trachomatis serotipo B/TW-5/0OT, la MIC de la carrimicina es 0,25°Cug/ml, la eritrocina y
la azitromicina (0,5 pug/ml) vienen en segundo lugar y la acetil-espiramicina (MIC es 4 ug/ml) viene en
ultimo lugar.

Para Chlamydia trachomatis serotipo D/UW-3/Cx, el efecto in vitro de carrimicina y azitromicina es el
mismo, la MIC es 0,25 pg/ml, siendo sensible; la eritrocina (0,5 pg/ml) viene en segundo lugar y la acetil-
espiramicina (la MIC es 2 pug/ml) viene en ultimo lugar.

Para Chlamydia pneumoniae CWL-029, el efecto in vitro de la carrimicina y la eritrocina es el mas
sensible, MIC < 0,016 pg/ml, la azitromicina (la MIC es 0,032ug/ml) es mas sensible; la acetil-espiramicina
(la MIC es 0,5 pg/ml) es deficiente.

En general, el efecto de levocarrimicina de la presente invencion frente a Chlamydia es mejor que el de
otros farmacos experimentales.

El mismo ensayo se realiza también sobre la levocarrimicina o preparaciones de levocarrimicina preparadas en
otros ejemplos de la presente invencion y los resultados son similares.

[Ejemplo de ensayo 4]

1.

Urealyticum y chlamydia pneumoniae en plasma antiurea in vitro

Procedimiento de ensayo: afiadir U-PPLO, 0,8 ml, en placa de cultivo celular de 12 pocillos estéril (afiadir
0,9 ml en pocillo de control de liquido de bacterias y 1,0 ml en pocillos de control de medio de cultivo).

Afiadir 10°CCU/mI de Uu de liquido de bacterias, 0,1 ml en cada uno de los pocillos experimentales,
siendo la cantidad final de bacterias en los pocillos de 10°ccu/ml (no afiadir liquido de bacterias en el
pocillo de control de medio de cultivo).

Dividir en 3 grupos (100 pg/ml, 10 pg/ml y 1 pg/ml de disolucion madre antibiética). Afiadir antibi6ticos
experimentales (levocarrimicina del ejemplo 6 de la presente invencion, acetil-espiramicina, eritrocina y
azitromicina) a cada uno de los pocillos experimentales con una punta estéril segin un gradiente de
concentracion de degradacién doble: 100 pl, 50 ul, 25 pl y 12,5 pl. (No afiadir antibiéticos al pocillo de
control de liquido de bacterias y al pocillo de control de medio de cultivo. Paralelamente, se gestiona el
pocillo de control de antibiotico).

Mezclar los pocillos anteriores uniformemente, sellar la placa de cultivo con cinta adhesiva y después
cultivar a 37°C en una incubadora.

Observar y registrar el crecimiento de Uu en 17-24 h después del ensayo. Cuando el pocillo de control de
liquido de bacterias Uu muestra un crecimiento positivo, la concentracion de antibiotico minima que puede
inhibir el crecimiento de Uu es la MIC de la muestra. La MIC después del ensayo es la MIC final (24 h).
Determinar la MIC de cepas de urealyticum en plasma anti-urea 4 veces y los resultados son los
siguientes:

Carrimicina 0,025-0,125 pg/ml,
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Acetil-espiramicina 0,5 pg/ml,
Eritrocina 5 pg/ml,
Azitromicina 0,025-0,125 pg/ml.

Los resultados anteriores muestran que la carrimicina tiene una buena funcion anti-Uu, que es similar a la funcién
de azitromicina y mejor que la de acetil-espiramicina. La funcién anti-Uu de la eritrocina en este ensayo es la mas

deficiente.

El mismo ensayo se realiza también sobre la levocarrimicina o preparaciones de levocarrimicina preparadas en
otros ejemplos de la presente invencion y los resultados son similares.
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REIVINDICACIONES

1. Levocarrimicina, en la que dicha levocarrimicina es una mezcla de isovalerilespiramicina Ill, 11 y | como
componentes principales y contiene determinadas isobutirilespiramicina Il y I, butirilespiramicina Il y I,
propionilespiramicina Il y 1l, asi como acetilespiramicina Il y Il, siendo, entre las mismas, el contenido de la
isovalerilespiramicina 11l no inferior a 30% en peso, el contenido total de la isovalerilespiramicina I, Il y | no
inferior a 60% en peso y el contenido de la acilespiramicina 80 a 98% en peso; siendo la rotacion optica
especifica de dicha levocarrimicina [a]p = -52° a -57° en la disolucion de 0,02 g/ml de cloroformo a temperatura
de 25°C,

en la que la isovalerilespiramicina Il es un compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill, la
isovalerilespiramicina Il es un compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, la isovalerilespiramicina | es
un compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I;

en la que el compuesto cristalino de isovalerilespiramicina Ill medido mediante la difraccién de polvo de rayos X
con radiacién Cu-K-alfa presenta unos picos caracteristicos de 26 a 8,0°, 10,0°, 11,2°, 11,7°, 16,4°, 19,1°, 19,6°,
20,00, 21,40, 22,9°, 23,6° y 29,4°,

el compuesto cristalino de isovalerilespiramicina II medido mediante la difraccion de polvo de rayos X con
radiacion Cu-K-alfa presenta unos picos caracteristicos de 26 a 10,0°, 11,6° 16,4° 17,3°, 19,1°, 21,2°, 22,1°,
22,7°, 26,4°, 26,9°, 27,5° y 31,5°;

el compuesto cristalino de isovalerilespiramicina | medido mediante la difraccion de polvo de rayos X con
radiacion Cu-K-alfa presenta unos picos caracteristicos de 26 a 7,6°, 8,0°, 10,0°, 11,4°, 16,4°, 17,0°, 17,5°, 17,9°,
19,5°, 22,70, 23,7°y 24,4°,

2. Levocarrimicina segun la reivindicacion 1, en la que dicha levocarrimicina contiene espiramicina Ill y otros
componentes, siendo entre los mismos el contenido de espiramicina Il no superior a 1,0% y el contenido total de
otros componentes 2,0 a 19% en peso.

3. Levocarrimicina segun la reivindicacién 2, en la que dicho punto de fusion de dicha levocarrimicina es de 112 a
122°C.

4. Levocarrimicina segun la reivindicacion 3, en la que dicho punto de fusién de dicha levocarrimicina es de 114 a
120°C.

5. Levocarrimicina segun la reivindicacion 2, en la que el contenido total de otros componentes es 2,0 a 9% en
peso.

6. Composicién farmacéutica de levocarrimicina, en la que dicha composicién farmacéutica de levocarrimicina
contiene la levocarrimicina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que comprende las formas cristalinas
de isovalerilespiramicina lll, 11, | segun la reivindicacion 1 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Composicion farmacéutica de levocarrimicina segun la reivindicacion 6, en la que el contenido de dicha
levocarrimicina es 10 a 90% en peso de la composicion farmacéutica.

8. Procedimiento de preparacion para la levocarrimicina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que
incluye el cultivo, la fermentacién y un proceso de extraccion, en el que dichos cultivo y fermentacion consisten
en:

cultivar las cepas fangicas clonadas WSJ-195 producidas mediante espiramicina que contienen el gen de 4"-
isovaleril transferasa en un medio de cultivo inclinado, inocularlas en un medio de siembra, inocularlas a
continuacion en un medio de fermentacion después del cultivo, y controlar el proceso de fermentacion
mediante un regulador del pH; controlar el pH a de 6,0 a 9,0; las curvas de variacion para el pH con tiempo
muestran tres fases continuas, la primera fase cumple la formula y1=kix1+6,0, en la que 0,0227<k;<0,1364,
0<x1=22; la segunda fase cumple y,=koxo+ b, en la que -0,0735<k,<0, 6,5<b,<10,62, 22<x,<56; y la tercera
fase cumple la formula ys=ksxs+bs, en la que 0<ks<0,0078, 6,06<b3<6,5, 56<x3<120; y el procedimiento de
preparacion comprende asimismo las etapas siguientes:

a) separar y purificar la levocarrimicina para obtener levoisovalerilespiramicina I, 11 o llI;

b) recristalizar la levoisovalerilespiramicina 1, Il o 1l para obtener el compuesto cristalino de
levoisovalerilespiramicina I, Il o 111;

c) eliminar el acetonitrilo en la levocarrimicina residual después de separar y purificar la
levoisovalerilespiramicina I, 11 o lll en la etapa a) mediante evaporacion rotatoria, extraer a continuacion
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con una cantidad de una vez de acetato de etilo y eliminar el acetato de etilo en el extracto mediante
evaporacion rotatoria para obtener una muestra de pasta; redisolver la muestra obtenida con éter de
petréleo, y eliminar el éter de petréleo mediante evaporacion rotatoria para obtener la levocarrimicina;

d) mezclar el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, Il o 1ll obtenido en la etapa b) con la
levocarrimicina obtenida en la etapa c) para obtener la levocarrimicina en la que la isovalerilespiramicina I,
Il o lll es el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, 11 o llI;

consistiendo dichas separacion y purificacion en la etapa a) en:

purificar la levocarrimicina obtenida en la separacion preliminar con una cromatografia liquida de alto
rendimiento preparativa, preparar una columna cromatografica con ODS, utilizar acetonitrilo y disolucion
amortiguadora de acetato de amonio como fase mévil en una elucion en gradiente; registrar el espectrograma
UV separado mediante deteccion UV y recoger los picos diana de los componentes de
levoisovalerilespiramicina I, Il o 111

columna cromatografica: columna cromatografica preparativa ODS;
fase mavil: acetonitrilo (A), disolucion de acetato de amonio 100 mM (B);

condicion de gradiente: adoptar un gradiente lineal durante 0 a 60 min, siendo A 25% a 65%; y 61 a 90
min, siendo A 65% a 90%;

velocidad de flujo: 260 ml/min;

volumen de inyeccion: 10 ml;

concentracion de muestreo: 0,5 g/ml;

longitud de onda de medicién: 231 nm;

modo de recoger: recogida mediante activacion UV,

recoger la muestra de levoisovalerilespiramicina | segun el tiempo de retencion de 44,759 min de
levoisovalerilespiramicina I; o recoger la muestra de isovalerilespiramicina Il segin el tiempo de retencion de
43,34 min de isovalerilespiramicina Il; o recoger la muestra de levoisovalerilespiramicina Ill segun el tiempo
de retencion de 48,009 de levoisovalerilespiramicina llI; eliminar a continuaciéon acetonitrilo mediante
evaporacion rotatoria, extraer con una cantidad de una vez de acetato de etilo y eliminar el acetato de etilo
del extracto mediante evaporaciéon rotatoria para obtener una muestra de pasta; redisolver la muestra
obtenida con éter de petréleo y eliminar el éter de petréleo mediante evaporacion rotatoria para obtener el
polvo sélido blanco de levoisovalerilespiramicina I, 11 o ll;

en el que el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina | se obtiene mediante el proceso de
recristalizacion siguiente: disolver el polvo sélido blanco de levoisovalerilespiramicina | en el disolvente mixto de
metanol absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, afiadir a continuacion agua pura mientras se agita, a
continuacion reducir la temperatura a de 5°C a 15°C mientras se agita continuamente para obtener el compuesto
cristalino de la levoisovalerilespiramicina I, en el que la relacién en volumen de acetato de etilo a alcohol etilico
absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es de 1:0,1 a 10:0,5 a 1;

el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina 1l se obtiene mediante el proceso de recristalizacion
siguiente: disolver el polvo solido blanco de levoisovalerilespiramicina Il en el disolvente mixto de metanol
absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, afiadir a continuacién agua pura mientras se agita, a
continuacion reducir la temperatura a de 5°C a 15°C mientras se agita continuamente, para obtener el compuesto
cristalino de la levoisovalerilespiramicina Il, en el que la relacién en volumen de metanol absoluto a alcohoal etilico
absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es de 1:0,1 a 10:0,5 a 1;

el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina Ill se obtiene mediante el proceso de recristalizacion
siguiente: disolver el polvo sélido blanco de levoisovalerilespiramicina 1l en el disolvente mixto de metanol
absoluto, alcohol etilico absoluto y acetona anhidra, afiadir a continuacién agua pura mientras se agita, a
continuacién, reducir la temperatura a de 5°C a 15°C mientras se agita continuamente, para obtener el
compuesto cristalino de la levoisovalerilespiramicina Ill, en el que la relaciéon en volumen de metanol absoluto a
alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es de 1:0,1 a 10:0,5 a 1.

9. Procedimiento de preparacion segin la reivindicacion 8, en el dicho proceso de extraccién consiste en: tratar

el licor de fermentacion con sulfato de aluminio para obtener el filtrado, ajustar el pH a de 8,5 a 9,0, extraer con
acetato de butilo, lavar el extracto de acetato de butilo con agua no salina y NaH,PO4 al 1% respectivamente,
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extraer a continuacion con agua de pH 2,0 a 2,5 para obtener un extracto acuoso, ajustar el pH a de 4,5 a 5,5,
volatilizar y eliminar el acetato de butilo residual para obtener un extracto hidratado, filtrar y ajustar el pH a de 8,5
a 9,0, obtener un precipitado, lavar el precipitado con agua purificada y secarlo para obtener levocarrimicina.

10. Procedimiento de preparacién segun la reivindicacién 8, en el que el cultivo en el medio de cultivo inclinado
se prolonga durante 8 a 15 dias a una temperatura de 28 a 38°C; el cultivo en el medio de siembra se prolonga
durante 40 a 80 horas a una temperatura de 25 a 30°C; y la fermentacién en el medio de fermentacién se
prolonga durante 72 a 120 horas a una temperatura de 26 a 30°C.

11. Procedimiento de preparacion segun la reivindicacion 8, en el que, en el proceso de fermentacién, el pH se
controla a de 6,0 a 8,0.

12. Procedimiento de preparacion segun la reivindicacion 8, en el que,

en el proceso de preparar el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, la relacion en volumen de
acetato de etilo a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es de 1:2 a 8:0,8 a 1;

en el proceso de preparar el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina I, la relacion en volumen de
metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es de 1:2 a 8:0,8 a 1;

en el proceso de preparar el compuesto cristalino de levoisovalerilespiramicina lll, la relacién en volumen de
metanol absoluto a alcohol etilico absoluto a acetona anhidra en el disolvente mixto es de 1:2 a 8:0,8 a 1.

13. Utilizacion de dicha levocarrimicina segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o dicha composicion
farmacéutica de levocarrimicina segun la reivindicacién 6 o 7 para fabricar un medicamento para el tratamiento y
la prevencion de enfermedades infecciosas.

14. Utilizaciéon segun la reivindicacion 13, en la que dichas enfermedades infecciosas son las enfermedades
provocadas por infeccion de una bacteria gram-positiva, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Mycoplasma pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, Chlamydia trachomatis,
estreptococo piogénico, Micrococcus catarrhalis, gonococo, Bacillus influenzae, legionela o anaerobio.

15. Utilizacién segun la reivindicacion 13, o utilizacion de dicha composicion farmacéutica de levocarrimicina
segun la reivindicacién 6 o 7 para fabricar un medicamento antibacteriano, incluyendo dichas bacterias
Streptococcus pneumoniae, estreptococo del grupo A, estreptococo piogénico, enterococo, Staphylococcus
aureus, S. epidermids, Catarrhal coccus, gonococo, Bacillus influenzae, Escherichia coli, Escherichia coli
enterotoxinégena, Escherichia coli enteropatdégena, Escherichia coli enteroinvasiva, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, el bacilo Proteus vulgaris, el bacilo tifoideo, Acinetobacter, Citrobacter, Serratia
marcescens, S. Sonnei, Sh. flexneri, Tritirachium album; legionela como Legionella pneumophila, Legionella
gormanii, Legionella bozemanii, Legionella dumoffii, Legionella jordanis y Legionella micdadei; anaerobio como
Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus, Bacteroides bacteroides, Bacteroides
prevotella, Prevotella asaccharolyticus, Prevotella oralis, Fusobacteriumnu cleatum, Fusobacterium russll,
bifidobacterias, Lactobacillus, Peptostreptococcus, Propionibacterium acnes, Clostridium perfringens y hongos de
tipo levadura.
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