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"UN FROCEDIMIEETO PARA LA PI&PaRACION DE ~ITIBIOTICOS" .-

Eate invento ae refiere al desarrollo de nuevas ra-
z™a perfeccionadas dei microorganizo ACtinomyoes grisena,por
accion transfonnante de la Inz ultravioleta o la mostaza
nitrogenada aobre razas de a. griseus ”“ue son resistentes a
altas concentraciones iniciales de estreptomicina en agentes
de cultivo y a la utilizacion de estas razas perfeccionadas

para producir eatieptomicina por procedimientos de fermentacion.
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Mas se espacial [Hvénto se rei'iew -L desurdié de coevas
razas de a. griseus que producen constantemente, @c condicio-
nes de aireacion sumergida, rendimientos de e&troptomicina se-
penotes a 800 microgi-anoe”ml, incluyen ao oca coeva raza pre-
ferida llamada griseas mianey 1-118. y a la propagacién

de eatop coevas razas en ooediciones de aireacion sumergida
para la produccién de estreptomicina..

KcDacifl y Hodges han descubierto un precediaiento
para desarrollar razas de A. grieeue fliamsdo Streptomyces
griaeus o 3. griseus) que son altamente resistentes a la es-
treptomicina, esto es, que orecen bien @n ioB medios que ccn-
tieneo altas concentraciones iniciales de la misma. Asi
McDaniel y Hedgps htn descubierto que propagando razas de a.
griseus en un medio que contiene una concentraciéon inicial de
estreptomicina que impide considerablemente el crecimiento del
organismo, y transfiriendo micelio que as desarrolla en tales
condiciones a medios que contienen sucesivamente altas canti-
dades iniciales de estreptomicina, pueden obtenerse razas de
A. griaem que crecen bien en agentes que contienen 600-600 o
més microgramoB/ml dé estreptomicina. Aungue las razas as%
desarrolladas muestran cierto aumento en el rendimiento de
estreptomicina cuendo se propagan en un medio nutritivo ade--
cuado, en condiciones de airntcion sumergida, ei aumento del
rendimiento no es del mismo orden que ei .amento de resisten-*
cia a la estreptomicina, sugiriendo asi la idea de que ei ren-
dimiento de estreptomicina y la resistencia a la misma aspen**
den de distintas funciones fisiol6gicas dei organismo.

Ye he descubierto ahora que las razas de & grieeu#
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que se hen desarrollado hasta un poeto de alta resistencia a
la estreptomicina tienden a conservar esta resistencia ouando
se someten a la accion transformadora de la luz ultravioleta
0 mostaza nitrogenada. Se ha descubierto también que, same,
tiendo a 1* acciéon de la luz ultravioleta o mostaza nitrégeno
da una raza de griseus resistente ~ por lo menos 600 mi-
crogramoS/btl de estreptomicina, se consigue une incidencia re-
lativamente alta de mutacion de razo.s de rendimiento més alto
de A. griseua, ~Naleccionando las mejores de las raz<*s de
més altos rendimientos asi formadas y repitiendo los procedi-
mientos del tratamiento con luz ultravioleta o mostaza nitro-
genada y seleccionando razas perfeccionadas, he desarrollado
un numero de mutastes que producen de dos a tres veces tanta
estreptomicina como la razamadw t'™n 14? mismas condiciones
de propagacion. JKL mayor rendimiento de estos mutastes es
aun mas pronunciado cuas do las condiciones de propagacién,por
ejemplo, la composicion dei agente, se cuteras o regulen a
las condiciones Optimas para la propagacion dei matan ta.

Rn laproauccion oa ra”™” trasto ms"d"s de A* griseua
por la opcion de la luz ultravioleta con arreglo al presenta
invento, una suspension de esporas estéril de la raza de par-
tida, bien en un frasco bien en un plato llano, se expana a
la luz ultravioleta da una nueva longitud de onda muy bacteri-
cida como, por ejemplo, de unos 2,587 i, durante un intervalo
da tiempo suficiente para matar ei 99 % 0 mas da las esporas'.
31 tiempo requerido se en general de varios minutos, pero va-
ria considerablemente en funcion de i* distancia N fuente

luminosa a la suspension de esporas. lueg. i™ eusp.nsion da
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aeporss supervivientes se dilaye mego y se extienden pisca*
de *gnr nutritivo, tal come estracto de levadura-ag”™r de dex-
trwaa. (este es, i % de estricto de levadura, 0.5 % da d*x-
traca, 2i,0 % de agar). Las colsoias de actinomycetoa que
ee dasarroHan en ei agar se trsnefl*c”o a tubos de ensaya
oblicuos en ei mismo agente y se ies deja esperolal?, Las
esporas de estos cultivos se usan para inocular un agente d+
fermentacidn. Uc agente adecuado para este objete tiene la
siguiente esmposioion: harina de soya, 20.0 gn, dextrosa, 10.0 gm
cloruro sodico, 10.0 gm. y a”~!a destilada, i litro, con piafa-
rencia reguiéndo al pH 7.0-7.2 con hidroxide sodioo, ly antes
de la esterilizacidén. pero debe entenderse que pueden empie%r
ee agentes de composicién variable en amplios limites. Despaas
de la inoculacién, el agente se incuba a unos 28?C en oondide-
nOs de aireaoidon aun)er™.da durante un periodo como de 3 a 4
dias y luego se ensaya en cuanto al contenido de estreptomicina.
Los rendimientos obtenidos por la propagacion de varios
cultivos desarrollados de las esporas que sobreviven a la radia-
cién ultravioleta varian dentro de amplios limites, pero Rae
proporcion bastote grande de los cultivos muestr. rendimientos
de estreptomicina marcadamente mayores que los producidos por
la raza madre de x. griseus resistente a la estreptomicina.
Los mejores de los nuevos cultivos o r&<& transfoimad$s sa
seleccionen y desarrollan como cultivos ae repuesto para su
uBo en ei tratamiento ulterior con luz ultravioleta o con mos-
taza nitrogenada.
ns evidente que en este procedimiento de extender en

placas esporas que Sobreviven a la luz ultravioleta y da sejeo-
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oion y desarrollo 3@ puevas ruzes Supon® @1 men®jo de un py.
mero Contiderable de cultivese individuele®, y tembidp implioa
un wuplic €l6wento 48 azer er 1gp 60160CLi0D 46 183 razas & de.
aarrollar'. AIBQUe OCEBiopwlmen t& un 8010 tratuniente ﬂltra-
vicitta y svleccion 46 colonise produce us mutuste de a, griseus
que producira hasta dos véces la captidud de esireptomicina
qu€ la raze nadre, el aumep to maximo conseguide genera,lmente
60 un 80io tratumiepto ultraviolctae o8 cemo de 40+ 60 76.
Cusndo 108 mutant®s de rendimien to ma® e1%t0 2016 ccion adod 0o
mol la? ue jores raza® resultgpntes d8 up 8ole tratani®nto ae
someten a tratamiénto® mdicionales con luz ultrevicleta, y
l1a8 es;,yora,s 8obrevivisn tee se desarrollan én nuévos cultivos
como 2@ he deéscrito arriba, 86 gbtiepnen ulteriores sumentes
de repdimien tes de 40-50 % y en ococasion®s incremepntes mas
:altoa'. Aunqueé no €8 pesible continuar indefinidemen té ana
mepntundo €1 repdimiento de a.‘. grisepe epn las razus transfore
mada®, 108 mutante® 86 pueden obtemer facilmente siguiende

@]l procédiwiente enterior que produce tento como de 2 & 3
veces la Cantidwd de 6stréptomicina ¢u® predance la raza de
partide resistepnte a la estreptomicina..

Le mutacion de a.. griseus por la gccion de la moda
toza nitrogenads y 1& produccion de mutuntes de alto rendi.
mien to se reo'aliza seg\in el proecedimiento descrite cuando Fe
usa 18 1uz ultravioleta, Salvo que, la Suspépnsion de esporss
inicislee se prepara er un péatrslizador de fosfato a pH de
ep roximdsuen t@ 8,0 con (CICHpCHg) ¥ a concen tracion de O 005&!.
A @8ta CenoSntraciop aproxuuadamapte 61 99 % de las espores

guedan muéries ey unod ©0 miputes, y luogo le sulpenaiéu de
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©Bpores 80 diluye con 1 % 4@ glicine y 86 extienden placas
Como arribm se hy dicho,

Debe epienderse gne, sdomas de
UBar luz ultrgvicleta y mostézu eitrogenude 8eparadunen 1@ en
procédimien tos para obtéper razae de J','. grisens de alto rega.
dimiepto, lud dos comus puedén uewrsd altemativa o intermie
tontemen 8 en e] desarreilo graduul 30 mutstes de A; grissus
de welto repdimiep to‘.

k1 ejemple 8iguiente ilustra lo8 procedimiontos
LBudo8 pare obtoper mutentes de n‘. griseue de mito repdimiente,

l ]
0 EJEMPLO I

’

a Se pelecciond una ruze 48 pertidm, a, de A,griseus
. que se hubia desarrollade 46 lu reza 4@ \Wakemen ne 4 Lasste
on punto d¢ regiptensts 4e por 1o ménes 500 micregremos fml

dé estréptomicine por ¢1 procedimiente d9 MoDeniel, y que pree

18 aucfe 250 micregranc® /mi de estréptouicine, ep cendiciones

@8 wirewcion sumergide, €n un medic de lam siguiente conposiciam;

Barina de seoya 20;0 gr'.
Dextrose 10..0 gr'.
Clerunre 8¢dice 10‘.0 gr.
20 ague destil edd i 1litre.
Espores d¢ este razes 88 sugpEpdiéron ©n egua y e
. @xpusieron ‘@ luz ultraviglete de longitud de onde de a,szﬂ e
distanc ie 38 upnos 25 cm., durant® 12 minutos, tiaxfxpc en 61 cusl

morieron eproximedensn te el 99 % de las espores, 18ego

25

las saobréevivieptes se pnsiéron én placas =sobre exirscts de le.
vadurs y agar 4e dextresa, y laf colenies 46 eactinemioitoes in

dividuales que 8e desarrollaron se trensfirieren a thuos de
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ensayos oblicuos ge agar de la misma composicién y se dejaron
Asporular, Laa esporas desarrolladas ae usaron luego para
Inocular frascos qae contenido un agente nutritivo d# 1™ com-

posicion aigaieoto :

Horins da soya 20.0 gr.
Dextrosa 10.0 gr.
Oloiuro soédico 10.0 gr.
*gua destilada 1 litro

y lea segantes inoculados ae incubaron a 28CC, en condicionas
de aiieacién sumergida durarte 3-5 di™ y luego ae ensayara
an cuento al contenido de estreptomicina. Verlas de estas
mezclas mostrar® un rendimiento de estreptomicina considera-
blemente mas alto que loa 250 micrograno*/4nl do la raza de
partida. Sin embargo, para ei desarrollo ulterior ao selec-
cioné una raza B, que mostraba un rendimiento de 400 miorogra-
gremos/ml. Una cantidad de esporas de la raza B se suspen-
dieron en una solucion neutralizadora de fosfato a pR 8.0 que
contenia idCBgOEgQg)”", en una concentracion 0.005N, durante
80 minutos. Las esporas sobievivientea es transfirieron
luego a agar nutritivo como antes se describe, las colonias
de actlnomiestos qua se desarrollaren se transfirieron a tubos
de ensaye inclinados con agar con laesporulacion y las esporas
asi desarrolladas se usaron para inocular frascos de a”“nte

nutritivo de la composicién siguiente;

Harina de soya KOO gr.
Dextrosa 10.0 gr.
Oloairo sédico 10.0 gr.

Ngua destil ade 1 litro.
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Le ino bucidn d@ loe fresco® ipoculado® durente
3.6 dias a'asec., en condiciones de girescion sumergida, ¥y
@1 énssy0 én cuanto el contenido de éstreptomicina rovele~
rou une reza transforwsde, C, 4ue produjo 500 microgremod /ml,
y uca reza D, que produje 550 microgranos/ml’. Aunque la
formucion 48 1s8 rezas Cy D mostrd une muitacion definida del
orgi:itmo en ls dirscoion deseada, sparer temen te, hebien apa-
recide tambiep cambiod €n 108 o rgunismos porqué 1a capacided
de diche® razas para producir altes repdimien to 4e estrépto-
micine disminuyd en un periedo de tlﬂmpo;

le raza B 8¢ 00leCo luego 8pn plezes y 8@ 56180010
Laron Coloniss iudiViduulOs', Upne de estgs colonias #916Ca
ciw edef, 4ué mostrubm capacidad preductors de e8tr9ptomicie
na mas alte yue 61 cultivo de le reze primitiva 3, se 6981935
como reza B y constentemtnte rindid 6550 mioregramos/ml 2@
estréptomicine, le raze B 86 trutdé w su vez d8 igual modo 0em
juz vltraviolete y d9 unos 150 mis]gdes gue 8 propsgaron ¥
ensgpsron, 86 obtuvieren tree razas que producien GConstante
wente B00 miorogrumos/ml de estreptomicina propagades en
condicion®® de aircecién Sumergide én un medio d6 18 viguién -

te compo®icion ;

¢

Harine de Soya 20,0 gr.
Dextrose 10,0 gr.
Clomro s0dico 10,0 gr.

solnbles secos de destiladores 2,56 gr,

agua doestiluda 1 1litre,

El sunmesto totel d¢ lu ruzw 4 que producia 260

micrograioB/ul e lu8 Owpaces de producir 800 microgremos /ml

- 8 -
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80 régli;f despue’e de haberse eps®eyudo uno® 3000 aisladoa!,
L8 Tuzg de repdimifnto mis wito, =8{ obtenida, ®6 he 13emede
&, gTiseus Duieney 1-116. |

le8 carscter{sticus 4@ cultivVo de 1a pueve raza,
A, 8Tiseus Dujeney T-118, 8@ corsismen €n 108 cuwdros 8ia
guitn s y se conparan con 108 d&to® G2do® pars e} A.. griseus
® le quinte edicios del llepuel of Deteminative Bacteriolegy
d? Bergey y cor 1s® caract&r.{stzecw de cultive 4 1@ reza de

A. ETiscue Ywkoman n? 4.

CU&ADRO I..

Caracta risticas de ouitivo de A, griseus

4. griseas

bl X N W TN

ramificacicn ,unes Ccuentas
@Spirales en verille a
¢ilindricas cortes 0.8 x
0.8 & 1.7 micres.

crecimiénto superificial
verdogo-umurillie o color
orome,mutiz parduzco,lii.
ceeacion repide

MicRlio ef190,d01gado,
incoloro,88parcido,0a
lor ente awocéitunedo,
polvo,ve rié mar

‘Delgado,difuso, trans-

- paren e

Elevedo &p €1 ceptre,
radiedo Colcr creme &
narenja,margen roido

abopda 18 ,C0l 0r crema,
cgsli tran®parepte

Ao griseus
weksnmepn n 24
ramificecidn
de acue rdo

Crécimién te Supe rfj
cisli gris,liocvacien
rupidea,

D@ acuérdo.de acuer
do,8alvo color verdo
#0-grise =

Delgado-tran@rarente

Puntiforme colonias
color croms mat tar.
de unidu® y &ITUGgE-
das

abundsn t&,blunco t1
rendo a guvis =

& Zrieeuns
Dulen®y 1-118
remificecidm
de acusrde

Feyrte ocreci.
miep te SRpPS T~
ficial gris,
licuecion
raplde

De acuoe rde~de
acuerdo,salvo
color verdoso.
gris.

Dalgade~trang
parente,

untiformeé co
lopies celor™
crema mag tas
d¢ unidas y
arruged «s

aburdar t&,
blepnce tlirena
do & gris
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Utilii&eién de azﬁ(;ar DOT A, griseus (1)

azicures a. griseus a. griseus
Tt Haksmen n° 4 Dlewey L.118
Glu0088 —amaneaean -——— - : : -
LOVUIO0BE mmmccacana- - - -
Ar&binos; ammm .. - .

X11088 aeawnemmeanaa - - -

1950088 macmcacmann~n - - +
Galactoss wcace=ma=~- - - -

RONo8g a~ecmm=cax -——— 2 -

90rbodE anaccmnnnn - - .

SUCTrefE wanmmn=a -~ — - -

LacioPg ax-m~~voana e - -
Coyobios® wm=cem-maad + -
HNalto8g wecccnmm-aaa - & -

Refirn 0B@ awwcmcwm~anad : o

IN 01in@ aee==~emmmead, - -
Dextring awer=a~==-- “—a - -
Selicina ~=---- cmm—— L .

(1) 0;05 % d@ wzdcar en buse de oalde nutritivn.. Consig-

n,ado como /4- 81 85 % o mas de wuzdcer @6 utilizé en trep dies

de orecimiénte sume rgide.

Cenfirmude én «gent@ 9intdtiog

(334)23;904, & excepcio'n de ls arabinose gue tempoco sSoporte

el crecimiente.

i1



B&oistancia da A. grlaeaa a la. estreptomicina

Microgramos estreptomicina , crecimiento rayas
por mi agar griseae A griseos
Y/akarrsBo nc4 Duianey L-118

0

2 00

4 00

6 00

8 00

16 00

(1) método rayas agar, inooalo esporas.

ios estados anteriores indican claramente que i*
nuev* raza, griseas Daleney L-118 se caracteriza definida-
mente por ser ana raza de A* griseas y ademas ana raza diferen-
te y definida por virtud de ao alta produccion de ostiSptomi-
cina y su alta resistencia a la misma.

Incluso rendimientos mee altos de estreptomicina
paseen obtenerse propagando A.griseas Dalsney i-116 y otras
razas de alto rendimiento en agentes que favorecen particular-
mente ei crecimiento ,y la elaboracion de estreptomicina do
dichas razas. r,eto se representa claramente en el siguiente

ejemplo;
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BIJEMPL O IX,

Se prepararin egeptes de formentacién de la compofioicn #iguiein-
te
Componen & “gente & agent® B
HBerina de soya 2z % 2.6 %
Dextrose 1% 1.5 %
Solubles secos de
destiladores 0.5 % 0.76 %
NaCl 0;25% ' 0.25 %

dgue hus ta 100%

Fre80e8 que contenien ®8to8 agentes se inoculeron
con un creaimiento ve getative de A‘.griaeus Duleney L-118 obte.
pide én @]l ejéemplo X, y los agenfe'a inoculedos ®e indubaren
8 28267. en condiciones de aireucidn suws rgide dorante 3.6 diu'.
4 este tiempo, loe epsayos mostraeren que los mediod fermen tem
dos o culdes centepisn 900-.950 microgremos/ml de estréeplomicina
en €l caso del agente 4 y aproximadamep te 13100 midmgﬁm'/m
en €l ceeo del apente B;

Rendimientos de orden comparable® s8¢ han obténido por
fer.entacion airveds Sone rgida empleé endo 108 mimos medies, y
conducide &r €Scale d° une instalacion piloto ep fermentedores
de unos 6000 litros de cspacided, y en ©ccela d¢ instalscidn
e¢p fermor t.Hdoree do unod® 60000 1itros de ocspscidad,

Anque los agintés empleedos én ©1 @jémplo IX se
ipoculeron ¢on un créciuwionto vegwt.tivo 4@ A‘.grisena Tulaney
Le118 ~ @ be entepnderse que se obtiepep resultados similgres
'empleemdo como ingonlo tne 8uspension de osporssd e A‘,griaeug

Dulan€®y L=118,
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Este solicitud que corrésponde a la preseptads en

los Eetades Unidos 49 umfrice, €1 14 @e fobrero 4o 1946,
bajo €1 numero 8,308, se 8Cog® & loa bepeficioe del artiocule

61 del vigente Ketatuto de Propi®dad Industrial.
- 0T & a

Le8 punto® d¢ invencior propis y nudvVe qua se pre
senten pare qué sSedn objeto de este Patepte d9 Invepcidn en
Espefle por VEINIR afios, eon 108 Signientes; '

) ’15.; Un precedimiento que comprénde gomete r una
raze 39 ., griseus résisternte s lu 6streptamicinu & la acoién
de on uzgente transformudor ep condiciones tales que lg muyode
riw 3¢ las eéepora® se mueran, sembrar 1us ésporae sobrevivieg-
te8 én placed de eger putritive, traneferir celonias de acti-
nomice tos desarrollados 6n agar nutritivo a tubos de epsaye
inciinadoe d° sger psre la eSporulmcidn, prepagar las espo-
ree esi desarrollales ep ugentes putritives sepursios duren-
té unos 3.4 dias, y epcayar 108 ugentes fermentades ep cuwmto
al] contepido de estreptomicine; seleccionar uné razse que ofr_e_
e un réndimlento de estreptomicina por lo mepos de .,.49-'505
mes al 0 yoe la raza gedre resistente, yrrepetir el trite~
miento cm ur_\l wg®nte mtante, siguiendo hles'to la 2lenbra,
esporalacion, propagucidn, €nsayo y 5€19ccidn pars desarroe

1lar lus ruzaB 40 4,priseud treg8formedss 48 réndigiento mas

- 14 .

~— -
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aito para desarrollarlas hasta que se obtiene unamutante
g.oe constablemente ha de producir por lo menos 800 microgra-
mos”™ai de estreptomicina al propagarse en un agente nutriti-
vo, con Condiciones de aireacién sumergida.

2s.- Un procedimiento segun se reivindica en el
ponto 18+ en ei cual ei agente transformador ea ei rayo ul-
travioleta.

38.. Un procedimiento segun se reivindica en ei
ponto 1$ en el cual ei agente transfomador es mostaza de
nitro®no.

4s.- Un procedimiento segun se reivindica en los
pontos 1$ a 29 en ei cual ei coltivo inicial es coa raza de
4. griseas que crece en un medio nutritivo que contenga coa
concentracion inicial de estreptomicina de por lo menos
500 miorogramos/mi.

58.- Un procedimiento segun se reivindica en los
pantos 18 a 4s, que incluye preparar estreptomicina propagan-
do en un medio natritivo acuoso en oondicionee de aireamiSnto
sumergidas, dicha raza producida por el procedimiento reivin-
dicado en los puntos is a 48.

68.- Un procedimiento segun se rSivindioaen los
puntos 18 a 6s que incluye la preparacion de estreptomicina
propagando en un medio nutritivo acuoso, en condiciones de
aireacion sumergida, el organismo A. griseas Dalgney L-H8.

78.- Un procedimiento segun se reivindica en lee
puntos 18 a 69 que incluye preparar estreptomicina inoculan-
do un agente nutritivo acuoso con un creoimiento vegetativo
de A. griseas Dulaney h-ns, e incubando ei medio Inoculado
a temperatura de unos 2880. en condiciones de aireacion su-

mergida.
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82.. Un procedimiento segun *3 reivindica en lo*
pontee is 6c que incluye preparar eatraptomicina inoculan—
do un ugpnte nutritivo acuoso con una suspension de esporas
de a. griseas Dnisney L-116 e incubar el agente inoculado a
temperatura de unos 2820 en condiciones de aireacién sumer-
gida.

9B,. Un procedimiento segin se reivindica en los
puntos 19 w 8e que incluye preparar estreptomicina en rendi-
mientos de 900-1100 microgramos/nl de agente fermentado pro-
pagado en condiciones de aireaciéon sumergida en un a”nta
nutritivo acuoso que tiene aproximadamente 2-2.6 % de harina
de soya, 1*!.5% de dextrosa, 0,5-0,76 % de solubles secos
de destiladores y 0,25 % de PaCl, una raza de alto rendimito
to de a. grissua; caracterizada como resistente a una concen-
tracion inicial de estreptomicina de por lo menos 500 micro-
gramos/ml, y caracterizada ademé&s por li* produccién constan-
te de por lo menos 800 microgr-mo*/na de -atreptcmicina.

10s.- Un procedimiento segln se reivindica en io0s
puntos is a 9s que incluye preparar estreptomicina en rendi-
mientos de 900-Hoo microgroBOS/ml de agente fermentado pro-
pagado ei organismo griseos Dulaiey L-118 en condiciones
de aireacion sumergida en un agente nutritivo acuoso que con-
tiene t*roxim”~o”n”“nta x-2.6 da h”~rin&de aoy”., 1-1.6 % As

dextrosa, 0,5-0.76 % de solubles secos de destiladores y
0,26 % da NaCl

lis.- Un procedimiento segun se reivigdioaen los
puntos 92 y 102, ep cual dicha raza es un crecimiento ve.
gstativo do a. griseus Dulsney L-118.
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12* .— U procedimiento segon reivindica en loe
puntee y lue, ~ " cusi dicna reza es una suspension de
esporas de A griseas Duianey 1-116.

I"B.A*  Un procedimiento segbn se reivindica en los
puntos IB a i2%, en el cual ia aeaeada raza A. gneeus se ob*
tiene sometiendo A. griseue Wakaman nB 4 a la aooién del
agente transformador.

3L4B— Un procedimiento virtualmente como arriba

se describe*

11?B,~ Un procedimiento para la preparacion de
antibidticos*

Tal y como so na desoi*ito un la memoria que ante**
oeds y como ios fines que se nan especificado*

Reta memoria consta de diecisiete nejas escritas

por una sola cara*

11 MAY. 1949
F.A*

A\Vberto de Etzaburu

MALA PEPRODUCCION
POR OEPECTO OSL

Cn/-
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