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MEMORIA DESCRIPTIVA

para solicitar -

PATENTE DE INVENCION
8 n
ESPAW A
por VEINTE afios

‘a'nombre de “WERCK & CO., INC., entidad norteamericana, esta-

blecida en 126 Bast Lincoln Avenue, Réhway, liueva Jersey,

Bn la solicitud de Patente nimero 187.020, pre-

sentada el 12 de Febrero de 1949, se han descrito procedi-

. Estados Unidos, por:
"UN PROCEDIKIENTO PARA L& PRODUCCION DE ESTREP-
TOLILCINAY.
= O~ 0% Om O= O= 0= 0= 0= 0= 0= 0= 0= = G= O= 0= O= O O= D= O= 0= G O= O= O= O~ O= 0= O~
Este invento se refiers u la produccidn de es~
treptomicina. v, mis particularmente, a procedimientos para
iy obtener estreptomicina en rendimiento zumentado por la uti-
. lizaciln del cultivo nuevo y distinto de Streptomyces gri-
"5 Bous que luego se describe y caracteriza.

-mientos para produeir estreptomicina en rendimientos del or-
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den de 800 a 1100 mégrs/ml. por medio del cultivo nuevo ¥y
distinto de 8. griseus Dulaney L=-118. Este cultivo se ob-
tuvo sometiendo esporas de una cepa de S, grisaus‘caracte—

rizada como resistente a una concentracidon inicial de 6s- .

s L 4 ~
. treptomicina de al menos 500 mcgrs/ml. a la accidn de luz

ultra-violeta, dsjando que las esporas que sobreviven a

~tal tratemiento crezcan y seleccionando de las colonias re-

sultantes de S, griseus las que exhiben una capacidad in-

.crementada para producir estreptomicina, sometiendo de nue-

vo esporas de 1as colonias selesccionadas & la ccidn de luz
ultra-violeta y repidendo el desarrollo de las colonias, la
seleccidn v la irradiacidn de las esporas hasta que se ob-
tenfa una cepé modificada de S, griseus que possla 1lsa capa-
cidad de producir consistentements estrestomicina con roen-
dimientos de al menos 800 nmczrs/ml.

Aun cuando los rendimiéntos de estreptomnicina
de 800 a 1100 megrs/ml. producidos por el cultivo de S. gri-
Seus Dulansy L-118 son marcadements superiores}a los gque
pueden obtenerse con cepas de S. griseus anteriormente dis-
ponibles, se ha descubierto shora que los rendimientos de
estreptomicina pueden aumentarse todavia a unos 1800 a 2200
mcgrs/ml. utilizando el cultivo nueveo ¥y distinto gue luego
se designa S, griseus mutante albus (Dulaney Z-38). ZEste
nuevo cultivo o mutante se obtuvo sometiendo esporas dae S.
grs eus Dulaney B a la acciSn‘mutante de luz ultra-violeta
¥ reyos X blandos. ®l procedimiento experimental que condu-
jo al aislemiento del nuevo mutante fud como sifue:

Esporas de S. griseus Dulaney I-118 59 lavaron
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desde un erecimiento superficial con agua destilada vy esté-
ril, y la‘suspensién resultante de esporas se filtré a tra-
vés de varias capas de algoddn sbsorbvente sstdril. La sus-
pensidn de esporas filtrads se eXpuso luszo a rayos ultra-
violeta con una longitud de onda de 2,537 2 durante un tiem-
po suficiente, unos 2 minutos, pars matar aproximaduments el
99% de las esporas. La suspensidn de celdas trotadas se di-
luyd lusgo con agua destiladua, ¥y una cantidad de la éuspen-
sidn dilufda se extendid sobre placas de Petri de ager nu-
tricio, es decir, un medio acuoso que contisne 2,5% de glu-
cosa, 4% Ge harina de soja, 0,25% de cloruro s8dico, 0,5%
de solubles de destilerf{n y solidificado con sgar. Después
de incubacidn hasta gue tuvo lugar un dbuen crecimiento v es-
porulacibn, laz colohias se transfirieron a cultivos inecli-
nados de agar del mismo medio y,.después de incubacidn has-

ta gue tuvo lugar un crecimiento y esporulacidn buenos, ss

‘afiadid agua estéril = cads uno de los cultivos inclinados,

¥y se prepararon e cada uno da =21llos suspansionss separadas

ds esporas.

Cantidades de cada suspensién de esporas Se trans-—

firieron & matraces que contonfun un msdio de indculo com-
puestos de 1% ds glucosa, 1% de producto de la digestiln en-
zim8tica de casefna, 1% de cloruro de sodio, 0,6% de extrac-
to de carne, y agua destilada hasta coupletar sl volumen.

. . . &
Los matraces inoculados se incubaron lusgo con agitacion

constante durante 48 horas, ¥ ol creecimiento vegetativo que

se desarrolld se usd para inoculuer matraces de medio acuoso

) > « ¥ ) -
de fermentacidn que tanfe la composicion: 2,5%» de glucosa,
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4% de harina de soja, 0,25% ds cloruro sdaico y 0,5% de so-
lubles ds destilerfa., Bstos mntraces inoculados se incuba-
ron luego & 289C con agitacidn comstuants durante % a 5 dfas
pare permitir lu mixima profuccibn de estreptomicina.

Los unteriorss procsdiaientos de uutacidn y se-

leccidn sz revitisron con suapensiones adicionzles de sspo-

ras ds 8. griseus Dulansy 1~113 haste que se obtuveo un mu-

P A = I ASAS A

tante con une produccibn supsrior de estreptomicinu, como se
puso en evidaencia por un rendiuiento incrementado'en al na-
traz e foraentucidn,

| Una sucpennidn de esporus sn ugua destilada de’
aste mutante superior se desiznd 0-3 7 se axpuso a la aridn
dé rayos X blandos hasta yue wmurid aproximadamente el 99% da

‘ . .. :
las esporas. XEota suspensidn trotads se diluyd con asua des-

5]

tiladz, se dispuso en placas de azar nuitricio para el desarro-

llo de los eaporus, ¥ lus @

PS -.

porus resultuntss se usaron pa=-

{51

ru inoculur matruaces de medio de indculo v matraces de medio

ds Termentacidn de acuerdo con sl procedimiento untes descri-

to.

4sl se obtuvo un mutante nuevo y superior a par-
tir da2l 0-3 y se desiznd R-315. Las esporas ds sste unutan-
te R-315 se traturon similurasentz con rayos X 7 desds los cul-
tivos asf obtenidoc sz salecciond =1 mutante T=535 co0mo sus=-
tancia patriz para el trabajo de mutacidn ulterior. <Las es-
poras del umtante T-535 so trataron con luz ultravioleta y ge
selecciond el mutante V148 de los cultivos rasultantes. Uno
de los productos aislados naturcles de mut:snte V-148, es de~

N - - » i g x
¢ir, la cepa X-69, resultd ser un productor superior de es-



20

"25

30

treptomicina y, a su vez, fud tratado con luz ultravioletsa
dando el mutante superior 2-38, al gue se hace luego refe-
rencia con més detalle como S. griseus, mutante albus (Du-

laney Z-38). Bl diagrama siguiente ilustra la geneologia

de la cepa Z~38,

luz ultravioleta rayos X

1-118 3> 0-3 ———ndy R-315 sy T=535

luz ultravioleta

rayos X

o]

ro

. Ny
4; producto aislado natural
V=148

&—

luz ultravioleta

Las propledades morfddgicas comperativas y las
reacciones biocufmicas como se dan en ianual of Determinati-

ve Bacteriology, de Bergey, y segiin fusron observadas psra .

—> 2-38

445>1L69—

S. griseus Dulaney 1-118 y S.griseus, mutante albus (Dulaney

Z2-%8) se tabulan como sigue:

Caracteristicas de ¢ ultivo de S. grisesus

Manual of Determina-
tive Bacteriology,

S. griseus
1-118

T S s W B N WU W GRD 0% WAL Ye FAn TN N Wt S A T S Ve ek e e W Dy O 6 Sab S T U S S W G WP G GH W S e e Way S G G S e WP Brn S s S s e T e vee GO S Ve

de Bergey.
Fila- Ramificacidn, unes
mentos Pocag espirales
Coni~ En forma de vari-
dios llsh ailindrica

corta, 0,8 x 0,8
a 1,7 micras,

Varilla Crecimiento super-

de ge- ficlal verde ama-

latina rillento o de color
cremea, matiz par-
dyzco, licuacidn
rapidea, :

Recto, ramifi-
cacidn, sin
papiralss

Conforme

16 dilas, 50%
del medio, li-

cuado (color

no rsgistradog

Recto, ramifi-
cacidn, espira
les ocaslonales

Conforme

16 dafas, 25% £
del medio, li- :
cuado {color '
no registrado)
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Agar dex-
trosé.

Agar sim-
ple

¢aldo de

Lechada
ds tor-
nasol

pataidh

Reduccidn.

Pigmento.

Tensidn de
ox{geno.

Delgudo, ¢ﬂﬁoloro,
extenéidq, micslio

aéreo, oliva cane-
la, grueso, pol-
vo, verde agua.

Extendido delgado,
transparente.

Elevado en el cen~
$ro, de color cre-
ma 8 naranj8 rae-
diado, margen
desgastado

Abundantse, color
crema, casi
transparente.

abundante, pae=-
1fcula amaerillen-
ta con matiz ver-
deso, muy ple-
ga&a .

-anlllo de color

crema coagulado
con répida Dep=-
tonizaclon, con-
virtidndose en
alcalino.

amarillento,
arrugado.

Hitritos produ-
cidos desde
nitratos.

No soluble
Aerobica

198931

Crecimientos inco- .
loro sin micelio
aereo.

Delgado, extendi-
do, no trasnspa-
rente,  crecmien-
to crema, almi-
don hidrolizedo.

Crecimiento des-
vafdo extendido,
incoloro.

Incoloro, creci-
miento transpa-
rente.

" pelfcula (color

¥ tipo no ob-
servados)

peptonizado (pH

.del sustrato y .

color y tipo de
crecimisnto su-
perfiecial no
observados).

creclmiento pe=-
sado, gris; ru-
goso; oscureci-
miento de la
patata.

Witritos produ-
cldos

No soluble
Aerobicyg

Crecimien-
to incolo-
ro sin pi—
celio aereo.

Delgado ex-
tendido, no
transparen-
te, creci-

miento cro-
ma, almigon
hidrolizado

Crecimiento
desvesido,
extendido,
incoloro.

Incoloro,
crecimien-
to trans=
parente.

pelicula
(color ¥

tipo 1o Qb
servados)

Peptonizea-
do (pH del
sustrato y
color y *ti-
Po de cre-
clmiento

superfi-

¢lal no ob-
servados).

crecimiens
to pesado,
canela; TIu-
go0sSo; Os-

curecimien-

to de lm

atata.

Og

. producm&ﬁy

o soluble

Aeroblea.
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Ensayos adlcionales no mencionados por Bergey dileron los re-
sultados siguientes:

Ensayo

. n e (2 S W Mg Tt S S W -

Descomposicidn de
la celulosa.

" Agar de malato

de Ca

Agar de tirosina

Agar de fosfato

Ager de soja {com-
posiclon, véase

, nagina 2 1i{neas

y 2).

Agar con 1% de
extracto de leva-
dura y 0,5% de
glucosa.

R (1)
Inoculo de ospPO~-
rag sSobre agar de
buey ¥y
B244

Indculo vegetati- (3)
vo sobre Agar de

- buey y levadura
Difco (Ne B2i4)

evadura (2)

S. griseus L-118

Sin descomposicidn

Crecimiento ligero

Sin crecimiento
aparente

Hifas que contle-
nen esporas, en
aglomeraciones.

Esporulacidn abun-
dante, esporas
grises a verde
griséceo

Esporulacidn
abundante.

.
Esporulacion . -
ligera

Como un 80% de

las colonias mues-
tran esporula-
cibn (5)

S. riseus 2-58

v 20 G WP e o o 2ot e e U s G2 2 S B W

Sin descomposicidn.
Crecimiento ligero.

8in crecimiento
aparente

Micelio vegetativo.

Bsporulacidn abun-
dante, esporas
blancas.

Sin esporulacidn

Practicamegte sin
esporulacidn (4)

lMenos de 1% de las
colonias muestran
esporulacidn (5)

(1) Esporas de matraz de Blake de agar en suspensidn en agua
destilada como antes se ha d escrito.

(2) La .composicién del Agar de Difco de buey ¥ levadura (N
’ B244) es como sigue:

1 .c. de
Ingrediente gggygsagggso?o c.cC

Extracto de Buey Bacto. 0,15
Extracto de levadura Bacto. ,3
Peptona Bacto. 0,6

Dextrosa Bacto. ‘ 0, 1
Agar Bacto. . 15
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(Nota: A este medio se le afiadio 1 gr. por 100 c.c. de .
agar deshidratedo Difco para dar un medio soll- ;
dificado més firme. -

(3) El indculo vegetativo se prepard por inoculacidn de 40
c.c. de un medio lIguido ssteril que luego se describg
en un matraz Erlenmeyer de 250c.c. con tapbn de algoddn
:,ﬁgnnmadbua 27¢C durante 20 horas sobre un agitador ro-

ativo.

B T

El medio usado para el desarrollo del indculo vegeta- ;
tivo tenfa la siguiente composicions

Ingredients, Grs, por 100 c.c. de medio acuoso
N~-Z-amina (enzima . 1
de casefna hidro-
lizada)
dextrosa . 1
axtracto de buey 0,3

 (4) Al inocular con esporas, esporas de un cultivo enmatraz

de Blake se pusieron en suspensidn en agua estéril a
una dilucion suficiente de modo gue cuandoss reyaron So- 1
bre el medio de ensayo y se incubaron & 27%2C durante ;
unos 6 dias, se desarrollaron colonias separa@as ¥ se. ¢
examinaron individualmente para la esporulacion.
(5) Un busle de indculo vegetativo,, preparado como ss ha
: desaxito an la Nota, (3), se rayd sgbre el medio de ensa-
yo. La dilucion fué tal que despues de incubacion de
la placa de emsayo durante unos 6 dias a 278G, se desa~
rrollaron colonlas separadas y se examinaron indivi-
dualmente en cuanto a la sesporulacion.
Los ejemplos siguientes se dan como procedimien-
tos ilustrativos para la produccidnf® estreptomicina usando
el nuevo cultivo S, griseus, mutante albus (Dulaney 2-38).
Ejemplo 1 '
Esporas de cultivos inclinados de agar nutriclo
de la cepa 8., griseus L-118, X-69 y 2-38 a que ante-s se ha
hecho referencia, se usaron para inocular matraces separa- ?
dos qus contenfan el siguiente medio nutricioe: 1% de gluco-
sa, 1% de digestidn enzinftica de oasefna, 1% de cloruro so=-

dico, 0,64 de extracto de carns y agua destileda hasta comple-
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tar el vol@imen. Los matraces que contenfan elBedio inoecule~
do se lncubaron sobrs un dggitador rotativo & 28%C hasta que
se produjo un buen crecimiento. Despuds de 48 horas de in-

cubacidn, este crecimiento vegetativo se usd para inocular

fﬁ 5 matraces Erlenmeyer de 250 mls. que contenfan 40 mls. del
medio siguiente:
Glucosa . 0" " s o » . 2,5%
Harina de soja. .« « = 4 %
: Oloruro de sodio .+ « « « ¢« 0,25%
10 Solubles secos de destiloria 0,5 % .
‘ Agua destilada ., » + o hasta volumen

pE antes esteriliéacion . o 7,

Los matraces que contenfan el medio inoquladé’ L
se incubaron sobre un agitador rotativo, a 220 r.p.m. & 28%C,
- 15  hasta que ss obtuvo la méxima produccidn de estreptomio-ina,

. medida por el ensayo ém cubeta con Bacilus subti is. Los re-

A A e

sultados del experimento coiparativo se dan en.la tabla si-
gulente:
} : 'v
- Potencia del caldo de estrepto—
20 micina 7' /ml. después de
. Jepa NR, 4 5 dafas
L-118 670" 635 T
X-69 : 860 - 1480
2-38 . 1205 2000
25 + El rendimiento en estreptomicina es bajo pare la cepa
1-118 debido al hecho de qug la temperatura de incuba-
oion es mayor que el valor optimo para la ce-pa I-118.
. Ejemplo 2 '
. Un fermentador de 5 litros se cargd con 3,2 1li-~
- 30 tros de un medio que contenfa 4% de harina de soja, 0,25% des

cloruro de sodio, 0,5% de solubles de destilerfa, 2,5% de

dextrosa, y agua destilada hasta completar el volumen. Tam~

bién se aiiadieron al mefo aproximadamente 0.5 p.p.me 36 co- §
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balto como nitrate de cobalto, y el medio, despuds deveate—.
rilizacidn, se inoculd con 5% de un cultivo vegetativo de

S. grigeus, mutante ulbus (2-38). Otro farment&dor'de 5 li-
tfos se cargd con 3,2 litros de un @edio que contenfa %% da
harina de soja, 2% deo dextrosa, 0,75% de solubles de desti-
lorfa, 0,25% de cloruro de sodic, agua destilada hasta com-
pletar el volfimen ¥ 0,5 p.p.m. de cobalto como nitrato de
cobalto. Este medio, dsapuds de esterilizacidn, se inoould
con 5% de un cultivo vegetativo de 8. grissus Dulaney I~118.
Los dos medios inoculados sea incubaroﬁ a 27%C, con agitacidn
mecdnica y aireacidn hasta que se obtuvo en ceda uno la pro-
duccidn méxima de estreptomicina., ALl final de la fermenta-
ci8n, los siguientés rendimientos de estreptomicina y vite-

mina Bl2 fuaron obtenidos:

__Bstreptomicin B,, alslada color refe-
méximo, Tlempo de magxﬁo rﬁa a vollmen de 4000

Inéculo megrs/ml. -horas. litros, mgrs.
L-118 1140 113 ¢ + 950
z-38 1830 + 118 + + 0

4+ Bl rendimiento en estreptomicina con ¢-epa B-38 habfia
sido algo mayor si se ,ublera empleadc en este experi-
mento la temperatura optima de 28,5%C.

+ ¢ En fermegtadgres de 60.000 litros, el tiempo para la

produccion méxima de estregtomlcina es de 80 horas pa- .
ra I-118 y 110 horas para

Ejemplo 3
Se prepard un indculo propegando. esporas de S.
griseus, mutante albus (Duleney Z-38) en un medio estéril

que contenfa 1% de dextrosa, 1% de digestidn enzimftica de -

i
iy
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casefna, 0,6% de extracto de carne y agua destilada hasta -

wﬁﬂo:aaaav:vr

soe

completar el vollmen, en condiciones aireadas y agitadabiq
2720 durante 3 a 48 horas hasta que Se obtuvo un buen ore-
cimiento. Porciones de 1 ml. del caldo,regﬁltanta se usaron .
bara 1n6cﬁiar cada uno de una pluralidad de matraces que con-
tenfan ol medio antes descrito; y estos cultivos se dejaron
crecer a 2720 en condiciones ailrcadas y agitadas durante 20
a 24 hora-s hasta que se obtuvieron aproximadamente 5-7 ngrs/
ml. de crecimiento vegetativo (peso seco} y quedaron 3-4 mgrs/
ml. de aziicar. El contenidb de los matraces se mezcld luego
para dar indculo. para la produccidn real de sstreptomicina.

| Una plurélidad de fermentadores ds 5 litros se
cargaron con poréiones de 3200 uls. de medio estéril que con-
tonfa 7,54 de harina de soja, 2,75% de dextrosa, 0,5% de so~
lubles aeios de destileris, 0,25% de cloruro de sodio, 0,4 c.c.
Por 100 c.c. do acelte de soja ¥y agua destilada hasta comple-
tar el volfimen, que es el medio preferido para Z-38., Cada i
uno de los fermentadores se inoculd con 180 mls. del inbculo A‘é
preparado ¥y se inoculd a una temperatura de 28,5%C durante
112 a 118 horas con agitacidn mecfénica, comunicsda por un &r-
bol rotativo que llevaba una hélice, ¥y con eireaciln en con-
diciones variables., Los resndimientos de estreptowmicina ob-

tenidos con las diferentss condiciones de agitacidn y airea-

P TR i T L A

cidn se tabulan a continuacidn, siendo el rendimiento en es-
treptomicina en cada caso un promedio de valores obtenidos en

3.0 mds fermentadores separados.

- 11 -
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cusl se usd un indculo vegetativo de cultivo de 1-118 para

la fermentocidn a 279G del siguiente medio estdril preferi-

Efecto de la potencia sobrs la produccidn de estreptomicina.
con Z-38 '

Potencia total ab- Velocldad super- Rendimiento en estrep-

i
!
?
L
}ﬁ
P

sorbida HP/litro ficial del aire, tomicina megrs/ml. de
de,medlg de fer- . m/hora. csl~dos fermentados.
mentacion aireado. o e

0,0006 - 21,6 938,5

0,0012 11 - 1656

0,0018 11 1926

0,0023 | 11 : 1919

0,002% 11 2051

0,0057 _ 11 2077

Con fines comparativos, se realizd un experimen-~

to similar en los mlsmos fernentadores de 5 litros en el t . i

dot harina de soja 5%; dextrosa 2%, solubles secos de desti-
lerfa 0,75%, vy cloruro de &odio 0,25%. Los resultados obte—
nides fueron como sigue: k

Potencla total absor- Velocidad super- Rendimiénto/en oS-
blda, HP/litro de me- ficial del .aire, treptomicina mogrs/

dio de ferumentacidn hora. ml, de caldo fer- !
aireado. v '~ mentado. ;
0,0003 ' 11 ' ;50 :
0,0004 11 80 !
0,0006 11 ' 1000 -
0,0230 11 980 '

Como se observerd por las anteriores Tablas, el
aumento en la potencia'mecénica absorbida por litro de medio
de fermentacidn desde 0,0006 con cultivo de L-118 no incre-
menta el rendimiento de estreptomicina por encima de 1000
megrs/ml de caldo fermentado al paso que, con cultivo Z-38,

tal aumento en la potencia mecénica absorbida hasta 0,0024HP

- 12 -
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por litro de medio fermentado aumenta el rendimiento de es-

“treptomicina hasta 2000 mgrs/ml. de caldo de fermentacidn.

Ejemplo &4

Se repitis, como se describe en el Bjemplo 3,
el procedimlento de preparar un indculo de S, griseus, mmtan-
te albus (Dulesney 2-33) y usando este indculo pars imocular

porciones de. 3200 mls. de medio en una pluralidad de fermen-

'tadorés de 5 litros. Los medios inoculados sé incubaron lue-

20 é las dlferentes temperaturas como se ha indicado con agi-
tacidn mecinica constunte y alreacidn hasta que se obtuvo la
produceldn miAxima de estreptomicina. La agltacidn en cada

caso se aportd por medio de dos turboimpulsores que giraban

"a tal velocldad que la potencia total abéorbida era de 0,0023

HP/litrb. Bl,rondimientd en estreptomicina a las diferentes
tenperaturas de iﬁcubaci%n.empleadas se indica en la tabula-
ci®n sigulente, representando los valores en cada caso un pro-

medio de dos o mls fermentaciones saparadas.

Tomperatura 9¢ Rendimiento en estrep- Tlempo para el rendi-
tomicina megrs/ml. miento max. en estrep-
- tomicina, horas.

25 ' 1180 118
27 2041 118
29 2194 - 104
3 414 : 72

Experimentos adicionales han indicado qﬁe la tem~
peratura dptime de incubacidn con el organismo S. griseus,
mutante albus (Dulaney Z-38) es de 28,5%C.

Se repitid, como se describe en el Ejemplo 3, el

- 13 -
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é procedimiento de preparar un indculo de S. griseus, mutante

| albus (Dulaney Z-38) ¥ usahdo este indculo para inocular por-
ciones de %200 mls. de medio en una pluralidad de fermenta—
dores de 5 litros. Los medios, antes de la inoculacidn, se

5 ajustaron cada uno a valores predeterminados de pH por adi-

cidn de caustico, es decir, solucidn de hidrdxido s8iico, an-
tes de la esterilizacidn o despuds de ella, como Se ha indi-
cado. Los medlos inoculados se inoubaron luégo a una tempe—
ratura de 28,5'6 con agithcidn mecdnica constante y airea-

o ciSn'hasta-queise obtuvo la mixima produccidn de estrepto-
micina, siendo proporcionada la agitacidn en cada caso por

- dos turboimpﬁlsores.que giraban a tal velocidad que la po~

<. tencial total absorbida fud de 0,0023 HP/litro. Las fermen-

ey s £ 5 e L e e G ) G S e oo e TR LI L B e e ] 3 i A o i e it s A e
l

é, : taclones se rsalizeron como dos experimentos separadbs, uno

; ' 15 para determinar la eficacia comparativa del ajmte del pH an-
tes y despuds de la esterilizacidn, y otro para determinar
ol ajuste Optimo del pH antes de la esterilizacidn. Los
rendimientos en estreptomicina obtenidos en estos experimen~
tos se tabulan a continuaciﬁn, representando los valores en

20 cada caso un promedio de dos o mds fermentaciones separadas.’

s s R e e e T R S T S e

Efecto del sjuste del pH antes y despuds de la esterilizacidn.

S D G G NS D T S G G R G S S SES Gar G T v S D G . B D G G G W ST s s T T Wl s S D B Y S Y P e i TG e D (B S G ST U 4D S s

Tiempo para el Rendimiento en

PH inieial de rendimiento mé- estreptomicina,
la muestra. Ajuste del ximo en estrep- Mecgrs/ml.
PH. tomicina.
horas

6,6 7 antes esterilizacidn 112 1769

6,8 7 despuds " ow 118 1555

6,4 6,5 “ Ll 104 1378

6,2 6 " u 104 1266

- - 14 -
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25

35

198931im_;“

Efecto de diferentes 2justes del pH antes y deépués de la
esterilizacion. ‘ _ '

Ajuste del pH mls. de NaCH Tiempo para BRendimien-

30% afiadidog,entes de la la . pro- to en es-

PH ini- gsterilizacion. duccion ds treptomi-
cial de estreptomi- o¢ina,’

la mmestra. cine, horas. megrs/ml.
6,65 3,2 {pH aprox. 7) iz 1913
6,33 2,2 (pH menor de 7) 118 1859

25 4,2 (pH mayor de 7) 96 1799 °

- D G G T Ut B o S T B o et N AP S e e il M B T Aot W e B G T e P P P e S e ek e e S xS s Bep et S W KW WD Tl b W T W e S S

Por las tabulaciones que anteceden, es evidente
gque se obtienen mejores resultados cusndo sl pH se ajusta an-
fe s de la esterilizacidn y que sse obtienen rssultudos 5Pti-
mos cuando el PH se ajusta a aproximadamente 7% antes de la
esterilizaciSn. '

| Por los ejemplos citados, es evidente que pueden
usarse los §iguientes,criterids,»ademﬁs de los resultados tf-
plcos de ensa-yo ya eXpuestos, para distinguir el 8, grisens,
mutante albus (Duleney Z-38) de su antecesor, 8. griseus ﬁu—
laney {L-118); ‘

- - -
e o W S e S N Y . S O habadad s hntabadaduchatadied

Temperatura Optima de
fermentacién

Tiempo de ferpentacidn
para produccion maxima o
de estreptomicina 110 horas. 80 horas.
PH Optimo del medios:

antes de’la asto~

rilizecidn 7
despuds de la sste-
rilizacion

Potencia minima de agi-
tacidn ajsorhida para -
produccion maxima de o8-
treptomicina EP/litzo de
medio de fermentacion

“mireado

6,2 hnad 6,4

6’5 “'_ 6,6 6,1 - 6,3

0,0023. 0,0006

- 15 -
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f

¢ 4 (G
. 1989381
Rondimiento maximo aproxi-

mado 4e estreptomicina - S %
negrs de estreptonlcing por '

Pueden hacerse dlverscs cambios y modificaciones

ml. de caldo fermentado. 2000 1000 ;
Potencia en vitamina B12 del %
caldo fermentado. ninguna 950 mgrs. por
4000 }itros de -
caldo. )

al llevar a la prictica el presente invento sinapartarse por
ello de su espfritu y alcance. Bn la medida en qus tales
carbios ¥y modificacionses estén_dentro de los 1fmites de le
reivindicacidn anejs, han de‘considerarse que forman parts
del invento.

Esta éolicitud, que correspond;'a la presentada
en los Bstados Unidos, el 25 de Julio de 1950, bajo el K-
mero 175.891, se acoge a los benefiéios del artfeulo 51 del
vigente Bstatuto Ley sobre Propiedad Industrial. o

i
O e e s

B

Los puntos de invencidn propia ¥y nueva que se
Presentan para que sean objeto de esta Patente de Invencidn

en Bspaila, son los sigulentes:

- 16 -
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20

25

12.. Bl procedimisnto para la produccidn de es-
treptomicina, que comprende faermentar un medio nutricio acuo-

so por medio del organismo Streptomyces grissus, mutante al-

bus (Dulaney Z-38), que se ha descrito en esta Memorisa.

2f, El procedimiento segin se reivindica en el

'punto 1%,, en ol cual la formentacidn se realiza en condicio-

nes aireadas sumergidas.

3¢, EL procedimisnto segin se reivindica en los .

puntos 12, § 2¢,., en el cual la fermentacidn ss realiza en
condiciones mecénicaments agitadas. .

42, El procedimisnto segin se reivindica en
cualquiera de los puntos 12. a 32,., en el cual la fermenta-
cidn se realiza a entre 27 y 29%0.

52, El procedimiento segfin se reivindica en
cualquiera de los puntos 12. a 32., en el cual la fermenta-
c¢idn se rea-liza a unos 28,50C.

68. ¥l procedimiento segfiin se reivindica en
cualquiera de los puntos 19. a 5¢., en el cual el medio nu-
tricio acuoso es un‘medio estdril.

7¢, El procedimiento segfin se reivindica en
el'punto 62., en el cual el pH del medio nutricio acuoso se
ajusta a aproximadamente 7 antes de la esterilizacidn.

‘ 82, El procedimiento segfin se reivindica en
el'punto 6¢2., sn el cual el pH del medio nutricio acuoso se
ajusta aproximadaments a 6~7 antes de la esterilizacidn.

92, Un procedimiento para la produccidn de es-
treptomicina.

Tal y como se ha descerito en la Memoria que an-

- 17 -
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-
ado.
tecede y para los fines que se han espocific
te hojas la
Esta Memoria consta de diez ¥ siete hojas ¥
arae.
. presente, escritas a mAquina por una soL@ ©5°7
, ’ méquina 2 TH4ILY 190 -
adrid -
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4
e
‘
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