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para s o l ic i ta r  *

N T E  D E I N V  E N C  I  ON

e n

E S  P A Ñ  A 

por VEINTE años

a nombre de MERCK & CO., INC., entidad norteamericana, esta­

blecida en 126 East Lincoln Avenue, Raimay, Nueva Jersey, 

Estados Unidos, por:

"UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE ESTREP­

TOMICINA".
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Este invento se r e f ie r e  a la  producción de es­

treptom icina y , más particularm ente, a procedimientos para 

obtener estreptom icina en rendimiento aumentado por la  u t i­

liza c ió n  de l cu lt ivo  nuevo y d is t in to  de Streptomyces g r i - 

seus que luego se describe y caracteriza .

En la  so lic itu d  de Patente número 187.020, pre­

sentada e l 12 de Febrero de 19̂ *9 3 se han d esc rito  procedi­

mientos para producir estreptom icina en rendimientos de l or-



3en de 800 a 1100 mcgrs/ml. por medio de l cu lt ivo  nuevo y 

d is t in to  de S. griseus Dulaney L-118. Este cu ltivo  se ob­

tuvo sometiendo esporas de una cepa de S. griseus caracte­

rizada como res is ten te  a una concentración in ic ia l  de es­

treptom icina de a l menos $00 mcgrs/ml. a la  acción de luz 

u ltra -v io le ta , dejando que las esporas que sobreviven a 

t a l  tratamiento crezcan y seleccionando de las colonias re­

sultantes de S. griseus las que exhiben una capacidad in­

crementada para producir estreptom icina, sometiendo de nue­

vo esporas de las colonias seleccionadas a la  cción de luz 

u ltra -v io le ta  y repitiendo e l d esarro llo  de las co lon ias, la  

se lección  y la  irrad iac ión  de las esporas hasta que se ob­

ten ía una cepa modificada de S. griseus que poseía la  capa­

cidad de producir consistentemente estreptom icina con ren­

dimientos de a l menos 800 mcgrs/ml.

Aun cuando los rendimientos de estreptom icina 

de 800 a 1100 mcgrs/ml. producidos por e l cu lt iv o  de S. g r i - 

seus Dulaney L-118 son marcadamente superiores a los  que 

pueden obtenerse con cepas de S. griseus anteriormente d is ­

ponibles, se ha descubierto ahora que lo s  rendimientos de 

estreptomicina pueden aumentarse todavía a unos 1800 a 2200 

mcgrs/ml. u tilizan do  e l  cu lt ivo  nuevo y d is tin to  que luego 

se designa S. griseus mutante albus (Dulaney Z-38) .  Este 

nuevo cu ltivo  o mutante se obtuvo sometiendo esporas de S. 

grtseus Dulaney &9J8a la  acción mutante de luz u ltra -v io le ta  

y rayos X blandos. El procedimiento experimental que condu­

jo  a l aislam iento de l nuevo mutante fue como sigue:

Esporas de S. griseus Dulaney L-118 se lavaron
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desde un crecim iento su p e r fic ia l con agua destilada  y esté- 

r i l ,  y la  suspensión resu ltante de esporas se f i l t r o  a tra ­

vés de varias capas de algodón absorbente e s t é r i l .  La sus­

pensión de esporas f i l t r a d a  se expuso luego a rayos u ltra - 

5 v io le ta  con una longitud de onda de 2.537 í  durante un tiem­

po su fic ien te , unos 2 minutos, para matar aproximadamente e l 

95% de las esporas. La suspensión de celdas tratadas se d i­

luyo luego con agua d estilad a , y una cantidad de la  suspen­

sión d ilu ida  se extendió sobre placas de P e tr i  de agar nu­

lo  t r ic io ,  es d e c ir , un medio acuoso que contiene 2,5% de glu­

cosa, 4% de harina de so ja , 0,25% de cloruro sódico, 0,5% 

de solubles de d e s t ile r ía  y s o lid ific a d o  con agar. Después 

de incubación hasta que tuvo lugar un buen crecim iento y es- 

* porulación, las colonias se tra n s fir ie ro n  a cu ltivos  in c l i -

.*15 nados de agar de l mismo medio y , después de incubación has­

ta que tuvo lugar un crecim iento y asporulación buenos, se 

añadió agua e s té r i l  a cada uno de los cu ltivos inclinados, 

y se prepararon de cada uno de e llo s  suspensiones separadas 

de esporas.

20 Cantidades de cada suspensión de esporas se trans­

f ir ie r o n  a matraces que contenían un medio de inoculo com­

puestos de 1% de glucosa, 1% de producto de la  d igestión  en- 

zim ética de caseína, 1% de cloruro de sodio, 0,6% de extrac­

to  de carne, y agua destilada hasta completar e l  volumen.

*25 Los matraces inoculados se incubaron luego con agitación

.constante durante 48 horas, y e l  crecim iento vege ta tivo  que 

se d esa rro lló  se usó para inocular matraces de medio acuoso

de fermentación que ten ía  la  composición: 2,5% de glucosa,
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4% de harina de so ja , 0,25% de cloruro sódico y 0,5% de so­

lubles da d e s t i le r ía .  Estos matraces inoculados se incuba­

ron luego a 28*0 con agitación  constante durante 4 a 5 días 

para perm itir la  máxima producción de estreptom icina.

Los anteriores procedimientos de mutación y se­

lecc ión  se rep it ie ro n  con suspensiones adicionales de espo­

ras de S. griseus Dulaney L-118 hasta que se obtuvo un mu- 

tante con una producción superior da estreptom icina, como se. 

puso en evidencia por un rendimiento incrementado 'en e l ma­

lo  traz de fermentación.

Una suspensión de esporas en agua destilada  de 

este mutante superior se designó 0-3 y se expuso a la  aoción 

de rayos X blandos hasta que murió aproximadamente e l  de 

las esporas. Esta suspensión tratada se d iluyó con agua des-- 

15 tliada-, se dispuso en placas de agar n u tr ic io  para e l  desarro­

l l o  de las esporas, y las esporas resultantes se usaron pa­

ra inocular matraces de medio de inoculo y matraces de medio 

da fermentación de acuerdo con e l procedimiento antes descri­

to .

20 Así se obtuvo un mutante nuevo y superior a par­

t i r  del 0-3 y se designó R-315* Las esporas de este mutan­

te  R-3I 5 se trataron similarmente con rayos X y desde los cul­

t ivo s  así obtenidos ce seleccionó e l mutante T-535 como sus­

tancia matriz para e l trabajo de mutación u lte r io r ,  la s  es- 

25 poras del mutante T-535 se trataron con luz u ltra v io le ta  y se 

selecciono e l mutante V-148 de los  cu ltivos  resu ltan tes. Uno 

de los productos aislados m a tu fies  de mutante V-148, es de­

c ir ,  la  cepa X-69, resu ltó  ser un productor superior de es-

' 6
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treptomicina y , a su ve z , fue tratado con luz u ltra v io le ta  

dando e l  mutante superior 2- 38, a l que se haca luego r e fe ­

rencia con más d e ta lle  como S. g r iseu s . mutante albus (Du- 

laney Z-38). El diagrama sigu ien te ilu s tra  la  geneología 

3 de la  cepa Z-38.

10

15

2.0

'25

30

luz u ltra v io le ta  rayos X rayos X
L-118 — -------------------- ^  0 -3 --------------^  R-3 1 5 — ^  T-535

luz u ltra v io le ta i
V-148.

producto a islado natural luz u ltrav io le ta  
^.X -69^— —----— ^  Z-38

Las propiedades morfdt^icas comparativas y las 

reacciones bioquímicas como se dan en Manual o f Determinati­

va B acter io logy , de Bergey, y según fueron observadas para 

S. ariseus Dulaney L-118 y S .g r is eu s , mutante albus (Dulaney 

Z-38) se tabulan como sigue:

C aracterísticas de c u lt iv o  de S. griseus

Manual o f Determina- S. griseus S. grisaus
t iv e  B acterio logy, 
de Bergey.

L-118 Z-38

F ila -
ment os

Ram ificación, unas 
pocas esp ira les

Recto, ram ifi­
cación, sin 
esp ira les

Recto, ram ifi­
cación, espira­
les  ocasionales

Coni­
dios

En forma de v a r i-  
l lq á  c ilin d r ic a  
ccxrta, 0,8 x 0,8 
a 1 ,7  mieras.

Conforme Conforme

Varilla 
de ge­
la tin a

Crecimiento super­
f i c i a l  verde ama­
r i l le n t o  o de color 
crema, matiz par­
d isco , licu ación  
rapida.

16 d ías, 50% 
del medio, l i ­
cuado (co lo r  
no registrada)

16 d ías , 25% 
d e l medio, l i ­
cuado (co lo r 
no registrado)
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Agar sin­
t é t ic o .

Delgado, deco loro , Crecimientos inco­ Crecimien­
extendida, m ice lio lo ro  s in  m ice lio to  iitco lo-
aereo, o liva  cane­ aéreo. ro  s in  mi­
la , grueso, po l­
vo , verde agua.

c e lio  aéreo.

Agag a l­
midón

Extendido delgada Delgado, extendi­ Delgado ex­
transparente. do, no transpa­

rente , * credtaien- 
t$  crema, almi­
dón h id ro lizado .

tendido, no
transparen­
te , c rec i­
miento cre­
ma, almidón 
h id ro lizado

Agar dex­ Elevado en e l  cen­ Crecimiento des­ Crecimiento
trorsa. tro,* de co lor cre­

ma a naranja ra­
diado, margen 
desgastado

vaído extendido, 
in co loro .

desva lido ,
extendido,
in co lo ro .

Agar sim­ Abundante, co lor Inco loro , c re c i­ Inco loro ,
p le crema, casi

transparente.
miento transpa­
rente.

crecim ien­
to  trans­
parente.

Caldo de abundante, pe­
l íc u la  am arillen­
ta  con matiz ver­
doso, muy p le ­
gada.

p e lícu la  (co lo r  
y t ip o  no ob­
servados)

p e lícu la  
(c o lo r  y 
t ip o  no ob­
servados)

Lechada a n il lo  de co lor peptonizado (pü Peptoniza­
de tor­ crema coagulado d e l sustrato y do (pH de l
nasol con rápida pep- 

ton izacion , con­
co lo r y t ip o  de 
crecim iento su­

sustrato y 
co lor y t i ­

v irtién d ose  en 
a lca lin o .

p e r f ic ia l  no 
observados).

po de cre­
cimiento 
su perfi­
c ia l  no ob­
servados).

patata, am arillento, crecim iento pe­ crecimien­
arrugado. sado, g r is ; ru­

goso; oscureci­
miento de la  
patata.

to  pesado, 
canela; ru­
goso; os­
curecimien­
to  de la

Reducción N itr ito s  produ­
cidos desde 
n itra to s .

N itr ito s  produ­
cidos

..patata.
"* Nl^rfYos* 

producidos.

Pigmento. No soluble No soluble No soluble

Tensi on de 
oxigeno.

Aerobios Aerobica Aerobica.
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adicionales no mencionados por Bergey 
sigu ien tes:

Ensayos
sultados

Ensayo

Descomposición de 
la  celu losa,

Agar de maíato 
de Ca

Agar de tiro s in a

Agar de fo s fa to

Agar de soja (com­
posición , véase 
página 2 líneas
i  y 2).
Agar con 1% de 
extracto  de leva ­
dura y 0,5% de 
glucosa.

, (DInoculo de espo­
ras sobre agar de 
buey y levadura (2 ) 
D ifeo NL B244

Inoculo v e g e ta t i- (3 ) 
vo sobre Agar de 
buey y levadura 
D ifeo  (N*B244)

S. griseus L-118

Sin descomposición

Crecimiento l ig e r o

Sin crecim iento 
aparente

H ifas que contie­
nen esporas, en 
aglomeraciones.

Esporulacion abun­
dante, esporas 
gr ises  a verde 
grisáceo

Esporulacion
abundante.

(4)
Esporulacion.
lig e ra

Como un 80% de 
las colonias mues­
tran esporula- 
ción (5)

dieron los  r e -

S. griseus Z-38

Sin descomposición.

Crecimiento l ig e r o .

Sin crecim iento 
aparente

M ice lio  vege ta tivo .

Esporulacion abun­
dante, esporas 
blancas.

Sin esporulacion

Prácticamente sin 
esporulacion (4 )

Menos de 1% de laa 
colon ias muestran 
esporulacion (5)

30

' 35

40

(1 ) Esporas de matraz de Blake de agar en suspensión en agua 
destilada  como antes se ha d e s c r ito .

(2 ) La composición de l Agar de D ifeo  de buey y levadura (N*. 
B244) es como sigue:

Ingrediente Gramos por 100 
lo  acuoso.

Extracto de Buey Baeto. 0,15
Extracto de levadura Bacto. 0,3
Peptona Bacto. 0,6
Dextrosa Bacto. 0,1
Agar Bacto. 1 ,5
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(Nota: A este medio se le  añadió 1 g r .
agar deshidratado D ifeo  para dar 
d ifica d o  mas firm e.

por 100 o .c . de 
un medio s o l i -

(3) E l inoculo vege ta tivo  se preparo por inoculación de 40 
c .c . de un medio liq u id o  e s té r i l  que luego se describe 
en un matraz Erlenmeyer de 250c.c. con tapón de algodón 
e iaoM&aB&ó a 27^0 durante 20 horas sobre un agitador ro­
ta t iv o .

El medio usado para e l  d esarro llo  d e l inoculo vegeta­
t iv o  ten ía  la  s igu ien te composición:

Ingred ien te. Grs. por 100 c .c . de medio acuoso

N- Z- amina ( enz ima 1
de caseína h idro-
lizad a )
dextrosa 1
extracto  de buey 0,3

(4) A l Inocular con esporas, esporas de un cu ltivo^  ai matraz 
de Blake se pusieron en suspensión en agua e s t e t i l  a 
una d ilu ción  su fic ien te  de modo que cuandoae rayaron so­
bre e l  medio de ensayo y se incubaron a 27^0 durante 
unos 6 d ías , se desarrollaron colonias separadas y se 
examinaron individualmente para la  esporulaeión.

(5) Un bucle de inoculo vege ta tivo , preparado como se ha 
degjsagáo án la  Nota (3) ,  se rayo sobre e l  medio de ensa­
yo. La d ilu c ión  fue t a l  que después de incubación de
la  placa de ensayo durante unos 6 dias a 27*C, se desa­
rro lla ron  colonias separadas y se examinaron in d iv i­
dualmente en cuanto a la  esporulaeión.

Los ejemplos sigu ientes se dan como procedimien­

tos ilu s tra t iv o s  para la  produccióiy&& estreptom icina usando 

e l nuevo cu lt ivo  S, g r iseu s , mutante albus (Dulaney Z-38). 

Ejemplo 1

Esporas de cu ltivos  inclinados de agar n u tr ic io  

. de la  cepa S. griseus L-118, X-69 y Z-38 a que ante-s se ha

35 hecho re feren c ia , se usaron para inocular matraces sopara-

, dos que contenían e l s igu ien te medio n u tric io : 1% de gluco­

sa, 1% de d igestión  enzimática de caseína, 1% de cloruro só­

d ico , 0,6% de extracto  de carne y agua destilada hasta comple-

8
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tar e l  volámen. Los matraces que contenían alAedio inocula­

do se incubaron sobre un agitador ro ta t iv o  a 28*0 hasta que 

se produjo un buen crecim iento. Después de 48 horas de in ­

cubación, este crecim iento vege ta tivo  se uso para inocular 

matraces Erlenmeyer de 250 mis. que contenían 40 mis. del 

medio s igu ien te:

Glucosa . . . . . . . . . * 2,5%
Harina de soja. . . . . . . 4 %,
Cloruro de sodio . . . . i 0 ,25%
Solubles secos de d e s t ile r ía  0,5 % ^
Agua destilada  *  . ., . . . hasta volumen 
pH antes es terilizac ión  . . 7,38%

Los matraces que contenían e l medio inoculado' 

se incubaron solye un agitador ro ta t iv o , a 220 r.p .m . a 28*0, 

hasta que se obtuvo la  máxima producción de estreptom io-ina, 

medida ^or e l  ensayo én cubeta con Bacilus s u b t i l la . Loa re ­

sultados del experimento comparativo se dan en la  tab la  s i-

guíente:

Potencia del caldo de estrepth-
micina /mi . después l e

Cepa N*. ^  4 5 días

L-118 670"+* 635 t
X-69 860 1480
Z-38 1205 2000

25 -4- E l rendimiento en estreptomicina es bajo para la  cepa
L-118 debido a l hecho de que la  temperatura de incuba­
ción es mayor que e l  va lor óptimo para la  ce-pa L-118.

Ejemplo 2

Un fermentador de 5 l i t r o s  se cargo con 3*2 ü -  

30 tros de un medio que contenía 4% de harina de so ja , 0,25% de 

cloruro de sodio, 0,5% de solubles de d e s t i le r ía ,  2,5% l e  

dextrosa, y agua destilada hasta completar e l  volúmen. Tam­

bién se añadieron a l medb aproximadamente 0.5 p.p.m. de co—
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ba lto  como n itra to  de cobalto , y e l  medio, después de este­

r i l iz a c ió n ,  se inoculó con 5% de un cu lt ivo  vege ta tivo  de 

S. g riseu a . matante albus (Z -38 ). Otro fermentador de 5 l i ­

tros se cargo con 3)2 l i t r o s  de un medio que contenía 3% da 

harina de so ja , 2% de dextrosa, 0,75% de solubles de d es ti­

le r ía ,  0, 25% de cloruro de sodio, agua destilada  hasta com­

p le ta r  e l volámen y 0,5 P.p.m. de cobalto como n itra to  de 

cobalto. Este medio, después de e s te r iliz a c ió n , se inoculó 

con 5% de un cu lt ivo  vege ta tivo  de S. grisaus Bulaney 1—118. 

Los dos medios inoculados se incubaron a 27*C, con agitac ión  

mecánica y a ireación  hasta que se obtuvo en cada uno la  pro— 

ducción máxima de estreptom icina. A l f in a l  de la  fermenta­

ción, los  sigu ientes rendimientos de estreptom icina y  v it a ­

mina fueron obtenidos:

Inoculo

L—118 

Z-38

______Estrapt omi ciña aislada co lor r e fe -
maximo, Tiempo de máximo r i$ a  a volúmen de 4000 
mcgrs/ml. horas. l i t r o s ,  agrs .

1140

1830

113 +  +

118 -4- -+

950

0

2o -t- E l rendimiento en estreptom icina con o*epa Z-38 habría
sido a lgo  mayor s i se hubiera empleado en este  experi­
mento la  temperatura óptima de 2á,5*C.

4- #. En fermentad ores de 60.000 l i t r o s ,  e l  tiempo para la  
- producción máxima de estreptom icina es de 80 horas pa- *
25 ra  L-118 y 110 horas para Z-38.

Ejemplo 9 -

Se preparó un inoculo propagando,esporas de S. 

g r iseu s . mutante albus (Dulaney Z-38) en un medio e s t é r i l  

que contenía 1% de dextrosa, 1% de d igestión  enzimática de30
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caseína, 0,6% de extracto de carne y agua destilada  hasta 

completar e l  volumen, en condiciones aireadas y agitadas a 

2?*c durante 36 a 48 horas hasta que se obtuvo un buen cre­

cim iento. Porciones de 1 mi. del caldo resu ltan te se usaron 

para inocular cada uno de una pluralidad de matraces que con­

tenían e l medio antes d esc r ito , y estos cu ltivos  se dejaron 

crecer a 27*0 en condiciones aireadas y agitadas durante 20 

a 24 hora-s hasta que se obtuvieron aproximadamente 5-7 mgrs/ 

mi. de crecim iento vege ta tivo  (peso seco) y quedaron 3-4 mgra/ 

mi. de azúcar. E l contenido de los matraces se mezclo luego 

para dar inoculo para la  producción rea l de estreptom icina.

Una pluralidad de termentadores de 5 l i t r o s  se 

cargaron con porciones de 3^00 mis. de medio e s t é r i l  que con­

ten ía 3 ,5% de harina de so ja , 2 ,75% de dextrosa, 0,5% de so­

lubles aecos de d e s t i le r ía ,  0,'25% de cloruro de sodio, 0 ,4 c.c. 

por 100 c .c . de a ce ite  de soja y agua destilada hasta comple­

ta r e l volumen, que es e l  medio p re fe r id o  para.Z-38. Cada 

uno de los termentadores se inoculo con 1$0 mis. de l inoculo 

preparado y se inoculo a una temperatura de 28,5*0 durante 

112  a 118 horas con agitación  mecánica, comunicada por un ár­

bol ro ta t iv o  que llevaba una h é lic e , y con a ireación  en con­

diciones va riab les . Los rendimientos de estreptom icina ob­

tenidos con las d iferen tes  condiciones de ag itac ión  y a irea­

ción se tabulan a continuación, siendo e l rendimiento en es­

treptomicina en cada caso un promedio de va lores obtenidos en . 

3 o más termentadores separados.

11 -



5

lo

 ̂ 15

20

25

30

Efecto de la  potencia sobre la  producción de estreptomicina^ 
con Z-38

Potencia to ta l ab­
sorbida H P/ litro  
de,medip de fe r ­
mentación aireado.

Velocidad super­
f i c i a l  d e l a ire , 

m/hora.

Rendimiento en estrep­
tomicina mcgrs/ml. de 
cal-dos fermentados.

0,0006 21,6 933,5
0,0012 11 1656
0,0013 11 1726
0,0023 11 1919
0,0024 11 2051
0,0057 11 2077

Con fin es  comparativos, se r e a liz o  un experimen­

to  sim ilar en los mismos fernentadores de 5 l i t r o s  en e l 

cual se uso un inoculo vege ta tivo  de cu ltivo  de L-118 para 

la  fermentación .a 27*0 d e l s igu ien te medio e s té r i l  p r e fe r i­

do: harina de so ja  3%, dextrosa 2%, solubles secos de d es ti­

le r ía  0 ,7% , y cloruro de Sodio 0,23%. Los resultados ob te­

nidos fueron como sigue:

Potencia t o ta l  absor- Velocidad uuper- Rendimiento en es-
blda, H P/ litro  de me- f i c i a l  del a ire , treptom icina mcgrs/
d io  de fermentación Byhora. mi. de caldo fe r -
airea&o. mentado.

0,0003 11 350 
0,0004 11 ?eo 
0,0006 11 1000 
0,0230 11 9S0

Como se observará por las an teriores Tablas, e l

aumento en la  potencia mecánica absorbida por l i t r o  de medio

da fermentación desde 0,0006 con cu lt iv o  de L-118 no íncre^ 

menta e l rendimiento de estreptom icina por encima de 1000 

mcgrs/ml de caldo fermentado a l paso que, con cu lt ivo  Z-38, 

t a l  aumento en la  potencia mecánica absorbida hasta 0,0024BP
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por l i t r o  de medio fermentado aumenta e l  rendimiento de es­

treptom icina hasta SOOOnagrs/ml. de caldo de fermentación. 

Ejemplo 4

Se r e p it ió ,  como se describe en e l Ejemplo 3* 

e l  procedimiento de preparar un inoculo de S. a riseu s, andan­

te  albus (Dulaney Z-38) y usando este inoculo para inocular 

porciones de 3200 mis. de medio en una p luralidad de fermen- 

tadores de 5 l i t r o s .  Los medios inoculados se incubaron lue­

go a las d iferen tes  temperaturas como se ha indicado con agi­

tación  mecánica constante y a ireación  hasta que se obtuvo la  

producción máxima de estreptom icina. La agitación  en cada 

caso se aportó por medio de dos turboimpulsores que giraban 

a t a l  velocidad que la  potencia to ta l absorbida era de 0,0023 

H P/litro . E l,rendim iento en estreptom icina a la s  d iferen tes  

temperaturas de incubación empleadas se indica en la  tabula­

ción sigu ien te, representando los  va lores en cada caso un pro­

medie de dos ornas fermentaciones separadas.

Temperatura *0 Rendimiento en estrep- Tiempo para e l jrend i-
tomicina mcgrs/ml. . miento max. en estrep­

tom icina, horas.

25 1180 118
2? 2041 118
29 2194 104
31 414 * 72

Experimentos adicionales han indicado que la  tem­

peratura óptima de incubación con e l  organismo S. ariseus, 

mutante albus (Dulaney Z-38) es de 28,5*0.

Ejea&o 5

Se r e p it ió ,  como se describe en e l  Ejemplo 3* e l
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19898^ i
procedimiento de preparar un inoculo de S. a riseu s . mutanta 

albus (Dulaney Z-38) y usando este inoculo para inocular por­

ciones de 3200 mis. dem edio en una pluralidad de termenta­

dores de 5 l i t r o s .  Los medios, antes de la  inoculación, se 

ajustaron cada uno a va lores  predeterminados de pE por adi­

ción de cáustico, es d ec ir , solución de h idróxido sódico, an­

tes de la  e s te r iliz a c ió n  o después de e l la ,  como se ha in d i­

cado. Los medios inoculados se inoubaron luego a una tempe­

ratura de 28,5*C con agitac ión  mecánica constante y a irea­

ción hasta-que se obtuvo la  máxima producción de estrepto­

micina, siendo proporcionada la  agitación  en cada caso por 

dos turboimpulsores que giraban a t a l  velocidad que la  po­

ten c ia l t o ta l  absorbida fue de 0,0023 H P/ litro . Las fermen­

taciones se rea liza ron  como dos experimentos separados, uno 

para determinar la  e fic a c ia  comparativa d e l a^nte del pH an­

tes y después de la  e s te r iliz a c ió n , y otro para determinar 

e l ajuste óptimo del pE antes de la  e s te r iliz a c ió n . Los 

rendimientos en estreptomicina obtenidos en estos experimen­

tos se tabulan a continuación, representando los va lo res  en 

cada caso un promedio de dos o más fermentaciones separadas.

E fecto del ajuste del pH antes y después de la e s te r iliz a c ió n .

Tiempo para e l Rendimiento en
pH in ic ia l de rendimiento má- estreptom icina,
la  muestra. A juste del 

pH.
ximo en estrep­
tomicina.

horas

Mcgrs/ml.

6,6 7 antes esterilización 112 1769
6,8 ? después * * 118
6,4 6 ,5 * * ? !? 104
6,2 6 MM M M 104 1266

-  14 -



Efecto de d iferen tes  ajustes del pH antes y después da la  
e s te r iliz a c ió n .

! ' 5 pE in i­
c ia l  de 

la muestra.

Ajuste del pE mis. de NaCE 
30% ahadidoseantes de la  
e s te r iliz a c ió n .

Tiempo para 
la  mag. pro­
ducción de 
estreptom i­
cina, horas.

Rendimien­
to  en es­
treptom i­
cina, 
mcgrs/ml.

6,6$ 3,2 (pE aprox. 7) 112 1913
6,33 2,2 (pE menor de 7) 118 I 859

i 10 6,5 4,2 (pE mayor de 7) 96 1799 *

Por las tabulaciones que anteceden, es evidente 

que se obtienen mejores resultados cuando e l pH se ajusta an­

te  s de la  e s te r iliz a c ió n  y que se obtienen resultados óp ti­

mos cuando e l pE se ajusta a aproximadamente 7% antes de la  

-*_13 e s te r iliz a c ió n .

Por los ejemplos citados, es evidente que pueden 

usarse lo s  sigu ientes c r it e r io s ,  ademas de lo s  resultados t í ­

picos de ensa-yo ya expuestos, para d is tin gu ir  e l  

' matante albus (Dulaney Z-38) de su antecesor, 8. gríseas Du-

2o laney (L-118):

Z-38 L-118

Temperatura óptima de 
fermentación 28,5*C

Tiempo de fermentación 
2$ para producción maxíma

de estreptom icina 110 horas.

pH óptimo del medio: 
antes de la  este­
r i l iz a c ió n  7

30 después de la  este-
r i l iz a c io n  6,5 -  6,6
Potencia mínima de agi­
tación  a^sor^ída para 
preducción maxima de es- 

55 trep t omi ciña E P / litro  de
medio de fermentación 
aireado 0,0023

27*0

80 horas.

6,2 - 6,4 

6,1  -  6,3

0,0006

-  15 -
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Rendimiento máximo aproxi­
mado-de estreptom icina -  
mcgrs de estreptom icina por 
mi. de caldo fermentado.

Potencia en vitamina B^p 
caldo fermentado.

de l
ninguna 950 mgrs. por

4000 l i t r o s  &Q 
caldo.

Pueden hacerse diversos cambios y m odificaciones 

a l l le v a r  a la  p ráctica  e l presente invento s i l  apartarse por 

e l lo  de su esp ír itu  y alcance. En la  medida en que ta le s

cambios y modificaciones están dentro de lo s  lím ite s  de la

re iv in d icac ión  aneja, han de considerarse que forman parte 

d e l invento.

Esta s o lic itu d , que corresponde a la  presentada 

en los Estados Unidos, e l  25 de Ju lio  de 1950, bajo e l  Nu­

mero 175*391, se acoge a los  b en efic ios  del a rt ícu lo  51 del 

v igen te Estatuto Ley sobre Propiedad In d u str ia l.

------  N O T A  ---------

2 0 Los puntos de invención propia y nueva que se

presentan para que sean ob jeto de esta Patente de Invención 

en España, son lo s  sigu ientes:

16



5

10

15

20

25

le .  E l procedimiento para la  producción de es­

treptom icina, que comprende fermentar un medio n u tric io  acuo­

so por medio d e l organismo Streptomyces g r iseu s . mutanté a l-  

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

2^, E l procedimiento según se re iv in d ica  en e l 

punto 1 * ., en a l cual la  fermentación se r e a liz a  en condicio­

nes aireadas sumergidas.

3*. El procedimiento según se re iv in d ica  en los  

puntos 1*. ó 2a. ,  en e l cual la  fermentación se r e a liz a  en 

condiciones mecánicamente agitadas.

4a. El procedimiento según se re iv in d ica  en 

cualquiera de los puntos 13. a 3*** en e l cual la  fermenta­

ción se r e a liz a  a entre 27 y 293(3.

5a. El procedimiento según se re iv in d ica  en 

cualquiera da los puntos 1*. a 3*** en e l cual la  fermenta­

ción se r e a - l iz a  a unos 28,53(3.

64. El procedimiento según se re iv in d ica  en 

cualquiera de los puntos 13. a 53., en e l cual e l  medio nu­

t r ic io  acuoso es un'medio e s té r i l .

73. E l procedimiento según se re iv in d ica  en 

e l  punto 63., en e l cual e l pH de l medio n u tric io  acuoso se 

ajusta a aproximadamente 7 antes de la  e s te r iliz a c ió n .

83. El procedimiento según se re iv in d ica  en 

e l  punto 63.,  en e l cual e l  pH del medio nu tric io  acuoso se 

ajusta aproximadamente a 6-7 antes de la  e s te r iliz a c ió n .

93. Un procedimiento para la  producción de es­

treptom icina.

Ta l y como se ha descrito  en la  Memoria que an-

-  17 -
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