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M E M B R I A  D E S C R I P T I V A  

que se acompaña a 

l a  s o lic it u d  de

una PATENTE DE INVENCION por VEINTE AJOS en ESPAÑA 

a fa v o r de

ABBOTT LABORATORIES, re siden te  en NORTH CHICAGO ( l i l i  

n o is ) BOTADOS UNIDOS, l4 th  S tree t and Sheridan Road,

p o r

" UN NUEVO PHOCEDILUENTO PAR.. FREI'ARAR UN CCMPUESTO 

DE lAiTIRIA .1. TIBI OTICA M3 " ,
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La presente invención está relacionada con compuestos bioquímicos 

y mas particularmente con un nuevo an tib iótico y e l  nuevo proceso de preparar 

e l mismo.

Nuestra invención también comprende e l proceso de producir substan­

cias efectivas en la inhibición del crecimiento de microorganismos patógenos 

incluyendo e l Mycobac te r ium tuberculosis, siendo dichas substancias seleccionadas 

de un material consistente en una substancia de carácter ácido, precipitable 

en ácidos, y soluble en a lca li acuoso, siendo dicha substancia substancialmente 

no d ifusib le y estando caracterizada por un peso molecular de la  magnitud de

aproximadamente 10,000, exhibiendo un máximum de absorbción a l espectro u ltra-
1%

v io le ta  aproximadamente a 26o m/* y estando además caracterizado por un E de
lcm

aproximadamente 70 y exhibiendo una banda de absorbción característica en la

región infrarroja del espectro ni ser suspendida en un aceite hidrocarbonado

a las siguientes frecuencias expresadas en centímetros recíprocos:

1008 1282
1100 1739
1121 3390

y las sales alcalinas de dicha substancia, las cuales comprende la  producción 

de un cu ltivo de Streptomyces árenme en un medio nu tritivo  acuoso y e l someter

e l medio a aereación y agitación.

Se sabe desde hace algún tiempo que se pueden producir substancias 

antibioticas cultivando ciertas especies o cepas de microorganismos en varios 

tipos de meaios nu tritivos. Bien conocidos ejemplos son la  formación de las 

penicilinas por cu ltive c fermentación del i'enicillium  notatum. la formación 

ne estreptomicina por una cepa del Streptomyces griseus. y más recientemente 

la formación de aureomicina por una cepa del Streptomyces aureofaciens.



El organismo productor del antibiótico de la  presente invención 

fñé aislado de una muestra de tierra colectada de la  región arenosa de Illin o is  

State Beach cerca de Zion, I l l in o is , ¿-atados Unidos de América. Es una cepa 

30 de una especie del género Stre&tomyces llamado ahora &treptamYces arenas y

sus características, cuando se cultiva en varios medios, son las siguientes: 

Trjptona, extracto de carne de vaca, extracto de leva­

dura, cerelosa agar — crecimiento moderado, micelio del 

substrato castaño oscuro, micelio aéreo blanco que se 

35 toma gris con esporos.

feptona. extracto de carne de vaca, cerelosa. cloruro de 

sodio agar -  crecimiento moderado, micelio del substrato 

castaño dorado, micelio aéreo blanco gris  que se toma 

gris oscuro con los esporos, pigmentos hidrosolubles castaño 

40 claros.

Harina de avena asar -  crecimiento exhuberante, micelio 

del substrato castaño-amarillo que se toma anaranjado- 

castaño oscuro con e l tiempo, esporos gris  oscuro, gotitaa 

superficiales, pigmento hidrosoluble castaño.

45 Agar -  escaso crecimiento, micelio del substrato crema,

micelio aéreo mullido, no pigmento hidrosoluble.

Malato de calcio agar -  micelio del substrato color crema 

que se vuelve castaño rojizo  brillante con e l tiempo, 

micelio aéreo mullido color crema que se valeve gris con tono 

50 rosado, pigmento soluble rosado claro, disolución completa

del malato de calcio.

Dextrosa asearaaina agar -  crecimiento escaso, micelio 

del substrato castaño dorado cue desarrolla unos pocos 

agregados pequeños de micelio aéreo blanco y unas pocas
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colonias alevadas del micelio amarillo más pro­

nunciado, pigmento hidro6oluble amarillo.

Leche tornasol -  gruesa película que reduce e l tornasol 

en siete días, leche completamente digerida en veint­

icinco-veintiocho días con formación de cuajarán just­

amente antes de completarse la digestión, pigmento 

soluble castaño oscuro que se toma negro en 30 días. 

Almidón acar -  e l almidón se hidroliza lentamente, e l 

margen de la zona hidrolizada no bien definido.

Gelatina nutritiva -  gruesa película de micelio gris en 

la  superficie, pigmento hidrosoluble rojo-castaño intenso 

que se disfunde hasta donde llega la licuefacción; la  

mitad del tube se liquida en 12 días.

Taco de patata -  crecimiento abundante, extenso, 

micelio del substrato castaño dorado que se torna 

castaño oscuro, esporos gris  muy oscuro, micelio 

aéreo mullido, patata gris  oscura tomándose negra. 

Nitrato agar -  prueba de acumulación de nitrato, 

negativa.

Agar hierro de K lic ler -  crecimiento moderado de un 

micelio gris  oscuro, formándose ácido sulfhídrico.

Agar sintético Czaoek -  crecimiento exhuberante, muy 

plegado y surcado, micelio del substrato amarillo que 

se vuleve anaranjado-castano oscuro con e l tiempo, 

micelio aéreo blanco grizoso, pignento soluble amarillo- 

castaño claro.

Descritcion de la colonia -  (en el primero de los medios
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mencionados) - colonias de tamaño mediano, micelio 

del aéreo gris claro, gotitas ámbar en la superficie 

de la colonia, pigmento soluble castaño intenso.

El crecimiento de la colonia toma ia forma de una 

pecueña depresión en e l centro de la colonia, con 

cuatro depresiones linea les radiales oue dividen la 

colonia en á sectores. Según e l crecimiento continua, 

la colonia es dUdida en 8 sectores por las mismas 

depresiones radiales y e l centro de la  colonia se eleva.

Las siguientes fuentes ae carbón sostienen un buen crecimiento; 

s ilosa, glucosa, mañosa, galactosa, lactosa, maltosa, sucrosa, almidón, manitol, 

g lic e ro l, acetato de sodio, c ítra tc  de sodio, y tartratc de sodio y potasio.

No se u tilizaron  sorbitol o lactatc de calcio como fuentes de carbón. Las 

siguientes fuentes de nitrógeno sostuvieron e l crecimiento: nitrato de 

sodio, orto-fosfato diamóníco, urea, aspargina, triptófano, y argin.na. La 

tirosina no sostuvo e l crecimiento del Streptomyces arenae.

La esporulaciún de ios cultivos ocurre en una varieda^ da medios.

Se observó la esporulación más intensa en harina de avena-agar, taco da 

patata, y malatc de calcio-ager. El m icelio esporulante es de color gris .

Los esp ros que se producen en abundancia por la fragmentación del micelio 

aéreo son de forma esférica u oval y son producidos en largas cadenas en 

espirales apretados. El m icelio está caracterizado por ramificación mono- 

pódica con todos los extremos espcrulantes terminados en espirales apretados.

El micelio aéreo no esporulante es ramificado pero no tiene espirales.

En un meció nu tritivo liquido incubaco en un mezclador rotatorio 

continuo a 24.-26° C., e l organismo crece como un grAnulo muy pequeño o como 

gránalos irregulares y produce un pigmento hidrosolutle naranja-castaño oscura 

El antib iótico producido es soluble en agua e inhibe los microorganismos en
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la  miseá forma característica de los cu ltivos en places de agar.

Puesto que e l an tib iótico  es relativamente no d ifu s ib le , se 

desarrolló una prueba turbidimétrica. Se empleó como norma (standard) una 

preparación parcialmente purificada y seca del an tib iótico , a cual se la  

asignó un valor en unidades de dilución da agsr.

Al probarse con e l procedimiento de la dilución de agar se obtuvieron 

resultados tan altos como 310 unidades de dilución, empleando Mycobacterium j

tuberculosis A.T.C.C. 607 como organismo de prueba.

La producción del antib iótico por crecimiento del organismo en 

cultivos batidos es ilustrado por e l  siguiente ejemplo.

EJEMPLO I

Un medio nu tritivo  que contiene:

Harina de soya 15 gms.
Clorure de sodio 5 gms.
Cerelosa 15 gms-
Carbonato de calcio 1 gm.
Agua destilada 1000 mi.

es dispensado en volúmenes de 150 mis. en frascos de írlenmeyer de 500 mis. 

Los frascos son tapados con algodón y esterilizados en un autoclave e 250° F. 

durante 30 minutos. Después de en friar los frascos a temperatura ambiente, 

cada frasco es inoculado con 1 mi. de una suspensión de esporos del 

Streptomyces arenae. La suspensión de esporos es obtenida suspendiendo los 

esporos de un cultivo inclinado de agar en 3-5 mis. de agua e sté ril. Los 

frascos son colocados en un batidor rotatorio que opera a 220-240 rpm. con 

un golpe o recorrido de 2 l/¿ pulgadas, a una temperatura de 24-26° C.

Después de 48 horas se transfieren 6 mis. del cultivo a frascos con un medio 

fresco de la  misma composición. Estos frascos son incubados en le  misma 

forma durante 48 horas.

1!

- ''-',3a
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Un medio nutritivo de la  siguiente composición!

140

145

.150

Levadura 2 gms
Licor de maiz macerado

(Húmedo) 10 gms
Cerelosa 25 p n
Harina de soya 15 gms
Cloruro de Sodio 3 gms
Mitreto de amonio 1 gm.
Carbonato de calcio 2 gms
Agua 1000 mis

155

es distribuido en volúmenes de 125 mis. en frascos de Erlenmeyer de 500 mis. 

Los fraseos son esterilizados en e l autoclave a 250° F. por 30 niñatos. 

Después de enfriarlos cada frasco es inoculado con 5 mis. del segundo cultivo 

de 48 horas, descrito anteriormente. Los frascos son colocados en e l batidor 

rotatorio e incubados a ¿4-26° C. A los tres días de incubación se comienzan 

a obtener muestras diarias para determinar la  actividad antibiótico. La 

actividad antibiótiea es medida en términos de unidades de dilución de agar 

del Mveobaeterium tuberculosis A.T.C.C. 607. Los resultados son mostrados 

en la  siguiente tabla:

160

Días de Incubación

3
A
56 
7

Unidades por mi. de Actividad *ntibldtlea

7.5
40

140
240
320

La fermentaciones llevadas a cabo en tanques de 500 galones de 

acnerdo con e l procedimiento general descrito anteriormente dieron rendimientos 

de 500 unidades, y hasta por encima de 1000, por mi.

- 7 -
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— ae^ Antibiótico

La cerveza c ^
ermontaco obtenica según lo anterior de loa

grandes fermentadores es° t-rin)ero ,^.^rada m^ce.ic húmedo insoluble es
entonces extraído con alcohol e t í l^ r  

puede también llevarse a (.̂1, 

solventes orgánicos, Inclty

.co a un ph neutro. La extracción in ic ia l

o en tro de íes pn ie ¿.u-iú.b usando otros

yer...o metanc^, acetona, rutanol, y butano! terciario .
En las investigaciones irrr '< r.. . . .& n .c......es, actividad de la

filtra c ió n , se encontraba en
cerveza, nespuos de

el e ; -a --r* no, reuuer. aneóte u:. solvente no miscible
con agua para la extracción, , , r.:. 'miar,

e l  90-95% de la activicad esta única en al 
es por lo  tanto llevada a cabo

o se nh encontré-a o cue

-éum- nunera a, micelio y la extracción 

jo? en .a actúa.idaa oespues de remover e l 

f iltra d o . Sin embargo, si así se anea, se puede extraer la cerveza misma 

junto con e l m icelio con un solvente no miscible con agua tal como e l but.nol, ' 

tratando e l extracto según se describe más adelante para recobrar e l anti­

b iótico .

El extracte del solvente acuctc-orgánico obtenico según lo anterior 

es concentrado a una solución acuos? ia cual es a su vez extraída con cloro­

formo. La extracción en cloroforme en esta fase guece también ser llevada a 

cabo en una gran variedad de pH, aproxlascamente entre l . i  y lu . . .

El extracto cloroformice catenico según lo anterior es entonces 

cromatografiado en un gel de s í l ic e  anhidro aesorbent e, del ti;^o vendido por 

C. Frederick Smith Co. de Columbus, Chío, E.U.A. Unos ¿tAn. gramos en ¿000 

mis. de extracto elorofónrdeo cue tiene 500 unidades ^or miligramo por ¿500 

gms. de ge l de s í l ic e  ha resultado sa tis factorio .

-̂ 33;'
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Pí-ra separar la  actividad da las imperases sa lava a l gal con

¿AS

cloroformo cue contiene crecientes cantidades da metanol. La mayor parta dal : 

materiel no deseado permanece en e l gal y  un proco preceda a l antibiótico 

a lo  largo de las separaciones fraccionadas en cloro formo-matanol. *1

e l solvente de las fracciones activas de clorofoimo-metanol, aa obtiene la  

composición seca del an tib iótico  que tiene una actividad da 2000 a 5000 

unidades por miligramo, medido por e l método de la dilución da agar usando 

los organismos anteriormente referidos Mycobacterium tuberculosis 607. 

Repitiendo e l tratamiento cromatográfieo con un adsorbente ta l costo el 

s ilica to  de magnesio, se pueden obtener potencias de 5000 hasta 10,000 

unidades de dilución de agar por mi.

En lugar del método de adsorbeión descrito anteriormente, se puede 

usar cartón ;ct!v?dc (ta l como el que se vende bajo la marca registrada,

Darco G-60) para adsorber e l an tib iótico  del extracto clorofórmico. íh este 

c so e l an tib iótico es recobrado por levigacioh con una mezcla de metanol 

(80%) - cloroformo (20%) que contenga ácido clorh ídrico decinormal. Un 

producto comercial de gel de s í l ic e  se ha encontrado que no es satisfactorio, 

óe pueoen hacer, sin embargo, pruebas preliminares para determinar que gels 

tienen i 's  propiedades adsorbtivas selectivas deseadas.

Muestro método de extracción preferido actualmente consiste en 

una extracción del m icelio en un alcanol corto ta l como e l alcohol etílico, 

a l 50-80%. El extracto alcohólico es evaporado a un pequeño volumen. La 

solución acuosa restante es entonces extraída con butanol a un pH de 2-4*

El material activo es entonces re-extraído en agua a un pH de 10. Se puede 

rea lizar una purificación más avanzada volviendo a extraer en txjtanol a un 

pH bajo y después extrayendo de nuevo en agua a un pH a lto .

- 9 -



Ha sido mostrado por distribución contra la  corriente entre agua 

y butanol que hay ^or lo  menos dos componentes separados en esta mezcla de 

antib ióticos, uno de los cuales es más soluble en butanol a un pH neutral, y 

uno que es más soluble en agua. Los dos pueden ser separados por extracción 

¿¿O en un solvente, y las pruebas muestran que ambas fracciones tienen actividad

contra e l Mycobacterium tuberculosis y contra e l Staphylococcus aureua.

La composición de antib ióticos obtenida según lo  anterior es algo . 

impura y parece estar hecha de una mezcla de compuestos. Ha sido obtenida, 

sin embargo, con una potencia de unas 5,000 y hasta 10,000 unidades de 

¿25 dilución de agar por miligramo, y por ejemplo, se requiere aproximadamente

0.1 micro gramos por mi. en agar para inh ib ir e l crecimiento del Mycobacterium 

tuberculosis, según se ha explicado anteriormente, y es adaptable para ser 

usada en su forma impura, Es aproximadamente de 2 a 5 veces mas activa, a base 

de peso, que la estreptomicina, cuando se prueba ^or los métodos de dilución 

KáO de agar o caldo.

La nueva composición an tib iótica  tiene propiedades acfdicas; se 

disuelve en á lca lis  d ilu idos, como por ejemplo en hidróxido de sodio acuoso, 

para formar sales de metales alcalinos tales como la sal sódica, y se precipita 

por ac ificac ión . Las sales de los metales alcalinos son solubles. Otras 

235 sales ta les como las de cobre, ca lc io , magnesio, y plomo son insolubles y

pueden ser usadas para la purificación del an tib iótico . No da la prueba 

característica de biuret de las proteínas, ¿ i  an tib iótico no pasa a l través 

de una membrana de celofano y la  medida de la  presión osmótica indica que tiene 

un peso molecular de la  orden o magnitud de aproximadamente 10,000. El que e l 

240 antib iótico no dé zonas de inhibición cuando se prueba por e l  método usual

disco-placa usado para la determinación de substancias de peso molecular bajo 

tales como la  estreptomicina, la  pen icilina, y las similares, es debido a su 

no-difusibilidad. El espectro antibacteriano es dado a continuación en fo: 

de tabla.

- 10 -
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Organismos Unidades de an tib iótico por mi. 

de agar requeridas cara la inhibición

Staphylococcus albus
Staphylococcus aureus
Escherichia c o li
Bacillus subtilis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescena
Aerobacter aerogenes
Proteus vulgaris
Bacillus mycoides
Streptococcus fe ca lis
Monilia albicans
Eberthella typhosa
Salmonella p&ratyphi
Salmonella schottmuelleri
Shigella dysenteriae
E lebsielia  pneumoniae
Neisseria catarrhalis
Streptococcus pyogenes
Brucella abortus
Corynebacterium diphtheriae
Hemophilus pertussis
brucella bronchiséptica
Mycobacterium tuberculosis
Mycobacterium phlei
Bacillus bodenheimer
Staphylococcus aureus, estreptomicina

resistente
Staphylococcus aureus, estreptotricina

resistente

20
20

>640
40

>640
>640
^640
>640

;¿.5
40

>640
>640
>640
>640
>640
>640
>640

40
640

10 
o 640
>640

0.63
0.63

^640

10

20

275

280

El espectro de absorbcíón u ltrav io le ta  muestra un máximum

característico aproximadamente a 260 a//< e l cual parece estar asociado con

la actividad antib iotica puesto que esta presente en todas las composiciones

hechas según hr sico descrito anteriormente. Las composiciones antlbióticaa
1%

de alta potencia también muestran un E de aproximadamente 70.
lcm

í l  espectro de absorbcíón in frarro jo  de la  composición antibidtlea 

de la ,resenin invención es mostrado en e l dibujo que se acompasa. Las 

bands,. características de absortcion en la región in frarroja del espectro 

al ser suspendido en un aceite hiurocarbonado aparece en las siguientes 

frecuencias expresad.t en centímetros recíprocos.
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1008 1232
1100 1739
1121 3390

Debido & su a lto  peso molecular, e l an tib iótico no muestra un 

punto de fusión uef in i t ivo .  Sin embargo, se comienza a oscurecer a aproximada­

mente 170° C. y se carboniza un poco por encima de 200° C. Debido a su 

naturaleza ácida es adsorbido por los agentes de intercambio aniónico y puede 

ser separado de los mismos. Las investigaciones muestran que las composiciones 

preparadas como se describen anteriormente, contienen hidrógeno, carbón, algo 

de nitrógeno y menos de 1% de azufre, pero no contienen fósforo.

La pruebas e lectro foréticas han demonstrado que la  composición 

antib iótica de la presente invención está cargada engativamente. La prueba 

de la  anthrona también indica que la  composición en su presente estado de 

pureza contiene una cantidad considerable de carbohidratos. Cuando se 

anade acetato de plomo acuoso a una solución acuosa del an tib iótico que 

contenga 30, 0*10 u/cc., se forma un precipitado que contiene aproximadamente 

99.6% de la  actividad. H  l ic o r  residual sólo contiene 15 u/cc. La actividad 

puede ser regenerada a&adiendo ácido sulfh ídrico o acido sulfúrico en un 

solvente ta l como acetona, metanol, n-butanol, butanol terciano, étanol 

denaturado (tres-A ), etc .

La invención puede ser adaptada fácilmente para ser usada bajo 

varias condiciones de serv ic io , empleando uno o más de las nuevas característi­

cas descubiertas o sus equivalentes. Al presente, aconsejados con respecto 

a i aparente alcance de nuestra invención, nosotros deseamos reclamar lo  

siguiente:

- 12 -
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335

340

N O T A

Habiendo ahora descrito y determinado particularmente la  

naturaleza de nuestra mencionada invenoión y en qué forma la  

mism  ̂ es ejecutada declaramos que lo  que reivindicamos es:

1 )  . -  Un nuevo procedimiento para preparar un compuesto de 

materia antibiótica M2, que comprende e l proceso de producir 

substancias efectivas para la  inhibición del crecimiento de 

microorganismos patógenos incluyendo e l Mycobacterium tuber­

culosis , siendo dichas substancias seleccionadas de un mate­

r ia l  que consiste en una substancia que es de carácter ác i­

do, precipitable en ácidos, soluble en á lc a li  acuoso, siendo 

dicha substancia substancialmBnte no d ifusib le  y estando ca­

racterizada por un peso molecular de la  magnitud de aproxi­

madamente 10.000, exhibiendo un máximum de absorción a l espec­

tro u ltrav io leta  a aproximadamente 260 m//* , y estando además 

caracterizada por un E ***% de cerca de 70 y exhibiendo una 

banda de absorción característica en la  región in fra rro ja  del 

espectro a l ser suspendida en un aceite hidrocarbonado a las  

siguientes frecuencias expresadas en centímetros recíprocos:

1008 12 82
1100 1739
1121 3390

y las  sales alcalinas da dichas substancias lo  cual compren­

de! introducir un cultivo de Streptomyces árense en un medio 

acuoso nutritivo y someter e l  medio a aereación y agitación.

2 )  . -  Un puevo procedimiento, según la  reivindicación 1, 

que comprende: la  inoculación de un medio nutritivo acuoso 

con un cultivo de Streptomyces arenae, permit iendo que la  fe r ­

mentación asróbica tenga lig a r  a una temperatura de 24 a 263 c .  

y recobrando e l antibiótico de los productos de fermentación.

3 )  . -  Un nuevo procedimiento, según reivindicaciones 1 y 

2, que comprende e l proceso de acuerdo con e l cual la  fermsn-

- 13
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200922
dación ea llevada a cabo por un periodo de por lo  menos 48 

horas.

4 )  . -  Un n#avo procedimiento, de acuerdo con cualquiera 

de laa reivindicaciones 1 a 3, cuyo proceso comprende e l me­

dio nutritivo conteniendo una fuente de carbón y nitrógeno 

u tilizab le  por e l Streptomyces arenae.

5 )  . -  Un nuevo procedimiento, de acuerdo con la  re iv in ­

dicación 4, en el cual e l medio contiene harina de soya y 

una fuente de miner¿ties aimilable por e l organismo.

6 )  . -  Un nuevo procedimiento, de acuerdo con la  reivindi 

cación 4 , en e l cual e l medio nutiitivo  contiene harina de 

soya y cerelosa.

7 ) . -  Un nuevo procedimiento, de acuerdo con lee re iv ind i­

caciones 1 a 6, en e l cual e l medio nutritivo también con­

tiene carbonato de ca lc io .

8 )  . -  Un nuevo procedimiento, de acuerdo con cualquiera 

de las reivindicaciones 1 a 7, cuyo proceso incluya la  ex­

tracción de antibiótico del micaLio da fermentación con mn 

alcanol corte, ta l como e l  etanol, seguido de extracción en 

agua, extracción en cloroformo o N-butanoí, absorción croma- 

tográfica y separación subsiguiente.

9 )  . -  Un nuevo procedimiento, de acuerdo con la  reiv ind i­

cación 8, en e l  cual la  absorción cromatográfica tiene lu ­

gar en un ge l de s í lic e  anhidro y 1 separación se hace con 

una mezcla de cloroformo y metanol.

1 0 ) . -  Un nuevo procedimiento, de acuerdo con las re iv in ­

dicaciones 1 a 7, en e l cual e l antibiótico es recobrado 

del micaLio de fer¡nsntación por extracción con etanol 50% a 

80%, e l etanol primero a un pH 3 a 4 entonces reextraída con 

butanol pximaro a un pH 2 a 4 y entonces reextraída con agua 

a un pH de 10.
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1 1 ).-  Se r e iv in d ic a ,  por ú ltim o , como objeto sobre e l  

que ha. de re ca e r  la  Paten ta  de In ten c ió n  que se so lic ita :

"UN NUEVO 1ROCEDII3 El.TO PARA PREP.Jl^R UN COMPUESTO DE MA­

TERIA ANTIBI OTICA M2".

Todo conforme queda d e s c r ito  en l a  presenta Memoria, que 

consta da quince hojas e s c r ita s  a máquina y d ibu jos que se 

acompañan.

M adrid, 13 d iciem bre de 1951.
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