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M O R I A  DESCRIPTIVA 
para solicitar

P A T  E N  T E  D E I R  V E N O  I O N  
e n

E S P A Ñ A  

por VEINTE años
a nombre de AIERiCAI-i CYANAMID COIE^Y, entidad norteamericana, 
establecida en 30, Rockefeller, Flaza, Eueva York, E Y. 

Estados Unidos de América, por:

"UN METODO DE PRODUCCION DE UN ANTIBIOTICO"

Esta invención se refiere a un nuevo antibiótico 
y a procedimientos de obtención dei mismo, más particular­
mente, la invención se refiere a una sustancia antibiótico 
producida por cepas de microorganismos de una especie de 
Strentomyces no descrita hasta ahora. Este nuevo antibiótico 
y sus sales son eficaces contra tripanosomas, amebas y  bac­
terias gram-positivas. Da invención incluye el antibiótico, 
sus sales y los métodos de producción y de aislamiento de 
ios mismos.
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j¿L nuevo antibiótico en su estado parificado es 

un material cristalino blanco que posee propiedades dé­
bilmente básicas, una muestra analítica preparada como 
se describirá más adelante dió los resultados siguientes
por análisis elemental:

carbono.. 
Hidrógeno 
nitrógeno 
Azufre... 
Oxigeno..

34,u3 
4,05 

21,60  
8,30

32,o2, por diferencia.

El compuesto es de peso molecular relativamen­
te bajo. Su fórmula empírica, basada en el análisis an­
terior, corresponde estrechamente a 6^ h ^ _ ^ n ^ 0^S.

El nuevo antibiótico es casi completamente 
estable en el agua a la temperatura ambiente durante 24 
ñoras a concentraciones de iones hidrógeno de p a 3,, 
en -y, y pn 9. A temperaturas elevadas muestra una cier­
ta inestabilidad, particularmente a 1009 .0. y más.

Los espectros de adsorción de infrarrojo 
del antibiótico se representan en la Figura 1. La 
curva se detenninó en una muestra del material que 
se había mezclado con cristales de i'Jjr y se prensó 
hasta obtener un disco, ni espectro de adsorción de 
ultravioleta a pn 7,o se representa en la Figura 2.

La rotación óptica de una muestra dol an­
tibiótico purificada era 24,5 = 33,3 (1,052 gra­
mos en 100 mi. de 50 por ciento de etanol y 50 por

2 -



228089
ciento de ácido clorhídrico <u, 1 JM. Rotación observa­
da corregida = 0,352 en un tubo de 1 den.

ĵ l nuevo antibiótico es soluble en Los disol­
ventes siguientes, a la temperatura ambiente, en las 
proporciones aproximadas que se indican y que se expre­
san en miligramos por milil-itro de disolvente:

Agua - pH 3,5 ........... 5,0 (, a j
Agua - pn 6,5............  4., 9 (a)
Agua - ph 9,25........... 2b,o

lo Metano!.................... 14,2 .̂a;
Acetona. .........................................  4 ,0
n-butanol.................. o,2b
Acetato de etilo.......... 0,3ó
,enceno...........................................  0 ,1 3 7

1  ̂ Eter............... . 0,031
(a; Estas cifras se obtuvieron gravimétricamente.

Si nuevo antibiótico de la presente invención 
es fuertemente adsorbido sobre carbón vegetal en una 
amplia gama de concentraciones de ión hidrógeno que 

2o se extiende desde pu 3 nasta pm 9. Es débilmente
adsorbido en absorbentes comunes tales como silicato 
ae magnesio activado, alúmina, alfa-celulosa y tierra 
de batán en condiciónes de pn ácido, neutro y alcalino. 
-u.eae ser adsorbido por resinas de cambio catiónicas 

2$ de soluciónes neutras o ligeramente alcalinas y puede
ser eluido de ellas con una solución ácida o básica.

ĵ l nuevo antibiótico es muy activo contra
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tripanosomas tales como Trypanosoma equicerdum y amebas
tales comoRnüsmoeba histolytica y es, pues, valioso
en el tratamiento de la enfermedad ocasionada por ésto
microorganismos en los seres humanos y en los animales
empleado en las cantidades y la manera prescrita por 
el médico o el veterinario asistente. Es asimismo ac­
tivo contra varias bacterias segtin se muestra en la 
tabln siguiente, en la cual se pone de manifiesto su 
espectro bacteriano utilizando una solución de 2oO 
mierogramos por mililitro del antibiótico en metanol
acuoso en el procedimiento de difusión en agar al 2o 
por ciento tipo:

Organismo Anchura de la 
zona en mm.

B. cereus Waksman...........
EJ. Pneumoniae (Friedlander'sj 
Salmonella gallinarum pn 7 ,8. 
Salmonella gallinarum pH 6,o. 
Alcaligenes sp. ATOO 10153..

.......  3,0

......  2,9

.......  7,o

........ 6,1

........ligera
Staph. aureus na (1209j......
1 . subtilis pti 7,3..................
i. subtilis pH 6 ,0................
n. subtilis, resistente a la strepto— 

tricina.................
M. ranae........

6 , 0

a,9
9,4

3,o
o

M. tuberculosis pH 7,8 
m. tuberculosis pH 6,0
Staph. albus.........
K. pneumoniae........

2,9
7 , 1
3,o
7,5

- 4 -
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Orga^iismo Anchura de la 

zona en mm.
E* ccli....
^  ...........................................................................................
btreptococcus haemolyticus iíY5......... .. ^
oorynebacterium xerose...........

bl nuevo antibiótico .s producid. poj un. especie 
— 3R-SEÍS<S_ a la cual nemos asignado nuestro ndmero 
T30M, y qu. ai parecer, no n. sido descrita anterior-
r-..nte. Un. descripción general d. esta nueva ..pesie .s 
Bomo sigue:

L°. colores ...ritos . . 3  A s é a l a  . . 3  ^  Ridgsw,
Jíioelio aóreo, ausente en nuaerosos medios, presen­

te en algunos medios y entonces limitado en cantidad,
blanco a gris parecido al (gris gaviota iálid. a gris 
Gaviota claro).

J ^ e l m ^ v a g e t a ^ , _  desarrollo apretado, blancuz­
co a carillo (pem-ecid. ai Amarillo marfil . Anta a Ama- 
I'illo hiel).

-li°¿2íaei&}. del reverso, blancuzca a amarilla 
(parecida al Am^-illo marfil . Amarillo ,31.1 .
la„ en cierto, medios se presentan zonas oscurecidas (pa­
recidas a gris rardusooj mezcladas con zonas amarillas.

ilEMBÍo soluble ¡ninguno en 1 . mayoría de ios medios, 
amarillo claro en agar de manitol czapek-pox a líe y 37, ó.

—  'Ologia, °6rea= en agar de almidón de
Waksman están ramificadas, las hlfas e s ,.rifaras se pre­
senten principalmente en f.r,^ de racimos de rmp,s lat.ra- 
es que termrna, en cortos frenamientos de varias vueltas
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esporas son casi esféricas a alargadas 
ô,^/ - 1,14 por u,$7  ̂1^71 ^ ^

u^al """ "^"'^ristica, d. cultivo en „
n.aal.3 "  ^  ^  ^  ^
cultivo^ "" características de

V. especie , .a r, 'est. "* ^  ""°-dic a, r°"P"esta a diferentes c.ndicidnes ác re
mt i^te se presenta v^iasicnss en la. anteriorescaracterístjp^or  ̂ ^"otrures

c=n henges. ' ' al tratar

- 6 -
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Tabla l. Oaracteristicas de cultivo de la especie Streptomyces 
de incubación en placas Betri a 289 O<

Medio
Des

arrollo
Micelio aéreo micelio vegeta­

tivo

Agar czapek-Dox Bueno ligero; blímco Amarillo (ante- 
crema a ante)

Agar manitol 
Ozapek-Dox

Bueno muy ligero; 
blanco a gris 
claro (casi 
gris mineral 
claro)

Orema claro a 
amarillo (casi 
ante)

Agar,asparagi­
na , dextrosa, 
extracto de

Regular ninguno Orema ligera­
mente blancuz 
co

carne.

Agar,asparagi- 
na, dextrosa,

Regular ninguno Amarillo blan 
cuzco

extracto de 
carne, ácido
Agar de almi­
dón de Waksman

moderado escaso a mo­
déralo gris 
azulado (Gris 
Gaviota Páli­
do a Gris ga­
viota ularo;

Blancuzco a 
amarillo 
(casi Ante)

- 7 -



T-3U18 , despu<.ás de 14 días

)

Reverso pigmento
soluble

Observaciones

Amarillo
(casi
ante;

Amarillo 
(ante a 
amarillo 
miel/
plancuz- 
co asĴ a. 
rillo cía 
ro (casi 
color 
crema/
crema 
blsncuz 
co
Flancuz

Ninguno

ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno
.ri­co s. aun 

lio (casi 
Ante);zo­
nas oscure 
cídas casi 
cris Farduz 
co

Desarrollo
diseminado

Diseminado

Desamorro
apretado;
agar no 
completa­
mente claro
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El proceso de fermentación. 2 2  ^

El proceso por el cual se produce el nuevo antibió­
tico es una fermentación aerobia de un medio nutricio 
acuoso inoculado con el nuevo organismo descrito antes, 
los constituyentes del medio de fermentación y las con- 
diciónes de la fermentación son generalmente los de otros 
procesos de fermentación en los que se emplean hongos para 
producir antibióticos.

las fuentes de carbono incluyen: almidón, almidón 
hidrolizado, azúcares tales como lactosa, maltosa, dextro- 
sa, sacarosa, o fuentes azucaradas tales como melazas; al­
coholes, tales como glicerina y manitol; ácidos orgánicos, 
tales como ácido cítrico y ácido acético; y diversos produc­
tos naturales que pueden contener además de sustancias car­
bonosas otros varios materiales nutricios, has fuentes de 
nitrógeno incluyen proteínas, tales como caseína, zeína, lac- 
talbúmina; hidrolizados de proteínas, proteosas, peptonas, 
phptidos y materiales comerciales, tales como N-Z Amine que, 
se cree, es un hidrolizado de caseína; también líquido de 
maceración de maíz, harina de soja, gluten, harina de semi­
lla de algodón, harina de pescado, extractos de carne,
"stick liquor", torta de hígado, extractos de levadura, so­
lubles do destilerías y análogos; aminoácidos, urea, sales 
de amonio y nitratos, etc. Los cationes inorgánicos, tales 
como sodio, potasio, calcio, magnesio, etc.; y los aniones, 
tales como el cloruro, sulfato, fosfato y varias combinacio­
nes de éstos aniones y cationes en forma de sales minerales 
se emplean ventajosamente en la fermentación, m s  llamados

J
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elementos traza, tales como boro, cobalto, nierro, co­
ore, cinc, manganeso, cromo., molibdeno y otros más se 
pueden usar con ventaja, Generalmente, el azuire del 
antibiótico y los elementos traza so presentar en can­
tidades suficientes en los constituyentes carbonados y 
nitrogenados del medio, particularmente si proceden de 
fuentes naturales, o en el agua de la cañería, y la 
adición de más cantidades de los mismos puede ser inne­
cesaria.

La fermentación se airea de ia manera corrien­
te haciendo pasar aire estéril a través de la mezcla 
fermentante, usualmente en la proporción de aproximada­
mente 1 volúmen de aire por volúmen de medio de icimen­
tación por minuto. Para reducir ai mínimo la contamina­
ción por microorganismos extraños, las vasijas de fer­
mentación deben estar cerradas y debe mantenerse una 
presión de u,14u61 - 1 ,0 5 4 6 1 Kg. superior a la atmos­
férica en la vasija. Es generalmente conveniente la 
agitación mecánica además de la agitación proporcionada 
por la aireación, ue vez en cuando se pueden añadir 
agentes snti-espumantes, tal como octadecanol al 1  ̂
en aceite de manteca de cerdo, a medida que sea preciso 
para, impedir una excesiva formación de espuma.

na fermentación se efectúa a una temperatura 
preferiblemente del orden de 26 a. 303 c . ,  pero puede 
ser tan solo de 1/3 g. o tan alta como de 423 o.

ni tiempo requerido para la producción máxima 
de antibióticos suele variar considerablemente, según
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las otras condiciónes de la fermentación. ¡̂;n general, se 
necesitan unas 40 horas para descubrir cantidades aprecia- 
oles del antibiótico en el medio, A<a producción de anti­
biótico aumenta con ei tiempo y ia fermentación puede du­
rar hasta 12u horas. Atas condiciones de ión hidrógeno va­
rían normalmente desde ph 6 a pH 8,0, si bien son permi­
sibles las desviaciónes de éstos valores.

Ejemplo I.
Se preparó un inóeulo adecuado para comenzar una 

fermentación en gran escala de la manera siguiente:
Se usan 5 a lo mi. de agua estéril para suspender 

el crecimiento superficial de un cultivo inclinado en 
tubo de ensayo en agar. La suspensión resultante de espo­
ras y trocitos de micelio se emplea para inocular dos lo­
tes de !(J0 mi. de medio estéril en frascos Erlenmeyer de 
500 mi. nos dos frascos, después de ia inoculación, se in­
cuban en un agitador de movimiento alternativo a unos 
283 c. durarte unos 2 dias, después de lo cual los 200 mi. 
de incóculo primario se utilizan para inocular b litros 
de medio estéril en una botella de vidrio de 9 litros, 
que a su vez se incuba, cor aireación, generalmente duran­
te un dia poco más o menos, a unos 28a c . Los 6 litros de 
cultivo de la botella se usan luego para inocular 1O0-200 
litros o más de medio estéril en un tanque fermentad or.
Para lotes mayores, de 5oo litros o más, se obtienen ordi­
nariamente inóculos mayores juntando dos o más inóculos 
de botellas de 6 litros.

un medio de fermentación de la composición siguien-

- 13 -
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jbieor de remojo de maíz................ 12,5 gramos
Monital................................  10,0 "
Cloruro sódico.......................... 2,o "

5 2 ^ 4  ......................................................  2 ,0  "

................................. 1,5 n

MgS0^.7H^0 ............................  u,25
Solución de elementos traza Wiscon-

sin A-Z ................................ 1,0 9
10 se completó hasta 1.000 mililitros con agua y se

ajustó a ph 7 - 7,2 con hidróxido sódico acuoso.
Se colocaron 1.500 litros de este medio en un 

tanque fomentador de 2.272 litros; se esterilizó du­
rante unos 60 minutos a 1,05 ííg. de presión de vapor 

15 (12us c . j  y se inoculó con 12 litros de cultivo de bo­
tella de 23 horas como se ha descrito antes, gl pn era 
de 6,9b antes de la esterilización y de 6,68 después ¿e 
la esterilización, na mezcla se fermentó durante 112,5 
horas a 26-298 C. (la mayor parte del tiempo 27-208 c.j. 

2o Además de la fermentación anterior, se efectua­
ron varias fermentaciónes análogas en condiclónes diver­
sas, según se ilustra en la tabla siguiente, uos resultan­
dos del ensayo se obtuvieron usando el organismo 
Streptococcus haemolyticus cepa C—2o3 como organismo de 

25 ensayo con infusión Difeo—Bacto de cerebro y corazón re­
constituida con agua y 1 3-/2 por ciento de agar como 
medio de desarrollo.

-  14  -
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Ex.

Capacidad
deí tabaque Litros 

en de
litros medio

_____Inóculo ___
litros" "* Edad

de del cul
cultivo en 
botella

tivo en bo­
tella en horas

Tesrp
se.

2 .272 1.500 12 23 26 -  29

li 454 2u0 28 ,5 28

111 454 2b 28

IV 909 4oo 30,5 27 - 29

^  Antes de la esterilización Sin el asterisco "O" indica después de la este

14  bis



Relación de 
aireación:
yol de aire 
n vol de medio

0,85

0,95

3 ,9 5

.1,00

Tiempo en 
horas de 

ornen 
tación

2

JEá

Anchuras
de la

zomn.de ensayo__

o 6,96
0 6,68
96 6,22
112,5 6,54

o 7,o2
o 6,72
46 6,52
72 7,13
89 7,22
0 ^ 7,26
u 6,72
74,5 6,43
91,5 6,7o
0#- 7,18
o 6,55
72,5 6,80
69 7,24

29,0
31,2

23.3 
27,7
31.3

31,3
32,7

29,2 
3o,6

228089

rilisación
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Procedimientos de aislamiento.

se han ideado varios métodos de recuperación 
del antibiótico del licor de fermentación, que se basan 
en laspropiedades físicas y químicas del antibiótico,

5 En general, es preferible filtrar el licor de fermenta­
ción para separar los micelios y otros componentes inso­
lubles de la fermentación por filtración al pn de la 
recogida. Se emplea un auxiliar de la filtración, tal co­
mo tierra de diatomaceas. ni antibiótico puede ser adsor- 

]_0 oído luego en un adsorbente y eluido de él. nos procedi­
mientos de extracción por disolventes, cromatográficos y 
de salificación se emplean también, segdn se verá en los 
ejemplos específicos que siguen,

un procedimiento de aislamiento preterido compren— 
15 a_e las operaciénes de adsorber el aircibiótico del licor

de fermentación filtrado obre carbón vegetal activo y 
eluir después la actividad con un disolvente polar. La ac­
tividad se adsorbe en el carbón vegetal al pü natural 
del licor de fermentación que puede ser de pn 6,5 a 8,0.

2 )̂ El eluyente es, preferiblemente, un disolvente polar
miscible con el agua, tal como una mezcla de 95 por cien­
to de acetona y 5 por ciento de agua. NO es necesario 
ningán ajuste particular de la concentración del ión hi­
drógeno del eluyente. En lugar de acetona acuosa, podemos 

25 usar metanol acidificado hasta un pH de 2 a 3 o a un pn
tal alto como 9. Otros alcoholes tales como el alcohol 
etílico, los propanoles, los butanoles y análogos, se pue­
den usar también como eluyentes. Estos pueden rebajarse

-  15  -
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!x.

Inoeuium
oapacity jbiters Age of
of tank Litera of Motile

^  Bottle culture
fallona Médium Culture in uours

500 1.500 12

Temp.
su.

23 2b - 29

loo 2o0 20.9 26

111 100 200 2b 28

IV 2oo 400 30,5 27 - 29

^"Befores steriiisation. Wiihout the asterisk, "0" iudicates aí'ter ate

15 bis.



i Acration- Time in
j Ratio:Vol. iiours of
; of Air to Fermen—
! 4K3l^-.jRediuin tation Pti
¡. 0 ,3 5 0 ^ 6 ,9 6

0 6 ,68
! 96 6 ,22
i 1 1 2 .5 6 .540 .9 5 0^ 7 .0 2

0 6 .72
43 6 .52
7 2 ^ 7 .13
39^ 7 .2 2

r.. 0 .9 5 0 7 .2 6
0 6 .7 2

7 4 .5 6 .43
9 1 .5 6 .70

------l .o o 0 ^ 7 .18
u 6.55

7 2 .5 6 .8o
89 7 .2 4

Assay
Zone

Widths

2 9 ,0
3 1 .2

23 .3  
2 7 .7
3 1 .3

3 1 .3
32 .7

2 9 .2
3 0 .6
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con agua hasta 50 por ciento o más cuando se desee. Otros 
disolventes polares hidroxilados, miscibles con el agua, 
son los "Cellosolves", tales como el éter etílico del eti- 
lenoglicol y análogos. Los ácidos diluidos tales como el 
ácido clorhídrico veinte-normal y el ácido acético se pue­
den utilizar también como eluyente para recuperar el anti­
biótico adsorbido del carbón vegetal, otros disolventes 
polares que pueden usarse para recuperar- la actividad del 
carbón vegetal son la piridina,, las soluciónes acuosas de 
fenol y otros más de tipo semejante.

La adsorción y la elución se pueden realizar de 
diversos modos iamifiares a todos aquéllos impuestos en 
el arte, Ll licor de fermentación filtrado puede simplemen— 
te agitarse con el carbón vegetal y luego se puede filtrar 
y la actividad se puede recuperar de la torta do filtración 
pasando el eluyente a través de la torta o agitándola con 
el eluyente. Otro procedimáento corriente consiste en pa­
sar el licor de fermentación por una columna rellena de 
carbón vegetal y pasar luego el eluyente por ésta columna. 
La elución puede ser precedida por un lavado con agua para 
quitar las impurezas solubles en el agua que no son fuer­
temente adsorbidas en el carbón vegetal.

Después de recuperar la actividad del carbón ve- 
getal adsorbente, es generalmente conveniente concentrar 
el eluyente. Si se desea, la concentración puede efectuar­
se hasta sequedad y el material se puedo almacenar hasta 
que esté listo para ulterior purificación. Debido a la ele-

-  16  -
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vadisima actividad antitripanosómica del material, puede 
ser apropiado para su uso en el tratamiento de animal.es 
en este estado del procedimiento. nn realidad, el antibió­
tico es tan altamente activo que el mismo licor de fermen­
tación na, resultado efioáz in vivo contra Trypanosoma equi— 
perdur..

una purificación más avanzada se puede realizar 
mediante cromatografía con carbón activo, in éste procedi­
miento se prepara una columna de carbón activo y el anti­
biótico concentrado se disuelve en un disolvente adecua­
do tal como 5u por ciento de acetona y 5o por ciento de 
agua y se pasa a través de la columna, na columna se des­
arrolla o revela luego por el paso continuo de un disolven­
te semejante hasta que las impurezas débilmente adsorbidas 
de la coitüitra son eluidas y separadas, cuando la actividad 
antibiótica comienza a salir bien de la columna, lo cual 
se determina por simples ensayos de actividad dei tipo que 
se describe aquí en otro lugar, se hace pasar un eluyen— 
te más inerte del tipo descrito antes a través del lecno 
de cancón y se recupera así la actividad.

ni eluyente puede concentrarse o secarse por 
lioí'ilízacíón. Frecuentemente se recuperan cristales del 
antibiótico como resultado de la operación de concentra­
ción.

Una purificación aun más avanzada del antibióti­
co se puede lograr por diversos métodos, algunos de los 
cuales se describirán más adelante. Un método preferido

-  17  -
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es el empleo de butan. 1  normal y da. columna 3 . reparto
fonna,(3.̂  de
pío O q p distóme., y se describe en . 1
Pío 9. Se sobrentenderá, por supuesto o-,. r * ̂ supuesto, que éstos procedí-
coml l i t l " " '  -  deben con.ider.r.e
particul " Presente invención a ningdn métodoparticular de purificación.

Ijennlo v

de adsore-,óu

descrito^ ármentelo de varice t^qu.e como se na
descrito cmtes se reunid par. obtener un v.ldmen de mos-

d " J f , °  ^ ^  ^  —  -  filtró con ayudaHyilo ^uper-Cel" (tierra de díateme n  ̂ diatomeas; para obtener
^ ^  mitrado. El ensayo indicó un total de

5. 4 gramos de antibiótico puro en los 1 .3t. litros de
dloeión. se ^ d i e r o n  1 .99. gr^cs de -.parco n-bo-. (oar-

0 n vegetal activo, y 1 . mésela se agitó durante medía
ñora, be agregaron 5.850 gramo <3 ^  „r.^  gramos de "Celite 545" (tio-r-r-nĉ e dia.toDiea.s J y, des*n*u.̂  ̂^^ ^
la dono-. - ' """ ^  alcanzasea nomo^n.tdan durante 1 . agitación, se filtró, na
torta filtrante de -Darc-sellte" ^^  ̂ se ecno en 40 litros ce

 ̂ Papilla, durante 5 minutos y  ce
" - d -orta de filtrad, lavada se mezcló con 2U litros

o ^ a  para fc^tar una papilla nomegónea espesa que se 
r° ujo en una columna da vidrio de 22,do cm. de diá­

metro interno. n. coluda resultar.te tenia „
^  "  ^-.arrolló con una solución ..
92 por Ciento de acetona y 5 p.r ciento ae agua, uar, . 1

18
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desarrollo de la columna se usó un total de bij,5 litros 
de esta solución.

Se recogieron los primeros &9 litros de percolado 
(íiUrado), los 10 primeros litros en un corte y ios res­
tantes 55 litros en un segundo corte, nanos cortes con­
tenían respectivamente 17 por cien.o y 4b por ciento de 
los 5,64 gramos de actividad originales. primer corte 
se concentró a presión reducida, hasta obtener una solu­
ción acuosa de 2 litrps y el segundo corto so concentró 
análogamente hasta obtener 3 ,5 litros de solución acuosa. 
Cada concentrado se liofilizó luego separadamente, dando 
lo si,guíente:
norte nún. 1: 46 gramos que, según ensayo pertinente, con­

tenían el equivalente de u,94 gramos de an­
tibiótico cristalino.

nor^e niim. 2: 59,5 gramos que, según ensayo pertinente, con­
tenían el equivalente de 1,92 gramos do an­
tibiótico cristalino.

-  19 -



Ejemplo VI.

Purificación preliminar-procedimiento de adsorción-elución

Se filtraron litros de mosto a pH 7,4 
con ayuda de ''Hyflo Super—Oel" para obtener Jou litros 
de filtrado, si pH se ajustó a 6—7 y se añadieron bao gra­
mos de "Darco G— 60". na mezcla se agitó durante media ñora, 
se agregaron unos 1.2<jO gramos de "Hyflo Super-Oel" y la 
papilla se agitó hasta homogeneidad y se filtró, torta 
de filtración se convirtió en papilla en lu litros de agua 
durante 5 minutos y so filtró, ma torta lavada se transfor­
mó en papilla en una solución de 5.700 ml.de acetona y 300 
mi. de agua durante 2u minutos y so filtró, gl voiómen de 
este primér eiuato fuá de 5,5 litros, na torta de filtra­
ción residual se volvió a, eluir dos veces de la misma ma­
nera dando un ccpi-ndo y un tercer eluato de 5,4 litros y 
4,6 litros respectivamente.

los tres eluatos se juntaron para dar una solu­
ción de 15,5 litros, ni pn se ajustó a 6—6,5 y la solución 
se concentró en el vacio hasta una solución acuosa de 1,5 
litros, ni pn del concentrado se ajustó a pu 6,5 y la so­
lución se lioi'ilizó. ni rendimiento fuá de 25,5 gramos.

Ejemplo Vil*
.purificación preliminar - Extracción con disolventes.

ni mosto de fermentación del tanque bu s,prepara­
do sustancialmente como en los ejemnios j. - j.v ̂ se trató 
tal como se ha descrito en ei .ajampio vi, excepto que el 
concentrado acuoso final no se liofilizó. bl volilmen del
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concentrado era de 2 litros y ésta solución se ajustó 
a pii 2 (con deido clorhídrico; y se extrajo dos veces 
con 1 litro cada vez de butanol normal. 1 1  residuo 
acuoso se ajustó a pH 7 con hidróxido sódico acuoso y se 
saturó con unos 1.200 gramos de sulfato amónico.La mez­
cla resultante se extrajo tres veces con 1 litro cada 
vez de butanol. una cierta cantidad de material insoluble 
que se depositó en la intercara durante la extracción 
se mantuvo apartada de los extractos. La tabla siguien- 
be indica ios resultados de éstas extracciones:

Total demgm. de 
Total de sólido antibiótico puro 

Solución eii gramos (calculado;
Concentrado original 57,4 976
Primér lavado con butanol 
pH 2.......... 29,1 4b
Segundo lavado con butanol

pH2........ 7,5 45
Residuo acuoso....... 23,5 676
Primér extracto de butanol

PH 7..... 7,2b 497
Segundo extracto de butanol

pH 7...... 3,9 208
Tercer extracto de butanol

PH 7..... 1,43 8o
Los extractos primero y segundo se combinaron,

*̂e des—solventizaron, se concentraron y se liofilizaron
para dar un material que acusé 6 0 de actividad por mgm

21 -



Purificación más avanzada - columna, de adsorción.
Se prepanó una columna de adsorción como sigue: 

so mezclaron 3 .0OO gramos de "Celite 545" y 1.000 gramos de 
5 "Barco i—bu" intimamente en un tambor de cubo. A ésto se

añadieron 2.000 mi. de una solución de 50 por ciento de 
acetona y 5o por ciento de agua y el todo se mezcló bien, 
la, mezcla homogénea final se atacó en una botella de 2u 
litros invertida, cuyo fondo Labia sido cortado para for- 

lu mar una columna de 28 cm. de diámetro y 33— 35,50 cm. de
alto.

nuestras preparadas por el proceso de los Ejemplos 
V y Vi se combinaron para dar aproximadamente 125 gramos 
de antibiótico bruto. Este material, que contenia un total 

15 de aproximadamente 126 x 10^ unidades de actividad, o
l.uOO unidades por mgm., so disolvió en 1 litro de solu­
ción de 50 por ciento de acetona y 50 por ciento de agua y 
lo solución resultante se añadió a la parte superior de la 
columna. La columna se desarrolló con 46 litros de solución 

20 de 50 por ciento de acetona y 5o por ciento de agua. El per-
colado (filtrado; se fraccionó como sigue:

- 22-



Fracción yolúmen en litros
l'otal de sólidos Total de unida— 

en gramos___ des de actividad.

A 8 ,5  7*56 6
6 ,9  l o , 6 1 9 ,4  x lo

C 1 0 ,2  7 ,7 7 9 ,8  x lO^
D 9 ,4  3 ,0 3 1,2  x lo

29 ,66 130 x 10^

Las tres últimas fracciones se des-solventizaron a
presión reducida y se liofilizaron con los resultados siguien-
tes:

Fracción Peso en gramos unidades por mgm.

L l o , 3 I,5o0
c 7 ,7 8 ,640

D 3 ,6 8,5oo

2 1 ,6
La recuperación total de unida,des de activiaac. en 

las tres muestras secas fué de aproximadamente 112 x lo uni­
dades. ( 1 de antibiótico cristalino = 45 unidades de activi- ^
dadj.

njemplo iX
Purificación más avanzada - columna de reparto.

Se agitaron juntos butanol nortaal y agua en un embu­
do separador y se separaron para obtener un par de soluciones 
mutuamente saturadas. Se añadieron aproximadamente doO mi. 
de butanol normal a unos Id litros de ou-canol saturad.o con 
agua, de forma que la fase disolvente empleacta en ésta co­
lumna era butanol no completamente saturado con agua.

Se mezcló intimamente un kilogramo de "Celite 545"

-  23 -
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lavado con ácido con 500 mi. de fase acuosa y la mezcla 
se apretó para formar una columna de 42 cm.^ de sección
transversal y unos 83 cm. de alto.

Muestras de los ejemplos V y VI que pesaban 
3,6 gramos y que contenían aproximadamente 8.850 unida­
des de actividad por mgm.,o un total de unos 14,9 gramos 
de antibiótico parcialmente purificado que contenía unas 
129 x 10^ unidades de actividad se juntaron y se anadie- 
ron a unos 153 mi. de fase acuosa y la mezcla se agitó 
constantemente a la temperatura ambiente al tiempo que 
el pH se fijaba en 2,0. Después de agitar más, la mezcla 
se filtró para quitar una pequeña cantidad de material 
insoluble. Del filtrado se apartaron 3 mi. para ensayo y 
determinaciones de sólidos totales y los restantes 150 
mi. se mezclaron con 3uO de "Celite 545" lavado con áci­
do. La mezcla resultante se introdujo, apretadamente, en 
la parte superior de la columna, añadiendo a ella otros 
25 cm. para obtener una altura total de lu8 cm. na colum­
na se desarrolló luego con fase disolvente y el porcola­
do (filtrado)se fraccionó como sigue:



228r8Q
Fracción volumen en mi.

Volumen
acumulado

rotal de sólidos 
en mgm./ntl.

F1 1 .12u 4,3
y 2 1.070- 2.190 0,52

5 F3 675 2.865 0,48
F4 8uo 3.665 0,38
F5 900 4.565 0,40
F6 1.070 5.635 0,22
F7 l.u2u 6.655 0,23

10 F8 1.040 7.695 0 ,2 1
F9 1 .2uu 6.095 U*y-L4-

FIO 1.060 9.955 o,45
Fll b4o lo.595 1 ,2 1 -
F12 4.000 14.595 0,56

15 F13 0,94
Se juntaron las fracciones Fio, Fll y Fl2, se con-

centraron a presión reducida para des—solventizarlas y se
lioi'ilisaron para obtener 3 ,34 gramos de producto.

Fjemplo x
20 Cristalización del nuevo antibiótico

Se disolvieron 3,34 gramos de antibiótico par-
cialmente purificado en do mi. de a¿gua a b5a c. y el pH
de la solución se ajustó a 1 ,5 con ácido clorhídrico diluí-
do. la mezcla se filtró para quitarla unaL cierta cantidad

25 de goma insoluble, yl pü del filtrado se ajustó a 4,0 con
hidróxido sódico acuoso diluido, se aííadió un cristal de 
siembra y la mezcla se dejó reposar por la nc-cne a 4-i39 c,

- 25 -
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A la mañana siguiente los 
varón con agua fría y se ¡

cristales so filtraron, se la- 
ecaron en un dcsecabíor de va­

cío sobre "Drierite" a 1 mm. de presión durante unas 
24 horas. Rendimiento: 1,19 gramos

Ejemplo XI
Cristalización del nuevo antibiótico después 
de la extracción con butano! de las impurezas.

Varias muestras purificadas por la primera ad­
sorción, tales como las muestras del Ejemplo VI, se reu­
nieron y so nicieron pasar por la segunda purificación 
en columna de adsorción como se describo en el Ejemplo 
VIII. La porción rica en antibiótico del porcoiado (fil­
trado; se concentró a presión reducida basta obtener un 
pequeño volumen acuoso y se liofílizó como en el Ejemplo 
VIII. una muestra que pesaba l,b? gramos y que contenía 
un total de unas 12,8 x la^ unidades de actividad se 
disolvió en 8o mi. de agua y la solución se nizo u,i E 
con respecto a ácido clorhídrico añadiendo ácido. Esta 
solución se extrajo dos veces con 8u mi. cada, vez de.'&a- 
tanol normal, con lo cual se separó un total de 1,07 
gramos de sólidos, pero solamente alrededor de 9 por cien­
to de la actividad. El pn del residuo se ajustó a 8,5 y 
la solución resultante se des-solventizó a presión re­
ducida y después se concentró a 5-lv mi. y se mantuvo 
fría. El producto cristalino se futró, se redisolvió 
en unos ltj ml.de agua a pn 1—4 caienianao ligeramente y 
se filtró. El filtrado se enfrió y los cristales resul-

- 26 -
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tantes se filtraron, se lavaron con a ^ a  fría y se seca- 
ron. Reno.íjfiie3-ito: 145mgm. de cristales blancos.

Ejemplo XII.
RecrisLalización del nuevo antibiótico— 
-----------.̂ c las muestras analítj^as. Preparación

Se disolvieron 4,522 gramos de varios lotes 
reunidos de antibiótico cristalino preparado como se ha 
descrito en el Ejemplo X) en 200 mi. de agua a bos c.,y 
el pn de la solución se ajustó a 2,5. La solución se fil­
tró y el filtrado se ajustó a ph 4 y se dejó reposar por 
la noche a 4-59 o. nos cristales se filtraron y se repi­
tió el mismo procedimiento de recristalización cuatro 
veces. La recristalización final incluía una operación 
de decoloración con una pequeHa cantidad de carbón vege­
tal. ul producto final era 1,59 gramos (después de secado 
a 2 mm. de presión; de muestra analítica. De ésta mues­
tra, 1,25 gramos se secaron más aun durante 2 Loras en 
una pistola Abderhalden al punto de ebullición del clo­
roformo. El producto obtenido consistía en apelotonsmien- 
tos de cristales filiformes, ñas direcciones de vibra­
ción principales y sus correspondientes índices de re­
fracción principales fueron difíciles de determinar y no 
se dan en vista de la posibilidad de error

- 27 -
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Ejemplo Allí 228C89
Eextrina .1 por ciento
i'j-Z Amine, A .....................i <.

....................................................................................... .... "

(NI^; 2 ^ 4  .....................0 ,2 -- !!
K HpPO^ 0,15 por ciento

^2"P"4 0,05 " "
NgSO^ . 71^0 ....................  o,o25 " "
Solución Wisc. A—Z ........ . 0,1 por ciento^en volumen;
Agua de la. caFlcria hasta loo %
cien mililitros del medio anterior en un matraz Erlenmeyer 
de 500 mi. se esterilizaron durante 2o minutos a í,o5 igg. 
/cm- de presión de vapor y se inocularon con 3 mi. de 
inóculo pre—formado. El matraz se incubó en un agitador
de movimiento alternativo a 26 s o. durante 72 horas.
El mosto fermentado resultó ser activo contra Trypann- 
soma equiperdum.

20

25

Ejemplo XIV

Volúmenes iguales de butanol normal y del mosto 
anterior se agitaron juntos a ros valores de pH indi­
cados y luego se separaron, na tabla siguiente muestra 
las actividades en los extractos de butanol y los resi­
duos acuosos junto con los coeficientes de extracción.

i.utanol
ph 2 8
PH 5 51
pn 7 49
PH 9 23

Agua
135 o,06
loo o,5
66 u,b

123

- 28 -
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una cantidad del mosto anterior se saturó con 

sulfato amónico, cinco litros de esta solución se extra­
jeron dos veces con 2,5 litros cada vez de butanol normal. 
Otro lote de 5 litros se extrajo dos veces con 2,5 litros 
cada vez de acetona.

nos dos extractos de butanol se reunieron vién­
dose que contenían sustancialmente toda la actividad del 
mosto, nos dos extractos de acetona se reunieron viéndose 
igualmente que contenían toda la actividad del mosto.

Ejemplo XVI
Se agitaron 11,9 litros de un mosto semejante a 

pH de recogida con 55 mg. de "Barco d-6o" durante media 
uora. na suspensión se filtró con ayuda de una pequeña
conminad de "Celite" y se lavó en un embudo nucñner con 
500 mi. de agua.

na corta lavada se convirtió luego en papilla 
en unos 2u minutos con 300 mi. de acetona y se filtró, 
na torta residual se volvió a eluir dos veces con 30o mi. 
cada vez de 95 por ciento de acetona. Los tres eluatos 
do acetos;a se reunieron y se ensayaron, mostrando ios 
resultados una recuperación de 35 por ciento de ia activi­
dad del mosto, ^a solución reunida se concentró en el va­
cio nasta obtener un concentrado acuoso que se liofilizó 
uondo 3,64 gramos de sólidos, que según so determinó por 
ensayos representaban material purificado once veces en 
comparación con el antibiótico contenido en el mosto.

- 29
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228C
j¿L beta^metoxietanol o el beta-etoxretanol 

pueden sustituir a± butaíior o a .ta acetona en la ex­
tracción anterior.

Ejemplo .̂vii

Se disolvieron 5^ mg. del antibiótico del Rjem- 
bic de case libre, en unos 5 mi. de agua por la
adición de ácido clorhídrico 0,IN y se añadieron 5 mi. 
de un solucibn de ácido pierico acuosa, saturada. El 
precipitado cristalino resultante se centrifugó y se 
lavó con unos 5 mi. de agua fria.

El producto se recristalizó tres veces de agua 
con una filtración en caliente (6o - 75a c.) en la fase 
final y secó durante 24 horas a 1 mm. y finalmente so­
bre a 1 mm. y líos c. durante 4 horas. Rendimien­
to: 35 mg. de cristales amarillos brillantes de la sal 
de picrato.
Alálisis: calculado para C - ^ g O  N S: 0,32,9; H,2,91;
l,2o,3;

3,5,17; 0 (por diferencialJ, 38,1:
' 00, d, j,j.3; 5,70; 0 (por

diferencial;, 37,79.
Punto de fusión 143-14 4. C. (sin corregir; oon ligera
descomposición.
A  ultravioleta máx. (

Ejemplo XVIII
Se disolvieron 15o mg

j 253,35b í2u ¿//5nl. EtQH).

del antibiótico, de base 
libre, cm 5 mi. de ácido acético glacial y se trataron
con 5 -RT-L* t^CILCÍ.0 0,C^*í¡jLCO r-^^ Su, O COlí CJ.OTimO

- 3o -



de hidrógeno 228 8 9
El precipitado blanco do la sal clorhidrato que 

so formó se separó por filtración, so lavó con lo mi, de 
ácido acético glacial y 10 ml.de eter etílico anhidro y 
se secó durante 24 horas sobre "Drierite" a lima, y tempe­
ratura ambiente.

Ejemplo XIX
Una solución de 150 mg. de la base libre en unos 

lo mi. de etanol absoluto se trató con una mécela do 5 mi. 
de etanol absoluto- y unas cuatro gotas de ácido sulfúrico 
concentrado, mi precipitado resultante de la sal de sul­
fato se filtró, se lavó oon eter etílico absoluto y se 
secó a 1 min. durante 24 horas. El producto era amorfo.

Ejemplo xX

Una solución acuosa saturada que contenía ¡unos 
150 mg. de la base libre se trató con una solución acuosa 
saturada de naranja de metilo para dar un precipitado 
cristalino coloreado de la sal de heliantato.

Esta solicitud, que corresponde a la presentada 
en astados unidos de América,, el 27 de Abril de 1955, 
bajo el mimero 5o4.311, se acoge a los beneficios del ar­
ticulo 51 dei vigente Estatuto Ley sobre Propiedad indus­
trial.

- 31 -
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Los puntos de invención propia y nueva que se 
presentan para que sean objeto de ésta Patente de invención 
en ñapada, son los siguiente:

la.- un método de producción de mi antibiótico 
caracterizado porque se fermenta aerobiamente un medio 
nutrrcio acuoso con un microorganismo de la especie 
Streptomyces T-3018 como se na descrito.

2^.- un método de acuerdo con la reivindicación 1, 
caracterizado por el hecho de que la fermentación se efectúa 
dentro de la zona de temperatura comprendida entre 17s c. y 
42s c.

3^.- un método do acuerdo con la reivindicación 1, 
caracterizado por el hecho de que la fermentación se efec­
túa durante un periodo de por lo menos 40 horas.

4"*"* un método de acuerdo con la reivindicación 1 
caracterizado por el hecho de que la fermentación se efec­
túa a una concentración de iones hidrógeno comprendida 
aproximadamente enere pu 6 y pH 8.

5s.- un método de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciónes 1 a 4, caracterizado porque se ponen en 
contacto los componentes solubles en el agua del liquido 
oo lermentación con un adsorbente, se separa el adsorben­
te ael liquido y se recupera el antibiótico de dicho ad­
sorbente por elución con un disolvente polar.

6s.- un método de acuerdo con ia reivindicación 5, 
caracterizado por el necno de que el disolvente es una
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mezcla de acetona y agua.

79.- un mátoctu na acuerdo con las reiTindicaoio- 
nes S 3 6 caracterizad, por el necno de que .a ads.rhent. 
es carbón vegetal en una columna, y ei disolvente .luyen-
te atraviesa la columna.

8B.-un método de acuerdo con las reivindicació- 
nes  ̂ó b, caracterizado porque se pone en contacto una 
solución de los componentes solubles en ei agua del 
líquido de fermentación con carbón vegetal activo, se 
separa el carbón vegetal con el antibiótico adsorbido 
de la solución, se eluye el antibiótico de dicho carbón 
vegetal con un disolvente polar misoible con el agua, 
se pasa una solución del antibiótico eluído por una 
columna de carbón vegetal activo, se desarrolla la colum­
na por paso continuo de disolvente a través de dicha co­
lumna hasta que las impurezas débilmente adsorbidas son 
eluidas y separadas, y se continúa la elución con un 
eiuyente más fuerte hasta que se separa la actividad del 
adsorbente, y so concentra la fase disolvente que contie­
ne la actividad hasta que el antibiótico se separa de 
ella.

9S.- un método de producción de un antibiótico, 
l'al y como se ha descrito en la Memoria que 

antecede, ilustrado en ios dibujos que se acompahan y 
para los fines que se han especificado.

nata Memoria consta de treinta y tres hojas es- 
critas a máquina por una sola cara.

!
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