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p .p , . . a n t a  intanaián . .  r a f ia r .  uunpracadim ian- 

t .  tara  H ip ara? sn t ib iá t iM .. "¿=  * "  partim ilM . . .  r ^ l . r .  l a  
^ v .n .iá n  a un pra.adimianta par. ^ a d u .ir  un a n t i H ^ , * ,  .na

a .  l lM a r á  a l a i  . 1  « n t i b i á t i a .  66-A. M p laM d . lo a  " < * " * *  "
f.rm an tu eián . y a  un matada para  raanyatM  y aoncantrar .1  mi=- 

a  p a r t ir  i .  una . . lu a iá n  b ru ta ; a  su  p u r i f ic a ,  ián y a  eua 4a

r i  vados y l a  proáncoi^n de ¿ s to e .
Una f in a lid a d  de la  invencián os l a  de proporcio -

n .r  un m t ib iá t io a  nueva y ¿ t i l .  <¡pa p a sa . ao tiv id ad  fre n te  a  

b a a t a r i .  g rM .-p a .iti r a  y gram-na s a t iv a .  Otra i in a lM a i  i .  l a  in  

v a n e a n  a .  l a  4- praparoianar d .r iv a d a . 4 .  .a t a  a n t ib i4 t ia a .4 t i  

la a  para . .o s  f i n a . .  Otra f in a lid a d  a .  l a  4 .  p rap ar.ia .M r un p r ¿  

cadim iant. pM a produ .ir y r a .^ a r a r  .a t a  a u t i t i á t i a . .  O tra, f i -  

naLidad.a y a a r a a t a r i a t i a a .  4 a l p ra .an ta  inventa aa pandrín an 

a v iia n a ia  y sarán  comprendida. par l a .  parM na. fa m ilia r iz a d a .

con e s ta  m ateria*
Se ha descubierto que cultivando bajo  condiciones j 

f i s . a l i z .4 M  y .a b ra  madia. n u tr it iv a s  4a c u lt iv a  u p r .p i .4 M .una 

a sp a .ia  4a mi.raargM .ism a b a sta  ahora no d a so r ip ta . a aaa  a l  

s t r .p t .m y . . .  n iv .u a . . 1 . 1 . 4 .  4 .  una m ua.tra 4 . t i . r r a  .a sa d a  4 . 

. . . . . .  V il la g s .  Nu.vu f a r t .  E stad a . Unida. 4 . Amáriaa. . .  a b tla -

n . un nueva aampuasta . a saa  s i  M t i b i á t i . a  S6-A. Un c u ltiv a  4 .1  

m icracrganiaua v iva ba s id a  dapasitada an l a  Farm antatian D iv l-  

¡ s ie n  (Dapurtamanta 4a Farm sntaaián) 4a l Northern Regional Ra -  

..u ro h  Laboratory [L a b M .to r l . R egión ^  S a p ta n tr ia m l 4 .  Inves­

tig u e  ton a.) da ¡- .a r ia .  E stada 4 .  I l l i n a i . .  E .tadM  Unida. 4 .  BOrj
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. . ^ e a .  B a t i d o . .  agremio ^  ^ ^  ¡
t .  1 . diehe la b ^ a to r ie  Baje .1  B°dbr. mam 8466. I

un eetudto detenido "  l a  morfología ,  ÍH io lo g i-

s . . i r ^  co m p eta  .1
g . 1 . .  e e ^ o ie .  ^ t . r i o ^ n t .  d o e o ri^ a . ^  e e t r e ^ ^ i . . .  -  -1

e ^ t ^ l  ^  D eterm inatir. B . . t . r i . l . g y "  do ^ * ^ y .  - " " K ! "

, íg in a . .86 .  97?. 7 "dntinomy.ot.e end th e lr 8 n tiu i.td ..^  d.
,  leeteralier. ^  .^ .etorietioa. dd mioroor^ninmo

gu r^  o .  1 .  T.B1. 1 . Toda. ^  ^  ^
uuindo ro go tativ . -  M s . ° r . ° . r  en 100 ^ i l d l i t r . .  d . nn . . 1  
. .  u . tracto d . levadura-triptona. e o tr . un agitador d. tair^n

.  una tmuporatura de 98 *0 . Bo.pud. 0* ^  ^  * "

. . s o l a d .  « ta r in g B lo n d o r)  durante un minuto y o .  ag re g í luego 

0 .8  m il i l i t r o  d e l inooul^to a  onda tuto do p ru ota. 8 .  to tu m a  Imt

la to s  re sp ectiv o s a  lo s  4 ,7  y 14 d ía s .
Tabla I

C aracterísticas del cultivo del S.Niveus.

I . Modi. i tem pladura do in.uUaci<!n. 88*0, gelatina 84*0).

I I .  Crecimiento vegetativa*

I I I .  Crecimiento aáreo.
BT* Observaciones*

I
Gelatina simple

I I
t

I I I

Gelatina n utritiva ?

Agar nutritivo

I ?
-  Licuaoi^n a l /3  de

la  profundidad de), 
medio* I

^ Licuación l /3  de !
l a  profundidad del 
medio*

c lare ; blanco Crema del lado ln+
s * * ' ° * °  xr¿¿íga'í¿

gara*
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Caldo nutritivo f

an illo  airede - 
dor de la  amper
f i c i e ; oreclmim 
to fiooulente éñ 
el fondo

blanco de nie 
ve hasta de ce 
n lza. **

Caldo de d-gLu- tco sa an illo  y pelícu­
l a  en la  superfi 
c ié ; orecimient? 
floculento en e l 
fondo

blanco de n ie­
ve hasta de oe 
niza ***

Agar de d—gLu — 
cosa f blanco de nie 

ve hasta de ce 
niza **

Caldo de tripto 
na "* t

pelícu la en la  su blanco de n ie- 
p e r f ic is ;  crec í -  ve hasta de oe 
miento f io  cu lento nlza. *** 
en e l fondo.

Caldo de extrae 
to de levadura^ 
triptona

+
película en la  su 
porfíele ; creci *1- 
miento fíooulento 
en e l  fondo.

blanco de n ie­
ve hasta de ce 
n iza. *

Agar de t ir o s i-  
na seg&n Waksman llgerament e 

blanco g r isá  -  
ceo.

Caldo de tiro sln a t
orecjmiento f io  -  
calado en e l  fon­
do.

IV

pigmento ama 
r i l l o .

85

Agar de eunrosa 
de Czapek

Leche de litmo

blanco-crema

an illo  alrededor 
de la  superficie .

Crema del laj* 
do Inverso; 
pocos pigmen­
tos amarillos.

buen color ro 
sa

crema del la ­
do inverso; 
pocos pigmenj- 
tos amarillo;

paotoñiza -  
oion

Caldo nutritivo 
de nitrato - blanco de nieve; no se redn-

miento fio  cu lento 
en l a  base.
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Caldo sin tético 
de nitrato

Agar de hierro/ 
peptona

Agar de Bennett

Agar de malato 
caloioo

Agar m alto sa/ 
tr ip ton a

Almidón de ca 
seina

Almidón n u tr ít i  
vo *"

—̂,j.r A de almi* 
don según Waks-

Agar B de almi­
dón según Waks- 
man

2293 i 8

I I

an illo  alrede­
dor de la  supar 
f i c i e ; crecí <1* 
miento flo ea  — 
lento en to das 
partes y e n  l a  
baso.

I I I
poco; blanco

IV

no se redujeron 
lo s n itratos ^

crecimiento po­
bre ; crecimien­
to tiene color 
del medio*

-  no se oscurece
el HgS{ color 
inverso es e l 
del medio; po­
cos pigmentos 
an arillo s .

bien; blanco inverso amari­
de crema l i o ; pigmento

am arillo.

blanco de inverso crema;
crema poco pigmento

am arillo.

de inverso amari­
l lo ;  pigmentos 
am arillos.

inverso crema: 
h idré lis is bue 
na. *"

rosa cremosa inverso amari­
l lo ;  h idró li -  
s i s  buena.

blanco
crema

crema

crema

crema

Inverso crema; 
h id ró lis is  po­
bre.

inverso crema; 
h id ró lis is  bus 
na. ***na.

Nota: t  s ig n ific a  crecimiento; y -  s ig n ific a  ningún crecimiento.

La u tilizac ió n  de compuestos de carbono por S . n i­
veas en un medio sin tético  se ilu s tra  en l a  Tabla I I . S. empleó 

el método de Bridham y G ottliab < j .  Bact. 66.107-114 (1948),o.n



22 9J í b
i,

6

la s  siguientes modificaciones:

1) Se inocularon frascos con agitación  con una muec 
tra  de una provisión de t ie r ra  de S.niveus. Se incubaron los ! 
frascos a 38^0 sobre agitadores de vaivén.

3) Pasadas ISO horas, se decanté la  capa sobreflo­
tante. El crecimiento vegetativo fué lavado con 100 m ililitro s  
de agua destilada e s té r i l  y se volvié a decantar la  capa sobre­
flo tan te . Se agregaron luega 100 m ililitro s  de agua destilada 

e s té r il  a l crecimiento vegetativo lavado, y lo s  frascos con l a  
mezcla contenida en e llo s fueron colocados sobre un agitador de 
vaivén e incubados a 28^0.

15

3) Después de haber pasado otras 48 horas, se de­
canté l a  capa sobreflotante. El crecimiento vegetativo fué la ­
vado de acuerdo con lo  ya descripto, y mezclado (Waring Bien - 
dor) durante un minuto en 100 m ililitro s  de agua destilada e s ­
te r iliz ad a .

4J Los trozos de agar fueron sembrados con 0,2 mi 
1 i l i t r o s  del inoculado mixto.

Tabla II
20

25

Asimilaoién de compuestos de carbono por S.niveus 
en e l  medio s in té tico  de Bridham y G ottlieb.
Medio

Control
d-xilosa
1-ara bino s a
ramnosa
d-fructosa
a-galaotosa
d-gluoosa
d-manoaa
maltosa
sucrosa
lacto sa
oelobiosa

Resultado Medio Resultado
t inulina +

almidén soluble *-* gLicerolt duloitol +* d-manitolt a-sor b ito l
S r  inosito 1 V* saLieina ff formato de Na é
oxalato de Nat tartrato  de Na it sa l  ic i lato de Na



Medio Resultado Medio Resultado
refinosa t acetato de Na flextrina t citrato  de Na ffenol *. sucoInato le Ma tcresol

t s ig n ific a  asim ilación p o sitiv a .
- t !t negativa.
$ p o sitiv a , con crecimiento so

lamente lige ro .

El cultivo le  S.niveua produce micelios filamento­
sos ramificados. Los oonilióforos que surgen le  lo s mioelios aó 

} reos son lereohos en su base y tienen enrollamientos en forma 
le  tirabuzón en su parte superior. Las ramas f é r t i le s  se encuen 

tran en racimos y llevan con iiias alargadas. Cuando crecen so - 
bre agar le  Bennett (quince l i a s  le  incubación a 88*0), la s  co­

lonias tienen te jid os sim ilares a  lo s  le  cuero, con una p e rife—
{ r ia  compacta. El área esporulante es le  color blanco cremoso'

I a l  revás es le  color amarillo-cremoso ( "yellow-cream", Maerz y [ 
I Paul, "A Diotionary of Colours", 8* Edición, McGraw-Elll Book 

j Co., 1960, lámina 10, A -l, página 43, y l&nina 11, F-4, página 

46). Se producen buen crecimiento y esporulación a temperaturas 
entre aproximadamente 84 y aproximadamente 38*0. Sobre e l agar 
le  Bennett, no existe ningdn crecimiento a 37*C.

Aunque en algunos aspectos e l S.niveua es sim ilar 
a l S.albus (NRRL B-1333) y S .cellu losaa (ATCC 3313), sus ras -  
gos le  cu ltivo , segán se indica en la  Tabla I I I ,  se distinguen 
le  lo s le estos microorganismos.

Tabla I I I

Rasgos d istin tivos del S.niveua, Saalbus NRRL 
B-1333 y S .cellu losae ATOO 3313.
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I .  Medio
I I .  S.niveus
I I I .  S.albus KRRL B-1333
IV. S .cellu losae ATCC 3313

B

10

16

80

26

I
Agar de Bennett

Agar de d-gluco 
aa ** "

Agar de t i r o s i-  
na Wakaman

II
ningdncrecl - 
miento a  37^

II I
buen orecimien 
to , y esporula 
oidn a S7E "

IV
buen creci - 
miento, poca 
esporula ci ón 
a 37*
esporulac ión 
crema-blanco 
inverso ama­
rillo-bronce^ 
do; pigmento 
amarillo-broa 
cea&o.
pobre crecí - 
miento ve gaga 
t iv o ; ninguna 
esporulacián; 
inverso cola? 
del medio.

esporulaoión esporulaoión 
blanca de n ie- crema: inverso 
ve basta de c¿  chartreuse;plg 
n iza; inverso*" mentó amarillo, 
am arillo ; p ig­
mento amarillo.

esporulaoión crecimiento ve 
c lara  gris-blan getativo pobre*; 
ca; inverso ere ninguna esporu 
ma; poco plgmeñ lación ; invar- 
to am arillo. *" so color del me 

dio.
Agar de almidón 
da caseína

esporulacidn 
crema; inverso 
orema.

lig e ra  esporula 
cien crema; in­
verso am arillo.

Asimilación de compuestos de carbono

esporulaoión 
crema-rosadaí 
inverso amarj. 
l io .

1 11 n i IV
ramnosa t @¿-^fructosa t t
sucrosa t — t
lactosa i- i-
rafinosa t (- )
inulina f . — (-)
du loitol t — (-)
di Oinositol t @¡Pormato de Na é (-)
oxalato de Na t —

tartrato  de Na t - (-)
t  sign ifio a  asim ilación

w ninguna asim ilación.
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s ig n ific a  asim ilación negativa -crecimiento solamente ligero.. 

(-) " crecimiento ligero  - ninguna asim ilación.
El S.niveus puede producir e l antibiótico 66-A que 

es un material antibiótico efioaz, sólo cuando se cu ltiva bajo 
condiciones adecuadas y en un medio n utritivo  sin té tico  apropia 

do y preferentemente un medio nutritivo que contiene un hidrato 
de carbono asim ilable como tamblón un compuesto orgánico de n i­
trógeno. Cuando se agregan esporas de S. niveus a t ie r ra  roción 
recogida y se inouba la  t ie r ra  inoculada, a 28*0 durante se is  
d ías, no se encontró pruebas de actividad an tib ió tica  en e l ex­

tracto acuoso. S i bien existe una cantidad de medios apropia - 
dos disponibles se prefieren , por razones de economía de produc 
ción rendimientos máximos en antib iótico 66*sA, y fac ilid ad  de 
su aislam iento, determinados medios de cu ltivo . Por ejemplo,las 

fuentes de hidratos de carbono en e l medio n u tritivo , que se 
prefieren actualmente, son glucosas, y/o una mezcla de glucosa 

y almidón. Otras fuentes apropiadas soñ m altosa, lao to sa , g l i-  
cerol y sus sim ilares, l a  fuente de nitrógeno preferida es la  
materia soluble de d e stile r ía s  (efluente secado de alambiques 
con pantallas obtenido de l a  fermentación de levadura), más 
existen  otras fuentes apropiadas ta le s  como tortas de sem illas 

de algodón, to rtas de porotos de so ja , extracto de carne, pro­
teínas de leche, y sus sim ilares, que dan resultados s a t i s fa c ­

to r io s .
Las sa la s  inorgánicas n u tritivas que se pueden in 

corporar ventajosamente en e l  medio, incluyen la s  sa les capaces 

de ceder iones ta le s  como sodio, potasio , o a lc io , fo s fa to , su l­
fato y sus sim ilares. Las fuentes de nitrógeno inorgánicas ta -
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le s  como sa les de n itrato o sa le s de amonio pueden ser igualmen­
te empleadas. Elementos de vestig lo  esenciales ta le s  oomo magne­

s io , manganeso, cinc, hierro y sus sim ilares, pueden inclu irse 

tambión en el medio de cultivo para hacer crecer el S.niveus.Ta­
le s  elementos de vestigio  se suministran comúnmente en forma de 
impurezas accidentales a l  aditamento de los demás constituyentes 

del medio.
Para obtener un crecimiento y desarrollo máximos 

de S.niveus, e l medio de cultivo antes de la  inoculación del mi­
croorganismo, deberá a ju starse  a un pH entre aproximadamente 7,6 
y 8,5 y de preferencia a un pH superior a 8 ,0 .

Condiciones de cultivo aeróbicas sumergidas con 
la s  condiciones preferidas para la  producción de grandes cantida 
des.de antibiótico 66-A. Para preparar cantidades lim itadas del 

an tib ió tico , pueden emplearse frascos con agitaoión y cultivos 
en l a  superficie en b o te lla s . S i se efectúa e l crecimiento en 

grandes recipientes o tanques, es preferib le u t i l iz a r  la  forma 

vegetativa del microorganismo para la  inoculación a f in  de evi - 
ta r  un largo vacío en la  producción del antib iótico y l a  consi - 

guiante u tilizac ió n  Ineficaz del equipo. De ahí que es deseable 

producir primeramente un inoculado vegetativo del microorganismo 
inoculando una cantidad relativamente pequeña del medio de cu lti 
vo con una forma de esporas del microorganismo y cuando se haya 
obtenido un inoculado vegetativo joven y activo , se tran sfiere  
óate en condiciones asópticas a grandes recipientes o tanques.El 

medio en e l cual se produce el inoculado vegetativo, puede ser 
e l mismo que e l u tilizado  para la  producción del an tib ió tico , o 
puede ser distinto de óste.
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S . pueden obtener rendimientos óptimo. en entibié 

..-A  ou^do . .  mentien. .1  medio de cultivo .  un. t . ^ . r e  1
;ur. entre .prorlmedement. y 3S-0, y preferentemente .  .pro-

rimadamente 2830.
E l proeedimiento ob jeto  de 1 .  presente invención 

M se I tm it .  .  1 . producción d e l A n tib ió tico  66-A por medio d e l 

3 n iveu . o m io ro o ,g e n is ...  que c . r r e ^ .n d ^  , lenemente .  1 .  des­

crip c ión  que se s e b e  de bscer solemente .  t i t u lo  i l u . t r . t i v o . s e  

debe comprender qn. loe  procedim iento, f . r . c n t . t i v . .  de 1 . pr. - 
.en te  invención . b . r c n  t.mbión o t r s .  c , . s  de s .n iv eu e  produc -  

t e r e ,  del A n tib ió tico  66-A. siendo e . t . s  o trM  c .p . s  fíc ilm en te  

p ro d u c id ., y s l e l s d . .  por mótodos r u t ln .r iM .n te  q . l i c .d o .  p . r .  

n o d l f i c r  1. .  c p e .  y . i s l e r ! " .  c u e le . in clu y .n  1.  . e l e .  - j 
eión de orE .n i.m c. c u l t iv .d o s ,  que se suponen .  medio, m o d i f ic -  

doree t a le s  como rsy o . í ,  lum u lt r e v io le te ,  .g en te s  quím ico, t . - j

lee como mostazas de nitrógeno y sus sim ilares. ¡
Durante e l periodo de crecimiento del microorga-

! ni.mo se pueden v e r i f i c a  fácilmente e l  rógimen de producción de 
' n tib ló tlM  66-A y 1 .  con ..ntr.ción  del Antibiótico en .1  medio 

.  cu ltivo , haciendo la s  pruebas correspondientes con muestras 

L.1 medio de cu ltivo , para determinar su actividad antib iótico  

rrente a un organismo que se conoce como susceptible de la  a c t i­
vidad del an tib ió tico , p .e j .  K.pneumoniae. Para e sta s  v e r ifica ­
ciones se emplea convenientemente una prueba que comprende efec­

tuar diluciones en se rie s de la s  muestras del cu ltivo , agregar pjr 
clones de la s  muestras diluidas a agar nutritivo derretido, s o l i­

d ifica r  e l agar en un plato p a tr i, Inocular áste con un cultivo 
joven de K.pneumoniae, y determinar e l mayor grado de dilución 

del medio de cultivo que haya ocasionado l a  inhibición completa
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4 .1  d . l  m i.r..rga.iam o s .b í .  .1  aear n utritivo .
s .  puede v e r ifica r  la  producción del antibiótico 

„,.A  t.H b iá . M dlsnt. l o .  ^ to d .o  d- prueba, t u r b id ü á t r ic .  c -  
^ n t .  s ^ l a s d . s  oon r a la .l ín  *  l a  p rod uo .ií. da otros aoti -  - 

M ít ic o s . En ganara!, la  producción máxima d .l  a n t ib t ít io . d .s-  

puís da 1 . inoculación d . l  medio da cultivo t i .n .  lugHC an tr. 
aprcximMamsnt. do. y aproximadasont. sa is  días cuando . .  .= .1 *4 -  

cultivos aeróbicos sumergidos*
! ge puede recuperar e l m aterial antib iótico del me­

dio d. cultivo empleando l a  técnica extractiva o adsorbente, in j 
.lu so  la  adsorción del antibiótico sobre resinas intercambiado -] 
ras de iones ta le s  como Permutit DR, y sus sim ilares, o se puede 
e lu ir  e l  m aterial antib iótico con agentes eluidores apropia dos 
ta le s  como alcalones in feriores acuosos* Se prefieren los proce­

dimientos de extracción para la  producción in d u stria l, debido a

que éstos insumen menos tiempo y son memos costosos* [
, un procedimiento adecuado de recuperación incluye

I acid ificación  del medio nutritivo fermentado y secar luego e l 
¡precipitado resu ltan te . Alternativamente, se puede disolver e l  

precipitado en un medio acuoso, secándose la  solución por conge­

lación, p ar. obtener la  actividad a n tlb ló ti.a  bajo la  forma de
!

una sa l*  [
Un prooedlmieáro extractivo preferido para recu- j

parar del medio nutritivo fermentado l a  actividad antib iótica„ j 
comprende aSadlr un solvente orgánico inmiscible con agua, p *e j. 
un acetato de alcanol in ferior o alquilo in ferio r, cetona de a l­

quilo in ferior y su sim ilar a dicho medio, concentrar el extrac­

to en e l solvente, a un volumen relativamente pequeKo y preoipi-
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ta r  e l material antibiótico del solvente, agregando un solvente 
m iscible, en e l  cual e l  antibiótico es poco soluble. El antibió­

tico  se obtiene entonces bajo una forma amorfa.
Una realización concreta y preferida del mótodo 

para a is la r  e l antib iótico 66-A, incluye f i l t r a r  e l  caldo entero 
a un pH entre aproximadamente 7 y aproximadamente 10 y de prefe­
rencia a un pH de aproximadamente 8, a ju star  e l  pE del filtrad o  
a un valor entre aproximadamente 3 y aproximadamente 7 y de pre­

ferencia a un pH de aproximadamente 6, con un ácido mineral t a l  
como ácido su lfdrico , ácido clorhídrico, con un ácido fo sfórico , 
o sus sim ilares y extraer e l  m aterial antibiótico con un solven­
te adecuado ta l  como un acetato de a lco ilo  in ferior y preferente 
mente acetato de amilo, acetato de e t ilo  y sus sim ilares. Solven 
tes apropiados son tambián entre otros, los alcancías de peso mo 
lecUlar in ferio r, ta le s  como n-butanol, alcohol n-amilico, alco­

hol iso-amilico y sus sim ilares, cotonas m isclbles con agua, ta ­
le s  como cotona motil iao b u tilica , cotona metil isopropílica y 
sus sim ilares. Se concentra e l extracto per destilación  a l vacío 
o mediante otros recursos apropiados, agregándose e l extracto as:C 
obtenido a un solvente constituido por un hidrocarburo que tenga 
cuatro y ocho átomos de carbono, vale decir, un solvente Skelly- 
solve, y preferentemaite un solvente constituido por un hidrocar­

buro que posee 6 ó 7 átomos de carbono, t a l  como hexano o heptano. 
El material activo es a s i precipitado y secado para obtener un 
producto parcialmente purificado. El producto puede purificarse 
ulteriormente per c rista lizac ió n  desde una solución de acetona en 
agua, a un pE ácido, t a l  como p .e j .  in ferior a aproximadamente 4 

El ácido lib re  del antib iótico A-66 posee la s  s i  -



14 -

22 9 ^  S

10

15

20

guiantes propiedades f í s ic a s  y químicas:^
una rotación óptica ^<[7 25-28* =  -63* (c,l% eta

nol absoluto, 2 deoimóteres).
E l antibiótico 66-A en forma c r ista lin a  exhibe dos

puntos d istin tos de fusión y de descomposición. Una de esta s fo r ­

mas o sea la  forma 1, funde entre 174= y 178*0, y l a  otra forma o 
sea la  forma 2, funde entre 149 y 151*C. La forma 1 del antibió­
tico  66-A crista lin o  se distingue por los siguientes datos de di

fracción con rayos X:

2 e Espaciamientos i  ni

6.16 14.34

9.02 9.79

11.52 7.67

13.18 6.71

14.33 6.17

15.88 5.58

23.10 3.85

25.90 3.44

42.28 2.14

49.05 1.86
La forma 2 del antibiótico 66-A crista lin o  se dis 

tingue por los siguientes datos de difracción de rayos X:

25

2 e Espaciamientos interplanares, A

7 .2 7 1 2 .1 6

1 2 .2 7 7 .2 1

1 4 .6 3 6 .0 5

21.14 4 .2 0

2 3 .6 5 3*76
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25.95
28.21

26 Espaciamiantos interplanares, ^ 
5.43 
3.16

Se obtuvieron estos datos mediante e l mátodo con 
polvo, utilizando una unidad de difracción de Picker-Waite, con 
radiación de cobre filtrad o  por níquel.
Propiedades c r ista lo g rá fica s :
Sistema: Ortorómbico.

Clase: Dipiramidal rómbica.

Formas presentes: Macro prisma, 210

Domo corto, 013
Angulos entre la s  caras: 210 210 — 54,5a

013 015 =144 a
Razón a x il :  0.513:1:0,324 

Dimensiones de la  cálu la de unidad a
b
c

13.56 A 
26.38 i  
8.54 á

Signo óptico: negativo 
Dispersión: extrema, R V

Orientación común: b isec tr iz  aguda inclinada.
Indices de refracción: a lfa  1,608

beta 1,638
gamma 1,654

Angulo a x il óptico: 2 V =  71"
Orientación óptica: a =  x

b =  y

Refracción molar: 1,633- M r^ =  164,23; densidad =  1,3448
Peso molecular: mediciones con rayos X y c r ista lo g rá fica s  ópti­
cas indican un peso molecular de la  unidad de 618,41.
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El an tib iótico  66-A es muy soluble (100 mgs./ml) 

en agua a un pH superior a 9; su solubilidad disminuye hasta 
aproximadamente cero a medida que e l  pH vaya disminuyendo desde 
9.0 hasta 5 .0 . El antib iótico es muy soluble en alcanoles infe­
riores y acetona.

Los an&llsis elementales del antibiótico 66-A die¡ 
ron lo s siguientes valores:

Elemento Porcentaje

Carbono 59,40
hidrógeno 6,44
nitrógeno 4,54
Basándose en lo s valores precedentes, se calcu la 

la  fórmula empírica para el an tib iótico  como C30-32 ?38-42
°11-12 ^2*

Titulaciones electrom átricas en agua indican la  
presencia de dos grupos acídicos: pK (precipitado), pK — 
mm.9.1. El espectro de absorción de u ltra-v io leta  observado a 
una serie  de valores pH (entre 1 y 7) en agua indican un valor 

pKgl de 4 ,3 . En dimetilformamida existen  dos inflexiones: pE 1 =
g

5,7 y pKa =  11,9. El peso equivalente calculado para CgQB^gOig 
Ng—618; comprobado 636,6.

Las investigaciones po larigráficas del ácido l i ­
bre del an tib iótico  66-A muestran que el compuesto no era redu- 
cible en e l electrodo de mercurio goteado en soluciones de eta— 
nol-agua (1:1) que contiene EgSO  ̂ a l 0,001 N; (CHg)^NOl a l  0,05 
N; ó K0H a l 0,001 N, como e lec tro lito  de soporte. Las gamn* de 

potencial cubiertas eran 0 a -1 ,5 ; 0 a -2 ,0 ; y 0 a -2 ,0  v o ltio s 
contra S.CT. para la s  soluciones acid ica, neutra y a lca lin a , res
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peetivamente.
El antib iótico  66-A crista lin o  es algo sensible 

a la  luz, tornándose e l  mismo amarillo a l exponerse y perdiendo 
algo de su bio-aotividad. Soluciones a 4RC quedan estab les du - 
rante sesenta dias con un pH entre 2 y 10. Soluciones diluidas 
a 25*0 durante sesenta dias muestran la s  siguientes e stab ilid a­

des determinadas en pruebas en v itró :

BH vida media

2 >60 dias (véase nota)

7,8 10 M

10 60 M

12 3 M

Nota: no hubo indicación alguna de ninguna párdida de b io-activ i 

¡ dad después de 60 d ia s.
Utilizando un espactrofotómetro de cuarzo según j

Beckmann modelo DN, o un espactrofotómetro registrador Cary, e l  I 
! ' : 

ácido libre del antib iótico  66-A crista lin o  (formas 1 y 2) tiene

lo s siguientes espectros u ltrav io le tas :
En una solución de etanol a l 95% que contiene ác i­

do su lfúrico  0,01 N (Fig. 1 ):
Máximos------ r-%
554,E -  457,0

1 cm

Inflexiones
----- T 3 -----

250,E =  310,8
1 cm
1 %

262 E =  192,8 
1 cm 
1 %

282 E =  306,8 
1 cm 
1 %

504 E =  375,1 
1 cm

En una solución de etanol a l 95 % que contiene
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,01 N hidróxido de potasio (Fig. 1):
Máximos Mínimos Inflexiones

T YT ?
263, E 162,5 237,E —313,8311, E - 5 1 2 ,4

1 cm1 om 1 cm
1 %

255 E 205,4
1 cm
1 %

287 E — 347,6
1 cm

El espectro de carac te rísticas de absorción in fra

rro ja  (prisma de cloruro de sodio), del antib iótico 66-A c r is ta ­

lin o , forma 1 ( f ig . 8) en suspensión en aceite mineral, exhibe 
bandas de absorción (expresadas en centímetros recíprocos)en la s  
siguientes frecuencias: 3500, 5445, 3395, 1744, 1738, 1694, 1642,

1607, 1542, 1500, 1374, 1360, 1320, 1294, 1280, 1252, 1235, 1219,
1162, 1138, 1124, 1103, 1091, 1080, 1062, 1029, 1000, 969, 930,

904, 879, 846, 800, 789, 770, 755, 739 y 716.
El espectro de absorción in frarro ja  del antibió­

tico 66-Acristalino, forma 2 (Fig. 3) en suspensión de aceite mi 
neral, utilizando un prisma de cloruro de sodio, exhibe bandas 
de absorción (expresadas en centímetros recíprocos) en la s  s i  -  
guientes frecuencias: 5480, 3360, 3280, 1715, 1690, 1635, 1610, 
1586, 1534, 1507, 1374, 1344, 1315, 1293, 1259, 1186, 1157, 1121, 
1084, 1064, 1022, 998, 972, 934, 919, 837, 818, 809, 789, 781, 

761, 753 y 741.
Las sa le s metálicas ácidas y/o neutras, incluso 

la s  sa le s de metales alcalinos y de metales alealin o-tárreos, y 
la s  sa le s aluminicas del antib iótico 66-A son obtenidas, tratan­

do una solución o suspensión acuosa del antibiótico con una o 
dos medidas equivalentes de una solución acuosa de una base ta l



como hidr&xido sódico, hidróxido potásico, hidróxido cáleico , 
hidróxido alumínico, o su sim ilar, y secando ya sea por evapora­

ción de la  solución .1  vacío hasta sequedad, o bien por secado 
por congelación. Por ejemplo, cuando se tra ta  un equivalente de 

una base metálica t a l  como hidr&xido de sodio, hidr&xido de po­
ta s io , hidr&xido de calc io , hidr&xido de aluminio, o su sim ilar, 
con e l antib iótico  se obtiene la  correspondiente s a l  monosódlca, 
monopotásica, monocálcica, monoalumlnica o su sim ilar, del an ti­

biótico 66-A. En forma análoga, a l  tra ta r  e l  antibiótico con 
dos equivalentes de una base metálica t a l  como hidróxido de so­
dio, hidr&xido de potasio, hidr&xido de calc io , hidr&xido de alu 
minio o su sim ilar, se obtiene la  correspondiente sa l  neutra só­
dica, potásica, cá lc ica , aluminica o su sim ilar, del an tib ió ti­

co 66-A.
La sa l disódica del antibiótico 66-A posee la  f&r

¡ muía empírica aproximada de CgQHggO^gNgNag;
Calculado: Na, 6,94;
Comprobado: Na, 6,77;
La s a l  dipotéslca del an tib iótico  66-A posee la  

f&rmula empírica aproximada de CgQHggÔ gNgKg}
Calculado: K, 11,25;
Comprobado: K, 11,14;
El espectro característico  de absorción in frarro­

ja , a l  enplearse un prisma de cloruro de sodio, de la  s a l  d isó­
dica del antibiótico 66-A, en una suspensión de aceite mineral, 
exhibe bandas de absorción (expresadas en centímetros recipro - 

eos) en la s  siguientes frecuencias: 3360, 2190, 1718, 1645, 1605, 

1525, 1465, 1425, 1377, 1325, 1265, 1217, 1132, 1115, 1084, 1022,
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995, 969, 955, 825, 797, 771, 740 y7L7.
Para preparar laa  sa le s aminicas o amónicas del )

66-A, se tra ta  una solución del an tib iótico  en un solvente orgá­

nico t a l  como metanol, etanol, propanol (incluso sus formas iso  
mÓricas, butanol (incluso sus formas isom éricas), y su sim ilar, 
acetato de amilo y su sim ilar, con un equivalente de amoniaco o 
de la  amina deseada t a l  como beneilamina, di-n-propilamina, trie  

tilam ina, o su sim ilar, para conseguir la  correspondiente s a l  
de amonio o amina t a l  como la  s a l  amónica del antib iótico  66-A, 
la  sa l  bencilaminica del an tib iótico  66-A, la  s a l  di-n-proplla- 

minica del antibiótico 66-A, la  s a l  trle tilam in ica  del 66-A y 
su sim ilar. De manera análoga, se pueden preparar sa la s de adi­
ción del antibiótico 66-A, haciendo reacciones a este compuesto 
con otras aminas ta le s  como la  neomioinas (incluso neamina y 
neomiclnas B y C) aritrom iciñas A y B y sus sim ilares.

Cuando se hace reaccionar e l  an tib iótico  66-A. con 

un diazoalcano, se obtiene e l correspondiente compuesto aleohi- j 

lado. Así por ejemplo, mediaite su tratamiento con diazometano, 
se obtiene e l compuesto motilado. Además, a l  reaccionar e l  anti- 
b ió tlfo  66-A con un anhídrido o cloruro de un ácido orgánico, se 
obtienen lo s correspondientes ae ila to s del an tib ió tico . De esta 

modo, mediante la  reacción del an tib iótico  66-A con anhídrido 
acético, se obtienen lo s correspondientes derivados acetilados.

E l antib iótico 66-A y sus derivados se distinguen 

por un amplio espectro antibactérico. La actividad del antibió­
tico  contra organismos ilu stra tiv o s se pone en evidencia en la  

siguiente tab la .
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Espeotro antibactérico 
Inhibitoria mínima

Organismo de prueba

Concentración
(mege/ml)

Concentración
S. aureus 0,04-0
S. hemolíticus 0,5
S. t ifo sa 10
X. pnenmoniae 18,5
P. multocida 1,0
L# mesenteroides 8,5
L. citrovomm 85
C. novu 86
S. sohottmuelleri 1000 -̂
S. dispar íoooi
D. pneumoniae 0,5
B. au b tilis 10^
S. feca lie 10^
S. albus 1
S. cerevisiae íoooi
S. mareescene 100^
E. co li 1000^
A. aerogenes 1000 -̂
P. aerugenesa 1000̂ -
P. vulgaris íoool
A. tumefacions 100
X. campestris 100
N. asteroides

Nota: inhibición completa.
100
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1 ninguna inhibición con loo mcgs/ml
2 " M ,, lmcg /mi

5 " " w 10 mcgs/ml

En virtud del alto nivel de su elevada actividad 
contra L. mesenteroides, o sea e l  organismo que ocasiona e l  atas 

camiento de los conductos en la s  industrias de azúcar (Fundamen 
t a is  of Bacteriology, de Frobisher, pág. 555, 3* edición, 1944), 

e l antibiótico 66-A y sus derivados son ú tile s  para remediar e_s 
ta condición indeseada. E l m aterial an tib iótico , en concen­
tración de 1 a 10 mcgs/ml, se agrega a la  solución de azúcar cru 

da en la  primera fase del procedimiento de refinación, y se hace 
pasar a la  solución por la s  etapas subsiguientes del procedimien 
to de refinación. El antib iótico 66—A y sus derivados son tanbióa 
ú t i le s , por ejemplo, bajo la  forma de un vacío (concentración de 
0,5 a 5 mgs/ml), para e l tratamiento de agallas en la s  plantas 

de tubérculos, enfermedad que motiva e l  A. tumefacions y de la  
enfermedad de marchitamiento del maíz, motivada por e l  X. campes 
t r i s .

El Ácido libre  del an tib iótico  66-A incluso sus dé 
rivados, es ú t i l  para combatir muchas enfermedades motivadas por 
infecciones bacteria les en animales y en e l  hombre. Para este 

propósito, se asocia e l an tib iótico  a una cantidad s ig n ific a tiv a  
de un vehículo farmacéuticamente aceptable, que puede ser un ma­
te r ia l  sólido o polvo, o bien un liquido. Las composiciones co­

rrespondientes pueden afectar la  forma de comprimidos, comprimi­
dos efervescentes, polvo, gránulos, cápsulas (de envoltorios du­
ros o blandos), suspensiones en aceites comestibles, suspensio­

nes acuosas, u otras formas dosificadas, que son particularmente
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d t l l . .  p e r .  su a d m in i.tr ..ió n  por v i ,  b u c l .  L . .  d i lu e n t ..  l íq u i  
do. . . .  empleado. en condición e . t á r i l  , . r .  . .  . . .  

d . d e c ir , , . r  l e c c i ó n .  tm vehículo . . t .  . 1 . . .  puede 

eo lv en t. e . t ó r i l  .  en vehículo cuspe M or e . t í r l l ,  que c o u p le t  

un e c . i t .  in yectab le .  u .  co lo ide h id ró fi lo  ,u .  c o n t i . . .  

t . l  ceno c .r b o z im .t l l c e lu l . .a  cód ica , m etil . . l u l o . . ,  p irro d i -  

lo M  d . p o l iv in i lo ,  g e la t in a , tragaoanm  y eus . im l l .r e a ,  iM  

o o ^ o e ic i o , . .  , . . d . n  a f e c t a ,  1 .  forma d . m a te r ia  . . t i v o  ( .  . . .  

. 1  ^ t . r i ü  . . t i b i < ! t i c . i  o c i a d o  con d ilu e m ,.. ^ U d c .  y/o  c .  J  

y u v .n t ..  l o c a d o r . ,  d . t . b l . t . .  t . l . .  como almidón ^  maíz, 

t o . . .  t a lc o , í c l d .  . . t . í r i c o ,  e . t . r . t o  de m ^ a i o ,  y

. i ^ l . ^ . ,  s .  pu.d. u tiliz a r  cualquier, d. lo . m ateria l.. .m .  
, l . . d o .  i .  practica f.tm m cíutic. par. formar c íp .u l . .  .  . . .  - 
primido., .  m.no. que h .y . in .o m ,.tib ilid .d  con . 1  an tib ió tico . 
Lo. m t . r i . 1 . .  ,u .d .n  . la b o r e e .  . .  comprimido. con o , i .  . . . d -  

yuvant.. (in c ip ien te .), llternativam m te e l  antibiótico puede 
c e l o c r . .  en i .  c íp .u l .  ..M i., .  material d. = .r  resorbido,,
t ü  .orno 1 . .ó p .u n  c í a  d. g . l . t in a ,  par. . . r  .dm in l.tr.d , en 

e sta  forma, segó . otra r . ü l z . c i ó .  ^ t . , . i  .n t ib ió t i .o  pued. . .  

v . .a r .e  en forma pulverulent., p ar . emplear.. a . í .  El antlblót J  
eo d .-¿  in c lu .. ,u .  . . i . ,  m o t ín . . .  y d .riv .doe, pueda , r e p ta r  

. .  " .Jo  1 .  forme d. una cusp.n.ión ingerib le, . .  .n  . . . i t .  f i j j  

apropiado, que co n tera  aprozimadMumt. 2% de monoaatarado de 
aluminio, en .a l id .d  de .agente eu^anaer. E a t. su.p.M ión pued. 
adm inl.trar.e , . r  v ía  bucal .  pued. co lo car.. . .  o íp .u la .. m  

t ib ió t ic .  .n  forma de untura, incluye uta bao. de g r . . .  del t l p l  

petrolato. crema., .m uleion.., de ^ u a  . .  accdt. y lo c ió n ..,a lan  
. .  l a .  untura. í t i l e .  ^mo tó p ic o .,  l a  te ra p ia  tó p ic a  . .  . f . c t ó l  

. .  fotma d . g o ta , n a a ^ e c , n e b u liz a c ió n .., r o c ío , y .u p o . i t o r i o . j
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Para, su uso veterinario , e l preparado es esencialmente ú t i l  en 
la  forma de mechas o supositorios, unturas, suspensiones aceito 

sas y sus sim ilares. El antib iótico  obtenido según l a  presente , 
invención es particularmente ¿ t i l  cuando se administra por v ía  j 
bucal o intramuscular. Una dosis practicable para e l  organismo 
humano es aproximadamente 50 hasta aproximadamente 1.000 m ili­
gramos por dosis mientras que un preparado pediátrico es tan ba 
jo como aproximadamente 25 miligramos por d o sis . Las dosis se 

administrarán aproximadamente una a se is  veces por día segdn la
edad y condición del paciente, la  infección, la  vía de adminis­
tración, etc.

El porcentaje del Ingrediente activo en estas com 
posiciones puede v ariar . Es necesario que e l agente activo cons j 
tituya una proporción t a l  que se obtenga una dosificación  ade­

cuada. Evidentemente, se podrán administrar diversas formas do­
sificad as aproximadamente a l  mismo tiempo, aunque se ha encon­

trado que particularmente en inyecciones intravenosas un porcen­
ta je  de menos de aproximadamente 0,10 % del an tib iótico  tiene 

efecto, es preferib le u t i l iz a r  no menos de 10 % del mismo. La 
e ficac ia  del antibiótico aumenta con la  cantidad administrada 
del an tib ió tico . Comprimidos que contienen desde unos 50 hasta 
unos 1.000 mg. del antib iótico  66-A o de sus derivados son ú t i­

le s .  El portador farmacáutico sólido puede tener la  forma de una 
cápsula, de gelatina.

En virtud de su marcada actividad contra bacteria y su 
baja toxicidad, el antibiótico 66-A y sus derivados son ú tile s  

como agentes terapóuticos en e l tratamiento de varias enfermeda 
des. Así que, ya sea por s i  só lo , o bien en combinación con com
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puestos su lfa  ta le s  como su lfad iazin a, su lfa  merazina, su lfa  me 
tazina (a  razón de aproximadamente una parte del antibiótico por 
8 partes del to ta l de su lfa ) , y sus sim ilares, o oon otros antl 
b ióticos ta le s  como te trac ic lln a , o x ite trac ic lin a , c lo rte trac i-  
clina o sus sim ilares, e l  antibiótico es ú t i l  en e l tratamiento 

de infecciones pulmonares y resp ira to rias de esta filococos, e s­
treptococos y neumococos. El modo de administración puede ser 

por vía to p ica l, bucal o parenteral. El antib iótico es igualmen 
te ú t i l  en combinación con varias vitaminas ta le s  como tlamina, 

riboflavina, ácido ascórbico, niacinamida, p lridorina, ácido pan 
totánico o sa le s de pantotenato; vitamina B is, ácido fo lleo  y sus 
sim ilares. Se pueden combinar también otros m ateriales terapáu- 

! tioamente ú tile s  con e l an tib ió tico . El an tib iótico  66-A y sus ! 
derivados son también ú ti le s  en e l  tratamiento de pioderma, fa -  ! 

r in g it ls ,  p e r ito n itis , o t i t i s ,  r in i t i s  y sus sim ilares; y en com 
binación con corticoides, su actividad terapéutica es fomentada 
en e l  tratamiento da derm atitis atópica o de contacto, neuro- 

derm atitis, pouritis y sus sim ilares. Los corticoides ú tile s  in­
cluyen cortisona, hidrooortisona y sus ásteres ^"-cortisona y 

¡^^"hidrooortisona incluso otros compuestos esterificados en la  

posición 81, vale decir acetato , clclopen til propionato y sus 6JL 
m ilares; l a  8-metil cortisona y 2-fnetil hidrooortisona, incluso 

sus ásteres y sus sim ilares. Al administarse por ejemplo, por 
v ía  parenteral, e l antibiótico es también ú t i l  en el tratamien­
to de una infección ocasionada en animales por Basteurella mul- 

tocida o sea e l microorganismo responsable de septicemia con he 
morragia, que es una infección fe b r il  que afecta  frecuentemente 
a l  ganado durante su transporte a l  matadero. En virtud de su



. l . v . d .  actividad contra Nocardl. a s te r o id e , ,u . ^  organl.-j

qne motiva la  actinom ico.i. aa anim al., y an a l  hombre, . 1  ¡

0.0 d . l  an tib iítio o  66-A y ana derivado, contra .a ta  Infección  ̂
aatá igualmente indicado, . 1  m aterial a n t i t é t ic o  pn.de u tiliz a^  
aa tnmblín como .npl.rn.nto da .lim ante, par. anim al.., p ar. 
mentar .1  crecimiento da anim al., y y . . . .  ^

bien en combinación con otros an tib ió ticos.

Los siguientes Ejemplos ilu stran  la  producción,
I recuperación, concentración, purificación .  id e n tific a c ió n  d . l  
j antib iótico  . .-A  y ana derivado.. í . t o .  Ejemplo. . .  natural, 

z .  meramente i lu .t r a t iv a , . .  d .b ión d ... interpretar lo ,  mi.mo. "
an . 1  a.ntldo de qne . 1  invento a . lim ita a 1. .  d e ta lle , en a lio , 
expuestos. ¡

¡ Ejemplo 1 !

A un frasco Erlenmeyer de 500 m ililitro s , se agre­
garon lo s siguientes m ateriales:

mon.hidr.to de gluoo.a 2,5  gramo,
torta  de semilla de algodón 4,0

agua de can illa  hasta loo m ililitro s  

Se e s te r il iz ó  e l frasco calentándolo a isoac. du- 
M nt. veinte minnto. en un. autoclavo a vapor mantenida a una prL 
.I4n de 7,5 kilogramo., Oh. vez enfriado, a . m e c ió  e l  medio 

e n  un. auapenaén acuca, de erporo. de s.niveua NPP1  M .5  obte­

nido. d. un madl. de cultivo inclinado de m altoa.-trip t.u a-.gar 
(c m ,.a lc ió n  del medio de cultivo in c lin ad , en gramo, por l i t r o ,  
m a lt . . . ,  1 . ,  triptona, K ,E P .„ . , 5 , F e s . , ,  y , , .  . 1 , m ,

incubíndoa. . 1  f r a .c .  qu. contení. . 1  medio, .obre un agitador
i .t lv o  Gum, (55. rpm. con g o l , ,  de 5 cm, a 53. . ,  durante un lap
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no de tre s d ías. Se u tiliz ó  0,2 m ililitro  de esta  sem illa vegeta­

tiv a  para inocular un frasco Erlenmeyer de 600 m ililitro s  que con 
tenía e l siguiente medio:

monohidrato de glucosa 2,8 gramos
solubles de d e st ile r ía  2,0 "

agua hasta un volumen de 100 m ilillto o s
hidróxido sódico para a ju star  
e l pH a 7^8 a 8 ,0 .

Antes de efectuar e l  sembrado, se e s te r iliz ó  e l frasco  calentán­
dolo a 120^ C durante 20 minutos, en un autoclave de vapor man­

tenido a una presión de 7,5 kilogramos. El pH del medio despuós 
I de la  e ste rilizac ió n  será entre 6,8 y 7 ,6 . El medio de fermenta- 
I oión en e l frasco enfriado fuá incubado en un agitador rotativo 
Gump (260 rpm. con un golpe de 5 om.) a 28*0. Se probó l a  poten­
cia del medio a los 3, 4 y 6 d ía s . Durante e l transcurso del ore 
cimiento, bajó e l  BE según se determinó, desde un valor in ic ia l 

de 6;6 a aproximadamente 6;0 despuós de lo cual e l  pH aumentó 
constantemente hasta 8,0 a 8 ,6 . Despuós de 8 a 6 días l a  produc­

ción máxima bajo estas condiciones fuá de aproximadamente 400 
mega./mi.

El poder antib iótico  fuá determinado mediante e l 
mótodo standard de prueba de difusión por pialo , midiendo l a  zo­
na de inhibición contra e l K. pneumonías alrededor de una almo -  

h ad illa  filtra d o ra  sumergida en la  solución a probar y colocada 

sobre la  superficie del medio de agar inoculado con e l organismo 
de prueba.
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Ejemplo 8

A un frasco Erlenmeyer de 500 m ili l i t r o s , se agre­
garon 100 m ililitro s  del siguiente medio e s t á r i l  ¡

monohidrato de glucosa 10 gramos
cloruro de sodio 5 granas

peptona Difeo g gramos
Medio A. extracto de carne vacuna 10 gramos

agua de c an illa , hasta 1 l itro

¡Previa inoculación con una suspensión acuosa de esporos de S .n i-  
} veus, se incubé el frasco con dicho medio sobre un agitador de 

vaivén a 28^0, durante 72 horas. El crecimiento resultante foó 
la  presem llla.

Se inoculó con 26 m ililitro s de l a  presem illa a s í
obtenida un frasco fermentador de acero inoxidable, de 28 l i t r o s
que contenía 12 l i t r o s  del siguiente medio e s tó r i l

aziícar quemado 10 gramos
g lice ro l 5 w

lacto sa 6 w

dextrlna 8 n

solubles de d e stile r ía 7 W

Medio B cloruro de sodio 6 H

levadura de cervecería 2 n

n itrato  de amonio 2 w

líquido de maceración de maíz 2 n

carbonato de calcio 4 n

agua de can illa , hasta 1 li t r o
Se incubó e l cultivo durante dos días a 28^C. El crecimiento r e -
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.H itan *, constituyó 1.  . . . i l l a .  s .  inoculó c.n 12 l i t r o s  d . 1 .  

.a n i l la  M Í obtenida an tan !n . d. fsrmsntación d . ao.ro r s v s s t i i  
lo con ro .iíta , d . 100 g a ló n .., guc oontsnís 210 l i t r o ,  d . l  medio 

[ B s s t l r l l .  s .  mantuvo . 1  medio d . f.m .M tación a 29.0 bajo agita 
o i í .  f290 ryn. agitación t l ^  tubo d. t l r ^ t . i  y . .  aeró . .  a i - '  

r .  a  9700 l i t r o ,  por hora otandard. Bar. f i . c a l i s a r  i .  f.mmclón) 
i .  ..puma, . .  agregaron 300 m ili l i t r o , de a o . i t .  d. gra .a  . 1  . . .  

d i .  in ioiüm ent. y durante . 1  tranacur.o d. l a  fermentación. . .  

agregaron 900 m ili l i t ro , de una solución a l  1% de ootad .daa.l en 
aceite de grasa. So ccsscbó .1  caldo despula de 91 horas.

Una porción sin  fracciones de ido m ili l i t r o s , del 
¡ caldo gu. contenía SCO mcgs./ml. del an tib ió tico , fu l  a l t a d a  

a un pB de 9.0 mediante e l  aditamento de l io  m ililitro s  de hl -  
drlridc sld icc  a l 50%. La mesóla fu l  f i l t r a d a ,  utilizando 19 g r . 
mos de di d i t a .  Al f iltra d o  de 1 . a g r .g l  l o i , .  .n lfó ricc  .1  

12-N hasta gu. se obtuvo un pH constante de 2 ,0 . Se . .p a r í  . 1  

precipitado resultante y . .  volvió .  disolver . 1  mismo en agua, 

ajustando .1  pH de la  solución en 9,0 con hidr&sid. s ld ic c . hue-j 
go se sometió l a  e lu c ió n  .  . . c i e n t o  por congelación. Así se ¡ 
obtuvieron 117 miligramos de 1 .  . . i  a ld ic . d . l  e t ib ió t iM  66-A í

con un a n l l i s i s  de 500 mog./ml. f a n l l i s i .  biológico de K. pneu- ( 
moniae). '

Ejemplo 3

A un irasco  Erlenmeyer de 600 m ili l i tro s , se agre­
garon 100 m ililitro s  del siguiente medio e s tá r i l

monohidrato de glucosa 10 gramos
cloruro de sodio R w
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peptona Difeo 5 gramos
extracto de carne vacuna 10 "

agua de c a n illa , hasta 1 l i t r o
Previa Inoculación con una suspensión acuosa de esporos de S .n i-  

veus (obtenidos de un cultivo inclinado oomón de m altosa-tripto- 
na-agar), se incubó e l frasoo que contenía el medio sobre un agi 
tador de vaivón, a 28^0 durante 72 horas. El crecimiento resu l - 
tante era la  pre-sem illa.

Se inocularon con 86 m ililitro s  de esta  pre-semi - 
l i a  en un frasoo de fermentación de sem illas de acero inoxidable, 
de 25 l i t r o s ,  18 l i t r o s  del siguiente medio e s tó r il  

monohidrato de glucosa 25 gramos
to rta  de sem illa de algo­

dón, extraída 40 "

agua de c an illa ; hasta 1 l i t r o
Se incubó e l  cultivo durante dos días a  88^0 acompasado por ae­
ración y agitación (aeraolón se is  l i t r o s  por minuto). El oreoi -  
miento resultante sirv ió  de sem illa.

Se inocularon con 12 l i t r o s  de esta  sem illa, en un 
fermentador de 100 galones, de acero revestido con resina, 250 
l i t r o s  del siguiente medio de fermentación e s tó r il  

monohidrato de glucosa 14 gramos
almidón 12;  5 "

solubles de d e stile r ía  20 "

agua de can illa , hasta 1 l i t r o
Se mantuvo e l  medio de fermentación a una temperatura de 28^0 

acompasado de agitación a  un rógimen de 280 rprn. con agitación
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i .  tipo tuto le  t i r a je ,  y 1 .  . . , . . 11.  . . .

íarl 1. 6700 litro . por hora. Para i .  formación 4. J

. .  1. agr.^r.n 300 m llilltM . 1.  . . . i t .  4. g r ...  . i  .eli^  

inicialment. y 600 m ililitro, i .  mía colación .1  1% 4. . . t a i . . .  

nol m . . . i t .  i .  grao, Inrmt. .1  cor., i .  i .  fermentación. s.
0 0 .  echó . 1  . a l i o  ieepuaE lo  m  h o ra ..

Ona porción 1 . 666 l i t r o ,  1 .1  . . n .  . .  .  o,

pa la  3 ,1  m o lian t. . 1  aditamento 1 .  140 m i l i l i t r o s  1 .  h id ró filo  

. ¿ l i e .  . 1  60%. S . f i l t r é  l a  m ésela, u t i l i a m l o  1 1 . .  kilogram o.

1. D ie n t a  (o .  f i l t r o  1 . . i l i c .  lia to m aca ). S . ^ ,^ t ó  .1  ,E  1 . 
oaMo c la r i f io a l .  . .  6.0 agregan lo 30 m il i l i t r o . 1 . lo id . eu ifl-  

r i< .  .encéntrale y .  continuación . .  efectuó i .  extracción . . .
70 l i t r o .  1 .  . . . t a t o  i .  am ilo. s .  e x tra jo  i .  .e lu c ió n  4.  . . . 4. ^  

1 . M ello. qa. contenía . 1  p rin cip io  a c tiv o  1 . 1  ^ t i b i ó t i e c .  . . .

18 l i t r o ,  1 .  ana e l a c i ó n  U  10% 1 .  c a rC n a tc  1 .  , . 41.  . .  

a  an pH 1 .  10 , 6.  s .  a o i l i f i c ó  l a  so lu ción  4.  b icarbonato có lico  

a  un pB 1 .  6 .0  mediante .1  .g r e g a l .  4.  90 m i l i l i t r o .  1 .  ¿ o ü .  J  

H irió , concentrado, e fe o ta ln lo s . 1 .  e x tra c c ió n  . . .  . . . t r o  l i t r o .

1 . . . . t a t o  1 .  a m li . .  E l ex trac to  q a . . .a t e n ía  . 1  p r in c ip io  a c t i ­

vo 1 . 1  a n t ic U t ic o  t a l  e o n c .n tra l . p .r  l e . t l l a c ió n  a 366 m i l i l i ­
t r o .  q a . C á te n la  Z Z ;. gramo. 1.  m ateria . 6114. ,  4  f . . . . ^ .

le  60 m i l i l i t r o .  1.  . . t e  con cén tralo , . .  1 .  agregó 60 m i l i l i t r o ,  

i .  acetona y 1 4 . m i l i l i t r o .  1.  S k . l l y . . i y .  B, . .  revo lv ió  l a  

in c l ín  la ran te  16 h o ra ., f u t r í a l e . .  1 .  mioma l a e g , .  s .  obtuvie­

r a  < r .n l im i„ t e  1 .  40%) 4 .1  a n t ib ió t ic o  66-A c r l . t a -

lin o  aaetan clalm en t. paro , q a . c . r r e .p ,n l .  a  1000 m ege ./m l.fan l- 

l i . 1.  b io lóg ico  c<m K. pneumonía.) y q a . f a n l .  . . t r .  174 y 173.0
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Ejemplo 4

A cala uno le  una serie  le  se is  francos Erlenmeyer 
le  500 m ili l i t r o s , se agregaron 100 m ililitro s  le í  siguiente me­

llo  e s té r i l :
monohilrato le  glucosa 10 grataos

cloruro le  so lio  5 gramos
peptona Difeo 5 gramos
extracto le  carne vacuna 10 gramos

agua le  can illa , hasta 1 litro
Se incubaron los frasco s sobre un ag ita lo r  le  vaivén a una tem -  
peratura le  28^0 lurante 7S horas# El crecimiento resultante s i r  
vid le  pre-sem illa.

Se inoculé con 600 m ililitro s  le l a  pre-sem illa 

a s í  obteniia en un tanque le  sem illa , le acero revestilo  con r e ­
sin a, le  240 galones, una c a n illa ! le  500 l i t r o s  le í  siguiente 

mello e s té r i l

monohilrato le  glucosa 25 gramos
to rta  le  sem illa le  algoldh ex 

t r a í la  40 "
agua le  can illa , hasta 1 l i t r o

Se mantuvo e l  mello le  fermentasidn a una temperatura le 28^0 lu 
rante 48 horas, acompaRalo le  aeracldn con 240 l i t r o s  le  a ire  
por minuto y agltacién  con un impulsor le  turbina le  aspas cúr­

valas a 200 revoluciones por minuto. Para controlar la  formación 

le espuma, se agregaron inicialmente 500 m ililitro s  le  aceite  le 
grasa y lurante la  fermentación 1100 m ililitro s  le  una soluclén 

a l 1% le  octalecanol en aceite  le  grasa. El crecimiento resultan

!
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te s irv ió  de sem illa*

Se inocularon 6000 l i t r o s  del siguiente medio de 

fermentación e s tó r il
monohidrato de glucosa 14 gramos
almidón 12,6 "
residuos insolubles de d e stile r ía  20 "

hidróxido sódico en cantidad su -  

fic íen te  para a ju star  e l pH en 8,0 

agua de oanilla^ hasta 1 l i t r o
en un tanque de acero inoxidable de 2000 galones con 300 l i t r o s  

de la  sem illa mencionada. Se mantuvo e l  medio a  una temperatura 
de 28ac acompaRado de aeración con 2400 l i t r o s  de aire  por minu­

to y agitación a 166 rpm* con dos impulsores de turbina de aspas 
curvadas. Para controlar la  formación de es pupa, se agregaron in i 

oialmente 6 l i t r o s  de aceite  de grasa, y luego 18 l i t r o s  de una 
solución a l 1% del octadecanol en aceite de grasa. Despuós de 

115 horas se cosechó e l  caldo.
Se ajustó  e l pH de una fracción de 226 l i t r o s  del 

baldo en 8,1 mediante e l agregado de 140 m ililitro s  de una solu­
ción de hidróxido sódico a l  50%. La mezcla fuó f i l t r a d a  u tiliz an  
do 10 kg. de D ica lita . Se ajustó  e l pH del caldo clarificado en 
6,0 agregando 30 m ililitro s  de ácido sulfúrico concentrada, des- 
puós de lo cual se efectuó la  extracción con 70 l i t r o s  de aceta­

to de amtlo; una fracción de 100 m ililitro s  del concentrado de 

acetato deanilo, que contenía e l  principio activo del an tib ió ti­
co, fuó tratada con 600 m ililitro s  de Skellysolve B, separándose 

por f i lt r a c ió n  e l precipitado resu ltan te. El m aterial sólido m i 

vio a disolverse en una mezcla de 400 m ililitro s  de acetona y
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560 m ililitro s  de agua, después de lo cual se añadieron 26 m ili­
l i t r o s  de ácido clorhídrico a l 1 N, y 100 m ililitro s  de agua.El 
material crista lin o  resultante fuá recuperado por filtrac ión .B e  
este modo se obtiene e l an tib ió tico  66-A en forma sustancialmen­
te pura, dando (con a n á lis is  biológico- K. pneumonías) 1000 mg/ml, 

que funde entre 149 y 151^0.
Ejemplo 6

A 10 gramos del antib iótico crista lin o  66-A en 500 
m ililitro s  de agua se añadieron 52 m ililitro s  (dos equivalentes) 

de hidróxido sódico a l 1N. La solución fuá f i l t r a d a  y secada por 
oongelaoión, para dar 11 gramos de un sólido amorfo blanco o sea 
la  s a l  disódloa del antib iótico  66-A, segdn a l á l i s i s  (a n á lis is  
biológico K. pneumonías) 960 mogs/ml. El m aterial sólido es so­

luble en agua.
Ejemplo 6

A 1 gramo del an tib iótico  crista lin o  66-A disuelto 
en 20 m ililitro s  de acetato de arnllo, se agregó 0,162 gramos (un 

equivalente) de dl-n-propilamina. El precipitado amorfo blanco 
resultante o sea la  s a l  dl-n-propilamínica del antib iótico  66-A 
(1 ,1  gramo) fuá separada y secada.

A n álisis: calculado para CggHggO^gl :̂ ^  6,99;

comprobado N, 6,72.

El espectro característico  de absorción in frarro­
ja  (suspensión de aceite  mineral) de la  s a l  di-n-propilamínioa 

del an tib iótico  66-A exhibe bandas de absorción (expresadas en 
centímetros recíprooos) en la s  siguientes frecuencias: 5570,5190^ 

1709, 1655, 1602, 1627, 1494, 1556, 1276; 1215, 1157, 1119, 1090^



1022, 996, 971, 962, 818, 774, 762, 744 y 719.
Siguiendo el procedimiento descripto ere e l Ejanplo 

6, pero reemplazando la  di-n-pro p i  lamina, por 0,162 gramos de 
trietilam ina, se obtiene la  sa l trie tilam ín ica  del an tib iótico  
66-A.
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Este registro  ..n a ta  i .  l * s  s ig á is ,í t .s  r . iT i c ü ° s -

I!clones:
1 .  -  Un procedimiento para la  producción de entibió

t i c ,  . a r a . t . r i s * * ,  porqn. . , - p r .n i .  o t i t i s  an .ic r o .r g m is  - 

M, a d u c t o r  i . i  s n t i t i ^ t i . .  66-A. a .  an msdi. .n t r i t i v .  -

t i . . .  bajo c d i a i a n e .  i .  iM *r .l¿ n  a a r A ia ^ .  M sta  a .  i -  -
¡ ¡n r t .  a  diaM maíja aa tiv id a i antini-itioa saatan o íal.

2 .  -  Un procedimiento, caracterizado porque compren 

de cultivar un microorganismo productor del antib iótico  66-A en 
un medio nutritivo sin té tico  bajo condiciones de inmersión aeró-

!¡ t ic a s ,  hasta que se imparta una sustan cial actividad a n t ib é t i .a ¡  
a dicho medio y recuperar luego del mismo la  actividad sn tit ló ti j

¡) ca* t
3 .  -  Un procedimiento, caracterizado porque compren

de cu ltivar Streptomices niveus, bajo condiciones aeróbloas de 
¡ inmersión en un medio nutritivo sin tético , que contiene un hidra 

to de carbono.asimilable y un compuesto de nitrógeno orgánico, 

hasta que se imparta una actividad a n t i t é t i c a  sustancial a d i-  j i ch. medio, y recuperar de ó . t .  luego la  actividad a n t ib é t ic a .
4 .  -  Un procedimiento, según la  reivindicación 3 , 

caracterizad , porque se mantiene .1  medio n utritivo  a una tempe­
ratura entre aproximadamente 24* y aproximadamente 52ac, duran­

te un periodo entre aproximadamente dos y aproximadamente se is

días .
5 . -  Un procedimiento para recuperar l a  actividad 

antib iótioa de un medio nutritivo fermentado de un microorganis-
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. .  pr.dn .tor d .l  .u t ih é t ie e  ..-A . oeraot.rizado P.rqu. c ^ < . -  
d. a t r a e r  dicho medio nutritivo  con un eolvente orgánieo inmie- 
Odhl. con agua y a is la r  luego dicha actividad a n t ih é t i .a  de 1 .

6

10

15

miscela de solvente y extracto.
6 . - un procedimiento para re ite ra r  la  actividad

a n t i t é t ic a  de un medio n utritivo  fermentado de un microorgenie- 
L .  productor del a n t i t é t ic o  66-A. caracterizado porque compren­

de extraer dicho medio con un eolvente orgánico inmiecihi. con 
egua. concentrar la  miecela de eolvente y extracto y precip itar ; 
luego la  actividad a n t i t é t i c a  mediante el aditamento de un a d ­
vento m isc itle . en .1  cual .1  a n t ité t ic o  . .  lig .rem .n t. eolutl.,,

7 .  - Un procedimiento para recuperar la  actividad

' a n t i t é t ic a  de un medio nutritivo fermentado de un microorganis­
mo productor del an tib ió tico  66-A, caracterizado porque comprendí 

¡¡extraer dicho medio con un solvente orgánico inmiscible con agua, 

Üel.gido del grupo que consiste de un aloanol in fe r io r , acetato 
tde aloohilo in ferio r y cotona de alcohilo in fe r io r , y a is la r  lug 

go dicha actividad de dicha miscela de solvente y extracto.
8 .-  Un procedimiento para recuperar l a  actividad

80
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antlb iótioa de un medio nutritivo fermentado de un microorganis­

mo productor del a n t i t é t ic o  66-A, caracterizado porque compren­

de extraer dioho medio oon acetato de amilo y a is la r  luego dicha

actividad de dicho extracto en aoetato de amilo.
9 .-  Un procedimiento para recuperar l a  actividad

a n tib é t io a  de un medio nutritivo fermentado de un microorganis­
mo productor del antib iótico  66-A, caracterizado porque compren­

de extraer dicho medé con acetato de e tilo  y a is la r  luego dicha
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actividad de dicho extracto en acetato de e t i lo .
10 .- Procedimiento para la  producción de a n tib lá ti

cos<
Begdn se describe y reivindica en la  presente memo

r ia  descriptiva.
Consta e sta  memoria de tre in ta  y ocho hojas fo l ia ­

das y e sc rita s  a máquina por una sola de sus caras.
Madrid, a /^ o "JU K
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