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francesa, domiciliada en 21 Rue Jean Goujon, PARLIS,Francia,

la presente invencién se refiere a un proce-
dinmiento perfecc.iomdo pare la preparacién de las egpira-
micinas II y III.

Se sabe que la espiremicina, antibidtico compuese
to de tres constituyentes de propiedades muy préximes,
les espiramicines I, II y III, se produce por el cultivo
de un Streptomyces: S, anbofaciens (de la que se ua
depositado una muestra en el NRL de Peoris, I1linois,
histados Unidos de America, donde ha sido afectada del
indicaetivo NRRL 2420), o de sus "mutants® en medios
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de cultivo epropiadosv. 2 4 I 4 3 S

Ia constitucibdn exacta de est&oespiramicinas
noe 8e conoce todavia con certeza, pero se sabe (PaULl &
TCHsLITCURFR-Bull Soc‘.Chim'.Franee R p..443,195'7)
Se que las espirspicinas IT y III son respectivamente los
derivados acetilado y propionilado de le espiramicina I,
Tembien se sabe que las espiragicinas IX ¥y II1 pueden crista-
lizarse, lo cuml puede facilitar su purificacidn y consti-
tuye una ventaja importante pars el empleo :Eam‘céutiool.
10A. Una segunda ventaja de las espiramicinas Il y
II1 es la menor toxicidad de estas formas de espiramicinas,
segtin resulte del cusdro siguiente donde figuran las dosis
(expresadas en g/@‘.) de las tres espirsmicinas que

provocan la muerte del 50% de los ratones tratados por

15, via subcutén:za (DI'SO &/%gs 8.Ca), e
" T 4
Productos DI (g/kg.s.c.)
50
Espiramicina I 1,01
Espiramicina II 1,52
sepiyamicina IIX 2,04
20, Por (dtimo, la activided entimicrobiasna en

vitro y en vivo de las espiramicinas I.I y II1 es, por lo
menos, igusl a la de la esplremicina I,

Ya se ha demostrado que, por condiciones
particulares de fermentacién, particularmente por modificaew

25, ciones en la compodi cién de los medios de cultivo, se
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rodfa actuar sobre la proporcién de las tres esplramicinas
Presentes en el producto elaborado por los Streptomyces
ambofuciens NRRIL 2420.. 8in embargo, con los medios
habitusles utilizados para la preparacidn de la espirami-
cina, ya sean medios a base de substancias complejas mal
definidas o medios puramente sintéticos, l1la proporcién
en espiramicina I de la espiramicina producida, permanece
estante impo rtante'. Resulta de ello que la obtencidén
de espireamicinas IT y III exentas de espiramicina I es
bestante dificil y se efectéa con wn remndimiento poco
satisfactorio.

Se m descublerto, y este es el objeto de la
Presente invencién, que operando en condiciones apropiadas,
ge podia orientar la fermentacién de S‘.ambofaciens o de
sus mutants de tal modo que se obbtiane un aumento conside-
rable de la espiramiocine IT y/o de la espiramicine III
en la espiramicina total elaboradz por & microorganiamo:
puddendo estu cantidad aleanzar,por ejemplo, en el caso
de le espiramicina III, hasta el 75 al 80% en peso de
la espirumicinu total. Se ha descubierto tambien gque
egtea misma S.ambofaciens o sus mutants ers capaz de
transformar le espiramicina I en espiramicina II y en
espiramicina III mediante wn proceso encimdtico de
acetilacidn o de propionilacién; en ests caso, la
transformcién de la espiramicina I puede ser totsl en
las mejores condicionasl.

dstos resultados se obtienen esencialmente
efectusmdo la formentaclidén (formentacién en medio hatitual,
complejo o eintético o fermentacidén sobre medio que

contenga l1a espiramicina I) en presencia de un sgembte de
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acetilacién o de propionilacién seglén que se desde obtener
le espiremicina II o la espirapicins III..
Como agentes de acetilacidén se pueden ﬁtilizar
. el 4cido acético, sus sales, sus &steres, la acetamidet'.
Se Tambien se pusdse utilizar todo compuesto capaz de
generar, despubs de tramsformacidén porxr S-.ambofaciens, un
radical acetilado, como,por ejemplo, el dcido bubirico
¥y sus derivados,. '
Por razones de comodidad se emplea, de pre-
10, ferencia el 4cido acliico o el aceiato de sodio a una
concentracidn comprendida entre 0,1 y 30 &¢/1les on
el medio de transformacién.
Como agentes de propionilacidén, se pueden
, utilizar el 4cido propidnieo‘, sus sales, sus ésteres,
15, la propionamida, el propeanol, Tambien se puede
utilizar todo compuesto capaz de generar, despuds de
su metebolismo por S.ambofaciens, un 'radical propionilo,
como el &cido valeriuanico o sus sales. Por razones de
sencillez se emplea, por ejemplo, de preferenciu, el
20, écido propidixico o sus sales o 1la propionenida a wna
concentracién comprendida entre 0,1 y 30 g/1 en el
medio, siendo la concentracidn 6ptima en la proxiaidad
de 2 - 15 521. Seglin las necesidades se puede afladir
el agentc acilante en solucidn en agus o en un disolvente
25, orzfnico como el metmnol, el etznol, la z2cetona, el benceno,
el éter , el dicloretano‘. Tambien se puede fracciomar en
varias adiciones sucesivas, le cantidad de agente acilamte
que se haya de afiadir ,ein que de ello resulten modificaw
ciones impo rtantes de la tramsformucién requerida..
3C. En el caso de medios habituales complejos o
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eintéticos, la fermentacidén no presenta dificultedes
Yy se conduce nomaﬂ.mente'.

in 8l caso de un medio que contenga la
espiramicina I ha aido necesario precisar los diferentes

S5e factores que favorecen la transformacidn bioquimica
de la espiramicine I en espiramicina IT o III ¥ realizur
esta trensformacidn de un modo préctico. Es preciso
en particular cultiver S.ambofaciens en condiciones que
Permiten & 1a vez su desarrollo y la elaborccidn del

10‘. sistene encimético. lis conveniente tambien utilizar la capae
cided transformdora adquirida por el cultivo colocindose
en las condiciones requeridss para la transformacidn
deseada'.

Con este objeto, 8e puede cultiver S.ambofaciens

15'. en un medio de cultivo que encierre desde el momento de
partida la espiramicina I & trensformar asi como todos
los factores necesarios pare la produccidn del sistems
encindtico y a la trunsformacién,por este sistema, de
la espirumicina I presente en espirumicima IT y Ill.

20.. Pero se ha hallado particularmente ventajoso, para
realigar la presente invencidn, cultivar en una primers
fase S.. ambofaciens en tales condiciones que elabora el
sistema encimftico acilante. in uns segunda fase, ge
utiliza la capecidad trensfomadora adquirida por el

25‘. hongo poniendo su micelio en presencia de 1a espiramicina I
y de los elementos necesarios para la transformacién:
substanclias capaces de suministrer radlcales acetilo
0 vropionileo y los activaﬁ.ores.

¥l cultdvo de S.ambofaciens a los fines de
30, elaboracidn del sisteme encimdtico acilamte, puede
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efectuarse sobre medios muy diversos, en particu-
lar sobre 1los medios que se utilizan habitualmen-
te pere la preparacién de la espiramicina: medios
complejos o medios sintéticos. Sin embargo, la
cantidad y la calidad del sistema encimdtico acilan-~
te pueden variar en gran medida, segin la compo-
sicidén del medio empleado. Tambien para obtener un
micelio que posea una capacidad elevada de transfor-
macién de la espiramicina I en espiramicina II y
III, es preferible seleccionar muy cuidadosamente
los diversos productos que entran en la composicién
del medio.

Se ha hallado particularmente ventajoso
emplear un medio sintético que solo encierre
una fuente energdtica glucfdica, una fuente de
nitrégeno amoniecal y substancias neutralizantes.

Se utiliza, de preferencia, 1la glucosa o el
almidén en dosis que varisn de 1 a 1C0 g/l., siendo
la éptima 1la que estd comprendidg enire 40 y 60 g/1.
Entre las sales amoniacales se emplea el cloruro, el
sulfato o el nitrato, pudiendo variar la cantidad

de nitrdgeno amoniscal entre 0,1 y 10 g./1, situdn-
dose la cantidad &ptime entre 2 y 4 g./1.

El pH de partida del cultivo de S.ambo=-
faciens, debe ajustarse entre 5 y 9, de preferen-
cia entre 6,5 y 745 pera obtener una buena
cepacidad de transformecién de la espiramicina I.

Para evitar una evolucién del pH, en

el medic de cultivo, hacia valores demasiado
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bajos, que podrfan ser nefastos para una bueha
produccién del sistema encimético acilante, es con-
veniente afiadir al medio de cultivo substancies
neutralizantes en el momento oportuno y en cantidad
adecuada pars mantener el pH a un valor deseado.

Se pueden emplear para este uso, agentes alcalinos
tales como los hidréxidos y los carbonatos de los
metales alcalinos y alcalino-terrosos, en solucién
o0 en suspensidén en agua; tambien se puede afiadir
desde sl principio del cultivo, una substancia
neutralizante de reserva tal como los carbonatos
insolubles de metales alcalino-terrosos.

Se emples , de preferencia, el carbonato de calcio
a dosis comprendidas entre 1 y 50 g/l.; siendo

le dosis éptima , en la proximidad de 25 g./1.

Tembien es conveniente cultivar S.ambofaciens,
en condiciones de temperature bien definidas, para obtener
la elaboracidn médxima del sistema encimdtico acilante.
Por ejemplo, se podré efectuar el cultivo entre
20 y 352 , pero de preferencia a 23-27%.

El cultivo de S. ambofaciens, puede efectuar-
se en las condiciones habituales requeridas para
llevar a cabo fermentacionee aerobias y , mds espe-
cialmente en todo aparato que permita , a la vez,
una buena dispersidén del aire necesario pare la
respirecién del restreptomices , y una buena homo-
geneizacién del cultivo.

Se ha descubierto que la capacidad

transformadora de los cultivos de S.ambofaciens
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varie con la edad del cultivo. Al principig)de éste,
la capecided transformedora, es prdcticamente pro-
porciongl a la cantidad de micelio presente en el
cultivo. Transcurrido ciertc tiempo, la capacided
Se transformedore se fija & un valor méximo, despuds
disminuye en seguida, mientras que el micelio
continda eu crecimiento. ZEn la préctica, se
comprueba que el micelio posée la capacidad trans-
formadora mdxima despuds de 30 a 150 horas de cultivo,
10. por regla general, entre 40 y 100 horas, dependiendo
este tiempo 6ptimo,esencialmente de las condiciones
genergles del cultivo.
Despude de haber preparado, segun queda
descrito, un cultivo de S. eambofaciens o de sus
15. mutants,con objeto de la elaboracidn del sistema
encimédtico acilante, que transforma le espiramici-
ne I en espiramicina II y IXII , es conveniente
después colocar el mismo streptomyces en condicio-
nes prudencialmente elegidas para utilizar
20, sus cgpacidades traneformsdoras y efectuar la
transformacidn requerida. Tambien se puede aportar
el cultivo,tal y como se ha obtenidom al mismo
tiempo que la espiramicina I a transformer, 1los
elementos necesarios para esta transformacién:
25. los agentes acilantes y los activadores.
Se puede tambien aislar, por cuslquier medio apropiado,
el micelio de S.amobfaciens y reemplazarle después en un
medio adecuado de transformacion que contenga la

espiramicina I, los agentes acilantes y los activadores.
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Ahora bien, se ha descublerto cﬁa.? la proporcién

de los productos de transformacién de le espirsmicine
I varfa de un modo importente segln la natureleza
de los radicales acilos presentes en el medio de transforma-
cién, £n efecto, los radiceles acilos de 3 Atomos de
carbono se fijan més fécilmente sobre la espiremicine
I que los radiceles de 2 4dtomos de carbono'. Cada vez que
los dos tipos de redicales estén presentes simultédneamente
en el medio de transformecidn, se utilizempreferentemente
radicales de 3 dtomos de carbono pars transformar le
espiramicine I en espirsmicina IIII. Se concibe gue entone
ces se puede orientar especificemente la transfomscidn
de la espiramicina I en espiramicina III mediente B
aportacién prudecncial de substancias capaces de suminise-
trer un exceso de redical propionile. Tambien se
concibe que la tyensformecién especifica de la espiremi-
cina I en espirumicina II no pueda efectuarse mas que
en susencia, en el medio de trensfoimacién, de tode
substancia susceptible de suministrer el radicel propio-
nilo). Como S..ambofaciens elaborae con gran facilided y
en los medios més diversos, las substancias capaces de
suministrar el radical propionilo, la transformacién especi-
Tica de lu espiramicina I en espiramicina ;[I solo pueds
efectuarse en condicicnes muy particulares.

Si se utilizen directamente como medio de
transformacién los cultivos efectuados & fines de
la elatoracién del sistemo acllante, se obtiene entonces
por le adicidn de agenj:e propionilente, la espiramicina
I1I précticaemente pure, Pero afladiendo agente acilante se

trensforme lea espiramicina I solemente en una mezcla de
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espirumicina II y 111, en rzzén o la preegzcia en el
medio de pequefias cantidades de agente propionilanté.

8i se separe el micelic de S.ambofacicns del
medioc que ha servido pare elesborar el sistems encimético
acilante, se puede entounces orientar mucho méds especifi=-
comante le trensformecidén de lu espiremicinz I. zn efecto
es suficiente aportar al micelio ademds de los activadores
eventual es, las substancias cupaces de suministrar los
redicales acllados. Segun la natursleza de esbos Witimos
se obtiene entonces la espiramicina II, le espirsmicine
111 o uns mezcla de las dos. Bste procedimientc es
particularmente conveniente para la produccién de la
espiremicina IT que solo puede obbtenerse en presencia
de substancias capaces de suministrar el radical acetilo,
con exclusién de toda substancia capaz de suministrar
un radical prepicnilo, en particuler les que pueden
Provenlr del metabolismc de S.ambofaciens;

Ia espiremicina I puede emplearse c¢cn estado
puro, o en mezcle con las espiramicines II y III,pudiendo
obtenerse tul mezcle por los procedimientos habituales de
fabricacién de le espirvmicing bruta.; Se puede emplear
l2 espiramicina en estado de base o de sal y afisdirla _
2l medio de transformacién en estado sdlido o disuelto.
Pare la mayor comodidmd en la manipulecién, se puede

emple&r,por ejemplo, la espiremicina en estado de base en

disolucidn en agua, el metanol, el etanol, el éter , 1o acho-

ne, el benceno, el dicloretano. Tambien se la puede emplear

en estado de sal y més especialmente de clorhidreto, de

sulfato, de acetato y de propionato, en solucién acucsa,.

ks preferible que la concentracién de las
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soluciones de espiramicine afiadidas en el meliu we
trensformacién sea tal que no haye une dilucién demasizdo
impertante de este Ultimo medio. Ia concentrecién final

en espiramicina I en este medio de trunsformecién puede
veriar entre 1 y 5¢ g/1., pero es particularmente ventajoso
emplear une conceutracién en esplvericine I préxima a

5«20 g/1l. #sta concentracibn puede alcanzarse por

una sole adicidén de espiramicins I o por varias adiciones
fraccionadas, sin que resultende ello vurieciones impore
tentes en el producto de transformacién requerido,

Seglin resulte de les consideraciones precedeuntes,
un cultivo de S.umbofacicns que posbe el sistem:. encimético
acilante eventualmente adicionado de agentes acilantes,
permite & 61 solo realizer la trapsformscidn encimdtica de
la esgpirzmicina I, objeto de la presente invencién.

Ia adicién de numeroses sales minerales u
orgdnicas no introduce variaciones importamtes en 1la
cantidad de espirsmicina I tremnsformadsz. Sin embarego,
ge ha comprobado que ciertos anicnes ¥ caticnes tenian un
efecto favorable sobre la transfoxmmacién de la espiramicina

1 en espiremicina II y III, ya sea acelerando la
trensformecidén, o ya sea almentando la cantigad de
espiramicina tmnsfoxmada'.

dontre los aniones que desempeiian el papel de
activador de la reuccibén encimdtica se halls el cloxo.
3e puede afindir 8ste en forma de cloruros de metales
alcalinos, alcalino-terrosos u otrcs, con la condicié‘n de
que <1 metal no sea un inhibvidor de la transfomsacién,

Ia cantidzd de cloro aportude =zl medic en forma de cloruro

puede estar comprendide entre G,1 y 2¢ g/1 ,la dosis
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bptime se sitGa en la proximided de 1 a 3 g/1.

dntre los cetlones susceptibles de mejorar

le reaccién de transfomacibn, ¢l magnesio, el

hierro y ¢l cobalto son purticularmente activos, COmpor~
54 téndose este (ltimo metel comodl activador de eleccilr de

le reaccién encimftica de acilacibn. Se pueden afindir

egtos metales en forma Qe cloruro,sulfeto,nitreto o

de cualqui'er otre s&l que no perjudique la reeccién

encimftica. Se puede emplear, por ejemplo, el magnesio y
10A. el hierrc en dosis comprendidaes entre 0,1 y 50C mg/1.

en el medio de tremsformecién,situéndose la éptima hacie

unos 5 & 10 mg./lA. Se puede emplezr el cobulto en dosis

comprendidas entre 0',1 ¥ 1000 mg./1, situdndose la Sptipa
‘ entre 1C y 400 mg./l.

15, Paru obtener la transformacién de 12 espiramicina
1 en sgpiramicina IT y III,en las mejores condiciones
rosibles, es ,pues, necssurio afadir al cultivo de
S.anbofeciens que pose.n el sistemz encimitico acilunte,
la egpirumicina I a transformar, los agentes acilantes y

20. los activadores,
I adieldn de estos diferentes elementos, |
puede ser simulitdneuw, pero puedc separarse en el tiempo.,
En este @Wltimo caso es sin emburgo conveniente afiadir
la espiramicina I despubs los agentes acilantes y los
25. activadores si se desexz orlentar correctamente la
transformecidn.
Por @ltimo, se ha hallado conveniente en ciertos
cascs, afiudir, al mismo tiempo que la espiromicina I,
los azentes acilantes y los activadores,. una Puente

3C. enargftica, como la glucosa o el wlmidén, Esto es,
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importante,particularmente en €l cégésen gque Se separe
el micelic de S;ambofaciens de su medio de cultivo ¥
en que se l2 ree;plaze en un medio que solo contenga la
espiramicina,los zgentes acilantes y los activadores,
5 . Se puede tambien afladir lu glucosa o el almiddén en una dosis
comprendida entre 1 y 50 g/1 situdndose la Sptima hacia
unos 10 /1.
£n el caso en que se ubiliza comc medio de
transformacidn, el cultivo de elabo mcidn del sistema
10; encimftico acilante, la adicibén de los diferentes
elenentos, se efectia en un wedio de cultivo de pH bien
determinado comprendide, por lo general , entre 5,0 y 8,0
¥y, mAs especivlmente, entre 6,0 y 7,0, Puede ser convenien-
te,para efuctuar la transformacién en las mejores condi-
15, ciones posibles, modificar,en cisrtos casos, el pH del
cultivo en o) momento de la adicidn de los diversos
elementos; vntonces se omplean con este objoto diversas
substuncias dcidas o alcalinas cuya aleacidén se guia
’ Principalmente por sus propiedades inhittboriss eventuales
20. de la reaccifn de transformacién. Se utilizan,por ejemplo,
los “dcidos clorhidrico , sulffrico, nitrico,acético,
propidnico, cftrico, los hidréxidos de sodio, de potasio,
de amonio, de calcié, de bario.
in el caso en que se efectfie 1a transformacidn
25, separando el micelio de S.ambofaciens del medio de elaborae
cién del sisteme encimético y reamplazando el micelio en
presencia ds la espiranicina, de los agentes acilantes,
de los activadgres y de las substancias energéticas, es
igualmente ventajoso colocurse en condlciones de pH bien

30, definidas. De estc modo se puede regular el pH de 3,0
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a 8,0 con ayuda de agerntes acidificantes o z2lcalinizzntes
anteriomente citados. Tumbien se pueds regular el pH
con ayuda de medios tampdn, como las mezclas dcido
acbtlico-acetato, dcido pmpiénico-prop‘ionato, dcido
citrico=-citrato, dcido ftidlico=ftalato,

Por Gltimo, sea cual fuere el modo de trmnsfor-
macién elegido, puede resultar convaniente corregir las
variaciones eventusles de pH que se védn produciendo en
el curso d¢ la trensformaciédn por adiciones apropiagias de
agente's acidificantes o alculinizantes o de mezclase
tempbn.

Iz transformacidén de la espiramicina I en
espiramicina II y III por S.umbofaclens exige gue se
mantenga el cultivo de este organismo en condiciones
perfectamente aerobias, que se utilice el cultivo ds
elaboracién del‘ sistems encimético o el micelio separado
de este cultivo. Bs preciso, pues, después gque se han
atindido los diferentes elementos, mentener el medio de
trensformacién en condiciones de aereacidn y de agitacién
préximas a las que estaban parae el cultivo de elaborae
ciéﬁ.

Ia temperatura a que se efectir la transfoma-
cién encimdtica acilante tiene, en co’ndiciones habituales
d: trabajo, bastante poca importancia. Se puede colocar
a una tewperatura comprendide entre 159 y 402, siendo
la temperatura éptima a la proximided de 255._

La transformacién de la espiramicing I en
espirumicina IT y III es una trensformecidn relativamente
répida y en 24 horas una parte importante de la spiremicina

I se ha transformado ya.
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Pare la obtencidn de un rendimiento de trange

forumeclén miximo, es conveniente sin embargo, mantener
en ciertos casocs un contacto sulficiente entre el sigbena
encimdtico acilante, la espiramicina y los otros

S elencntos y entontes pueden ser necesurios varios dias
para (ue tenga lugar la evolucién completa del sistemal.

Después de heber transformado,segun queda

descrito, la espirumicina I en espiramisina II y III,
bstas puedun separarse por méitodos conocidos tules

1o, como dlstribucién a contracorriente, cromatografia

sobre allmina u otros adsorbentes, cristalizacién frace

cionada. Si se desea simpl}emente conocer las propor-

ciones relativas de las diferentes espiramicinas en

, curso o ya en final de transformacién, resulta cémodo

15, aplicar el pétodo de caracterizacién por cromatografia

sobre papel en los medios de transformacién y comparer

las cromatografias obtunidas con las cromatografias

testigos correspondientes a cantidades conocidas de las

i diferentes espiramicinas aisladas en egtado puro,

RO, Tos ejemplos siguientes, dados a titulo no

limitativo, muesiran el modo en gue el procedimiento

perfeccionndo objeto de le presente invencidn puede

ejecutarse en la précticé.

AIAPIO 1 -

5. Un erlenmeyer de 2 litros se cargbd con 250 cm3

del medio siguiente:

Corn-steep (50 extracto BeCO) eeccseveonsosns 40 g.
Glucoea .'.‘..’..'..'.........I.....’......... 20 g.
Cloruro de sodio 000008009008 00000000sc0s00s0e 5 e

30, Sulfato de magnesio GeesssscesebOOBOssBORIOLOLES 1l e
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Agua corriente .-................................ 1060 cm3‘.
El pH se ajusté a 6,8 por sosa y la carga se
completd port
Carbonato de calcio .'....v...................... 5.8
hcelte de soja ““'"““““”"""””“”" 4 cmd
Este medio se esterilizé en 45 mimutos a
1202, Despuds de enfriamiento, se sembrd con un cultivo
sobre gelosa de la familia de Streptomyces ambofaciens
NRRYL 2426. El cultivo se agitd en una mesa sacudidora
durante 48 horaé.
Por otra parte, unos erlenmeyers de 300 cmb
se cargaron con 50 cmd del medio si.guiepjte: ‘

Corn steep (50% extracto 9600) Sesessav0sstane 35 Ee

GlUCOBE eeeeesvsvseasreoasasnsssvennosscascesnns 50 g
Clorurc de 80410 seeeesvesosesccccosnsrocascoe 20 ge.
Posfato monopotédsico ....._...................... 2 &e
Sulfeto de magnesio R AL TR R PP R 1lg.

ABUZ COTYIONTE sevvesosscasrscionsasessosescosce 100D cm3,
Bl pH se ajusté a 6,8 con sosa. Despubs se
afiadid: ’
Carbonato A6 CRLCIO esevscssccsncccossnsscecenes S &e.
Iuego se afinde proplonamida en las proporciones
indicadas en lgbabla que se cita a continuacién que
reune los resultados obtenidos.
Ios erlanmeysrs se osterilizen durante 20 minutos
& 1202 luego, despuds de enfriamiento, se sembraron con
4 cm3 del cultivo en erlenmeyer de 2 litros, y se ‘
Pusieron a agitar & 252 gobre une mdaquina de sacudidus,

las dosis y el unélisis del entibidtlico se efectuaron

2 los 6, 7 y 8 dias de cultivo,después de determinar la



-17 - .
actividad méxime y lag proporciones respectivas de las 3
espi I&micinasv.
e - o T
Contenido del| Activiaa Proporcidn en peso de las
. medio en médxima espiramicinag
5, Propionemida | mog/cm3. .
- &/1. I II I11
0 285 51 26 23
1 306 an 18 65
‘ 2 s 24 10 66
10. 4 150 15 7 78
LIMPLO 2 =
&n un fermentedor de 170 litros se cargas:
Coxn steep (50% extracto seco) .............. 4,800 kg‘.
GlUCOBE sevveeesesecosnorersscescasocsancesne 2,400 "
15. CLOTUTO 0 S0GLO eevueeesscssanonnsnnnnosnne 0,600 "
SULLEE0 GG MEAENOSELO oeeeersennnnnnnnnrnnrens 0,120 *
Ague corriente ..........................'....‘. 100 1litros
El pH se ajustd a 6,8 por sosa y 1la carga
se completd cons ‘
26. Cerbonato de calcio .. 0,600 kg,
Aceite 38 908 esveccerosscsccnceccncencoces 0,480 1.
Bl medio se esterilizé a 1202 gurante 45
minutos. Despuds de haberse puesto a 1z temperatura de
_ 20%, ol medio se sembrd con 250 em3 de un cultivo
25, erlemmeyer agitado de S.ambofaciens.

£l cultivo en formentador se uired y se agité
durants 25 horas y sirvié para sembrear el cultivo

prodquctor. iste se efectubd en rermentador ae 30 litros
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cargado con el medic sigulente:

\® e
Autolizado de levadura eviceectniteratecieiiess,s 300 &
Glucosa R LR R LR R R TR 750 g.
Propionamida R R R A LA R LR R R TT 30 g.
5. Cloruro de sodio R R AR AR AL LLL PRI PY 300 8o
Sulfato de megnesio ’.'.'""""”."“""""'"_' 15 g.
Posfato monopotdsico e S AR R TP 15 ge

Agua COTTIENTO eveevtvssccsescsctncoseescesonnsoae 16’5 ditros
sl pH se ajustd a 6,5 por medio de soga. Ia caige

10, se completd con: _
Carbonato d= calclo 90 cscecrecrocosnsensnsssnssnees 75 Ee
Aceite de SOja 0.0'Ooonno.00.!0.0000.0.“000...'. 60 cw

‘ &1 medio se esterilizd durunte 40 mimatos
‘ a 1202, Degpuds de m‘frianﬁ.en'bo el volumen es de 15
15, litros y el pH de 6,8,
4l medio se sembrd después por puso de 2 litros de
cultivo inoculum en fermentacién de 170 litros, después
se agitéd con une turbins giratoria a 550 v/miﬁ. ge sires con
| 1 m3/hore do aire y se mantuvo a 252,
20, Desde el principio de la operacién el pH
descendié regulurmente para alcanzar 5,6 hacia unas
60 horas; esta primeras fase corresponde exactamente al
consumo de glucosa, ¥l pH vuelve & subir después lentae
_ mente hasta 90 hores (6,2) y despubs mds bruscamente;
25, vpasa a 7 a 100 ho‘ras. La actividad final del mosto
es de 645 mcg/om3. Ie proporcién respectiva em peso
de las tres espiramicinas producidas es la siguiente:
I : 123 II : 13% IIT = 75 %
Una operacién realizada perelelamente sobre

30, el mismo medio pero sin propionamida he dado en 120 horas
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- 10 -
N
una activided de 760 cmg/ecm3, con la distribucién

siguiente:
I s 246 II : 53% IIT : 23 %}
SJEMPIO 3 =
5. £l cultivo inoculum se efectud, como en el

Ejemplo IL. E1 cullivo productor se efectud esto vez en

fermemntador de 800 litros, cargado con el medio siguiente:

AlmiAlN escviesccacocarsnracescerssrsacocaanes 16 kg,
‘ Cloruro de amonio R L RL R P R 1,600
10, Propionanida .».............................‘.. 1,600
Cloruro de POtOSi0 essesecncssosscocccsocacnsne 1,200
Cloruro de sodio R AR R TR Y 6,800
FosPoto MONOPOTASICO eeeeccanrcreccnnearonens 2
’ Sulfato de magnesio ................‘......i.‘..l. 0,400
15, Acldo citrico .......‘........................ 0,400
Sulfato de cinc a 7 OH2 .............7......... 40 g.
Cloruro de coba_l‘t:o a 6 OH2 '.'...............‘.'.‘. 0,12 é.
Lgus COXILeNte eveverieiiraretciettrnnnmnnee. 370 litroas

El pH se zjustd u 6,7 medisnte wdicidn de
20. 1450 cm3 de sosa & 36% Bé'.
Ia carge se completd pors
Coerbonato Ge CBLCIC cevevenseronccrcconsnnnosns 2 kg-.
Lceite de soju ............................‘.’. 1'.600 cm;S..
£l medio se egterilizé por borboteo de vapor
25.. durante 40 minutos o 1209, Despuds de anfriemiento el
volumen es de 40C litros y el pH de 6,7, k1l wmedio se
sembré después por trespaso de 40 litros ge cultivo inoculum
en fermentador de 170 litros, desmuds se egité en una
turbine giratoria u 205 v/min., se &ired con 1S ns/hora

30, de aire y se mantuvo a 256¢, ‘Desypués de 150 homs de
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cultivo,le activided del mosto es 1a méximas: 660 mcg/cms'.
La proporcién respectivea en peso de le2s tres espiremicinas
producidas es la siguvientes
I : % II : 8% IIT : 754
5. BIEPIO 4 -
Un erlenmeyer de 2 litros se cargd con

250 cmd3 del nedio siguiente:

Corn steep (504 de extTacto S€CO) eeeveresson 40 g,
ﬁo]-.m.idéll LA I R R R R I L RN BN N I I I N R R S 20 g'.
10. CJ.OI'llI‘O de Sodio .ll‘l’.'...OIIODQOOOOCOOOIDQQC 5g.
Sulfato de mB-gneSio L I R R O S 1 Ee
Fogfato MONOPOLASICO eeverirvecerocenoevencon 2 8.
Agua corrient® seees..-esceee (l& necesarie ) 10C0 cm3

‘ £l rH se ajustd & 6,8 mediante sosa y se
15. afladidé al med:lo.z
Carbonubto de c23CIo eeevevesecsrasresnncecense 5 g
Bste medio es esterilizéd durante 45 minutos
a 1202, Después de enfrisde se senbrd con un cultivo
8obre gelose de la femilis de S.ambofaciens. Bl cultivo
20, Se puso en sgitucidén en unz mese sacwdidors durante
48 homs a 259..
Por otra purte, wios exrlenmeyers de 300 cm3 se

cargarcn con 40 cm3 del melic siguiente:

Coxrn steep (506 de extTact0 8€CO) ecesescesnsn 45 g,
25’ GluCOS& TP QL8 B000 00060808 0cEP e QCTRETISSIEOICEQTDN 50 g.
carbom—to de Calcio 00000 0c 0B OOEOITOETEE RS 25 g.

Agus corriente ciieeeeeec.e..eco(l8 necescrie ) 1000 cm3
#1 pH del medio se ajustd & 7,0 con sosa, £1
medio se esterilizé despubs durante 30fitnutos & 12u2,

30, Después de enfriemiento, se sembr$ el contenido de cads
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erlemmeyer con 4 cm3 del cultivo inoculum precedente. El
cultivo se puso en ugitacién en unu méquina sacudidora a
262, Después de 48 hores el desaryollo del hongo es
excelente. Se afinden entonces & cada erlenme;er 20 cm3
de una solucidén acuosa estéril gque contiene 12 g/l de
egpiramicina ; pure en estado de base y 6 g/l de propioce
nato de sodio. 8e mantienc la agitacidén del oultivo
durente 24 hores, despuds se mezcle el contenido de
todos los erlenmeyezs; k1 enélisis crometogréfico del
caldo muestre que este filtimo encierra 2,6 g/l de
espiramicina I no trensformade y 1,4 g/1 de una mezcla
que contiene 20% de espiremicina II y 80% de espiremicina
III.

STPIC 5 -
Se cargaron unos erlemmeyers de 300 cm3 con
40 cmd del medioc siguiente:
Bxt racto de levRdUYE eieevcceccrscsoncennsnece 30 é.
GLUCOBE sovavorsnonesorotasavesssseoscncccscsss 50 g.
Carbonato de CALCLO siewreesteosesoncccoooesss 25 g;
Agus corriante eeeiseivececssess (1le necesaria) 1000 om3
El pH del mecio se gjustd a 7,C con adicidn
de carbonato de calcio; £l medio se esterilizé despuds
durante 30 minutos a 12u2. Despuds de enfrismiento el
contenido de cada erlenmeyer se sembrd con 4 em3 de un
cultivo inoculum preparado en 12s condiciones descritas
en el ejemplo 4. El cultivo se puso en agitacién en una
mese sucudidora a 252, Después de 48 horas de deserrollo,
se afiadié en cada erlemmeyer 20 cmd de uns sclueién ecuose
estéril conteniendo 12 g/l de espirumicina I pura en
estado de base y 6 g/l. de propionato de sodio; Se deja
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incubar el cultivo sobre le mesa sscudidorea durente 3 dles.

Pagadc este tiempo, el contenido de los erlenmeyexs se ha
mezcledo. £l @nflisis crometogréfico del culdo de cultivo
demuestre gue hay todavie 2,1 g/1 de egpiremicina I no
transfomada y 1,9 g/1 de espiremicina I trensformads en
una mezcele que conticme 6% de espiremicina II y 94% de

espiramicina III.

BIEWPIO 6 =

Se cargaron unos erlenmeyers de 30C cm3 con

40 cmd del medio siguiente:

ClOTUTO de amOniO LB L 2K B R R L IR B R N I S B I R R S ey 6 80
Glucoaa ..“0.0!...'.....'.'..'..0.....‘..'.. 25 g.
Carbonatc de CulClO sessscrsstocsoonsancnoesee 20 g.

Agus corriente s...e.e..ve.. (1= necesaria ) 1000 om3

Lgtos erlemmeyers se esterilizan, se siembran
¥ se cultivan en las condiciones dcscrites en el ejemplo
5. Después de 48 hores de cultivo, se afiaden a cada
exrlenmeyer 20 cm3 de una solucién acuosa estéril que
contenga 9 g/1 d< espiremicina I pure en estado de base
¥ 21 g/l.d¢ propicnanida.

Después de 3 dias de incubacibn el andlisis
crometogréfico del caldo demostrd que 1,86 g/l de espire-
micine I se havian transformado en una mezcle que contenia
55 % de espirumicina ITI y 45 % de espiramicina III. Guedd
por otre parte, 1,14 g/l de espiramicina I no trensformsds.
SIEMPTO 7 -

Un cultivo de S.embofaciens se efcctud en las
condicicnes descritas en el ejemplo 6, Ia solucién que cone
tiene 1& espiremicinae base enclerre ademfis 6 g/l de propio-

nato de sodio. Se halld, segun le crometogrefie sobre papel
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del caldo de cultivo, que guedaba 0,96 g/ de iramicina

I no transformada y que 2,04 g/l de espirsmicinas I se

hebian transformado en une mezcla que contenie 11% de espira-
micina II y 89% de espiramicina III.

EJERIPIO 8 -

Se carguron unos erlemmeyers de 300 em3 con
40 cm3 del medio siguiente:

Cloruro de amonio e s0 v 00000 crs ettt rasns 10 e
Glucosa 6 0030000000000 0000000B000000cets0sn0s 50 e
Carbonﬂ-to de calcio L R N R R N P 25 e

Agua corriente secceceeesaaceso{la necesaria ) 100C cm3.
nstos erlemmeyers se esterilizaron, se sembraron

¥ se cultivaron en las condiciones descritas en el kEjemplo 5‘.

Después de 48 horzs de cultivo, se afindieron & cade

erlenmeyer 20 cm3 de una solucién acuosa estéril que

encerrabe 12 g/l dc espiremicina 1 pura en estedo de

base y 6 g/l de propionato de sodic. Los erlemmeyers se

dilviden ent.onces en cuttro lotes. £l primer lote permsnece

tal cuzl es. A los tres otros lotes se afindieron respec-

tivamente sulfato de mugnesio, sulfuto férrico ¥ cloruro de

cobalto, siendo tales las udiciones de estas sales gque cada

metul se encuentra « la concentrecién de 1 milimolécula

por litro en ¢l mecic de transformacidn. Después de 3

dias de incubacién,les crlenmeyers de ceda lote se mezcle ron

entre si y su contenido se anelizé por cromatogrefic

sobre papel'. Los resultados del andlisis son los

siguientes:
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Cantidad de espiramicine I| Proporcién de las .
Activador | transformada espiramicines ;
&e/1.
: II III
o 1,88 - 21 "9,
Magnesio 2,12 28 72
vHierm 2,32 30 70
ICobalto 2,80 27 73
EJ BHPTO 9 -

Unos erlenmeyers dec 300 cm3 se cargaron, se
esterilizaron,se sembraron y se cultivaron en lzs condie-
ciocnes descritas en el ejemplo 8. Después de 48 homs
de cultivo los erlenmeyers se dividieron en dos lotes.

Cada erlenmejyer del rrimer lote recibid 20 cm3 de una
soluciér acuost esterll que encerraba 12 g/l de espiremicine
I pura en estado de base y 6 g/l de propicnato de sodio‘.
Cadu erlenmeyer de¢l segundo lote recibié 20 cm3 de la misme
solucién a ls que se afindieron 3¢ g/1 de clorurc de sodio.
Cada lote de erlenmeyer se tretd como anteriormente y el

resuitado del andélisis cromatogréfico es el siguiente:

ClNa Cantlidad de espiramicina If Proporcidn de las
ge/1, t ransformada espiremicinas %
ge/Le II III
0 1,88 21 79
10 2,60 23 o

LSJEMPIO 10 - Unos erlemmeyers de 3CC cm3 se
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cargaron con 5C om3 del medio siguientes

ClOI'UI‘O de 3m0n10 LR 2 R BT B IR IE SR 2K BE IR B NN BN BN BN B NN NN Y ) 10 g.
G'lucosa $ 002000000000 ve 0008000000000 0 00009 50 8.
earbomto de 031010 @ & 2 08P oD 0O OO ELEPIBRIEOEPBREEOS 25 g.

Ague corriente s..ev......000 (12 necesaria ) 1000 cm3

Estos erleumneyors se esterilizeron ,se sembraron

¥ se cultlivaron en las condiciones descritaes an el ejauplo

Se

Después de 52 horas de cultivo, cada erlemmsyer

recibid 1 cm3 de wna solucidn a 164 de propionasto de¢ sodio,

después se dividieron los erlenmeyers en dos lotes. Cada
erlemmeyer del primer lote recibid 2 cm3 de una solucidn
al 15% de espiramicinaz I pura, en estado de base en el

metanol. Cada erlenmeyer del segundo lote recibid una

sclucilén de lo misms composicién,pero en acetona., Se deja

incubar 1 cultivo durinte 72 homes en la mesa sacudido m,

&l contenido de los erlenmeyers de un mismo lote se
reunié y se znalizé crematogrédficamente., Los resultados

de la transformacifn son los siguientes:

; T T e
Displvente Cantidad de espiramicina I Proporecidén de Zlausr
transformada ge/le | espiramicines %
- II ITI
Metanol 3,48 24 76
acetona 3,36 2% 73

SIRELO 1] -

Unos erlenmeyera de 30N cnd s cargaron como en

el ejemplo precedente, se esterilizaron en 30 minutos

8 12u? y se sembrerom cada uno con 6 cm3 de un cultivo

inoculum preparado del modo indicudo en el gjemplo 4. Ios
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erlenmeyers se ponen en incubacién sobre una wmesa de

sacudidas a 2592, Ios erlemmeyers se dividen en 3 lotes.

Desgpués dec 48 noms de cultivo, cada erlenmeyer del primer

lote recibié 2 cm3 de una solucién a 15% en metanol de

espiramicina T pura en estado de base y 1 cm3 de une

solucién acuosa a 15% do propionmato de sodio. Ies mismas

adiciones se efectuaron en cada vno de 1los erlenmeyers de

los otros dos lotes, pero deapuds de 72 ¥ 96 homs respec-~

tivamente de culitivos. ¥l cultlvo se contintz, en cada

caso, tres dias despuds de la adicidén de espiramicina. 11

contenido de los erlenmeyers de un mismo lote se uwnalizé

por cromatografifa sobre papel. &l cusdro siguiente indica

los resultados del andlisis.

— ; . - - e ’
Adicién de Cantidad de espiramicina | Proporcién de las
espiranicine I transformada espiramicinas %
horas g./1. II III
48 3,00 18 84
e 3,08 18 82
96 1,682 28 72

ZJEPTO 12 -

Se carguron unos erlemmeyers de 3CC cm3 con

50 3 del medio siguiente:

Ni’tmto de amonio ..l..‘..0..0...'0..'.00‘0.0.'..

Glucosgsa

Carbonato de ¢

dgua corriente

Los erlsnmeyers se esterilizaron durante

€
o,

€02 2000000 c00000000000r000ces PRIl

lcj"o ..'!Ol..."."'l'....".'....'

Se vt s 0000 .-ooo-.(la necesaria)

13 B

50 &.

25 'g‘.
1000 cp3,

30 minutos a 1202 se enfrisron y se sembraron con 5 cm3
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de un cultivo inoculum cuya prvparacién se describe en el
eéjemplo 4., Despuds de tres dies de cultivo a 252 en
una pesa de sacudidas, se afladen a cada erlenmeyer 5 cm3
de una solucidn acuosa que encierre 10C g/l de espiramicina
I pura en estedo de bese, 38 g/l de 4dcido propidénico,
iO &/1 de cloruro de cobelto hexahidratado y cuyo pH se
ha puesto a 6,5 mediante adicidn de sosa. Se deja conbtimuar
el cultivo tres dias suplementarios y se analiza el contenido
de los erlenmeyers por cromatografia sobre papel. 8,70
&/1 de espirsmicina I se han transformaido en uns mezcla que
contenia 9% de espimmicina II y 91 ¥ de espirsmicina III.
BIHPTO 13 -

Se cargaron unos erlemmeyers de 300 cm3 con

50 cm3 del medic siguiente:

Nitmto dé amoniO B @ ¢ 0 60000 0 PP o0 s OO PLOEOSLETS 20 g’
j\]midén LI IR N AL I N IR BN IR BN BN RE I BN RPN B S S RN W N ] eog.
Carbonato de O'leiO SO ORI OELOLTIOOEOLEIPISIOEPNLILPOIEOGLOD 25 g'

Agua corriente suivivsee.es. (18 necesaria) 1000 cn3
Ios erlemmeysrs se esterilizaron ,se sembraron
Yy se pusileron en incubacidén en las condiciones descritas
en el ejeuplo 5.. Después de 96 horas de cultivo, se atiade
& cada erlenmeysr 5 cm3 de wna solucién acuosa que contenia
140 g/1 de une espiremicina bruta en estado de base
(compuesta de 59, 27 y 14% de espiramicins I, II y III
respectivamente) 56 g/l de Acido propidnico 0,5 g/l
de cloruro de cobalto hexahidratado y puesto a un pH de
6,5 con ayud: de lejia de soaa‘. Se de¢ja gue continde el
sultivo durante 3 dias y se anuliza crOmatogxé.ficgmepte
el contenido de los erlenmeyers. Sobre los 8,26 g./l. de

éspirumicina I afiadidos, 6,30 g/l. se han treansfonmado



en une mezcla gue contenfa 13 £ de espiramicina II y 87 %

de espiramicineg III.

EJEMPLO 14 -
Dos erlemmeyers de 300 em3 se cargaron con 50
Se cm3 del medio siguiente:

Cloruro 3¢ AmONio ecececevsscrssosncsasnsnccosncesne 10 g.
GLUCOBEB eccesrvooconsscssessssssosaasosssosessses 50 &.
Carbonato de c81lClo teersesrcescecscasnssvssccanse 25 g
Agus corriente se.....s..0.. (la necesaria ... 1000 cm3

10. Los erlenmeyers se esterilizaron, se sembraron

Y se pusieron a incubar en las condiciones que se describen
en el ejemplo 5. Despuds de 72 horas de cultivo, el
contenido de los erlenmeyers se centrifugd y se eliminé el
l{quido que sobrenada. La mitad del residuo de centrifu-
15. gacién volvid a ponerse en suspensidén en 50 cm3 de una
solucidn acuosa colocade en un erlenmeyer de 300 cm3 y
que contenia 6 g/l de espiramicina I pura en estado de base,
2,3 g./1. de dcido propidmnico, 1 g./l.de cloruro de
cobalto hexahidratado y se puso a pH 6,5 mediante gdicién
20. de lejla de sosa. La otra uitad del residuc de centrifu~
gacidn se volvid a poner en suspensidn en 50 cm3 de uns
solucidn acuosa de la misma composicidn, pero que
encerraba ademds 10 g/l. de glucosa.
Los dos erlenmeyers que contenian la
25. suspensidn de micelio se pusieron a incubar a 232 en
una mesa sacudidora durante 2 dias. Despuds de este tiempo
el contenido de cada uno de los erlenmeyers se analizd
por cromatografia. Los resultados de la transformacidén

gon los siguientess
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AD
Cantidad de espiramicina| Proporcidn de
1 trensformada., espiramicine %
ge/1e 11 111
8in glucosa 2,22 14 86
sin glucosa | 3,70 14 86 l
BIKIPIO 1

S ep—— ®
R A A

Un erlemmeyer de 300 om3 se cargé con 50 cmb

del medio siguiente:

Cloruro de amonio S8 ces 00000t rensnnacsssoee 10 Ee
Glucosa SR Bt P eI s er sl ReBOERNORS 50 gl
Garbon&to de calcio (AR RN EE R E RN N Y NN NI Sr PP 25 Ee

&gu& corriente ¢80 00 s tor sl o 0s00nt00 '
(la necesaria } 1000 cm3.

El erlenmeyer se esterilizé,se sembrd y se puso
a2 incubar en las condiciones que quedan descritas en el
ejemplo 5. Despuds de 72 horas de cultivo, el contenido
del erlenmeyer se centrifugd y el 1iquido que sobrenadaba
se elimind. 31 residuo de centrifugacién se puso en
suspensidn en 50 cwm3 de una soluciédn tampbn carsgads en wn
erlenmeyer 4- 30V cms; #gta sclucidu tampén contiene .
9,85 g/1 de Acido acético cristalizable y 4,9 g/l de acetato
de sodio. Tiene un pH de 4; Contienc ademds 6,45 g/l de
clorhidrato de espiremicina I pura y 1 &/1 de cloruro
de cobvalto hexmhidratado, Kl erlenmqjer que contiene
la suspensidn de micelio se pone a incubar a 252 en una
mesa sacudidore durunte 80 horas, Se analiza entonces
por comatografia sobre papel,‘el contenido del erlemmeyer.

Se comprueba asl que 2,40 gfl. de espirumicina I se han

transformado en ung mezela que contiene 904 de espiramicine
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En un fermentador de 17C litros se cargan respece
tivamente: _
Corn steep (505 de etY6Ct0 SECO) eeeeeseesaase 4800 g.

ﬂlmidén $ 0 009000050000 0228 0080200 sasrse000casoes” 2.400 g.

Cloruro de SCAL0 sevcvesosesssssccecsvconconnssse 600 8.
Sulfato de MEENESI0 eereocrsescscecsassossocoess 120 g.
Foafato monopotdsico eeeeceesesstcarescosacesens 240 g,
“#gua corrieate .................................. 100 l-.

w1l pH se ajustd a 6,7 con 750 cm3 de lejia de
sosa g 400 g/1 NaCH.

Después ge afladid:

Carbonato d3 CalciO LA AN R I NN NE IR ] GOG gt
Aceite de Soja l.l.Q.CQ.'O"l..‘...lll'.l...... 60 gQ
Autiespumente de 9ilicoNA eveerereecccnncecenns 60 cm3

2l femeutador y su contenido se egterilizaron
por Lorboteo de vapor en 4Uminutos & 1229 210 cual
puso el volumen final a 120 litros. Despﬁés de enfriamiento
¥y puestu la temperstura a 252, el f.rmentador se seabrd
con los 25C cm3 de un cultivo inoculum praparzdc como
se hx indicudo en el ejemplo 4. ulfiedio se szité despuds
con una hélice girauitorle a 350 v/m. y se aired con 5 m3 de
aire., Después de 25 horas ds cultivo el desurrollo de
S.anbofaciens es abukdante,

Por otra purte, se carga en un fermentador
de 30 litros.
Cloxuro de amonNdo ececiiitescricisrrrracnnsoees 150 g..
Glucosa hidrateds .............................. 750 g‘.
AZUA COTYLIONTE teveecrrrnrsorvsenosccersnsseneses 14 lA.
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£l fegmentador y su contenido se esterilizaron
en 40minutos a 122°, Despubs de enfrismiento y puestos &
la teuperatura de 259,88 cfladieron 375 g; de carboretlo
de calcio en suspensidén estéril en 2 litros de aguz,lo cual
Pone el volumen del medio « 15 litros. K1 pH es entonces
de 7,5,

Se siembra con 1,5 litros del cultivo inoculum
en fermentador de 170 litros, descrito antericmmente y
conservagdo durante 23 horas; Se agita el medio con wra
hélice giratcria & 55C v/min. ¥y se alres a razén de
un m3/h de aire, Despubs de 48 hores de cultivo S.zmbofaciens
Presenta un buen desarrollc y el medic de cultivo tiene
un ph de 6,5, intonces se afiade 8l medio una solucidn
compuesta des

Jﬂspil-'ami()im ba-Se @ ¢ 500903 sB s TR LIOEOESEOEIEISIEIOBRETDNY 150 8.

PTOI;iOnﬂtO de SOdiO LA AL IR B R A A N N R I e 19 g.
Clorurc de cobulto hexthNidTatiGo esevecececeses 17 g.
Solucidr: K de 4cido PropidNico eeevesencescses 300 cmd

Lgus deStLlleds seeecccsvessssertsteasocccnceas 1000 cm3
Ie egpirtnicine base empleada es un producto
bruto que contiene 65, 23 y 128 de espilremicine I, II y
IIT respectivamente,
Se prosigue el cultivo en las mismas condiciocnes
de temperetura, de agitacidén y de aircscién durante 90
horas; Se vucle despubs el fermentador y se obtienen 13,75
litros de culdo . Ia crometografia sobre papel del caldo
dencstrd que tod& l1u espirsmicine I habia sido transformeda
€n une mezcxa de espirvemicine IL y IiI siendo sus Propore
clones respectivas de 290 y 71% en ¢l productc final. Ie

extraccién del celdo permite obtencr 122 g. de espiremicing
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Deascrita suficientenents lo noturaleza jdel in-
vento, asi como le minera de realizorlo ea la »rdetica,
debe haocerse constar cue lus dlisroslciones anberioraentc
indicagGas son wmu.cepitivles de modiidiciciones d¢ det.lle,
en cuvenpto no nlteren su vrincipio Iundomentzl. Wambidn

ge huce constur aue el invento correcpondtc la lag soli-

citudes de ~avcnie presceniiaans en Fromeis: n? 736,884 de
fecha 19 de avrdil de 1957 y n? 759.045 de Techs 25 de

febrero ¢e 1958, wco.iéndosze, wor lo tunto & log beneii-
cios «ue conceuen log Comvenios Interns cloncles en vigor

gienGco lo que conmtivuye L elencin del roificrido inven-

«

to y por lo yus se sclicite Fatente de Invencibn, vor
20 aznos en Sspuiis: Y"Procediclento pericccionowo uoxa 1o
vrepoxacidn de anvibvidticos’; coruceverizlilioss por lo
sigulentes

le,- Irocediniento weriecelonedo pors Lo vie-—
vode entinddtlicon, sg decin de 1o essivealcling
II v de le egspirsmicina III o dc sus mesclas, curacteri-
zindose porque 8e reulisa la fernensacidn de Strentomy-—
ces aupoifaciens sobre un medlio elesido en el zrui.c cons-
tituldo o log medios hoblitusles couvlejos, los medios
sintéticos y los medios que contienen la espiramicins T
e srenencis de sgenves ccilrntegr, coue Los gue portene-
cea al grupo constituldo por los derivados del 4cido
dcetico y del #cide yropidmico, ersctudndose lu fermen-
tacidn a una temperztura concrendida entre 15 y 402, a
un pH de 5 4 8 curante un eriodo de 1 4 6 dles

28.~ Frocedimicento segin 1o revindieacidn 18,
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coracuverizindose vorcue L& recmenieeibn so erectde en
presencia de wan arenie seebvil.nte clegido en el srupo
constituldo nor ¢l 4ecido zedtico, zus swles alcolings
vy l& aceteomida.

32,- Frocedimiento semin 1l rcivindicocidn
18, cerccterizdndose porguc 1o Termentocidn se efecthia
en presencis de un aswnte vrosionilinte elesico en el

sropiénico, sus sules

grupo congtituldo »or el deido
eleslinzes y 1o propionamicda.
492 ,—- Procedimiento perieccionado ners la ore-

parccidn de antibvidticos; tel y como auedc substancial-

mente Geucrito en lo prasecate memorida, gue const2 de

treinta ¥ dos hojag eseritas a mdcuina »or una sola

COrRe
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