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“Proced im ien to  perfeccionado  p a ra  l a  p re p a ra c ió n  de 

“an tib ió ticos**  •

Q¡¡/o áciíftn te: SOCIEIñ DES bSIHES CKlMI^UJáS RüOIíE POULENC, e n tid a d  

f ra n c e s a , d o m ic iliad a  en 21 Rué Jasan Goujon, PA R IS,Francia.

l a  p re s e n te  in v en c ió n  se r e f i e r e  a un p ro ce ­

dim iento p e rfecc ionado  p a ra  l a  p rep a rac ió n  de l a s  e s p i r a — 

m ic in as I I  y I I I .

Se sabe que l a  e sp ira m ic in a , a n t ib ió t i c o  compues- 

5 . to  de t r e s  c o n s titu y e n te s  de p rop iedades muy próxim as,

l a s  e sp iram ic in as  I ,  I I  y I I I ,  s e  produce p o r e l c u ltiv o  

de un S treptom ycess S , am bofaciens (de l a  que se ña 

depositado  una  m uestra  en e l  NHL de P e o r ía , I l l i n o i s ,  

Estados Unidos de A m erica, donde ña sido  a fe c ta d a  d e l 

10. in d ic a t iv o  NKRIi 2420), o de sus “m utan ts“ en medios



5 ,

10.

15.

-  2 -

de c u ltiv o  ap ro p iad o s. 2 4 ^ 4 3 ^

l a  c o n s t i tu c ió n  ex ac ta  de estáis^egpiraio i c iñ a s  

no se  conoce to d a v ía  con c e r te z a ,  p e io  se  sabe (PAUL &

TOHííIII'OüAPF-Bul 1 Soc. Ohim.Franca , p .443,1957)

que l a s  espir& m icinas XX y m  aon resp ec tiv am en te  lo s

deriv ad o s a c e ti la d o  y p ro p io n ilad o  de l a  e sp iram ic in a  I .

También se  sabe que l a s  e sp ira rá  c iñ a s  I I  y I I I  pueden c r i s t a ­

l i z a r s e ,  lo  cual puede f a c i l i t a r  su p u r i f ic a c ió n  y c o n s t i ­

tu y e  una v e n ta ja  im portan te  p a ia  e l  empleo farm&céutioo* 

Una segunda v e n ta ja  de l a s  e sp iram ic in as  I I  y 

I I I  es l a  menor to x io id a d  de e s ta s  form as de e sp iram ic in as , 

según r e s u l t a  d e l cuadro s ig u ie n te  donde f ig u ra n  l a s  d o sis  

(ex p resad as en g /k g .)  de l a s  t r e s  e sp iram ic in as  que 

provocan l a  m uerte d e l 50$ de lo s  ra to n e s  t r a ta d o s  por

v ia  subcutánea (DI50 g /k g . 3 .C .) ,

20* P o r ú ltim o , l a  a c t iv id a d  a n tim ic ro b ia n a  en

v i t r o  y en vivo de l a s  e sp iram ic in as  I I  y I I I  e s , p o r lo  

meno3 , ig u a l  a  l a  de l a  e sp iram ic in a  I .

Ya s e  lia dem ostrado que, p o r  cond ic iones 

p a r t i c u la r e s  de fe rm en tac ió n , p a rtic u la rm e n te  p o r m o d ifica - 

25 . c lo n es  en l a  com posición de lo s  medios de c u l t iv o ,  se
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p o d ía  a c tu a r  sob re  l a  p ro p o rc ió n  de l a s  t r e s  e s p ira n ic in a s  

p re s e n te s  en e l producto  e laborado p o r  lo s  S trep to n y ces  

ambo f a c í  esas NKR1 2420. S in  embargo, con lo s  medios 

h a b itu a le s  u t i l i z a d o s  p a ra  l a  p re p a ra c ió n  de l a  eap iram i- 

c in a , ya sean  medios a  base de su b s ta n c ia s  com plejas mal 

d e f in id a s  o m edios puram ente s i n t é t i c o s ,  l a  p ro p o rc ió n  

en e sp ira m ic ln a  I  de l a  e sp iran d o in a  p ro d u c id a , permanece 

b a s ta n te  im p o rta n te . H esu lta  de e l lo  que l a  o b ten c ió n  

de e sp iram ic in as  I I  y I I I  ex en tas  de e sp iram ic ln a  I  es 

b a s ta n te  d i f í c i l  y se  e fe c tú a  con un rend im ien to  poco 

s a t  i  s fa  c t o r io  •

Se ha d e sc u b ie r to , y e s te  e s  e l  o b je to  de l a  

p re se n te  In v en c ió n , que operando aa cond ic iones a p ro p ia d as , 

se  p o d ía  o r i e n t a r  l a  fe rm en tac ión  de S .am bofaciens o de 

sus m utants de t a l  modo <510 se  o b tie n e  un aumento conside­

ra b le  de l a  esp lram !ciña  I I  y /o  de l a  e s p i r a a lc in a  I I I  

en l a  e sp iram ic in a  t o t a l  e laborada  p o r e¿L m icroorganism os 

pudiendo e s ta  c an tid ad  a lc a n z a r ,p o r  ejem plo , en e l  caso 

de l a  e sp iram ic ln a  I I I ,  h a s ta  e l  75 a l  8C# en peco de 

l a  e sp iram ic ln a  t o t a l .  Se ha d e scu b ie rto  tam bién que 

e s ta  misma S .am bofaciens o su s  m utan ts e ra  capaz de 

tra n s fo rm a r  l a  e sp iram ic ln a  I  en e sp iram ic in a  I I  y en 

e sp iram ic in a  I I I  m ediante un proceso encim ático  de 

a c e t l l a c ió n  o de p ro p io n ila c ió n j  en e s te  caso , la  

tran sfo rm a c ió n  de l a  e sp iram ic in a  I  puede s e r  t o t a l  en 

l a s  m ejores c o n d ic io n e s .

í£stos re s a l ta d o s  se o b tie n e n  esencialm en te  

efectuando  l a  ferm en tación  ( f e  m usitación  en medio h a b i tu a l ,  

complejo o s in té t i c o  o fe rm en tac ión  so b re  medio que 

contenga l a  e sp iram ic in a  I )  en p re s e n c ia  de un  agen te  de
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a c e t i l a c ió n  o de p ro p io n ila c ió n  según que se  desée o b ten e r 

l a  e sp iram ic in a  IX o l a  esp iram ic in a  I I I ,

Gomo ag en tes  de a c e t i l a c ió n  se pueden u t i l i z a r  

e l  ácido  a c é t ic o ,  sus s a l e s ,  su s é s t e r e s ,  l a  ace tam ida ,

5 , También s e  puede u t i l i z a r  todo compuesto capaz de

g e n e ra r , después de tran sfo rm a c ió n  por S .am bofac iens, un  

r a d ic a l  a c e t i la d o ,  como,por ejem plo, e l  ác ido  b u t ír ic o  

y  su s d e riv ad o s , 1

P o r razones de comodidad se  em plea, de p re -  

10. f e re n c ia  e l  ácido a c é tic o  o e l  a c e ta to  de sodio  a  una

co n cen trac ió n  comprendida e n tre  0 ,1  y  30 g . / l . , en 

e l  medio de tran s fo rm a c ió n .

Como ag en tes  de  p ro p io n ila o ió n , s e  pueden 

u t i l i z a r  e l  ácido  p ro p ió n ic o , sus s a le s ,  sus á s t e r e s ,t é
15, l a  p iop ionam ida, e l propanol# También se  puede

u t i l i z a r  todo compuesto capaz de g e n e ra r , después de 

su metabolismo p o r S .am bofaciens, un ra d ic a l  p ro p io n ilo , 

como e l  ác ido  v a le r iá n ic o  o su s s a le s .  P o r  razones de 

s e n c i l le z  se  em plea, p o r e jem plo , de p re fe re n c ia ,  e l  

20* ácido  p rop ión ico  o sus s a le s  o l a  propionam ida a  una 

co n cen trac ió n  comprendida a r t r e  0 ,1  y  30 g / i  en e l  

m edio, siendo  la  co n cen trac ió n  óptim a en l a  proxim idad 

de 2 -  15 g i l  .  Según l a s  n eces id ad es  se  puede a ñ a d ir  

e l  agen te  a c id a n te  en so lu c ió n  en agua o e n  un d iso lv e n te4

25, o rgán ico  como e l  m etanol, e l  e ta n o l ,  l a  ace to n a , e l  benceno, 

e l  é t e r  , e l  d lc lo re ta n o . También se  puede f ra c c io n a r  en 

v a r ia s  a d ic io n e s  su c e s iv a s , l a  c an tid a d  de ag en te  a c ila n b e  

que se haya de a ñ a d ir  , e i n  que de e l lo  r e s u l te n  m od ifica­

c io n es  im p o rtan te s  de l a  tran sfo rm ac ió n  re q u e r id a ,

30• En e l  caso de medios h a b itu a le s  complejos o

24 1 435 K
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8i n t é t i c o s ,  l a  ferm en tación  no p re s e n ta  d i f ic u l ta d e s  

y  se  conduce normalmente.

ián e l  caso de un medio que contenga l a  

e sp iram ic in a  I  ha sido  n e c e sa rio  p r e c i s a r  lo s  d if e r e n te s  

f a c to r e s  que fav o recen  l a  tran sfo rm a c ió n  "bioquímica 

de l a  e sp iram ic in a  I  en e sp iram ic in a  IX o I I I  y r e a l i z a r  

e s ta  tran s fo rm a c ió n  de un modo p r á c t ic o .  Es p re c iso  

en p a r t i c u l a r  c u l t iv a r  S .am bofaciens en co n d ic io n es  que 

perm iten  a l a  vez su d e s a r ro llo  y l a  e la b o ra c ió n  d e l  

s is tem a  en c im á tico . ISs conven ien te  tam bién u t i l i z a r  l a  capa­

cidad tran sfo rm ad o ra  a d q u ir id a  po r e l  c u lt iv o  colocándose 

en l a s  cond ic iones re q u e rid a s  p a ra  l a  tran sfo rm ac ió n  

deseada•

Con e s te  ob jeto#  s e  puede c u l t i v a r  S .am bofaciens 

en un medio de c u lt iv o  que e n c ie r re  desde e l  momento de 

p a r t id a  l a  e sp iram ic in a  I  a  tra n s fo rm a r a s i  como to d o s 

lo s  f a c to r e s  n e c e sa r io s  p a ra  l a  p roducc ión  d e l s istem a 

encim ático  y a  l a  tran sfo rm a c ió n ,p o r e s te  s is te m a , de 

l a  e sp iram ic in a  I  p re se n te  en e sp iram ic in a  I I  y IIX .

Pero se  ha h a llad o  p a r tic u la rm e n te  v e n ta jo s o , p a ra  

r e a l iz a r  l a  p re s e n te  in v en c ió n , c u l t i v a r  en una prim era 

fa s e  S . am bofaciens en t a l e s  cond ic iones que e la b o ra  e l  

s is tem a encim ático  a c i l a n t e .  Un una segunda f a s e ,  se  

u t i l i z a  l a  capacidad  tran sfo rm ad o ra  a d q u ir id a  p o r e l  

hongo poniendo su  m ic e lio  en p re se n c ia  de l a  e sp iram ic in a  I  

y de l o s  elem entos n e c e sa r io s  p a ra  l a  tran sfo rm a c ió n : 

su b s ta n c ia s  capaces de s u m in is tra r  r a d ic a le s  a c e t i lo  

o p ro p io n ilo  y lo s  a c t iv a d o re s .

KL c u lt iv o  de S .am bofaciens a  lo s  f in e s  de 

e la b o rac ió n  d e l  s is tem a  encim ático a c i l a n t e ,  puede

-  5 -
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e fe c tu a r s e  so b re  m edios muy d iv e r s o s , en p a r t i c u ­

l a r  sob re  lo s  m edios que se  u t i l i z a n  hab itua lm en­

te  p a ra  l a  p re p a ra c ió n  de l a  e sp ira m ic iñ a :  medios 

com plejos o medios s i n t é t i c o s .  S in  embargo, l a  

c an tid a d  y l a  c a lid a d  d e l s is te m a  en c im ático  a c l ia n ­

t e  pueden v a r i a r  en g ran  m edida, segdn l a  compo­

s ic ió n  d e l  medio em pleado. También p a ra  o b te n e r un 

m ic e lio  que posea  una capacidad  e le v ad a  de t r a n s f o r ­

m ación de l a  e sp ira m ic iñ a  I  en e sp ira m ic in a  I I  y 

I I I ,  e s  p r e f e r ib l e  s e le c c io n a r  muy cuidadosam ente 

lo s  d iv e rs o s  p ro d u c to s  que e n tra n  en l a  com posición 

d e l  m edio.

Se h a  h a lla d o  p a r t ic u la rm e n te  v e n ta jo so  

em plear un medio s i n t é t i c o  que so lo  e n c ie r r e  

una fu e n te  e n e rg é t ic a  g lu c íd ic a ,  una fu e n te  de 

n itró g e n o  am oniacal y su b s ta n c ia s  n e u t r a l i z a n t e s .

Se u t i l i z a ,  de p r e f e r e n c ia ,  l a  g lu c o sa  o e l  

alm idón en d o s is  que v a r ía n  de 1  a  100 g / l . ,  s iendo  

l a  óptim a l a  que e s t é  com prendida e n tr e  40 y  60 é / 1 . 

E n tre  l a s  s a le s  am oniacales se emplea e l  c lo ru ro , e l  

s u l f a to  o e l  n i t r a t o ,  pudiendo v a r i a r  l a  c a n tid a d  

de n itró g e n o  am oniacal e n tr e  0 ,1  y  10 g . / l ,  s i tu á n ­

dose l a  c a n tid a d  óptim a e n tre  2 y 4 g . / l .

E l pH de p a r t i d a  d e l  c u l t iv o  de S.ambo- 

f a c ie n s ,  debe a ju s ta r s e  e n tr e  5 y 9» de p re fe re n ­

c ia  e n tre  6,5  y  7»5 p a ra  o b ten e r una buena 

capacidad  de tra n s fo rm a c ió n  de l a  e sp ira m ic in a  I*

P a ra  e v i t a r  una ev o lu c ió n  d e l  pH, en 

e l  medio de c u l t iv o ,  h a c ia  v a lo re s  demasiado



b a jo s ,  que p o d ría n  s e r  n e fa s to s  p a ra  u n a 'b u en a  

p roducc ión  d e l s is te m a  en c im ático  a c i l a n t e ,  es con» 

v e n ie n te  a ñ a d ir  a l  medio de c u l t iv o  s u b s ta n c ia s  

n e u t r a l i z a n te s  en e l  momento oportuno  y en c an tid a d  

adecuada p a ra  m antener e l  pH a un v a lo r  deseado .

Se pueden em plear p a ra  e s te  u so , a g e n te s  a lc a l in o s  

t a l e s  como lo s  h id ró x id o s  y lo s  ca rb o n a to s  de lo s  

m e ta le s  a lc a l in o s  y a lc a l in o » te r r o s o s ,  en s o lu c ió n  

o en su sp en s ió n  en agua; tam bién  se  puede a ñ a d ir  

desde e l  p r in c ip io  d e l  c u l t iv o ,  una s u b s ta n c ia  

n e u t r a l i z a n te  de r e s e rv a  t a l  como lo s  c a rb o n a to s  

in s o lu b le s  de m e ta le s  a l c a l i n o - t e r r o s o s •

Se em plea , de p r e f e r e n c ia ,  e l  ca rb o n a to  de c a lc io  

a  d o s is  com prendidas e n tr e  1  y 50 g / l . j  siendo  

l a  d o s is  óptim a , en l a  proxim idad de 25 g . / l .

También es conven ien te  c u l t i v a r  S .am b o fac ien s, 

en co n d ic io n es  de te m p e ra tu ra  b ie n  d e f in id a s ,  p a ra  o b ten e r 

l a  e la b o ra c ió n  máxima d e l  s is te m a  en c im á tico  a c i l a n t e .

P or e jem plo , se  podrá  e f e c tu a r  e l  c u l t iv o  e n tre  

20 y 35a , pero  de p r e fe re n c ia  a  23- 27fi-

E l c u l t iv o  de S . am bofaciens, puede e fe c tu a r ­

se  en l a s  co n d ic io n es  h a b i tu a le s  r e q u e r id a s  p a ra  

l l e v a r  a  cabo fe rm en tac io n es  a e ro b ia s  y , más esp e ­

c ia lm en te  en todo a p a ra to  que p e rm ita  , a  l a  v ez , 

una buena d is p e r s ió n  d e l  a i r e  n e c e s a r io  p a ra  l a  

r e s p i r a c ió n  d e l  r e s tre p to m ic e s  , y una buena homo- 

g e n e iz a c ió n  d e l  c u l t iv o .

Se h a  d e s c u b ie r to  que l a  capac idad  

tran s fo rm a d o ra  de lo s  c u l t iv o s  de S .am bofaciens



v a r í a  con l a  edad d e l  c u l t iv o .  Al p r in c ip io  de é s t e ,  

l a  cap ac id ad  tran s fo rm a d o ra , es p rá c tic a m e n te  p ro ­

p o rc io n a l  a  l a  c a n tid a d  de m ic e lio  p re s e n te  en  e l  

c u l t iv o .  T ra n sc u rrid o  c ie r to  tiem po , l a  capacidad  

5.  tran s fo rm a d o ra  se f i j a  a un v a lo r  máximo, despuás 

dism inuye en se g u id a , m ie n tra s  que e l  m ic e lio  

c o n tin ú a  su  c re c im ie n to . En l a  p r á c t i c a ,  se 

comprueba que e l  m ic e lio  posáe l a  cap ac id ad  t r a n s ­

form adora máxima despuás de 30 a  150 h o ra s  de c u l t iv o ,  

10* p o r r e g la  g e n e ra l ,  e n tre  4-0 y 100 h o ra s ,  dependiendo 

e s te  tiem po á p tim o ,e se n c ia lm e n te  de l a s  co n d ic io n es  

g e n e ra le s  d e l  c u l t i v o .

Despuás de h a b e r p rep a rad o , según queda 

d e s c r i to ,  un c u l t iv o  de S . am bofaciens o de sus 

15* m u ta n ts ,co n  o b je to  de l a  e la b o ra c ió n  d e l  s is te m a

encim ático  a c i l a n t e , que tran s fo rm a  l a  e s p ira m ic i-  

na  I  en e sp ira m ic in a  I I  y I I I  , e s  co n v en ien te  

despuás c o lo c a r  e l  mismo s trep tom yces en co n d ic io ­

nes p rudenc ia lm en te  e le g id a s  p a ra  u t i l i z a r  

20. sus cap ac id ad es tran s fo rm a d o ra s  y e f e c tu a r  l a

tra n s fo rm a c ió n  re q u e r id a . También se puede a p o r ta r  

e l  c u l t i v o , t a l  y como se  ha obtenidom  a l  mismo 

tiem po que l a  e sp ira m ic in a  I  a  tra n s fo rm a r , lo s  

e lem entos n e c e s a r io s  p a ra  e s t a  tra n s fo rm a c ió n :

• lo s  a g en te s  a c i l a n te s  y lo s  a c t iv a d o re s .

Se puede tam bién  a i s l a r ,  po r c u a lq u ie r  medio ap ro p iad o , 

e l  m ic e lio  de S .am obfaciens y re e m p la z a rle  después en un 

medio adecuado de tra n s ío rm a c io n  que contenga l a  

e sp ira m ic in a  I ,  lo s  a g en te s  a c i l a n t e s  y lo s  a c t iv a d o re s .

25



5,

10 .

15.

20.

25.

30.

&
iLhotra b ie n , se  ha d e scu b ie rto  <íbie l a  p roporción  

de lo s  p roducto s de tran sfo rm a c ió n  de l a  e sp iram ic in a  

I  v a r ía  de un modo im p o rtan te  según l a  n a tu ra le z a  

de lo s  r a d ic a le s  a c i lo s  p re s e n te s  en e l  medio de tran sfo rm a­

c ió n . níxx e fe c to , lo s  r a d ic a le s  a c i lo s  de 3 átomos de 

carbono se  f i j a n  más fá c ilm e n te  sobre  l a  esp iram ic ina  

I  que lo s  r a d ic a le s  de 2 átomos de carbono. Cada vez que 

lo s  dos t ip o s  de r a d ic a le s  e s tá n  p re s e n te s  sim ultáneam ente 

en e l  medio de tran s fo rm a c ió n , se u til iz s n p re fe re n te m e n te  

r a d ic a le s  de 3 átomos de carbono p ara  tra n s fo rm a r l a  

e sp iram ic in a  I  en e sp iram ic in a  I I I .  Se concibe que enton­

ces se  puede o r ie n ta r  espec ifioam en te  la  tran sfo rm ac ió n  

de l a  e sp iram ic in a  X en esp iram ic in a  I I I  m ediante !fe, 

a p o rta c ió n  p ru d e n c ia l de su b s ta n c ia s  capaces de sum in is­

t r a r  un exceso de r a d ic a l  p n o p io n ile . También se  

concibe que l a  tran sfo rm a c ió n  e s p e c if ic a  de l a  e sp iram i­

c in a  I  en e sp iram ic in a  I I  no pueda e fe c tu a rs e  mas que 

en a u sen c ia , en e l  medio de tra n s fo rm a c ió n , de to d a  

su b s ta n c ia  s u s c e p tib le  de s u m in is tra r  e l  r a d ic a l  p ro p io -  

n i l o .  Como S .om bofaciens e lab o ra  con g ran  f a c i l id a d  y 

en lo s  medios más d iv e rs o s , l a s  su b s ta n c ia s  capaces de 

s u m in is t ra r  e l  r a d ic a l  p ro p io n ilo , l a  tran sfo rm ac ió n  e sp e c í­

f i c a  de l a  e sp iram ic in a  I  en e sp iram ic in a  I I  so lo  puede 

e fe c tu a rs e  en cond ic iones muy p a r t i c u la r e s .

S i se  u t i l i z a n  d irec tam en te  como medio de 

tran sfo rm ac ió n  lo s  c u lt iv o s  e fec tuados a  f in e s  de 

l a  e la b o rac ió n  d e l s istem a a c i l a n te ,  se  o b tie n e  en tonces 

p o r l a  a d ic ió n  de agen te  p ro p io n ils n te ,  l a  e sp iram ic in a  

I I I  p rác ticam en te  p u ra . Pero añadiendo ag en te  a c i la n te  se  

tran sfo rm a  l a  e sp iram ic in a  I  solam ente aa n m  m ezcla de

2 4 1 4 3 5
-  9 -
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e sp iram ic in a  IX y I I I ,  en razón  a l a  p re se n c ia  en e l  

medio de pequeñas can tid a d es  de agen te  p ro p io n ila n te .

S i  se  separa  e l  m ice lio  de S«am bofacions d e l 

medio que ha  se rv id o  p a ra  e la b o ra r  e l  s is tem a  enoim ático 

a c i l a n t e ,  se  puede entonces o r ie n ta r  mucho más e s p e c i f i -  

oamaute l a  tran sfo rm ac ió n  de l a  espirarol c iñ a  I .  £¡n e fec to  

es s u f ic ie n te  a p o r ta r  a l  m ice lio  además de lo s  a c tiv a d o re s  

e v e n tu a le s , l a s  su b s ta n c ia s  capaces de su m in is tra r  lo s  

r a d ic a le s  a c i la d o s .  Según l a  na tu ra leza , de e s to s  ú ltim o s 

se  o b tie n e  en tonces l a  esp iram io in a  I I ,  l a  e sp iram ic in a  

I I I  o una m ezcla de l a s  d O B .  B ste  p rocedim ien to  es 

p a r tic u la rm e n te  conven ien te  p ara  l a  p roducc ión  de l a  

e sp iram ic iñ a . I I  que so lo  puede o b ten e rse  en p re s e n c ia  

de su b s ta n c ia s  capaces de s u m in is tra r  e l  r a d ic a l  a c e t i l o ,  

con e x c lu s ió n  de toda, su b s ta n c ia  capaz de s u m in is tra r  

un r a d ic a l  p ro p io n ilo , en p a r t i c u l a r  l a s  que pueden 

p ro v e n ir  d e l  metabolismo de S .am bofaciens*

La esp iram ic in a  I  puede em plearse en estado  

p u ro , o en m ezcle con l a s  e sp iram ic in as  I I  y I I I ,p u d ie n d o  

o b ten e rse  t a l  m ezcla p o r lo s  p roced im ien tos h a b itu a le s  de 

f a b r ic a c ió n  de l a  e sp i rural c iñ a  b ru ta» ; Se puede emplear 

l a  e sp iram ic in a  en estado  de base o de s a l  y a ñ a d ir la  

a l  medio de tran sfo rm ac ió n  en estado  só lid o  o d is u e l to .

Para  l a  mayor comodidad en l a  m an ipu lac ión , se  puede 

em p lear,po r ejem plo, l a  e sp iram ic in a  en estado  de base en 

d iso lu c ió n  en agua, e l  m etanol, e l  s t a n d ,  e l  é t e r  , l a  aoBbo- 

n a , e l  benceno, e l  d ic lc r e ta n o .  También se  l a  puede em plear 

en estado  de s a l  y más espec ia lm en te  de c lo r h id r a to ,  de 

s u l f a to ,  de a c e ta to  y de p rc p io n a to , en so lu c ió n  acuosa , 

h s  p r e f e r ib le  que l a  co n cen trac ió n  de l a s
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so lu c io n es  de aspiraiaicin&  añad idas en e l  meuxu*°ae“ 

tran s fo rm a c ió n  sea  t a l  que no haya una d i lu c ió n  demasiado 

im p o rtan te  de e s te  ú ltim o  m edio. La co n ce n tra c ió n  f i n a l  

en e sp iram ic in a  I  en e s te  medio de tran s fo rm a c ió n  puede 

v a r ia r  e n tre  1  y 50 g / l . ,  pero  es p a rtic u la rm e n te  ven ta jo so  

em plear una co n cen trac ió n  en e sp iram ic in a  I  próxima a 

5-20 g / l .  jüsta co n cen trac ió n  puede a lc a n z a rse  por

una so la  a d ic ió n  de e sp iram ic in a  X o por v a r ia s  a d ic io n e s  

f ra c c io n a d a s , s i n  que resu lto^& e e l l a  v a r ia c io n e s  impor* 

ta n te a  en e l  p roducto  de tran sfo rm ac ió n  re q u e r id o .

Según r e s u l t a  de l a s  c o n s id e ra c io n es  p reced en tes , 

un c u ltiv o  de S .am bofaciens que poséa  e l  sisteme- encim ático 

a c i la n te  eventualm ente ad icionado  de a g en tes  a c i l e n te s ,  

p e rm ite  a  61 so lo  r e a l i z a r  l a  tran sfo rm ac ió n  snc im ática  de 

l a  e sp iram ic in a  I ,  o b je to  de l a  p re se n te  in v en c ió n .

La a d ic ió n  de numerosas s a le s  m in e ra le s  u  

o rg án icas  no in tro d u c e  v a r ia c io n e s  im p o rtan tes  en l a  

c a n tid a d  de e sp iram ic in a  I  tran sfo rm ad a . S in  embargo, 

se  ha comprobado que c ie r to s  an iones y c a tio n e s  te n ia n  un 

e fe c to  fav o ra b le  sobre  l a  t r a n s ió  rmación de l a  e sp iram ic in a  

I  en e sp iram ic in a  I I  y I I I ,  ya sea  ace le ran d o  l a  

tran s fo rm a c ió n , o ya  sea  aumentando l a  c a n tid a d  de 

e sp iram ic in a  tran sfo rm a d a .

íántre lo s  andonea que desempeñan e l  papel de 

a c tiv a d o r  de la  re a c c ió n  enc im ática  se  l la l la  e l  d o r o .

3e puede a ñ a d ir  é s te  en  forma de c lo ru ro s  de m eta le s  

a lc a l in o s ,  a lc a l in o - té r r o s o s  u  o t r o s ,  con l a  co n d ic ió n  de 

que e l  m etal no sea  un in h ib id o r  de l a  tran s fo rm a c ió n .

La c an tid a d  de c lo ro  ap o rtad a  a l  medio en forma de c lo ru ro  

puede e s t a r  comprendida e n tre  0 ,1  y 20 g / l  , 1 a  d o s is



5.

10.

15

2 0.

25.

30.

-  12 - 2 4 1 4 3 5
óptim a se  sitúa , en la  proxim idad de 1 a  3 g / i .

jántre  lo s  c a tio n e s  s u s c e p tib le s  de m ejo ra r 

l a  re a c c ió n  de t iu n s fo  zraación, e l  m agnesio , ©1 

h ie r ro  y e l  co b a lto  son p a rtic u la rm e n te  a c t iv o s ,  compor­

tándose  e s te  ú ltim o  m eta l cotaoyél a c t iv a d o r  de e le c c ió n  d©

l a  re a c c ió n  enc im ática  de a c i la c ió n .  Se pueden a ñ a d ir  

e s to s  m eta le s  en forma de c lo r u r o ,s u l f a to ,n i t r a to  o 

de c u a lq u ie r  o t r a  s a l  que no p e rju d iq u e  l a  rea cc ió n  

e n c im á tic a . Se puede em plear, p o r  ejem plo, e l  magnesio y 

e l  h ie r ro  en d o s is  comprendidas e n tre  0 ,1  y 500 m g /l. 

en e l  medio de tra n s fo rm a c ió n ,s itu á n d o se  l a  óptiisa h a c ia  

unos 5 a  10 m g ./ l .  Se puede em plear e l  co b a lto  en d o s is  

comprendidas e n tre  0 ,1  y  10C0 m g . / l ,  s itu án d o se  l a  óptim a 

e n tre  10 y 400 m g ./ l .

P a ra  o b ten e r l a  tran s fo rm a c ió n  de l a  e sp iram ic in a  

X en e sp iram ic in a  n  y I I I , e n  l a s  m ejores cond ic iones 

p o s ib le s , es ,p u e s , n e c e sa rio  a ñ a d ir  a l  c u lt iv o  de 

S .am bofaciens que posean e l  s is tem a  encim ático a c i l a n te ,  

l a  e sp iram ic in a  I  a tra n s fo rm a r, lo s  ag en tes  a c i la n te s  y 

lo s  a c t iv a d o re s .

La a d ic ió n  de e s to s  d i f e r e n te s  e lem entos, 

puede s e r  s im u ltán ea , pero puede s e p a ra rse  en e l  tiem po.

En e s te  ú ltim o  caso es  s in  embargo conveniente  a ñ a d ir  

l a  e sp iram ic in a  I  después lo s  ag en tes  a c i la n te s  y lo s  

a c tiv a d o re s  s i  se  desea o r ie n ta r  co rrec tam en te  l a  

tran sfo rm a c ió n .

P o r ú ltim o , se  ha h a lla d o  convenien te  en c ie r to s  

casc a , a ñ a d ir ,  a l  mismo tiempo que l a  e sp ira m ic in a  I ,  

lo s  ag en tes  a c i la n te s  y lo s  a c tiv a d o re s , una fu e n te  

e n e rg é tic a , como l a  g lucosa  o e l  alm idón. E sto  e s ,
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im p o rta n te ,p a r tic u la rm e n te  en e l  caso en que se separe  

e l  m ice lio  de S.ambo facieras de su medio de c u lt iv o  y 

en que se  l e  reejaplaza en un medio que so lo  contenga l a  

e s p ira ia ic in a ,lo s  a g en tes  s e l l a n te s  y lo s  a c t iv a d o re s .

Se puede tam bién a ñ a d ir  l a  g lucosa  o e l  alm idón en una d o s is  

comprendida e n tre  1 y 50 g / l  s itu án d o se  l a  óptim a 'hac ia  

unos 10 g / l .

ün e l  caso en que se  u t i l i z a  come medio de 

tra n s fo rm a c ió n ,e l  c u lt iv o  de e la b o ra c ió n  d e l s istem a 

encim ático  a c i l a n te ,  l a  a d ic ió n  de lo s  d i f e r e n te s  

elem entos, se  e fe c tú a  en un medio de c u lt iv o  de pH b ien  

determ inado comprendido, p o r lo  g e n e ra l , e n tr e  5,0  y 8,0 

y# más e sp ec ia lm en te , e n tre  6 ,0  y  7 ,0 .  Puede s e r  convenien­

t e ,p a r a  e fe c tu a r  l a  tran sfo rm ac ió n  en l a s  m ejores condi­

c iones p o s ib le s ,  m o d if ic a r ,e n  c ia r to s  c aso s , e l  pH d e l 

c u lt iv o  en e l  momento de l a  a d ic ió n  de lo s  d iv e rso s  

e lem entos, Pintonees se  emplean con e s te  o b je to  d iv e rsa s  

su b s ta n c ia s  á c id a s  o a lc a l in a s  cuya aleacióx i se  g u ia  

p rin c ip a lm en te  po r su s p rop iedades in h ib i to r ia s  e v en tu a les  

de l a  re a c c ió n  de tran sfo rm a c ió n . Se u t i l i z a n ,p o r  ejem plo, 

lo s  'á c id o s  c lo rh íd r ic o  , s u l f ú r ic o ,  n í t r i c o ,a c é t i c o ,  

p ro p ió n ic o , c í t r i c o ,  lo s  hidrróxidos de so d io , de p o ta s io ,  

de amonio, de c a lc io ,  de b a r io .

ián e l  caso en que se  e fe c tú e  l a  tran sfo rm ac ió n  

separando e l  m ic e lio  de S .am bofaciens d e l medio de e la b o ra ­

ción  d e l sistem a encim ático  y rem p lazando  e l  m ice lio  en 

p re se n c ia  de l a  esp ir& m icina, de lo s  ag en tes  a c i l a n t e s ,  

de lo s  a c tiv a d o re s  y de l a s  su b s ta n c la s  e n e rg é t ic a s , es 

igualm ente v en ta jo so  co lo carse  en cond ic iones de pH b ien  

d e f in id a s , pe e s to  modo se  puede r e g u la r  e l  pH de 3 ,0
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a  8,0  con ayuda de a g en tes  a c id i f i c a n te s  o a lc a l in iz s n te s  

a n te r io  m e n te  c i ta d o s .  También se puede re g u la r  e l  pH 

con ayuda de medios tampón, como l a s  m ezclas ácido  

a c é t ic o - a c e ta to , ácido  p ro p ió n ic o -p ro p io n a to , ácido  

c i t r i c o - c i t r a t o ,  ácido  f t á l i c o - f t a l a t o .

P o r ú ltim o , sea  cu a l fu e re  e l  modo de t r a n s f o r ­

mación e le g id o , puede r e s u l t a r  conven ien te  c o r r e g i r  l a s  

v a r ia c io n e s  e v en tu a le s  de pH que se  ván produciendo en 

e l  curso de l a  tran sfo rm ac ió n  p o r  a d ic io n e s  ap ro p iad as de 

a g en tes  a c id i f i c a n te s  o a lc a l in iz a n te s  o de m ezclas- 

tainpón.

La tran sfo rm ac ió n  de l a  e s p ira  mi c iñ a  I  en 

e sp iram ic in a  I I  y I I I  por S .am bofaciens ex ige  que se  

mantenga e l  c u lt iv o  de e s te  organismo en cond ic iones 

pe rfec tam en te  a e ro b ia s , que se  u t i l i c e  e l  c u lt iv o  de 

e la b o rac ió n  d e l s is tem a  encim átieo  o e l  m ice lio  separado 

de e s te  c u l t iv o .  Es p re c is o , pues, después que se  bn-p 

añadido lo s  d i f e r e n te s  e lem entos, m antener e l  medio de 

tran s fo rm a c ió n  en  cond ic iones de a e re a c ió n  y de a g ita c ió n  

próxim as a l a s  que e s tab an  p a ra  e l  c u ltiv o  de e la b o ra ­

c ió n .

La tem p era tu ra  a  que se  e fe c tú a  l a  tran sfo rm a ­

c ió n  en c im á tiea  a c i la n te  t i e n e ,  en cond ic iones h a b itu a le s  

de tra b a d o , b a s ta n te  poca im p o rtan c ia . Se puede c o lo c a r  

a  tina tem pera tu ra  comprendida e n tr e  15fl y 40a , siendo 

l a  tem p era tu ra  óptim a a l a  proxim idad de 25a ,

La tran sfo rm ac ió n  de l a  e sp iram ic in a  I  en 

e sp iram ic in a  I I  y I I I  es una tran sfo rm a c ió n  re la tiv a m e n te  

ráp id a  y en 24 h o ras  una p a r te  im p o rtan te  de l a  sp irem ic in a  

I  se  ha  transform ado  y a .



ÍÑÍlMOi

5 .

10.

15.

20,

25.

30.

-  15
2 4 1 4 3 5

P ara  l a  o b ten c ió n  de un rend im ien to  de t r a n a -  

forueición máximo, es conveniente s in  embargo, m antener 

en c ie r to s  casos un co n tac to  s u f ic ie n te  e n tre  e l  s is te íaa  

encim ático  a c i la n te ,  l a  e sp iram ic in a  y lo s  o tro s  

elem entos y entonces pueden s e r  n e c e sa r io s  v a r io s  d ia s  

p a ra  que ten g a  lu g a r  l a  ev o luc ión  com pleta d e l s is te m a ,

De3puÓ3 de haber tran sfo rm ado ,según  queda 

d e s c r i to ,  l a  e3p iru m ic in a  I  en e sp ira m is in a  I I  y I I I ,  

é s ta s  pueden se p a ra rse  p o r métodos conocidos t a l e s  

como d is t r ib u c ió n  a c o n tra c o r r ie n te ,  c rom atog ra fía  

sob re  alúm ina u  o tro s  a d so rb e n te s , c r i s t a l i z a c ió n  f r a c ­

c ionada . S i  se  desea sim plemente conocer l a s  p ro p o r­

c io n es r e l a t i v a s  de l a s  d if e r e n te s  e sp iram ic iñ as  en 

curso o ya en f i n a l  de tran s fo rm a c ió n , r e s u l t a  cómodo 

a p l i c a r  e l  método de c a ra c te r iz a c ió n  p o r c ro m ato g ra fía  

sobre  p ap e l en lo s  medios de tran sfo rm ac ió n  y comparar 

l a s  c ro m a to g ra fía s  o b ten id as  con l a s  c ro m a to g ra fía s  

t e s t i g o s  c o rre sp o n d ien te s  a  can tid a d es  conocidas de l a s  

d i f e r e n te s  e3p iram ic in as  a is la d a s  en estado  p u ro .

l o s  ejem plos s ig u ie n te s ,  dados a  t í t u l o  no 

l im i ta t iv o ,  m uestran  e l  modo en que e l  p rocedim ien to  

perfecc ionado  o b je to  de l a  p re se n te  in venc ión  puede 

e je c u ta r s e  en l a  p r á c t ic a .

EjmPLO 1 -

Un erlenm eyer de 2 l i t r o s  se  cargó con 250 cm3

d e l medio s ig u ie n te :

C o m -steep  ( 5($ e x tra c to  seco ) . . . . . . . . . . . . . . .  40 g ,

G lu c o s a .................................................................................. 20 g .

C loruro  de sodio ................................. ..................... .. 5 g .

S u lfa to  de magnesio .......................................................  1  g .
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Agua c o r r ie n te  ...................... .............................. \ ............ 1000 cm3.

E l pH se  a ju s tó  a  6 ,8  p o r sosa  y l a  carga  se

completó por*

Carbonato de calcio ........... ................................. 5 g.

Aceite de s o j a ........... ............. , ........................... 4 ,3,53

E s te  medio se e s t e r i l i z ó  en 45 m inutos a 

120a . Después de e n fr ia m ien to , se  sembró con un c u ltiv o  

sobre  g e lo sa  de l a  fa m ilia  de S treptom yces am bofaciens 

NERL 2420. E l c u lt iv o  se  a g itó  en una mesa sacud ido ra  

d u ran te  48 lio ra s .

P o r o t r a  p a r t e ,  unos erlenmegrers de 300 cm3 

se cargaron  con 50 cm3 d e l medio s ig u ie n te ?

Cora steep  (50$ e x tra c to  seco) ..................  35 g .
G lu c o s a ....................................................................................  50

Cloruro de sodio ...................................................... 20 g .

P osfa to  m onopotásico ................................... ...................  2 g .

S u lfa to  de m a g n esio .............................................. .. l g *

Agua c o r r i e n t e .....................................  100D om3.

E l pH se a ju s tó  a  6 ,8  con so sa . Después se

añadió:

Carbonato de c a lc io  ........................ .............................. .. 5 g .

Luego se  añade propionam ida en l a s  p ro p o rc io n es 

in d ic a d a s  en lsyfcabla que se  c i t a  a co n tin u ac ió n  que 

reúne lo s  re s u l ta d o s  o b ten id o s .

Los e rle n n e y e rs  se  o s te r i l iz a a  du ran te  20 m inutos 

a  120a lu eg o , después de en f id a  m iento, se  sem braron con 

4 cm3 d e l c u lt iv o  en erlenm eyer de 2 l i t r o s ,  y  se  

p u s ie ro n  a  a g i t a r  a 25a sobre una máquina de sacu d id as , 

l 'a s  d o s is  y e l  a n á l i s i s  d e l e n t ib ió t lc o  se  e fe c tu a ro n

a  lo s  6 , 7 y 8 d ia s  de c u lt iv o ,d e sp u é s  de de te rm in a r l a
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a c t iv id a d  máxima y í a a  p ro p o rc io n es r e s p e c t iv a s  da l a s  3 

e sp ila m ie in a s .

*
Contenido d e l 
medio en 
propionem ida

s / 1 .

,
A c tiv id a d  
máxima - 
mog/cm3.

P ro p o rc ió n  en peso de l a s  
e sn ira m ic in a s  %

I I I I I I

0 285 51 26 23
1 305 27 18 55
2 175 24 10 66
4 150 15 7 78

i¿J¿MPLO 2 -

x<n un fen aen tad o r de 170 l i t r o s  se  c a rg a :

Oom s te ep  (50% e x tra c to  seco) ........................... 4 ,800 Irg.

G lu c o s a .........................................................................2 ,400 *

15. C loruro  de sodio  ........................... 0 ,600 "

S u lfa to  de magnesio ............................................ .. 0 ,120 •

Agua c o r r ie n te  ..............................................................  100 l i t r o s

131 pH se  a ju s tó  a  6 ,8  p o r  sosa y l a  carga

se  completó con:

2C. Carbonato de c a lc io  ...................................................  0 ,600 Ag.

A c e ite  de s o j a ..............................................................  0 ,480 1 .

iül medio se  e s t e r i l i z ó  a  120® d u ian te  45 

m in u to s. Después de haberse  puesto  a  l a  tem p era tu ra  de 

20a , e l  medio se  sembró con 250 cm3 de un c u lt iv o  

erlenm eyer a g ita d o  de S .am bofac iens.

ü l  c u lt iv o  en fo m e n ta d o r  se a ire ó  y se a g itó  

flu ían te  25 ho ras y s i r v ió  p a ra  sem brar e l  c u lt iv o  

p ro d u c to r , oíste se e fec tu ó  en ie m a n ta d o r  ae 30 l i t i o s
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15.

20,

25.

30.

. a
cargado con ©1 medio s ig u ie n te :  '

A u to lizado  de lev ad u ra  ............................. .......................... 300 g*

G lucosa ......................................*................. ..............................  750 g .

Fropionam ida ................................... .. 30 g .

C loruro  de sodio   ................ .. 300 g«

S u lfa to  de m a g n e s io .................. ........................................ .. 15 g .

F o sfa to  m onopotásico • • • • ................................................... 15 g .

Agua c o r r i e n t e ...................................................... ................. 16,5 litros

Al pH se  a ju s tó  a 6 ,5  p o r  medio de so sa . l a  c a ig a  

se completó con:

Carbonato de c a lc io  ............................................ 75 g m
. . . .  t

A c e ite  de so ja  .........................................................................  60 cin3

Al medio se  e s t e r i l i z ó  d u ran te  40 m inutos 

a 120a . Después de en frian rlen to  e l  volumen es de 15

l i t r o s  y e l  pH de 6 , 8 .

Al medio se  sembró después p o r  paso de 2 l i t r o s  de 

c u lt iv o  inoculum en ferm en tac ión  de 170 l i t r o s ,  después 

se a g itó  con una tu rb in a  g i r a t o r i a  a  550 v /m in . se  a ire ó  con 

1 m3/hoxa de a i r e  y se mantuvo a  25a .

Desde e l  p r in c ip io  de l a  o p e rac ió n  e l  pH 

descendió regu larm ente  p a ra  a lc a n z a r  5 ,6  b a c ía  r»r»n<a 

60 h o ra s ; e s ta  p rim era  fa se  corresponde exactam ente a l  

consumo de g lu c o sa . Al pH vuelve  a  s u b ir  después l e n ta ­

mente h a s ta  90 h o ras  ( 6 , 2 )  y después más bruscam ente; 

pasa  a  7 a 100 h o ra s . La a c t iv id a d  f i n a l  d e l mosto 

es de 645 mcg/cm3. La p ro p o rc ió n  re s p e c t iv a  en peso  

de l a s  t r e s  e sp iram ic ln as  p roducidas es l a  s ig u ie n te :

1 * I 2 % I I  : 13# I I I  ; 75 %

Una operac ión  re a l iz a d a  p a ra le lam en te  sobre 

e l  mismo medio pero  s in  propionam ida ha dado en 120 ho ras
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una a c t iv id a d  de 760 cmg/cm3, con l a  d is t r ib u c ió n  
s ig u ie n te :

X : 24^ I I  s 53 % I I I  : 23

EJEMPLO 3 -

E l c u lt iv o  inoculum  se e fe c tu ó , como en e l  

Ejemplo I I ,  E l c u lt iv o  p ro d u c to r  se  e fec tu ó  e s ta  vez en 

ferm en tador de 800 l i t r o s ,  cargado con e l  medio s ig u ie n te :

Almidón .......................................................................... ..

C loruro de amonio .............................. . . . . . . . ...........

P ro p io n a m id a ............................................................... , .

C loruro  de p o ta s io  ........................ ....................... ..

C loruro  de so dio ...................................

Pos f e to  m o n o p o tá s ic o ......... ............ ...................

S u lfa to  de m a g n e s io ................................. ..

Acido c í t r i c o  ....................................................... ..

S u lfa to  de c in c  a  7 0Hg ..................................... . .  #

C loru ro  de cobalto  a  6 OHg .............................

Agua c o r r ie n te  ............................... ....................... ..

S I  pH se  a ju s tó  a  6 ,7  m ediante a d ic ió n  
1450 cm3 de sosa  a  36* Bé.

16 1sg. 

1 ,600 

1,600 

1,200 

6 ,800  

2

0,400 

0 ,400 

40 g .

0 ,12  g ,

370 l i t r o s  

de

l a  carga se completó p o r:

Carbonato de c a lc io  .......................................... 2 kg .

A ce ite  de s o j a .................. .............................................  1 .600

E l medio se  e s t e r i l i z ó  po r bc-rboteo de vapor 

duran te  40 m inutos a 1209. Después de en friam ien to  e l  

volumen es de 400 l i t r o s  y e l  pH de 6 , 7 .  E l medio se 

sembró después p o r tra s p a so  de 40 l i t r o s  de c u lt iv o  inoculum 

en ferm en tador de 170 l i t r o s ,  después se  a g itó  en una 

tu rb in a  g i r a t o r i a  a 205 v /ra in ., se  a ire ó  con 15 *3/h o ra  

de a i r e  y se mantuvo a  25*. Después de 150 h o ras  de
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c u l t i v o , l a  a c t iv id a d  d e l mosto es l a  máxima: 660 mcg/cm3. 

l a  p ro p o rc ió n  re s p e c t iv a  en peso de la s  t r e s  e sp iram lc in as  

p roducidas e s  l a  s ig u ie n te s

I  s IV Í  I I  : 8$ I I I  : 75 %
EJEMPLO 4 -

Un erlenm eyer de 2 l i t r o s  se  cargó con 
250 cm3 d e l medio s ig u ie n te :

Corn s te e p  (50$ de e x tra c to  seco) ......................  40 g .

A lm id ó n ....... ........................................................................ 30 s .
C loruro  de sodio ......................................................... „ 5 e
S u lfa to  de magnesio ...................... .............................. l g *

F osfa to  m onopotásico ................................................ .. 2 g .

Egua c o r r ie n te  ...................... .. ( l a  necosarxa  ) 1000

E l pH se  a ju s tó  a  6 ,8  m edian te  so sa  y se

añadió a l  medio:

C arbonato de c a lc io  .....................................................  5 g ,

E s te  medio es e s t e r i l i z ó  duran te  45 m inutos 

a  1202. Después de e n fria d o  se  sembró con un c u ltiv o

sobre g e lo sa  de l a  f a m ilia  de S .am bofaciens. E l c u ltiv o  

se  puso en a g i ta c ió n  en una mesa sacud ido ra  du ran te  
48 h.o las  a 25a .

P o r o t r a  p a r te ,  unos erlenm eyero de 300 cm3 se  

carg aro n  con 40 cm3 d e l medio s ig u ie n te :

Cora, s te e p  (50$ de e x tra c to  seco) .................. .. 45 g .

G lucosa ...............................................................................  50 g .

C arbonato de c a lc io  ....................................... ............  25 g .

Agua c o r r i e n t e ......... ....................... ( l a  n e c e s a r ia  ) 1000 om3

E l pH d e l medio se  a ju s tó  a  7 ,0  con so sa . E l 

medio se  e s t e r i l i z ó  después d u ran te  SGgéinutos a 12uñ • 

Después de en fria m ien to , s® sembró e l  contenido  de cada
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erlenm eyer con 4 cm3 d e l c u lt iv o  inoculum  p rec ed e n te . 13. 

c u lt iv o  se  puso en a g i ta c ió n  en unu máquina sacud ido ra  a 

25a . Después de 48 h o ras  e l  d e s a r ro l lo  d e l hongo es 

e x c e le n te . Se añaden en tonces a cada erlenm eyer 20 cm? 

de una solucic5n acuosa e s t é r i l  que co n tien e  12 g / l  de

e sp iram ic in a  X pura  en estado  de l a s e  y 6 g / l  de p ro p io -  

na to  de so d io . Se m antiene l a  a g i ta c ió n  d e l c u ltiv o  

duran te  24 h o ra s , después se m ésela e l  contenido de 

to d o s lo s  e rlenm eyers. S I a n á l i s i s  c i’om atogxáfico del 

caldo m uestra  que e s te  ú ltim o  e n c ie r ra  2 ,6  g / l  de 

e sp iram ic in a  I  no tran sfo rm ada  y 1 ,4  g / l  de una m ezcla 

que co n tien e  20# de e sp iram ic in a  I I  y  80# de e sp iram ic in a  
I I I .

15.

20.

25.

30.

¿JMPIQ  5 -

Se cargaron  unos erlenm eyers de 300 cm3 con 

40 cm3 de l medio s ig u ie n te :

jfixt rac to  de lev a d u ra  ...................... ..............................  30 g .

G lucosa ..................................................... ............................  50 g .

Carbonato de c a lc io  .......................................................  25 g .

Agua c o r r i e n t e ................................. .. ( l a  n e c e sa r ia )  1000 rana

S i pH d e l medio se  ajusto', a  7,C con a d ic ió n  

de carbonato  de c a lc io .  S I medio se  e s t e r i l i z ó  después 

du ran te  30 m inutos a  12ua . Después de e n friam ien to  e l  

contenido de cada erlenm eyer se sembró con 4 cm3 de un 

c u lt iv o  inoculum  preparado  en l a s  cond ic iones d e s c r i ta s  

en e l  ejem plo 4 . S I  c u lt iv o  se  puso en a g i ta c ió n  en upa 

mesa sacu d id o ra  a 25a . Después de 48 h o ras  de d e s a r ro l lo ,  

se  añadió  en cada erlenm eyer 20 cm3 de una so lu c ió n  acuosa 

e s t é r i l  conteniendo 12 g / l  de e sp iram ic in a  I  pu ra  en 

estado  de base  y  6 g / l .  de p ro p io n ato  de so d io . Se d e ja
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In cu b ar e l  c u lt iv e  sobre l a  mesa sacud ido ra  d u ran te  3 d ia s .  

Pasado e s te  tiem po, e l  contenido  de lo s  erlenm eyers se ha. 

m ezáis do. ¿1  a n á l i s i s  c rom atográfico  d e l caldo  de c u ltiv o  

dem uestra que hay to d a v ia  2 ,1  g / l  de e sp iram ic in a  I  no 

t r a n s ió  noada y  1 ,9  g / l  de esp irsgu icina X transfo rm ada  en 

una m ezcla que c o n tien e  6% de e sp iram ic in a  XI y 94$ de 
e sp iram ic in a  I I I .  

hJaiPLO 6 -

10.

15.

20.

25.

Se cargaron  tinos erlenm eyers de 30C cmS con 
40 cm3 d e l medio s ig u ie n te :

C loruro  de amonio ...................... ..................................  6 g .

G lucosa ............................... ......................................... ...... 25 g .

C arbonate de c a lc io  .......................................... .. 20 g .

Agua c o rr ie n te  ...........................  ( l a  n e c e s a r ia  ) 1000 cm3

•datos erlenm eyers se e s t e r i l i z a n ,  se  siembren 

y se  c u l t iv a n  en l a s  cond ic iones d e s c r i ta s  en e l  ejemplo 

5 . Después de 48 h o ja s  de c u l t iv o ,  se  añaden a  cada 

erlenm eyer 20 cm3 de una so lu c ió n  acuosa e s t é r i l  que 

contenga 9 g / l  do e sp iram ic in a  I  pu ra  en e stad o  de base 
y  21 g / l  .d e  p repionam ida.

Después de 3 d ia s  de in cubac ión  e l  a n á l i s i s  

c rom atográfico  d e l  caldo demostró que 1,86 g / l  de e s p i r a ­

m icina I  se  hab lan  transform ado en una m ezcla que co n ten ia  

55 % de e sp iram ic in a  I I  y 45 $ de e sp iram ic in a  I U .  Quedó 

p o r  o t r a  p a r te ,  1 ,14  g / l  de e sp iram ic in a  I  no tran sfo rm ad a . 

jjJliMFIO 7 -

Un c u lt iv o  de S.am bof&ciens se  e fec tu ó  en 

cond ic iones d e s c r i ta s  en e l  ejemplo 6 . La so lu c ió n  que con­

t ie n e  l a  e sp iram ic in a  base e n c ie r ra  además 6 g / l  de p ro p io -  

na to  de so d io . Se h a l ló ,  según l a  c ro m ato g ra fía  sobre  p ap e l
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d e l caldo de c u l t iv o ,  que quedaba 0,96 g / l  de e s p íra m e in a  

I  no tran sfo rm ada  y que 2 ,04 g / l  de espir& m icina I  se  

h ab ian  transfo rm ado  en una mezcla que co n te n ia  13# de e s p ira -  

mi c iñ a  I I  y 89# de e sp iram ic in a  I I I .

EJEMPLO 8 -

Se cargaron  unos erlenm eyers de 300 cm3 con 

40 cm3 d e l medio s ig u ie n te s

C loruro de amonio ...........................................................

G lucosa ............................................................................... ..

Carbonato de c a lc io  .......................................................

Agua c o r r i e n t e ..................................( l a  n e c e s a r ia  )

E sto s  erlenm eyers se e s t e r i l i z a r o n ,  se  sem braron 

y se  c u lt iv a ro n  en l a s  cond ic iones d e s c r i t a s  en e l  Ejemplo 5 . 

Después de 48 h o ra s  de c u l t iv o ,  se  a ñ ad ie ro n  a cada 

erlenm eyer 20 cm3 de una so lu c ió n  acuosa e s t é r i l  que 

encerraba  12 g / l  de esp ixem icina  1 pu ra  en estado  de 

base y 6 g / l  de p ro p io n ato  de so d io . Los erlenm eyers se  

d iv id en  en tonces en cuatro  l o t e s .  E l p rim er l o t e  permanece 

t a l  cu a l e s .  á  lo s  t r e s  o tro s  lo te s  se  a ñ ad ie ro n  re sp ec ­

tivam en te  s u lfa to  de m agnesio, s u l f a to  f é r r ic o  y c lo ru ro  de 

c o b a lto , siendo t a l e s  l a s  a d ic io n e s  de e s ta s  s a le s  que cada 

m eta l se  en cu en tra  a  l a  co n cen trac ió n  de 1 m ilim o lécu la  

por l i t r o  en e l  meólo de tran s fo rm a c ió n . Después de 3 

d ia s  de in c u b a c ió n ,lo s  erlenm eyers de cada l o t e  se  m ezclaron 

e n tre  s i  y su con ten ido  se a n a liz ó  p o r  c ro m ato g ra fía  

sobre p a p e l . Los re s u l ta d o s  d e l a n á l i s i s  son lo s  

s ig u ie n te s !

10 g* 

50 g .  

25 g .  

100C cm3.
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Unos erlenm eyers de 300 cm3 se  cargaron , se  

e s t e r i l i z a r o n ,  se  sembraron y se c u lt iv a ro n  en l a s  condi­

c iones d e s c r i ta s  en e l  ejemplo 8 . Después de 48 hozas 

de c u lt iv o  lo s  erlenm eyers se  d iv id ie ro n  en dos lo te s*

Cada erlenm eyer d e l p rim er l o t e  re c ib ió  20 cm3 de una 

so lu c ió n  acuosa e s t é r i l  que en cerrab a  12 g / l  de esp iram ic ina  

I  pura en estado  de base  y 6 g / l  de p ro p icn a to  de so d io .

Cada erlenm eyer d e l  segundo l o te  r e c ib ió  20 om3 de l a  misma 

so lu c ió n  a  l a  que se  añ ad iero n  30 g / l  de c lo ru ro  de so d io . 

Cada lo te  de erlenm eyer se  t r a t ó  como a n te rio rm en te  y e l  

re su lta d o  d e l a n á l i s i s  crom atográfico  es e l  s ig u ie n te :

I-------------- - ----------- ----------------------------------- -------------------—
C-lBa
6 . / 1 .

C antidad  de e sp iram ic in a  I  
transfo rm ada  

g . / l .

P ro p o rc ió n  de l a s  
e sp iram ic in as  %

11 I I I

0 1,83 21 79

10 2 ,6 0 23 77

DJmPLO 10 - Unos erlenm eyers de 300 cm3 se
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15.

cargaron  con 50 aañ d e l  medio s ig u ie n te *

C loruro de amonio ...............................................................  10 g .

G lu c o s a .....................................................................................  50 g#
‘ • i

Carbonato de c a lc io  ...........................................................  25 g .

Agua c o r r ie n te  ............................. ( l a  n e c e sa r ia  ) 1000 cm3

ü s to s  erlenm eyers se  e s t e r i l i z a r o n  , s e  sem braron 

y se  c u lt iv a ro n  en l a s  cond ic iones d e s c r i ta s  en e l  ejemplo 
5 .

Después de 52 h o ra s  de c u l t iv o ,  cada erlenm eyer 

re c ib ió  1 cm3 de una so lu c ió n  a 15$ de p ro p io n a to  de so d io , 

después se d iv id ie ro n  lo s  e rlenm eyer3 en dos l o t e s .  Cada 

erlenm eyer del p rim er l o t e  r e c ib ió  2 cm3 de una so lu c ió n  

a l  15$ de eap iram ic ina  I  p u ra , en e stad o  de base en e l  

m etano l. Cada erlenm eyer d e l segundo lo te  r e c ib ió  una 

so lu c ió n  de l a  misma com posición,pero  en a c e to n a . Se d e ja  

in c u b a r ¿1 c u lt iv o  d u ran te  72 h o ras  en l a  mesa sacu d id o ra , 

h l  contenido  de lo s  erlenm eyers do un mismo l o t e  se 

reunió  y se  a n a liz ó  crom atográficam ente . lo s  re s u lta d o s  

de l a  tran sfo rm ac ió n  son lo s  s ig u ie n te s*

' -̂---------------- --—(i
D iso lv en te C an tidad  de e sp iram ic in a  I  

tran sfo rm ada  g . / l .
P ro p o rc ió n  de l a s  
e sp iram ic iñ as  %

I I  I I I

M etanol 3 ,48 24 76
A cetona 3,36 27 73

25 • 3JB.1PL0 11 -

Unos erlenm eyers de 300 cia3 se carg aro n  como en 

e l  ejemplo p re c e d e n te , se  e s t e r i l i z a r o n  e n  30 m inutos 

a I2ua y se sem braron cada uno con 6 cm3 de un c u lt iv o

inoculum  preparado d e l  modo ind icado  en e l  ejemplo 4 . lo s



erlenm eyers so ponen en incubación  sobre una mesa de 

sacud idas a  25a , lo s  erlenm eyers se d iv id en  en 3 lo te s*  

Después de 48 ho ia3  de c u l t iv o ,  cada erlenm eyer d e l p rim er 

l o t e  re c ib ió  2 cm3 de una so lu c ió n  a  15$ en m etanol de 

5# e sp iram ic in a  I  pu ra  en estado  de base  y 1 cm3 de n-na.

so lu c ió n  acuosa  a  15$ de p ro p io n ato  de so d io . Las mismas 

a d ic io n e s  se  e fe c tu a ro n  en cada uno de lo s  erlenm eyers de 

lo s  o tro s  dos l o t e s ,  pero  después de 72 y  96 h o ras  re sp ec ­

tivam en te  de c u l t iv o s .  DI c u ltiv o  se  c o n tin ú a , en cada 

10. c aso , t r e s  d ia s  después de l a  a d ic ió n  de e sp ira n d c in a . DI

contenido de lo s  erlenm eyers de un mismo l o t e  se  a n a liz ó  

p o r c ro m ato g ra fía  sobre  p a p e l. ¿1 cuadro s ig u ie n te  in d ic a  

lo s  re s u l ta d o s  de l a n á l i s i s .

1
15.

’
A dición  de 
e sp iram ic in a  

h o ra s

C an tidad  de e sp iram ic in a  
I  tran sfo rm ad a  

g . / l .

!---  ~ ------ h
P ro p o rc ió n  de l a s  

e sp iram ic in as  %
I I  I I I

48 3 ,00 16 84
72 3,06 18 82
96 1,62 28 72

20 .

25.

DJDMPLO 12 -

Se cargaron  unos 

50 cm3 d e l medio s ig u ie n te

N itra to  de amonio ........... ....

G lucosa ...................................

Carbonato de c a lc io  ...........

Agua c o r r ie n te  ....................

lo s  erlenm eyers

erlenm eyers de 3C0 celo con

•

................................................................  13 g .

•  ..............................     50 g .

•  ............................................. 35 g .
..................( l a  n e c e sa r ia )  1000 ,cp3.

se e s t e r i l i z a r o n  du ran te

30 m inutos a  12Qs se  e n f r ia ro n  y se sem braron con 5 cm3
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cLo un c u lt iv o  inoculum  cuya p rep a rac ió n  se  d e sc rib e  en e l  

sjem plo 4 . Después de t r e s  d ia s  de c u lt iv o  a  25* en 

■mía mesa de sa cu d id a s , se  añaden a  cada erlenm eyer 5 cm3 

de una so lu c ió n  acuosa que e n c ie r re  100 g / l  de e sp iram ic in a  

1 pura  en estado  de b ase , 38 g / l  de ácido  p ro p ió n ic o ,

10 g / l  de c lo ru ro  de cobalto  bexab id ra tado  y cuyo pH se  

ba puesto  a 6 ,5  m ediante a d ic ió n  de so sa . Se d e ja  co n tin u a r 

e l  c u lt iv o  t r e s  d ia s  sup lem en ta rio s y se  a n a l iz a  e l  contenido 

de lo s  erlenm eyers p o r c ro m ato g ra fía  sobre  p a p e l . 8 ,70 

s/i de e sp iram ic in a  I se  ban transform ado  en una m ezcla que 

co n te n ia  9# de e sp i ram icina I I  y 91 # de e sp iram ic in a  I I I .

Lh.jmiLw~

_________15 -

Se carg aro n  unos erlenm eyers de 306 cm3 con

50 can.3 d e l medio s ig u ie n te :

N itrato  de amonio ..................................................... 20 g .

A lm id ó n ...........................................................................  60 g .

Carbonato de c a lc io  .................... ............................ 25 g .

Agua c o r r ie n te  ........................... ( l a  n e c e sa r ia )  1000 cm3

lo s  erlenm eyers se e s t e r i l i z a r o n  ,s e  sembraron 

y se p u s ie ro n  en in cubac ión  en l a s  cond ic iones d e s c r i ta s  

en e l  ejemplo 5 . Después de 96 b o ra s  de c u l t iv o ,  se  añade 

a  cada erlenm eyer 5 cm3 de tana so lu c ió n  acuosa que co n ten ia  

140 g / l  de una e sp iram ic in a  b ru ta  en estado de base 

(com puesta de 59, 27 y 14# de e sp iram ic in a  X, I I  y I I I  

resp ec tiv am en te) 56 g / l  de ácido  p rop ión ico  0 ,5  g / l  

de c lo ru ro  de co b a lto  b ex ab id ra tado  y puesto  a  un pH de 

6 ,5  con ayuda de l e j í a  de so sa . Se d e ja  que con tinúe  e l  

s u l t iv o  duran te  3 d ia s  y se  a n a l iz a  crom atográficam ente 

e l  conten ido  de lo s  e rlenm eyers . Sobre lo s  8,26 g . / l .  de 

e sp iru ja ic in a  I  añ ad id o s, 6 ,30  g / l .  se  ban  transform ado
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en una m ezcla que c o n te n ía  13 £  de e sp ira m ic in a  I I  y 87 $  

de e sp ira m ic in a  I I I .

EJEMPLO 14 -

Dos e rlenm eyers de 300 em3 se  c a rg aro n  con 50 

cm3 d e l  medio s ig u ie n te :

C lo ru ro  de amonio ............................................................. .. 10 g .

G lucosa ...................................................................................... 50 g«

Carbonato de c a lc io  ........................... ............................... 25 g .

Agua c o r r ie n te  .........................  ( l a  n e c e s a r ia  ) • * .  1000 cm3

Los e rlen m ey ers  se  e s t e r i l i z a r o n ,  se  sem braron 

y se  p u s ie ro n  a  in c u b a r  en l a s  c o n d ic io n e s  que se d e sc r ib e n  

en e l  ejem plo 5- Después de 72 h o ra s  de c u l t iv o ,  e l  

co n ten id o  de lo s  e rlenm eyers se  c e n tr ifu g ó  y se e lim in ó  e l  

l íq u id o  que so b ren ad a . La m itad  d e l  re s id u o  de c e n t r i f u ­

g ac ió n  v o lv ió  a  ponerse  en su sp en s ió n  en  50 cm3 de una 

so lu c ió n  acuosa co locada  en un e rlen m ey er de 300 cm3 y 

que c o n te n ia  6 g / l  de e sp ira m ic in a  I  p u ra  en e s ta d o  de b a se , 

2,3  g . / l *  de á c id o  p ro p ió n ic o , 1  g . /L .d e  c lo ru ro  de 

c o b a lto  h e x ah id ra tad o  y se  puso a  pH 6 ,5  m ediante a d ic ió n  

de l e j i a  de s o s a . La o t r a  ¿ litad  d e l re s id u o  de c e n t r i f u ­

g ac ión  se  v o lv ió  a  poner en su sp en s ió n  en 50 cm3 de una 

so lu c ió n  acuosa de l a  misma com posición , pero  que 

e n c e rra b a  además 10 g / l .  de g lu c o s a .

Los dos e rlenm eyers que c o n te n ía n  l a  

su sp en s ió n  de m ic e lio  se  p u s ie ro n  a  in c u b a r  a  232 en 

una mesa sacu d id o ra  d u ran te  2 d ía s .  Despuás de e s te  tiem po 

e l  con ten ido  de cada uno de lo s  e rlenm eyers se  a n a liz ó  

p o r c ro m a to g ra f ía . Los r e s u l ta d o s  de l a  tra n s fo rm a c ió n  

son lo s  s ig u ie n te s !
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C an tidad  de espiram Lcina 
I  tran sfo rm ad a , 

g . / l .

■ « ■■■ ■ ■ * ■■ ■ i
P ro p o rc ió n  de 
e sp iram ic in a  % 

I I  I I I

% s in  g lu co sa 2,22 14 86
5. s in  g lu co sa 3 ,70 14 86

15.
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25.
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Un erlenm eyer de 300 an3 se  cargó con 50 cm3 
d e l meólo s ig u ie n te :

C loruro  de amonio .................... 10 g .

G lucosa .............................................................................  50 g<

Carbonato de c a lc io  .............................................. .. 25 g .

Agua c o r r ie n te  ......................................
( l a  n e c e sa r ia  ) 1000 cm3.

L1 erlenm eyer se e s t e r i l i z ó , s e  sembró y se  puso 

a  in cu b a r en l a s  cond ic iones que quedan d e s c r i t a s  en e l  

ejemplo 5 . Después de 72 h o ras  de c u l t iv o ,  e l  contenido 

d e l erlenm eyer se  c e n tr ifu g ó  y e l  l iq u id o  que sobrenadaba 

se e lim in ó . Al res id u o  de c e n tr ifu g a c ió n  se  puso en 

suspensión  en 50 cm3 de una  so lu c ió n  tampón cargada en un 

erlenm eyer d-, 30^ cm3. A sta so lu c ió n  tampón con tiene #
9,85 g / l  de ácido  a c é tic o  c r i s t a l i z a b l e  y 4 ,9  g / l  de a c e ta to  

de so d io . T iene un pH de 4 . C ontiene además 6 ,45  g / l  de 

c lo rh id ra to  de e sp iram ic in a  I  pu ra  y 1 g / l  de c lo ru ro  

de c o b a lto  h ex ah id ra tad o . Al erlenm eyer que c o n tien e  

l a  su spensión  de m ice lio  se  pone a  in cu b a r a  25^ en u-»»- 

mesa sacu d id o ra  du ran te  80 h o ra s . Se a n a l iz a  entonces 

por eom atogra íia  sobre  p a p e l, e l  contenido  d e l erlenm eyer.

3e comprueba a s i  que 2 ,40  g / l .  de e sp iram ic in a  I  se  han  

transform ado en una m ezcla que co n tien e  90 / de e sp iram ic in a
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An un fen aen tad o r de 170 l i t r o s  se  cargan  re sp e c ­

tiv am en te :

5 , Cora s te e p  (50$ de e ir tia c to  seco) .................... .. 4800 g»

A lm id ó n ...................................................................................... 2 ,400 g ,

C lo iu ro  de scd io  ..................................................................  60o g .

S u lfa to  de magnesio ................................. .. 120 g .

F osfa to  m onopotásico ........................................................  240 g ,

10. ngua c o r r ie n te  ....................................................................... 100 1 .

Al pH se  a ju s tó  a 6 ,7  con 750 om5 de l e j i a  de 

so sa  a 400 g / l  NaOH.

Después se a ñ a d ió :♦-
Carbonato da c a lc io  .................... ................................... 600 g .

*
15, A ce ite  de so j a  ................................. ....................... .. 60 g .

Arrtiespumante de s i l ic o n a  .......................................... .. 60 c¡m3

Al fc im en tador y su contenido  se  e s t e r i l i z a r o n  

p o r borboteo  de vapor en 4<tfainutos a  122a ,1o cu a l 

puso e l  volumen f i n a l  a  120 l i t r o s .  Después de en friam ien to  

20. y p u esta  l a  tem pera tu ra  a  25a , e l  fo m e n ta d o r  se sembró

con lo s  250 cm3 de un c u lt iv o  inoculum  preparado como 

se  ha ind icado  en e l  ejemplo 4 . A s e d io  se a g itó  después 

con tina h é l ic e  g i r a t o r i a  a  350 v/m. y  se  a ir e ó  con 5 m3 de 

a i r e .  Después de 25 h o ra s  de c u lt iv o  e l  d e s a r ro l lo  de 

25 . S .am bofaciens e s  abundante»

P or o tra  p a r t e ,  se  carga  en un ferm entador

de 30 l i t r o s .

C lo ru ro  de amonio .............................................................  150 g .

G lucosa h id ra ta d a  .................... .................................... .. 750 g .

Agua c o r r i e n t e .............................................. .....................  14 i #
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iál f  em entado r  y su  conttenido se  e s t e r i l i s a r o n  

en 40m inutos a  122®. Después de en friam ien to  y p u esto s  a 

l a  tem p era tu ra  de 25®,se  añ ad iero n  375 g . de carbonato  

de c a lc io  en su spensión  e s t é r i l  en 2 l i t r o s  de a g u a ,lo  cu a l 

pone e l  volumen d e l medio a 15 l i t r o s .  K1 pH es entonces 

de 7 , 5 .

Se siem bra con 1 ,5  l i t r o s  d e l c u ltiv o  inoculum 

en term en tador de 170 l i t r o s ,  d e s c r i to  a n te rio rm e n te  y 

conservado duran te  23 l lo ra s . Se a g i t a  e l  medio con una 

h é l ic e  g i r a t o r i a  a  550 v /m in . y se  a i r e a  a razón  de 

un m3/h de a i r e .  Después de 48 h o ra s  de c u lt iv o  S.&mboíaciens 

p re s e n ta  un buen d e s a r ro l le  y e l  medio de c u lt iv o  t ie n e  

un pH de 6 , 5 .  lin tonces se añade a l  medio una so lu c ió n
compuesta de:

U spiram icina base ......................................................   150 g .

P rop icna to  de sodio ....................................................   19 g .

C loruro de co b alto  hexah id ra tado  ........................... 17 g .

S o luc ión  K de ácido  p rop ión ico  ...............................  300 ciq3

agua d e s t i la d a  ..................................................................  1000 cm3

Da e s p ira n !c iñ a  base empleada e s  un producto 

b ru to  que co n tien e  65 , 23 y 12$ de e sp iram ic in a  I ,  I I  y 

XII re sp ec tiv am en te .

Se p ro s ig u e  e l  c u lt iv o  en l a s  mismas cond ic iones 

de te m p era tu ra , de a g i ta c ió n  y de a ir e a c ió n  d u ra n te  90 

h o ra s . Se v a c ía  después e l  fo m e n ta d o r  y se  ob tien en  13,75 

l i t r o s  de c a ld o  • Da crom atog ra fía  sobre  p ap e l d e l caldo 

demostré que toda la  e sp iram ic in a  I  h a b ia  s id o  transfo rm ada 

en una mezena de e sp iram ic in a  I I  y I I I  siendo sus p ropo r­

c io n es re s p e c t iv a s  de 29 y 71$ en e l p roducto  f i n a l .  Da 

e x tra c c ió n  d e l caldo perm ite  o b ten e r 122 g . de e sp iram ic in a
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base compuesta de 25n y 75/° de espiramicinaa II 3r III.

N O g_A
Descrita suficientemente lo. naturaleza del in­

vento, así como la mcnera de realizarlo en la práctica, 
debe hacerse constar oue las disposiciones anterionaento 
indicadas son susceptibles de modifi c e.ci one s do detalle, 
en cuanto no alteren su principio fundamental• 'iambión 
se hace constar eme el invento corresponde la las soli­
citudes cíe patente presentadas en Prancia: n s 736.854 de 
fecha 13 do abril de 1957 y n2 759*045 ele» fecha 25 de 
febrero de 1958, acopiándose, por lo tanto a los benefi­
cios pue concones, los Convenios Internacionales en vigor 
y siendo lo oue constituye la esencia del referido inven­
to y por lo une se solicita latente de Invención, por 
20 anos en España: " Ero cedi1 ¡liento perfcccion-no para la 
preparación de antibióticos11; e n r a c t e r i z á n d O i j o  por lo 
siguiente:

12. - Irocedimiento perfeccionado para la pre­
paración de antibióticos, es decir ¿e 1;:. espiran!ciña 
II 7  de la espiran!ciña III o de sus mezclas, caracteri­
zándose porque se realiza la fermentación de btreptomy- 
cea ambofacions sobre un medio elegido en el grupo cons­
tituido por los medios habituales complejos, los medios 
sintéticos y los medios que contienen la espirami ciiia I

con al grupo constituido por los derivados del ácido 
ácetico 7  del ácido propiónico, efectuándose la fermen­
tación a una temperatura comprendida entre 15 y 402, a 
un pH de 5 á 8 durante un periodo de 1 á 6 días.

2 2 . - rrocedimiento según la revindicación 1 § ,
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caracterizándose porgue la feríientj-.oión so efectúa en 
presencia de un ajenie uoetil.nto elegido en el grupo 
constituido por el ácido acético, sus sales alcalinas 
y la acetamida.

3 2 .- Procedimiento según la reivindicación 
1 S, caracterizándose poroue la fermentación se efectúa 
en presencia de im apante propionilrnte elegido en el 
grupo constituido por- el ácido propiónico, sus sales 
alcalinas y la propionatnida.

4 2 .- Procedimiento perfeccionado para la pre­
paración de anti’oi ótico s$ tal y como pueda substanciul- 
mente descrito en la, presente memoria, pue consta de 
treinta y ¿os hojas escritas a máouina por una sola 
cara»

id dHüNü-POO'lBKO ■


	Bibliographic data
	Description
	Claims



