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TABLA , 25^Sß8
ESPECTRO ANTIBACTBRHNO DE 14 CBALCOMICIKA IN VITRO

\

Microorganismo Mèdio de 
ensayo

Incubación
días

Concentración inhi­
bidora mínima 
microgramos/mi

Coryn. diphtherias CS" ^ suerö' 2 5535
Diplo. pneumoniae n t< 1 0 .19
Micro, pyog. aureus CS 1 0.05H H 1 0 .19W 1 0 .19

1 0.39M M 1 0 .19M H 1 0.78M M 1 0.09
M 1 0.09!) « 1 0.09

!! 1 o.39M M 1 0 .19
" C. Williams n 1 100.0

Neisseria oatarrhalis 1 100.0
Saroina lutea M 1 0.09
Strep, pyogenes « 1 o.i9

w M 1 100.0M 1 25*0
M 1 0.78
!< H 1 25*0

Strep, salivarius 1 25*0
Strep, faecalis M 1 100.0
Strep. Group C sp. 1 0.78
Aerobacter aerogenes 1 50.0
Brucella suis CS 4- suero 2 25.0
Esch coli CS 1 50.0
Klebs. pneumoniae M 1 12.5

1 100.0
Pasteurella multocida CS 4- suero 1 50.0

M M 1 25.0
Proteus vulgaris CS 1 25*oM e 1 25*0
Pseudomonas espeoies M 1 25*0
Pseudomonas aeruginosa M 1 25.0
Salm, typhlmurlum 1 50.0M 1 50.0
Salm.paratyphi W 1 50.0
Salm, typhoaa M 1 100.0
Serratia marcescens 1 50.0
Shigella sonnei a 1 50.0
Myco, smegmatis sintátioo 7 50.0
Myco, tuberculosis $! 7 25.0

.. sintét. 4- suero 7 50.0

"CS - caldo de aoja 

**10% (v/v)

b -
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._ _ / ........., .  ̂ ^ ................

. b
0*'  ..n. . C u . t 7  r . ' - u .  . 7 :,. <i.,, i.

- . .  ̂ o ^

n  :.'.o'./,'u../u:; b. bS.^

.0,1 i  ....* ;t'b,n ti

<:Uuio '̂:r'.-.u,t., bLir-Jit.. '.'..(-.i-.l - c.*. .'..j-i*;'.

^3



r  ..-n ù  c . t ' : . , t i v ' o ; . J.3* b . b . b 3 , 3 - 3 3 1 3 . 3 3 .

- L J , '  :;. - . ¡ j J ' i b - . ¿ t - ' i . r t u C ' b  b
V . . .  .

b b ^ , .  b b  c o b b r . .

u n - i  3 ; j i i J ; b v c , ' ,  ,.. U U ^ - b : r . * ' ^  3 3 - 3 3 3  b ( !  . 1

b i k i n i ^ : , .- ' i . ' - -  ' I ' A * 3  3 . r 3 . . 3 3 b r . J . b " ì ù . b . C b ' r r .  . u v ,  3b "

^ . s t i  . : . . . f : J i . ; . ; . r i : . A . 3  t ; . . L , , , . i ü . " ; ' < i r  n i

b ì . : i l  . ' . 3  b ^  b s . :1:', 3 . 3  r - '  j  .

h u H ' . . ; : 3 3 3 \ b 3 b ' ;  J U i : . t i V 0 3  ... ' , ^ b i  : . . r 3 .Í..3 . . . 3  3 :.

3 b b < 3 r^ i r  1 : 3 b b . . : 3 3 , '-b-b Ji . i , , '

^.'rvcn -i: ool.^cciou b̂ r^bàii-nt .̂ Ì - AAL 'AAV.

b. .<3 ;3 3 ' b .3 33: 3 ;, U ,3 j b ; ;..br,l 0 i r 0 b i C 3; r : ' r i ;3 . 3 .. .1

r t a i r S  b ^"..rb...il'.rOJ br. , r ' r 3 .jr" r : ,b r ' .  - b o 3.; *J'3 : t. '.í

;; 3 .; - b ^ o r í b o  ,.b Ì , ;  3 ^ b b 33 3 b i c b . . ' : l . b ' j b i b .  !.r ¡-b i f  j , . t - 3 ; i n n t b ' 3 i

b b b o i o ^ y  b e  i,.br b b b  ^ . ts 3 :3 3 3 C t 3r í a b Í C 33 3 .̂- c o l t i v o :  3 ;t.3 '¡3 ;_¡í;.;3 ' i  —

'..'H .3 :,b.ü;, b t i i ^ i . 3 u t b b ' b j , 3 b .0 3 b. : 3. i t j :bJ3 0 3 'b : 3 t ü  ' i '

- ib.ìb^tj^biiì li b.b b b b b ,



Características macroscópicas de cultivo de la cepa productora de 
ohalcomicina de Streutomyces bikiniensis correspondiente a NRRL 2737-

Color dal

Modio do Mioólio 
cultivo aéreo

Micelio en 
el sustrato

Sustrato
Otras características

Glicerina
Asparraguina
Agar

Blanoo a 
gris

Blanoo a 
amarillo a 
gris

Inalterado
Colonias convexas a pulvina- 
das, margen extendido, f i ­
lamentosas.

Agar aintéti 
co y almidón

Blanoo 
a gris

Canela a 
gris Inalterado HidrólisB moderada

Agar de mala­
to càlcico

blanco 
a gris

Amarillo Inalterado Hidrólisis moderada

Agar de 
Czapek Blanoo Blanco Inalterado Desarrollo pobre

Agar
nutricio Blanco Pardo-gris Gris oscuro Desarrolló aéreo pobre; colo­

nias convexas; margen fila ­
mentoso.

Agar nutri­
do de glu- 
oosa

Blanoo á 
gris

Amariílo- 
gris a par- 
do-gris

Gris
Colonias puívinadas; algunas 
con centros deprimidos y plie­
gues radiales; margen ondulado

Agar gluoo -  
sa trip tona

Blanco a 
gris

Gris a 
negro Negro Como arriba

Agar de espo- Blanco a 
ruláoión de gris

Fardo a 
negro Pardo oscuro Colonias abombadas con con-

Anderson tros deprimidos y pliegues
radiales; margen ondulado 
a filamentoso.

Rebanada dé 
patata Blanoo Fardo-gris Fardo cerca 

del desarrollo
Desarrollo aéreo pobre

Agar sinté­
tico y glu­
cosa

Blanco 
a gris

Canela a 
gris

Inalterado Colonias convexas a pulvina­
das; margen filamentoso

Gelatina Blanco 
a gris Fardo Pardo oscuro

Licuado, aproximadamente 1 
cm en 7 días.

Lechada de 
tornasol Gris Anillo

pardo-gris
Azul osouro Peptonización moderada

Caldo de 
nitrato — ** +* Reducido a nitrito

8
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Comparación de la oopa productora de cd.alcomicina de Strep 

tomyoes bikiniensís correspondiente a IÜRRL 8737 con e l  organismo 

da Kanada semejante al S. b lk ín ienals.

¿i. b ik in iensis 
üorrosuo nd i  ente

Característica a RRRL 2737

Conidios ürdin a r i  a me n t o oRLon Hl ín tico
po, ocasionalmente 
oval o es férico

Desarrollo en agap Pobre, blanco; nin- Robus tan&nte elevado, nma- 
sin tático  de gun pigmento solu- r i l l e  pálido; ningún p i i -
Czapek bla monto soluble o cr is  ama­

r i l l e n t o

Desarrollo en agur amarillo; micelio pardo amarillento pálido; 
y Líaleto calcico aereo elenco a i r i s  micelio aereo blanco

Desarrollo en apar micelio aereo pobre, i'in.yun micelio aír^o; p ig -  
nutric io  blanco; pigmento so- monto soluole uarcio negruz-

lublo gr is  oscuro co

Desarrollo .ui gele^ M icelio  aereo clan - M icelio aereo parco p a l i-  
tina co a gr is  co

Cepa F.300 Masa lia crp 6a sa­
me j an t e o 1 S. b ikinions i  s 
J*. iu!. t i  b i  o t i  c s , a a r i  c lk 
10^ 7<i_ (1357)_____

U til izac ión  de
Ranino s a 0 r
Sacarosa u j. j.
La c to s a 4- í  j.
Rafj.no sa ü r i
Inulina 0 j. r
Inosita 0 JL J.
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j e  acu-ardo con e l prosonta invento, se produce la c deten a i "  

ciña Inoculando un medio nutric io  acuoso es t o r i l  con uno cepa pro­

ductora de ckalcotaicina ue ...trootomyces b ik in isns is , realizendo 

una farmantación en condiciones aerobices asépticas a una tempera­

tura entre unos 20 y RŜ U hasta.que se ha comunicado a la  mezcla 

de fermentación una actividad antibacteriuna a..<reciubie y a is lan­

do de la mezcla de fermentación la chalcomiciuú deseada.

Para la  inoculación pueden usarse esporas o conidios, de l 

cu ltivo seleccionado de útreptomyces b ik in i ensis . I'ueden 'nriloar- 

sa co nv e a ion t eme nt e sus oonsiones acuosas de .Las cs^xures o con id ios 

que contengan una pequeña cantidad de jabón o Lio otro agón te hu­

mectante. Para fermentaciones grandes as .¡referible usar cu ltivos 

del ornan i  atoo, en caldo fuerte, joven, airead o y agitado.

Ludios nutricios acuosos adecuados son los que contienan 

mentes asimilables 10 carbono y nitroymio v puo tienen irefuron— 

tomento un pií antro alrededor de 0 y 0,5. Fuentes de carbono que 

son asimilables y sa tis fac tor ias  para e l  uso comprendon carbohi­

dratos 'puros que puedan sor u tilizados por ¡1 organismo, asi como 

mezclas de caroonidrat os adquiriólas co mor c i  o l me n te . Algunos ejem­

plos da los materiales que son adecuad os pare esto rin  son gluco­

sa, maltosa, aialosc, eimidón y almidones modificodos, jorobe de 

maíz, extractos uo malta, melazas negras, ,-.'licorins, etc. Lo can-

1 del carbohidrato oresentó ¡m al medio nutricio no os aspe

cialt n e n t y c r ít ica  y puedo 'variar du.a d c 5 Ir 1. d o d or ¡a0 e , 5 a 5,J en

paso Jel .¡icdio# Pueden ser usadan t amolon caniicades al; -o por í'

ra dfá - US t í3 ijitarvalo.

j u s  l U ' . m t ' . u

natural asa orgánica, inorgánica u — ... r

b ú

o nitroyono en e l  medio nutric io  pueden ser de 

or mn i  c a - i  ñor gá Rica mixto. uú..gu-

nos ¿j u-iplos de las muchas sustancias n itro  y anudas que pueden car 

^cdon n ¡1 1 .¡indio nu inicio son ¡.¡.¡linónciuos, poptonas , .rotoínas
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hiárolizadas y sin h idro lizar, i.arina Ja pescado, harina ue soja, 

líquido do maccración da msí^, deshidratado o no, extractos de 

carne, inrina de cacahuete, nitratos inorgánicos, urea, sal¿a amó­

nicas, etc. Debido a la nat ¡jtrolazB bruta ue la m yo r ío  do las 

fuentes de nitrógeno fácil'iento sdquiribl.es, la cantidad a aKaúir 

al medio varía scgdn la purera y no os pesióla especificar bien 

una cantidad definida de tiaterial fuente do nitrógeno que (.¡eco ser 

añadido al medio. Sin embargo, pueda decirse que para los finos 

prácticos los materiales nitrogenados no precisan exceder dél 6,' 

en de l medio de fermentación to ta l  y pueden estar presentes

en una cantidad cc nsiJ e ra bicuento in fer io r .

La presencia de una cierta  cantidad ce sales minerales y tra­

zas da factores de crecimiento do comuosición desconocí ¡a as desea­

ble a f in  da obtener los me joras rendimientos de chalco.-iícinu. Lu­

chos materiales crudos fácilmente asequibles, talos como líquido 

de fermentación, da maíz, residuos de formantoe ion bntanol-acetó-

nioo, orauaraciónos da levad ira, harina de aceita de soja y otros 

productos da carácter semejante contienan tales soles inorgánicos

y factores de crecimiento y es deseable la inclusión ño uno o más 

de estos 'materiales un ul medio do fermentación. Pora garantizar 

le  presencia do cantidaáss adecuadas de los componentes minerales 

en e l  nenio es ventajoso también en muchos casos añadir algunas 

sales inorgánicas talos como cloruro sódico, bicarbonato sódico, 

carbonato calcico, acetato sódico, ote. La concentración p re fe r i­

ble do sales minerales 

ció.

DI cultivo de lo 

jais cu el medio nutricio acuo:

íí-LJ. --!.*:ií.í' Ch'íj * á¡

c o na ic io  ne a uer olí i o n s

cnt re 0,1 y 1;, CU X-SO dol muü io nutri-

/' n sdlc celo nada d¿'.' ftjyentomycuS ')ilril'lj-Or.-

acuoSO puede roa 1 i  curse por un nú re

1 -euplo,) a U mLi'j cu.It i vare-a or '"rm'm;m.a en

.'ín i-;me;:)rf ioí^j U í.:¡1 medio ; o p tu -:du sur cal-
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tivado bajo la superfic ie  del medio, oslo ^s, en estado surx'rgi- 

do, con ta l da ¡iue so proporcione un suministro adecuado do oxígo

no *

ül método proforib lu  para producir clialcc-micinu on --ron es­

cala es por form.mtnción de una raza productora uo chalcoaiicina 

de Strento.nycos bikinionsís en cultivo suLMrgido o hundido. Según 

esta realización  del invento, se inocula un medio nutricio acuoso 

e s t é r i l  con e l  cu ltivo  seleccionado y se incuba con a-lt-ación y 

aireación a una temperatura, entre unos 20 y 55-0, pro far i jlamante 

an las cercanías ue 23-00-0, hasta yus en tai., cu ltivo líguino hoy 

presante una a lta concentración a o cr.alco'iicina. La duración de 

tiempo requerido para e l  rondimicnto máximo de cholcomíciña varía 

con e l t amado y o .i. tipo nal aparato usado, las velocidades do capi­

tación y aireación, e l  cu ltivo particu lar de l organismo y otros 

factores. jRn fortaantaciones comerciales en gran oscalu realizadas 

en f  i r  imitadores tipo tanque!, se alcanza gonerulmento la  móxitna 

producción de cnalcomicina un alrededor de 1 a 4 días, rueden usar 

se también periodos de fermentación mas cortos, pero generalmente 

producen un rendimiento in fe r io r  de chalcomicina. Cuando la f e r ­

mentación se l le va  a cabo en matraces sacudidos, e l tiempo reque­

rido para la producción máxima da chalcomicina puede ser algo ma­

yor que cuando se usan tanques de fermentación grandes.

un las condi ciónos ue cultivo sumorgiuo, e l  nicroorganismo

so desarrolla como partículas relativamente aisladas dispersas en 

e l  medio nutric io, en contraste con ía nulíoula relativamente con­

tinua presente en la superficie dei manió en o i método de cu ltivo 

en superfic ie . Un virtud da esta distribución de i  organismo por 

todo o l medio, pueden usarse volúmenes granaos dol medio nutricio 

inoculado en e l  cu ltivo nal organismo en los tanques y tinas común­

mente empleados un la industrio ¿e fermentación. Los termentadores

14
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de tina estacionarios equipados con dispositivos oe agitación y

o ir  .¡ación son )<-.r t i  cularme n te oda ajados yare la producción no chal- 

comicin3 an 3ran escala, aunque puede usarse ta ib iín  ameipo de fe r ­

mentación da otros d i  su nos. Pora la  preparación de menores canti- 

g dadas de cbalcomicina o para la producción de cultivos d e l orga­

nismo cara usarlos como inóculo para fermentaciones en gran esca­

la , puede llevarse a cabo e l método de cultivo sumergido en peque- 

dos ¡intraces o tarros que sa sacuden o se a *p.tun por ¡.izaros m̂ ¡cíj— 

nicos adecuados.

10 Un el mótodo de cultivo sumergido, la agitación y la  a irea­

ción de la mezcla de cultivo pueden realizarse de varios modos.

La agitación puede ser proporcionada por turbinas, paletas, moto­

res u otros dispositivos mecánicos de agitación, girando o sacu­

diendo e l  fermsntador mismo, por varios dispositivos de bombeo o 

15 por e l  naso de aire u oxígeno a travós del maáio. La aireación 

puede realizarse inyectando aire u oxígeno en la mazóla de fe r ­

mentación a través de tubos abiertos, tubos perforados o tubos que 

contienen una sección porosa de difusión; o puede realizarse pul­

verizando, rociando o esparciendo e l medio en una atmósfera que 

20 contenga oxígeno o a travós de e l la .

Una alternativa fronte a l  mótodo, p re fer ib le , ce cultivo su­

mergido, es e l  mótodo do producción de chalcomlcina por cultivo en 

superficie, según e l  cual, se inocula une copa poco profunda, ge­

neralmente de manos de 2cm, da medio nutricio acuoso e s té r i l  con 

36 una cesa productora da cñalcomicina de atr  a n t o ¡ iy c es aiminio n s i s y

la mezcla inoculada se incuba en condiciones aeró&icas o una tempe­

ratura entra 2ü y 35^0. J-aitonces sa a ísla al producto de manara s i ­

milar a la que se describirá para e l  mótodo da ciL.tj.vo sumergido.

La cantidad o concentración de cbalcomicina presante después 

30 del periodo de fermentación o en cualquier tiempo durante e l pario-

-  T f i  -



¿o da fermentación puede ser determinada por un ensayo biologico, 

para esta fina lidad , se toma de la mazóla da fer.untacion una 

parte alícuota representativa y se f i l t r a  para eliminar ¡"interini 

só lido. La potencia an tib ió t ica  del mosto puede ser determinada 

5 sntoness midiendo la inhibición del crecimiento dal microorganis­

mo barcina l utea en condiciones normalmente favorables a l  c rec i­

miento de aste organismo. Para raa liza r  asta ensayo Pioló.*',ico, so 

prepara un cultivo d e l organismo da ensayo en una cubeta o placa 

da agar. -So colocan contra la superficie del cu ltivo en apar d is ­

io  eos üa papel do f i l t r o  que contienan una cantidad madida del mos­

to  diluido medido y se observo la inhibición de l crocimi onta del 

organismo después de un periodo de incubación. El ensayo biologi - 

co se funda en e l  hecho de que la chalcomicina es caractor ís t ica - 

monta antagonista del desarrollo del organismo con e l  resultado 

15 de qua la zona de inhibición que rodea el disco de papel de f i l ­

tro varía con la cantidad de chalcomicina dispersa en e l  disco.

La asignación de potencia esta besada en la dilución del mosto 

requerida para producir una zona de inhibic ión de üiómetro arbi­

trariamente -elegido en las condiciones de ensayo establecidas, co- 

mo so describe ñas concretamente en los ejemplos que siguen.

La potencia de los mostos de chalcomicina puede ser deter­

minada también por otros métodos, como midiendo la  dilución del 

mosto requerida para dar una inhibición del 5ú;p del crecimiento 

en un ensayo turbidimótrlco frente a Agro b a c t o r iu m turne fa c i  e n s. des- 

uuós de un periodo da incubación de 2-3/4 horas a 37^0 en un mea io 

formado por una infusión da cerebro y corazón.

Después de completar la fase da fomentación del procedimien­

to, e l  producto deseado esta presenta primordialmente en e l l íq u i­

do da cultivo y sa a ís la  da aste líqu ido. Por ejemplo, en e l caso 

30 de la producción da chalcomicina por e l método de cu ltivo  auuiergí-
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de, as p r e fe r ib le  separar al m ice lio  por medios ta le s  como f i l ­

trac ión  o cen tr ifu gac ión  y ex traer después e l  mosto f i l t r a d o  con 

un d iso lven ta  inm iscib le  con agua t a l  como d ic lo ru ro  da e t i le n o ,  

c loroformo, acatato de e t i l o ,  acatatc de amilo, e tc .  31 ex tracto  

5 resu ltan te , que contiene la  chalcomicina, sa somete a tratamiento

p os te r io r  dependiendo da la  pureza deseada en e l  producto f in a l .  

Por ejemplo, e l  ex tracto  orgánico se lava  con base d i lu id a ,  ácido 

d ilu ido  y agua y se evapora a sequedad. 31 residuo de chalcom ici- 

na cruda se -extrae con un d iso lven te  no po la r ,  t a l  como benceno,

10 y la so lución  bencánica se abada sobra una columna cromatográfica 

re l len a  de alumina. Desarrollando y aluyendo la  columna con d i s o l ­

ventes y mezclas de d iso lven tes  crecientemente po la res , se o b t ie ­

nen aluatos que contienen una a l ta  concentracián de chalcomicina. 

S i se desea, sa r e a l i z a  una p u r i f ic a c ió n  u l t e r io r  porrecronato- 

15  g r a f ía ,  por r e c r is t a l i z a c io n  en d iso lven tes ,  por d is t r ib u c ión  en­

tre  d iso lven tes , por ex tracc ión  en con tracorr ien te  o por una com­

binación da estos y o tros  métodos semejantes. Después do una p u r i­

f ic a c ió n  pre lim inar por cromatografía sobre alumina o por d i s t r i ­

bución entre d iso lv en tes ,  pueda r e a l iz a rs e  una mayor p u r i f ic a c ió n  

20 por cromatografía sobre carbón ac t ivo , que puede mezclarse con t i e ­

rra  de diatomeas. 31 d esa r ro l lo  y la  e lu c ión  de la  columna de car­

bón puede r e a l iz a r s e  con d iso lven tes  h id ro x í l ic o s  y caton ices , ta ­

le s  como metanol o metanol acuoso y acetona o acetona acuosa.

La chalcomicina es un a n t ib ió t ic o  de va lo r  en e l  tra tan ien - 

25 to de in fecc ion es  bacterianas. Per ejemplo, es a c t iva  fr en te -a  una 

variedad de organismos gram -positivos. 3s generalmente e f i c a z  con­

tra  e s ta f i lo c o c o s  y pneumococos y es e f i c a z  contra algunas cepas 

de estrep tococos. La chalcomicina es especialmente va l io sa  en e l  

tratamiento de in fecc iones  bacterianas causadas por muchos orga- 

30 nismos e s t a f i lo c o c ic o s  que son re s is ten te s  a o tros  a n t ib ió t ic o s .

17
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Como ejemplo aapaoifico do.l uso do la olíale oai ciña, puado sor 

empleada en forma a a pomaa a para aplicaciones lócalas en una in­

fección esta filocócica  localizada.

El invento esta ilustrado, pero no limitado, por los s i­

guientes ejemplos;

Ejemplo 1; Preparación y ensayo de mostos antibióticos que contie­

nan chalcomí ciña.

Sa prepara un medio nutricio que tiene la siguiente com-

po sición:

10

15

20

Glucosa monohidrato 

Glicerina

Caseína, hidrolizado ácido 

Paptona, hidrolizado enzimatico 

Levauura de cervecería

líquido de fermentación de maíz uoshidratado

Residuo de fermentación butanol-aoetánica

Harina de aceite de soja, extraído con disolvente

Cloruro sódico

Carbonato calcico

Agua destilada .casta nacer luO/ó

0,5¡¡j 

ü, {%? 

0,

C , ̂  5 y ̂ 

Ó , 1/ a

ó, j

0,26g

0,5;.,

0 , 1%

Dos l i t r o s  da este medio se distribuyen en porción? a de 250 

ni. en 3 matraces de ErlLuuaoyar de un l i t r o  uo boca ancha, se ta­

pan con spsa y fiaras do ol.-ouón y so ester il izan  a 13G-C durante 

35 minutos. ce de i art enfriar los ¡matracos y so inoculo a os *,uín ca­

da uno con 0,5 mi da una susmansión de escoras da otrqqtomycas 

btlcí ni  sns i s corrasponeisute a NRRL 1737. Esta suso-misiín me espo­

ras se prepara a partir ae un culi i  vo inclinado ua p", r-¡ iól.tosn ce 

And eraon aspo rulado sus mono ion-.i o las esporas ;.,n lo  mi o o una solu­

ción e s té r i l  de n^ptadocmláurioto sódico .al. ,1'...-. .nos natrí:cea ino­

1B
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culados só incuban a 27-C durante 72 huras, proporcionnndo uu- 

ran ta este llampo aireación y a,litación por un sacudidor rotato­

r io  que inscribe un circulo se 3 c antoja tros de diámetro o 160

r.p.;¡t.

Al fina], co l pariodo le incubación, so determina e l  conte­

nido üá cualoomicina del mosto por un método oe difusión en apar 

en una banda ¡a con un cisco de papel, soma junto al que ha sido 

descrito para el ensayo de viomicina por .i'irlioh, Ivorson y 

Kohboryor, "Antib iotics and Chemcthcropy", 1_, (3 ) ,  211-216 (junio 

1951). A l adaptar este método al ensayo de le chalcomioina se em­

plean las simulantes modificaciones. Al organismo de ensayo usa­

do es barcina lútea PCI 1031 9'. A], inoculo paro la capo de siem­

bra sa prepara desarrollando al cu ltivo en un medio ta l  como apar 

de siemnra Panassay (Difeo) en frascos Aoux a 28-0 durante 10 ho­

ras. Daspués so recodan las células m un etc dio ta l co:.to caldo de 

Penassay (Difeo)* Las composiciones uel a;ar de siembra Panaasoy 

y la  del caldo Penassay están descritas on ni "Difeo Manuel of 

Dehydratod Culture hedía and hcopmrts fo r  Licrobiolo.--;!ca 1 ana Cli- 

nical Laboratory Procaduras", novena edición, y en "Compilation 

of l'osts and íiethoda o f  Assay fo r  -m tib io tic  Druys", Ay-micin de 

Deyuriuad Federal, Administración do Alimentos y Droyas. Pueden 

usarse también ayares y caldos da composiciones similares. La sus­

pensión de células se d iluye entonces con .tés caldo Penassay de 

modo que una nueva dilución 1 :10 da 16m do transmisión ¿ 'tica en 

un espectrofotonctrn me Ooloman Jr.,  modelo 6¿., a una lonyitud de 

onda de 555 mjA-. La suspensión de célulss obtenida antes do la 

dilucién 1:10 para determinación o s p a c tro f  o toütétr i  o a se usa en e l 

Drocedimionto da ensayo bioléqico.

3e hace une dilución 1:603 da esta suspensión de células en 

auar do siembra Penassay y sa colocan en cana cubeta 85 mi. Ln es-

19
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te ensayo no se .3np3.ea ninguna cap* bnsica. Le incubación se rea­

l iz a  a 37^0 Jurante 10 iioras.

Al caldo antibiótico obtenido en esto oí implo o a asigna una 

potencia de 8 unidades por m i l i l i t r o .  Jota asignación ce potencia 

se "oasa en el hacho Je que una dilución a 8 veces del mosto en 

tampón de fosfato de pH 7,8 (concentración f ina l c o l  tsmaón 0,1 

dio una zona ue inhibición ue diámetro medio, arbitr.oriatr.nto e le- 

pido, de 13,9 <am, cuando se ensayaba on las condiciones de ensayo 

anterioras.

Jasan a un nos unid ades de potencia uefin i dos de asta nono* 

ra se encontró que la chuleomicins cr ista lina  puro mostrabo 1035 

unidades por mg. Una unidad da actividad representa, por lo  tanto, 

eproximadamento un micro graiao de chalcoulcino.

Un e l  ensayo de montos de cha Ico) ricino, e l  natrón ue re fe ­

rencia y las muestras se diluyen en tamponss ue fos fa to  de pH 7,0 

hasta una solución fina l de tampón 0,1 M. Cuando se ausay ui l íq u i­

dos del cuerpo, e l  patrón de referencia y las nuestras sa diluyen 

en e l  líquido del cuerpo que se va a ensayar.

20
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Uj ampio 2: Preparación y aislamiento ue la  chalcomíciña.

Se prepare un .radio nutricio quo tiene lo siguiente compo­

sición :

Glucosa monohidrato 

CU iccrina

C,5;j

30

Caseína, ni crolizad o ácido

yaptona, hidrolizado onzim h) 2Í73

Levadura ue cervecería o,

Líquido de macarseion del *UCíZ J eS ilid r 0todo ' e *̂5"'
-a - - *' ^s iu uo .'i ̂  i tí r : i .¿n u a ion bi itano1-acetónica '' ' ! 5,1

Harina do acaite dn sujo extraída con '.iisnl ventas c,

C1ornro oodico C,



Carbonato calcico 

Ama hasta hacer 100-!?

Ce colocan 15 l i t r o s  Je este -adió en un jarro do 30 l i t ro s ,  

con agitación, provisto de pulverizador, motor, paletas dci'locto- 

ras y línea de toma demuestras, Do e s te r i l iz a  e l medio calentán­

dolo a 1S1-3 durante 90 minutos. De prepara una suspensión de es­

peras a partir de dos cultivos inclinados de apar con Dtrap.tomyces 

bikiniensis aspo rulado correspondiente a lüllRL 3737 en agar-rtcltosa 

de Anderson, y 30 mi de una solución e s té r i l  do hoptodecil-sulfato 

sódico si 0,1^'. La suspensión da esporas se usa para inocular e l  

medio da fermentación enfriado, e l  cual se incuba entonces a 26-0 

durante 46 horas. Durante e l curso de la incubación so mantiene la  

agitación a la velocidad de 2iß r.p.m. y ge suministra aire a la 

velocidad de 13 l i t ro s  por minuto, so añade agento antiospunanta 

a medida que se precisa.

Sesenta y cuatro l i t r o s  de ..¡adió nutriente con la composi­

ción dada al princip io do este ejemplo se distribuyen en porcio­

nes iguales en cuatro fermentadoree de tanque de 30 l i t r o s  con agi­

tación. Después de e s te r i l iz a r  y en friar se inocula cada uno con 

oDú mi de la mezcla de fermentación de 46 horas ración obteniaa.

La incubación so rea liza  a 23^0 durante 34 horas con agitación a

2-uOr.p.m. y oireacion on cantinad uO id i i  uro s d' por uinu-

to. be aunlo ugento anhi.-:.:ái*')U'':.'iünco a m-M mis iii'ocis H* -uc,j¡ÍD

cías Je fe]?mentación se reinen y se f i l t r e upar? 1er une o- ct

tres da mosto. Aste mosti.' so extrae dos veces con porciones ue 

2,28 l i t ro s  de dicloruro de a t i l  ano y el extracto or iónico se Java 

sucesivamente con carbonato sónico acuoso e l 5-., con ácido clorh í­

drico u,dl ñor,.ni y con agua, a continuación da lo  cual se evapora
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cenica f i ltrada  sa alado sobro une columna cro..p'.toyrófica, ro l le  -

na con 350 g ce alumine (pli 6,9) a partir do una ouspensión en 

benceno. Después do desarrollar la colurmn con SSO !dl ce aceta­

to ue e t i lo ,  so eluya con ¡otonol. 0'.! rece pon oluotos ¡actanólicos 

individuales y el residuo de cada uno se ensaya en cuento e su 

actividad antibiótico. Los eluatos activos ce reúnen y se concen­

tran a sequedad. Una solución cal reainuo en 30 mi do acetona acuo­

sa al 18,¿ sa abade sobra una columna croiautoprufica preparada con 

5,5 g de carbón activo. Puedo usarse Darcn g-60. La columna so

desarrolla con acetona acuosa al lb,t y e l producto so recoge por 

elución con acetona. Los oluatos acetoni eos que muestran a c t iv i ­

dad nnti'biótica se rodnen y se evaporen a sequedad para obtener 

la cñalconiciña deseada; = -43,5- (c = 11 en o tanol). por

microanalisis se encuentra que coto preparano contieno 69,041 do 

carbono y 8,3p do hidrógeno.

80

Djampio 3: Preparación, pu r if ica c ión.y caractnrizcción de la chui­

ca ii ciña.

3a prepara un podio nutrí unta (áesipnaño aquí medio O) cono

sique:

Caseína, hidrolizedo acido 

Lavadura de cervecería 

Cloruro sódico

Carbonato calcico 

ida Itosa

Agua hasta hacer 100.1

Dolucion no ni-ir-óxido sódico (10 ñor,...;!-) hasta pli 7,5

oo cargan 10 galones (38 l i t r o s ) á% „-¡edio C *.:n un i'erm.'ntu- 

üor en acoro inoxidable ce 30 galones (ll.q l i t r o s ) .  Dospuós do

O,!);.;

0,5p
(') ̂  g R ̂  

1,0)J
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175 til ce un agente antiaspunont;'' cr,íi.'..:istcnte en una 

cía de manteca crudo y acoitos :iinopales cíe contonean mono- y 

d íg l icó r idos , se e s t e r i l i z a  e l  medio durante 1 hora a 1*' 1^0, so 

en fría  y lueyo se inocula con SO mi de una susmansión de esperas, 

na suspensión de esporas se arepera a p a r t ir  do 3 cu ltivos in c l i ­

nados do ptruivto;¡j.ycos ci¡miniensis esnor ulado corrosnonuí'.'n o  

NRilL ¿7.37 susp'jnuionio las esporas de coda cu ltivo en 10 mi de. so­

lución e s t é r i l  do haptadecil-aulfato sódico ol 0,1)1. La . coz cía de

tación suministrada por la  introducción de una rapida corriente de 

aire s la velocidad de 6,5 pies cónicos (184 l i t r o s )  por minuto.

Se avaden nuevas cantidades de agente an t ic  apunante a mouida eua 

se precisan.

Se prepara un segundo medio nutric io  (designado medio n) co­

mo sigue :

Glucosa íiionoht¿rato 2,0,..

Caseína, hi.irol izado acido, 0,5;..

0, 5*.'
, , r) r. .

Levadura de car vecería c , 5, j

Cloruro sódico 

Carbonato calcico 

Agua hasta hacer locp

solución de L Id r óxido sódico (10 norme!) hasta pH 7,5.

Je. colocan unes 303 galones (1140 l i t r o s )  de medio D an un 

fermentador do acero inoxidable de 500 galones (1900 l i t r o s )  y, 

después da o ¡adir 1 l i t r o  es ipMnt'-s nu î'espume'.nC'-',  ̂ . .m.. tmririza 

uurente 1 hora a 121"C. Ja deja en friar e l  medio, na inocula con 

10 --alones (S8 l i t r o s )  de la mezcla de fermentación de 32 horas y 

lu-pio se incuba durante 84 horas a ¿o-C. Je proporciona agitación 

por un agitador que opera a 84 r.p .n . y so mt.rr.iucc ."ir-.- en la
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mezcla ua fermentación a la velocidad ce 46 pies cúbicos (1274 

l i t r o s )  por Minuto. 3e añade mas abante antiaspuiüante a medida 

que se precisa*

Se colocan unos .1200 galones (4580 l i t r o s )  do moni o O y 

8 10 l i t r o s  de ayunte an ti espumante en un fcrmr'ntador do acero ino­

xidable de 20Ud guiones (760o l i t r o s )  y la ¡mezcla se e s te r i l iz a  

curante una hora a 181-0. Después se enfria y se inocula con i 50 

valonea (870 l i t r o s )  de la mezcla da fermentación no 84 )toras ob­

tenida del forra untador da 500 galones (1900 l i t r o s )  La incubación 

10 sa l leva  a cabo durante 40 horas a 86-0, con aireación suministra­

da a 130 pies cúbicos (3393 l i t r o s ) de aire por minuto ^ a.gitacion 

adicional por un agitador que opere a 125 r.p.m. Se añaden otros 

8,2 l i t r o s  de agenta .an tina puníante (o 3.a cuntíuaá necesaria), a 

medida que aa precisa, pera reducir la esputación.

18 Después de l periodo de incubación, la mezcla do reacción

(unos 1040 galones, 8098 l i t r o s )  se recoge y se f i l t r a .  DI f i l t r a ­

do so extrae con acetato do e t i lo  en un extractor centrífugo a 

contracorriente ( ta l  como un extractor do rodbielniak) a una volo- 

ciúsa de una parta do disolvente por cuatro partes de f i l t ra d o  

80 acuoso, jdl extracto en acetato de e t i lo  se reúne con los extrac­

tos en acetato de a t i lo  obtenidos de la  misma manera de 3 firmón- 

tucij.u=a j in í la r  - o que tota lizan  3760 galones (14000 l i t r o s )  de 

mosto. La solución to ta l en acetato de e t i lo  se lava bien con

tto de e t i lo  por vo la t i l iza c ión  y 

d i  cloruro de ut lleno- 8c 11 mina 

: c,u de <dií¡.tetro con 18 lig o-' alu- 

,-on en -*iexoruro do etiiuno. oo no­

ca sobra sulfato sódico anhidro una porción do 13,9 l i t r o s  úe In 

solución on dicloruro de jt i lcno  (sacada da la solución del. pro- 

30 ducto de fermentación a a 84,1 l i t r o s  de uiclorura ue trUlano) y

iá.fóíG .'/* Vóuj GÍ ÓLí J illá e l  ao

G G J7U3.:ploZít por 24,1 l í tros

una columna crot',iatogrófi CU 0 3

miiiü (pH 4) a o a r t i r  do a u ¿ o o

,1
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luego sa aHada aobra l e  colu.mu ue
7

a üsa-

de ac

da neo-

1: 9, (d)

(c ) ü l i -

Ctd' US son

y las

-"i *lt ib io -

ge eluuína. La colmena s 

rro l la  y se aluye por adición sucesiva de (a) 4,5 l i t ro s  

tato de e t i l o :  dicloruro Je etllano 1:1, (b) 10,^5 l i t r o s  

tato ge e t i lo ,  (o) 20 l i t ro s  de uetanolacetato de e t i lo  1:9, (d) 

5,4 l i t r o s  de natanol{acetato de ati-^o 1.1 y .̂LnaliV.:;! 

tros de agua:3tenol 1:1. Las razones de disolventes indicadas son 

en volumen* ]3i eluato de la columna re coy, e en it acolo ^

fracciones que se encuentra que contienen una se t i  vid ar. 

t ica  imnortantü cor ensayo otologico se reúnen y se coscan Ki<-<n a 

sequedad. 1¡1 residuo se disuelva en acetona cara dar una t in c ió n  

que oresanta 60.000 unidades de chalcomicina por nú. do colusión.

Su añade una porción de 1,5 l i t r o s  uo esta solución acoto- 

nica a 6,5 l i t ro s  do agüe y la suspensión turbio resultante so 

alada sobro una oolu.na cromatográfica rollona con 1,6 iig ce car­

bón activo y 1,6 Kg de t ie rra  de diatómicas, rueden usarse ¡aoteria- 

Ics tales como barco &-30 y delito  545. La columna ae desarrolla 

y se cluye con acetona acuosa que contenga cc no en t r a o i  o no s cre­

cientes de acetona y finalmente con acetaona. !31 eluato se recoge 

en fracciones y las fracciones que presentan actividad nntíb íó ti- 

ca se retinen y se concentran a sequedad * Re l i o f i l i z a  una solu­

ción del residuo en un nequ-euo volumen de benceno para obtener 

chalcomioina como polvo o.r-rfo. listo preparado presenta una rota­

ción específica Z c ( -4S,5-- (c = 1  ̂ en s ta n d ).  Uicroanalisis 

por duplicado mostraron 59,72,., 59,97,4 de carbono; 3,*,2p, u,39;¿ 

do rodeno.

Una evidencia confirmadora da lu aur-.-za ño '.'--oto r',tortol 

as suministrada so „latiéndolo. a extracción cu contra corrí nt e . 3?or 

ejemplo, usando un extractor en coutracorriontn ce urai.; do 25 p i ­

sos y un sistema ce alselv-ut^a cm a.i atenta ,.¡n n- butenol, c ic lo - 

be xe no y u.guo (9;41;50; k = 1,07), la cbclcoiácin;-: .m- aísla ¿el



plato n9 15. Por m icrocnalis is, ao oncuontra ano osto pronteto 

contiene 69,84,1, 59,55,j io carbono; 8,15, 6,08,j de hiuro'0)no; 

8i,05,a do oxígeno. Un análisis do grupos notilo  on carbono da 

un valor de 10,9p. JÌ espectro da absorción u ltravio lf;ta  un ota- 

5 noi nuestra un máximo a 118 mjA , = 319, y una in flex ión  tm

la r;3pión no 240

Un solución cloroformica, la cha1comie ina '¡nuestra máximos 

do absorción in frarroja  a unas 2,83, 5,34, 3,40, 5,85, 5,89, 6,00, 

8,12, 8,86, 7,23, 7,40, 7,53, 7,78, 8,00, 3,54, 8,70, 9,00, 9,22, 

10 9,41, 9,87, 10,20, 10,71, 11,80, 11,57 y 11,39 micros. jetermina­

do en un disco da bromuro potásico, el espectro de absorción in­

frarro ja  muestra maxinos a unas 8,84, 5,55, 5,40, 5,81, 5,89,

8,08, 3,12, 8,84, 7,2o, 7,58, 7,51, 7,77, 8,08, 8,52, 9,82, 9,40, 

9,83, 10,15, 11,19, 11,59 y 12,70 mieras.

15 8j empio 4: Prouuccián comerc ia l na chal  comic i na.

Se prepara un medio nutricio como sigue:

Glucosa monohidrato 8,(%)

- Caseína, hidrolimado ácido 0,5p

Le van ur a da cervecería 0,S%,

20 Cloruro sea ico 0,5p

Carbonato calcico o ,85,,

Agua (desionisada en ca lien te ) pura hac *r lOO/o

Unos 1200 tal da esto medio Uustan pH 7,5 por adición

de solución de hldróxid o ráb ico 10 ñor nal y se u i  atribuyan 600 mi 

en cada une de dos matraces da Urlenmcyar da 2 l i t r o s ,  maspues de 

asterilimacián durante 15 minutos a 181-0, sa aladea a cana uno 

d¡jt los „.m troces 5 mi na una sus yo na ion ..¡a esporos pruparada sus­

pendiendo las esporas un cultivo inclinado de og¡^r d& Qtropto- 

¡r*cas bibiniansis cnperulouo o o r r c s pe n d i  o n t o a ±5581 8757 aasarro-

26
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liado en egar-inoltosa de .^nderscn cmi lü n i mi solución o s tó r i l  

de heptadu o i l -su lfa to  sódico al 0,1'^. Unto n. cus se r ia l iz a  Jm in­

cubación durante OS horas a 27-8 con agitación y aireación su .1-

10

1 5

20

p íü

nistrola por une platafccr cu rotatoria  que opera a 200 y.p.n. cu 

un círculo de <3 cm. le diámetro.

80 ga.ienes (7-3 l i t r o s ) le  un imdio que tenga la composición 

anterior so mezclan con 175 ¡,il 'ie oyente ,-'inti.;cpu¡.<KHte y se estu- 

r i l isa n  durante 38 mi ñutos a l.Si^o en un farm-ntador de acaro ino­

xidable de 50 guíanos (110 l i t r o s ) .  La aiazclu f r í e  se inocula un­

ten oes con 2o0 mí del producto ce fermontación uo 8.-1 horus y so 

incuca durante 40 horas a 83-0 con u.yitncion e ficaz  y con ve lo c i­

dad do aireación úo 3,7 mies cuéleos (275 l i t r o s )  por minuto.

300 galones (1140 l i t r o s )  na un m&uio ŷm tenga la  composi­

ción dada al principio ue este ujc-yolo so vuelan con 1 l i t r o  da 

agente antiespuuantc y sa ester ilizan  durante 35 minutos a 121-8 

en un fermentan or du ecuro inoxidable do 500 galones (10oó l i t r o s ). 

La mezcla f r ía  se inoculo con So galones (76 l i t r o s ) del proaucto 

3a fermentación un 4u horas obtenido dol fermentador do 80 galones 

(190 l i t r o s )  y su rea liza  1.a fermentación du remito 84 horas a 23-0 

con digitación a 91 r.p.ni. y aireación a 45 píes cúbicos (1874 l i ­

tros) -la aire por uinuto. Le aluda avente anti espumante a uvnida 

que se precisa; so usan unos 500 mi.

Unos 5301 galones (13700 l i t r o s )  uo un medio que tenga la 

composición dada al principio do esto  o j u ' mi. o se ester ilizan  du­

rante 33 minutos o 131-5 mi un fem.amitaüor '.¡o ..moro inoxioallo ñu 

5011 guiónos (19010 l i t r o s ) coa adición na agante ;nmijsmrmnte a 

mecida que se precise, ha mezcla enfríame su ina-coíiu con 5od' ga­

lones (lí.40 l i t r o s )  del '.reduelo ne fermentación de 84 heme obte­

nido del fermentüdor na 50o guiones (1900 l i t r o s )  . Le f-mu,imitación 

se rea liza  durante 40 horas 3 86-8 con o yrieción a 113 r.e.m. y ni-

.7
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r,..-ación a la  valoe ida-i la 1.10 pies cólicos (3250 l i t r o s ) d¡.¡ aire 

por ninuto. Le a lele aocnte éntícsyurianto ;. emida ¿u-i ¿o preci­

sa.

La cíe ge la lo fermentación (unos 3800 palones, 14400 l i t r o s )

reeo"ida ce esto fermentudor se f i l t r a  en -los f i l t r o s  le. tambor 

usando 135-150 lloras (55,7-37,1 Xg) le ti-.-rra do uiatomeas como 

rocubrinicutc'. pr,;.v^o paro cul i tn.d'-r y .̂ p-5ró libras (1G2-227 

Kp.) le tierra uc- ia tono as para ayudar o la f i l t ra c ió n . Puede 

usarse un producto ta l como Jolito  5-15. El ¡uost.. f i l trado  se ex­

tras con la citad do su. volumen du dicloruro uu ¿ iilcno. Esto ex­

tracto se rauns con extractos uc cloruro da .<t llano o'atañidos da 

la misma . Aliara a part ir  do otros 103,175 ey,iones (592000 l i t r o s )  

3s une -.¡agola da f  eras r.t ación so me jan te . El extracto total sn d i­

cloruro lo utilsno so concentro hasta jarabo a presión reducida o 

55-0 o renos. El jarabe so disuelvo <mi 47 ,-alones (179 l i t r o s )  ¿a 

metanol y la solución se extrae en un extractor centrífugo a con­

tracorriente con 1700 galones (3764 l i t r o s )  de hoytaño saturad o

con retunol. El -extracta -un han taño, g-r- contieno poca actividad 

antibíótica, se desecha.

La fase netanólica se concentra a presión reducida a rueños 

da 20^0 hasta un volumen de 10 galones (56 l i t r o s ) .  Ge llena una 

columna cromatografías de PC, 5 cm con 57,4Kg decorbón vegetad a c t i­

vo y con 57 lig de t ie rra  de diatornees ac una sus pensión -¡u metano!.

Es satis factorio  usar Jareo G-60 y Calitc 545. 3o viertan, "ios 10 ga­

lón is (38 l i t r o s )  la solad ón rata cólica en asta columna cromato grá­

f ica ,  púa luego se desarrollo y se aluyo con un tota l uo 552 galo­

nes (2098 l i t r o s )  lo octanol y con un tota l 

tros) de acetona. Los cluotos uotanólicos se

nos y los elunto ace tón ico s  se recogen un 7 

e .. o i  uceo so nomo 4 a o

do 295 .guien.ns (1121 l i -  

ro co-"'en en 11 fraccio- 

frnccLou-es. Uaüa una

un ... nsnyo uioló.gtco o o3 s 1 a s 18 f  r o colones



Qctivl'iüJ antibiótícs y lus fríiccíones a-r irrostran actividad alta 

aa concentran a sequedad por separad o a yr'--s ion y aducida a renos 

de 8B-G. Los rasíauos se astas fracciones so disuelven en butanol 

terc iar io  y las soluciones so l i o f i l im n  lúey:o. mi ¡roducto s o l i ­

do to ta l so rocristali-.3 entone es en outunol te rc ia r io . 11 prome­

to cristalino se recayo en un f i l t r o ,  se lava con butanol t ' r c ia -  

r io  y luoyo so soca a vacío a ida ¡aieras du.rauta 53 ñoras* ...¡1 pro­

ducto obtenido ñor esta uótodo as cheleo oñeina qu con tien o  buta­

nol terc iar io  da cr is ta lizac ión . Este butonel te rc ia r io  no puede 

sor eliminad o socando o tu upar a tur a ambienta a pregión -do 1C-) a l ­

eras durante otra sanano mas. 11 producto m tm ído no asta mane­

ra presunta un máximo da absorción u ltrav io leta  a i 30 taj* en ntunol

absoluto, — 394. La rotación csnecífica, / c ( — -59,53
- 1  cm -5

(o = ip un eranal). Por ndcroanólisis, dospuís do perdida del 13,77 

por vo la til izac ión , so observan los sim ientes va lores: 59,50%,

59,78% de carbono; 8,15y, 8,14-p do hidrógeno; 11, noy- de oxígeno; 

0,32% na cenizas. -

So encuentra por ensayo biológico quí) lu umlcomicinr, qu& 

contiene butanol terc iar io  da cr is ta lizac ión  as o_-.rox i ;r;dcu.¡.ente 

80% tan activa frente a barcina lútea P8I  Ico l d' como la chul­

eo mi ciña pura.

Para obtener cha 1c omi ciña pura, uno p.orción ...e lah-5 y de la. 

cha 1co.i.iciño cristalina que continuo butanol terc iar io  m cr ista­

lización su disuelven un 8890 mi jo atnnol absoluto cal', -atado a 

583 j .  mo jííado a yus (11,530 tiil) con uyitaci-mi cnuctnnte, aa 'uir. a 

de otros SCO 1L mas da atanol. La solución clr.ru m f i l t r a  y al

f i l t rado se mantiene a¡ 1C-34-Ü durante 10 'loras y lu.n,m a 1-ni-8

durante ¡-1 no.5 cr iste les  grandes, blen a-miniaos, yu... se

amaron as ruc<')yun un un f i l t r o , Sr: laV(.m¡ COl'l ayym hmunm; y mingo

se secan m vpcío. El prometo r.mí obtenía 0 03 CiUjlcoaii cine , que



fune e un un bloque calentado a unos 12l-lb3-c y os corpi', tsi.omta 

identica un coaiposición y orqpicdaàes f ís icas  u la diale- aie ina 

purificada obtenida en los '' -'"píos .-nteriorus.

Hjempio 5: Preparación da poi r ia sntibacter iana quo contiene ciial- 

or. dcina.

5

Id

1

3J Jisnalve chalconicina (3 g) una guqa'.-lh cantina^ 

jalùa aid p'ati*0-ì.'do * sa c a s 1 a o t o i* i  o usar* una uo puti*oj.úo 4 a

ulLa Yiscosiúuü, ta i coaìo Jalaua oO** W* aaaue idas .laias ua pê * 

trolùo o J ole ne 50-4'' a la Víspera ion an porciones diviaiuas y con

Uyoitaciau ñas un Lo Gèi-, Oo lOuO o*# lo jjí̂ ji.a*..'.io Cíjin. aLilui'^u
... /  . . ,  ...... . . . .  ...U *. - ...... . - - . .  . /. tj . "' '. .. .ò&*L k-'tJj.jd.LaaLÌ'J Oiji-t GOiiÜd-iíbjT'aOJ.OíÍO'' 0.î .aaG0¡.iÁ.t0*Li,ÁL.? Oi' Ldli i.°j ;J¿.jS0

da p..; tro ice. La po^ud a ce pasa antoncas por un ..¡olino do ron i l  los

nera penadas con Ics roa i l  los coloca sudici''ni-'::¡tint.'..; ''.ro'u.Mcs

para n&r bui-na dispersión la io c.dalcoHiicinn. 11 proi.ucto ss .co­

d a  durantó uno hora on un idonei ad or no poundas y so an tubos-

Is te  nronuc co ós utm para .̂i ira ùa.ni^nto u.n̂ ..occi.oìi0.s poi* -.--sta — 

fi lococos  por aduinistracion loca i.

Sj empio 6: Prcncracion da di a ce tato -do cin. leoni c ino.

20

Uno ¿olucidn ato suo ugna d teilc o;...i cin o -n i  ad. Cu pj..ricino

y t all do anhídrido ac­ a .hvblCtì UÙ,¡U n r opo se c tino3 P5-td oU-.'oii ila.

46 hor.os y ino,io s a co ac entra a 'da-:n a -i -.;il . y. -.-i vi.iU.i.O. di rosi -nuo so

cri s telina a.n nctanoi acuobo para '6ar di ac-j tóìtOùC h'.' .dlCC: ; ireina,

p. f .  14 J, 5-150^J. Por ò 1a so -.01 cdentro quo ü-t'yiLG ormine

io co­.. Ld.'"-*iì3 d-a carbono; 7,Eìy, ^,07.. nu

l o , 5 0,. -hi, f .̂ rosone traino ;..Cs: 1̂ .'.

3 5 sn ni;jol-rl muestra un aihxL.aa u Sl-7 — boi. m

L/OiGl'-L'J'd'ìi ò OUhìJ-Ude.'. '

. 6 ,1 4 ,

/i ìi -
ty nj 6 , o 5 ,  7 ,2 f. ,



7,38, 7,50, 7,00, o ,00, 0,51, 0,90, 9,17, 9,07, 9,5o, 3,58, 10,19, 

10,55, 11,20, 11,55 y 11,68 rieras. Jeta co y'..tuso o es in,ctP7o 

f r  a Porcina liitqa a una concentrncion du 560 ricroriui. r i s l ì l .

hj enu-lo 7 : pyucnracion da ni^retúto ;.u<: t -1r a ' ; i arce i * i.: Ico : ;. ye i n o_._ 

g Se sacuda chalón deina (0,895 y) ninna huí c ahu 0.1 -4 : sta­

imi en coiitacto con una utirofurn y a jiiuro' '-no a tann-n'-ahira sa­

bio nt a y nrcaion ntrosfarica un -ir-' sene i.a un un cataiiunurr <ue 

3,j ne caladio sobre carbonato calcico. Puede usarse turbi..'a un ca­

talizador uo 5;0 cíe caladio so ora carbón. Ucsiru 's ao un com u 'o da 

1 0  unos dos rolas da hidrogeno por ro l  un chnìcraicina, so uliadna

e l catalizad or por f i l t ra c ió n  y ni f i l t r o ! o so svapora a auquuoad 

a presión renucida. hi residuo ss t e t r ah i  d r o c h a: 1 c o. ui c i  n n cruda, 

que tiun-i raa'j)s del 5/j da la actividad de la cha le cric ina frente 

o Par o ina lu tea . Una porción no 25o my do usta sii. stane io so d i- 

lg  suelva an una ruzels 'io 8 r i  da p ir j.d ino. y 5 al ue anhídrido ace­

t ico . ha solución so deja on raposo a tnaparótura arbiont- d.p-nn- 

ta 48 horas y lueyo sa uvapor b a sequedad a presión reducida. Por 

cr is ta lizac ión  del residuo an neta noi acuoso so obtiene diacciato 

do t a t r  abiure chale anicino, p . f .  178-179-C. Los valeres do uicroana- 

20 l iá is  observados son 58,79p, 58,70,3 ne carbono; 0,45p, 8,17p de

lì in. re ,ua no. da and o se dotori ina on un di 1SCO ao orouuro

nparccnn uaxinoa in fra rm .!on a 2,n7, b ,40, a r, -o K p ,i

hbyC'Cji 8,87, 9,10, 9,34, 9! ̂  1;5, 9,93 y l o , 3

soi.r.eiou..ui ..'tnsv1 so observa un rari h'sO 1 a ab;r_,releo i
*¡¿

a Sn6 n ,  = 
' 1 cri

;(;,35. Lgtu COhìpÛ St0 os Í ""ICtìV: fr:

lutea a una concentración su 1 nip/nìl.

p io  8: ìli.arn iia is ic à r i .,a la c.rn iru r r in a .

Uro nolncion i.< 908 or da unnic e rn in a  a- 48 al d

no a l 50,.., ho; ero 1 rn l<r enr r..r: ' ' - - ..*-0fr ,i uCino clora



calienta o re flu jo  curante 13 .-.únutos, be ..-1 i  ¡mina l  m..rcnhai por

duotiiuciou ú presión r-nnoida p - I  rssiuuo a oros,.- s¡. ...urtruo con

lUrjs porciones n cloroíPr::¡o. ,li oxtrecto ci.:roi'oi'.;.icí.' 'h'..t.-ul so

ouijporu u os cu eiéu y - / J. rcuiuuo so cristo lino .¡m uno ¡-̂ zc.La. ua

5 ótur isoprrp ílico y acotonn. ir te  prodmeta crista lino obtenido

por deyra¡iación acida 'ic la cnaicomícino fnno^ o nnoa 187-189-3

y por mi ero análisis so ¡-ncuantra yua contiene G0,35h, 10,19m n

carbono; 7,95;¿ B,03,ó da hidróy .-no. ¿poreco un ¡canino no ab;.,or-

CÍ.J.H ultraviolnte a 3QG ¡mp-, — 1,13 J1 espectro in frarrojo< 1 en "

10 en un disco do brmeuro potásico esta cars ctari^¡ 'i  ̂ - -'.iuo por r.UiX.h'aos uü

absorción a 3,90, 5,36, 5,43, 5,54, 5,80, 5, oi5, ¿93, 6,08, .¿87,

7,34, '¿35, 7,59, 7,90, 3, 36, 8,76, 8,'el, 9,21, 9,38, 9,53, 9,96,

1C,36, 10,45, 10,37, 11,53, 13,54, 13,37 y 11,la  micros, late com­

puesto us inactivo frente a barcina lú tea u una concentración do 

15 1 my/ml.

Lj .¡eiplo 9 : Hinrólísjs_;¿j¿j¿lij'¿, d¿  la chqj.co: -íc ina.

Una solución 1,0S y as cdalccmic ina -.n loo ¡el de mctanol 

ceñoso ol 50¿ bocho 0,1 ¡solar con hiuróxido sódica so dejo on ro­

go poso a temperatura nmbiahtn turante 31 horas. Ge elimina e 1 ¡na-ta- 

nol por vaporización y la nozela acuosa románente sa lava con tros 

porciones de clorofor¡io, ana eo desechan. .11 residuo acrost:'. su aci­

dula entonces d pH 2 y so extrae con S porciones ¡le cl.¡.:.rnar;.<--o. La 

salnclón clorefórmica tota l obtenida per extracción nal ..mdin óci- 

S5  do so concmitre a se.modua .ac vacío. 11 residuo os crintallma en

une mezcla da ít-.r isopropílico y .uetrnol. d̂st= yroüuct.; c r i s t a l i ­

no cat-,nido por -.ie ira,.ación alcalina ,ío la chalc.'o.iLc:h,r¡ fudt.h' s 

373-373^3 y no ei.usstrani¡a.'íu máximo oi tilica,timo o o ,.b̂  arción u l­

trav io le ta  '.h: 123 a 33o ^ . mi. ¡..Icroonóliais m-etrí. 59,l¡.y. de

33 c.armn¡ío; G,19m.ha iaturón.jno; 31,Gap no axíymm. .3. .¡un.-otra oc ab-



sorción infrarrojo ¿otarninado Mían disco q..-, br.n.mro _!otóoico 

muact-ru ..róximo., prominentes a 8,85, 8,89, 5, 55, 5,01, 0,05, '7,00, 

7,40, 0,55, 8,00, 9,20, lü , 00 y 10,07 mieras, .osto cotipusato .es 

inactivo fr.rn.it a a Porcina lutos a uno coii. centro cien d.j i  .t,p/nil.

5 la ta  s o l ic i tu d  qu.a corresponda a la  pr...sentase m  lo s  Unta­

nos Jnidos de ¿.'sérica o l  0 de fe  Orare- os 1959, saja e.l n^ 79o. opa, 

as acaqs a los  b en e f ic io s  s o l  a r t ic u lo  51 ^.ol Y i r a t t o  rJótotutr. so­

lera Propiedad In d u s tr ia l .

10 Los puntos de Invención propia y nueva sus se presentan puro

que sean o aj o tu de oata solicitud as Patente ao Invención en ¿¿nana, 

por "'lellTi, anos, son los s ipuí-.-ntes :

l - ¿ -  Procdüiuicuto para la pro.vuoció.; do calcc-ic ina, ca- 

ructoritado porque un medio nutricio acuoso que nonti.nm fuentes 

15 da carbono y nitrógeno asimilableo so inocula con una capo ' roíiuc- 

tors de calco sí ciña ¿e 8 i  r a p t o qp̂  c a ¿ b i l i n i  casis y -ni oauia inocu­

lado so incuba en condiciones aeróbicas.

2^.- Procedimiento sopón la rcivinaicacíón 1, en el crol e l  

manió inoculado so incuba antro 30 y 55^0, o un pH entra 6 y 8,5 

SO bosta mua se ha en.- lunicauo al medio una ac'LÍvi...q.! autibactírb¿;na

notable.

8- . - Pro e nd imi en t o cu aun 10 r¡r.rv'ii:..;icüc ióu 1 ó 2, aia al C¡iU

di .dddit) laaCUlaho OU irOUb... cutr... 35 ypu--'d a nn\:r -.....tl'e 6 y ó, 5

mientras que su u ' i t n  ¡.nicho emula in;':..cnldd'0p no lí.tr¡a -VC..r Ó1

q- rt Gira es té r i l ,  ha ciando Uuí que el crpOíiisno su uasur.ro 11c ecar par

trculas separadas ^ispersue por dicho medio, la incubación o < con­

tinuo e á  l o o  C o a a ' .  ' . " (p " .  ;-! . a t o S  dichos h & s t ü  -1UU SO: h a  Comunicado O 

d...:h.a .nüio una actividad nnticacterj.anü uotaol!e, le. v l - r i a  solíde



no  ̂i  ij-u- I ta se se]:) 1*a co J.a solución acuoca d<r? la uscio UsSultun-

to V 2.a Ô .iJCO Gì c i n Lj so a io lo *.J.̂ so lao ió ; i acuosa.

4^ . - Un '^r i,.;CO'à Lilian to 'OSÓÓÜ acir colLCOsilesini*

Ta1 Y COtS'O su .an oescr j.to jn to jtìtlL.tÔ ótO quo onisco fi s , .i'-riOl'e*-

sonta,,¡ 0 YU .; i  J ib ajo QÜO SO 6t0ij-.'.i')0''̂  y con loo ' nes qua- S ^ ìiiiUÌ

es.peci f i '-8ÜO-

.is t a l i .e,ùcr i 0 -'G Jto- L S ' <í 0 tr^ in tu  y cuatro hoj OS osar ita s 0
/uàquin por nnn ola Oüi?a +

*)ì ¡¡ Î J Ï

7 ' ^ '

' u
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