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PATENTE DE INVENCION

"Procedimiento de preparación de un nuevo 

antibiótico"*

o T e á c i t a fd e : RHONE-POÜIENC S*A. entidad francesa, residente en 
21» rué Jean G-oujon, PARIS, Francia*

La presente invención se relaciona con un nuevo 
antibiótico, designado en adelante por el número 9.671 
R.P* Este nuevo producto presenta un inteíés particular 
a causa de su poder antibacteriano importante sobre los 

5* gérmenes grampositivos (y más especialmente estafilococos

Mod. 113
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y estreptococos).
Este nuevo antibiótico se produce por cultivo en 

condiciones artificiales de un moeroorganismo, identifi­
cado más completamente líneas adelante, perteneciente 
al gánero streptomyces y designado por "Streptomyces 
40*037” o "Streptomyces actuosus".

El 9*671 R.P. cristalizado es soluble en cloro­
formo, dioxano, piridina, dimetilformamida y dimetil- 
sulfóxido, escasamente soluble en metanol, etanol 
acetato de etilo y benceno. Es insolubles en agua y éter 
de petróleo.

El 9o671 R.P. da pruebas negativas en las si­
guientes reacciones: reacción de biuret, reacción de 
Sakaguchi, reacción a la nirihidrina, reacción de Millón, 
reacción de Folin-Denis, reacción de cloruro férrico, 
reacción de Molisch, reacción al licor de Fehling, reao- 
ción de follens, reacción de Ehrlich, reacción de maltol 
férrico, reacción de Ziramermann. Ea una prueba positiva 
a la reacción a la ninhidrina después de hidrólisis, 
demostrando así la existencia de una cadena polipéptida.

El antibiótico contiene carbono, hidrógeno, 
oxígeno, nitrógeno y azufre. Su composición elemental 
es la siguientes:
O fo = 49,6 H 1  

Aspecto:
Punto de fusión:
Poder rotatorio:
Espectro ultra­
violeta:

4,0 O 1 « 16,7 N 1 = 14,4 
S 1  = 15,8

polvo microcristalino (agujas) amarillo
310 - 320° (dáÉío.) (al bloque Maquenne)

¿ p ( J -D “ + 3®° piridina)
(determinación efectuada a partir de 
una solución de 10 y g/ cm .3 en agua 
conteniendo de dimetilformamida)30.
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Máximo de absorción a 242 mjy - E-^cm =525
Máximo de absorción a 322 iap - E ^ c m  = 229

Espectro in- (determinación a partir de comprimidos en 
mezcla con BrK).

frarrojo:
Este espectro se halla representado en la 

figura 1, en la que se han llevado como abscisas, de 
una parte las longitudes de onda expresadas en mieras 
(escala inferior) y de otra parte los námeros de ondas 
en cm“^ (escala superior), y como ordenadas las transmi­
siones en

10. En la tabla I se indioan las principales bandas
de absorción infrarroja para este producto.

TABLA I
3350 P 1101 m tP = muy fuerte
3125 áp 1061 m P = fuerte

15 o 2930 áp 1017 m m = media
1745 m 990 f f = débil
1655 tP 940 f áp = espaldón
1532 tP 918 m
1484 P 890 áp

20. 1425 m 843 m

1385 f 822 f
1342 m 790 m
1308 m 752 P

1235 m
25. 1210 m

1168 m •r'
/■

1150 m
1112 áp

30 El 9«671 R.P. puede identificarse mediante croma-



5.

10 c

15.

tografía sobre pápele El antibiótico ha sido cromato- 
grafiado sobre papel Arche No. 302 impregnado de tampón 
fosfato M/15 a un pH de 7, revelando en sentido descen­
dente por medio de diferentes disolventes o mezclas de 
ellos; los cromatogramas han sido revelados por bio- 
autografía, sobre placas de gelosa nutritiva sembradas 
de S. aureus o 33. subtilis. Los Rf obtenidos aparecen 
indicados en la tabla II.

TABLA II

Disolvente de revelado 
(Capa superior de la mezcla de los diferen­
tes constitutivos)

Rf

Benceno + n butanol 4- agua
(95 : 5 : 25 por volumen)

0,15

Acetato de etilo + metilisobutllcetona 4 * agua 
(20 : 80 : 25 por volumen)

0,15

Acetato de etilo 4- metiüisobutilcetona 4- agua 
(50 : 50 : 25 por volumen)

0,30

Acetato de etilo 4- benceno 4- agua
(40 : 60 : 25 por volumen)

0,05

Cicloexano 4- n butanol 4- agua
(80 : 20 : 25 por volumen

0

Acetato de etilo saturado de agga 0,50

La actividad bacterioestática del 9.671 R.P.
frente a cierto número de gérmenes ha sido determinada
mediante uno de los métodos de dilución corrientemente✓
empleados a tal efecto. Para caáli germen se ha deter­
minado la menor concentración de sustancia que impide 
todo desarrollo visible en un caldo nutritivo apropiado.
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Los resultados de las diversas determinaciones están 
agrupados en la tabla III siguiente, en la que las 
concentraciones bacterioestáticas mínimas están expre­
sadas en microgramos de sustancia por cm3 de medio de 

5» ensayo.



TABLA. III

Microorganismo ensayado
Concentración 
bacterioestáti 
ca mínima 

V fí/cm3

Staphylococcus aureus, variedad 209 P - 1 
ATCC 6538 P

0,0009

Staphylococcus aureus, variedad 133 (Instituto 
Pastear)

0,0019

Staphylococcus aureus, variedad B^ (resistente 
a la estreptomicina y a la penicilina) 0,003

Staphylococcus aureus, variedad Hb (resistente 
a la tetraciclina y a la penicilina) 0,003

Staphylococcus aureus, variedad Launoy 1 (resis 
tente a la tetraciclina, estreptomicina, 
cloroanfenicol y penicilina) 0,0038

Staphylococcus aureus, variedad Launoy 2 (resis 
tente a la tetraciclina, estreptomicina y 
penicilina) 0,0021

Staphylococcus aureus, variedad Beaujon 3 (resis 
tente a la tetraciclina, estreptomicina, 
cloroanfenicol y penicilina) 0,003

Staphylococcus aureus, variedad 2700 R - resis­
tente a la estreptotricina 0,0025

Staphylococcus aureus, variedad 1142 R - resis­
tente a la congocidina 0,0005

Staphylococcus aureus, variedad 3486 R - resis­
tente a la espiramicina 0,0009

Staphylococcus aureus, variedad resistente a la 
carbomicina 0,0005

Staphylococcus aureus, variedad resistente a la 
eritromicina 0,0033

Staphylococcus aureus, variedad resistente al 
cloroanfenicol 0,0012

Staphylococcus aureus, variedad resistente? a la 
novobiocina 0,001

Staphylococcus aureus, variedad resistente a la 
actinomicina 0,0012

Microcuccus citreus - ATCC 8411 0,0038
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TABLA III (Continuación)

Microorganismo ensayado
Concentración 
bacterioestáti- 
ca mínima 

yfí/cm3

Micrococcus lysodeikticus - ATCC 4698 ? 0,003

Gaffkya tetragena (Pac. Phie) 0,0042
Sarcina lútea - ATCC 9341 0,0011

" alba (Pac. Phie) 0,0019
Streptococcus faecalis (Esterocooo de Thiercelin 

Pac. Phie) 0,0106
Streptococcus faecalis - ATCC 9790 0,0007

Streptococcus viridans (Instituto Pasteur) 0,0065
M pyogenes hemolyticus (variedad 

Dig. 7 Instituto Pasteur) 0,00028

Diplococcus pneumoniae (variedad Til, Instituto 
Pasteur) 0,00015

Neisseria catarrhalis (Pac. Phie) 0,0017
Lactobacillus casei - ATCC 7469 0,0007
Bacillus subtilis - ATCC 6633 0,003

" " (variedad ZO 5 A, Pac. Phie) 0,01

" " (variedad 3 R 9675» Merck) 
- ATCC 9524 0,13

Bacillus cereus - ATCC 6630 0,0071
" brevis - ATCC 2185 >138
'* mycoides 0,0043

Mycobacterium smegmatis - ATCC 607 >138
" " - ATCC 607 NR (variedad 

resistente a la neomicina) r 5,07
Mycobacterium smegmatis - ATCC 607 SR (vaciedad 

resistente a la estreptomicina) >138
Mycobacterium phlei - (Instituto Bacteriológico 

de Lyon)
0 , 1 7  I

Mycobacterium para-smegmatis (A 75 - Lausana) 19,2
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Microorganismo ensayado
Concentración 
bacterioestá­
tica mínima 

Nfí/cm3

Escherichia coli - ATOO 9637 , >138
Shigella dysenteriae - Shiga 1 (Instituto Pas- 

teur) id.
Salmonella typhiraurium (Instituto Pasteur) id.

" paratyphi A (Lacasse, Instituto Pas 
teur) ” id.

Salmonella schottmuelleri (paratyphi B) - Fou- 
geno Instituto Pasteur) id.

Bacillus lactis aerogenes (Pac» Phie) id.
Aerobacter aerogenes - ATOO 8308 id.
Alcaligenes faecalis - ATOO 8740 0,0015
Proteus vulgaris (Pac» Phie) >138

" X 19 id.
Klebsiella pneumoniae - ATOO 10.031 >138
Serratia maroescens (A. 476, Lausana) id.
Pseudomonas aeruginosa (variedad Bass - Insti­

tuto Pasteur; id.
Brucella bronchiseptica (CN 387 - Welcome Ins­

tituto) id.
Pasteurella multocina (A.125» Instituto Pas­

teur) 0,0024

El conjunto de los resultados muestra que el 
9«671 R.P. ejerce su actividad antibacteriana sobre 
todo contra las bacterias que tomSn la coloración de 
G-ram. Además, el 9o671 R.P. es activo contra 
variedades de estafilococo hechas resistentes a uno5
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o varios de los antibióticos siguientes: penicilina, 
estreptomicina, tetraciclina, oloroanfenicol, eritro— 
micina, novobiocina, actinomicina, estreptotricina, 
congocidina, espiramicina y carbomidna.

El 9.671 H.P. no posee actividad sobre los11
hongos levuriformes o filamentosos siguientes: Pesta— 
lozzia palmarían, Saccharomyces pastorianus, Stemphylium 
radicinum, Aspergillus niger, Candida albicans, Botrytis 
cinérea, Fusarium oxysporum, Penicillium chrysogenum.

Además, se ha demostrado en el laboratorio que 
el 9.671 R.P. era particularmente activo sobre las 
infecciones estafilocócicas del ratón cuando se le 
administraba in situ. la toxicidad del antibiótico ha 
sido estudiada principalmente sobre el ratón. La dosis 
niÁ-sri mfl tolerada, es decir la dosis máxima con la q[ue 
no se observa ninguna muerte entre los animales (D Lq ) ,  

ha sido determinada administrando el producto por vía 
subcutánea, oral o intraperitoneal.

Vía subcutánea DLq superior o igual a

1 g A g
Vía oral DLq superior o igual a

2,5 g A g
Vía intraperitoneal DLq igual a 0,5 g A g
Poco tóxico para el ratón y bien tolerado por

conejo en aplicación sobre las mucosas, este producto 
es un medicamento de primera clase para el^-tratamiento 
local de las infecciones de cocos grampositivos en el 
hombre y los animales. Particularmente, es muy eficaz 
contra la mamitis de la vaca.

El organismo productos del antibiótico 9.671 RoP.
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pertenece al género streptomyces y se designa con la 
denominación de "Streptomyces 40.037".

Este organismo ha sido aislado de un fragmento 
de tierra tomada de Corrientes (Argentina). El método 
de aislamiento es el siguiente: la tierra tomada se pone 
en suspensién en agua destilada estéril, diluyéndose 
luego la suspensién a diferentes concentraciones; se 
extiende un pequeño volumen de cada dilucién sobre la 
superficie de las cajas de Pétri conteniendo medio 
nutritivo de Emerson o cualquier otro medio adecuado, 
Después de una incubacién de algunos días a 26°, se 
transplantan las colonias de microorganismos que se 
desean aislar sobre gelosas inclinadas a fin de obtener 
cultivos más abundantes.

Siguiendo la clasificacién del "Bergey*s Manual 
of Determinativo Bacteriology" 7a edicién (1957)» para 
el género streptomyces, no se encuentra ninguna cLescrip- 
cién de especie cuyos caracteres de cultivo y propiedades 
bioquímicas coincidan con los del Streptomyces 40.037.
Es por esto por lo que puede considerarse este organismo 
como una especie nueva a la que nosotros hemos atribui­
do el nombre de "Streptomyces actuosus" en razén de su 
actividad.

Morfología miorosoépioa
Dos cultivos sobre láminas en medio de Bennett 

examinados al microscopio muestran la formacién de 
filamentos micelianos ramificados^ así como cadenas de 
esporas características del género streptomyces. Los 
filamentos micelianos presentan numerosísimas cadenas 
de esporas; los filamentos esporífero3 son flexuosos y
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de longitud variable. Las esporas son ovales, con una 
anchura aproximada de 1 miera y longitud de 1,5 mieras 
aproximadamente. Los filamentos micelianos son más 
delgados que los filamentos esporíferos; tienen una
anchura de 0,6 a 0,8 miera aproximadamente.

1
Caracteres generales
Sobre los medios denominados "sintéticos", el 

S. actuosus presenta en general un micelio vegetativo 
incoloro o anaranjado pálido y no produce pigmento 
soluble o pigmentos débiles de color ocre o pardo.
Sobre los medios denominados "orgánicos", forma un 
micelio
vegetativo cuyo color va del pardo amarillento al pardo 
oscuro, y pigmentos solubles de un pardo más o menos 
intenso, según los medios y la edad del cultivo. El 
micelio aéreo no aparece en todos los medios. Cuando 
se produce, es sienrpre blanco al comienzo de su 
desarrollo, colorándose luego en gris medio*

Porma de las colonias aisladas 
Los cultivos monoesporas en cajas de Pétri 

sobre medio de Bennett, muestran colonias redondas, de 
bordes no desflecados; las colonias son bastante 
abombadas, pudiendo presentar un botén central. El 
micelio vegetativo forma numerosos pliegues según los 
radios; es de color anaranjado pálido, como igualmente 
su reverso. El micelio aéreo aparece basábante pronto; 
en primer lugar blanco, evolucionando luego con el 
grado de desarrollo para tornarse gris medio cuando ha 
madurado. Se forma un ligero pigmento pardo en la 

gelosas.30
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Carácter de los cultivos y pro-piedades bioquí­
micas»
Los caracteres de cultivo y las propiedades 

bioquímicas del Streptoznyces actuosus han sido
examinadas sobre las gelosas nutritivas y sobre los cal-

1dos nutritivos habitualmente utilizados para identificar 
las variedades de Streptomyces. Las observaciones 
efectuadas están anotadas en la siguiente Tabla IV; se 
refieren a cultivos incubados a 26° durante 27 días»
La mayor parte de los medios de cultivo empleados han 
sido preparados segdn las fórmulas contenidas en "The 
Actionomycetes", de S»A* Waksman, páginas 193-197» 
Chronica Botánica Company, Waltham (Mass). Estados 
Unidos, 1950; en este caso, se indican con el námero 
que les ha sido atribuido en "The Actinomycetes"»

• r
/
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Referencias o constitución de los medios no 
descritos en "The Actinomycetes":

A : K.Ii. Jones, J. Bacteriology, 57 o 142 (1949)
B : A.Ho Williams, E. McCoy, App. Microbiology 

1, 307 (1953).
C : Obtenida sustituyendo en la fórmula indicada 

por Waksman para el "Czapek's synthetio 
sucrose agar" (l) la sacarosa por un 3$ de 
glucosa.

D i Malato de calcio 1$, C1NH., 0,05$; PO HK ,
* * *T* fa

0,05$; gelosa, 2$.
E s Feptona, 0,5$; extraoto de carne, Q3,$; 

tirosina, 0,5$; gelosa, 2$.
F : "Plain gelatina" preparada según las indica­

ciones del "Manual of methods for puré" 
Culture Study of Bacteria" de la Society of 
American Bacteriologists (II^q - 18).

G : Obtenido sustituyendo en la fórmula indicada 
por Waksman para el "Czapek1s suorose broth" 
(18) la sacarosa por un 3$ de glucosa.

H : Según la fórmula indicada en el "Manual of 
Methods for puré, Culture Study of Bacteria" 
de la Society of Amerioan Bacteriologists 
(II50 - 18).

J : Grundy y col. Antibiotios and Ohemotherapy,
1 309, (1961).

K ¡ Preparada con lech^ descremada en polvo
marca Gayelord Hauser según las indicaciones 
del fabricante.

30. Utilización de diversos elementos hidrooarbonados
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(segán el método de Pridham (ToG. )/Gottlieb (D) — J. Bacto 

56 167 ¿19487).
Los cultivos se han efectuado sobre gelosas 

inclinadas» La incubación se ha realizado a 26°. Entre 
los elementos que provocan un crecimiento rápido y 
completo con formación de micelio aéreo y de esporas 
en 10 días, se encuentran la glucosa, maltosa, lactosa, 
sacarosa, almidón, dextrina, xilosa, rafinosa, ribosa, 
inulina, fructosa, mannosa, arabinosa, ramnosa, galac­
tosa, manitol, inositol, meso—inositol, glicerol, acetato 
de sodio, citrato de sodio y ácido succínico.

La sorbosa, srobitol, eritritol, adonitol, 
dulcitol, no permiten el desarrollo o no dan lugar más 
que a un desarrollo extremadamente restringido. Puede 
decirse pues que estos elementos no son utilizados.

Comparación entre el S. aotuosus .v dos varieda­
des de streptomvoes descritos en nBerge.y*s 
Manual of Determinativa Baoteriology11 
Estas dos variedades, Streptomyces fasciculus 

(descrita en su origen por Krassilnikov) y Streptomyces 
carnosus (descrita por Millard y Burr), son las que más 
se aproximan a la variedad productora del 9671 R«P*» 
denominada aquí Streptomyces actuosus.

Las diferencias de caracteres de cultivo y de 
las propiedades bioquímicas se indioan en la Tabla V.
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S. fasciculus S. car no sus S. actuosus

Filamentos esporí 
feros ”

Rectos Flexuosos

Forma de las espo 
ras

Oblonga Oval

Gelosa sintética 
sácarosada (1)

Micelio vegetati­
vo gris ahumado 
páli do; exudaci ón 
incolora en goti— 
tas sobre toda la 
superficie.

Micelio vege 
tativo inco­
loro: sin 
exudación

Gelosa sintética 
glucosada: (C)

— Micelio vegetati­
vo gris oliva pá­
lido

Micelio vege 
tativo inco­
loro

Gelosa nutritiva 
(5)

Micelio aéreo po 
co desarrollado, 
gris.

— Sin micelio 
aéreo

Gelatina (F) Licuación media Licuación rápida Licuación 
lenta e in­
completa.

leche (K) Coagulación y 
peptonización 
rápida.

Coagulación segui 
da de licuación

Sin coagula 
ción, pepto- 
nizacion len 
ta.

Almidón (19) Hidrólisis rápi 
da

Hidrólisis Hidrólisis 
lenta e in­
completa (de 
tenida en la 
fase dextri- 
na).

Nitrato (H) Reducción débil 
en nitrito

Reducción Buena reduc­
ción

El procedimiento de preparación ̂ é l  antibiótico 9671 
R„P, consiste esencialmente en cultivar el Streptomyces 
40.037 o sus mutaciones sobre un medio y en condiciones 
apropiadas y en separar seguidamente el antibiótico

5» formado en el curso del cultivoo
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El cultivo del Streptomyces 40.037 puede efec­
tuarse por cualquier método de cultivo aeróbico en superfi­
cie o en profundidad, siendo sin embargo preferible 
éste último por razones de comodidad, Se utilizan a 
este fin los diferentes tipos de aparatos en uso 
actualmente en la industria de las fermentaciones.

Se puede usar particularmente la siguiente 
marcha para la conducción de las operaciones

Streptomyces 40.037 -.material 
4/Cultivos sobre gelosa 
4/Cultivo en frasco agitado |
4/Cultivo inoculum en fermentador 
4/

Cultivo de producción en fermentador
El medio de fermentación debe contener esencial- I 

mente una fuente de carbono y otra de nitrógeno asimi­
lables, elementos minerales y eventualmente factores 
de crecimiento, pudiendo ser aportados todos ellos 
elementos en forma de productos bien definidos o por 
mezclas complejas, tales como las que se encuentran en 
productos biológicos de orígenes diversos. '

Como fuente de carbono asimilable se pueden 
utilizar hidratos de carbono tales como la glucosa, 
sacarosa, lactosa, dextrinas, almidón, melasas u otras 
sustancias hidrocarbonadas como los azúcares alooholess 
glicerol, manitol, o como ciertos ácidos orgánicos! 
ácidos láctico, cítrico, tartárico. Cierros aceites 
animales o vegetales como el aceite de tocino o el de 
soja, pueden sustituir ventajosamente estas diferentes 
fuentes hidrocarbonadas, o adjuntárseles.

Las fuentes adecuadas de nitrógeno asimilable30
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son extremadamente variadas. Pueden ser sustancias 
químicas muy simples como los nitratos, las sales 
minerales y orgánicas de amonio, la urea, los ácidos 
aminados. Pueden aportarse también por sustancias 
complejas que contengan principalmente el nitrógeno en 
forma protídica: caseína, lactalbúmina, gluten y sus 
hidrolisados, harinas de soja, de aráquida, de pescado, 
extractos de carne, de levadura, solubles de destiladores, 
Hcorn-steep", etc.

Entre los elementos minerales añadidos, algunos 
pueden tener un efecto amortiguador neutralizando, como 
los fosfatos alcalinos o alcalino-térreos o los 
carbonatos de calcio y de magnesio.

Otros aportan el equilibrio iónico necesario 
al desarrollo del Streptomyce 4-0.037 y a la elaboración 
del antibiótico, como los cloruros y sulfatos de los 
metales alcalinos y alcalino-térreos. Finalmente, 
algunos actúan más especialmente como activadores de las 
reacciones metabólicas del Streptomyces 40.037: tales 
son las sales de zinc, cobalto, hierro, cobre y manganeso.

El pH del medio de fermentación al comienzo 
del cultivo debe estar comprendido entre 6,0 y 7,6. La 
temperatura óptima para la fermentación es de 26-27°, 
pero se obtiene una producción satisfactoria para 
temperaturas comprendidas entre 23 y 35o* La aeración 
de la fermentación puede variar entre valores bastante

y

amplios. Se ha observado sin eirfSargo que unas aeraciones 
de 0,5 a 2 litros de aire por litro de caldo y por minuto 
convienen particularmente bien. El rendimiento máximo 
en antibiótico se obtiene después de 3 a 5 días de cultivo,
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dependiendo este tiempo esencialmente del medio utilizado.
De acuerdo con lo que antecede, se comprende

que las condiciones generales del cultivo del Streptomyces
40.037 para la producción del antibiótico pueden variar
en una medida bastante amplia y adaptarse a cada necesi-

1dad particular.
El 9671 R.P. puede aislarse a partir de los

mostos de fermentación por diferentes métodos. El mosto
de fermentación puede filtrarse a un pH comprendido
entre 6 y 9, pero en esté caso una parte importante de
la actividad queda en la masa de filtración, que es
preciso tratar igualmente para extraer el producto
activo. Es pues preferible realizar la filtración en un
intervalo de pH comprendido entre 1 y 6; en estas
condiciones, la actividad queda en la masa de filtración,
de la que puede extraerse mediante un disolvente del
grupo de los alcoholes alifáticos, tal como metanol,
etaaol, propanoles o butanoles, del grupo de las cetonas
tal como la acetona o la metilisobutilcetona, del grupo
de los esteres tal como el acetato de etilo. Se puede
someter igualmente el mosto de fermentación a una
extracción por un disolvente orgánico no mezclable con
el agua, elegido del grupo de los alcohiles alifáticos
en C, o O , de las cetonas o de los ásteres. En este 

4 5
caso la actividad pasa a la fase orgánica, que es 
separada de la fase acuosa por filtración^o centrifuga­
ción. **"

El producto bruto puede aislarse a partir de 
las soluciones orgánicas indicadas anteriormente por 
concentración de la solución orgánica en un escaso
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volumen. Por refrigeración o por adición de un mal 
disolvente del 9671 R.P., tal como el óter de petróleo 
o el cicloexano, el antibiótico bruto precipita. Guando 
el antibiótico se encuentra en el filtrado de los mostos 
de cultivo, se somete esta solución a una extracción 
por un disolvente no mezclable con agua, tal como un 
alcohol alifático en 0^ o 0^, una cetona como la metil- 
isobutilcetona, un áster como el acetato de etilo o el 
acetato de amilo o un disolvente clorado como el cloro­
formo o el dicloretano. Se procede entonces como se 
mencionó anteriormente: concentración en un escaso 
volumen y precipitación.

El 9671 R.P. puede cristalizarse entonces por 
disolución del precipitado así obtenido en el ácido 
acético bajo ligero calentamiento y refrigeración. En 
el caso en que el producto bruto sea demasiado impuro 
para ser directamente cristalizado, o si se desea obtener 
un producto muy puro, es ventajoso someter el anti­
biótico bruto a una doble purificación, la primera 
consiste en lavar el antibiótico bruto con un disolvente 
orgánico en el que sea poco o nada soluble, por ejemplo 
metanol, etanol, benceno o éter de petróleo, filtrar y 
secar, la segunda consiste en someter el antibiótico 
ya parcialmente purificado por el lavado anteriormente 
descrito, a una cromatografía. Esta puede realizarse 
utilizando una columna de alúmina sobre la que se pasa 
una solución del producto en un***disolvente adecuado.
Como disolvente se puede utilizar, por ejemplo, uno 
clorado, como el cloroformo o el dicloretano o una mezcla 
de uno de estos disolventes clorados con un disolvente
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en el que el antibiótico sea poco soluble, como por 
ejemplo el metanol o el etanol. El producto es sometido 
a elución por el mismo disolvente. El material resul­
tante de la elución es concentrado y el antibiótico
precipitado por adición de un mal disolvente como se ha

1
indicado anteriormente.

Los productos así purificados son disueltos con 
ligero calentamiento en ácido acático glacial o acuoso. 
Despuls de la filtración de la solución y de la adición 
de agua, se efectúa la cristalización por refrigeración 
con agitación lenta.

Es comprensible que los diferentes métodos in­
dicados pueden aplicarse sucesivamente en un orden variado 
o repetirse varias veces, según los imperativos de la 
fabricación, para obtener el 9671 R.P. bajo una forma 
conveniente a las aplicaciones consideradas.

Los ejemplares siguientes, ofrecidos a título 
no limitativo, muestran cómo puede ponerse en práctica 
la invención. En lo que sigue, la actividad es determi­
nada en todos los casos por un método turbidimétrico con 
Staphylococcus aureus 209 P como germen sensible y con 
relación a una muestra de producto puro y cristalizado 
como patrón. Esta actividad se expresa pues en micro- 
gramos ( pg) de producto cristalizado patrón por mg para 
los productos sólidos, y en yg de producto cristalizado 
patrón por cm3 para las soluciones.

Ejemplo 1 **
Se carga en un fermentador de 75 litros: "cora- 

steep" (50?° de extracto seco), 800 g; sacarosa, 1200 g; 
sulfato de amonio, 80 g; agua del grifo, 35 litros.



22

5 o

10o

15.

20.

25.

30.

Se ajusta el pH hacia 5»2 mediante adición de 
20 cm3 de sosa (d = 1,33 seguidamente se añaden 300 g 
de carbonato cálcico.

Se esteriliza el medio a 122° durante 40 
minutos por chapoteo de vapor. D‘espu©s de la esterili­
zación y refrigeración a 27°, ©1 volumen final del caldo 
es de 40 litros y el pH de 7,15. Seguidamente se siembra 
el medioccon 250 cm3 de un cultivo en erlenmeyer agitado 
de la variedad Streptomyces 40.037.

El cultivo contenido en el fermentador es 
aireado con aire estéril de un caudal de 3 m3/h.ora y 
agitado por una hélice girando a 400 rpm. La temperatura 
se mantiene a 27°. El pH del medio permanece en su valor 
inicial (7,15) durante 4 horas, descendiendo luego 
lentamente hasta alcanzar 6,85. El desarrollo del hongo 
corresponde a esta baja de pH y es conveniente xjara Ia 
siembra del cultivo productor 28 horas después de la 

siembra.
El cultivo productor se efectúa en fermentador 

de 350 litros cargado con las siguientes sustancias:
8 kg de harina de soja, 1 kg de solubles de destiladores,
1 kg de glucosa (hidratada), 4 litros de aceite de soja,
2 kg de carbonato de calcio, 2 kg de cloruro de sodio y 
175 litros de agua.

El pH del medio antes de la esterilización es 
de 6,95. El medio se esteriliza a 122°jurante 40 
minutos por chapoteo de vapor. Después de la esteriliza­
ción y de la refrigeración a 27°, el volumen final del 
caldo es de 200 litros y el pH de 7,20. El medio es 
entonces sembrado con 20 litros del cultivo precedente
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en fermentador de 75 litros. Se agita el medio mediante 
una turbina girando a 205 rpm y se airea con 10 m3/h de 
aire estéril y mantenido a 27°.

El pH desciende lentamente durante 24 horas, 
después de lo cual vuelve a subir.1 Es con esta nueva 
subida del pH como se inicia la producción del anti­
biótico. El final de la fermentación no es indicado por 
ningún accidente en la curva de evolución del pH; tiene 
lugar al cabo de 90 horas aproximadamente. La actividad 
del medio es entonces de 295 f/g/em3.

E.i emolo 2
Se disponen en un recipiente provisto de un 

dispositivo de agitación, 190 litros de mosto de fer­
mentación (título 295 (Jg/cm3 del ejemplo l). Se agita 
el mosto durante una hora con 110 litros de butanol ajus­
tando el pH en 5 por medio de ácido clorhídrico diluido9 

adicionándole luego 19 kg de coadyuvante de filtración.
Se filtra la mezcla con filtro prensa y la masa es lavada 
con 50 litros de agua. La fase orgánica es separada y 
luego lavada por 11 litros de agua a un pH 9 y luego 
por 11 litros de agua a un pH de 5. Se separa de nuevo 
la capa orgánica y luego se concentra a presión reducida 
a l/lOO del volumen inicial del mosto, o sea a 1,9 litros. 
Después de 24 horas de reposo en -cámara fría, se crea 
el precipitado obtenido, se lava y se seca. Se obtienen 
88 g de producto bruto de una actividad de 434 yg/mg.

templo.,.3
70 g del producto obtenido en el ejemplo 2 y de 

un titulo de 434 yg/mg, son puestos en suspensión en 
1400 cm3 de metanol y agitados durante, una hora a 30°.
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El material insoluble es oreado y secado. Se obtienen 
29 g de un producto que posee una actividad de 825 yg/mg.

Se disuelve este producto en 750 cm3 de una 
mezcla de cloroformo y metanol (90 : 10 por volumen). Se 
filtra la solución y luego se cromatografía sobre una

í

columna q.ue contiene 600 g de alúmina (altura de la colum­
na, 61, cm. diámetro, 3,5 cm). Se revela el cromatograma 
y se efectúa su elución con 1500 cm3 de la misma mezcla 
cloroformo-metanol.

Se unen las fracciones ricas, se concentran a 
presión reducida a 40 cm3 y se precipitan con 400 cm3 de 
exanOo El precipitado es oreado, lavado y secado. Se 
obtienen 23 g de producto de una actividad de 950 yg/mg.

Se calienta a 50° durante 5 minutos una suspen­
sión de 10 g de este último producto (de un título de 
950 yg/mg) en 200 cm3 de ácido acético glacial. la 
solución es filtrada, adicionada con 2,5 cm3 de agua y 
refrigerada lentamente, los cristales obtenidos son 
oreados, lavados y secados. Se obtienen 8 g de producto 
puro de una actividad de 1000 ^g/mg.

E.iemplo 4
Se colocan en un depósito provisto de un dispo­

sitivo de agitación 170 litros de mosto de fermentación 
de una actividad de 166 yg/cm3. Se lleva el pH a 5 
con ácido sulfúrico diluido. Se añaden 95 litros de 
acetato de etilo y se agita la mezcla durante una ñora.
Se separa la fase orgánica por Centrifugación en una 
centrifugadora capaz de separar un disolvente orgánico 
de una suspensión acuosa de materiales insolubles 
(Westphalia SKGG 205). Se recogen 82 litros de solución
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orgánica, que se lava y luego se concentra a,presión
reducida a 1,7 litros. Después del tratamiento como en
el ejemplo 2, se obtienen 61 g de producto de una
actividad de 320 pg/mg.

35 g de este producto son^'puestos en suspensión 
en 700 cm3 de metanol y agitados durante una hora a 30°. 
El precipitado es oreado y secado. Se obtienen 11,1 g 
de producto de una actividad de 725 yg/mgo

Por disolución de 10 g de este producto en 200 
cm3 de ácido acético glacial y tratamiento como en el 
ejemplo 3, se obtienen 6,3 g de producto cristalizado, 
de una actividad de 925 ^g/mg.

N O T A
Descrita suficientemente la naturaleza del 

invento asi como la manera de realizarlo en la práctica 
debe hacerse constar que la disposición anteriormente 
indicada es susceptible de modificaciones de detalle en 
cuanto no alteren sus principios fundamentales. También 
se hace constar que el invento corresponde a una 
prioridad de patente presentada en Francia con fecha 
24 de febrero de 1961, nám, FV 853o794, acogiéndose, 
por lo tanto, a los beneficios que conceden los 
Convenios Internacionales, en vigor, y siendo lo que 
constituye la esencia del referido invento y por lo 
que se solicita Patente de invención en España por 
veinte años de; "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DE UN 
NUEVO ANTIBIOTICO"; caracterizándose por lo siguiente: 

1§.- Procedimiento de preparación de un nuevo 
antibiótico, designado por la referencia 9671 R.P. 
caracterizado porque comprende la inoculación de un



t

medio nutritivo acuoso que contiene fuentes asimilables 
de carbono, nitrógeno y sales minerales con un cultivo 
del organismo designado por Streptomyces aotuosus o 
una de sus mutaciones productoras del antibiótico, la 

5® fermentación aeróbica de este medico hasta la producción
de una actividad antibiótica conveniente y el aislamiento 
del antibiótico a partir del medio de fermentación®

23,— Procedimiento de preparación de un nuevo 
antibiótico, tal y como queda substancialmente descrito 

10. en la presente Memoria.
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