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A&éte:

■VÍ;*;'V-

:* . •i vi-X
■? ..•

"Procedimiento de preparación de un nuevo 
antibiótico",'

EHONE-POULEHO S,A., entidad francesa, residente 
en: 2 , rué Jean Goujon, PARIS, Franoia.
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La presente invenolén tiene por objeto 
un nuevo antibiótico, designado en adelante por 
el número 11,072 R«P«, particularmente activo 
sobre las micobacterlas y algunos otros gérmenes 

5, grampositivos. Este antibiótico presenta un in-
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terás muy espeoial en el sentido de que posee la 
misma actividad sobre mloobaoterias resistentes 
a otros antibióticos* tales oomo la estreptomi­
cina, neomicina* kanamioina, que sobre mioobao- 
terias sensibles a estos antibióticos* Este nue­
vo antibiótico se produce por oultivo en oon- 
dioiones artificiales de microorganismos identi­
ficados mós completamente líneas adelante y per­
tenecientes al género streptomyees*

El 11*072 R*P* cristalizado es soluble 
en metanol* etanol, acetona* oloroformo clo­
ruro de metileno* oetato de etilo* dioxano* 
piridina* dimetilformamida y éter* es escasa­
mente soluble en agua y .¿sido de isopropilo e 
insoluble en éter de petróleo* El antibiótico 
11*072 RoP* se distingue pues por una fuerte 
solubilidad en numerosos disolventes orgánicos*
En partioular* el ooefiolente de repartición 
del 11*072 R.P. entre los disolventes orgánioos 
no mezolables con agua, butanol* aoetato de 
etilo y di dore taño y el filtrado de oultivo 
(gase acuosa) es siempre superior a 20.

El 11*072 R.P. da ensayos negativos 
en las siguientes reacciones: reaooión del blu- 
ret* reaooión de Sakaguchl* reaooión a la nin- 
bidrina* reacción de Molisoh* reaooión de Xollens* 
reacción de Ehrliob* reaooión a la dlnitro-2*4- 
fenilhidrazlna. Da ensayos positivos en las si­
guientes reaooiones: reaooión a,la niiMdrlna 
después de hidrólisis j£oida* reaooión al per-
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2780manganato de potasio* reaooilja al lioor de Pehling, 
reaoción de Salivanoff y reaoción de Hache. Es- 
toa ensayos demuestran que el 11.072 B.P. contie­
ne amlno-^eidos y agrupaciones osídioas, pero 
no oíolo aromático. Se han determinado por croma­
tografía sobre papel los amino-sáoidoe presentes 
en la molóoula del 11.072 B.P. f después de haberlo 
hidrollzado durante 24 horas en ¿oído clorhídrico 
6tf: se han identificado así particularmente la 
gliooina, la pro lina, la leuoina y la isoleuoina.

El antibiótico 11.072 B.P. oontiene 
oarbono, hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. Su oom- 
posioión elemental es la siguientes 61»85 a 61,907* 
de 0; 8,9 a 8,957* de H; 16,7 a 1 7 , de O y 12,29 
a 12,357* de B;

Se oaraoteriza por las siguientes pro­
piedades físioas:

Aspeoto Polvo miorooristalino blanco
Punto de fusión 222-223®20Poder rotatorio (Alfa)̂  ■ -100® ¿5® (o « 1,

metanol)Análisis funcionáis
-  0 -  OHj If297*
- 00 -  CH • • . . . . . . . . . . . . . 5,107*

-  0 - OH3 24,457*

“ H - 0H3 W. . • •l«‘* ...••• 13,307*

Espeotro ultravioleta (determinación a 
partir de soluolones de 10 yg/cm3 y 100 jjg/om3 en 
metanol).

m escasa absoroión a bajas longitudes de onda
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278055
- sin máxima absorción entre 200 y 400 oy «r 

Sspeotro infrarrojo (determinación a 
partir de comprimidos en mezcla oon BrK)*

Este espeotro se representa en la fi-

i

:X\~

5#- gara 1» en la que se han trazado en abscisas, por
una parte las longitudes de onda salpresadas en 
mioras (escala inferior) y por otra parte los 
n&aeros de ondas en oaf*1 (esoala superior), y 
en ordenadas las transmisiones en &

10* En la labia I se indioan las prlnolpa-
les bandas de absoroión infrarroja para este
produoto,

T A B L A - I.
3330 7 1178 7

' *•. -r *v

15^ 2975 F 1141 m *
‘ V" ' .

2905 d 1126 m ■ V

1782 F 1102 m - í ...

1666 mT 1079 F i : -K -•i..; •• ••I -̂ V'
1640 mV 1091 d !';«?; -

20# 1620 mF 1022 m
1535 F 926 m

h $ : :te-"
1472 m 891 md
1449 F 876 md
1414 m 862 d ;í-v»

25* 1388 m 843 m h •i
1371 m 826 m í- .1 '
1350 m 782 d mF * muy fuer­te ; t;VV' '•i
1302 F 760 d F » fuerte •*•**•'. -*; • 

>\Y-« •'
1283 m 724 d o »  media H-%-

30» 1270 m 711 m d * d£bil Y F
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1238 d 663 m md • muy dé­
bil 1

1197 t t =• tope
El 11*072 R.P. puede identifi oarse aegjSn 

la cromatografía sobre papel. El antibiótioo ha 
sido oromatografiado sobre papel Archas» No. 302 
revelando en sentido descendente por medio de di­
ferentes disolvente o méselas de disolventes* los 
oromatogramas han sido revelados por bioautografía 
sobre placas de gelosa nutritiva sembradas por Ifly— 
oobaoterina 607 ¿ Saroina lútea. Los Rf obtenidos 
se indican en la labia IIv
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Disolvente de revelado Rf obtenidos

Pase ligera de la mezola benoeno + n butanol 
+ agua (75 * 25 * 25 en volúmenes)

1,0

Fase ligera de la mezola benoeno 4 n butanol 
* agua (25 * 75 * 25 en ‘volúmenes) 1,0

Tase ligera de la mezola benoeno + aoetato de 
etilo 4 agua (95 « 5 * 25 en volúmenes) 0,20

Idem, ídem (87 * 13 * 25 en vol&nenes) 0,45
Idem, ídem (85 * 15 * 25 en volúmenes) 0,60
Pase ligera de la mezola benoeno 4* cloroformo 

+ agua (80 t 20 i 25 en volúmenes) 0,20
Idem, ídem (75 : 25 t 25 en volúmenes) 0,30

Idem, ídem (65 * 25 i 25 en volúmenes) 0,40
Idem, ídem (25 * 75 * 25 en volúmenes) 1.0
Agua destilada 0,60
n Propanol 4 agua (5 i 95 en volúmenes) 0,70

" (15* 85 en volúmenes) 0,80
" (25* 75 en volúmenes) 0,90
” (75* 25 en volúmenes) 1,0

Estas cromatografías muestran que el 
11*072 R*P* contiene una sola austanola acti­
va*
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a* ¿ ' r* o /La aotividad baot erió s t át lóaf del 11,072 

R*P* fronte a oierto número de gérmenes ha sido 
determinada por uno de los métodos de diluoidn 
corrientemente empleados a tal efecto* Para cada 
germen se ha determinado la más pequeña concen­
tración de sustanola que Impide todo desarrollo 
visible en un caldo nutritivo apropiado* los re-* 
sultados de las diversas determinaciones están 
agrupados en la siguiente tabla, en la que se 
expresan las concentraciones baoteriostáti cas 
mínimas en miorogramos de sustanola por cm3 de 
medio de ensayo*
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T A B L A -IV t Acolan sobre mlcobacterlfla restantes a otros
antibióticos

Rasas bacterianas
Concentraciones 
bacterloetátloae en y g/om3

Mycobacterium tuberculosis, raza Vy 0 VJ1 1 H

Myoobaoterium tuberculosis, rasa Vy (resistente a la estreptomicina) 1 - 5
Myoobaoterium tuberculosis, raza Vy 
(resistente a la neomicizia) 1 - 5
Myoobaoterium tuberculosis, raza Vy (resistente a la viomioina) 1 - 5
^Myoobaoterium tuberculosis, raza Vy 
(Resistente a la kanamioina)
------------------------------------------- 1

1 - 5
..—  ■ ■ ,. ..

finalmente, el 11,072 H.P. se ha mostrado 
igualmente activo sobre numerosas razas aisladas a 
partir de productos patológicos de enfermos, como
lo muestra la Tabla V*



I A B L A - Ti Aocl¿n sobre rag«« Mvcofraoterlum tuberculosis 

aleladas de productos patológicos

Razas bacterianas(event ualmente designadas por un números daré 
correspondiente al enfermo sobre el que ha ai 
do aislada)

Cono entraoiones 
baoterlostátlcas en 

y g/oBx3

H 37 Rv 0 • 03 1 H

Arl. 1 - 2
Ve. 0,8 - 1
Fa. o • 03 t H

Bat. u>•of«ko

Bar. (raza resistente a la lsoniazida) 1 - 2
Er. (raza resistente a la isoniazida) 1 - 2
B V (raza polirresistente) 1 - 2
Sav. (raza polirresistente) 2 - 4
Bid* (raza bovina) 2 - 4
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la actividad antibiótiea in vi tro del 
11.072 B.P. sobre mioobaoterlas ha sido confirma­
da in vivo sobre animales de laboratorio infeota­
dos experimentalmente por mioroorganismos tales 
como el baoilo tuberculoso (rasas virulentas Vy 
y Br)v Se ha mostrado en partloular muy aotivo 
«n el ratón por vía subcutánea y oral: ademáB, 
se ha mostrado igualmente aotivo por vía oral 
sobre la tuberculosis del conejillo de Indias.

El antibiótico 11.072 R.P. puede obte­
nerse por cultivo aeróbioo de olertos Streptomy 
oes, en particular del NS. oaelious" ^"deposita­
do en el Northern Regional Research Laboratory 
de Peoría (Illinois)y Estados Unidos} bajo la 
referenoia NRRL 2957_7 7 «1 "S. griaeus 20.129“ 

depositado bajo la referencia NRRL 2986_7«
El S. oaelious ha sido aislado de un 

fragmento de tierra tomada oerca de Hadrás» en 
1a  India. El método de aislamiento es el sl- 
¿guíente: la toma de tierra se pone en suspensión 
en agua destilada estéril y luego se diluye la 
suspensión en diferentes concentraciones; se ex­
tiende un pequeño volumen de oada diluoión sobre 
1a superficie de oajas de Petrl oontenlendo me­
dio nutritivo de Emerson o cualquier otro apro- 
piado. Lespuós de una lnoubaoión de algunos días 
a 26®, se trasplantan las colonias de mioroor- 
¿¡anlsmos que se desean aislar a gelosas Indina­
das a fin de obtener cultivos más abundantes.

En la clasificación del "Bergey'e Manual
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of letexmlnatlve Baoteriology" séptima edioién (1957)
para el ¿¿ñero streptomyoes no se halla ninguna 
descripción de especie cuyos carao teres de cultivo 
y propiedades bioquímicas coincidan oon los de este 
Streptomyoes. Es por ello que este organismo puede 
oonsldorarse como nueva aspeóle a la que se le ha 
atribuido el nombre de "Streptomyoes oaelious" en 
razón al oolor de su aparato aéreo esporulento y a 
su capacidad de formar un pigmento azul sobre cier­
to número de medios de oultivo.

Seguidamente se definen los oaraoteres 
de esta nueva especie.

El Streptomyoes oaelieus forma esporas de 
forma oval a cilindrica de extremos muy redondea­
dos! que miden 0,6 - 0,8 por 0,9 - 1#2 fj » sostenidas 
sobre largos filamentos esporiferos enrollados en 
espirales apretadas de forma alargada, conte­
niendo fácilmente hasta 10 a 15 vueltas, los es- 
por¿foros asi oonstltuidos están insertados en hifas 
aireas de 0,3 a 0,5 j> de diámetro; su inseroién 
es mon¿poda. Este modo de esporulacién sitia al 
£. oaelieus en la seocién "Spira" de la olasifi- 
caoién de los Streptomyoes de Pridham ipllied 
Klcrobiology, £, 52-79» (1958)J7; se ha observado y 
hallado idéntico en loe medios de cultivo si­
guientes, recomendados a este fin por Pridham* 
gelosa slntétloa de Caapek, gelosa de Hlokey y 
Tresnar, gelosa de extracto de tomate y de hari­
na de avena, gelosa de almidén y sales minerales 
y gelosa de Eennett.
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El Streptomyoes oaelious tiene cono ca­
racteres particulares» por una parte» el presen­
tar un aparato aireo esporulento de oolor azul y, 
por otra parte» el formar abundantemente un pig­
mento azul de intensidad sostenida en oierto ná- 
mero de medios de cultivo» en particular ciertos 
medies sintáftioos en los que puede apreciarse par­
ticularmente. Con gran freouenoia este pigmento 
empieza a elaborarse desde los primeros días de 
oultivo» dando a estos medios un tinte azul vivó» 
luego su produociln es tan abundante qtue su acu­
mulación da oon gran rapidez a la gelosa un tinte 
azul-netro extremadamente acentuado. En ciertos 
medios orgánicos» este pigmento azul es más o me­
nos ensombrecido por un pigmento negro elaborado 
independientemente.

Se puede diferenciar el Streptomyoes 
oaelious de todas las especies de Streptomyoes 
productoras de pigmento azul» desorltas bas­
ta ahora» por las siguientes razones t

A. El 8, oaelious produoe un pigmento 
ouya odoración es susoeptibLe de variación se- 
g|n el grado de acidez o de alcalinidad del me­
dio y oambla a rojo en medio ácido, como lo ha- 
oe el pigmento que produoe el Streptomyoes oas­
ilo olor. Si se oonsideran las especies desori- 
t&s en la olasificaoión de Bergey (e,óptima edi- 
oión), es la especie S. coelicolor (S. violaceoru- 
ber de Wakaman y Curtís) la que más se aproximar* 
ría a causa de esta producción de pigmento.

~  7  i t;
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Difiere sin embargo e|^npláiment^ <£ó seta especie 
por los siguientes detalles*

a) La ooloraoián del aparato ajáreo es- 
porulado del S. oaellous es de un azul olaro li­
geramente verdoso, en tanto que es gris para el 
S. ooelioolor (S. violaeeoruber); la comparaolán 
de cultivos de las dos espeoies efectuada simul­
táneamente, no deja ninguna duda respeoto a la 
diferencia de ooloraoián de los aparatos aéreos.

b) El S. oaelicua forma filamentos 
saporíferos muy largos que se enrollan en espira­
les apretadas y alargadas formando fácilmente 
hasta 10 a 15 vueltas. El aspecto de los fila­
mentos esporulados difiere del de los filamentos 
del S. ooelioolor (S. violaeeoruber) en que no 
forman más que espirales pooo apretadas, oon un 
número de vueltas mucho más limitado.

o) SI Sr.oaelious, contrariamente al S« 
ooelioolor (S. violaeeoruber), es una raza oro- 
mágena, produciendo un pigmento negruzco, en par- 
tioular sobre la gelosa de maltosa-triptona de 
Williams y MoCoy*

B. Kutzaer y Waksman (j. of Eact. 78 
528-538, 1959) han trazado un cuadro de las espe- 
oles de Streptomyoes que produce un pigmento azul; 
entre ellas sálo se destaoan dos especies con mice­
lio aéreo azul* el S. oaeruleus de Baldaoci y el 
S. oyaneus de Kraasilnikov. El S. oaeruleous, al 
no tener filamentos esporíferos en forma cLe es­
pirales, no entra en la misma seociján de olasi-
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£icaci,¿n que el S. oaelPSüett Ssn^oraáto al S. oyaneus, 
la naturaleza de su pigmento, ouyo oolor es insen­
sible a las variaciones de pH del medio, es diferen­
te a la del pigmento del S. oaelious.

líos oaraoteres de cultivo y las propie­
dades bioquímicas del Streptomyoes oaelious han 
sido examinados sobre las gelosas nutritivas y  

oaldos nutritivos habitualmente utilizados para 
examinar el aspeoto de las razas de estreptomyoes*’ 
las observaciones efeotuadas se lndioan en el 
ouadro siguiente; salvo indicaciones preoisadas, 
se refieren a oultlvo de dos a tres semanas a 
262, nevados a un buen estado de desarrollo, la 
mayor parte de los medios de cultivo empleados 
han sido preparados segán las fórmulas indioadas 
en "The Aotinomyoetes11, S.A., Yaksman, p. 193-197, 
Chronioa Botánica Company, Valtham (Haas), Esta­
dos Unidos, 1950; en este oaso, están indicados 
por la letra V, seguida del número que les ha 
sido atribuido en "The Aotinomycotes". las otras 
referenoias han sido indioadas al final de cua­
dros

Siguiendo el método de Pridham y Gottlieb 
(J. of Baot ¿6, 107 - 114, 1948)» se observa que 
el Streptomyoes oaelious utiliza como fuente de 
carbono los elementos siguientes) xilosa, ara- 
binosa, rhamnosa, levulosa, gluooea, galactosa, 
mannosa, laotosa, maltosa, saoarosa, trehalosa, 
oelobiosa, rafinosa, dextrina, almidón, glioerina, 
adonita, mannita, inosita. No utilizas la sorbosa,
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la eritrina, la dulcita y la sorbita.
Como fuente de nitrógeno, el Streptomyoes 

caelioua utiliza los siguientes elementos: S0^(HH^)2, 
adenosina, urea, asparagina, glicina, alanina, va- 
lina, ácido glutámlco, arglnina, 11alna, treonlna, 
fenllalanlna, tlrosina, prolina, histidina, NO^Na, 
NOgUa, saroosina e hidroxlprolina. Son medianamente 
utilizados: la adenlna, uraoilo y aoetamlda. Ko son 
utilizadas: la metionina, oreatina, oreatinlna y 
taurina.'

11 "Streptomyoes grlseus 20.129" ha sido 
aislado de un fragmento de tierra tomado en Bra­
sil. £1 método de aislamiento es el mismo que se 
ha indicado para el S. Caelioua.
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Medio de cultivo Grado de desarrollo Micelio vege­
tativo o en­ves del oulti vo "

Apa:ileri

Gelosa de Bennett (ref .A) Bueno Env|s negro Bien 
grin 
lorn en :

Gelosa de maltosa-tripto- 
na (ref« B)

Muy bueno Envía negro Muy
Exuc
V±V<i
apaii

Gelosa de Enerson (W-23) Bastante bueno Envía negro ll

Gelosa al extracto de le­vadura Prietoam (ref. C)
Muy bueno Envíe negro • Muy

.

Gelosa de gluoosa-peptona 
(W-7)

Bueno Envía negro azulado
Bis*

Gelosa nutritiva (W5) Mediano Bien desa- 
rrolado Azul negro

Rulo

Gelosa de gluoosa-aspar a- 
gina (V2)

Bastante bueno Env|a vio­
leta osouro

Muygris

Gelosa de glicerina-aspa- 
ragina (W3;

Mediano Desarrollo 
mediano 
Violeta muy oscuro

Nulo

Gelosa de malato de calcio 
de Xralnsky (Ref* E)

Bueno Envls azul 
oscuro

Bient

Gelosa de tirosina 
(Ref. P)

’

Mediano

r

Azul negro muy osouro
i Tras



/ f . /? n

Lcelio vege- 
itivo o en- 
ís del oulti 

vo ”

Aparato aéreo (comprendiendo el conjunto del micelio 
áereo y déla esporulaeipn)

Pigmer
solub]

ívás negro Bien desarrollado» Blanco-grisáceo a azul-verde- 
grisáceo claro* Exudaoián de algunas gotitas co­
loreadas en azul vivo, tiñendo el aparato aéreo 
en la zona en que aparecen*

Negro

üwgi'ü Muy Bien desarrollado* Azul verde grisáceo claro* 
Exudación de algunas gotitas coloreadas en azul 
‘vivo, tiñendo el aparato aéreo en la zona en que 
apareoen*

Negro

ayls negro , Muy moderadamente desarrollado* 
Blanquecino a azul vivo*

Negro

nvj&s negro Muy bien desarrollado* Azul verde grisáceo claro*
. .

Negro

avás negro 
zulado

i
Bien desarrollado* Azul verde grisáceo claro* Azul-i

osouri

ien desa­
rbolado Azul 
egro

Bulo
1

Azul-i 
ligeri 
ver do i

nvás vio- 
eta osouro

Muy moderadamente desarrollado* Rosa a azul verde 
grisáceo claro*

Viole-
O S  C U T I

esarrollo 
ediano 
ioleta muy 
souro

Nulo Viole-
oscur*

¡nvás azul 
souro

f Bien desarrollado* Azul verde grisáoeo claro Azul

— . . .  " .

i -
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> Observaciones y productos 'bioquímicos

La raza as cromágana,- Se y« un pigmento soluble negro «burder 
te aparecer desde los primeros días de cultivo» ”

gro

gro
ante

Solubilización del malato de calcio
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Gelosa de tirosina 
(Befo F )

Mediano

r - *

Azul negro 
muy osouro

j Trt

Cultivo sobre patata Bastantebueno
Mujde

Gelosa de almidón (VIO)
Bastante
bueno

Envés azul . Dei

Gelosa sintétioa de 
Czapek de saoarosa

Bueno Envés negro- 
azulado B1ci

tiil

Gelatina pura al 1 2 $  
(Beft B)

Bastantebueno
Cultivo su­
perficial de 
envés azul- negro

¡

De

.i

Caldo sint|tloo de Czapek de sacarosa
(W18)

Bastante
bueno

-

Velo de en­
vés amari­llento*

-------------- —

Bl.

Befo A - JONES K.D* - Journal of Baoteriology ¿J, 142, 1949

Befo B - WILLIAMS A.M. y MoCOY E* - Applied Microbiology - 1, 
307 - 1953

Reí* 0 « PRXDHAM T.G* y Coll - Antibiótico Annual - 1956 -57, 
P. 947

Befo D « "Plain gelation" - preparado según las Indicaciones 
del "Manual Of arfchods Puré Culture Study of Bacteria" de la Soolety of Amerioan Baoteriologists (II 50-18)

Befo E - GRUNDY y Coll - AntiMotlos and Ohemoterapy 2, 401 
(1952)

Befo P - Peptona 0,5$; extraoto de carne 0,3$; tlronina 0, 
gelosa 2$«
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en desarrollado* Azul verde grisáceo claro Azul Solub

i

razas* Gris azul a azul franco Azul-negro
oscuro

M
1 Sin b

hj

ay reducido* Limitado a la parte superior 
e la patata*

Pardo-negro 
con o sin adi 
cián de azul- ‘ 
negro

Hice] 
gro ó 
larme 
negrc

i
esarrollo moderado* Grisáceo a azul franoo* Azul vivo 

de intensidad 
sostenida

La hi

ien desarrollados Azul gris a azul franoo*: Exuda» 
i«5n de algunas gotltas coloreadas en azul vivo, 
iñendo el aparato aereo en la zona en que aparecen*

Azul-negro

esarrollo moderado* Azul grisáoeo olaro* Azul negro a 
pardo violá­
ceo oscuro, 
desarrollán­
dose a partir 

. , de la super­
ficie

Liout

llanque oino a azul olaro Violáceo * Predi 
posi* 
bastí

:
•
I

»

\

/ ?



¡.zacián del malato de calcio

ubilización, visible de la tirosina

i vegetativo pardo negrazoo y pigmento soluble pardo-ne- 
ide el comienzo de los outivos. Luego, más o menos regu­
le y más o menos tard£amentef aparición de pigmento azul 
tue oolora el micelio vegetativo y se difunde en 3a patata

•olisis del almidón es débil y lenta.

l4n total bastante rápida

:dán de nitrito a partir de los nitratos! escasamente 
¡ra al oomienzo del cultivo, tomándose negativa oon 
be rapidez.

17



£1 estudio de esta nueva xáaaTaa mostrado 
que presenta caracteres morfológicos que la reía- 
oionan con la especie Streptomyces griseus de Waks- 
man y Henrioi, tal como ha sido definida en el "Ber- 
éreyfs Manual of Determinative Baoteriology", sáp- 
tlma edioijjta, 1957$ sólo difiere en efeoto de és­
ta última en algunos detalles que permiten distin­
guirla solamente como una variedad particular,

£1 Streptomyces griseus 20,129 forma so­
tos el oonjunto de sus medios de cultivo un mice­
lio vegetativo gris amarillento que se tifie a me­
nudo de gris verdoso o inoluso pardo gris verdo­
so, en particular en medios orgánioos, Su apara­
to aéreo» abundante y de aspecto pulverulento» es 
gris amarillo muy olaro tornándose a menudo ver­
doso, Produoe esporas esfárioas a ovales que 
miden de 0»7 a 1,0 p por 0,8 a 1,3 y t estas es­
poras van sostenidas sobre filamentos reotos o 
ligeramente sinuosos, no enrollándose nuaoa en 
espiral,’

Los detalles que le diferencian de la 
espeole Streptomyces griseus desorita en el NBer- 
gey's Manual", son los siguientes:

- Producción de pigmentos gris verdoso 
s pardo verdoso que colora más o menos la tota­
lidad o solamente ciertas partes del micelio ve­
getativo de los cultivos sobre gelosa gluco- 
sada y leche desmatada,

- El oultivo sobre patatas da lugar a
la formaoión de un tinte pardo grisáceo, o incluso
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pardo negruzco, a pardo olive, qtue colorea la patata;
• Finalmente, en oontra de la raza des­

crita por Wakeman y  Henrioi, el Streptomyoes gri- 
3eus 20.129 no reduoe los nitratos a nitritos.

Siguiendo el método de Pridham y GrOttlieh 
(J. of Baot. ¿6 107-114, 1948), se ha establecido 
<iue el Streptomyoes griseus 20.129 utiliza como 
fuente de oarbono los siguientes elementos: xilosa, 
arabinosa, gluoosa, galactosa, levulosa, manaosa, 
maltosa, trehalosa, oelobiosa, dextrina, alml- 
dón, glioógeno, glioerina, adonita y mannita. No 
se utilizan: la rhaonosa, fuoosa, sorbosa, saoa- 
rosa, rafinosa, inullna, eritrita, dulolta, sor- 
bita y la inosita. La laotosa es medianamente 
utilizada, provocando solamente un crecimiento 
lento e incompleto del Streptomyoes.

Como fuente de nitrógeno, el Streptomy- 
oes griseus 20.129 utiliza los siguientes elementos: 
304(NH4)2, adenina, adenosina, urea, aspar agina, 
¿glicina, alanina, valina, ácido glutámico, arginina, 
Usina, treonina, metionina, fenilalanina, tlrosina, 
pro lina e hlstidina. No se utilizan: NO^Na,
HOgNa, uraoilo, aoetamida, oreatina, oreatinlna, 
taurina, sarooslna e hidroziprollna.

SI procedimiento de preparación del an­
tibiótico 11.072 R.P. oonslste esencialmente en 
cultivar Streptomyoes caelicus o S. griseus 20.129 
i\ sus mutaciones productoras en un medio y en 
condiciones apropiadas y en separar seguidamente 
al antibiótico formado en el curso del cultivo.
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El cultivo puede áfeotuarse por cualquier 
método de oultlvo aeróbico, superficial o en pro­
fundidad, pero éste último es preferible por razones 
de comodidad. Se utilizan a este fin los diferentes 
tipos de aparatos que son ahora de un uso corriente 
en la industria de las fermentaciones.

Se puede en partioular adoptar la marcha 
siguiente para la oonduooión de las operaciones: 

Streptomyoes - material de origen
ibi

30 .

Cultivo sobre gelosa 
VCultivo en frasoo agitado
4Cultivo inooulum en fomentador
4,Cultivo de producción en fomentador

El medio de fomentaolón debe contener 
esencialmente una fuente de carbono y otra de ni­
trógeno asimilables, elementos minerales y even­
tualmente factores de crecimiento, pudiÓndoee 
eportar todos estos elementos en forma de produc­
tos bien definidos o por mezclas complejas, tales 
como se encuentran en produotos biológicos de 
orígenes diversos.

Como fuente de carbono asimilable, se 
jueden utilizar hidratos de carbono tales oomo 
la glucosa, laotosa, dextrinas, almidón u otras 
sustancias hidrooarbonadas oomo los azúcares 
de alcoholes: glioerol, manltol, eto., o oomo 
ciertos ácidos orgánicos, tales como ¿oidos 
láotioo, <4trico, tartárico, etc. Ciertos aoei- 
tes animales o vegetales oomo el aoeite de to­
cino o el de soja pueden sustituir ventajosamente
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278^55
estas diferentes fuentes hiirocarbonadas o unirse a 
ellas.

Las fuentes adecuadas de nitrógeno asi­
milable son extremadamente variadas. Pueden ser 
sustanolas químicas muy simples como los nitra­
tos f las sales minerales y orgánicas de amonio, 
la urea y los ácidos aminados. Pueden ser aporta­
das también por sustancias complejas que oontengan 
principalmente nitrógeno en forma protídioa; caseí­
na, laotalbúmina, gluten y sus hidrolizadoe, hari­
nas de soja, de cacahuete, de pesoado, extraotos de 
carne de levadura, "Eistillers1 solubles", 
"oora-steep", oto.

Entre los elementos minerales añadidos, 
algunos pueden tener un efecto amortiguador o 
neutralizante, oomo los fosfatos alcalinos y alca- 
lino-tárreos o los oarbonatos de oaloio y de mag­
nesio.

Otros aportan el equilibrio iónloo ne— 
oesarlo al desarrollo del Streptomyoes y a la 
elaboración del antibiótico, oomo los doraros y 
sulfatos de metales alcalinos y aloaliño-tórreos. 
Finalmente, algunos actáan más especialmente oomo 
aotivadores de las reacolones metabálicas del 
Streptomyoes: tales oomo las sales de oino, de 
oobalto, de hierro, de oobre y de manganeso.

El pH del medio de fermentación al co­
mienzo del cultivo debe estar comprendido entre 
6,0 y 7,8, preferentemente 6,5 a 7. la temperatura 
óptima para la fermentación es de 25-27fi, pero se
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obtiene una producción satisfactoria con tempera­
turas comprendidas entre 23 y 35fi. La aeración de 
la fermentación puede variar entre valores bastan­
te grandes. Se ha observado sin embargo que unas 
aereaciones de 0,3 a 2 litros de aire por litro 
de oaldo y por minuto son particularmente conve­
nientes. £1 rendimiento máximo en antibiótico 
se obtiene después de 2 a 5 días de cultivo, de­
pendiendo este tiempo esenoialmente del medio 
utilizado.

Según lo que antecede, se comprende 
que las condiciones generales del oultivo del 
Streptomyoes para la producción del antibió­
tico 11.072 B.P. pueden variar en gran medida 
y adaptarse a oada necesidad partioular»

El antibiÓtioo 11,072 B.P. puede ais­
larse a partir de mostos de fermentación por 
los siguientes mútodos* primeramente se filtra 
el mosto de fermentación a un pH comprendido 
entre 2 y 9 en presencia de un coadyuvante 
de filtraoión, siendo entonces práotlc anente 
independiente del pH la actividad dosifica­
da en el filtrado; para facilitar más los 
tratamientos ulteriores, se prefiere sin em­
bargo filtrar en general el oultivo en una 
zona de pH comprendida entre 4 y 6'¿

Seguidamente puede extraerse el anti­
biótico del filtrado mediante un disolvente 
no mezolable oon agua del grupo de los alco­
holes alif áticos en 0^, C^, tales oomo el



n
. . . v

i 5

10.

15V

20.

25;í

30.

&  aalcohol n-butllioo o una mezcla de alcoholes amíli­
óos, alcoholes aromáticos tales oomo el aloohol 
benoílico, oetonas tales oomo la metilisobutiloe- 
tona, ásteres tales como el aoetato de etilo o de 
amilo, disolventes clorados tales oomo el cloro­
formo o el dioloretano. Esta extraooión puede rea­
lizarse igualmente a un pH comprendido entre 2 y 9* 
pero se prefiere sin embargo en general operar 
a un pH oomprendido entre 2 y 6, a fin de obte­
ner oondiciones que se presten mejor a la realiza­
ción industrial. La solución orgánica que contiene 
el antibiótico 11.072 R.P. es seguidamente oon- 
oentrada en un escaso volumen. Por adición de un 
mal disolvente del 11.072 R.P., tal oomo el exano 
o el ¡óxido de isorpopilo, el antibiótioo bruto 
precipita entonces paroial o totalmente, según 
la oonoentraoión efectuada y los disolventes 
utilizados.

En el caso en que la precipitación del 
antibiótico bruto no sea total, se tratan las 
aguas madres de precipitación mediante paso sobre 
una oolumna de alúmina de tal forma que haya 
aproximadamente 1 kg de alúmina por litro de so­
lución, ouya relaoión es preferible pero no indis­
pensable. Despuús del lavado de la oolumna oon un 
mal disolvente tal como el exano o el ósido de iso- 
propilo, se somete a elución el antibiótioo que 
ha permaneoido fijo sobre la columna, por uno de 
sus buenos disolventes antes mencionados, tales 
como el metanol, etanol, oloroformo, acetato de
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©tilo, eto. la solución orgánica que oontiene el an- 
tibiÓtioo es entonces oonoentrada en un pequeüo volu­
men, lo que provooa, después de la adición eventual 
de un mal disolvente tal como el ¡Óxido de isopropllo, 
la precipitación del resto del antibiótico bruto 
busoado.

El antibiótico bruto obtenido en las ope­
raciones precedentes no es siempre directamente 
cristalizable, Con freouenoia es conveniente some­
terlo previamente a una purificación, que, en ciertas 
condiciones, puede oonduoir directamente al anti­
biótico puro cristalizado, la purificación puede 
efectuarse segán los métodos clásicos en uso, y 
en particular por cromatografía sobre diversos 
agentes absorbentes, o distribución a oontra-oorien- 
te*1 Es particularmente ventajoso efectuar una cro­
matografía sobre alámina en cloroformo. El anti­
biótico purificado puede ser cristalizado o re­
cristalizado por disolución en un disolvente, 
preferentemente el cloroformo, oon ligero calen­
tamiento y luego refrigeración para provooar la 
cristalización, o bien por disolución de una gran 
oantldad de un mal disolvente, oon preferencia 
el óxido de isopropllo, y cristalización lenta a 
temperatura ambiente. Es comprensible que los di­
ferentes métodos indioados anteriormente pueden 
aplicarse sucesivamente en un orden variado o re­
petidos varias veces, segán las exigenoias de la 
fabricación, para obtener el 11.072 R.P. en 
forma conveniente a las aplicaciones oonaideradas.
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no limitativo, muestran oómo puede ponerse en 
pró ótica la invención. En lo que sigue, la aoti- 
vidad es en todos los oasos determinada por un 
método por difusión oon el Myoobacterium sp« AICC 
607 oomo germen sensible, respeoto a una muestra 
de produoto puro y cristalizado oomo patrón*
Esta aotivldad es pues expresada en miorogramos 
( y g ) de produoto cristalizado patrón por mg para 
los produotos sólidos, y en yg de produoto cris­
talizado patrón por om3 para las soluciones*

E .1 e m v 1 o -» 1*
Se carga en un fermentador de 170 litros, 

2,400 kg de Moom steep" (50# de extraoto seoo) 
3,600 kg de saearosa, 0,900 kg de carbonato de cal— 
oio, 0,240 kg de sulfato amónioo y, hasta oomple- 
tar los 100 litros, agua.

Este medio de cultivo tiene un pH de 6 
aproximadamente. Se esteriliza por chapoteo de 
vapor a 122fl durante 40 minutos* Después de su es­
terilización y refrigeración a 27fi, el volumen 
final del caldo es de 120 litros y el pH de 6,85*
El medio es entonces sembrado oon 200 cm3 de un 
oultivo en erlenmeyer agitado, de la raza "Strep- 
tomyoes oaelious".

El oultivo en fermentador es aireado oon 
aire estéril suministrado a 5 m3/hora y agitado 
por una turbina que gira a 350 rpm. La temperatura 
se mantiene a 26-27*• SI pH del medio permaneoe 
sensiblemente en su valor inioial durante todo
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el cultivo* £1 desarrollo del hongo comienza hada 
la vigésima hora* Es conveniente para la siembra del 
cultivo produotor 46 horas después de la siembra*

montador de 800 litros cargado oon las siguientes 
sustancias: 16 kg de harina de soja» 2 kg de 
Dist Hiera* soluble» 6 kg de almidón de maíz»
6 kg de aceite de soja» 4 kg de cloruro de so­
dio 7» hasta oompletar les 350 litros, agua*

a 7,6 oon 400 om3 de sosa concentrada* Se este­
riliza el medio por chapoteo de vapor a 122a du­
rante 40 minutos* Después de la esterilización, 
se enfria a 26-27®* El volumen de caldo es de 400 

litros y el pH de 6,5 aproximadamente* Entonoes 
se siembra el medio oon 40 litros del cultivo 
precedente en fermentador de 170 litros* Se 
agita el medio por una turbina que gire a 205 
rpm, se airea con 15 m3/hora de aire estéril y se 
mantiene a 26-27®*

5,95 durante 24 horas, volviendo a subir luego 
para alcanzar 8,35 después de 90 horas de oulti- 
vo* La producción del antibiótico comienza hada 
la cuadragésima hora* Se interrumpe la fermenta­
ción despula de 90 horas* La cantidad de anti­
biótico presente entonoes en el medio es de 410

El cultivo produotor se efeotéa en fer-

E1 pH medio así obtenido se ajusta

El pH desciende lentamente de 6,5 a
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Se oolooan en un deposito provisto de un
dispositivo de agitaoión, 170 litros de mosto de 
fermentación obtenido en el Ejemplo 1 (título 410 
pg/om3)* Se agita el mosto durante una hora ajus­
tando el pH a 5 por medio de áoido clorhídrico 
5 H« añadiéndose luego 10 kg de ooadyuvante de 
filtraoión. Se filtra la mezola en un filtro- 
prensa y se lava la masa del filtrado oon 70 li­
tros de agua* El filtrado, que representa 203 
litros, se ajusta a un pH de 3 por medio de áoi- 
do clorhídrico 5 N y se extrae sucesivamente 
oon 60 y luego 40 litros de acetato de etilo*
Los extractos orgánioos son reunidos y conoen­
trado a a presión reduolda hasta 1 litro* El 
oonoentrado reoihe la adición de 10 litros de 
exano y el preoipitado así obtenido se orea, 
lava y seoa; se obtiene así 86 g de produoto 
bruto de una actividad de 488 pg/mg*

Las aguas madres precedentes atraviesan 
una oolumna de alómina,, lavándose luego ésta 
oon exano; el produoto fijado sobre la oolumna 
se somete entonces a elución mediante metanol*
La solución metanólioa obtenida se ooncentra 
a presión reduoida y se obtiene entonces un 
segundo Chorro de produoto bruto que pesa 9 g 
y tiene una actividad de 415 pg/mg.'
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Se disuelvan 50 g de producto bruto 
aislado en el Ejemplo 2 (título 488 pg/mg) en 
500 ozn3 de cloroformo* Se filtra la solución ob­
tenida y luego se envía sobre una oolumna que 
contiene 1 kg de alamina* Seguidamente se some­
te a elución el antibiótico con 2,5 litros de 
cloroformo, quedando así fijadas las impurezas 
sobre la alamina* La solución olorofórmica ob­
tenida es oonoentrada en seco al vacío. Se ob­
tienen así 2915 g de producto purifloado, oon 
una actividad de 731 pg/mg.

Se disuelven 25 g de este producto en 
1,25 litros de óxido de isopropllo a la tempe­
ratura ambiente 7 se agita la soluoión obtenida 
durante 15 minutos oon 5 g de negro absorbente.
Se filtra 7 se deja oristalizar durante tres 
días a la temperatura ambiente. Despula del oreo, 
lavado 7 seoado, se obtienen 15,8 g de producto 
puro de una actividad de 1000 pg/ing.

E j e m p l o  - 4.
Se oolooan en un depósito provisto de un 

dispositivo de agitación 1000 litros de mosto 
de fermentaoión, obtenido en varias operaolones 
eegón el mitodo descrito en el ejemplo 1, con 
una actividad de 390 pg/om3 y un pH de 7,8.
Este mosto se ajusta a un pH de 5 mediante ¿oído 
olorhídrioo 7 sé agita durante 30 minutos oon 
45 kg de coadyuvante de filtración. Se filtra 
la mezcla en filtro-prensa 7 se lava la masa del
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filtrado oon 200 litros 4íe ( & > '  ̂ .'filtrado , que 
representa 1040 litros, se extrae oon 400 litros 
de dicloretano después de un ajuste a un pH de 3 
por medio de ¿oido olorhídrico. Seguidamente 
se concentra el extraorto a presión reducida hasta 
2 litros. Entonces se le añaden al oonoentrado 
8 litros de óxido de isopropilo y el preoipitado 
obtenido se filtra, lava y seoa: se obtienen así 
154 g de producto bruto, con una aotividad de 
456 p g/mg.

Al licor madre de precipitación se le 
haoe'atravesar una oolumna que oontiene 8 kg de 
aldmina. Se lava la oolumna con 4 litros de exa­
no y luego se efectúa la elución del producto 
fijado sobre la oolumna mediante 30 litros de 
cloroformo, la soluoión olorofórmica as i. obte­
nida es concentrada a 500 cm3 a presión reducida. 
Se enfría el oonoentrado a 4 5fl» lo que provo­
ca un oomienzo de cristalización. Se añaden enton 
ces 500 om3 de óxido de isopropilo para aoabar 
la cristalización, los cristales obtenidos son 
oreados, lavados y secados y se obtienen así 
192 g de produoto purifioado, de una aotividad 
de 960 jjg/mg. Después de una recristalizaolón en 
óxido de isopropilo oomo se describe al final 
del ejemplo 3, se obtienen 168 g de produoto puro 
de una actividad de 1000 pg/mg.
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E j e m p l o
Se disuelven en un litro de cloroformo 

100 g del producto bruto del Ejemplo 4» de una 
actividad de 456 jjg/mg. Se envía la solución so­
bre una columna que contiene 1 kg de alúmina. 
Seguidamente se efectúa la elución del antibió­
tico con 2 litros de cloroformo, la solución 
olorofórmica obtenida es concentrada a presión re­
ducida hasta su cristalización. Entonces se 
filtran, lavan y secan los cristales y se obtienen 
62 g. de producto puro de una actividad de 1000 

pg/mgo

E j e m p l o  - 6.
Se cargan en un fermentador de 170 li­

tros. 1.200 kg de peptona. 0.600 kg de extracto 
de oarne. 1.200 kg de glucosa hidratada y. basta 
conqaletar los 100 litros, agua.

El pH del medio así obtenido se ajusta 
a 6,95 oon 110 cm3 de sosa concentrada. Se es­
teriliza el medio por chapoteo de vapor a 122°, 
durante 40 minutos, Después de un enfriamiento 
a 26-27®» el volumen final del asido es de 120 

litros y el pH de 6,60. Entonces se siembra el 
medio con 200 om3 de un cultivo en erlenmeyer 
agitado, de la raza Streptomyces griseus 20.129.
El cultivo en el fermentador es aireado oon aire 
estéril suministrado a 5 m3/hora y agitado por 
una turbina que gira a 250 rpm. la temperatura 
se regula a 26&.

El pE del medio se mantiene entre 6,40
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y 6,60 durante las dieciseis primeras horas, aumen­
tándose luego hasta alcanzar 7»50 después de 24 
horas de cultivo. £1 desarrollo del hongo comien­
za hacia la vigésima hora. Es conveniente para 
la siembra del oultivo productor 27 horas des­
pués de la siembra.

£1 cultivo productor se efectúa en 
fermentador de 800 litros cargado con las si­
guientes sustanolas* 16 kg de harina de soja,
4 kg de Distillers' solubles, 6 kg de al­
midón, 6 kg de aoelte de soja, 4 kg de carbo­
nato cáloloo, 2 kg de cloruro sádico, 8 g de 
cloruro de cobalto con 6 HgO 7, hasta comple­
tar los 370 litros, agua.

£1 pH del medio así obtenido es de 
6,45» £1 medio es esterilizado por chapoteo 
de vapor a 122® durante 40 minutos. Después 
de una refrigeración a 26*27®» el volquen del 
caldo es de 400 litros 7 el pH de 6,53* Enton­
ces se siembra el medio con 40 litros de cul­
tivo precedente en fermentador de 170 litros.
Se agita el medio mediante una turbina que gi­
ra a 220 rpm, se airea con 15 cm3/hora de aire 
estéril 7 se mantiene a 26-27® •

El pH asciende por niveles sucesivos 
hasta el valor de 8,55, oon un primer nivel a 
7 de 6 a 30 horas, un segundo nivel a 7,30 de 43 
a 67 horas, 7 luego una subida regular hasta 
8,40 de 78 a 115 horas? finalmente, el pH alcan­
za 8,55 después de 139 horas 7 se detiene enton-
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ces la fermentación. la producción del antibió­
tico oomienza haoia la sexagésima séptoma hora y 
alcanza su máximo a las 90 horas* la cantidad de 
antibiótico presente en el medio es entonces de 
26 ¡ng/om3.

Entonoes se tratan 360 litros del mosto 
de fermentación obtenido anteriormente como se 
desoribe en el ejemplo 2, obteniéndose así 6,8 g 
de produoto bruto*

4,8 g de este produoto bruto son pues­
tos en solución olorofórmioa y purificados por 
cromatografía sobre alúmina como se describe en 
el ejemplo 3» obtenióndose entonces 4 g de produo­
to purifioado que, después de su cristalización en 
óxido de isopropilo como se desoribe en este 
mismo ejemplo 3, proporcionan 3 g de antibió­
tico 11*072 R*F« puro cristalizado, de una acti­
vidad de 1000 pg/mg*

R O T A
Descrita suficientemente la naturaleza 

del invento así como la manera de realizarlo en 
la práctica, debe hacerse constar que las dispo­
siciones anteriormente indicadas son susceptibles 
de modificaciones de detalle en ouanto no alte­
ren su principio fundamental. También se hace 
constar que el invento se refiere a dos solici­
tudes de patente presentadas en Franoia con 
fecha 8 de junio de 1961 y 24 de enero de 1962, 
números respectivos PV* 864.301 y FV 885.778, aco­
giéndose por lo tanto a los benefioios que conoe-
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den los Convenios Internadorales en vigor y siendo 
lo que constituye la esencia del referido invento 
y por lo que se solicita patente de Invención por 
20 años en España: "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION 
DE UN NUEVO ANTIBIOTICO"; caracterizándose por lo
siguiente:

1®,- Procedimiento de preparación de un
nuevo antibiótico» designado oon el n® 11.072 B.P.
oaraoterlzado por ser un produoto cristalizado
blanco» que funde a 222-223® y posee un poder rotg 

20
torio (alfa)^ = -100® + 5® ( o = 1, metanol); es 
soluble en metanol» etanol» acetona» cloroformo» 
oloruro de metileno» acetato de etilo» dioxano» 
piridina» dlmetilfomamida y éter; escasamente so­
luble en agua y óxido de isopropllo e insoluble en 
óter de petróleo» contiene carbono» hidrógeno» 
oxígeno y nitrógeno y tiene por oomposioión elemeg 
tal del 61,85 al 61,90# dé C; del 8,9 al 8,95# de 
H; del 16,7 al 17,0# de O y del 12,25 al 12,35# de 
H; su espeotro ultravioleta no presenta ningón má­
ximo de absoroión entre 200 y 400 mj> ; estando do­
tado de una aotivldad muy interesante contra las 
mioobaoterias.

2®.- Procedimiento de preparación de 
un nuevo antibiótico, segón lo especificado en la 
reivindicación 1®, caracterizado por el cultivo 
aeróbioo del "S. oaelious" o "S. griseus 20.129" ó 
de sus mutaoiones produotoras, sobrenun medio 
olósioo conveniente y en las condiciones habitua­
les para este gónero de cultivo, y separación del
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antibiótico formado en el corso del cultivo por 
aplicación de los métodos físico-químicos clá­
sicos*

3**- Procedimiento de preparación de 
un nuevo antibiótico; tal y como queda sustan­
cialmente descrito en la presente memoria*

Esta memoria nonata de treinta y cuatro 
hojas escritas a máquifia por una sola cara*

r 7 JUN, 1962

ÜI£NC S.A.,
o y Mooer
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