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"Procedimiento de preparacién de un nueve
antibidtico",

RHONE-POULENC S.A.,, entidad francesa, residente
en: 2, rue Jean Goujon, PARIS, PFranoia.

Ia presente invencién tiene por objeto
un nueve antibidtico, designado en adelante por
ol ndmero 11.072 R.P., particularmente activo
sobre las micobacterias y algunos otros gérmenecs
grampositivos. Bste antibidtico presenta wn in-
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terds muy espeoial en el sentido de que posee la
misma actividad sobre micobacterias resistentes
a otros antibvidtiocos, tales oomo la estreptomi-
cina, neomicina, kanamicina, que sobre micobaoc-

terias sensibles a estos antinidticos. Este nue-

- 2

vo antibiético se produce por cultivo en con-
dioclones artificiales de miocroorganismos identi-
ficados mds completamente lineas adelante y per-
tenecientes al género etreptomyces.

Bl 11,072 R.P. oristalizado es soluble
en metanol, etanol, acetona, olo:ofomo 010=~
ruro de metileno, cetato de etilo, dioxano,
piridina, dimetilformamida y 4ter, es escasa=
mente soluble en agua y Ssido de isopropilo e
insoluble en §ter de petrdleos El antibiltico
11072 R.P. se distingue pues por wuna fuerte
solubilidad en numercsos disolventes orgénicosy
En partioular, el ocoefiolente de reparticidn
del 11?:‘072 R.P. entre los disolventes orginicos
no mezoclables con agua, butanocl, aoetato. de
etilo y dicloretano y el filtrado de cultivo
(gase acuosa) es silempre superior a 20.

‘ El 11,072 R.P. da ensayos negativos
en las sigulentes reacciones: reacoidén del biu-
ret, reaccidn de Sakaguchi, reacoidn a la nine

hidrina, reaccifn de Molisch, reaccién de Tollens,

reaccifn de Ehrlich, reacoilén a la dinitro-2,4-
fenilhidrazina. Da ensayos positivos en las si-
gulentes reacciones: reacoidn a,la nizhidrine
despuds de hidrolisis foida, reaccidn al per
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manganato de potasio, reaccifn al licor de PFehling,
reaccidn de Salivanoff y reaccifn de Dische., Es-
t08 ensayos demuestran que 8l 11,972 R.P. contie~-
ne amino-fcidos y mgrupaciones osfdiocas, pero
no ofoclo aromitico, Se han determinado por oroma=
tografi{a sobre papel los amino=foidos presentes
en 1a molécula del 11.072 ReP.; después de haberlo
hidrolizado durante 24 horas en goide olorhfdrice
6R: se han identificado asf partioularmente la
glicoina, la prolina, la leucina y la isoleuoina,
El antididtico 11,072 R.Ps contiene
oarbono, hidrégeno, oxfgeno y nitrégeno. Su com-
posicidn elemental es la siguiente: 61,85 a 61,90%
de O; 8,9 a 8,95% de H; 16,7 a 17,0% de O y 12,25
a 12,35% de N, _
Se caracteriga por las sigulentes pro-

pledades fisicas:

Aspecto Polvo miorooristalino blanco

Punto de fusién - 222-223%

Poder rotatorio (Alta)go = -1002 + 58 (o0 = 1,

metanol)

Anfl1psis funocional?
-0 - OH3 4ecev00scsscece 1,2%
= 00 - CH ?Q:o.ooonoooo.ooo 5,1@‘

- (- on: Weeesorsesveane 24,45%
= F = CHy Wesodiaoocacass 13, 304
Espeotro ultravioleta (determinacién a
partir de soluciones de 10 y&/om3 y 100 pg/om3 en
metanol) s ‘
= gscasa abgoreién a bajas longitudes de onda
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- pin méxima absoroidn entre 200 y 400 oy ¥
Espectro infrarrojo (determinacién a
partir de comprimidos en mezola con Brk),

Este empeotro se representa sn la fi-
gura 1, en la que se han trazado en absoilsas, por
una parte 1las longitudes de onda expresadas en
mioras (escala inferior) y por otra parte los
némeros de ondas en om™L (escala superior), y
en ordenadas las transmisiones en %,

En 1a Tabla I se indican las principa~
les bandas de absorcidn infrarroje para este

produeto,

T A B L A=ZTe ,
3330 7 1178 2
2975 ¥ 141 m
2905 a 1126 m
1782 ¥ 1102 m i
1666 oF 1079 ¥ b
1640 mP 1051 4 -
1620 uP 2022 m
1535 F 926 m
1472 =m 891 md
1449 F 876 md
1414 n 862 a o
1388 m 843 n '
1371 o 828 m Lo
1350 m 782 4 oF = way fuep= 1i
1302 ¥ 760 4 P = fuerte
1283 m 724 4 m = media
1270 = 71l m 4 = agbil
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1238 a4 663 m md:muydé— '

1197 % t = tope

El 11,072 R¢Pe puede identificarse segin
la oromatografia sobre papel. El antibidtico ha
sido oromatografiado sobre papel Arches, No. 302
revelando en sentlido descendente por medio de di-
forentes dimsolvente o meszclas de disolventess los
oromatogramas han sido revelados por bicautografia
sobre placas de gelosa nutrltiva sembradas por My-
cobacterium 607 § Sarcina luteas Los Rf obtenidos
se indican en la Tabla Il

hil 1. 7:.'.. .




PTABLA -
Disolvente de revelado Rf obtenidos
Fase ligera de la mezcla benceno 4 n butanol 1,0
$ agus (75 2 25 t 25 en volimenes)
Fase ligera de la mezola benceno 4+ n butanol
4+ agua (25 3 T5 3 25 en wlimenes) 1,0
Fase ligera de la mezcla benceno ¢ acetato de
etilo + agua (95 t 5 : 25 en volimenes) 0,20
Idem, f{dem (87 t 13 :+ 25 en voldmenes) 0,45
Idem, fdem (85 : 15 s 25 en volimenes) 0,60
Tase 115078 {512 Be%sia,Senorae  sicgororse 0,20
Idem, fdem (75 3 25 3 25 en volimenes) 0,30
.| Tdem, £dem (65 3 25 ¢ 25 en volyimenes) 0,40
" | 1aem, fdem (25 : 75 ¢+ 25 en voldmenes) 1,0
| Agua destilada 0,60
n Propanol + agua (5 ¢ 95 en volimenes) 0,70
" (15: 85 en vollmenes) 0,80
" (25: 75 en volimenes) 0,90
" (75s 25 en wolimenes) 1,0

vae.

Estas oromatograffas muestran que el
11,072 R,P, contlene umsa sola sustanocia acti-
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Ta actividad bacterlost&ttod”del 11,072
R.Ps frente & cierto ndmero de gérmenes ha sido
determinada por uno de los métodos de dilucién
corrientemente empleados a tal efeoto. Para cada
germen se ha determinado la més pequefia concen-
tracidn de sustancia que impide todo desarrollo
visible en un caldo nutritivo apropiado, ILos re=
sultados de las diversas determinaoiones estén
agrupados en l1la sigulente tabla, en 1la gque se
expresan las concentraociones bacteriostiticas
ninimas en microgramos de sustancia por om3 de

medio de emsayo.
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T A B L A-IV: Acoidn sobre mlcobacterias rékstentes s otros

antibiétioos
Concentraciones e
Razes bacterianas bacterioetdtioas e

en yg/om3 e
Mycobacterium tubsroulosis, raga Vy 0y5 = 1
Myoobaoterium tubarculosis, raza Vy .
(resistente a la «aatraptoxnioina) l-35
Mycobacteriun tubarculosis, raza Vy '
(resistente a la neomicina) l=5
Myocobaoterium tubsroulosis, raga Vy
(resistente & la viomloina) l1-5
‘dycobacterium tubereulosis, rasga Vy
(resistente & la lanamicina) l1=5

e

Finalmente, el 11,072 R.P. s8¢ ha mostrado
igualmente aotivo sobre numerosas razas aisladas a
partir de productos patoldgicos de enfermos, como
1o muesira la Tabla V.
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P ABLA - Vi Accién sobre ramas de Mycobaoterium tuberculosis

aisladas de productos patolégicos

(eventualmente dasff;::gagaog:riu:n : eros clave bagg?ﬁeﬁ:migg:sen
ggr::: ondiente al enfermo sobre el que ha a‘:l_. | v &/on3
H 37 Rv 0,8 -1
Arl, l-2
Ve. 0,8 -1
Pae 0,8 -1
: Bat, 0,4 = 0,6
Bari (raga rosistente & la isoniazida) 1a2
Er. (raza resistente a la isoniazida) 1=2
B V (raza polirresistente) 1 =2
Save (raza polirresistente) -4

Bids (raza bovina)

- LG et li-Sa N

.
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Le activided antitidtica in vitro del
:u.072 R.P. sobre micobacterias ha sido confirma-
da in vivo sobre animales de laboratorio infeota-
dos experimentalmente por miocroorganismos tales
oomo el baoilo tuberculosc (razas virulentas Vy
y Br)y Se ha mostrado en particular muy activo
on el ratén por via suboutdnea y oral; ademds,

#é ha mostrado igualmente aotivo por via oral
pobre la tuberculosis del oconejillo de Indias.

El antibidtico 11,072 R.P. pusde obte-
nerse por cultivo aeréuioco de olertos Streptomy
ces, en partioular del "S. ocaeliocus" / deposite-
{lo en el Northern Reglonal Research Laboratory
de Peoria (Illinoie)y Bstados Unidos, bajo la
referencia NRRL 2957 7 y el "S. griseus 20,129"

[ depositado bajo la referencia NRRL 2986_7,

El S. caelious ha sido alslado de un
fragmento de tierra tomada cerca de Madrds, en
la India. El método de aislamiento es el si-
¢nientes la toma de tierra se pone en suspensidn
en agua destilada estéril y luego se diluye la
suspensidn en diferentes concentraciones; se ex-
tiende un pequefio volumen de cada dilucién sodre
la superficie de cajas de Petri conteniendo me-
1o nutritivo de Emerson o cualquier otro apro-
plado. Despuds de una inoubacidén de algunos dfas
& 262, se trasplantan las colonims de miocroor-
g:aniémos que se desean aislar a gelosas inolina-
das @ fin de obtener cultivos més abundantes,

En la clasificacién del "Bergey's Manual

ve e = o oy o —
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of Determinative Bacteriology" séptima ediocidén (1957)
para el género streptomyoces no se halla ninguna
descripoidn de especie cuyos ocaracteres de oultivo
¥ propiedades bioquimicas coincidan oon los de este
Streptomyces. Es por ello que este organismo puede
considerarse como nueva especie a la que ®6 le ha
atribufdo el nombre de "Streptomyces caelious" en
ragzén al color de su apérato aéreo aspcrulenté ya
su capacidad de formar un plgmento azul sobre oler-
to némero de medios de cultivo.

Segﬁidamente se definen los caracteres
de esta nueva especie.

El Streptomyces caelicus forma esporas de
Porma oval a oilfndriéa de extremos muy redondea-
dos, que miden 0,6 - 0,8 por 6,9 - 142 p » sostenidas
sobre largos filamentos espor{feros enrollados en
ospirales apretadas de forma alargada, conte-
niendo f4cilmente hasta 10 a 15 vueltas. Los es-
poréforos as{ constitufdos estén insertados en hifas
sdreas de 0,3 a 0,5 J de didmetro; su inseroién
es mondpode. Este modo de esporulacién sitds al
£, oaelicus en la seccién "Spira" de la clasifi=
cacién de los Streptomyces de Pridhsm /[ Apllied
¥icrobiology, 6, 52=79, (1958)_7; se ha observado y
hallado 1déntico en los medios de cultivo si-
guientes, recomendados & este fin por Pridhams
gelosa sintétioa de Czapek, gelosa de Hickey ¥
Tresner, gelosa de extracto de tomate y de hari-
na de avena, gelosa de almidén y sales minerales

y gelosa de Bennett.

HPYR
,;'
. ¥ *




Se

10.?

15

20+

254

30«

:-' 7 JU:’:. I

- 13

0~/~ _7

2«/1‘\;1)

El Streptomyces caelicus t:lene como ca-

racteres particulares, por una parte, el presen-
tar un aparato aéreo esporulento de color agul y,
por otra parte, el formar abundeantemente un pig—
mento azul de intensided sostenida en ocierto né-
mero de medios de cultivo, en particular ciertos
medios sintéticos en los que puede apreciarse per—
ticularmente. Con gran frecuencia este pigmemto
empieza a elaborarse desde los primeros dfas de
cultive, dando & estos medios wun tinte azul vivo,
luego su produccidn es tan abundente que su acu-
mulacién da oon gran rapidez a la gelosa un tinte
asul-netro extremadamente acentuado. En clertos
medios orgdnicos, este pigmento azul es més o me~
nos enlomiareeido por un plgmento negro elaborado
independientemente. |

Se puede diferenciar el Streptomyces
caeliocus de todas las especies de Streptomyces
productoras de pigmento azul, descritas hase
ta ahora, por las siguientes razonest |

A. El 8y cagliocus produce un pigmento
cuya coloracién es susceptitle de variacidn se-
&in el grado de acidez o de aloalinidad del me-
dio y cambia a rojo en medio gcido, como 1o ha=
ce el plgmento que produce el Streptomyces cae-
1icolor. Si se consideran las especies desori-
tas en la olasificacidn de Bergey (séptima edi-
oién), es 1a especie S. coelicolor (S. violaceeru-
ber de Weksman y Curtis) la que més se sproxims~
rfa a causa de esta produccidn de plgmento.

o m————— e e L - emimm—m— . - . -
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Difiere sin embargo egengialmente «d¢ esta especie

por los siguientes detalless

a) Ia colorecién del aparato adreo es-
porulado del S. caeliocus es de un azul claro li-
geranente verdoso, en tanto gque es gris para el
8. coelicolor (S. vliolaceoruber); la comparacidn
de cultivos de las dos egpecies efectuada simul-
tdneamente, no deja ninguna duda respecto a la
diferencia de ooloracidn de los aparatos adreos.

b) El S. oaelicus forma filamentos
esporiferos muy largos que se enrollan en espira-
les apretadas y alargadas formendo fécilmente
hasta 10 a 15 vueltas, FEl aspecto de los file-
mentos esporulados difiere del de los filamentos
del S, coelicolor (S, violageoruber) en que no
forman més que espirales poco apretadas, con un
nfmoro de vueltas mucho mds 1limitados

¢) El Sr.caeliocus, contrariamente al S.
coelicolor (S. violaceoruber), es una raza cro-
mdgens, produciendo un pigmento negruzeo, en par—
ticular sobre la gelosa de maltosa-triptona de
Willieme y MoCoye

B, Eutzner y Wakesmen (J. of Bact. Zﬁ
528-538, 1959) han tragado un ouadro de las espe-
ocles de Strepiomyoos que produoe un pigmento azulj
entre elles 38lo se destacan dos especcies con mice=
110 aéreo azuls el S, caeruleus de Baldaoci y el
S. oyaneus de Kragsilnikov. El S. cseruleous, al
no tener filamentos egporfferos en forma de esw

pirales, no entra en la misma peccidn de clasi-
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ficacidn que el S, mlgxez (Lﬁg é‘gﬁto al S. oyaneus,
la naturaleza de su pigmento, cuyo color es insen-
sible & las variaciones de pH del medio, es diferen=
te a la del pigmento del S, caellous.

Los caracteres de cultiw y las prople=~
dades bioqufmicas del Streptomyces caelious han
sido examinados sobre las gelosas nutritiwvas y
caldos nutritivos habitualmente utilizados para
examinar el aspecto de las razas de estreptomycess
Las observacliones efectuadas se indican en el
ocuadro siguiente; salvo indicaclones precisadas,
se refieren a cultivo de dos & tres semanas a
262, llevados a un buen estado de desarrollo. ILa
mairor parte de los medios de cultivo empleados
han sido preparados segin las férmulas indicadas
en "The Actinomycetes®, S.A,, Waksman, ps 193-19%,
Chronica Botanica Company, Waltham (Mass)y Esta—
dos Unidos, 1950; en este caso, estén indicados
por la letra W, seguida del nfmero que les ha
sido atribufdo en "The Actinomycetes". ILas otras
referencias han sido indicadas al f£inal de oua-

Siguiendo el método de Pridham y Gottlied
(3. of Bact 56, 107 - 114, 1948), se observa que
el Streptomyoces caelicus utiliza como fuente de
carbono los elementos siguientess xilosa, ara-
binesa, rhamnosa, levulosa, gluoosa, galactosa,
mannosa, lactosa, maltosa, sacarosa, trehalosa,
celobiosa, rafinosa, dextrina, almidén, glicerina,
adonita, mannita, inosita. No utiliza: la soxrbosa,

o Rty |
b gt
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la eritrita, la dulcita y la sggté5

Como fuente de nitrdgenc, el Streptomyces
caelicus utiliza los siguientes elementoss 304(NH4)2.
adenosina, urea, agparagina, glicina, alanina, va-
1lina, deido glutdmico, arginina, lisina, treonina,
fenllalanina, tirosina, prolina, histidina, NOBNa,
NGZNa, sarcosina e hidroxiprolina. Son medianamente
utilizados: la adenina, uraoile y acetamida, No son
utilizadas: la metionina, creatina, oreatinina y
taurinas

El "Streptomyces griseus 20,129" ha sldo
aislado de un fragmento de tierra tomado en Bra-
eil. El método de aislamiento es el mismo que se

ha indiecado para el S, Caelicus.

——— o em e cemeim m ———
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Medio de cultivo Grado de desarrollo | Micelio vege- Apay
tativo o0 en- §erq
ves del culti

Yo
Gelosa de Bemnett (ref.A) Bueno Envés negro Bi:n
. &T14
d1ore
en_Z;
Gelosa de msltosa=tripto- Muy bueno ‘ Envés negro %;g ¢
na (ref, B vive
apal
Gelosa de Emerson (W-23) Bastante bueno Envéds negre glugx
. Gelosa al extracto de le- Muy bueno Envés negro | Muy
" | vadura Pridkam (ref, C)
Gelosa de glucosa-peptona Bueno Envés negro Blex
(w-7) azulado
Gelosa nutritiva (W5) Mediano Bien desa- Nulg
rrolado Azul
negro
Gelosa de glucosa-aspara- Bagtante bueno Envés vio- | Muy
gina (W2) ~ leta osouro gris
Gelosa de glicerina-aspa- Mediano Desarrollo | Nulo
ragina (W3} mediano
Violeta muy
oscuro
Gelosa de mslato de calcio Bueno Envés azul Bien
de Xrainsky (Ref: E) oscuro ¢

Geldaa de tirosina Mediano Kzul ne " Tra;

&ro

(Ref, F) muy osouro '
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17 /3

. ! Aparato aéreo (comprendiendo el conjunto del micelio Pignmer
';ﬁiil,?ovggﬁ dereo y dela esporulac:l.én) solub]
3 del oulti

vo
wés negro Bien desarrollado. Blanco-grisdceo a azul-verde- Negro
~ grisfceo claro. Exudacién de algunas gotitas co-
loreadas en azul vivo, tifendo el aparato adreo
en la zona en que aparecels
il neEEG Muy bien desarrollado. Azul verde grisdceo claro. Negro
yen Hegty Exudacidén de algunas gotitas coloreadas en azul
vivo, tiflendo el aparato adreo en la zona en que
aparecen.
avds negro | Muy moderadamente desarrollado. Negro
: Blanquecino a azul vivo,
avds negro | Muy bien deearrollado. Azul verde grisdeeo claro, Negro
avés negro Bien desarrollados Azul verde grisfceo claro. Azul=}
zulado : osour
ien desa=- Rulo Agul=
rolado Azul ‘ ligeri
egro verdol
nvds vio= Muy moderadamente desarrolladc. Rosa a azul verde Viole
eta osouro grisdoceo claro. oscur
esarrollo . Nulo Viole:
ediano oscur
ioleta muy
souro
nvéds azul  Blen desarrollado, Azul verde grisdceo claro Azul

Souxo
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Observaciones y productos bioquimicos

Tia raza esa eromdgana,—- Sa ve 1 plgmento salnhle negra ahimdan

—_— e — Py - —_

te aparecer desde los primeros dfas de oultivo,

Zro

£ro

ante

Solubilizacidn del malato de calcio

]

"



ﬁ / , ,.
Gelosa de tirosina Mediano Azul negro | ¢
(Ref, F) Huy OSouro -

By,
Cultivo sobre patata Bastante '
(w 27¥ ba bueno de
Gelosa de almidén Bastante Envés azul . Del
(w20) bueno
Gelosa sintétioca de Bueno Envés negro- | Bi.
Czapek de sacarosa azulado c_L.;
‘t
i ot |
Gelatina pura al 12% Bastante Cultivo su~- De
(Refs D bueno perficial de
. envés azul-
negro
‘ " )
Oeldo sintdtico de Bastante Velo de en- Bl.
Czapek de sacarosa bueno vés amari-
(w1B) 1lento.

Refe A ~ JONES K,L. = Journal of Bacteriology 27, 142, 1949

Ref; B ~ WILLIAMS A.M. y MoCOY B, - Applied Microbiology - 1,

307 - 1953

Refy C ~ PRIDHAM T.Gs y Coll -

Ps 947

Antibiotics Ammual -~ 1956 =57,

Refe D ~ "Plain gelation" - preparado segdn las indicaciones

del "Manual Of mthode Pure Culture Study

of Bacteria"

de la Soolety of Ameriocan Bacteriologists (II 50-18)
Refs E ~ GRUNDY y Ooll - Antibiotics and Chemoterapy 2, 401

(1952)

Refe F = Peptoxia 0,5%; extracto de carne 0,3%; tironine O,5%;
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en desarrollado., Azul verde grisdceo claro

Agul - Solub:

# 4ﬁ§
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*azad. Gris azul a agul franco

‘.

Azul-negro : '
oscuro '[ Sin

uy reducido. limitado a la parte superier Pardo-negro Micel
e la patata. con o sin adi gro ¢
eién de agul= §} larme
negro - § negre
esarrollo moderados Grisdceo a azul franco. Azul vivo
' de intensidad La ks
- sogtenida .
ien desarrcllado: Agul gris a azul franoo, Exuda=- Azul-negro
ién de algunas gotites coloreadas en agul vivo, .
iflendo el aparato @éreo en la zona en que aparecens’
esarrollo moderado. Azul grisdceo claro. Azul negro a Id ow
pardo viold-
ceo ogouro,
desarro
dose a partir
R . Qe la super- |
ficie v :
ilanqueoino a azul claro Violdceo \  Prod
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izacidn del malato de caleio

ubilizecidn visible de la tirosina

» vegetative pardo negruzoo y pigmento soluble pardo-ne-
ide el comienzo de los cutiws, Iuego, més o menos regu—
ie y mds o menos tardfamente, aparioién de pigmente azul
lue colora el micelio vegetatiw y se difunde enla patate

0l1isis del almiddn es débil y lenta,

ién total bastante répida

3ifn de nitrito a partir de los nitratos: escasamente
ve al oomienzo del cultivo, tornfndose negativa con
te rapidez,

-17- F
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El estudio de eeg Zed’bt‘f'ﬁai moatrado R

que presenta caracteres morfoldglcoe que la rela=-

clonan con la especle Streptomyces griseus de Waks=
nan y Henrdicli, tal como ha sgido definida en el "Berw
rey&s Manual of Determinative Bacteriology", sép~
1ima edlcidn, 1957: sblo difiere en efecto de 48~
ia @ltima en algunos detalles que permiten distin- .
guirla solamente como una variedad particular, .
El Streptomyces griseus 20,129 forma so- e
bre el oonjunto de sus medios de cultiwvo un mice-
lio vegetativo gris amarillento gue se tifle a me=-
rudo de gris verdoso 0 incluso pardo gris verdo=
£0y, en particulaer en mediocs orgénicos. Su apara-
to aéreo, abundante y de aspecto pulverulento, es

gris amarillo muy claro torndndose a menudo ver=

§
F.

doso. Produce esporas esféricas a ovales que
niden de 0,7 & 1,0 p por 0,8 & 1,3 yp 3 estas es~

roras van gostenidas sobre filamentos rectos o

ligeramente sinuosos, no enrolléndose nunca en Cr :
espiraly -

Los detalles que le diferencian de la
especie Streptomyces griseus desorita en el YBer-
gey's Manual", son los migulentest

= Profuccidén de plgmentos gris verdoso
& pardo verdoso gque colora més 0 menos la tota-
1idad o solamente ciertas partes del micelio ve-

getativo de los cultivos sobre gelosa gluco-

sada y leche desnatada,
- E1 oultivo sobre patatas da lugar a EAE

la formaocién de un tinte pardo grisdceo, o incluso o
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pardo negruzco, a pardo ¢live, que colorea la patata;

L e measems e W
S A R G A

« Finslmente, en contra de la raza des-
srita por Wakeman y Henrliol, el Stireptomyces gri-
3eus 20,129 no reduce los nitratos a nitritos,

5e Siguiendo el método de Pridham y Gottlieb
(J+ of Bacts 56 107=114, 1948), se ha estableoido
que el Streptomyces griseus 20,129 utiliza como

fuente de oarbono los siguientes elementos: xilosa,

arabinosa, glucosa, galactosa, levulosa, mannosa,
10, maltose, trehalosa, celobiosa, dextrina, almi-
dfn, glioégeno, glioerina, adorita y memnita. No
#e utilizan: la rhammosa, fucosa, sorbosa, saca~-
roea, rafinosa, inulina, eritrita, duloita, sor-
Wita y la inosita. La lactosa ea medianamente
15¢ utilizada, provocandé solamente un crecimiento
lento e inoompleto del Streptomyces.
Como fuente de nitrdgeno, el Streptomy-
ces griseus 204129 utiliza los sigulentes elenéntos:
:304(1134)2, adenina, adenosina, urea, asparagina,
20, @licina, alanina, valina, #cido glutémico, arginina,
lisina, treonina, metlonina, fenilalaninsa, tirosins, '
prolina e histidina, No se utilizan: lI03lla., o
NOBa, uracilo, acetamida, oreatina, creatinina, P
taurina, sexrcosina e hidroxiprolina.: .
2%: El procedimiento de preparacidn del an~
#ibidtioco 11,072 RP. consiste esencialmente en
oultivar Streptomyces caelicus o 9; griseus 20,129

¢4 sus mutaciones productoras en un medio y en
condiciones apropiadas y en separar seguldamente
305 al antibidtico formado en el curso del cultivoe.
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El oultivo puede Ee%Er@eséor oaalquier
método de ocultivo aerébico, superficial o em pro-
fundidad, pero &ste dltimo es preferible por razones
¢e comodidads Se utllizan a este fin los diferentes
tipos de aparatos que son ahora de un uso corriente
en la induetria de las fermentaciones.
Se puede en partiocular adoptar la marcha
eiguiente para la conducoidn de las operacionss:
Streptomyces = material de origen
Cultivo sé%re gelosa
Cultivo en :graaoo agltado
Cultivo 1nooul$m en fermentador
Cultivo de produgcidn en fermentador
El medio de fermentaoién debe contener
esenclialmente una fuente de carbono y otra de ni-
trégeno asimilables, elemenios minerales y even=—
tualmente factores de crecimiento, pudiéndose
géportar todos estos elementos en forma de produc—
tos blen definidos o por mezclas complejas, tales
como se encuentran en productos bioldgicos de
or{genes diversos.
Como fuente de mrbono asimilable, se
Fueden utillizar hidratos de carbono tales como
la glucosa, lactosa, dextrinas, almidén u otras
eustancias hidrocarbonadas como los azicares
de alooholes:s glicerol, manitol, etc., o como
clertos dcidos orgdnicos, tales como £cidos
l4otico, oftrico, tartérico, etc. OCliertos aceiw=
tes animales o vegetales como el aceite de to-~

c¢ino o el de soja pueden sustituir ventajosemente




tad
°

10,

15,

20d

25.

306

278455

eatas diferentes fuentes hidrocarbonadas o unirse a

ellas,.

Las fuentes adecuadas de nitrégeno asi=
nilable son extremadamente variadas. Pueden ser
sustancias quimi cas muy simples como los nitra-—
t08, las sales minerales y orgénicas de amonio,
la urea y los fcidos aminados, Pueden ser aporta=
das tembién por sustancias oomplejas que ocontengan
principalmente nitrdgeno en forma protfdica: ocased-
na, laotelbimina, gluten y sus hidrolizados, harie

nas de soja, de cacahuete, de pescado, extractos de

carne de levadura, "Distillers' solubles™,
"oorn-steep!, eto.
Entre los elementos minerales afiadidos,

algunos pueden tener un efecto amortiguador o

neutralizante, oomo los fosfatos alcalinos y aloa-

lino-térreos 0 los carbonatos de caleio y de mag-

nesios

Otros aportan el equilibrio idnioco ne-
oesario al desarrollo del Streptomyces y a la
elaboracidn del aniibiétioo, como los clorurecs y
sulfatos de metales alecalinos y aloalino-térreos,
Pinalmente, algunos actdan més especialpente como

activadores de las reacciones metabdlicas del
Streptomyces: tales como las sales de cilnc, de
oobalto, de hierro, de cobre y de manganego,

E1l pH del medio de fermentacidn al cow=

mienzo del cultivo debe estar comprendido entre
6,0 y 7,8, preferentemente 6,5 a 7¢ Ia temperatura
dptima para la fermentacidn es de 25-27%, pero se
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obtiene una produccién satisfactoria con tempera=
turas comprendidas entre 23 y 358, Ia aeracién de
la fermentacidn puede variar entre valores bastan-
te grandes. Se ha observado sin embargo que unas
aereaciones de 0,3 a 2 1litros de alre por litro
de caldo y por minuto son partiocularmente conve-
nientes. El rendimiento méximo en antibidtico
ge obtliens despuds de 2 a 5 dfas de cultivo, de-
pendiendo este tlempo esenoialmente del medio
utilizado,

Segén 1o que antecede, se comprende
que las condiciones generales del cultivo del
Streptomyces para 1la produccién del antibid~
tico 11.072 R.P, pueden variar en gran medida
y adaptarse a cada necesidad partiocular,

El antibidtico 11,072 R.Pe puede als=
larse a partir de mostos de fermentacién por
los sigulentes métodos: primeramente se filtra
el mosto de fermentacidn a un pH comprendido
entre 2 y 9 en presencia de un coadyuvante
de filtraoién, sisndo entonces prfotic amente
independiente del pH la asctividad dosifioce~-
da en el filtrado; para facilitar mfs los
tratamiontcs ulteriores, se prefiere sin em=-
bargo filtrar en general el cultivwo en una
zona de pH oomprendida entre 4 y 6%

Seguidamente puede extraerse sl anti-
biético del filtrado mediante un disolvente
no mezclable con agua del grupo de los alco=-
holes alifdticos en 04; Gy tales oomo el
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aloohol n-butflico o una mezcla de alcoholes amfli-
oos, alcoholes aromfticos tales como el alcohol
benoflico, cetonas tales como la metilisobutiloe-
tona, éstores tales como el acetato de etilo o de
amilo, dlsolventes clorados tales ocomo sl cloro-
formo o el dicloretano. Esta extraccién puede rea=
lizarse igualmente a un pH comprendido entre 2 y 9,
pero se prefiere sin embargo en gemeral operar
a un pH comprendido entre 2 y 6, a £in de obte~-
ner oondiciones qQue se presten mejor a la reallza-
¢idén industrial. Ia soluoidn orgénloca gque contiene
el antibiético 11.072 R.P. es seguldamente ocon-
centrada en un escaso volumen. Por adicidén de un
mal dlsolvente del 11.072 R.P., tal oomo el exano
0 el §xido de isorpopilo, el antibidtioco bruto
precipita entonces paroial o totalmente, segin
la concentracién efectuada y los disolventes
utilizados.

En el caso en que la precipitacién del
antibidtico bruto no sea total, se tratan las
aguas madres de precipitacidén mediante paso sobre
una columma de aldmina de tal forma que haya
aproximademente 1 kg de alimina por ditro de so~
lucidn, ocuya relacién es prefsrible pero no indis-
pensable. Despuds del lavado de la columna con un
mal disolvente tal como el exano o el ésido de iso-
propilo, se somote a elucidn el antibidtico que
ha permanecido fijo smobre la colummna, por uno de
sus buenos dlsolventes antes mencionados, tales

como el metanol, etanol, cloroformo, acetato de
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etilo, eto. Ia solucidn orgdnica que contiene el ane

tibidtico es entonees concentrada en un pequefo volu= Efﬁu
men, lo que provoos, despuds de la adiocidn eventual
de un mal disolvente tal oomo el $xido de isopropilo,

5e' la precipltacidn del resto del antibidtico bruto
busoado)

El antibidtico bruto obtenido en las ope-
raclones precedentes no es siempre directamente
cristalizable, Con freocuencia es conveniente some-

10. terlo prevismente a una purificacidn, que, en ciertas
condiciones, puede oonducir directamente al anti-
bidtico puro oristalizado, La purificacidn puede
efectuarse segin los métodos clésicos en uso, y

en particular por oromatograffa sobre diversos

15. agentes absorbentes, 0 distribucidn a contra~corien~ é‘jiﬂ
tes Es partiocularmente ventajoso efectuar uma cro-
matograffa sobre alémina en oloroformo. El anti-
bidtico purificado puede ser oristalizado 0 re-
oristalizado por disolucién en un disolvente,

20, preferentemente el cloroformo, con ligero calen-

tamlento y luego refrigeracién para provocar la
oristalizacién, o bien por disolucidn de una gran E;;; 
ocantidad de un mal disolvente, con preferencia :
el dxido de isopropile, y cristalizacién lenta a
254 temperatura ambiente. Es comprensible que los di-

Perentes métodos indicados anteriormente pueden

aplicarse sucesivamente en un orden variado o re- -
petidos varias veces, segln las exigencias de la ;;;‘f
fabricacidn, para obtener el 11,072 R.P. en e

30 forma conveniente a las apliocaciones conaideradas,
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Los siguientes ejemplos, dados a titul

no limitativo, musstran oémo puede ponerse en
prioctica la invencién. En lo que esigue, la aoti=-
vidad es en todos los casos determinada por un

5¢ método por difusién con el Myocobacterium sp. ATCC 5;;,

607 como germen sensible, respecto a una muestra

de producto puro y oristalizado como patrdn.

Esta aotividad es pues expresada emn microgramos

( yg) de producto cristalizado patrén por mg para
10 los productos sélidos, y en yg de producto oris-

talizado patrén por cm3 para las soluciones.

Ejlemplo=l.

Se carga en un fermentador de 170 litros, {
2,400 kg do "oorn steep" (50% de extraoto seco)
15t 3,600 kg de sacarosa, 0;900 kg de carbonato de cal-
cio, 0,240 kg de sulfato aménico y, hasta comple-

tar los 100 litros, agus.

Este medio de oultivo tiene un pH de 6 o

aproximadamente., Se esteriliza por chapoteo de

20, vapor a 1228 durante 40 minutos. Despude de su es- Lo
terilizacidn y refrigeracifdn a 272, el volumen

final del caldo es de 120 litros y el pH de 6,85,

El medio o8 entonces sembrado com 200 am3 de wm

oultivo en erlenmeyer agitado, de la raza “"Strep—-

25 tomyces oaellous",
El oultivo en fermentador es aireado con
aire estéril suministrado a 5 m3/hora y agltado
por una turbina que gira a 350 rpm. Ie temperatura

R A

se mantiene a 26-27%, E1 pH del medio permanece

30, sensiblemente en su-valor inicial durante todo
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el cultivo, EL desarmlié del hongo comienza hacila
la vigésima hora. Es conveniente para la siembra del
oultive productor 48 horas después de la siembra.

El cultivo productor se efeotia en fer-
mentador de 800 litros cargado oon las siguientes
sustancias: 16 kg de bharina de soja, 2 kg de
Distillers' soluble, 6 kg de almidén de mafsz,

6 kg de aceite de soja, 4 kg de cloruro de so-
dio y, hasta completar los 350 litros, agua.

El pH medio asf obtenido se ajusta

a 7,6 con 400 cm3 de sosa concentrada. Se este-

riliza el medio por chapoteo de vapor a 1228 du-
rante 40 minutos, Despuds de la esterilizacién,
se enfris a 26~27%, El volumen de caldo e; de 400
litros y el pH de”6,5 aproximademente. Entonces
se siembra el medio con 40 1itros del cultivo
precedente en fermentador de 170 litros. Se
agita el medio por uma turbifia que gire a 205
rpm, se airea con 15 m3/hora de aire estéril y se
mantiene a 26~27% |

El pH &eaoiende lentamente de 6,5 a
5,95 durante 24 horas, volviendo & subir luege
para alcanzar 8,35 después de 90 horas de oulti-
vo. La produccién del antibiético comienza hacia
la cuadragésima hora. Se interrumpe la fermenta=
cidn despuds de 90 horas. La cantidad de anti-

bvidtico presente entonces en el medio es de 410

4 &/em3s
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Ejemplo=-2

8e ocolocan en un depdsito provisto de un
dispositivo de agitacién, 170 litros de mosto de
fermentacifn obtenido en el Ejemplo 1 (tftulo 420
PemeS)Q' Se agita el mosto durante una hora ajus-
tando el pH a 5 por medio de doido clorhfdrico
5 N, afiadiéndose luege 10 kg de coadyuvante de
filtracién. Se filtra la mezola en un f£iltro-
prensa y se lava la masa del filtrado oon 70 1li-
tros de agua. El filtrado, que representa 205
1litros, se ajusta a w pH de 3 por medio de £oi-
do olorhfdrico 5 N y se extrae sucesivamente
oon 60 y luego 40 litros de acetato de etilo,
Los extractos orgdnicos son reunidos y conoen=
trados a presién reducida hasta 1 litro., El
ooncentrado recibe la adicién de 10 litros de
exano y el preoipitado as{ obtenido se orea,
lave y seca; se obtiene asf 86 g de producto
bruto de una actividad de 488 ‘Jg/hgz

Las aguas madres precedentes atraviesan
una oolumna de aldmina, lavéndose lusgo ésta
oon exano; el producto fijado sobre la columna
se somete entonces a elucién mediante metanol.
Ia soluocién metanélica obtenida se oconcentra
a presidin reducida y se obtliene entonoces un
segundo chorro de producto bruto que pesa 9 g
y tiene una actividad de 415 p&/mee
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- Se disuelven 50 g de producto brute
alslado en el Ejemplo 2 (tftulo 488 pg/mg) en
500 om3 de ¢loroformo, Se filtra la solucién ob-
tenida ¥y luego se envia sobre una columna gue
contiene 1 kg de al@nina. Seguldemente se some-
te a elucidn el antibidtico con 2,5 litros de
cloroformo, quedando as{ fljadas las impurezas
sobre la alfmina. Ia solucién cloroférmica ob-
tenida es concentrada en seco al vacfo. Se ob-
tienen asf{ 29,5 g de producto purificado, con
una actividad de 781 pg/hg.

Se disuelven 25 g de este producto en
1,25 litros de $xido de isopropilo a la tempe-
ratura ambiente y se aglta la solucién obtenida
durante 15 minutos con 5 g de negro absorbente.
Se filtra y se deJja oristalizar durante tres
dfas a la temperatura ambiente. Después del oreo,
lavado y secado, se obtienen 15,8 g de producto
puro de una actividad de 1000 vg/mg;
Elemplo~4.
Se colocan en un depésito provisto de un
dispositivo de mgltacién 1000 litros de mosto
de fermentaocidn, obtenido en varias operaciones
eegin el método descrito en el ejemplo 1, con
ung activided de 390 yg/om3 y ua pH de 7,8,
Este mosto se ajusta a un pH de 5 mediente £cido
olorhfdrico y seé aglta durante 30 minutos con
45 kg de coadyuvante de filtracidn. Se filtra

la mezcla en filtro-prensa y se lava la masa del

Ly
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filtrado con 200 litros Zezgi}." é.‘filtrado, que

repregenta 1040 litros, se extrae con 400 litros
de dicloretano despuds de un ajuste a un pH de 3
por medio de doido clorhfdrico. Seguldamente
se oconcentra el extracto a presién reducida hasta
2 litros. FEntonces se le afiaden al oonoentrado
8 litros de fxido de isopropilo y el precipitado
obtenido se filtra, lava y seca: se obtienen aei
154 g de pro@uocto bruto, con una actividad de
456 | g/mge |

Al lioor madre de precipitacién se le
hace’ atravesar una columna que contiene 8 kg de
alimina., Se lava la columna con 4 litros de exa~
100 y luego se efectia la elucidn del producto
f£1ijado sobre la columns mediante 30 litros de
cloroformo, ILa soluoidn ecloroférmica asf obte-
nida es concentrada & 500 om3 a presién reducida.
Se enfrde el concentrado a + 52, lo que provo-
ca un oomienzo de cristalizacién, Se afinden enton
ces 500 cm3 de dxido de isopropilo para acabar
la cristalizacidn; Ios cristales obtenidos son
oreados, lavados y secados y se obtienen as{
192 g de produocto purificado, de una activided
de 960 pg/mgs Despuds de una recristalizacién en
$xido de isopropilo ocomo se describe al final
del ejemplo 3, se obtienen 168 g de producto puro
de una actividad de 1000 pg/mg.
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Eiemplow=>5.

Se disuwelven en un litro de cloroformo
100 g del producto brute del Ejemplo 4, de una
actividad de 456 pg/mg. Se envi{a la solucién so-
bre wna columna gue contiene 1 kg de alimina,
Seguidamente se efectds la elucién del antibid-
tico con 2 litros de cloroformo. La solucién
oloroférmica obtenida es concentrada a presidn re=
ducida hasta su cristalizacién. Entonces se
filtran, lavan y secan los cristales y se obtienen
62 g de producto puro de una actividad de 1000
y &/nge

Ejemploe~ 6.

Se cargan en un fermentador de 170 1li=-
tros, 1,200 kg de peptona, 0,600 kg de exiracto
de carne, 1,200 kg de glucosa hidratada y, basta
completar los 100 litros, agua.

El pH del medio asf obitenido se ajusta
a 6,95 con 110 cm3 de sosa concentradas. Se es-
teriliza el medio por chapote0 de vapor a 1228,
durante 40 minutos. Despuds de un enfriamiento
a 26-27%, el volumen final del ocaldo es de 120
litros & el pH de 6,60, Entonces se siembra el
medio con 200 em3 de un cultivo en erlenmeyer
agltado, de la raza Streptomyces griseus 20.129.
El oultivo en el fermentador es aireado oon aire
estéril suministrado a 5 m3/hora y agitado por
una turbina que gira a 250 rpme La temperatura
ge regula a 269,

El pH del medio se mantiene entre 6,40
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y 6,60 durante las dieciseis primeras horas, aumen-
t4ndose luego hasta alcanzar 7,50 después de 24
horas de cultivo. El desarrocllo del hongo comien-
za haclia la vigésima hora. Es conveniente para
la siembra del oultive productor 27 horas des-
puds de la siembra. _

El cultivwo productor se efectia em
fermentador de 800 litros cargado con las si-
guientes sustanciass 16 kg de harina de soja,

4 kg de Distillers' solubles, 6 kg de al-
nidén, 6 kg de aceite de soja, 4 kg de carbo-
nato cdloioo, 2 kg de cloruro sédico, 8 g de
cloruro de cobalte con 6 H,0 y, hasta comple=
tar los 370 litros, agua.

El pH del medio asi obtenido es de
6,45+ El medio es esterilizado por chapoteo
de vapor a 1222 durante 40 minutos. Despuds
de una refrige:;aod.én a 264272, el volfmen del
caldo es de 400 litros y el pH de 6,55: Entone
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 & 220 rpm, se airea con 15 cm3/hora de aire
estéril y se mantiene a 26272,

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,‘ ¥ luego una subide regular hasta 2
8,40 de 78 a 115 horas; finalmente, el pH aloan—
za 8,55 despuds de 139 horas y se detiene entopn=-
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ces la fermentacidn. Ia produccién del antivié-
tico comienza hacia la sexagesima séptoms hora y
alocanza su méximo a las 90 horas, ILa cantidad de
antibidtico presente en el medlo es enionces de
26 pg/om3.

Entonces se tratan 380 litros del mosto

de fermentacién obtenido anteriormente como se
desoribe en el ejemplo 2, obteniéndose as{ 6,8 g
de producto bruto.

4,8 g de este producto bruto son pues~

tos en solucidn cloroférmica y purificados por
cromatograffa sobre alimina como se describe en
el ejemplo 3, obteniéndose entonces 4 g de produo-
to purifioado que, despuds de su cristalizacidén en
$xido de isopropilo cmo se describe en este
miemo ejemplo 3, proporcionan 3 g de antitid-
tico 11,072 R,P. puro cristalizado, de una acti-
vidad de 1000 pNg/mg.

N O T A

Descrita suficientemente la naturaleza

del invento asf como la manera de realizarlo en
la préctica, debe hacerse constar que las dispo- ﬁi;”
siciones anteriormente indicades son susceptibles
de modificaciones de detalle en cuanto no alte-
ren su principio fundamentale Tambidn 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,
nimeros respectivos PVe 864,301 y PV 8854778, aco=

gléndoge por lo tanto a 1los beneficios gue conoce—
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den los Conwenios Internacionales en vigor y siendo
lo que constituye la esencia del referido invento
¥ por lo que se soliclta patente de imvencidn por
20 afios en Espafias "PROCEDIMIENTO DE PREPARACION
DE UN NUEVO ANTIBIOTICO"; caracterizdndose por lo
slgulente: '

18,- Procedimiento de preparacifn de un
nuevo antibidtico, designado con el nt 11,072 R.P.
oaracterizado por ser un producto criétalizado
blanco, que ggnde a 222—223? ¥y posee un poder rota
torio (al.fa)D = =100 & 52 ( 0 = 1, metanol)s; es
soluble en metanol, etanol, acetona, cloroformo,
cloruro de metileno, acetato de etilo, dioxano,
piridina, dimetilformamida y &ter; escasamente 80-
luble en agua y 6xido de isopropilo e insoluble en
éter de petréleo, contiene carbono, hidrégemo,
ox{geno y nitrégeno y tiene por composicién elemepn
tal del 61,85 al 61,90% de 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 espectro wltravioleta no presenta ningin mée
ximo de absorocién entre 200 y 400 mp ; estando do-
tado de una actividad muy interesante contra las
miocobacterias,

208,~ Procedimiento de preparacidn de
un nuevo antibidtico, segin lo especificado en la
reivindicacién 18, caracterizado por el cultivo
aerébico del "S« oaelious" o "S, griseus 20.129" ¢
de sus mutaciones productoras, sobrenun medio
cldeioo conveniente y en las condiciones habitua=

les para este género de cultivo, y separacién del
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antibidtico formado en el ocurso del cultivo por
aplicecién de los métodos fisico~-quimicos clé-
gicos.

38,~ Procedimiento de preparacién de
wn nuevo antibidtico; tal y como queda sustan-
cialmente descrito en la presente memoria.

Esta memoria consta de treinta y cuatro

hojas escritas a mdq hor una sola cara,
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