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"Procedimiento de preparacidn de antibibticos"
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: Faticilante: ~ RHONE-POULENC, S.A., entidad francesa,

residente en 22 Avenue Montaigne,

PARIS 8&, Francia.

Bgte invento se refiere a un nuevo anti-~
bidtico designado a continuacidn por el nbmero
11.837 R.P. y a su procedimiento de .preparacidn.

Este nuevo producto ofrece un interés muy espe-

cial a cauga de su actividad antibecteriana eleva-

Mod. 113
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da, con respecto a los gérmenes gram-positivos, y
de su elevada duracibén de :eccibn. Puede obtenerse
partiendo de medios de cultivo artificial de un
nicro-organismo identificado méis completamente a-
continuaoién, perteneciente al género streptomyces,
y designado por la denominacidn "Streptomyces
viridans DS 9466¥ (NRRL 3087).

1 entibibtico 11,837 R.P. es muy solu-
bie en el zgua, solublé en el metanol, la piriding
el 4cido acético, la dimetilformamida, poco o na-
da soluple en el etanol, la acetona, el cloroformo
¥ el hexano normal.

En solucibn acuosa, el 11,837 R.P. es
muy estable e pH 5 a pH 10 (conserva el 90% por
lo menos de su actividad después de dos semanas
a 379), moderadamente estable al pH 4 (pérdida de
30% ée actividad en dos semanas é 372) y relativa-
mente inestable al pH 2 (pérdida del’70% de su acti-
vidad en 6 dfas a 372).

Bl 11,837 R.P., d4 ensayos o resultados
negativos en las reacciones giguientes: reaccibn
del biuret, reaccién con cloruro férrico, reaccibn
con la ninhidrina. Proporciona ensayos o resulta=—
dos positivos en las reacciones siguientes: regcé
cién con la ninhidrina después de hidrdlisis 4cida,
reaccién de diazotiazacién, reaccidn zantoproteica,

reaccibén con nitrato de plata amoniacal, (dudosa

antes de la hidrblisgis, y muy enérgica despuds de

hidrélisis 4cida)y reaccién con floroglucina, reac—

cibn con carbazol, reaccibn con permanganato de po-
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tasio, reaccibn de Benedict despuds de hidrédlisis
dcida. Colora en anaranjado el 4cido sulférico con-
centrado y en rosa pilido el 4cido clorhidrico con-
centrado.

E1 11,837 R.P. es un 4cido fuerte cuyo
equivalente neutro medidé por titulacidén potehcio-
nétrica a la sosa, es igual a 600 (pKa = 4,1). Su
peso molecular parece superior a 5000 ya que no
dializa a través de una membrana de celulosa rege-
nerada (tipo celofana);

El antibiético 11,837 R.P. contiene car-
bono, hidrdgeno, oxfgeno, nitrdgeno y fésforo. Su
composicién elemental (deducida del anflisis de su

sal gbdica) es préxima a:

CF=469H%=7,90%= 39,2 Nk 3,9 B%=2,05

Se caracteriza por lasg propiedades fisicas

siguientes:

~Aspecto: polvo amorfo blanco.

Punto de fusidn: sin fusibn clara, se descompone
desde 1602,
Espéctro infra-rojo (determinaoién a partir de com-
primido en mezcla con EBr).
Este Espectro se representa por la fig.

en la gue se han tomado como abscisas, por una par-

‘té, las longitudes de onda expresadas en micrones

(escala inferior) Yy por otra parte los nlmeros de
endas en cm T (escala superior) y como ordenadas, -
las transmisiones en %.

En la Tabla 1 sgbiﬁdican las principa-

les bandas de absorcidn infra-roja para este pro-

3
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M TABLA I
3360 tF 1164 m
2930 F - 1125 ép
1;20 P 1100 m +tF = muy fqefte
1630 tF 1068 tF F = fuertg
1564m 1040 tF m = media
1550 F 968 m  f = d&bil
1430 ép. ‘ 950 m  ép. = espalddn
1400 ép. 890 f ‘
1380 T | 860 £
1330 m 800 £
1222 F

La sal gbdica del 11,83f R.P., tiene 1a
composicidn elemental siguiente: |
C%=450H%=7,40%=37,6 N%=3,72
P%=12,16y Na% = 4,15

Se caracteriza por las ﬁfopiedades fi{si-

cas siguientes:
Aspecto: polvo amorfo, précticamente blanco.
Poder rotatorio o rotacibn especificas:

(ak)%z =62 +1(c=0,6, agua )
Espectro ultra~;ioleta (determinacidn partiendo
de una solucidn de 30 mg/1 en agua).

fin de absorcién: EL 7 = 30 a 220 mp oy

lcnm
3,5 a 257 mp

Espectro infra-rojo (determinaciédn partiendo de
comprimidos en mezcla con KBr).

Bste espectro se representa por la fi-
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gura 2, en la que se han tomado como abscisas,

por una parte las longitudes de ondas expresadas
en micrones (escala inferior) y por otra parte los
nfimeros de ondas en cm~ L (escala superior) y como
ordenada, las transmisiones en %.

En la tabla II se indicaﬁlas principa~-
les bandas de absorcidén para este producto.

| T A B L A II
3400 +F 1160 n

2910 P 1100 m tF = muy fuerte
1530 tF 1062 +tF Po= fuepte
154% m 1042 ép m = media
1525 F 1030 ép. f = aébil
hacia 1430 ép 972 m ép = espalddn

1378 P 947 m

1330 m 890 f

1238 m 860 £

La actividad bacteriostédtica del

11,837 R.P. con respecto a un cierto nfmero de gér-
menes, se ha determinado por uno de los métodos de
dilucidn corrientemente empleados para este obje-
to. Para cada gérmen, se ha determinado la concen~
tracidn menor de substancia que, en condiciones de-
finidas, impide todo desarrollo visible en un caldo
nutritivo adecuado. Los resultados de las distintas
determinaciones, estén reunidos en la Tabla III en
la que las concentraciones bacteriostédticas minimas
se expresan en nmicrogramos de substancia por cm3 de
medio de ensayo.

Bstas distintas determinaciones indi-
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can que la actividad dell. 11,837 R.P., se ejerce
principalmenté gobre los gérmenes gue toman la co-
loracidn de Gram;:su actividad sobre Streptococcus
hémolyticus es especialmente elevada. Es relativa-
mente poco activo sobre gérmenes'Gramﬁnegativos,
aunque sus actividades sobre Neigseria catarrhalis,
Neisseria gonorrhaeae y Brucella abortus bovis sean
apreciables. No acusa resistencia cruzads alguna
con los antibidticos siguientes : penicilina, es-
treptomicina, tetraciclina, cloramfeniool, espira-
micina, carbomicina, erit:omicina, pristinamicina

¥y novobiocina. Los resultados de distintas deter-
minaciones de las concentraciones bacteriostdti-
cas del 11,837 R.P. frente a distintas cepas de es-
tafilococo, que indican una resistencia a uno. o més
de los antibibticos mencionados anteriormente estén
reunidos en la Tabla IV en la que figuran, a titu-
lo de recuerdo, las concentraciones bacteriostdti-
cas relativas a las tres cepas de esta-filococo sen-
gibles a todos estos antibidticos y que figuran en

la Tabla III,
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o ' Concentraciones
Organismos bacterianos ensayados bacteriostiti-
cas minimas
(en pg/cm3)
Staphylococcus aureus, cepa 209 P-ATCG 6538 P 0,15
Staphylococcus aureus, cepa 133 (Instituto Pasteur) 0,15
Staphylococcus aureus, cepa Smith 0,35
Sarcina lutea - ATCC 9341 150
Streptococcus faecalis - ATCC 9%90 50
Streptococcus viridans - (Instituto Pasteur) 0,6
" pyogenes hemolyticus(cepa D1g 7, Ingtituto Pasteur) 0,005
Neléserla gonorrhaeae (A 50 - Instituto Pasteur) 1,25
Diplococcus pneumoniae (cepa Til, Instituto Pasteur) 0,03
Bacillus subtilis - ATCC 6633 3
Bacillus cereus — ATCC 6630 0,03
Mycobacterium species ~ ATCC 607 35 |
Mycobacterium para-smegmatis (A 75 - Lausanne) 65
Escherichia coli - ATCC 9637 35
Shigella dysenteriae - Shiga L (Instituto Pasteur) 40
Salmonella paratyphi A (Iacasse, Instituto Pasteur) 55
Salmonella schottmuelleri (parathyphi B) Fougenc
(Instituto Pasteur) 30
Proteus vulgaris - A 244 | 165
Klebsiella pneumoniae - ATCC 10.031 60
Pseudomonas aeruginosa (cepa Bass - Instituto Pasteur) 40
Brucella brohchiseptioa (CN-387 ~ Instituto Wellcome) 9
Brucella abortus bovis B 19 2,5
Pagteurella multocida (A 125, Instituto Pasteur) 1,5
Tréponéma de Reiter 20
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Concenﬁrac;opes
Cepas ensayadas (Staphylococcus aureus) E?g:;g;%ggigéﬁig3
~cepa 209 P-ATCC 6538 P (s) 0,15
~-cepa 209 P hecha resistehte a la espiramicina 0,2
~cepa 209 P hecha resistente a 1a carbomicina 0,15
—cepé 209 P hecha resistente a la pristinamioina 0,25
~cepa 209 P hecha resistente a la novobiocina 0,1
' -ceﬁa 133 (Instituto Pasteur) . (s) 0,15
-cepa Smith (s) | 0,35
. =cepa B3 (resistente a la penioilina y a la
estreptomicina) 0,2
~cepa Hb (resistente a la penicilina y a la
tetraciclina) 0,3
~ =~cepa Beaujoh 3 (resistente a la penicilina,
a la estreptomicina, a la tetra-
ciclina y al cloramfenicol) 0,3
~cepa MB I (resistente a la penicilina y a
| la eritromicina) 0,1
—-cepa Lavault (resistente a la penicilina, a la
eritromicina y a la espiramicina) 0,1
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-La actividad antibacteriana del 11,835
R.P. se na OOnfifmado "in vivo" en los animales de
lahoratorio,infectados~experimentalmente por gér—
menes tales como estreptbooccos, neumoscocos, estao~
filococos y Neisseria (N. meningitidis). BEs espe-
cialmente activo en el ratén por via parenteral;
la actividad por via intra-venosa es dos veces mayor
que por via sub-cutinea.

Posee una gran duracibdn de accidn, lo
que le concede una actividad preventiva muy buena.
Esta accibn preventiva se ha demostrado con respecto 
a infecciones estafilococica y estreptococica de ra-
tén. Asi por ejemplo, a la dosis de 250 mg/kg, intra-
venosa, el 11,83# R.P. protege todos los ratones con
respecto a una infeccidn i.p. por estreptococo, desa-
rrollada 56 dias despuds de la administracién Gnica
del producto. A la misma dosis (250 mg/kg) pero por
via sub-cuténea,la benzetina-penicilina G, protege
solamente los ratones durante_24 horas. -

La toxicidad del 11,837 R.P. se ha estu-

diado principejmente en el ratdn. La dosis letal 50%,

"0 DL5O se ha determinado por vias sub-cuténea e in-

travenosa.
DL, = 1,7 &/ks s.c.
1,5 g/kg i.v.

Estos resultados muestran que el produc-

to es muy poco téxico.
| El organismo productor del antibidtico
11,837 R.P. pertenece al género streptomyces y se

designa por la denominacién "Streptomyces viridans

-
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DS 9466%, Se ha depositado en~e1 laboratorio del
NRRT de Peoria, I1l. (U.S.A.) bajo la referencia
"N R R L 3087". |
) Eéte organismo se ha aislado de un frag-
mento de tierra recogido cerca de Madras, en la In-
dia.

El método de aislamiento es el siguien-
te:

.La tierra recogida se pone en suspensidn
en agua destilada estéril 3 luego la suspensidn se
diluye a distintas ooncentrabiones; un pequefio voli-
nen de cada dilucidn se dispone en la superficie de
cajas de Petri, que contienen un medio nutrifivo ge- -
losado,

Después de una incubacibdn de algunos
dfas a 262, lés colonias de microorganismos que se
quieran aislar, sé trasplantan a gelosas inclinadas,
con objeto de obtener cultivos mas abundantes.

Siguiendo la clasificacidn-del "Bergey's
Manual of Determinative Bacteriology", 78 edicién
(1957) para el género streptomyces, asf{ como la cla-
sificacidén y las descripciones indicadas por S.A.
Waksman, en "The Actinomycetes'", The Williams and
Wilkins Coa éaltimore, 1961, séacomprueba que los
caracteres morfoldgicos del organismo productor de
11,837 R.P. corresponden a 105 descritos pafa el
Streptomyces viridans..?or esta razdn, el organis-
mo productor de 11,837 R.P., se ha considerado como
perteneciente a esta especie, y se ha denominado .

Stréeptomyces viridans DS 9466.
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En 1la Tabla V, los caracteres de la ce-
pa Streptomyces viridans DS 9466, se indican parale-
lamente a la descripcidn de la especie Stréptomyoes
viridans tal como se dan en "Bergey's Manual of De-
terminative Bacteriology", 78 Edicidn (1957) (The
Williems and Wilkins Co.~Ba1timore).‘Esta compara-
cidén muestra perfectamente que el organismo produc-
tor de 11,837 R.P. tiene caracteres de acuerdo con
los descritos para el Streptomyces viridans; las li-
geras diferencias existentes, solo pueden aplicarée
a cepas diferentes de una misma especie.

E1l Streptomyces viridans DS 9466 posee
la propiedad de producir, en ciertos medios de cul-
tivo, enlespecial en el medio de Bennett, un pigmen-
to soluble verde gue, al principio de su produccidn
y cuando se produce en cantidad suficiente, tiene una
coloracidn verde esmeraida intensa. Esta produccidn
de pigmento verde esmeralda es bastante caprichosa
y depende, en especial, de la intensidad de 1la sien?
bra del microorganismo en los medios en que ée produ~
cesse favorece por la presencia de tierras; el verde
que presenta el substrato no se conserva intacto y a
medida del envejecimiento del cultivo, vira seglin
los mediosvde cultivo y segln la cantidad producida,

al verde oscuro o verde parduzco O pardo griséceo.
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Streptomyces :
viridans : Streptomyces viridans DS 9466

(Bergey's Manual
of Determinative
Bacteriology, T2
Edicibdn, p.758-

759) '
Crecimiento | Coldnias verdes | Micelio vegetativo amarillo griséceo 4
(r " ] 1 - . (3

vegetativo .a pardo verde emarillo vivo o amarillo parduzco.En
determinados medios, se tifle de una cg
loracibn verde que evoluciona hasta el
pardo verde o el verde pegruzco en las
zonas en que se produce pgmento verde
goluble.

Micelio Gris intenso,co- | Gris claro a gris oscuro, polvoroso,

géreo loreado en oliva | bien desarrollado. Espordferos largos

o gris verds,ateyr monopodios, terminados por cadenas de
ciopelado,que re | esporas insertadas en manojos termina-
cubre toda la co- les; susceptibles de presentar ramifi-
lonia. Espordfe- | caciones a 1o largo de su vlstago prin
rog largos,que cipal.Cadenas de esporas flexuosas o -
formen espirales. que forman espirales cortas. Esporas
Egporas cilindrid cilindricas.

cas.
Gelatina Licuefaccidn ré- | Licuefaccidn moderada.
pida. ‘
Gelosa Crecimiento par- | Crecimiento vegetativo amarillo o de

do verde. Produc | parduzco a pardo verde, segin los me~
cidén de pgmento | dios. Pigmento soluble nulo o parduz-
soluble pardo co; ademds, segun los casos, produc—
cidn facultativa y mds o menos regu-
lar de pigmento soluble verde.

Gelosa Colonias verdes. |Micelio vegetativo amarillento a par-
sintética Produccidn de pig|duzco, tifiéndose de verde cuando se
mento soluble ver|produce pigmento verde soluble. Pig-

de. mento soluble nulo o de amarillento
a parduzco, lo mis a menudo poco in-
tenso. En ciertos casos, produccidn
de pigmento soluble verde en pequefla
cantidad (gelosa glicerina-esparra-
guina, gelosa al almidén ‘Vaksman) o
més abundante (gelosa de .'Czapek a
la glicerina); .en este Qltimo caso,
se ha obgervado la influencia faro-
rable de la presencia de tierra.




Leche

Sacarosa
Alnidén
. Celulosa

- Nitritos

- Propiedades
antagbnicas

Streptonyces
viridans
i

@Bergey's Manual
of Determinative
Bacteriology, 72
Edi¢idn, p.758-

759)

Streptomyces viridans DS 9466

Coagulada y répi-
damente peptoniza-
da. -

Répidamente inver-
tida.

Répidamente -hidro-

lizado.

Crecimiento pobre

Activamente produ—t

cidos a partir de
los nitratos.

Ninguna

Peptonizacibdn lenta, no precedida de
coagulacibén a 252, con una ligera
coagulacidn a 372.

Pobremente utilizada.
Bastante rédpidamente hidrolizado.
Crecimiento positivo.
Répida y enérgicamente producidos,

a partir de los nitratos.

Productor de 11,837 R.P.
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El Streptomyces viridang DS 9466 presenta
un conjunto adreo esporulado de color gris bastante
oscuro, bien desarrollado en un cierto ndmero de
mediog de cultivo corrientes, en especial el medio
de Bennett. Forma esporas cilindricas que miden de
0,7 a 0,9 p‘de ancho y de 1,3 a 1,5 p de longitud.
Sus esporébferos son de insercidn monopodia; forman,
bagtante fPecuentemente, un conjunto ramificado de
organizaéiénvéomplioada. Algﬁnos filamentos espori-
feros llevan una cadena dnica de esporas, pero fre-
cuentemente el filamento &éreo se termina por un
manojo o haz de varios filameéntos esporiferos, muy
a menudo, de 2 a 4, insertados en el mismo punto en
su extremo; uno o varios de los Filamentos inger$a-
dos‘en el extremo del filamento principal, pueden
dividirse eventualmente a su vez, en su parte ter-
minal, para formar ellos tambidn nuevos grupos de 2
a 4 cadenas de esporas. A 10 largo del filamento
principal y de los filamentos secundarios, se ob-
servan a menudo ramificaciones formadas bien por un
solo filamento esporifero terminado por una cadena
dnica de esporas, o bien por un solo filamento ter-
minado por varias cadenas de esgporas insertadas en su
punto terminal, o bien, algunas veces, por 2 a 3 fi-
lamentos esporiferos insertados en el mismo puntb y
gue bonfianen 0 no ramificaciones terminales. Las
cadenas de esporés son flexuosas con terminaciones
sencillamente recurvadas o enrolladas describiendo
una o més vueltas helicoidales que forman hélices

generalmente abiertas.
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Los caracteres de cultivo y las propie~
dades bioquimicas del Streptomyces viridans DS
9466, se han examinado en las gelosas nutritivas:
¥y en los caldos nutritivos corrientemente utiliza-
dos para. examinar el aspecto de las cepas de strep-
tomyces. Las observaciones realizadas figuran en la
Tabla VI adjunta; salvwo indicaciones precisas, se
refieren a cultivos de 2 a 4 semanas a 262, 1llegadas
& un buen estado de desarrollo. La mayor parte de los
medios de cultivo empleados, se han preparado de
acuerdo con las férmulas indicadas en "The Actinomy-
cetes" S.A. Waksman, p. 193-197, ChronicavBoténica
Co., Walthem Mass., E.U. de A. 1950; en este caso,
se indican por la letra W seguida por el nlmero
que se les ha atribuido en "The Actinomycetés';

Las referencias & composiciones de los
demés medios de cultivo, son las siguientes:

Referencia A - K.L. JONES - Journal of Bacteriology,
57, 142, (1949).
Ref. B - A M., WILLIAMS et E.Mc, COY -~ Applied Micro-
biology, I, 307, (1953).
GRAUNDY et coles Antibiotics and Chem. 2,
401, (1952).

Ref. D - Peptona 0,5 % Extracto de carne 0,3 % Tiro-
sina 0,5 % Gelosa 2 %.

Ref. C

Ref. E

Sales inorgénicas - Almidén Agar - T.G. ‘
PRIDHAM y otros. Antibiotics Annual,
1956 - 1957, p. 947-953.

Ref. F ~ Corresponde a la férmuls W-1, en la que 30 g

de sacarosa se substituyen por 15 g Qe
‘glioerina.
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Ref.

Ref.
Ref.

Ref.

Ref,

Ref,

"plain gelatin" - Preparada segin las indica-
"ciones del "Manual of Methods for Pure Cultu-—

re 3tudy of Bacteria" de 1la Society of Ame-~
rican Bacteriologists,. Geneva, N.Y. - 1150 -
18.

Manual of Methods fur Pure Culture Study
of Bacteria - Society of American Bacte-
riologists, Geneva, WN.Y., 11go - 18.

Manual of Methods for Pure Culture Study
of Bacteria -~ Society of American Bacte-
riologists, Geneva, N.Y., 1150 - 19,

Corresponde a la férmula W-18 en 1a que la
sacarosa se suprime y se substituye por pe-
quefias tiras de papel de filtro sumergidas
parcialmente en el 1iquido.

‘Teche desnatada en polvo comercial, recons-
titufda segln las indicaciones del fabri-
cante., ) .

H.D., TRESNER et F. DANGA - Journal of Bac—
teriology, 76, 239-244, (1958).

Slgulendo el principio del método de

Pridham y Gottlleb - (J. of Bact. 56, 107—114,

1948), el Stveptomyces viridans DS 9466 utiliza

bien, como orf{genes de carbono, los elementos si-

guientes: xilosa, arabinosa, ramnosa, glucosa,

galactosa, levulosa, manosa, lactosa, maltosa,

trehalosa, celobiosa, destrina, almiddn, inulina,

eritrita, adonita, dulcita, sorbita; la utiliza-

cién de la sacarosa es débil y lenta, casi nula en

10 dfas y solo permite un desarrollo pobre en un mes.
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El procedimiento de preparacibn del anti-

bidtico 11,837 R.P. consiste esencialmente en culti-
var Streptomyces viridans DS 9466 o sus "mutantes"
en un medio y en condicibnes adecuadas, & en sepa;
rar inmediatemente el antibidtico formado en el trans-
curso del cultivo.

El cultivo de Streptomyces viridans DS

9466 puede realizarse por cualguier método de culti-

vo aerobio, en superficie o en profundidad, pero

se prefiere este Gltimo por razones de comodidad.

Para este objeto se utilizan los distintos tipos
de aparatos actualmente en uso-corriente en la in--
dugtria de las fermentaciones. _
'En“especial, pvede adoptarse la marcha
siguiente ﬁara el desarrollo de las operaciones:

Streptomycés viridans DS 9466 - provisidn

cultivo en gelosa

¥

cultivo en empolla

cultivo "inoculum" en fermentador

cultivo de produccidn en fermentador
Bl medio de fermentacidn ha de conte-
ner esencialmente un origen de carbono y un origen
de nitrégeno asimilables, elementos minersjes ¥,
eventualmente, factores de crecimiento; todos es-
tos elementos pueden introducirse en forma de pro-
ductos bien definidos, o por mezclas complejas ta-

les como se encuentran en productos biolbgicos de
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orf{genes diversos.

Como origen de cérbono asimilabde, pue-
den utilizarse hidratos de carbono tales como 1a glu-
cosa, la sacarosa, la lactosa, las dextrinas, el al-
middén, las melazas u otras substancias hidrocarbura-
das, comolos azlcares alcoholes; manitol ... 0 como
ciertos Acidos ofgénicos; 4cidos léctico, citrico,
tértrico ... Algunos aceites animales o vegetales,
tales como el aceite de "manteca" o el aceite de
soja pueden substituirse-ventajoéamente estos dis-
tintos origenes hidrocarburados, o unirse a ellos.

Los origenes convenientes de nitrégeno
asimilable, son extremadamente variados. Pueden ser

substancias quimicas muy sencillas, tales como los

nitratos, las sales minerales y orgénicas de amonio,

la urea, los aminoécidos. Pueden introducirse tam-
bién mediante substancias complejas que contengan
principalmente el nitrdgeno en forma "protidica:
caseina, laotoalbﬁmina; glutén y sus ﬁidrolizadss,
harinas de soja, de araquis, de pescado, extractosA
de carne, de levadura, "distillers solubles",
"corn-gteep". ) )
) xEntre los elenmentos minefales agrega—
dos, algunos . pueden tener un efecho amortiguador o
de neutralizacidn como los fosfatos alcalinos o al-
calino-térreos o los carbonatos de calcio y de mag-
nesio.

Otros aportan el equilibrio iénico ne-

cesario para el desarrollo del Streptomyces viri-

dans DS 9466 y para la elaboracidn del antibidtico,
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cémo los cloruros y sulfatos de 10s metales alca-
linos y alcalino-térreos. Finalmente, algunos ac-
tlan mds especialmente como activadores de las
reacciones metabdlicas del Streptomyces viridans
DS 94663 son las sales de cinc, de cobalto, de
hierro, de cobre, de manganeso.

El pH del medio de fermentacién al
principio del cultivo, ha de estar comprendido en-
tre 6 y 73 8,y con preferencia, de 6,5 a 7,5. La tem-
peratura Sptima para la fermentacidn es de 25 a 28¢,
pero se obtiene una produccidn satisfactoria para
temperaturas comprendidas entre 232 y 352, La airea-~
cibén de la fermentacidn puede variar entre valores
bagtante grandes. Se ha observado, sin embargo, que
aireaciones de 0,3 a 2 litros de aire, por litro
de caldo y por minuto, son especialmenté conve=
nientes. El rendimiento miximo de antibidtico, se
obtiene después de 4 a 7 dfas de cultivo; este tiem-
po depende esencialmente del medio utilizado.

De acuerdo con lo anterior; se concibe
que las condiciones generales del cultivo de Strep-
tomyces viridans DS 9466 para la produccidn del
antibiético 11,837 R.P. pueden variar en una medida
bastante amplia y adaptarse a cada una de lag nece-
gsidades especiales.

El entibidtico 11,837 R.P. puede ais-
larse de los mostos de fermentacidn por distintos
métodos.

El mostp de fermentacibn, puede filtrar-

se a un pH superior § igual a 7, pero en estas con-
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diciones, una parte importante de la actividad que-
da en la torta-de'filtracién que ez preciso tratar
tgmbién para extraer el producto activo. Es pues
preferible llevar a cabo la filtracibn a un pH in-
ferior a 5 y, con preferencia, prbdximo a 35 en es~
tas condiciones, toda la actividad permanece en lg
torta de filtracibdn de la que puede extraerse a un
pH comprendido entre 3 y 7, mediante agua que con-
tenga un alcohol de bajo peso molecular, tal como
el metanol, el etanol o el propanol, 6 por una mez-
cla de alcoholes alifdticos inferiores, gue con-
tengan como méximo 6 Atomos de carbono; la mezcla
més adecuada contiene butanol normal + metanol en
proporciones de 2:1 a 3:1 en volimenes. Puede tam-
bién hacerse pasar el mosto de fermentacidn en uns
columna que contenga una resina de cambio de iones
de cardcter anibnico enérgico, y luego separar por
un disolvente hidroalcohbélico tal como el metanol
acuoso que contenga an electrblico.

E1l producto bruto puede aislarse par-
tiendo de las soluciones alcohbdlicas o hidroalcohb-
licas antes indiéadas, por concentracidén de la so-
lucidn bajo un pequefio volumen; esta concentraciébn
se realiza cdmodamente a una temperatura inferior
a 402, bajo presidn reducida. Por enfriemiento y/o
por adicifn de un mal disolvente del 11,837 R.P.
tal como una cetona, un éter, un éster, un disol-
vente clorado, el benceno o el hexano, precipitan
el antibidtico bruto. Cuando el antibidtico se en-

cuentra en el filtrado de los mostos de cultivo, se
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somete esta solucidn a una extraccidn por un disol-
vente no-miscible con el agua, tal como un alcohol
alifético, con 4 & 5 Atomos de carbono. Se procede
a continuacibén como antes se ha indicado: concen-
tracibn a bajo vollmen y precipitacidn.

E1 11,837 R.P. puede purificarse enton-
ces por fijacidn en wna resina de cambio de iomnes
de naturaleza anibnica enérg gica, y luego mediante-
separacién por una solucidn hidroalcohdlica que
contenga un electrolito tal como el 4cido clorhigri-
co 0 los cloruros de éodio, de amonio, de potasio,
de calcio o de magnesio a razdn de 5 a 50 g/1 de
separado. Este se concentra a continuacidn a pegue -
o volumen a una temperatura inferior a 402 bajo
presidn reducida y el concentrado se someté a una
dialisis contra una corriente de agua destilada,
por medio de una membrana de celulosa regenerada. Lazm
sales minerales y las digtintas impurezas son arras-
tradas por el agua, y el 11,837 R.P. permancce in-
tegralmente en la golucidn dializada. Esta ¢ltims
se concentra azeotrdpicamente bor adicidn de buta-
nol, a presidn reducida, a un vollmen nuy pequefio.
El antibidtico purificado, se precipita del concen—
trado acuoso por una mezcla de digolvente tal como
acetona e isopropénol,.eventualmente adicionada de
éter o de éxido de isopropilo, en proporciones ta-
les gue no exista "demixibn" durante la mezcla con
la fese acuosa; las mezclaslpreferidas son acetona-
isopropanol (4:1 en volumen) y acetona-isopropanol-

éter (1:1:1 en vollmenes).
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Puede someterse el antibidtico a una
gsegunda purificacibdn que consisgte en agltar una
solucidn acuosa de 11,837 R.P. con una resina de
camblo de iones, de naturaleza catidnica enérgi~
ca, hasta alcanzar un pH constante comprendido en-
tye 2 y 3. E1 efluente se lava inmediatamente por
un disolvente no miscible con agua, tal como un al-
cohol alifédtico de 4 & 5 &tomos de carbono, o un
éster tal como el acetato de etilo, o uns mezcla
de dichos disolventes. Con preferencia se traba-
ja con ayuda de una mezcla, en vollmenes iguales,
de-butanol normal y de acetato de etilo. La fase
acuosa se concentra al 1/100, se adiciona de bu-
tanol y se concentra, a presidn reducida con adi-
cidn continua de butanol. E1 11,837 R.P. purifica-
dé se obtiene por adicibdn de un mal disolvente del
antibidtico, tal como el hexano, centrifugacidn,
lavado y secado.

Se comprende que los distintos métodqs
indicados pueden aplicarse suceéivamente en un or-—
den variado, o repetirse varias veces, segln los
imperativos de la fabricacibn, para obtener el
11,837 R.P. en una forma conveniente a las aplica-
ciones previstas.

Los ejemplos siguientes, dados a titulo
no limitativo, muestran de que modo este invento
puede aplicarse en la préctica. En lo siguiente,
la actividad se detérmina giempre por dosifica-
cidn bioldgica, por el método de difusibn utiliza-

do Bacillus subtilis como gérmen sencillo, y con
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respecto'a una muestra de 11.837 R.P.
da como patrdén. Esta actividad se expresa en unida-
des (u) /mg para los productos sbdlidos, y en unida-
des por cm3 para las solucliones (12 unidad se de-
fine como la cantidad menor de producto que, di-
suelta en 1 cm3 de un medio de cultivo adecuado,
inhibe el crecimiento o desarrollo del Staphylo-
coceus aureus 209 P en condiciones determinadas).
EJELPLO 1 ~

Bn un fermentador de 170 litros, se

cargans
"Corn steep" , 4,800 kg.
Glucosa hidratada 2,400 "
Cloruro sbdico 0,600 *
Sulfato magnésico 0,120 "

Agua, la precisa para 100 1.
Después de ajustar el pH de la mezcla
a 7,15 con 575 cm3 de sosa concentrada, (4 = 1,33)
se afiade, ademés,
carbonato cdlcico 0,600 kg.
E1l medio de cultivo ge esteriliza a con-
tinuacidn por barboteo de vapor a 1222C durante
40 minutos. Después de enfriar, el volimen del cal-
do es de 120 1 y el pH, de T7,15. El medio se siem-
bra con 200 cm3 de un cultivo en erlenmeyer agita-
do de la cepa Streptomyces viridans DS 9466, El
cultivo se desarrolla a 262C durante 28 horas agi;
tando y alreando con alre és%eril; en estas condi-
ciones es adecuado para ja siembra. del cultivo pro-

ductor;
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Bl cultivo productor se realiza eﬁfermen—

tador de 350 1litros cargado con lag substancias si-

guientes:

Harina de goja 8 kg.

5 "Distillers solubles" 1
Alnmidén o 3 2
Aceite de g9oja 3 litros
Carbonato de calcio 2 kg.
Cloruro de sodio 2 kg.

10. ) Cloruro'de cobalto hidratado (6 H20), 4 g

Agua, la precisa para 180 litros
E1l medio, de pH 7,05 se esteriliza por
barboteo de vapor = 1222C, durante 40 minutos.
Después de enfriar, el volimen del caldo es de 200
15. litros y el pH, de 7,15. Se siembra con 20 litros
del cultivo "inoculum" en fermentador de 170 litros,
antes descrito. El cultivo se realiza a 26-27°2C du-
rante 138 horas, agitando y aireando con airelesté—
ril. E1 pH del medio es en estas condiciones,. de
20, 7,9 y el volumen del mosto, de 180 litros. La can-.
tidad de antibidtico presente en el mosto de fermen-
tacidn, es de 4515 u/cm3.
BJENMPLOC 2 -
Bl cultivo "inoculum" se realiza en
25. fermentador de 1%0 1itrés, en laé condiciones des-
critas en el Ejemplo 1.
El cultivo productor se realiza en
" fermentador de 350 litros cargado con las subgtan-~

cias siguientes:
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“corn steep" 6 kg
almidén 2 kg
acelite de soja 3 litros

cloruro de cobalto hidratado 4 g
(61,0)

agua, la precisa para 175 litros

Después de ajustar el pH de la mezcla
a 5,9 con 380 cm3 de sosa concentrada (d = 1,33)
se. afiade todavias

carbonato de calcio 1 kg

Ta mezcla se esteriliza por barboteo de
vapor a 122¢Cdurante 40 minutos. Después de enfriar
se completa el medio de cultivo, por adicidn esté-
ril de la solucidn éiguiente:

sulfato de amonio 0,4 kg

agua,la precisa para 5 litros

El.volﬁmen del caldo, en estas condicio-
nes, es de 200 litros y su pH, de 6,30. Se siembra
con 20 litros del cultivo "inoculum" en fermenta-
dor de 170 litros. El cultivo se deéarrolla a
26-272C durante 144 Boras agitando y ailreando con
aire ostéril. E1 pH Tinsl del cultivo es de 8,4 ¥y
el volGmen del mosto de fermentacidn, de 185 litros.
Ta cantidad de antibidtico presente en el mosto
de fermentacidn es de 3550 u/cm3.
BJEPLO 3 ~

' Se ajustan 200 litros de mosto de fer-

mentacidn con una titulacidn de 2855 u/cm3 al pH
de 8,4, al pH de 3, por adicidén de una solucidn de

4cido clorhidrico 5 N en una cuba provista de agita-
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dor. Se afiade luego 12 kg de auxiliar de filtra-

cibn. La mezcla se filtra en filtro-prensa y la

torta de filtracidn se lava con 60 litros de agua

corriente. El filtrado y el lavado précticamente
inactivos, se desechan. La torta de filtracidn se
suspende, con agitacidn, en 150 litros de una mez-
cla de butanol (2 volémenes) y de metanol (1 volimen)
E1 pH aparente de la mezcla se ajusta.luego a 6 por -
adicidn deuna solucibn de‘sosa 10 N. La agitacidn
se conserva durante 30 minutos y luego la papilla
ge filtra en filtro-prensa. |

Se recoge el filtrado, y la to;fa se
lava con 30 litros de la mezcla de butanol y de
metanol antes descrito. El conjunto del filtrado
y del lavado (185 litros), titula 2075 w/cm3. La
torta se desecha, El filtrado alcohdlico se con-
centra a presibn reducida (20 mm de mercurio) a
352 hasta un vollmen de 2 litros.

‘ El antibidtico se precipita durante la
concentracidn se aisla por filtracidn y se lava con
acetona, y se seca en estufa en vacifo (5 mm de mer-
curio); asi se obtienen 254 g de un producto gris
verde de una titulacibn de 1025 u/mg.

EJEMPLO 4 -

Con objeto de eliminar las particulas
més bastas, se tamizan 375 litros de mosto de
cultivo de pH 7,9. Este se.ajusta a 7 con é&cido
clorhidrico 5 N en una cuba agitada y luego se
afiaden 22,5 litros de resina Dowex 1 X 2 en ciclo

cloruro. La agitacidn se prolonga durante 2 horas.
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‘Después de este tiempo, la mezcla se pasa por un

tamiz vibratorio. La resina queda retenida sobre
el tamiz y el mosto apurado se desecha. La resina
se carga a continuacibén en una columna y se%ome—
te sucesivemente a un lavado con 50 litros de una
solucidn acuosa al 5% de cloruro sddico, y luego
con 10 litros de agua. la resina lavada se deshidra-
ta a continuacidn por paso de 20 litros de metanol.
Ta elucidn se realiza mediante una solucibn de me-
tanol con 20% de agua y 2,8% de cloruro ambnico.
Los productos de la elucidn se fraccionan cada
10 litros. Las tres primeras fracciones de elucitn
contienen 98% de la actividad eluida. Se reunen
y concentran a presibn reducida (20 mm de mercurio)
haéta un volumen de 3 litros. La solucidn concen-
trada, de titulo 92,950 u/cm3 y densidad 1,057, se
dializé durante 48 horas contra agua destilada,
mediante una membrana de celofana. Después de es—
te perfodo el volumenvde la solucidn es de 4,7 1li-
tros y la densidad, 1,025. La solucidn se concen-
tra a presidn reducida ( 5 mm de mercurio) a
300 cm3 y luego se somete a una liofilizacibn.
Se obtienen asi 48 g de préduoto bruto, con una
titulacibn de 6530 u/mg.
EJENMPIO 5 -

Se disuelven en 4 litros de agua de pH
8, 250 g de entibidtico bruto preparado como se
indica en el Ejemplo 3.

La solucidn acuosa se filtra, luego

se hace pasar por una columna que contenga 2,7 li-
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tros de resina de cambio de iones Dowex 1 X 2 en ciclo
cloruro; el efluente se retira. La resina se lava con
2,5 1. de agué y luego con 2,5 1. dé mezcla metanol-
agua (80:20 en vollmenes). E1l antibibtico se somete
finalmente a elucibdn, mediante 10 1. de mezcla meta-
nol-agua (80:20 volimen/volumen) conteniendo 7,5 g/1
de cloruro potésico.
E1l producto eluido se concentra a 400

cm3 bajo presidn reducida (20 mm de mercurio) a
une tvemperaturs inferior‘a 408C; el concentrado se
dializa durante 24 horas, con%ra una corrienté de

agua destilada, por la intermediacidn de una membra-

na de celulosa regenerada, con objeto de eliminar

- las sales minerales y distintas impurezas orgéh~

nicas. _

La solucidn dializada gue contiene la to-
talidad de la actividad del pfoducto eluido (650 cm3)
se concentra a presidn reducida (20 mm de mercurio)
hasta 125 cm3.

Al concentrado asi obtenido se le afiaden
20 volémenes de una mezcla‘éter—aoetbna—isopropanol
(10:10:10 en voliémenes) lo cual profoca la preci-
pitgecibn del antibibtico; después de la filtra-
cidn, lavado con acetona y secado durante una no-
che a 352, a 2 mm de¢ mercurio, se recogen 38,25 g
de un poivo castafio claro que titula 24600 v/mg.
BJEMPLO 6 - ‘

Se disuelven %,9 g del producto obteni-
do en el Ejemplo 5, en 790 cn3 de la fage densa se-

parada de la mezcla n.butanol-acetato de etilo-agua
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(10:10:20 en vollmenes), y se agita hasta un pH
constante (2,1) con Amberlite I R 120 en ciclo
égido, agregada por pequeifias fracciones (50 cm3

8l total); la resina se filtra y la solucidn ob-
tenida se lava dos véces con %90 cm3 de la fase
iigera separada de la mezcla aﬁterior; los lavados,
a su vez, se extraen de nuevo por un mismo volémen
de fase densa.

Las fases densas se rellnen y se concen-

$ran 2 presidn reducida (20 mm de mercurio) a 15

cm3; al concentrado acuoso obtenido se le agregan
20 vollmenes de mezcla metanol-&ter (4:6 en voll-
menes). El -antibibdtico precipita y se recogen 3,05

g de un primer chorro con una titulacidén de 18,300
9

w/mg.

El filtrado se concentra a presidn redu-
cida (20 mm de mercurio) hasta un volumen de 100 cm3.
Se afladen en estas condiciones 320 cm3 de metanol
y 35 cm3 de butanol normal. Se concentra a 15 cm3
bajo presidn reducida (20 mm de nercurio) a tempe-
ratura inferiorAa 402C, Después de afiadir 15 vold-
menes de hexano hormél, centrifugar, lavar con hexa-
no y secar durante una noche a 352C, a 2 mm de mer-
curio, se obtiene 1,78 g éel antibidtico purifica-
do, con una titulacién de 36,000 u/mg.

Ademds, las fases ligeras reunidas se
concentran a presidn reducida (20 mm de mercurio) a
unos 70 cm3; por adicidn de 15 volimenes de hexano,
se aislan 1,5 g de polvo marfSh con una titulacidn

de 17,200 u/mg.
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" BJEMPIO 7 -

Se disuelven en 20 cm3 de agua, 542 mg del
antibibtico preparado en el Bjemplo 6 con una titula-
cifn de 36,000 u/mg; el pH que es de 2,3 después de
esta disoluoién:se ajusta a 6,85 por 8,9 cm3 de so-
sa 0,1 N y la solbeibn neutra se liofiliza. Se ob-
tienen asi 565 mg de sal sbédica del antibidtico, cu-
ya disolucidn acuosa presenta un méximo de absor-
cibn en el ultravioleta a 256,5 mp (Ei%om = 106). Su

composicidn elemental es:

0% = 47,43 HH = 7,073 0%

35,33 (por diferencia)

N% = 5,013 P% = 1,84; Nap
EJEMPLO 8 -

3,4.

En 500 cm3 de agua destilada se disuel-
ven 50 g de antibibtico preparado como en el Ejen-
plo 5; la solucidn se dializa una noche contra 40
1itros de agua destilada por intermediacidn de una
membrana de celulosa regenerada.

Después de la dialisis, a la solucibn
del antibi6tico se le agrega un volumen de n.pro-
panol, .y la mezcla se introduce en la parte supe-
rior de una columna cargada con, de la parte infe-
rior a la superior:negro granulado YActicarbdn BS
40-80", prev1amente lavado con é01do clorhfdrico
dlluido, 75 g: Amberlite IR 120 (ciclo H), 125 cm3;
negro granulado de la misma calidad anterior, 500 g.

Despuéé de terminar el paso de la solu-

cibn de antibidtico, se continua elucionando por

la mezcla n.propanol-agua (50:50 en vollmenes) }

las fracciones activas (7 1litros) seagrupan, se
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neutralizan al pH 7 por sosa normal, y se concentran
a presidn reducida a temperatursa inferior a 40°C,
hasta 140 cm3.

El concentrado se dializa 24 horas con-—
tra 4 veces 10 litros de agﬁa'destilada, y luego
se le agrega un volumen de n-propanol.

| El antibidtico se precipita a continua-
cidn por adicidn de 10 volumenes de acetona. Después
de aislar y secar, se recogen 23,5 g de antibidtico
en forma de sal sbdica con una titulacién de 42,400
w/ng.
EJEMPLO 9 -

En 110 cm3 de agua, se distielven 22 g
del antibiético preparado en el Bjemplo 8; a la
solucidn se le agregan 110 cm3 de n.propanol, y la
mezcla se hace pasar por uné columna gue contenga
100 cm3 de allmina previamente lavada, a pH 4. E1
desarrollo y la elucidn se prosiguen con la mezcla
n.propanol-agua (50:50 en volimen).

Tas fracciones activas se agrupan (430
cm3), se concentran a presidn reducida, a tempera-
tura inferidr a 402C, hasta 100 cm3; el concentrado
se dializa uha noche contra 10 litros de agua desgti~-
lada. Al dializado se le aiflade un vollmen 3e n,propa-
nol y el principio activo se precipita por 10 vola-
menes de acetona. Asi se recogen 12 g de antibibti-
co purificado en forma de sal sbdica con una titu-~
1acidn de 44,000 u/mg y con las caracteristicas si-

guientes:



453 HE = %,4; 0% = 37,6 (por diferencia)
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WA = 3,723 P% = 2,165 Na% = 4,15

Q;()%Z =+ 62 +#1 (C=0,6%- agua)

~

Espectro ultravioletat fin de absorcidns P

220

257

gl%
1 cm

.
3,5
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Pigmento soluble

Observaciones y propiedades

bioguimicas

(¥=-11)

Grado de | Micelio vegetativo Conjunto adres
Medios de cultivo desarro~ o enves del culti~ (comprendiend ¢
.o “1lo veo ' conbinacidn A&
nicelio dereo s
de la espoxrul
¢ibn)
" Gelosa de Bennett Bueno Enves amarillo gri- .Griséceo claro @
(Ref. 4) séceo que se tible . eris oscuro.Bie
en morrén-verde en desarrollado. %
los puntos en que . 5
se produce pigmento |,
verde soluble.
Gelosa maltosa-~ Bueno Enves marrén amari-
triptona 1lo grisédceo.
Ref. B)
" Gelosa de Emerson Hediano Marrdn amerillo clg
T (w-23) ro. Bien desarrolla
e do.
Gelosa-glucosa-pep Hedianp Amarillo claro, bag [ Blancuzco, muy
tona. - tante bien desarro- derado.
_ (W~7) llado. . .
Gelosa nutritiva Pobre Amarillo grisdceo Nulo.
(7-5) ciaro. Desarrollo 5
noderado.
Geloga glucosa- Mediano Amarillo vivo a ama | Nulo al final 4
mmwmuwm%swbm : rillyg pardo. dos semanas.Bn EOS
(%= . cultivos viejosiZadb
deserrollo modeLsy.
.. " do blancuzco a @
gris. A
Gelosa glicerina- Hoderado Amgrillo parduzco Blanco grisdceoga:
esparraguina con, irregularmen grishceo claro.®
- (¥-3 te, trazas de ver- Degarrollo nuy
doso. .moderado,
Gelosa 2l malato Bueno Zpves amsrillo gwi- _Blancuzco a g
de caleio de s2ceo clare. “elaro.
Kraingky ' :
{Ref. C)
- . CGeloss a la tirg . .Bueno Enves castafio ama- Blancuzmco moderszs
sina, : rillo.’ dgmente desarro
{(Ref. B) : llado.
Gelosa 2l almiddn Hoderedo | Eanves gris verdoso

a perdo verde os-—
curo

S ——

S

-
3
K

b T

&

o
¢

Slancuzco a grigs
Hoderadamente d&=% -
. 4 a2 -
#sarrollado. @,

Verde, que por eavejecimiento
se transforme én gris verdoso,
a verde pardo muy oscuro; gue
v4 hasta el negruzco,segun la
cantidad producida.

Gris marrdn poco intenso.

Hulo
Amgrillento poco intenso

Nulo

Nulo durante dos gemanas. Al ca
bo de un mes grisiceo a gris ver
doso en peguefis cantidad.

Gris parduzco pocod intenso.Ade
nds, irregularmente, pequefias
cantidades de verdoso a gris
verde. :

Mulo o tardizmente zriadceo
PoCO intenso.

Castatio amarillo

Verde srisfceo a gris ver-

Ta produccidn de pigmentd verde
goluble se favorece por la pre-
gsencia de t{ierra.

Solubilizacidn del malato de cal
cio.

.

‘Buena solubiliszacidn de la Hiro-

3ina.
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. (Continuacién Tabla <Hv
A . Grado mo, Micelio vegetativo Conjunto aéreo (com
Hedios de cultivo desarro- o enves del culti- prendiendo la ooBUw X
' A 1lo. ©ovo. nacidn del micelioaéres
) . , ; y de la &.ﬁmhmpmmoogm
Gelosa al almiddn stso Enves mEmHHHHo ari- Gris claro bastante
de Pridham séceo claro. bien desarrollado.
(Ref. E)
mowomm sintética Bueno Enves amarillo ma- Blancuzco e gris.
de Czapek a la rrdén claro a marrdén -
mpuooﬂubw (Ref.T) amarillo. Se tifie ade
més de marrdh verde
oscuro al nivel en
donde se produce pig
Eowao verde soluble. _
Cultivo en patata | Bagtante Ewomwwo vegetativo ma| Blancuzco a gris’clax
A4lmqv bueno rrén amarillo verdoso| Desarrollo moderado. |
AR a verde muy oscuro, .
que se transforma en
; merrdn nezruzco por
; mb<®uwowsp¢5do.
Gelatina pura a 12%|Mediano Cultivo en superficie| Blancuzco a grisiceo.]
(Ref w . limitada al nivel del| Desarrollo moderado.
‘ punto de inocvlacidn. .
Enves amarillo.
Caldo nutritivo ni | Bueno Anillo blancuzco en Desarrollo mgy reduc
tratado (Ref. H) superficie. .do. Blancuzeco. -
Caldo glucosa—nitrallioderado Ligero anillo y velo | Nulo o blancuzco en mmzuw
to de Dimmick nuy moderadamente tado de trazas.
(Ref. I) desarrolladden super
ficie. Blanco grisé-
. ceo a amariliento
¢laro. 7
Caldo sintético de | Bastante Gris.Bien mmmmﬁoﬁw@% :
Czapek a la celu~ bueno en toda la parte del
losz [Ref. J) papel gque sobresale
del caldo.
Leche desnatada mv Bueno Anillo bien desarro-— Hulo a ligeras traza
a mmo (Ref, K) 1llado. fmarillento blancuzco.
muy paélido.
b) a 37¢ Bagtante] Anillo mediansmente Mulo a ligeras &wmmmq
Tt . : desarrollado. Asmari- UHmbosNomw.
1lo claero a pardo amg
rillo claro.
Lledio de ZTresner .

¥ Dange Abmp. L)

. ocmmn4mowoamm ¥y uodwwmmmom
Pigmento soluble bioquinices
]
Nualo Hidrélisis media del almidén.

Ama®illo pardo clarg a pardo
amarillo claro. wcmﬁmm~ogmbno
al medio se le afiade tierra,
produccidn de pigmenio solulls
verde gue, por envejecimiento,
se transforme en pardo grisé-
ce0 a pardo verde muy oscuro,
casi negruzco.

Producido mds ¢ menos tardia-
nente. Abundante.
curo que se transforma en ne-
gro verduzco difundido en to-
da la petata.

Produccidn tardia, nula
dos semanas, en un mes,
rillento claro.

en
ana-

Hido.

Amarillo muy pélido.

Nulo.,

Verde nmuy og::

"Reaccidn de los nitritos fuersemente po-:
sitivaes

|

i

_

_ N . - R
Reaccidn de los nitritos fuertemente po-:
sitiva.

1

La .presencia de tierra influye oosmwmm&mw.
blémente en la produccidn de pigmento 408_
de |zoluble en este medio.

Licusfaccidn de la gelatina nositive pe-
ro hoauﬂwqumU#o lenta, incompleta en un
Bmm.

w.

Reaccibn de los nitritos fuertemense po-

sitiva.

Asvecto inalterado de la leche durante Q0$
semanas,uego peptonizacidn lenta,casi 1o
tal al cabo de un mes de culitivo. mHu coa=

agulacidn.E1 pH pasa de 6,3 a T,2-T,4 en

un ‘mes.

Aspecto inelterado de le leche durante moL
sedanas.Al cabo de 3 a 4 semanas de opHdHl

Vo,ligera coagulacifn og:.vhwdowdwo ~Ge pep

+)$mJJ)J)S Wan v mAa e AT
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15.

20,

25.

30.
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Descrita suficientemente la naturaleza

del invento, asf{ como la manera de realizarlo en la
préctica, debe hacerse constar gque las disposicio-
nes anteriormente indicadas son susceptibles de mo-
dificaoiones de detalle en édanto no alteren su prin-

- . - . L4
cipio fundamental. También se hace constar que el in-~ ,

vento corresponde a una Solicitud de Patente presen-

tada en Francia n? PV. 948.030 de fecha 19 de sep-

1A

tiembre de 1.963 acogiéndose, por lo tanto, a los be~

neficios que conceden los Convenios Internacionales
en vigor, siendo 1o que constituye la esencia del re-
ferido invento y por lo que se solicita Patente de

Invencidn por 20 .afios en Espafia: "PROCEDINIENDO DE

PREPARACION DE ANTIBIOTICOS"; caracterizéndose por
lo siguiente: &

18 - Procedimiento de preparacidn del
antibidtico 11,837 R.P. de 1las caracteristicas si-

-

pone a partir de 160¢

.
4
e

gulentes; es un polvo amorfo blanco, gue se descom-
9

es muy soluble en el agua,
soluble en el metanol, la piridina, el 4cido acé-

tico, la dimetilformamida; poco o nada soluble en

"

el etanol, la acetona, el cloroformo, el hexano nor-
mal; contiene carbono, hidrdgeno, oxigeno, nitrbge-

no, fésforo y su composicibn elemental es préxima
de C% = 46,9; HE = 7,95 0% = 39,2; N% = 3,9; P# = 2,25;
su sal sbdica es un polvo amorfo précticamente blanco,

N% = 3,72; P = 2,165 Na%

de composicibn elememtal; C% = 453 H% = 7,43 0% = 37,63

4,15 y de poder rotato-
rio:s (dO%a =4 62 ¢ 1 (d = 0,6~agua); caracterizado

i
.
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10.

por cultiver la nueva cepa Streptomyces viridans
DS 9466 (NR R L 3087) en un medio clésico conve-
niente y en las condiciones aerobiag habituales pa-
ra este género de cultivo por separarse luego el
antibidtico formado, por aplicacidn de los métodos
de extraccidn v de purificacidn clésicos.

28 - Procedimiento de preparacidn de
antibidticos, tal y como queda subspancialmente

descrito en la presente llemoria. N

]
Esta liemoria consta de treinta y seis

hojas egeritag piguina por una sola cara.
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