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M O R I A  DESCRIPTIVA

que ce acompaña a la solicitud de registro de una Patente de 
Invención, por veinte años, en España, por "Procedimiento de 
fermentación de nuevos antibióticos", a favor de la entidad 
"COMPAÑIA ESPAÑOLA DE LA PENICILINA Y ANTIBIOTICOS, S.A." 
^CEPA, de nacionalidad española, con domicilio en Madrid, ca­
lle de Méndez Alvaro, nS 57.

Esta invención se refiere a nuevos agentes antibióti 
eos y al procedimiento para su preparación. Mas particularmen­
te, se relaciona con una nueva substancia antibiótica conocida 
como Antibiótico 235A (o, alternativamente, como Antibiótico 

5 MSD 235) y con el procedimiento para la producción de dicha 
nueva substancia.

El descubrimiento de las notables-propiedades tera­
péuticas de la penicilina avivó el interés en este campo, inte 
rés cuyo resultado fué el descubrimiento de otros muchos enti­

lo biótioos valiosos tai.es como la tetraciclina, estreptomicina, 
la bacitracina, el cloramfenicol, la eritromicina, la novobio- 
cina y otros más. Generalmente, tales antibióticos son partiou 
larmente activos contra ciertas bacterias Gram-positivas. 0- 
tros son activos contra bacterias Gram-negativas.. Sin embargo, 

15 la actividad de estos antibióticos individuales normalmente
está limitada a unas cuantas especies o razas de microorganis­
mos patógenos, continuándose, por consiguiente, los trabajos 
en ese campo, en un esfuerzo por encontrar otros antibióticos 
que fuesen eficaces contra otros microorganismos patógenos.
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Aunque algunos de estos antibióticos hayan demostra 

do su eficacia en el tratamiento de diversas enfermedades, se 
ha averiguado que ciertas especies o rasas de microorganismos 
patógenos se resisten a un determinado antibiótico y que, por 
consiguiente, el antibiótico no resulta muy activo contra es­
tas especies o razas.

For ello, las deficiencias de los antibióticos cono 
oídos han estimulado las investigaciones para hallar otros an 
tibí óticos que fueran activos contra un mayor número de gérme 
nes y, en particular, para hallar antibióticos que fueren ac­
tivos contra razas resistentes de gérmenes patógenos.

Uno de los objetos de la presente invención lo cons 
tituye un nuevo y útil antibiótico, altamente eficaz en la in 
hibición del crecimiento de bacterias patógenas, particular­
mente las bacterias Gram-negativas.

Otro de sus objetos es el procedimiento de prepara­
ción de esta nueva substancia antibiótica por fermentación de 
medios nutritivos con razas adecuadas de especies de microor­
ganismos seleccionados del género Streptomyces.

Otros objetos se pondrán de manifiesto a través de 
la detallada descripción que a continuación se efectúa.

La nueva substancia antibiótica de la presente in­
vención se obtiene por cultivo, bajo condiciones controladas, 
de razas de microorganismos seleccionadas de ciertas especies 
de Streptomyces. Dos de tales especies han sido designadas co 
mo Streptomyces lavendulae y Streptomyces avidinii. Estos dos 
cultivos han sido depositados en el "Northern Utilization Res 
search Branch" de U.S.D.A. bajo los números NRRL 3076 y 3077? 
respectivamente (Nuestros números MA669 y 033? respectivamen­
te).

Las características morfológicas y de cultivo de las 
razas de Streptomyces productoras del Antibiótico 235A son ex



DESCRIPCION DE LAS CARACTERISTICAS 
DE CULTIVO DE LOS ORGANISMOS QUE 

PRODUCEN EL ANTIBIOTICO 235A.
5 (Incubación: 20 días a 282 C.)

Placas de agar, ,pastade tomate-avena.
Los cultivos NA-669, MA-788, MA-831 y MA-872 mues­

tran penachos abundantes, pianos, aterciopelados y blancos; má 
celio aéreo rojo (5dc); y reverso pardo,

10 El cultivo MA-751 exhibe penachos abundantes, lige­
ramente elevados, aterciopelados y blancos; micelio aéreo ro­
jo (5dc) y reverso de marrón a negro.

Los cultivos JMA-771 y HA-861 exhiben penachos abun­
dantes, planos, aterciopelados y negros; micelio aéreo rojo 

i 5 (5dcJ; y reverso de marrón a negro.
Los cultivos MA-819, HA-842 y NA-962 muestran pena­

chos abundantes, ligeramente elevados, aterciopelados y blan­
cos; micelio aéreo rojo (5dc); reverso marrón.

El cultivo MA-833 exhibe penachos abundantes, pla- 
20 nos, aterciopelados y blancos, micelio aéreo gris (5fe); y re 

verso marrón.
El cultivo MA-936 exhibe penachos abundantes, lige­

ramente elevados, aterciopelados y blancos; micelio aéreo ro­
jo (5cd), y reverso marrón oscuro.

25 Placas de Agar Czapek.
L.os cultivos MA-669, MA-751, MA-771, MA-788, MA-819, 

MA-831, MA-833, NA-842, NA-861, MA-872, NA-926 y MA-936 exhi­
ben un crecimiento ligero que se difunde y va del incoloro al 
color crema; micelio aéreo blanco (a) -> rojo (5cb), ningún 

30 pigmento soluble y reverso blanco.
El Streptomyces lavendulae exhibe un crecimiento li 

gero que se difunde y va del incoloro al color crema; micelio
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aéreo blanco algodonoso -^lavendar vinoso; y ningún pigmento 
soluble.

Pla.nas_.de_ Agar Glicerol-Esparraguina.
Los cultivos MA-669, HA-751, MA-771, J37L-788, HA-819, 

5 MA-831, FíA-833, MA-842, HA-861, FA-872, LLL-926 yMA-936 no ex­
hiben pigmento soluble alguno.

10

15

20

Places de Agar sintético (Agar glucosa-esparraguina) ̂
El cultivo LIA-669 muestra un crecimiento bueno, piar- 

no y aterciopelado; micelio aéreo rojo (5dc); ningún pigmento 
soluble y reverso amarillo (ldc).

El cultivo RIA-751 exhibe un crecimiento abundante, 
plano y aterciopelado; micelio aéreo rojo (5dc); ningún pigmen
to soluble y reverso amarillo (2db).

El cultivo iIA-771 exhibe un crecimiento abundante, 
plano y aterciopelado; micelio aéreo rojo (5dc); ningún pigmen 
to soluble y reverso amarillo (2fb).

El cultivo MA-788 exhibe un crecimiento limpie, pla­
no y aterciopelado; micelio aéreo blanco (a); ningún pigmento 
soluble y reverso blanco (a).

El cultivo MA-S19 exhibe un crecimiento bueno, eleva 
do y aterciopelado; micelio aéreo rojo (5go); ningún pigmento
soluble y reverso amarillo (2db).

El cultivo MA-831 exhibe un crecimiento bueno, plano 
y aterciopelado; micelio aéreo rojo (,6ec); ningún pigmento so- 

25 luble y reverso amarillo (2db).
El cultivo MA-833 exhibe penachos abundantes, planos 

aterciopelados y blancos; micelio aéreo gris (5fcj; ningún pig 
mente soluble y reverso gris (2ih).

El cultivo 842 exhibe un crecimiento bueno, plano y 
30 aterciopelado; micelio aéreo blanco (,aj; ningún pigmento solu­

ble y reverso amarillo (. 2fb J.
El cultivo 861 exhibe un crecimiento bueno, plano y 

aterciopelado; micelio aéreo rojo (5cb-5dc); ningún pigmento



soluble, y reverso amarillo (2db-2fb).
¡6'

El cultivo NA-H72 exhibe penachos abundantes, planos, 
aterciopelados y blancos; micelio aéreo rojo (,5dc); ningún pig 
mentó soluble y reverso amarillo (2íb).

El cultivo NA-926 exhibe,un crecimiento bueno, plano 
y aterciopelado; micelio aéreo blanco (a); ningún pigmento so­
luble y reverso amarillo (,2fb).

El cultivo HA-936 exhibe un crecimiento abundante, 
plano y aterciopelado; micelio aéreo rojo (4-gcJ; ningún pigmen 
to soluble y reverso pardo dorado.

El StM p tomyces. layendulae exhibe un crecimiento a- 
marillento; micelio aéreo blanco de color lavéndula.

Cuña de patata.
El cultivo NA-669 exhibe un crecimiento limpio, mi ce 

lio aéreo gris (d) y pigmento soluble negro tirando a marrón.
El cultivo NA-751 exhibe un crecimiento abundante, 

micelio aéreo gris (d) — ¿ rojo (ñdc) y pigmento soluble negro 
tirando a marrón.

El cultivo MA-771 exhibe un crecimiento abundante, 
de color crema; micelio aéreo gris rojo (5dc) y pigmento so 
luble marrón.

El cultivo NA-7'80 exhibe un crecimiento regular mar­
rón; micelio aéreo rojo (3dcJ y pigmento soluble negro tirando 
a marrón.

Los cultivos NA-M19 y MA-H31 exhiben un crecimiento 
regular marrón; micelio aéreo gris (c) y pigmento soluble ne­
gro tirando a marrón.

El cultivo NA-M33 exhibe un crecimiento abundante y 
marrón; micelio aéreo gris (2dc) y pigmento soluble negro ti­
rando a marrón.

El cultivo NA--042 exhibe un. crecimiento bueno y mar­
rón, micelio aéreo gris, y pigmento soluble negro tirando a mar
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El cultivo MA-861 exhibe un crecimiento abundante y 
marrón; micelio aéreo gris (2 dc-g) y pigmento soluble negro 
tirando a marrón.

El cultivo JMA-872 exhibe un crecimiento abundante, 
de color crema; micelio aéreo gris (dj y pigmento soluble mar­
rón.

El cultivo HA-926 exhibe un crecimiento bueno, de cj) 
lor crema; micelio aéreo gris (2dc) y pigmento soluble marrón.

El cultivo MA-936 exhibe un crecimiento abundante; 
micelio aéreo rojo (5ca-7ca) y pigmento soluble rojo.

El Streptcmyces lavendulae exhibe un crecimiento li 
gero, arrugado, de color crema tirando a amarillento; ningún 
micelio aéreo y pigmento soluble negro.

Tubo de gelatina (Licuefacción).
Los cultivos MA-669, MA-861 y MA-936 exhiben un ere 

cimiento de color crema; ningún micelio aéreo; pigmento solu­
ble marrón y lenta licuación del medio gelatinoso.

Los cultivos MA-751, MA-771 y HA-819 exhiben un ere 
cimiento de color crema a marrón oscuro; ningún micelio aéreo; 
pigmento soluble marrón y lenta licuación del medio gelatino­
so.

Los cultivos EA-7H8, NA-831, MA-833, MA-842, MA-872 
y MA-926 exhiben un. crecimiento color crema; micelio aéreo 
gris; pigmento soluble marrón y lenta licuación del medio ge­
latinoso.

El Streptcmyces lavandulae exhibe un crecimiento de 
superficie color crema tirando a marrón; ningún micelio aéreo 
o micelio aéreo blanco; pigmento soluble marrón y lenta licua­
ción del medio gelatinoso.

Cada uno de los microorganismos, incluido el Strep- 
tomyces lavendulae, produce sulfuro de hidrógeno.

Cuando el cultivo se efectúa en placas agar de aimi
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dón, éste es hidrolizado por el Streptomyces lavendulae y cada
uno de los doce cultivos.

En agar nitrito, los siguientes cultivos reducen los 
nitratos a nitritos: MA-751, MA-771, MA-831, MA-842. Los res- 

5 tantee cultivos, MA-669, MA-788, MA-819, MA-833, MA-861,MA-872, 
MA-926, MA-936 y el Streptomyces lavendulae no producen ninguna 
reducción apreciadle de los nitratos a nitritos.

UTILIZACION LE CARBONO
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MA-669 4 - - - - -
MA-751 4 4 4 - - - -
MA-771 4- 4 -i - - - -
MA-788 4 - 4 - - - -
MA-819 4 - 4 - 4 - 4
MA—831 4 - - - - - -
MA-833 4 - - - - -
MA-833 4 - - - - - -

MA-842 4 - - - - - -

co 4 4 4 - - - -
MA-872 4 tT 4 - - - -
MA-926 4 - - - - - 4
MA-936 4 * - — —

Streptomyces Varia Varia.
Lavendulae 4 ble ble "" — - 4 _

La anterior descripción de los mioroorga-
nismos productores del Antibiótico 235A es suficiente para ola 
sificar a las once razas, MA-669, MA751, MA-771, MA-788, MA-819, 
MA-831, MA-842, MA-861, MA-872, MA-926 y MA-936.como miembros 
de la especie Streptomyces lavendulae y para clasificar al 
cultivo MA-833 como una nueva especie de Streptomyces a 
la que se asigna el nombre de Streptomyces avidinii en con-



sideración a la excepcional naturaleza del cultivo y al descu 
brimiei'.to de que produce una substancia que fija la bictina, 
la Estreptoavidina. Ha de entenderse que la presente inven­
ción nc se limita a los organismos que respondan a esta parti- 

5 ct'tl&r descripción. La presente invención se refiere también al 
caso de otras clases de Streptomyces lavendulae y Streptomyces: 
avidinii que sean mutantes de los organismos descritos, tales 
como las mutantes obtenidas por selección natural, las produci 
das por agentes mutágenos, por ejemplo, irradiación de Rayos X, 

10 irradiación ultravioleta, mostazas nitrogenadas, y sus simila-
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res.
Los microorganismos anteriormente descritos han sido 

obtenidos de tierras de localidades dispersas por todo el mun­
do. El cultivo HA-S33 fué aislado de una, tierra encontrada en 

15 España. Los otros cultivos descritos fueron aislados de tierras 
encontradas en Nebrasca, Massachusetts, Virginia Oieste, Ohio 
y Utah, en los Estados Unidos, asi como en Europa y América del 
Sur.

Un examen superficial de los doce cultivos, deaarro- 
20 liados en medios complejos, indica la gran variación existente 

entre ellos. Las diferentes tierras, por consiguiente, produ­
cen distintas clases de cultivos, todos ellos pertenecientes 
al género Streptomyces.

Las claves empleadas para la reducción de estas ce- 
25 pas a su clasificación como especies son las descritas en el 

"Bergey's Manual of Determinativa Bacteriology", 7- edición; y 
a: 1 articulo aparecido en "Applied Microbiology 5", 52-79
(195b) "A guide for the Classification of Streptornycetes Accor 
ding to Selected Croups", por Pridhan Hesseltine y Benedict.

30 Se efectuaron detalladas comparaciones entre los cul
tivos productores del antibiótico 235-A y las características 
publicadas en el Manual de Bergey o en "The Actinomycètes",
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vol.2. Genera end Species, S.A. Waksman (.1961̂  para los culti 
vos referidos, como seleccionados de las claves.

Los doce cultivos, HA-669, HA-751, JMA-771) MA-788, 
MA-819, MA-831, lMr-833, HA-842, HA-861, MA-872, MA-926 y 

5 JSL̂ -936, producen todos abundante pigmento soluble oscuro cuan
do se desarrollan en medios orgánicos tales como pasta de to­
mate, agar o patata, y, además, producen sulfuro de hidrógeno. 
Todos los cultivos, con excepción del JMA-833? producen esporas 
de color lavéndula en medios de cultivo complejos. Cuando fue- 

10 ron examinados por la clave del Streptomycetes publicada en 
"Bergey's Hanual of Determinative Bacteriology", 7- edición, 
los cultivos cumplían los requisitos correspondientes al Strep- 
tomyces lavendulae.. Además, al compararlos con la descripción 
detallada del Streptomyces lavendulae tales diferencias aunque 

15 existentes son de carácter secundario y, por esta razón, los
once aislamientos son considerados como miembros de la especie 
Streptomyces lavendulae.

Todos los cultivos producen esporóforas terminadas 
en cadenas de esporas que, al principiar el desarrollo del cul 

20 tivo, son ondulantes y que, a través de una glterior incuba­
ción, progresen hacia, un estado de enrollamiento para terminal' 
en un enrollamiento apretado que, a menudo, les da la aparien­
cia de una pelota. Por tanto, todos los cultivos, siguiendo 
la clasificación de Pridham, Hesseltine y Benedict, entran en 

25 la Sección "Spira". De acuerdo con Pridham, Hesseltine y Bene­
dict, una clasificación secundaria, la"Series", se basa en el 
color del micelio esporulado. Todos los cultivos, con excep­
ción del iM-833, son miembros de la Serie Roja; por el contra­
rio, el MA-833 se diferencia claramente de los otros y está a- 

30 grupado en la Serie Gris.
En los trabajos de Pridham, Eeeeeltine y Benedict, 

hay cuatro especies válidas formadoras de pigmentos agrupadas 
en la Sección Spira-Series Rojas que son descritas con deta-
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lie en "The.Actinomycetes", yol. 2. de S.A.Waksman. Los produc
toras del Antibiótico 235A anteriormente indicados (con excep­
ción del MA-833) pueden ser diferenciados de dos de estas espe 
oies previamente descritas sobre las bases siguientes: el Strep- 
tomyces purpuraseeiis produce micelio aéreo en agar Czapek; pro 
duce un desarrollo color naranja en patata, hidroliza escasamen 
te el almidón y no produce HgS; el Streptomyces roseocitreus 
produce un desarrollo color rosa-violeta en agar.nitrato, pro­
duce un pigmento soluble amarillo en agar-esparraguina, carece, 
de pigmento^ soluble en gelatina o patata y muestra una hidróli­
sis débil del almióoá.

Los once cultivos en consideración no se diferencian 
de un modo significativo de las especies Streptomyces lavendu- 
lae o Streptomyces griseeviridia, según se describen en "The 
Actinomycetes'', yol. 2. A causa de que la descripción original 
del Streptomyces layendulae se presentó en 1.91b, mientras que 
la descripción del Streptomyces griseoviridis no fué publicada 
hasta 1956, se considera que los unce cultivos que producen el 
Antibiótico 235A deberían caracterizarse como Streptomyces:la-
vendulae  ̂Esta conclusión, basada en la clasificación de Pri- 
dham, Hesseltine y Benedict y en la descripción contenida en 
"The  ̂Actinomycetes," vol.2, concuerda con la alcanzada por la 
clave contenida en el Bergey's Manual of Determinativa Bacte- 
riology, 7§ edición.

Los once aislamientos productores de Antibiótico^ 
235A son distintas clases de la especie Streptomyces lavendu- 
lae. Los caracteres définitorlos de la clase son presentados 
en el Cuadro 1, y consisten en diferencias en tonalidades de 
color del micelio aéreo, diferencias en la consistencia del 
crecimiento, diferencias en color y extensión del producto en 
medios químicamente definidos, diferencias de color del produc 
to en patata, y diferencias en capacidad para reducir nitrato.



El organismo final que queda para su identificación 
es el Streptomyces MA-833* El cultivo nA-033 se distingue por 
la formación de cadenas de esporas en espiral, por la produc­
ción de un pigmento soluble marrón y por la producción de sul 
furo de hidrógeno.

En un medio complejo, por ejemplo, agar de pasta de 
tomate, el cultivo crece lentamente pero se diferencia viva­
mente de los otros productores del Antibiótico 235A producían 
do esporas de un color definidamente gris, sin matices de ro­
jo o lavéndula. Las esporas de color gris son producidas tam­
bién en medios químicamente definidos.

Se efectuó una tentativa para caracterizar el culti 
vo por medio de la clave de Especies del género Streptomyces 
publicada en Bergey's Manual of Determinativo Bacteriology, 7- 
edición, tomando en consideración la formación de esporas de 
color gris en medio complejo. No se halló ninguna especie co­
nocida a la que se pudiera asignar MA-K33.

Ulteriores consideraciones fueron dedicadas a las 
nueve especies formadoras de pigmentos solubles de la Sección 
Spira-Serie Cris, reseñadas en la publicación de Bridham, Hes_ 
seltine y Benedict, que son descritas con detalle en "The Ac- 
tinomycetes", vol.2. Fué posible diferenciar el MA-833 de los 
nueve cultivos sobre la base de las siguientes características: 
si Streptomyces aureus se caracteriza por la carencia de mice­
lio aéreo en agar orgánico y por el crecimiento color naranja 
clero en agar de dextrosa esparragina,; el Streptomyces colli- 
nus no produce pigmento soluble en patata y produce un pigmen 
to soluble rojo carmesí en agqr de dertrosa-esparraguina; el 
Streptomyces ci.an.eus produce un crecimiento de color azul, en 
una variedad de medios y muestra una débil hidrólisis de almi­
dón; el Streptomyces filipiensis produce un pigmento soluble 
de color amarillo tanto en agar Czapak como en agar glicerol- 
esparraguina; el Streptomyces fimbriatus muestra un abundante
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desarrollo en agar Czapek, un pigmento soluble rojizo en gela­
tina y es patógeno para las plantas; el Streptomyces griseo- 
chromogenes carece de cadenas de esporas en espiral y produce 
un crecimiento de color naranja en agar Czpek; el Streptomy­
ces f.risecru.*ber, produce un desarrollo naranja rojizo en agar 
Czapek, un crecimiento naranja rojizo y un pigmento soluble a- 
marillo en agar de almidón; el Streptomyces hawaiiensis mues- 
ti-a solamente una ligera licuefación de gelatina y una ligera 
hidrólisis de almidón; y el Streptomyces direchromogenes se ca 
raeteriza por un pigmento soluble en agar de dextrosa esparra­
guina y una lenta licuefación de gelatina.

No se conoce ninguna especie de microorganismo cuyos 
caracteres principales concuerden adecuadamente con M&-833* En 
vista de la característica, coloración de la espora en agar de
pasta de tomate, que claramente le diferencia de otros streptj) 
micetes productores del 235A, se ha decidido reconocer a ésta 
nuevo tipo distintivo, a&judicónd'Oe la designación de una nue 
va especie. Se le asignó el nombre de Streptomyces avidinii en 
recoBcoimiento a la naturaleza desconocida del cultivo y a ha­
berse reconocido por vez primera que un microorganismo puede
producir una substancia fijadora, de la biotina, esto es, la
Eatr e-pt oavidina.

El nuevo antibiótico 235A de la presente invención 
comprende, por lo menos, dos substancias, de las cuales, una, 
designada como substancia 235S, es una substancia, de peso mo­
lecular relativamente pequeEo. La otra substancia es designada 
como 235L y tiene un peso molecular relativamente grande. El 
nuevo antibiótico 235A se comporta en forma insólita en su ac­
tividad en el sentido de que sus componentes individuales no

30 tienen actividad antibiótico centra los microorganismos patóge 
nos de que se trata, excepto cuando se han ensayado en medios 
especialmente preparados, pero son activos contra microorganis
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mos patógenos cuando las mezclas de los dos componentes se 
prueban contra microorganismos patógenos. Asi, el nuevo anti­
biótico 235A está formado por un par sinérgioo de substancias 
designadas como 235S y 235L, o Estreptoavidina.

5 El Antibiótico 235S actúa como un material de peso
molecular relativamente baje, que puede ser separado en, por 
lo menos, tres componentes, designados como 235S^, 235S2 y 
2353^, por métodos de papel cromatogràfico.

Asi, usando los siguientes sistemas disolventes pa­
lo ra el desarrollo de.los cromatogramas, los Rf de los tres com 

pomentes individuales son determinados mediante el empleo de 
un preparado de Antibiótico 235S aislado del caldo de fermen­
tación por un procedimiento de cambio de iones. El sistema 
disolvente I es alcohol n-butilioo saturado con solución buf- 

15 fer (pE 9)3J de fosfa-to de hidrógeno disódico 0.25M acuoso.
El sistema disolvente II es alcohol n-butilico saturado con u 
na solución de hidróxido de amonio O.IN. En cada caso el pa­
pel es primeramente saturado con el buffer acuoso o la solu­
ción de amoniaco acuoso antes de aplicar la muestra, al papel. 

20 El tiempo de desarrollo es de 6 a 17 horas. Los resultados son 
los siguientes:

Sistema II
Sistema 1 6 horas

235S1 Rf = 0.14 Rf = 0.15
235S2 RF = B.2K Rf = 0.33
235S3 Rf = O .47 Rf = O.51

Cada uno de los compomentes de bajo peso molecular 
del Antibiótico 235S se caracteriza por la propiedad de inhi­
bir la síntesis intracelular de biotina de los microorganis­
mos Gram-negat ivo s.

30 El Antibiótico 235S^ se ha obtenido en forma crista
lina mediante los métodos que más adelante se describirán.
El Antibiótico 235S^ produce reaociones características de a-
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minas primarias y es soluble en agua, alcandés inferiores, 
tales como metanol, etanol, isopropanol, n-butanol y en s d u  
cienes de acetona acuosa. El Antibiótico 235S^ puede ser 
cristalizado de soluciones acuosas alcalinas por adición de 
acetona. El antibiótico 2358^ cristalino, así preparado, tie 
ne un punto de fusión de aproximadamente 2173 C.

El Antibiótico 235S^ es un compuesto ópticamente
- 25

activo con una rotación de ¿aJD = 4- 8.5^ (C.2 en ácido clor­
hídrico 0.1N) y /a/íP s: 4- 9*5 (0.2 en ácido clorhídrico 3*5N)

Las sclucic... del sxtiMdtico 235S^ n. tienen 
ximos apreciables en el campo de la absorción ultravioleta.

La absorción infrarroja de una muestra de Antibió­
tico 235S^ cristalino, suspendido en aceite mineral (NUJCL), 
fué efectuada en un espectrofotómetro infrarrojo Baird Asso­
ciates Modelo 12B, usando un prisma de cloruro de sodio, apa 
reciendo una serie de picos característicos. Los más signifi 
cativos de los cuales están en las siguientes longitudes de 
onda, expresadas en micrones: 3*04) 3°7-4°K y 6-6.6. El es­
pectro infrarrojo se reproduce en la Figura 1 de les adjun­
tos dibujos. Ha de hacerse notar que el espectro de absor­
ción infrarroja es una medica de la absorción de Antibiótico 
2358-. en forma cristalina, preparada por adición lenta de ace 
tona a ana s.lucMn amoniacal acuosa de Antitético 2353^. 
Aunque solamente se ha obtenido una forma cristalina, hay mu 
chas substancias que se presentan con modificaciones polimór 
ficas, en cuyo caso el espectro de absorción infrarroja pue­
de tenor diferencias pequeñas entre las diversas formas cris, 
taimas.

El Antibiótico 2358^ contiene los elementos carbo­
no, hidrógeno, nitrógeno y oxigeno. El siguiente es un análi 
sis de la composición elemental obtenida en una muestra de
2358 .. cristalino:

30
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Carbono— 63.1
Hidrógeno------------------------  8.9
Nitrógeno---------------------— - 13-04
Oxígeno (por diferencia) — ------- 14*96

. El Antibiótico 235Sj es una amina primaria que forma
sales al reaccionar con ácidos. Así, al reaccionar con ácidos 
inorgánicos fuertes tales como ácido clorhídrico, ácido sulfú­
rico, ácido bromhídrico y ácido fosfórico, forma las correspon 
dientes sales de amina. Igualmente, al reaccionar con ácidos 
orgánicos se forman las sales de antibiótico 235Ŝ , y el ácido 
orgánico correspondiente.

La naturaleza básica del Antibiótico 235S^ es tam­
bién una característica distintiva de este nuevo compuesto. A- 
sí cuando una muestra, de Antibiótico 235S^ se titula potencio- 
métricamente con ácido clorhídrico 0.1N, se observan dos gru­
pos básicos de fijación. La primera fijación se produce a un 
pH de aproximadamente 5*5* La segunda neutralización ocurre a 
un pH de aproximadamente 8 .5. Esta titulación indica un pH 
de aproximadamente 7-5 y un peso molecular de 373°

El AntiMdtioo 235^ produce una rsaooiín negativa 
bajo las condiciones de la prueba del Biuret. En hidrólisis 
a reflujo con ácido clorhídrico 6N, el producto de la hidróli­
sis en un ̂ -aminoácido que tiene un Rf de 0.52 por cromatogra 
fia en papel, usando un sistema de solventes consistente en 
100 partes de butanol, 12 partes de ácido acético glacial y 
100 partes de agua y el reactivo ninhidrina para localizar la 
mancha del aminoácido en el cromatograma. Este aminoácido tie­
ne un punto de fusión de 240-241^ 0.

El Antibiótico 235^2 ' por otra parte, da una prueba 
de Biuret positiva, indicando la presencia de enlaces amidi- 
cos. En hidrólisis a reflujo con ácido clorhídrico 6N se ob­
tiene una mezcla de aminoácidos, uno de los cuales da un Rf de
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0.52 efectuando el ensayo de papel cromatogràfico empleado pa 
ra el producto de hidrólisis del Antibiótico 235Sy

Una determinación osmoméi-rioa del peso molecular 
del Antibiótico 235S, señala un valor de 322 que, considerado 
conjuntamente con los datos microana3.iticos, indica una fórmu 
la molecular de acuerdo con la siguiente En vista
de que el peso molecular, determinado por el osmómetro, es ti­
na medida de una propiedad coligativa de la molécula, se le 
considera un medio de estimación del peso molecular más segu­
ro que el del análisis volumétrico, susceptible de error en 
presencia de pequeñas cantidades de ácidos fuertes o impure-
zas básicas.

I-a substancia antibiótiea 235L, segunda del par si­
nèrgico de antibióticos incluido en el Antibiótico 235A, ha 

15 sido también preparada en forma cristalina por los métodos
que a continuación se describen. Las soluciones del antibióti 
co 235L tienen un único máximo en la región de absorción ul- 
travioleta a 2HK milimicroaes = 47). B1 orden de fusión
del antibiótico es de 220-2302 C con descomposición.

20 El Antibiótico 235L contiene los elementos carbono,
hidrógeno, nitrógeno, azufre y oxigeno. El siguiente es un a- 
nálisis de la composición elemental obtenida en una muestra 
de Antibiótico 235L cristalino:

Carbono------------------------ 51.1
25 Hidrógeno----------------------  7. A

Nitrógeno--------------------- - 10.4
Azufre ----------------------- -—  0.2
Oxigeno (por diferencia)------24.9
El contenido en carbohidratos de la molécula 235 L,

30 determinado por el método del orcinol de H.E.Weiner y J.R.Mos 
him (Arch, Bp ochen & Biophys. 92) 97 (1952), es nulo. Cuando 
se empleó la prueba modificada de Holisch {Bische Z., Mikroche-



mié 7. 33 (1929^J) se encontró que la molécula 2351 contenía 
menos del 1.0% de hexoaa.

El peso molecular relativamente gran.de del Antibió­
tico 235L queda indicado por el hecho de que no es dializable 

5 a través de una membrana de celofán. Una determinación del pe 
so molecular por ultracentrifugación indica un peso molecular 
de aproximadamente 60.000.

El Antibiótico 235L, al someterlo al procedimiento 
de electro!'oresis de disco en un gel de poliacrilamida 7.5%) 

10 según el procedimiento descrito por Reisfeld et al. en Natu­
r e 1 9 5, 281 (1962), se separa en bandas según una forma carac 
terística. El gel de poliacrilamida a.l 7*5% es suspendido en 
una columna con buffer de fosfatos pB 0.7) aplicándose en el 
extremo de la columna 0.01 mi. de una, solución de Estreptoaví 

15 dina. Se efectúa la electroforesis durante 1 hora a 5 miliam- 
perios y 100 voltios. El procedimiento es también llevado a 
cabo con Avidina, una proteina previamente conocida, de apro­
ximadamente el mismo peso molecular. Las bandas descubiertas 
por el procedimiento de electroforesis son teñidas con azul 

20 de bromofenol. Las bandas resultantes de la electroforesis 
del Antibiótico 235L (Estreptoavidina) muestran la presencia 
de cantidades mayores de dos proteínas y cantidades menores. 
de dos proteínas diferentes que se mueven intimamente unidas 
hacia el ánodo. El resultado obtenido con la electroforesis 

25 de Avidina muestra seis bandas ampliamente separadas, de las 
cuales solamente dos componentes menores están en la región 
del Antibiótico 235L.

El Antibiótico 235L parece ser un compuesto de ti­
po polipéptido o parecido a proteina, ya que de la hidrólisis 

10 ácida a elevadas temperaturas resultan unos productos que dan 
reacción positiva con la ninhidrina indicando rupturas de en­
laces amidicos. El Antibiótico 238L tiene sólo una solubili-
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dad limitada en agua, de menos de 1 miligramo por mililitro, 
aproximadamente, Rin embargo, la solubilidad en agua puede ser 
incrementada hasta 10 miligramos por mililitro mediante la a- 
dición de cantidades variables de cloruro de sodio a la solu­
ción.

El Antibiótico 235A es activo en la inhibición del 
crecimiento de los gérmenes Gram-hegativos« Aunque los compo­
nentes aislados del Antibiótico 235A, por ejemplo, los Anti­
bióticos 235S y 235L, cuando son puestos a prueba solos en sis 
temas de ensayo corriente, resultan ineficaces para la inhibí 
ción del crecimiento de microorganismos patógenos, la combina 
ción de les dos, como Antibiótico: 235A, actúa sinèrgicamente. 
Asi, el Antibiótico 235A, como una mescla de partes iguales 
de 235S y 235L, es eficaz en la inhibición del crecimiento de 
^ ^ n e l l a ^ typhöse 2066, Salmonella Rchottmuelleri MI, Esche­
richia coli W y Shigella sonnei 1532.

El Antibiótico 235A es una substancia relativamente 
atóxica. Usando ratones como animales de prueba, dosis eleva­
das, de 500 mg/Kg del componente 235S y 400 mg/Kg del compo­
nente 235L fueron toleradas cuando se inyectaron intraperito- 
nesúmente al ratón, sin que se observasen manifestaciones tó­
xicas.

El nuevo antibiótico 235A, resulta útil como agente 
para inhibir el crecimiento de los organismos patógenos Gran­
negati vos . Es también útil para la obtención de cultivos pu­
ros de microorganismos en que un organismo susceptible puede 
ser separado de otro resistente. Cuando el Antibiótico 235A 
es separado en sus componentes individuales, 235S y 235L, los 
componentes individuales pueden, ser utilizados como auxiliares 
en la búsqueda de otras substancias similares. Así, el 235S 
actúa como un inhibidor del crecimiento de microorganismos en 
medios que no contienen biotina erògena, pero es completamente



inactivo, en sistemas que contengan substancias biotino-acti- 
vas, para la inhibición del crecimiento de microorganismos.
De esta manera., el Antibiótico 235S^ puede ser utilizado en 
sistemas de ensayo microbiológico para comprobar la presencia 

5 de biotina o substancias biotino-activas.
El Antibiótico 235L, por el contrario, actúa como 

un agente completante de la biotina y, así, permite al Anti­
biótico 2353 actuar como un inhibidor del crecimiento de- mi- 
croorganismmos patógenos. El Antibiótico 2J5L, es por tanto 

10 una eficaz herramienta de laboratorio que puede ser utilizada 
en la búsqueda de muestras desconocidas de microorganismos en 
cuanto a su capacidad para producir antibióticos que actúan 
primariamente por inhibición de síntesis de biotina en diver­
sos microorganismos patógenos.

15 La actividad antibiótica del Antibiótico 235A es djs
termirada por el método de difusión en agar o el método de en 
sayo de dilución en tubo, usando un cultivo Escherichia coli 
en crecimiento en un medio natural. El ensayo del 235A es com 
pilcado por el hecho de estar compuesto por una substancia de 

20 alto peso molecular y lenta difusión y por substancias de ba­
jo peso molecular y rápida difusión. Como resultado, los enea 
yos ordinarios de difusión en agar miden solamente la canti­
dad del componente de difusión lenta, ya que la substancia de 
difusión rápida no es activa por sí sola en los ensayos ordi- 

25 narios. Una. vez que los dos tipos de substancias han sido se­
parados, es posible preparar placas de ensayo con adición a 
las mismas de la suficiente cantidad, ^0 f/ml., del compuesto 
de alto peso molecular, de manera que su difusión no limite 
la actividad de los componentes pequeños. El método de difu- 

30 sión de agar se realiza de la siguiente manera:
Un matraz conteniendo 150 mi. de un medio de ensayo 

compuesto por extracto de carne de vaca, 0 ,3% i peptona 0 ,'5%í

/i ^
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extracto de levadura 0,2%; agar, 1,9% y agua a volúmen, es es 
terilizada en autoolave durante 20 minutos a 1209 C. y 10 li­
bras /pulgada cuadrada. El agar-liquido mantenido a 45-509 C 
se inocula con 5 mi. de un cultivo en caldo nutritivo, incuba 
do durante la noche a 37^ o, de Escherichia coli w que ha si­
do ajustado a una densidad celular de 60 en un colorímetro Lu 
me tren, usando un filtro de $00 m#. á continuación 5 mi* del 
agar sembrado son depositados, por medio de una pipeta, en u- 
na placa de plático estéril, de 90 mm., permitiéndose su soli 
üificación. Después q. la solidificación, la placa se conser­
va refrigerada hasta su uso dentro de las siguientes 24 horas.

En la realización del ensayo, un disco de papel, de 
12 ,7 mm., es mojado con la solución antibiótica y, a continua 
ción, escurrido en papel secante y colocado en la superficie 
de una placa de agar sembrado con Escherichia coli w. las pía 
cas son incubadas, a 2$a, durante 10-24 horas. La potencia 
del antibiótico se determina entonces por medición de la zona 
de inhibición alrededor del disco en milímetros.

El ensayo de dilución en tubo se realiza de la si­
guiente manera: Se hace una solución mediante la adición de 
32 gramos de un-Caldo Base Rojo Fenol Difeo y 30 gramos de 
dextrosa a 1000 mi. de agua destilada. Se aSaden dos milili­
tros de la solución a un tubo de ensayo. Se preparan también 
ctros nueve tubos de ensayo conteniendo, cada uno, dos milili 
tros de la anterior solución diluida con 2ml.de agua. Se aña­
den dos mililitros de la solución antibiótica al primer tubo 
y se mezclan. Dos mililitros de la solución resultante son a 
continuación transferides al segundo tubo y mezclados. Dos mi 
lilitros de este segundo tubo son transferidos al tercer tubo 
y mezclados. Esta operación se repite con los diez tubos y del 
último se extraen dos mililitros de la solución resultante, 
que se desechan. A cada uno de los diez tubos se añade una go-
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304^5  ^
ta del inoculum Lumetron 60, preparado, según queda descrito, 
con una pipeta serológica de 5 mi.. Los tubos son después inou 
Lados al baño de María, a 37-, durante 2 horas aproximadamen­
te hasta que el tubo de control (con nutrientes a mitad de 
concentración y sin antibiótico) ha cambiado su color rojo o- 
riginal a un amarillo neto. La serie de dies tubos es enton­
ces examinada y el tubo con la más alta dilución, que es toda 
Via de color rojo, se considera que contiene la concentración 
inhibitoria mínima (CIE) del antibiótico.

La presencia de Antibiótico 235L puede ser determi­
nada por los métodos habituales de difusión agar usando Esche- 
richia coli, siempre que se incorpore al agar la suficiente 
cantidad de Antibiótico 235S. A causa del alto peso molecular 
y, en consecuencia, cambios pequeños de pendiente en la dilu­
ción, este método carece de precisión. Con agar nutritivo or­
dinario, se ha averiguado que la presencia de 0 ,6 mg/ml. de 
Antibiótico 235S produce resultados satisfactorios.

La cantidad de antibiótico 235L, puede ser determi­
nada con un poco más de precisión mediante el empleo del enea 
yo usual de dilución en tubo con Escherichia coli, añadiendo 
un exceso de Antibiótico 235S (ICOyy al medio de ensayo. El re 
sultado es expresado como Y/ml. requeridas para la concentra­
ción inhibitoria mínlmu. (CLUJ.

El Antibiótico 235S puede ser determinado cuantitati 
vamente en placas de difusión de agar usando Escherichia coli. 
Si se emplea agar nutritivo, resulta suficiente con 90*Y de An 
tibiótico 235L por mi. de agson Si se emplea un medio de ensar- 
yo sintético, no se necesita Antibiótico 235L.

En este último caso, es inhibida la actividad si se 
incorpora biotina al agar. Este método se usa para confirmar 
la producción de antibióticos del tipo 235 por cultivos obte­
nidos en el programa de investigación de antibióticos.



El Antibiótico 23¡?S puede ser también determinado 
por métodos de dilución en tubo en presencia de un exceso de 
Antibiótico 235L.

Es el ensí.yo de dilución en tubo la concentración 
inhibitoria mínima de los componentes antibióticos es U.5Y*/ml. 
para el antibiótico 2j5L, 2¡? Y/ml. para el Antibiótico 235Sg 
y 31 Y  /mi. para el Antibiótico23$S^.

La producción del nuevo Antibiótico 2j5A es llevada 
a cabo por la fermentación aerobia sumergida de diversas cla­
ses de Streptomyces lavendulae o Streptomyces avidinii en me­
dios acuosos convenientes. Medios acuosos tales como los que 
resultan útiles pare, la producción de otros antibióticos cono 
oidos son, en general, adecuados para la producción del Anti­
biótico 235-A* Tales medios contienen fuentes de carbono y ni­
trógeno asíEd-lables por el microorganismo y ciertas sales in­
orgánicas esenciales para, el rápido desarrollo de los microor 
ganíaEios. ¿demás, el medio de fermentación contiene indicios 
de metales, necesarios para el crecimiento del microorganismo, 
que están hubituaimente presentes en múltiples fuentes de car 
bono y nitrógeno del medio,

Generalmente, carbohidratos tales como azúcares, 
por ejemplo, dextrosa, sacarosa, dextrina y sus similares, 
constituyen fuentes adecuadas de carbono asimilable. La canti 
dad exacta de la fuente de carbono dependerá, en parte, de 
los otros ingredientes del medio, pero frecuentemente se ha a 
verignado que una cantidad de carbohidrato de entre 1 y 6% por 
peso, del medio es satisfactoria.. Estas fuentes de carbónopue- 
den ser utilizadas individualmente o combinando varias de ellas 
en el medio.

Varias fuentes de nitrógeno, tales como hj.drolizados 
de caseína, aminoácidos, por ejemplo esparraguina, glicina, ar 
ginina, digeridos de harina de soja, harina de soja, solubles



de destilería y sus similares son fácilmente asimilados por 
los microorganismos productores del Antibiótico 235A y pueden 
.ser usados en medios de fermentación para la producción de es 
te antibiótico- En general, estimamos que fuentes orgánicas 

5 de nitrógeno, particularmente la harina de soja, son muy sa­
tisfactorias para la producción del nuevo antibiótico. Las di 
versas fuentes orgánicas e inorgánicas de nitrógeno pueden 
ser usadas, bien solas, bien en combinación, en cantidades 
que oscilan de 0,2 a 6% aproximadamente, por peso del medio a 

10 cuoso.
Los siguientes son ejemplos de medios adecuados par­

ra el crecimiento de los cultivos de Streptomyces avidinii 
MA-833 y Streptomyces lavendulae que producen el Antibiótico 
235A.

15 Medio nS 1

Extracto de levadura 1 %
Dextrosa 1 %
Agar 2 %

disueltos en agua.
Medio nS -2 *

Peptona Bacto 0.5 %
Extracto de carne 0.3 %
Dextrosa 1 %
Extracto de levadura 0.1 %

disueltos en agua. El pH de la solución, es ajustado a 7.0
Medio n2 .J.

Dextrosa 1 %
Esparraguina. 0 .1 %
KgHPO^ 0.01%
MgSO^.YHgO 0 .05%
Extracto de levadura 0.05%
ZnS0^.7H^U 300 ^/L
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HnSC,.B 0 l 2 45 V/L
CuClg.2B̂ 0 27 YYL

("HP%°24.-2Y 19 V/L
Acido Bórico 55 V/L
CaCl,. 1 mg/L
n so .7B o9 4 2 250 V/L
en agua. El pB de la solución es ajustado

Medio na 4
Dextrosa 10.0 g.
DI. -Esparraguina 1.0
MPO,¿i A 0.1

0.5
FeS0,.7R̂ 0 4 2 0.01
Extracto de levadura 0.5
Agua destilada 1000 mi.
El pH de la solución es ajustado a 7.2

Medio na 5
Harina de soja 30.0 g.
Solubles de destilería 7.5
Cereiosa 20.0
NaCl 2.5
CaCO 10.13
Agua destilada 1000 mi.
El pH de la solución es ajustado a 7*0 
Una vez terminada la fermentación, se recupera el an 

tibiótico del caldo de fermentación poniendo en contacto el 
caldo filtrado con una resina de cambio de cationes fuertemen­
te àcida. Un tipico ejemplo de la resina de cambio de cationes 
usada en la recuperación de Antibiótico 235A es la JDOWüX 50 X 2 
que contiene un copolimero de benzeno diivinil estireno con gru 
pos sulfonicos sustituidos en toda la matriz de la resina. En



contacto el caldo de fermentación con la resina de cambio de 
cationes, la porción mayor de Antibiótico 235S (el componente 
de menor peso molecular) es absorbida por la resina junto con 
una cantidad menor de Antibiótico 235L. La porción mayor del 

5 Antibiótico 235L pasa a través de la resina y es recuperada 
del efluente por procedimientos que a continuación se descri­
ben.

El efluente de la resina contiene Antibiótico 235L 
que es recobrado en forma cruda por precipitación con sulfato 

10 amónico. El Antibiótico crudo 2351 es posteriormente purifica 
do por nueva precipitación de una solución acuosa, usando ace, 
tona o etanol como precipitante. El precipitado crudo puede ser 
también alternativamente purificado por diálisis de una solu­
ción acuosa del material crudo, seguida de precipitación del 

15 Antibiótico 235L, parcialmente purificado, del residuo de la 
diálisis, usando acetona, como agente precipitante. El Antibió­
tico 235L es también aislado del residuo de la diálisis por 
cromatografía a través de una columna Sephadex G,25, a fin de 
eliminar la sal residual, sometiéndolo más tarde a nueva crc- 

20 matografia y usando dietilamino-etil-celulosa como adsorbente. 
El Antibiótico 235L es recuperado del efluente de la columna 
de dietilamino-etil-celulosa por evaporación parcial y refri­
geración para cristalizar el material antibiótico.

El Antibiótico 235S es recuperado del adsorbato de 
25 resina de cambio de iones por elución de la resina, con amonía 

co diluido. El eluato de amoniaco de la resina, que contiene 
Antibiótico 235S crudo., mesolado con una pequeRa cantidad del 
Antibiótico 235L, es purificado posteriormente de acuerdo con 
un procedimiento de readsorción en resina de cambio de iones 

30 JDOWEX W 50 X. En la elución del Antibiótico 235b, readsorbido 
de la. resina con amoniaco diluido, se obtiene Antibiótico 235S 
cristalino por concentración de fracciones seleccionadas y
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cristalización de méselas cíe agua/acetona a pE alcalino.
Alternativamente, el eluato DOWEX w 5U X, que oontie 

ne Antibiótico 235S, puede ser aún purjileado por extracción 
con alcohol butilico y readsorción del extracto en resina DOWBX 
w 50 X. El material cristalino se obtiene entonces de las frac­
ciones seleccionadas del eluato en concentración.

Ejemplo I
ge prepara un medio de fermentación con la siguiente 

composición, ajustando el pE a 7 .0 :
Dextrosa 1%
Esparraguina 0.1%
KgEPO^ 0.01%
mgS0^.7E^0 0.05%
Extracto de levadura 0.05%
ZnS0^.7Hg0 300 V/L
FeS0,.7E 0 250 Y/L
MnSO, .E 0 4 2

45 Y/L
CuCL„„2Hr,0 27 Y7L

19 T?L
Acido bórico 55 Y/L
CaCl^ 1 mg/L
M,S0,.7H 0 c) 4 2 250 Y/L

disueltos en agua.
Aproximadamente 1.000 galones de un medio acuoso de 

la citada composición son esterilizados e inoculados con un i- 
nóculo vegetativo de cultivo de Streptomyces avidinii HA 833* 
El inóculo vegetativo es preparado de la siguiente manera: Un 
medio acuoso estéril -cuya composición está formada por 1% de 
extracto de levadura y 1% de dextrosa en agua- es inoculado 
con el contenido de un tubo lifilizado de Streptomyces avidi- 
nii RIA 833 viable. Se preparan tubos de agar inclinado de esta 
suspensión de microorganismos y, después de un desarrollo du-
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rante 4-5 dias a 202 C., las esporas desarrolladas son recogí 
das en una suspensión de medio acuoso estéril consistente en 
C.1% de extracto de levadura, 1% de dextrosa, 0*5% de peptona 
Bacto y 0.3% de extracto de carne. La suspensión de esporas a 
si preparada se añade entonces a un matraz Erlenmeyer con rom 
pientes de dos litros, que contiene 500 mi. del medio acuoso 
estéril n2 2. El medio inoculado es entonces incubado a 202 
en un agitador rotatorio durante 24 horas aproximadamente en 
el curso de las cuales se forma, un denso crecimiento vegetati­
vo del cultivo.

El cultivo -vegetativo, preparado en la forma indica­
da, es entonces añadido a un termentador que contiene aproxima 
demente de 30 a 40 galones de un medio estéril con la composi­
ción descrita como Hedió nS 2. El medio inoculado es a conti­
nuación incubado a 282 C durante 48 horas aproximadamente, en 
el curso de las cuales el medio es vigorosamente agitado y ai­
reado para formar un denso crecimiento vegetativo del cultivo.

Aproximadamente un 8.4% del cultivo vegetativo prepa 
rado en la forma indicada es añadido a 120 galones de un medio 
estéril con la composición Rescrita en el Hedió nS 2 y el medio 
inoculado incubado a. 283 c , durante unas 26 horas, en el curso 
de las cuales el medio es agitado y vigorosamente aireado.

El contenido antibiótico del caldo de fermentación, 
es seguido por el método de ensayo de difusión en agar c de en 
sayo de dilución en tubo, empleando el organismo Escherichía 
poli, según se h& descrito. Cuando la- actividad antibiótica. al 
canza un máximo de 24, a las 60 horas aproximadamente, la fer­
mentación ha terminado y el caldo de fermentación es recogido 
del termentador.

Aproximadamente 120 galones del caldo de fermentación 
preparado según se ha descrito es filtrado y las células desear 
tadas. El filtrado conteniendo la actividad antibiótica es ajus



tado a pH 5 y filtrado a través de una columna que contenga 3 
litros de DOWEX W 50%una resina de cambio de cationes fuerte­
mente ácida con una matriz de benzeno divinil estireno cuya ca 
pacidad de cambio se deriva de la presencia de grupos de ácido 
sulfÓnice contenidos en la matriz de la resina.) en ciclo sódi­
co a una velocidad de flujo de aproximadamente 300 míe.por mi­
nuto. A continuación, de la adsorción de la actividad antibióti 
ca en la resina, ésta es lavada con agua y eluida usando ihidró 
xido amónico 0.5N, a una velocidad de elución de 250 mis. por 
minuto. La principad, cantidad de la actividad antibiótica es 
recogida, en aproximadamente cuatro fracciones de dos litros de 
eluato que contiene una cantidad mayor de Antibiótico 235S y u 
na cantidad menor de Antibiótico 235L.

Las segunda y tercera fracciones son combinadas y el 
pH ajustado a 7 -5 , a continuación de lo cual son evaporadas a 
un volumen de aproximadamente 440.mis. Aproximadamente 90 mis. 
de este eluato concentrado de DOWEX W 50 X es Rializado en u- 
na bolsa de celofán, usando tres volúmenes de un litro de agua 
como liquido de diálisis. Los dializados son entonces reunidos 
y evaporados a aproximadamente 30 mis. Ni el dializado concen­
trado ni el residuo de diálisis tienen actividad antibiótica 
alguna, cuando fueron experimentados contra el Escherichia coli 
en el ensayo de dilución en tubo, pero en una nueva combina­
ción del residuo y del dializado, la combinación resultante tie 
ne una actividad antibiótica en el mismo ensayo de dilución en 
tubo del Eschericbia coló..

Ejemploj?
Sesenta mls.de un eluato concentrado de DOWEX W 50 X, 

preparado según se describe en el Ejemplo 1, es crometograi'iado 
en una columna de I litro de Sephadex 2 5, empleando agua desti­
lada como disolvente de ó esarrollo para el cromatograma. Los 
360 mis. iniciales de volumen del afluente son descartados, a



continuación de lo cual se recogen 27 fracciones de 25 mis.cada 
una. No existe actividad antibiótica en ninguna de las fraccio­
nes recogidas cuando se experimentaron por el ensayo de placas 
de agar con Escherichia ooli.

5 Se preparan dos concentrados de eluato por combina­
ción de las fracciones 1-9 , inclusive, y fracciones 17-2 0, in­
clusive. Las fracciones 1-9, inclusive, son concentradas a 20 
mis. y contienen solución concentrada de Antibióticos 235L que 
es recuperada por liofilización. Las fracciones 17-20, inclusi- 

10 ve, son evaporadas a 10 mis. y el Antibiótico 235S,parcialmente 
purificado, es recuperado en forma sólida por liofilización del 
concentrado.

El mencionado experimento de cromatografía es repeti­
do usando 60 mis. del mismo eluato concentrado de DOWEX W 50 X 

15 como material de partida. Las fracciones 8 y 9 del eluato de 
la columna cromatográfica son reunidas y concentradas. Después 
de permanecer en reposo, el Antibiótico 235L cristaliza de la 
solución y es recobrado por filtración.

Ejemplo 3*
20 Mil veinte galones de caldo de fermentación filtrado

preparado de acuerdo con la descripción del Ejemplo 1, es ad­
sorbido por paso a través de resina DOWEX W 50 X 2 y el adsorba 
to de resina eluido con una solución de hidróxido de amonio 0.5N 
Una fracción de 2.6 litros del eluato (1/16 del volumen total)

25 es ajustada a pE 9 usando una solución de hidróxido sódico a-
cuoso y extraída con tres porciones de 6 litros de alcohol n-bu
tilico. El extracto de alcohdn-butilico es diluido con agua y 
evaporado in vacuo a un volumen de 2.800 mis. Uh litro del con­
centrado de alcohol n-butílico es después evaporado a un volur- 

30 men de 40 mis. y cromatografiado por una columna de cromatogra­
fía Sphadex 25 (dextrono) de dos litros. Los efluentes de la co
lumna, con un contenido elevado en sólidos totales, son ajusta-



&os a pE 3.S y adsorbidos en 50 mis. de resina LOWEX w 50 X 2 
a la velocidad de 1 mi. por minuto. El adsorbato de resina re­
sultante es eluido con una solución de Lidróxido de amonio 
0.2N recogiéndose fracciones de eluato amoniacal con un volu­
men cada una de 25 mi. Las fracciones nóms.ll y 12, que com­
prenden 50 mis. son evaporadas a aproximadamente la mitad del 
volumen y diluidas con 9b mis. de acetona para inducir a la 
cristalización. Los cristales así obtenidos son Antibiótico 
235S^ en forma prácticamente pura.

Las fracciones núna.6-10, inclusive, de eluato de re 
sina, son reunidas y concentradas a aproximadamente 20 mis., a 
Radiándose 120 mls.de acetona para inducir a la cristalización. 
Los 1.2 gramos de cristales resultantes se La visto que consis 
ten en una mezcla de Antibiótico 235S^ y Antibiótico 235S2 en 
una proporción aproximada de 9:1.

Ejemplo 4 .
Aproximadamente 1.000 galones de caldo de fermenta­

ción filtrado, preparado de acuerdo con el procedimiento des­
crito en el Ejemplo 1, son pasados a través de unos 80 litros 
de resina LUWEX w 50 X 2. El efluente de la adsorción de la co 
lumna de resina es tratado con sulfato de amonio en la propor­
ción de 500 g. de sulfato de amonio por litro de efluente y el 
precipitado resultante separado por filtración. El precipitado 
es disuelto en aproximadamente 9 galones de agua y dializado 
con bolsas de celofán durante unas 24 Loras. El residuo de la 
diálisis es diluido con 1,5 volúmenes de acetona para precipi­
tar un material crudo que comprende Antibiótico 235L. El preci 
pitado crudo es disuelto en agua, precipitado nuevamente con 
alcohol etílico y secado. Aproximadamente 50 gramos del sólido 
asi preparado son suspendidos en agua y centrifugados y la so­
lución Hupernadante es cromatografiada a través de 5*5 litros 
de Rephadex 25, usando aguo, destilada como disolvente para el
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desarrollo. Aproximadamente 1550 mls.de solución que contiene 
Antibiótico 235b prácticamente puro es recogida y desecada- por 
congelación. Un gramo de los sólidos asi preparados es disuel­
to en 25 mis. de dietilaminoetil-celulosa. El efluente combina 
do es concentrado a aproximadamente 5 mis. y enfriado, obte­
niéndose así cristales substancialmente puros de Antibióticos 
235L, con un punto de fusión de 225-229- C.

N O T A
Descrito suficientemente el objeto de la presente pa­

tente de invención, que se acoge a los beneficios de la priori­
dad de la. Fatente de Invención norteamericana nS 313.477 y depo­
sitada en la Oficina norteamericana de patentes el día 3 de oc­
tubre de l°9 6 3y se declara que lo que constituye su esencia es 
lo que se concreta en las siguientes reivindicaciones:

is,-Procedimiento de fermentación de nuevos antibióti 
eos, que comprende el cultivo de un microorganismo productor de 
Antibiótico 235A, del género Streptomyces, en un medio nutrien­
te acuoso, hasta que se produce una actividad antibiótica subs­
tancial que pasa a dicho medio nutriente.

23.-Procedimiento de fcimentación de nuevos antibióti 
eos, que comprende el cultivo de un microorganismo productor de 
Antibiótico 2354 y seleccionado entre los del grupo consistente 
de Streptomyces lavendulae y Streptomyces avidinii. en un medio 
nutriente acuoso, hasta que se produce una actividad antibióti­
ca substancial que pasa a dicho medio nutriente.

33.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibióti 
eos, según la reivindicación 2§, en el que el microorganismo u- 
sado es Streptomyces avidinii MA-833.

4 3.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibióti 
eos, según la reivindicación 23. em el que el microorganismo u- 
sado es Streptomyces lavendulae MA-669"

53.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibióti
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eos, que comprende el cultivo de un microorganismo productor de 
Antibiótico 235A, seleccionado entre los del grupo consistente 
de Strentomyces lavendulae y Strepi omyces avidinii, en un medio 
nutriente acuoso, hasta que se produce una actividad antibióti 
ca substancial que pasa a dicho medio nutriente y la recupera­
ción de Antibiótico 235A de dicho medio nutriente acuoso.

6^.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibió­
ticos, que comprende el contacto de una solución acuosa de An­
tibiótico 235A con las partículas de una resina de cambio de 
cationes fuertemente àcida para formar un adsorbato de resina 
de Antibiótico 235A, la elución de dicho adsorbato de resina 
antibiótica con amoniaco y la recuperación de Antibiótico 235A 
del eluato resultante.

7-.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibió­
ticos, que comprende el contacto de una solución acuosa de An­
tibiótico 235A con partículas de una resina de cambio de catio 
nes fuertemente àcida para formar un adsorbato de resina de An 
tibíótico 235A, la elución de dicho absorbato de resina anti­
biótica con hidróxido de amonio, someter el eluato resultante a 
cromatografía con dextranc, la elución del cromatograma de dex 
treno con agua y la recuperación de Antibiótico 235S y Antibió 
tico 235L de las fracciones del eluato seleccionadas por sepa­
rado.

83.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibió­
ticos, que comprende el contacto de una solución acuosa que 
contenga una mezcla de Antibióticos 2353 y Antibiótico 235L 
con partículas de una resina de cambio de cationes fuertemente 
àcida para formar un adsorbato de resina de Antibiótico 2353, 
la elución de dicho adsorbato de resina antibiótica con hidró­
xido de amonio, la diálisis del eluato resultante y la recupe­
ración de Antibióticos 235S del dializado resultante.

93.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibió-
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^ "4^5 A
ticos, que comprende el contacto de una solución acuosa de"&n 
tibiótico 235A con partículas de una resina de cambio de cas­
trones fuertemente ácida para formar un adsorbato de resina 
de Antibiótico 235A, la elución de dicho adsorbato de resina 
antibiótico, con hidr&xido de amonio, el contacto del eluato a 
moniacal resultante con partículas de una resina de cambio de 
cationes fuertemente ácida para foimar un adsorbato de resina 
antibiótica, la elución del absorbato de resina antibiótica 
con hidrÓxido de amonio diluido y la recuperación de antibió­
tico 235S de fracciones seleccionadas del eluato de la resina.

10^.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibió
ticos, que comprende el contacto de una solución acuosa de An­
tibiótico 235S con partículas de una resina de cambio de catio 
nes fuertemente ácida para formar mi adsorbato de resina de An 
tibiótico 235S, la elución de dicho adsorbato de resina anti­
biótica con hidróxi&o de amonio, la extracción del eluato re­
sultante con alcoho n-butilico y la recuperación de Antibióti 
co 235S del extracto de alcoho n-butilico resultante.

11&.-Procedimiento de fermentación de nuevos entibió 
ticos, que comprende el contacto de una solución acuosa que 
contenga una mezcla de Antibiótico 235L y Antibiótico 235S con 
partículas de una, resina de cambio de cationes fuertemente áci 
da para formar un adsorbato de resina antibiótica, la elución 
de dicho adsorbato de resiná cop amoniaco, la diálisis del elu 
ato resultante, con la cual se eliminan, de la solución de diá 
lisis, las impurezas de bajo peso molecular, permaneciendo el 
Antibiótico 235L en el residuo de diálisis y la recuperación 
del Antibiótico 235L del residuo de diálisis.

123.-Procedimiento áe fermentación de nuevos antibió 
ticos, que comprende el contacto de una solución acuosa que 
contiene una mezcla de Antibiótico 235L y Antibiótico 235JS con 
partículas de una resina de cambio de cationes fuertemente áci
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da, la separación de la resina de c alibi o de cationes de la so­
lución acuosa efluente y la recuperación del Antibiótico 235L 
de la solución efluente.

ij-.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibió 
ticos, según la reivindicación 123, en el que la solución e- 
fluente es puesta en contacto con sulfato de amonio para preci 
pitar el Antibiótico 235L en forma sólida oruda, recuperando 
el Antibiótico 235L sólido crudo de la solución.

143.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibió 
ticos, que comprende el contacto de una solución acuosa que 
contenga una mezcla de Antibiótico 235S y Antibiótico 235L con 
partículas de una resina de cambio de cationes fuertemente áci 
da para formar un adsórbate de resina antibiótica, la separa­
ción de dicho adsorbato de resina, de la solución efluente, el 
contacto de dicha solución efluente acuosa con sulfato de amo­
nio para precipitar el Antibiótico 235L crudo, la disolución 
en agua de dicho Antibiótico 235L precipitado, la diálisis de 
la solución acuosa resultante para eliminar las impurezas de 
bajo peso molecular, el contacto del residuo de diálisis resul 
tante por adición de acetona, precipitando asi el Antibiótico 
235L sólido, la formación de una solución acuosa de dicho anti 
biòtico sólido, someter dicha solución acuosa a cromatografía 
en columna de dextrauo y la recuperación de Antibiótico 235L 
cristalino de fracciones seleccionadas del eluato.

1 5 3.-Procedimiento de fermentación de nuevos antibió
ticos.

Todo según se describe y reivindica en la presente 
Memoria descriptiva que consta de treinta y cinco hojas, debi. 
demente foliadas y escritas a máquina por una sola de sus ca- 

30 ras.
Madrid, a tres de octubre de mil novecien
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