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Giuseppe Fabbri - Via Luciano lianara, 18
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fste invento hace referencia a un procedimicnto
para la produccidn de tetraciclina y, mis particular -
mente, a un nuevo procedimiento de fermentacidn para
producir tetraciclina en alto rendimicnto por medio
del uso del microorganismo 3treptomyces sp. 1616, de-

positado en la Coleccidn fmericana de Tipos de Cultivo,
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Yashington, D.C., con eol nitmero 15299,

Bl Strentomyces sp, 1616 fué situado en el suelo

de Somma Lombardo, Italia. Bl Streptomvyces sn. 1616

dificre de cualquier microorganismo hasta la fecha regis
trado en la literatura como itil en la produccidn de te
traciclina. Produce tetraciclina en presencia de
iones de cloro. Ademds, hemos descubierto que la pre-
sencia de carbonato de estroncio en el medio de fermen-
tacidn mejora seﬁalaﬂamente'el rendiniento de tetraci -
clina en el procedimiento de fermentacidn empleando
Streptomyces sp, 1616, y que, substituyendo un cierto
porcentaje de cloruro de amonio con fosfato de amonio,
permaneciendo siempre sin cambio la cantidad de nitrd -
gseno de amonio en la media, el metabolismo de los cé? -
bohidratos se activa con un incremento en el rendimien-
to de antibibdtico del 10 al 20 por ciento.

Las principales c-racteristicas morfoldgicas, fisio
lbgicas, bioguimicas y de cultivo del Streptomyces sp.
1616, conforme a las reglamentaciones del Subcomité de
Taxonomia de los Sctinomicetes, nublicadas en el Inter-
national Bulletin of Bacteriological Nomenclature and
Toxonomy, V1, 13, n2 3, pag. 169-170 (Julio de 1.963),
son las sigulentes:

a) Observaciones morfoldgicas:

1. liorfologia de los hyphae: reticulatum apertum,
scezim Pridham.

2, Forma y tamaflo de las esporas: de rocdondas a
ovales, ligeramente angulares, superficie lisa, tamafio:

0,5 a 1,1 mu x 1.%-2,2 m
) ’ , ] 7
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. Prosencia de esporangia globular: no.
L, Presencia de esporas flageladas:! no.

. Canacidad poara formar micelio adreo: el mice-

£ -

1

lio abdreo sc desarrolla solamente en algunos medios:
$i estl presente cs de blenco a gris a marrdn,

6. Formacidn de conidioforas y conidia en el subs
trato: no.

7. Tendencia fragmentarse del micelio: no,

8. Incidencia de esclerocia: no,

1) Colores: Véanse las tablas

c) Caracteres fisioldgicos:
1, Utilizmacidn de los siguientes carbohidratos:

Rafinosa -

Sorhitol

I3

Hanitol

~rabinosa PR,
Glucosa Y
sucrosa : o+
Ilaltosa P
Lactosa P+
Xilosa )
Damnosa LI
Tructosa o
Slmiddn ) . s

0.

de maiz
3in crecimiento a los 50°C

d) “Pemperatura:
Bn Virgilio, Hennegeller, T1 Farmaco, Ed.Sc. Vol. 7,
164-171, 1960, y en la patente britAnica n° 775.139,

se describe el microorpnnismo 3trentomyces psarmmotucus,

cono canaz de nroducir tetraciclina en nresencia de
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65 iones de cloro. lHerios hecho una comparacidn entre

las cepas de 3trentomyces sp, 1616 y las caracteris-

ticas morfoldgicas y de cultivo del Streptoryces

psammoticus, sexin se describe en la literatura, y

hemos establecido de forma concluyente que las dos
70 cepas son diferentes. Asi, unes comparacibn mano a

rano de tales organismos, revela lo siguiente:

Str.psammoticus  3tr.sp. 1616

75 Ssporoforas (+) rectus Tlexibilis  retinaculum
apertum
Color de espora (+) oliva-ante rojo~eris
S.moroforas (++) simpodialis~ramea  mononodialis-
. das Tlexibles rameada de es

pirales abiertas

Color de espora (++)arisicea carcla ceni-
cienta
8¢ (+) Pridham et al.: Applied ilorphology, Vol. 6, »,

52-79, 1958
(++) Bttlinger et al. Archiv Mikrobiologie, Vol. 31,
326-356, 1958

Después de csta primera investigacidn, hemos com-

85 narado nuestra cepa Streptomyces sn, 1616 también con

todas las cepas due producen clorotetraciclina ( ¥ t

"8

traciclina en medio declorado y en la nresencia de i

=

hibidores de la cloracidn).
Las cepas que pertenccen a este grupo y las refe
90 rencias de la literatura de las mismas son las siguien

tes:

Streptonyces aurcofaciensa descrito en Duggar,
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Ann. M.Y., Acad. Sci., Vol. 51, p.177, 1948 vy Patente
de los Bstados Unidos 2,482,055,

Strentomyces viridifaciens descrita en la paten

te de los Esgtados Unidos n? 2,712.517.

2 ' / .
Streptomyces persimilis deserita en la patente

bhritanica n2 799,051,

Streptomyces RO 1441 descrita en la natente bri

tinica ne 722,149,

Streptomyces P 4871 descrita en la patente bri -

tanica n2 790,953,

Streptomyces ATCC 11652, 11653 v 11654 descrita

en la patente briténica n2 787,895,

lleos comparado el Strevtomyces aureofaciens
ATCC 10762 con el Streptomyces sp., 1616 realizando
los ensayos morfoldgicos, fisioldgicos y de cultivo
en el medié, que se han usado por los diversos inves-
tigadores para la clasifiéacién del Streptomyces aurco
fTaciens; las demfs cepas han sido comparadas cojin los
datos hallados en la literatura existente. T.os resul
tados obtenidos se muestran en las siguientes tablas:

<3

T A DL A 1

Peptona . + + o » 10 gm
Glucosa + « « o o 20 gm
Cl¥a o v v & & 5 gm
AZAY . o 0 o e o 18 om

H,C hasta 1,000 cc

Micelio Micelio Esporas
Crecimicnto Vvegeta- Abreo
't -

¢
»
w3
ol ]
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3tr,1616 Moderado naranja blanco a X

claro a rojizo ~

rojo hlanco
Aurcofa - topacio TDlanco a
ciens a naran grisaceo
ATCC 10762 Comsidera- ja ama~ blanco

ble rillo
ATCC 11652 XX X XX o
ATCC 11655 X X £X e
ATCC 11654 o bi9M hiRe prod
Feofaciens XX X 94 XX
ne 1441 XX b4 L& X
P 4871 XX X AN xi
Persimilis XX X X HX
Viridifaciens XX Xx XX B
'uscofaciens XX Wl PN AKX
XN = Bin describir
XL = Sin crecimiento
T A 3L A 2
GELATINA-DIRCO
Cepa

Str. 1616

Aureofaciens

ATCC 10762
ATCC 11652
ATCC 11653
ATCC 11654
Feofaciens
RO 1hha

? 4871

FPersimilis

licuefacidn completa

sin licuefacidn detectable

X
X
peig
gin licuefacidn

sin licuefacidn

sin licuefacidn detectable
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15¢ Viridifaciens X%
fuscofaciens sin licuefacidn
XX = 8in describir
TABLA 3
GLUCOSA-ASPARGYNA-AGAR :
155 (IUCOSA ssvsevssonns 10 gm
ASPArging sesscecess 0,5
K2HP04 ssesesenssens 0,5
Bxtracto de carne .. 2
AGAT csesevsasnvscas 18
160 H,0 destilada hasta 1000 cc
pH = 6,8
Cepa Crecimiento  Micelio Micelio jisporas
vegetativo aéreo
Str.sp.1616 Hueno Naranja claro Rojizo gris XXX
con guiones
rojos
Aureofaciens Blanco a pris Sris ratdn
ATCC 10762 Abundante Incoloro claro

LTCC 11652

ATCC 11653
ATCC 11654

Feofacilens

Considera
hle

Moderado
Moderado

a bueno
Escaso

Viridifaciens Dueno

RO 1hha

P 4871

v

Py

Bueno

Ante a canela
ante

Naranja

Incoloro a
marron
Amarillo cla-
ro a marrdn
claro

Amarillo a
marrdn

Abundante

Escaso,balanco

Blanco

“riray

FIT WY

Blanco a amari
llo claro

iris claro

Hlanco

Blanco a gris

Llanco a
sris marrdn
a gris ratbn

Blanco a mae
rron elaro
XXX

Juy escaso,
marrdn claro
a marrdén obs
curo

Gris claro

Gris

Gris



S

Persimilis X Amarillo a ma DIlenco a gris Gris oscuro
rron claro
130 ruscofaciens iscaso a Parpura-marrén h4.04 poe 4
wmoderado

nr

{ = No facilitado por los autores

EL R

waX = Sin crecimiento,

TABLA &
185 SoiAR NUTRIERTS
Peptona eceeescss 5 an
Yxtracto de corne 5
Cli:a RN 5
.’\.gar eseveccos e 20
190 11,0 destilada hasta 1000 ce
Lo
pH = 7,2 a 7,k
Cepa Crecimiento Ilicelio Hicelio ¥sporas
vegetativo atreo
195 5tr.1616 tscaso Naranja ro- XL X
jo a rojo
marron
Aureofaciens Iloderado Topacio Dlanco a grisd X
ceo blanco
ATCC 10762 ¢
ATCC 11652 3scaso a mo- Blanco cre e prige-4
derado noso
200 &TCC 11653  Zecaso a mo- Ante XXX X
derado
ATCC 11654 ZDscaso a mo~ Dlanco cre XX Xl
derado Mmoso
Feofaciens X XX X T
RO 1441 Abundante Marrdn “lanco nieve X
P 4871 Abundante y X XX X
caracteristico
P . . . N » o -
205 Viridifaciens Iueno Alguitran X X
a marrdén claro
Fuscofaciens Escaso a mo- XX XX XX

derado



Persimilis Yscaso a mo~ arrdn Blanco niceve X
derado
¥ = lo registrado
210 XX = No descrito
N = Sin crecimiento
TABLA 5
STHTETECO CZAPRK-DOX
SUCrosSa ceesseen 30 £m
215 NalNC eeevvossena 2
5
1{2}113011 “« e o LR N 3 J~
I":SSOZL.?IIQO e e C,S
CJI{ v v an 0’5
j’j‘csol" L LI B - “« 000 O’Ol
220 A{.‘;C\l“ teevooeen e a0
.0 destilada hasta 1000 cc
pil = 7,0 a 7,3
Cepa Crecimiento 'iicelio Hicelido sporas
vepetativo  aéreo
225
51tr.1616 Sin crecimiento
Aureofaciens col,.Piping Rock
ATCC 10762 Abundante  Dlanco Blanco a 15%A2 (+) a aris
gris raton
AICC 11652 lsscaso XA Rax hi4
230 ATCC 11653 Lscaso h:4 Blanco Gris ratdn
APCC 11658 scaso ko4 Sin erecimiento B:
en la superficie
Feofaciens X Ligero RS XK
RO 1Akl Lscaso XX oo b aied
p L8871 'uy escaso P X XX
235 Persimilis Iloderado a Xl Gris ratdn Sueno

hueno
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Vipridifacicens lscaso =

-10=

VS
)

b

X = No registrado
XX = 3in crecimiento
240 X = o descrito
(+) Maerz A., Paul M.R, 2'A dictionary of colours" -
MeGraw Hill (1950)
T ADL A 6
GLUCOSA-PEPTCN A-AGAR 3
2Ly GlUCOSa wavssosans 30 am
Peptona seesvnosea 10
Agar cevenssvsovens 20
Hzo destilada hasta 1000 cc
PH = 5.9
250
Cepa Crecimiento Ilicelio dicelio Lsporas
vegetativo aéreo :
Str.1616 loderado Naranja cla Blanco a gris XX
ro a rojo rosa
Aureofaciens ueno Amarillo Blanco XXX
ocre
255 ATCC 10762 XX XX XX XX
ATCC 11652 X X ¥ X
ATCC 11653 XX .04 XA X
ATCC 11654 XX X XX XX
Feofaciens XA Xz XX XX
260 RO 14kl XX X S %X
P 4871 X XX XX poid
Persimilis ¢ XX XX XX
Tuscofaciens D64 X XX pios
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AWREAT Y
WA ]
XN = 8in describir
265 I¥% = 8in crecimiento
T ABL A 7
AGAR ALWIDON :
Almiddn soluble .... 10 gm
}.IaI\TO O 8 8 & 909 s e e 1
3
270 \:Q‘EI[‘OIL L B RN B N N 0,3
ClNa ter e s s 00 er e 0’5
1‘:&200" Pe 000 R e0 e 1
.”'.gal‘ OB PO U IEEEILIEEES 15
11,0 destilada hasta 1000 cc
-
Cepa Crecimiento Ildicelio Micelio Lsporas
vegetativo aéreo
5tr. 1616 Huy escaso Incoloreo XX XX
Aurcofaciens Abundante Marrdn claro a Blanco a gris Gris ratdn
ATCC 10762 col . Piping
Rock 13A2 (+)
ATCC 11652 oderado X X fluena espo
rulacidn
blanca a
N [4
gris raton
4 nesro
ATCC 116535  ioderado Blanco a gris Blanco Gris ratdn

ACC

11654

Feofaciens

RO 1441

4871

Persimilis

Viridifaciens

Sscaso a
moderado

Huy escaso

X

XX

Muy escaso

A

P

ratdn

2lanco en los
mirzenes hacién

dose pgris amardillen
to a marrdn cris XXX

Incoloro XX
Muy lento y X
escaso
XX 64
s “
4N -
XX ¥X

de claro a
oscuro

mparoa
P SN

N

ol
Rt td
.A.}s.
r

-t

XX
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Muscofaciens

TN
ALY

“iscaso a mo- Tinta azul clara
derado

Aatadd
P

290

anr

w = No repistrado

ad
EAEN

= No descrito

A e

WA = Sin crecimiento

(+) Maezmr A., Paul H.R, - "i Dictionary

MeGraw Hill (1950).

of colors'®

‘ TABLA 8
295 AGAR BPLTATS ¢
FPatatas hasta ... 20¢ gm
HlUCcoS veececennea 20
ABBY seceseevsanens 206
1,0 destilada hasta L.0CC cc
Capa Crecimiento liicelio hicelio Lanoras
vezetativo abreo
3tr, 1616 izzcaso Haranja a XX o
rojizo na
ramnja
Aureofaciens Abundante Incoloro “lanco Gris ratdn
STCC 10762
~ICC 11652 4SS XX XX X
SPCC 11653% XX rte KL e
LPCC 116548 iX X XX XX
Peofeciens Muy escaso Harrén X Huy escaso
marrbén
10 4871 XX xX XX AR
r 4871 XX XX pioie xX
Persimilis Lo XX XX X
Viridifaciens Subido, su Crude beis X pid
perficie no
dulada
Puscofaciens rueno Gris oliva y XHxX AL

amarillo o ma
rrén’claro a
marron obscuro
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30

335

vl

Ve
XSRS

¥o registrado

wer L NT
aa = 80

descrito
uaEN e

S = 3in crecimiento

T ADBL

A 9

320 TAC08S LE PUTATAS ¢

Cenra Crecimiento Ilicelio Micelio Lsporas
vaenctativo aéreo

S3tr. 1616 Bueno UYrigand Red “lanco a ro Ceniza gris

2J11  (+)

Aureofaciens Escaso a mo Marrdn ama-
derado rillento a
ATCC 10762 marrén
ATCC 11652 Pueno Harrdn ama-
rillo claro
rd .
a marron oli
va obscuro
ATCC 116533  itloderado filanco crema
a anarillo
crema a ama-—
rillo mostaz
ATCC 11654  Lueno Marrdn oliva
Feofaciens X XX
o 1hh1 XX hig
P 4871 Xx XX
Yersimilis XE XX

Viridifaciens XX

Mfuscofaciens

sa aris a
ceniza gris

Ylanco grisi i

ceo en losg

mhrgenes

lanco De ninguna a

blancas a gris

L4
arronaceo

hiat N ld

P ;L}( x{{u‘u
a

s hia'G'd
Ao I N
~ r s
XX X
NN 'S4
FYAN P4
s, o
™ .'L.}L
i e
xX XX
xrar AN
A LY

» qryr
L e

e
[ e

¥ = Mo registrado
XX = To descrito

(+) racrz A., Paul .1, -

MeGraw 14111 (1950)

Sin crocimiento

4 Bictionary of colors!
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Como se cerd evidemtemente en las tablas y datos
precedentes, el Streptomyces sp 1616, debido a sus ca
racteristicas morfolbgicas, bioquimicas y de cultivo,
no puede ser identificado como perteneclente a ningin
grupo reconocido de microorganismos descritos como pro
ductores de tetraciclina,

flemos descubierto que la accidn estabilizadora del
carbonato de estroncio, y las mezclas del carbonato de
estroncio y carbonato de calcio, sobre el pH, tanto del
medio de crecimiento como del de fermentacidm, da como
resultado un crecimiento mejorado en el caso del medio
de crecimiento y rendimiento mejorado de tetraciclina
en el caso del medio de fermentacidn. Esta es una
propiedad inesperada, mo registrada hasta ahora en la
literatura con relacibm a un proceso microbioldgico
comparable.

AdemAs, hemos descubierto que se obtiemen miximos
rendimientos cuando el medio de fermentacidn comprende
seda de mazorca frescas o ensiladas Zea mays. Hemos
visto'que la seda de mazorca contiene factores de creci
miento que no estin presentes en diras plantas. Asl,
cuando hemos substituido la seda de mazorca por soja,
el rendimiento de tetraciclina disminuyd éonsiderable—
mente, El factor de crecimiento contenido en la seda
de mazorca, pucde extraerse de la misma por medio de
acentes, tanto &cidos como &lcalis, También hemos ha-
llado que aifladiendo fosfatos, el metabolismo de los car
bohidratos se activa con um mayor incremento en elremndi

miento del antibidtico, a diferencia de lo que sc deter
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mina en la literatura.

Los fosfatos han sido afiadidos al medio como fog
fato e amonio en substitucidn de unn cierta cantidad
de cloruro de amonio, de modo que la cantidad de ni -
trégeno ambnico, necesaria para la fermentacidn, perma
necid sin cambiar.

Tanto el medio de crécimicnto como el de fermen-
tacidn deben tener un pil inicial de 6,0 a 7,0. Duran
te la fermentacidn, el pl del medio debe ser entre 5,7
y 6,8, La temperatura del medio de crecimiento y el
medio de fermentacidn debe sstar entre 24° v 350 C, v,
preferiblemente, entre 26° y 28° c.

Para el medio de crecimiento, hemos hallado un me
dio preferido que contiene, por 1,000 cc,:

Dextrina de grano 10 a 40 gramos

Carbonato de estroncio 2 a 12 gramos

Filtrado de seda de mazorca (4250 a B0 ce.

Sulfato de amonio 1l a 5 zranos

Sreua en cantidad suficiente

para hacer 1.000 ce.

(+) Zea mays ¢l filtrado de seda de mazorca se prepara
hirviendo 720 gramos de seda de mazorca en dos litros
de azua vy despuls filtrando la mezcla de manera que
se obtenga un filtrado de color marrdn pon un pH de
6,2 aproximadamente y una concentracidn total de nitrd
geno de aproximadamente un O,2 por cilento,

Antes de la esterilizacibn, el pil debe ajustarse
a 0,5 aproximadamente con fcido hidrocldrico, Uespuls

de la esterilizacibn, el pH debe encontrarse dentro de

los limites de 6 a 7. La presencia del carbonato de
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estroncio regula el pi y afecta beneficiosamente al
rendimiento de tetraciclina.

Los siguientes ejemplos revelan el crecimiento
de Streptomyces sp. 1616, v sec pueden usar para obte
ner un inoculante para el medio de fermentacidn.

TJIEMPLO 1.

Zsporas de la cepa Streptomyces sp. 1616 fucron
lavadas desde el seszo con agua estéril al 1 -por mil
prra formar una suspensidn conteniendo unas 500.000,000
de esporas por cc. Se utilizd 1 cc. de esta suspensidn
nara inocular una redoma de tres litros conteniendo
500 cec. del medio siguiente:

Dextrina de cereal . + + +» + & o 20 grs.

Carbonato de estroncio + « « o « 10 grs.

Filtrado de seda de mamorca,pre
parado segln se describibd 250 grs.

Sulfato de amonio .+ ¢ ¢ &+ & « «» 2 grs.

Agua suficiente para hacer ., . 1000 cc.

El pH del medio antes de la esterilizacidn se ajus
té a 5,0 con fAcido hidroclbérico. £1 pH del medio des -
puds de la esterilizacibn era 6,35 a 6,5.

31 crecimiento continubé en el medio entre 24 y 48
horas, .

BIJEMPLO 2

Se repitid ei procedimiento del ejemplo I, con la
excepcidn de que el medio contenia:

Dextrina de cereal « o« o o o o 20 grs.

Carbonato de estroncio c.ssees 10 grs.

Filtrado de seda de mazorca,se
sim se ha descrito . + + « « « 500 cc.
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Sulfato de amonio , « + & ¢ 2 grs.
Agua suficiente para hacer 1,000 cco,
BIJELPLO TIX
Se repitid el procedimiento del cjemplo I, con
la excepcidn de que el medio contenia:
Dextrina de £rano eceeeeesesee 20 grs.
Carbonato de estroncio osceseos 10 gzrs.

Filtrado de seda de mazorca,se
4 -
gin se ha descrito sseceveceecss 750 cc.

Sulfato de amonio seecesecassoe 2 grs.

Agua suficiente para hacer ., 1.000 cc.

Se obtuvo tetraciclina en alto rendimiento cuando
se inoculd del 2 al & por ciento del peso de micelio,
crecido entre 24 y 48 horas en los medios nutrientes
de los antes mencionados ejemplos I, II y III, en los
siguicentes medios de fermentacibn:

E#JEMPLO IV

Filtrado neutro de seda de
mazorca (+) e % o e s e © & © 250 CCo

ClNII]L . L] (] . . L . . Aa . 3 L] 11,5 Srs‘

Almidén de cereal + + « & o s 55 grs.

SOjf’l S v ¢ e ¥ e s 4 0 4 v » 10 ErSe

SI‘CO,.,. . . - . . L] . [ . . L 8 SI‘E.
2

Aoua de manantial hasta 1.000 cc.

Il pH antes de la esterilizacibn, debe estar ajus
tado a 5,0 a 5,5; el pil despuds de 1n esterilimacibn
es de 6,2,

(+) EL1 filtrado neutro de seda de mazorca se prepnra
hirviendo 720 grs. de flores de Zea en dos litros de

asua, Filtrsndo para producir un liquido de color ma -
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rréom con un pH de 6,2, y una concentracidn total de ni

tréseno de 0,02 por cientoe del peso.

Filtrado neutro de seda

de mazorca (+) . . .
CIMIL, o o 0 o o ou
Almiddn de cereal. .
SoJa « o v e & o &

Srcos. . @ . s e & .

Asua de manantial hasta.

.

500 cc.
.5 cc,
55 aqrs.
10 SIS,
8 oS
1,000 CCo

#1 pH antes de la esterilizacidn debe ser

ajustado

a 5,0 a 5,5; el pH después de la esterilizacibn es de

6,2,

EJNMPLO VY

filtrado neutro de seda

de mazorca (+)}. . .
CINII, « v « v o o &
Almiddén de cereal .
joja . . s e . . »

CO.B8re v o o « o
2

.

.

Agua de manantial hasta

750 CCo
L,5 ers.

55 grs,

10 ors,
8 ars.
1.06G0 cc.

Wl pil antes de la esterilizacibn debe ser ajustado

a 5,0 a 5,5; el pl después de la ecsterilizacidn es de

6,2,

{+) 11 filtrado neutro de seda de mazorca, sSe propara

segln se describe en el ejemplo IV,

EJaMPLO VIT

Filtrado alcalino de seda

de mazorca (++) . .

ClNIIl . L] ° . . L] L . . . ¢
3

250 cCo

4,5 ers.



3 @ 8 g 1 0 rl’ ~19—
Almidén de cereal, . . o . 55 ars.
Sojﬂ o o o o & » e e ¢ o @ 10 Ors.
ey o a
(40,501"- s e s a8 e e e s e+ & J ors.
Loua de manantial hasta. o 1,000 CCos
90 D1 pll antes de la esterilizacidn debe ser ajusta

do a 5,0 a 5,5; el piH despuds de la esterilimacibn es
de 6,2,
(++) £1 filtrado alcalino de seca de mawmorca se prena
ra sugnendiendo 720 grs. de seda de mazorca en dos li
Los tros de agua y ajustando el pH a 9,0 con un veinte por
ciento de peso de hidrdxido de sodio, Lntonces, se
hierve la mezcla durante veinte minutos y se filtra.
n1L filtrado es un liquido marrén amarilliento, con wn
wH de 9,0 don un total de concentracibn de nitrbseno.
BCO del C,22 por ciento del peso.

Siltrado alecaline de seda

de mazorca (++) « o 4+ o+ & 5C0 ce,
CINM) o v o 0 v 0 0 0 e b,5 ors.
Slmidbn de cereal .. . . 55 TS,
505 302 o 4 e 0 e e « e s e 1C ors .
CCZSr. e e e e e e e e 8 ors.,
ous de wananticl hasta . 1.000 ccC,

Z1 pH antes de lo esterilizacibn debe ser ajusta-
do a 5,0 a 5,53 el pil despuls de 1n csterilizacibn es
510 6,2,
{(++) U1 filtrado Alcali de seda de mamorece se prepara
seslin sé describe en el cjemplo VII,
nd e L0 T

Filtrado Alcali de seda
de mazorca (++) siieeeeso 750 cc,
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CINH, o o v v v o 0 s o s 4,5 grs.
Almiddn de cereal « . + 55 orSe
50Ja o ¢ ¢ o ¢ s se o o » 10 Ers.
CO3Sr e v s e e e e e e e 8 grs.
Agua de Manontial hasta 1.000 cCo,

El pH, antes de la esterilizacidn, debe ser ajus
tado a 5,0 a 5,5; el pH después de la esterilizacidn
es de 6,2,

(++) E1 filtrado Alcali de seda de mazorca se prepara
seriin se describe en el ejemplo VII.
BJEMPLO X

Filtrado Acido de seda do

mazorca {(4++) « o« « o o 250 cc,

ClNIIlL' . Y . . . . ° . . ° 1}15 {‘;rs"

Almiddn de cereal. o & o o 55 ars.

Soja oes e ®» ® s 0O s = s © 10 ars.

CO.ST ¢ 2 o o0 « o o & o = 8 s .
3 :

Agua de manantinl hasta. . 1.000 cc.

El pH, antes de la esterilizacibn,. debe ajustarse
a 5,0 a 5,5; el pH después de la esterilizacidn es de
6,2,
(+++) Bl filtrado Acido de seda de mazorca se prepara
suspendiendo 720 gramos de seda de mazorca en 2 litros
de agua, acidificando la mezcla com un veinte por cien
to de volimen de Acido hidrocldrico para llevar el pil
a 3, hirviendo y filt:ando después la mezcla para que
de un liquido amarillento con unc contenido de nitrd -

geno del 0,2 por ciento del peso.
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EJEMPLO XTI
filtrado Acido de seda de
mazorca (+++) o o o o o 500 cc,
ClNIIZ}:o « e & s s 2e e e » 4,5 ,’;‘I‘S.
Almiadn de cereal o« o . & 55 ers,
So‘jﬂ " e ¢ 4 s & e » e o 10 OrSe
CO ST u o v o o o o o o o 8 ars.
2

Agua de manantial hasta ., 1,000 cC,.
pH antes de la esterilizacidn = 5,6 a 5,5

pH después de la esterilizacidn = 6,2

2]

(+++) Bl filtrado Acido de seda de mazorca se prepara

seglin se describe en el ejemplo X,
2JLMPLO XTT

'ltrado Acido de seda de

mazorca (+++) + « o ¢ o = 750 CCa
ClNHg e v s 64 2 o w w & ,5 grs.
Almiddén de cereal . . . . 55 Ers.
50Ja 4 4 v e e e e o e s 10 grs.
.CGSSr et e e e e e e e s 8 grs.,
Agua de nmanantial hasta 1.C00 cc,

21 pH antes de la esterilizacibn debe ser ajusta

do a 5,0 a 5,5; el pl despubs de ln esterilizacién es

de 6,2,

{+++) BL filtrado Acido de scda de maiz se prepara s

sin se describe en el cjemplo Y.

BJEMPLO NITL

Filtrado neutro de seda de
mazorea (+) o« o o o ¢ o o 500 cc.

CI1NI !1 T2 s e & B s 4 & e @ Ii ,- "Z';rs .

IIPOII(NUIL)2 C f s e e e e 0,1 zrs.
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Almiddén de cereal . . . 55

ors.

Soja....-...e. 106 Brs.,.

CQ,_..SI' ¢ & e 2 8 6 o v 3 STSa
2

Agua de manantial hasta 1.C00 CCa

81 pH antes de 1ln esterilizacidn debe ser ajusta
do a 5,0 a 5,55 el pll después de la csterilizacidn cs
de 6,2. ‘

(+) BL filtrado meutro de seda de mazorca se prenara
como se describe en el ejemplo IV,
BIBHPLO IV

Filtrado alcalino de seda

de mazoreca (++) o « o « 500 ce,

CINIY W v o v 0 0 0 0 o L,3 ors.
HPO&(NH&)g « e e e s e 0,1 crs.
Almiddn de cereal . . . . 55 grs .
50J0 ¢« o s 6 e s o s e s 10 Srs.
COSSr o s v s e 4 e o o e . 8 _grs.

Agua de manantial hasta . 1.000 CCo
81 pil antes de la esterilizacidn debe ser ajusta
do a 5,0 a 5,5; el pH después de la csterilizacidn es
de 6,2,
(++) Bl filtrado alcalino de scda de mazorca se prepa=-
ra sesiin se describe en el ecjemplo VII,
BJELPLO XV

Filtrado 4cido de seda de

mazorca (+++4) o « o 2 o« 500 cc,

ClNI’Il' ¢ © e & & o & & & o ’L' ] 3 f;‘I‘S o
HPO, (NH, ) pe v 0 v v v o 0,1 srs,
Almiddén de cereal + « . o 55 ors.
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Soja. o v v v v 0 e . 16 &Ers.

Asun de manantial hasta . 1,000 cc.
21 pH antes de ln esterilizmacidn debe ajustarse

- . v . 7 .
a 5,0 a 5,5; el oll despuls de la esterilizacion es de

(+++) BL filtrado Acido de scda de maiz, se prepara
segln se deseribe en el ejemplo X.

Al final de la ferimentacidn se filtra el micelio,
21 cado ~ue contiene el antibidtico se ajusta a un pll
entre 0,5 y 6,0, A continuncibdn se afiaden iones cii~
pricos y un agente activo anidnico de superficie, cn
exceso de la cantidad etoquiométrica basadn en la can
tidad de antibidtico que se encuentra peresente,

%1 complejo asi formado pon el antibibtico y el
anente activo de superficie, se separa nor filtracidn,
La fase orglnica, libre de cobre, se seca a perueiio volll
men al vacio, Despuds se diluye con alecohol metilico
para dar una concentracibn de 100,000 a 150,000 zsammas,
Por cc,

Afladiendo CI1H concentrado, el antibidtico se ob -
tizne como sal cristalina. liewos hallado nue se nue-
den obtener muya altos rendimientos de tetraciclina del
medio de fermentacibn antedicho,

tlemos determinado gue los miAs altos rendimientos de
tetraciclina, sc obticecnen cuande se emnlea carbonato de
estroncio como regulador del pH para el medio de fermen-

tnecibn, Sin embarco, otros carbonatos de nietales terro
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sos alecalinos, tales como carbonato de bario y carbo-
nato de calcio, pueden ser usados, nreferiblemente junto
con carbonato de estroncio. Si se utilizan en lugar

de carbonato de estroncio, el rendimiento de tetracicli-
na se reduce. Ademds, segln se ha indicado arviba, el
rendiniento de tetraciclina dse reduce conciderablemente
si el constituyente seda de mazorca se substituye por 80
jn o pnor otro nutriente, Creemos cue hay presente un
factor de crecimiento en la seda de mazorca que aumenta
nlaterialmente el rendimiento de tetraciclina cuando =se

erplea como microorganismo el Stirentomyces sn, 1616,

-=00000=~

WG T A, - Se reivindica la propiedad de esta Pa -~

tente de Invencibm:

1) - Procedimiento para la nroduccidn de tetraciclina,
en ¢l cual el micoroorgonismo productor, Streptomyces

sp 1616, crece en m medio nutriente.

2) = Procedimiento pera la produccidn de tetraciclina,
seglin 18 reivindicacidn, en el cual el medie nutriente
contiene un carbomato de una tierra wmetdlica alcalina.
3} - Procedimiento para la produccidn de tetraciclina,
segln 28 reivindicacidn, en el que el carbonato de la

tierra metélica alcalina es carbonato de estroncio.

4) - Procedimiento para la produccidn de tetraciclina,
seghln 18 reivindicacidn, en el gue el medio nutricnte

contiene seda de mazorca.

5) . Procedimiento para la producecidén de tetraciclina,
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segin 18 reivindicacidn, en el que el medio nutriente

contiene fosfatos.

6) - Procedimiento para la produceidn de tetraciclinam

sen(n 58 reivindicacibn, caracterizado norque los fos-

fatos se pueden ailadir bajo forma de fosfato de amonio,

7) - Procedimiento para la vroduccidn de tetraciclina,

en el cue la tetraciclina se produce por fermentacidn

de un medio nutriente que contiene seda de mazorca, car

honato de estroncio y fosfatos, y con un pil entre 5,7

¥y 7,0 des»uds de la esterilizacidn, vnor medio del micro

organismo Streptomvces sp. 1616.

8) - Procedimiento para la produccidén de tetraciclina,

de acuerdo oon la 7% reiwvindicacibén, en el ¢ue la tem—

peratura durante la fermentacidn debe mantecnerse entre

22 vy 28° ¢,

9) - Procedimiento para la produccién de tetraciclina,

segln reivindicacidn 52, en el cual, el medio nutriente

conticene iones de cloro.

10) - MPRUCEDIMIENTO Palld L. FiGHUCCIGN oi ToTiACLCLINAN
Lsta lemoria Descrintiva consta de veinticincoe ho

jas foliadas y mecanografiandas por una sola cara,

25 0CT. 18

Madrid,
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