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"PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DEL
ANTIBIOTICO 16.511 R.P.".

Folbcitande: RHONE-POULENG, S.A., entidad frencesa,
resgidente en : 22, Avemme Monbtalgne,

PARIS 8e, Francia.

Este invento se refiere & un mevo anti-
bidtico, designado a contimmacion por el mimero
16,511 R.P., ¥ & su preparscidn. Este muevo antibid-
tico se compone de cuatro constituyentes llamados

54 4, B, C y D el principal de los cuales, el constitu-

Mod. 113



54

10.

15.

20,

25.

30.

DSt
oot 6] )
et

337 4 5 6- 2 g 1 33F.v5€

yente B, se indica a contimuacion por el mimero 18,051
R.P. Este invento se refiere también a los constituyen
tes del 16.511 R.P. y a su preparacion partiendo del
16,511 R.P.

Estos muevos antibidticos tienen un interds
muy especial debido a su actividad antibacteriana ele-
veda, sobre determinados gérmenss Gram-positivos.

El 16.511 R.P. que puede presentarse en forma
de #cido libre o de sel sddica,se obtiene por cultivo en
un medio artificial de uno de los microorganismos identi
ficados mds completamente a contimacidn,pertensciente al
género Streptomyces,y designado por las denominaciones
"Streptomyces hygroscopicus var,tepidalitus DS 21336"
(N.R.R.L.3237) ,” Streptomyces laveniulae 22.097" (NRRL
3277,y "Streptomyces lavendulae 22.408" (NRRL 3278).

~ El 16.511 R.P. en forme &cida es muy soluble
en metanol y etanol, soluble en cloruro de metileno,
cloroformo, acetato de etilo, dimetilformemida, dime-
tilsulfoxido y acetons; relativemente soluble en ben-
ceno y éter etf{lico, y précticamente insoluble en sgua,
ciclohexano y hexano.

La sal sodica es facilmente soluble en el
agua (superior a 10% peso/volumen) y los alcoholes,
poco solubles en acetona, y muy poco solubles en ace-
tato de etllo y cloruro de metileno.

El 16.511 R.P. proporciona ensayos negativos
en las reacciones siguientes: reaccidn con cloruro fé—
rrico, reaccidn con ninhidrina, reaccidn de Millon,
reaccion de Zimmermenn y Bitto, reaccidn de Tollens y

reaccidn de Sakaguchi. Proporcions ensayos positivos
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en lasi ézciones siguientes: reaccion de Folin-Denis,

reaccion de Ehrlich-Kovacs, reaccion de diazotacion,

reaccion de Fehling,

El antibidtico 16.511 R.P. contiens carbono,

hidrogeno, oxigeno y nitrégeno. Su composicién elemen-

tael es la siguiente:

C%=658 H%=7,8 0%=227 N%=3,55

Se caracteriza por las propiedades fisicas

siguientes:

Agpecto ¢ polvo amorfo amarillo
Punto de fusion : 1142

Espectro ultravioleta |

(a)

(b)

determinacion a partir de una solucidn de 10 ng/1

en el metanol

un méximo de absoreidn a 232 mm E}f = 682
n

un minimo de absorcidon a 260 mm E:llgém = 130

un néximo de absorcidn a 350 nm :fm = 375

e
Este eSpectrosrepresenta en la figura 1.
determinacidn a partir de una solucidn de 10 mg/1

en la sosa 0,1N

un méximo de absorcidn a 231 mm }fm = 691
un minimo de absorcién a 266-286 m E}fm = 145
un méximo de sbsorcidn a 352 mm E% = 453

1em

Este espectro se representa en la figura 2.

Bspectro infrarojo (determinacidn partiendo de compri-

midos en mezecle con bromuro de potesio).

Este espectro se representa por la figura 3,

en la que se han tomado en abscisas, por una parte las
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longitudes de ondas expresadas en micrones (escala

inferior) y por otra parte los nimeros de ondas en
cm’1 (eseala superior), y como ordensdas, las densi-
dades Opticas.

Se En la Tabla I se indican las bandas princi-

pales de absorcion infraroja para este producto.
TABLA I.
3400 tF 1410 m 910 m
3100 ép 1375 F 855 m
10. 3010 £ 1310 t£ 845 tf
2960 F 1250 m 825 tf
2920 F 1230 n 805 f
2870 £ 1185 m 780 £ tF = muy fuerte
(hacia 1700) ép 1145 m 750 tf F = fuerte
15. 1640 tP 1095 m 700 m m = media
1580 F 1070 n 680 £ £ = débil
1540 ép 1025 m 630 £ tf = muy débil
1475 ép 990 m 600 £ ép = pero
1455 m 965 m 550 £
20. 1440 m 945 ép

Poder rotatorio.

El 16.511 R.P. o8 opticamente activo; los

poderes rotativos son los siguientes:

a) - en solucidn al 1% en el metancl

= E«E2 = =121 4 20
E{Iza = =130 & 22
578
el -
30. [%[7 = =156 £ 20

546
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b) ~ en solucidn al 1% en la sosa@?‘w LY g

o 122
3 - 9
) 134 4 4

La sal sddica del 16.511 R.P. tiene la com—

posicidn elemental siguiente:

C#%=61,3 H#%#=7,95 0% =23,95 N%=23,30 Na% = 3,75

Esta substancia se caracteriza por las propie-

dades f{sicas siguientes:

Aspecto : Polvo amorfo amarillo.

Espectro ultravioleta - (determinacion a partir de una
solucidn de 10 mg/1 en el

metanol).
Méximo de absorcidn 2232 nm Iﬂf = 550
m
M{nimo de absoreidn a 261 mm E%im = 90
Méximo de gbsorcidn a 350 mm E:% = 350
cm

Este espectro se representa en la figura 4.

Espectro infrarojo - (determinacidn partiendo de com-

primidos en mezcla oon bromuro de
potasio).
Este espectro se representa en la figura 5,
cuyas coordenadas son idénticas a las de la figura 3.
En la Tabla IT se imdican las principales

bandas de absorcion infraroja para este producto.



3410 tF 1330 m 940 ep

3010 £ 1270 ép 910 n
2960 P 1250 m 855 m
50 2920 m 1225 m 810
2870 £ 1190 n 745 ép
1630 +F 1140 m 695 m
1560 F 1090 ép 600 ép
1485 m 1065 m 555 m
10. 1445 m 1020 m 465
1415 n 990 m
1375 F 960 n
1350 ép
tF = muy fuerte
15. F = fuerte
m = media
f = débil
ép = paro

Poder rotatorio.

20, En solucidn en metanol, el 16.511 R.P., sal
sodica, tiene los poderes rotatorios siguientes:
22
[q] = 112 & 70 ¢ = 0,1
D
o 22 :
q] = -124 & 7,20 ¢ = 0,1
25, - <578
- 422
e = =146 § 7,40 ¢ = 0,1
- 4546 .
- =22
4 = =390 + 192 ¢ = 0,1
L <436 :
30, ’c('fz o = 13,7 & 2,12 ¢ =0,6
e D
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El 16.511 R.P. puede identificarse por cro-
matograf{e en capa delgeda, segun Stahl., EL soporte
de cromatografia es Kieselgel "H" que fluorece a 254
¥ 336 m, de Merck, amortiguado & un pH de 5 por un
amortiguador fosfato Myas. El desarrollo se realiza
en el sentido asceniente con acetato de etilo. El cro-
matograma se observa con luz de Wood o0 se revela por
bioautografia en placa de gelosa mutritiva, se embra~
ga con Neisseria caterrhalis o Sercina lutea. Este
cromatograma indica que el 16.511 R.P., contiene cua-
tro substancias activas A, B, C y D, cuyas Rf son rea-
pectivamente de 0,1 - 0,2 ~ 0,35 y 0,60, EL constitu~
yente B que es el prineipal y que ha podido aislarse,
se denomina 18.051 R.P,

Katos cuatro comstituyentes pueden separarse
partiendo de la mezcla que los contiene, por distintos
métodos que se describirén mas adelante.

El 18.051 R.P., en forma acida, posee las
mismes ceracter{sticas de solubilidad que el
16,511 R.P., dcido. Su sal sédica es Pdcilmente solu-
ble en el agua (superior a 10% peso/volumen) y los
alcoholes, poco soluble en acetona y muy poco soluble
en acetato de etilo y cloruro de metileno.

El 18,051 R.P., contiene carbono, hidrdgeno,
ox{geno y nitrdgeno. Su composicidn elemental es la
siguiente:

C% = 64,7 HE = 8,2 0% =23,75 N =3,35

Se caracteriza por laes propledades fisicas

siguientes:
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Aspecto : polvo amorfo amarillo.
Punto de fusion : 1122,

Espectro ultravioleta s

a) - determinacidn e partir de una solucidn de 10

5 mg/l en el metanol:
- un méximo de absorcidén a 233 mm E:% = 620
em
- un minimo de absorcidn a 260 mm E® = 102
ien
- un miximo de &bsorcidn & 350 mm E:% = 360
om
10. Este espectro se representa en la figura 6.

b) - determinacion a partir de una solucidn de 10
mg/l en la sosa N/10:

~ un méximo de absorcidn a 234 mm E:% = 660
on
- un mi{nimo de absorcidn a 263 mm E}fm = 153
15' " ’ 1%
- un m{nimo de absorcidén a 294 mm Eiop = 159
- un méximo de sbsoreidn a 353 mm Eli = 430
Este espectro se representa en la figura 7.
Espectro infrarojo, (determinacién a partir de comprimi
dos en mezela con bromuro potésico).
20.

Este espectro se representa por la figura 8;
las coordenades se expresan del mismo modo que las de
la figura 3.

En la Tabla IIT se indican las principales

bandas de absoreion infraroje para este producto.
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TABLA III
3405 F 1475 ép 1065 m 700 m
3080 £ 1460 m 1020 F 680 f
3010 ép 1440 ép 985 F 645 £
5 2960 F 1405 m 960 m 630 £
2920 m 1370 F 940 ép 600 £
2865 m 1305 £ 900 m 580 £
2810 ép 1275 ép 880 tf 550 f
(hacia 1710)ép 1250 ép 860 m
10. 1640 tF 1235 m 840 £
1610 ép 1185 m 825 ép
1575 ¥ 1160 +£ 805 m
1560 £ 1145 m 775 £
1535 F 1090 m 730 tf
15, tF = muy fuerte
P = fuerte
= media
f = débil

tf = muy débil
20, ép = paro

Poder rotatorio: En solucidn en metanol, el 18,051 R.P.,

tiene los poderes rotatorios siguientes:

22
Ex]D =-116,5 + 5,58 ¢ =0,73
25, 22
Ea] = -129 £ 5,58 ¢ = 0,73
578
22
Eﬂ = 153 £ 69 ¢ = 0,73
546 ,
22
[o‘.] = -414 + 330 ¢c = 0,104
30. 436
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Cromatografia en capa delgadas

En el sistema indicado para el 16,511 R.P.,
el 18.051 R.P., se caracteriza por un Rf de 0,2 y
corresponde al constituyente B del 16,511 R.P.

Ia salfddica del 18,051 R.P., tiens la com-
posicion elementel siguiente: ‘
C%=62,0 H$=7,9 0%=23,25 N%=3,3 Ne% =3,0

Se caracteriza por las propiededes fisicas
siguientess
Aspecto ¢ polvo amorfo emarillo.

Espectro ultravioleta (determinscidn a partir de une

solucidén de 10 mg/1l en el metanol).

- un méximo de absoreidn a 232 mm E}fm = 600

- un minimo de absorcidn a 261 mm El% = 105
om

- un méximo de absorcidn a 353 mm E}" = 380
cm

Este espectro se representa en la figura 9.

Espectro infrarojo (determinacidén a partir de compri-

midos en mezcla con el bromuro
potdsico).

Este espectro se representa en la figura 10
expresaniose las coordenadas del mismo modo que las
de la figura 3.

En la Tabla IV, indican las principales

bandas de absorcidn infraroja para este producto.



3390 4F 1450 m 1065 m 615 m

3020 £ 1415 m 1020 m 560 £
2960 F 1375 F 990 m
5e 2930 m 1350 £ 960 m
2870 m 1330 £ 945 ép
2820 ép 1300 tf 905 m
(hacie 1710) 60 1275 m 885 f
1630 tF 1250 m 855 m
10, 1580 m 1230 n 840 tf
1560 £ 1190 m 810 £
1545 m 1145 m 750 ép
1475 F 1095 m 700 m
tF = muy fuerte
15, P = fuerte
= media
£ = débil

tf = muy débil

ép = paro

20, Poder rotatorio: En solucidn en el metanol, la sal

sédica del 18.051 R.P. tiene los

poderes rotatorios siguientes:

L}

BN
i

con respecto a un cierto mimero de gérmenes, se ha de-

-118 £ 28 o =1

25,

i

-120 4+ 59 ¢ = 0,12

La actividad bacteriostdtica del 16.511 R.P.

terminado por wuno de los métodos de dilueidn corriente-

30. mente empleados para este fin. Para cada gérmen, se ha
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determinado la menor concentracidn de substancia que,
en cordiciones definidas, impide todo desarrollo vi-
sible en un caldo mitritivo adecuado. Los resultados
de las distintas determinaciones se reunen en la Tabla
V en la que las concentracionss bacteriostdtiocas m:'.n;i.—

mas, se expresan en microgramos de substancia por cm3

de medio de ensayo.

TABLA V.
Concentrg-
ciones mi-
Organismos bacterianos ensayedos nimas bacte

riostaticas

(en pg/em3)
Neisseria oatarrhalis (A 152 - Institut Pasteur) 0,4
Neisseria gonorrhoeae (A 50 - Institut Pasteur) 0,4
Neisseria meningitidis (5813 - Institut Pasteur) 0,1
Diplococcus pneumoniae (cepa Til, Institut Pasteur) 0,8
Streptococcus pyogenes hemolyticus(cepa Dig 7,Inst.Pasteur) 0,8
Streptococcus faecalis —ATCC 8043 2
Sarcina lutea - ATCC 9341 20
Staphylococcus aureus, cepa 209 P - ATCC 6538 P > 100
Staphylococcus aureus, ceps Smith > 100
Bacillus subtilis - ATCC 6633 > 100
Mycobacterium species - ATCC 607 100
Escherichia coli ~ ATCC 9637 60
Selmonella dysenteriee - Shiga L (Institut Pasteur) > 100
Pgeudomonas aeruginosa (cepa Bass - Institut Pasteur) > 100
Klebsiella pneumoniae - ATGC 10,031 30
Pasteurella multocida (A 125, Institut Pasteur) > 100
Brucella bronchisepfica (CN 387 -~ Wellcome Instituto) 30

Trépondme de Reiter

0,15
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El 18.051 R.P., es activo sobre los mismos
gérmenss y en las mismas concentracionss.

Estas distintas determinacioness indican que
la actividad del 16,511 R.P. y del 18.051 R.P., se
ejerce principalmente sobre los germenss del geénero
Neisseria, es{ como sobre ol Streptococo hemol{tico
y el Pneumococo. Los productos son igualmente sctivos
sobre el treponema de Reiter. Sobre los estafilococos,
las microbacterias y los bacilos Gram-negativos, los
mievos antibioticos ejercen poca o ninguns accidn de
ivhibicidn,

La actividad antibacteriana del 16.511 R.P.,
se ha confirmado "in vivo" sobre animales de labora-
torio infectados experimentalmente por gérmenes, tales
como los meningococos y los estreptococos. Demusstra
su actividad especial, por via subcutanea. Por esta
misma via, el 18.051 R,P., tiene la misma actividad
sobre la meningococia del raton.

La toxicidad del 16.511 R.P., se ha estudiado
principalmente en el ratdén. ILa dosis letal 50%, o DL
se ha determinado por via subcuténea.

DL,y 1,85 g/kg.

Este resultado indica que el proiucto es muy
poco toxico.

Los organismos productores del antibidtico
16.511 R.P., pertenscen al género Streptomyces.

Su aislamiento se ha realizado de acuerdo
con el método general siguiente: una muestra de tierra
Se pone en suspensidn en agua destilada estéril, y lue-

g0 la suspensidn se diluye a distintas concentracioness
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un pequefio volumen de cada dilucion se distribuye en

la superficie de cajas de Petri que conbengan un me-
dio mtritivo gelosado, Después de una incubacidn de
algunos d{as a 269C, las colonias de microorganismos
56 que se quieran aislar se transplantan a gelosas incli
nadas con objeto de obtensr cultivos nis abundantes,

EL "Streptomyces hygroscopicus var. teplia-
litus DS 21.336" se ha aislado de un fragmento de tie-
rra recogido en Francia, en Rungis, en la region pari-

10. siense. Se ha depositado en el N.R.R.L., de Peoria,
I1l., Estados Unidos con la referencia NRRL 3237.

Este organismo pertensce al género Strepto-
myces y, mis precisamente constituye una variedad de '
la especie S. h.ygrésco_picus, cuyas caracteristicas

15. esenciales se han definido por H.D. Tresner y E. J.
Backus (Applied Microbiology 4, 243-250, 1956) y por
S.A. Weksmen (The Actinomycetes, II, The Williams and
Wilkins Co., Baltimore, 1961, pg. 230-231). Esta cepa
productora de 16.511 R.P., tiene entre otras la parti

20, cularidad de desarrollarse bien a 269, un poco peor a
302, y de ningin modo a 372; por esta raezén se la ha
llamado Streptomyces hygroscopicus,variedad tepidalitus.

El S. hygroscopicus, var. tepidalitus, tiene

las tres caracteristicas de la especie S.hygroscopicus

25, definida por H.D. Tresnsr y E.J. Backus ¥y por S. A.
Weksman: a) sus filamentos espor{feros se terminan en
general en espirales ds un arrollamiento de algunas
vueltas, muy gemeralmente de 1 a 4, aunque Se observan
ocasionalmente espirales mds largas que tienen un ni-

30. mero de vueltas mayor; b) el aparato a ello esporulado
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cuando llege a un busn estado de desarrollo, acusa un

tinte gris obscuro correspondiente al acusado por la

especie S.hygroscopicus; ¢) en determinados medios de

cultivo que permiten una buens esporulacidn, aparicion
por envejecimiento en las zonas esporulades, superfi-
cies negras, brillantes, humedas, caracter{sticas de

la especie S.hygroscopicus. En el S.hygroscopicus, var.

tepidalitus, la transformacidn del tapiz esporifero gris
obscurc en forma de revestimiento negro sigue de modo
répido la llegada a la madurez de la esporulacidn; este
cerdcter se observa especislmente en gelosa de Hickey
¥ Tresner, gelosa avena-tomate de Pridham, gelosa con
extracto de levadure de Pridham, gelosa con almiddn
de Grundy.

El S.hygroscopicus, var, tepidalitus, acusa

en nimerosos medios de cultivo gelosado, una eaporula-~
cidn nala o pobre y poco abuniante, sin embargo, ésta
en general, esta mejorada en presencia de tierra,

H.,D. Tresner y E.J. Backus indican la produe-
ciodn de pigmento vinoso en determinadas condiciomnes,

por mumerosas cepas de la eapecie S.hygroscopicus, Es-

ta produccion se ha encontrado nuevamente con la cepa
productora de 16,511 R.P., en especial sobre gelossa
sintética de Gause, sobre gelosa al malato de calcio y
sobre gelosa con almidon de Pridham,

De acuerdo con los diversos medios donde se

ha observado, el S.hygroscopicus var. tepidalitus pro-

duce pigmentos solubles que van del amarillo al pardo,
en la gama de los pigmentos solubles producidos por
las cepas pertenscientes a la especie S.gxggoscopicus;
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debe observarse, sin embargo, que produce en ciertos

casos pigmentos solubles bastante obscuros, mas obs-
curos a veces que la mayor parte de las variedades de

S.hygroscopicus citadas.

Ademds, contrariemente a la descripeidn de

S.hygroscopicus que figura en The Actinomycetes
(Selmen A Waksmen), el S.hygroscopicus var. tepidelitus,

proporciona un pigmento soluble amerillo pardo en gele-
tina, no provoca la acidificacion de la leche, y pro-
duce sulfhfdrico de modo abundante, Sus esporas no son
ovalgdas, sino cil{ndricas cortas o isodiamétricas con
extremos truncedos.

Sin embargo, las diferencies apreciadas en-
tre el microorganismo productor de 16.511 R.P., ¥ la

especie S.hygroscopicus descrita por H.D. Tresner y

E.J, Backus, no son suficientemente importantes para
permlitir considerar gue este orgenismo constituya una
especie diferente de la especie S.hygroscopicus, de le
que presenta las principales caracter{sticas.

El S.hygroscopicus var, tepidalitus, forme

filementos esporiferos gque, en su mayor parte, termi~
nen arrolléndose en espirales que tiensn en general de
una a cuatro vueltas, sunque ocasionalmente se observan
espirales de mayor mimero de vueltas 0, esporédicamente
también, filamentos eSporiferos gsencillamente recurvados
en su parte terminal, sin former una vuelta completa, o
también a veces espirales més o menos flojas y desarro-
lladas. Estos filamentos espor{feros se insertan sobre
unos filamentos de base,bien sisladamente o bien reunidos

varios en el extremo de unr primer filamento que forma un
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remillete terminal, o también reunidos verios en un

mismo filamento formando un racimo. Las esporas son
cilindros cortos, o células isodiamétricas con extre-
mos truncados, y miden de 0,4 a 0,6 /0,6 = 0,8 u;

5 cuanio el filamento esporifero se rompe por envejeci-
miento,se liberan bien aisladamente,0 bien reunidas en
grupos de varias,esporas que conservan la forma de frag
mento de efrculo que desceribian en el filamento no lle-
gedo o la madurez, Exemenes microscopicos han demostra-

10, do una organizacidn idéntica del aparato espor{fero en
gelosa avena~tomate de Pridham y gelosa al almiddn de
Pridhem,
Los caracteres de cultive y las propiedades

bioquimicas propiass del S.hygroscopicus var.tepidalitus

15. 8e han exaninado en las gelosas mutritives y en los cal-
dos mutritivos corrientemente utilizados para examipar el
aspecto de las cepas de Streptomyces,los cultivos en me-
dios gelosados se realizan en gelosas inclinsdss.las ob~
servaciones se reunen en la Tabla VI siguiente. Salvo in

20. dicaciones precisas,se refieren a cultivos de 2 a 3 sema
nas a 26%C, llegados & un buen estado de desarrollb. Un
gran mimero de medios de cultive empleados,se han prepa-
rado de acuerdo con las formulas que figuran en "The Ac-
tinomycetes", S.A, Waksman p.193-197, Chronica Botdnics

25, Co.,Walthom, Mass,E.U.A., 1950 (en este ceso se indican
por la letra W seguida del mimero que se les ha atribul
do en "The Actinomycetes"). Las referencias o constitu~
ciones de los demés medios de cultivo, son como sigue:
Ref, A - K.L. JONES - Journal of Bacteriology, 57,

30. 142, 1949,
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Ref, B - "Hickey and Tresmnerts Agar" - T,G. PRIDHAM
et. col. - Antibiotics Annual, 1956-1957,
pag. 947-953.
Ref. C - "Yeast Bxtract Agar" - T.G., PRIDHAM et col. ~
54 Antibiotics Ammual, 1956~1957, pag. 947-953.
Ref, D -~ "Tomato Paste Ostmeal Agar" - T.G. PRIDHAM et
col. - Antibiotics Annuel, 1956-1957, pag.
947-953.
Ref. E - GRUNDY et col. = Antibiotics aend Chem., 2,
10, 401 (1952).
Ref. F ~ Peptone 0,5% - Extracto de carne 0,3 % -
Pyrosina 0,5 % - Gelose 2 %.
Ref. G - "Inorganic Salts - Starch Agar" - T.G.PRIDHAM
et col. - Antibiotics Annual, 1956-1957, pag.
15. 947-953.
Ref. H « GRUNDY et col. - Antibiotics and Chem. 1,
310, (1951).
Ref. I - GAUSE et col. - Zur Klassifizierung der Acti-
nomycetes - Veb Gustav Fisher Verlag, Jena,
20, 1958 - pag. 14.
Ref. J - corresponie & la férmula W1, en la que 30 g de
sacerosa 36 substituyen por 15 g de glicerina.
Ref, K - "Plain gelatin" - preparada segun les indica-
ciones del "Mamial of Methods for Pure Culture
25, Study of Bacteria" - Society of American Bac-
teriologists, Geneva, N.Y. - II50 - 18.
Ref. L - Manugl of Methods for Pure Culture Study of
Bacteria -~ Society of American Bacteriologists,
Geneva, N.Y. - IIgq = 18.
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Ref. M = §x§sponde 2 la formula W-18, pero substi-
tuyendo el 3% de sacarosa por 1,5% de glucosa.

Ref. N - Corresponde a la férmula W-18 en la que la
sacarosa se suprime y se substituye por peque-
flas tiras de papel de filtro parcislmente su-
mergidas en el liquidoe.

Ref. O - Medio indicado para la busqueda de la produc-
cidn de H,S por: HoD. TRESNER et F. DANGA -
Journal of Bacteriology, 1§, 239-244 (1958).

Ref. P - Leche descremada, en polvo, comercial, re-
constitulda segin las indicaciones del fa-
bricante.

Siguiendo el principio del método de Pridham
(Journal of Bacteriology, 56, 107-114, 1948), el S.
higroscopicus, var, tepidalitus DS 21.336 utiliza me-

dianamente, o bien, como origenes de carbono, los ele-
mentos siguientes: arabinosa, glucosa, lebulosa, manoss,
maltosa, sacaerosa, trehalosa, dextrina, elmiddn, glicb-
geno, glicerina. No se utilizan, o permiten solo un
desarrollo pobre y poco significativo; xilosa, rhamnosa,
galactosa, sorbosa, lactosa, refinosa, imuline, eritri-
ta, adonita, duleita, manita, sorbita, inosita.

La apreciacion de los or{genes de nitrdgeno

que puede utilizar el S.hygroscopicus var. tepidalitus

pare asegurar su desarrollo, se ha realizado siguiendo
el principio de este mismo método de Pridham, utilizan
do la glucosa, como origen de carbono en todos los ca-
sos y substituyendo el sulfato amonico del medio de
base por distintos compuestos nitrogenados. En estas

oondiciones, el S.hygroscopicus, var. tepidalitus,
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utiliza medianemente o bien, los compuestos siguien-

tes: $0,(M,),, PO,H(M, )5, NO;Na, sdencsina, urea,
dl-asparagina, glicocola, dl-alanina, dl-valina, acido
dl-aspértico, geido 1(+) glutdnico, 1(+) arginina, 1(4)
lisina, dl-serina, dl-treonina, 1(-) tirosinra, dl-pro-
lina, 1(-) hidroxiprolina, 1(-) histidina; la dl-fenil-
elamina y el l~triptofano se utilizan también, pero un
poco mis tard{amente. No se utilizan MO, Na, urecilo,
acetamida, succinamida, creatina, creatinina, succini-

mida, sarcosina, taurina, betains.
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TABLA VI.
Medio de Grado de Micelio vege Aperato aéreo(cmm Pigmemto Observacio-
cultivo desarro- tgitivo o re- prenmijiendo eloon 8o0luble nes y pro-
1lo ves del cul- Jjynto del miceio pledades
tivo aéreo y de la es bioquimicas
porulacidn.)
Gelosa de Medio  Amarillo -  Tard{o - Blancuz Amarillo
Bennett Bastante co & grisaceo -
(Ref.A) bueno Trazag
Gelosade Bastan Amarillo -~ Nalo Amarillo
Enerson te bue pardo - Bas pardo
(w 23) no tante bueno claro
Gelosa de Bueno Revés parde Gris a negro, lue Pardo muy
Hickey y negro go toma el aspec obscuro
Tressner t0 negro céreo
(Ref.B) caracter{stico &
los "higrosco-
picus"
Gelossa &l Bueno Amarjllo Muy moderado gris  Pardo
extracto grisaceo a negro y luego amaxillo
de leva- claro a gris presenta el ag-
dura de amarillo pecto negro ce~
Pridham parduzco. reo caracteris—
(Ref.C) Bueno tico de los “hi
groscopicus"
Gelosa Bueno Gris emeri- Muy moderado. Pardo
avens- 1lo pardwmco Grisaceo claro amarillo
tomate a pardo ama & gris negro y ligeramen
de rillo. Muy luego adopta el te anaran
Pridham bueno. aspecto negro jado
(Ref. D) cereo caracte-
stico de los
"hygroscopicus"
Gelosa Medio Pardo ama-  Tardio - Muy mo  Pardo ana-
glucosa~ ranjado. derador. Grisa- ranjado
pectona Medio ceoqre 8e trans
(w 6) forma en negro
cereo
Gelosa Bastan- Amerillq par Nulo Pardo ama
mtri- te bue- do grisaceo rillo cla
tiva no. Bastante ro.
(W 5) bueno.
Gelosa Modere-  Amarillo. Nulo Amarillio
glucosa~ do Medio
aspara
ne (W2
Gelosa  Bastan- Amarillo Tard{o.Prazas.  Amarillo
gliceri te bue~ DBastante Negro
pa aspa  no
ragina

(W3)
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Medio de Grado de Micelio vege Aparato aéreo( con Pigmento Observe-
cultivo desarro- tativo o prendiendo el con soluble ocionss y
1lo reves del Jynto del micelio propieda
cultivo aereo y de la es- deg bio-
porulacion quimicas
Gelosa al Muy po- Pobre. Inco- Nulo,,0 gris a ne Rosa,vi- Buena so
melato de Dbre loro a amari gro cereo, en es~ no pali- lubiliza
calcio de 1lo perduzco tado de trazas do cion del
krainsky malgtode
(Ref.E) caleio
Gelosa a Bueno Pardo obscu- Mulo Pardo Solubili
le tiro- ro. Bueno amerillo zacion
sina obscuro de la ti
(Ref.F) rosina
moderada
pero po-
sitiva.
Gelosg al Bastan- Pardo anargn Nulo o trazas Pardo Hidroli-
almidon te bue- jado a pardc  negruzco rosado sis del
(w 10) no rosado, Bas- vinoso elmidon:
tante bueno. moderada,
pero po-
sitiva.
Gelosg al Bastan-  Amarillo.gri Nulo o gris a Amarillo Hidrdli-
almidonde te bue~ gsaceo claro. nsgruzeo, al grisaceo  sis del
Pridhan no Bueno estado de tra muy debil almidon:
(Ref, G) 288 positiva
Gelosg al MNodera~ Gris amari- Muy moderado. Nulo
elmidon do llento poco Blanecuzeo que
de Grundy intenso. se transforma
(Ref. H) Moderado. en gris a negro
cereo por enve
Jecimiento,
Geloga Bastan- Pardo ij- Blanco grissceo Pardo ro-
sintéti- te bue- llo grisaceo a gris, que se sado vino
c¢g almji- no claro a par- transforma en 80 claro
don-ni- do rosado negro ¢ereo por
trato de claro. Bueno envejecimiento.
Gause Muy pobre
(Ref.I)
Geloga Bueno Pardo amgri- Nulo o ligeras Pardo ama
sinteti 1llo grisaceo. +trazgs, blanco rillo a
ca de Muy bueno grisaceo. rardo ana
Czagpek a ranjado
la saca-
rosa

(W 1)
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Medio de Grado de Micelio vege Aparato aéreo Pigmento Observacio-
cultivo desarro- tativo o re= (comprendien- soluble  nes y pro-
1llo ves del cul- do el conjun- piedades
tivo t9 del micelo bioquimicas
aereo y de la
esporulacion)
Gelosa Bueno Pardo amari- Nulo Pardo ana
gintéti- 1lo a pardo ranjado
ca de enaranjado.
Czapek a Bueno
la glice
rina
(Ref.J)
Cultivo Bueno Pardo amari- Nulo Pardo ama
en pata- 1lo. Muy des rillo obs
ta arrollado, curo que
(w 27) muy rizado. se difun-
de en la
patats
Gelatina Bueno  Velo bien des Nulo Pardo ama ILicuacidn
pura al arrollado que rillo bastante
12 ¢ se sumerge en buena
(Ref, k) seguida al
fondo de la
de licua
cion. Micelio
vegetativo
pardo amarillo
Caldo nu~ Modera Anillo delgado Nulo Amarillo Reaceidn de
fritivo do blaneuzco que pardo los nitritos:
nltrado vira a amari- claro negativa du
(Ref. L) llento o par- rante ensa-
duzco despues yos realiza-
de un mes de dos respecti
cultivo vagente des~
pues de 24
48 horas, 8
d{as y 1 mes
de cultivo.
Caldo al- Modera- M.V.planco- Nulo Amarillo  Reaccidn de
midon do grisaceo a que vira 1gs nitriloss
nitrato emarillo a pardo debilmente
(w 19) pardo amarillo positiva al
en 1 mes principio de

los cultives
que immediaa
mente ® tras
forman con
rapidez en
negativa.




Medio de Grado de Micelio vege Aparato aéreo Pigmento Observacio-
cultivo desarro- tativo o re— (comprendiendo soluble nes y pro-
1lo vés del cul- el conjunto piedades
tivo del micelio bioquimicas
aereo y de la
esporulacion)
Caldo de Bastante Anillo media- Nulo Amerillo Reaccidn de
Czapek a  bueno namente des- 1gs nitritoes:
la gluco arrollado, debilmente
88. blancuzco gque positiva al
(Ref.M) vira a asmari- principio
1lo por enve- de los cul-
jecimiento. tivos, nega
tiva ense-
guida,
Celdo de Sin des Utilizacidn
Czapek a arrollo de la celu~
la celu- losa: nega-
losea. tiva.
(Ref. N)
Pectona  Bueno Negro Nulo Negro. Produccidn
hierro Adbundante de H,S 3
agar 2
Difco fusrtemente
(Ref. 0) positivsa.
Leche deg Bueno Anillo Nulo Sin coagu-
cremada amarillo lecion. Fegc
(Ref, P) tonizacidn
empezanio
al cabo de
15 dias de
cultivo;

total en un
mes; el EH
pase de 6,7
a,7,2 enun
mes.,




De

15

20.

25.

30.

JZ7456

El Streptomyces lavendulae 22,097 se ha ais-
lado de una muestra de tierra obtenida en Francia, en
Montevrain (S. y M.) y el Streptomyces lavendulae 22.408
se ha aisledo de una muestra de tierra procedente de In-
glaterra, region de Norhampton. Se han depositado en el
N.R.R.L de Peoria, de, EE,UU. con las referencias NRRL
3277 y NRRL 3278 respectivamente.

Estas dos cepas tienen ambas caracteres morfo
16gicos que demuestran su pertenencia a la especie
Streptomyces lavendulae, por esta razdn se les ha de-
nominado respectivamente, S. lavendulae 22.097 ¥y S,
lavendulae 22.408,

El conjunto de los caracteres esenciales que
presentan, estd de acuerdo con los del S,lavendulae des-
c¢ritos por una parte en "The Actinomycetes" Volumen II
(S.A. Weksman, The Williams and Wilking Co., Baltimore,
1961); pégs.234-235; y por otra parte en el Mamual de
Bacteriologla Determinativa de Bergey (séptima edicidn,
The Williems and Wilkins Co., Baltimore, 1957) pag. T80.
La diferencia més notable que existe entre estas mievas
cepag y la especie tipo descrita en las obras mencions-
das, es que esta Ultima tiene un desarrollo Optimo a
379C mientras que a esta temperatura las muevas cepas
tienen un desarrollo casi mlo.

Los caracteres siguientes permiten por el con
trario, incluirlas en las variedades de la especie S.
lavendulae: produccion de pigmento melanico negro en me-
dio adecuado a la tirosina,asi como produccidén de pigmen
to soluble pardo en la mayor parte de los medios orgdni-

cos, color gris-rosa lavanda caracteristico del micelio
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aéreo esporulado, organizacidn del aparato espor{fero
que acusa un cierto polimorfismo y produce, junto a fi-
lamentos portadores de esporas rectos o ligeramente fle
xuoso, filamentos portadores de esporas gque se curvan
en su extremo o ss arrollen formanio espirales cortas
de gran diémetro (hasta 7-8Ju), Las dos muevas cepas
forman esporas ovaladas a cilfndricas de extremos re-
dondeados que miden alrededor de 0,6-0,8)m/1,0-1,2/p°

En la Tabla VII siguiente, se indican los og
racteres morfologicos de las dos cepas S. lavendulee
22.99% ¥ S. lavendulae 22,408, que presentan caracte-
res muy proximos. La diferencia mds importante hasta
ahora comprobada entre ellas, consiste en su capacidad
de utilizacidn de ciertos or{genes de carbono; la cepa
S. laveniulae 22.408 utiliza la xilona y la arabinosa
que no utiliza la cepa S lavendulae 22.097.

Los caracterss de cultivo y las propiedades
bioguimicas de las dos nuevas cepas Se han examinado
en medios mutritivos corrientemente utilizados para
examinar el aspecto de las cepas de streptomyces; los
cultivos en medios gelosados se llevan a cabo en gelo-
sas inclinadas. Las observaciones figuran en la Tabla
VII siguiente; salvo indicaciones precisas se refieren
a cultivos de 3 a 4 semanas a 262C, llegados a un buen
estado de desarrollo. Un cierto nimero de los medios
de cultivo empleados, se han preparado de acuerdo con
las férmulas indicadms en "The Actinomycetes", S. A.
Waksman, pag. 193-197, Chronica Botdnica Co. Waltham,
Mess: EJ.U.A., 1950; en este caso se indican por la

letra W seguida del nimero que se les ha asignado en
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"The Actinomycetes". Las referencias o constitucio-

nes de los demds medios de cultivo, son las siguientes:
Ref. A - KoL, JONES - Journal of Bacteriology, 57,
142, 1949.
5. Ref, B - Pormula W 23 con adicidn de 2% de geolosa.
Ref, C -~ "Hickey amd Tresner's Agar" - T,.G. PRIDHAM
et col, - Antibiotics Annual, 1956-1957,
péag. 947-953.
Ref, D - "Yeast Extract Agar". T.G. PRIDHAM et col. -
10, Antibiotics Anmual, 1956-1957,pag. 947-953.
Refs E - W.B, GRUNDY et col. - Antibiotics and Chem.
2, 400, 1952,
Ref. F ~ The Actinomycetes, vol. 2, pag. 333 - n? 42 -
S.A. WAKSMAN - The Williams and Wilkins Co.,
15. Baltimore, 1961.
Ref. G - Peptone 0,5% ~ Extracto de carne 0,3% -
Tirosina 0,5% - Gelosa 2%.
Ref. H = W.E.GRUNDY et col.- Antibiotics and Chem. 2,

401, 1952.

20. Ref. I - "“Inorganic Selts-Starch Ager" -~ T.G. PRIDHAM
et col., Antibiotics Annuel, 1956-1957, ag.
947-953.

Ref. J - Corresponde a la formula W 1 en la que 30 g
de sacarosa se substituyen por 15 g de glucosa.
25, Ref. K -~ Corresponde a la formula W 1 en la que 30 g
de sacarosa se substituyen por 15 g. de
glicerina,
Ref. L - "Plain gelatin" - prepareda segin las indi-
caciones del "Manual of Methods for Pure
30. Culture Study of Bacteria" de la Society of



5e

10.

American Bacteriologists, Geneva, No¥., -

1150—18.

Ref. M - corresponie a la férmula W 18 sn la que la
sgearosa s8e suprime y se substituye por
pequefias tiras de papel de filtro parcial-
mente sumergidas en el liquido.

Ref. N - Medio indicado para la investigacidn de la
produccion de H,S por ¢ H.D. TRESNER et F.
DANGA - Journal of Bacteriology, 76, 239-244,
1958,

Ref, 0 -« T,G. PRIDHAM et D. GOTTLIEB ~ Journal of

BaeteriOlow, 2_6-, 107"114’, 194‘80
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Medios y caracteres

S.lavendulae 22,097

S.lavendulae 22,408

Nodo de ¢s~ Esporéforos Rectos o flexuosgos o Rectos o flexuosos o
porulacion curvados en su extre curvados en su extre
mo o tambien arrolla mo o también arrolla
dos en espiralgs cor dos en espirales cor
tas de gran di etro tas de gran diemetro
Esporas Ovaledas a cilindri- Ovaladas a cili{ndri-
cas, midienio de cas, midiendo de
06—08)1/18.12}1 06-—08)1/13.12)1
Gelosa de Desgrrollo Bastante bueno Bueno
Bennett Reves Pardo amarillo Pardo amarillo s
, negruzco
(Ref. A) Aparato aereo (Gris claro ligerae- Gris rosa lavanda
mente rosagdo
Pigmento s0- Pardo amerillo deébil Pardo emarillo
luble
Gelosa de Desarrollo Bastante bueno Bastante bueno
Emerson Micello vege~- Pardo amarillo gri- Pardo amarillo
tativo | 86060 claro,
(Ref. B) Aparato aéreo Nulo o grisaceo, al Gris rosa lavania.
estado de tragas, Moderadamente des—
, arrollado.
Pignento s0- Pardo amarillo debil Pardo amarillo
luble
Gelosa de Desgrrollo Bueno Muy bueno
Hickey y Reves Pardo negro Pardo amarillo obs-
Iressner , curo a negruzco
Aparato aereo Gris rosa Gris rosa lavanda
(Ref. C) Pigmento so- Pardo amarillo obs- Pardo amarillo muy
luble curo que va hacia obacuro gue va hacia
pardo negruzco pardo negruzco
Gelosa al Desgrrollo Bueno Bueno
extracto de Reves Pardo obscuro Pardo amarillo
levadura de Aparato aereo Gris rosa lavania Gris rosa lavanda
Pridham Pigmento so- Pardo negruzco Pardg amarillo
luble grisaceo
(Ref. D)
Gelosa a Desgrrollo Bueno Bueno
la avena Reves , Pardo amarillo Pardo amarillo
de Aparato aereo  Gris rosa Gris rosa
Carvajal Pigmento so- Pardo grisaceo Gris pardo débil

(Ref. E)

luble
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Medion y carscteres

S. lavendulae 22.097

S.lavendulse 22.408

Gelosa Desarrollo Bastante bueno Moderado
glucosa~ Micelio vege- Pgrdo amarillo gri-~ Amarillento claro
peptona tativo saceo
: Aparato aerso Mlo Nulo o gris rosado
(w. 7) , en estado de trazas
Pigmento so- Pardo grisaceo Amerillento
luble
Gelosa Desarrollo Medio Moderado
mtritive Mi%elio vege- Pardo amarillo Gris parduzco claro
tativo
(W, 5) Aparato aereo Nulo Nulo
Pigmento so- Pardo amarillo Parduzeco peco intenso
luble
Gelose Desgrrollo Basgtante bueno Bastante bueno
tirosina~- Reves Pardo obscuro a Pardo muy obscuro
extructo , negro ,
de levae-~  Aparato aereo Fulo o grisdceo, al Grisaceo., Muy mode-
dura para eatado de trazas radamente desarro-
formacion llado
de mela- Pijg.mento solu~- Negro Pardo negro
ble
(Refo F) Formacion de Fuertemente positivo Positivo, & los 4
melanina g los 4 diaes de cul- dfas de cultivo
tivo
Gelose a Desarrollo Medio Moderado
la tiro- Nicello vege- Pardo obscuro Pardo obscuro
sins tativo | R
Aparato aéreo Blanco-griséceo. Grisaceo claro.
(Ref, G) Pobre Moderado
Pigmento soluble Pardo amarillo obs- Pardo amarillo obs-
. curo ,curo
Solubilizacion Bastante  busna Dépil
de la tirosina
Gelosa al Desagrrollo Moderado Moderado
nalato de Reves , Amarillento clare Amarillento claro
calcio de Aparato aereo Blanco grisiceo a Blancuzco a gris
Krainsky gris rosado rosedo
Pigmento soluble Amarillo grisaceo Amarillo grisaceo
(Ref. H) , debil clare
Solubilizaeion Positiva Positiva
del malato
Gelosa Desarrollo Muy moderado Pobre
glucosa~ MNicelio vege- Amarillo grisdceo Amarillento c¢laro
aspara- tativo claro
?1 Aparato aereo Nulo Nulo
w 2) Pigmento soluble Nulo Nulo
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Medios y caracteres

S.lavendulae 22.097

S.lavendulae 22,408

Gelosa Desarrollo Bueno Bueno
glicerina- Reves Amarillo pardo a -Amarillo pardo claro
asparaging pardo emarillo
, claro
(w 3) Aparato aereo Blanguzco a gris Gris rosa lavania
rosado
Pigmento solu-  Pgrdo amarillo Pardo amarillo débil
ble debil
Gelosg al Desgrrollo Bueno Bueno
almidon Reves , Amarillo Amarillo parduzco
de Aparato aereo Gris rosa lavanda Gris rosa lavania
Pridhem Pigmento so- Gris gmarillento Gris parduzco debil
luble muy debil
(Ref, I)  Hidrolisis del  Positiva. Buena Positiva. Buena.
almidon
Gelosa Desarrollo Pobre Pobre
sinteti- Reves Incoloro a gmarillo Amarillento muy claro
ca de Aparato aereo Blanco grisaceo al Grisaceo a gris rosa
Czapek & estado de trazas claro; al estado de
la saca~ trazas.
rosa Pigmento soluble Nulo Nulo
(W 1)
Gelosa Desgrrollo Bastante bueno Bastante bueno
sintetica Reves , Pardo amerillo claro Pardo amarillo claro
de Czapek Aparato aereo Nulo Grisaceo a gris ro-
a la glu- sado, Moderadamente
cosa desarrollado
(Ref, J) Pigmento soluble Pardo amerillo clero Pardo amarillo claro
Geloga Desarrollo Bueno Bueno
sintetica Micelio vege- Amerillo, espeso y Amerille, espeso ¥y
de Czapek tativo rizedo, bien des- rizado, bien des-
a la gli- , arrollado arrollado .
cerins Aparato aereo Nulo Blancuzco a grisaceo;
nuy moderadame nte
(Ref. K) desarrollado
: Pigmento solu~ Pardo amarillo claro Amarillo parduzco
ble claro
Cultivo Desarrollo Bueno Muy bueno
en Micelio vege- Bapeso y rizado. Espeso y rizado
patata tativo Pardo smarillo obs-
curo
(w 27) Aparato aerec Nulo o grisaceo al Grisaceo a gris

Pigmento 80~
luble

estado de trazas
Pardo obscuro a
negruzco

rosa lavanda
Negruzco en pequefla
cantided




Medios y caracteres

S.laveniulae 22.097

S.laveniulae 22.408

Geletina Desarrollo Bueno Bueno
ura al Micelio ve- Desarrollo en su- Desarrollo en super-
2% getativo perficle gris par ficie gris parduzca a
duzca a pardo amarillento pardo
(Ref. I) , amarillo , :
Aparato asreo Nulo Grisaceo en estado
de trazas
Pigmento so- Pardo amarillo Pardo amerillo
luble,
Licuacion de Buena Buena
la gelatina
Caldo al- Desarrollo Bastante bueno Bueno
midon-ni- Micelio vege- Velo amarillo gri~  Velo bien desarrolla-
trato tativo saceo claro do; reves amarillo.
Aparato aereo Nulo Blancuzco en estado
(W 19) de trazas
Pigmento so- Amarillo Amerillo
luble ,
Reduccion de Positiva Positiva
los nitratos
a8 nitritos
Caldo de Desarrollq Nulo Nulo
Czapek a Utilizacion
la celu~ de la celu- Negativa Negativa
losa losa.
(Ref. M)
Pectona Desarrollo Bueno Bueno
hierro Micelio vege- Negro Pardo obscuro
agar tativo
Difeco Aparato gereo Nulo Nulo
Pigmento so- Negro intenso Negro intenso
(Ref. N) luble

Produccidn de
HZS

Positiva desde
las 24 horas de
cultivo

Positiva desde las
24 horas de cultivo
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Medios y caracteres S.lavendulae 22,097 S.lavendulae 22.408

Utilizaeidn de orige-
nes de carbono, sSegun
el metodo de Pridham

337456

y Gottlieb
(Ref. 0)
xilosa negativo positive
arabinosa negativo positivo
rhamnosa negativo negativo
glucosa positivo pogitivo
galactosa negativo negativo
levulosa negativo negeativo
mannosa pogitivo positivo
lactosa negativo negativo
maltosa positivo positivo
saccharosa negativo negativo
trehalosa ~-positivo positivo
cellobiosa positivo positivo
raffinosa negativo negativo
dextrina positivo positivo
inulina negativo negativo
almiddn positivo pogitivo
glicogeno positivo positivo
glicerina positivo positivo
erithrita negativo negativo
adonita negativo nagativo
duleita negativo negativo
manita negativo nsgativo
sorbita negativo negativo




El procedimiento de preparaéién‘del anti-
bidtico 16,511 R.P. consiste esencialmente en culti-
var Streptomyces hygroscopicus var. tepidalitus DS
21336, Streptomyces lavendulae 22,097, Streptomyces

56 lavendulae 22408 o sus mutaciones en un medio y en
condiciones adecuadas, y en separar g contimuacidn ‘
el entibidtico formado durente el cultivo.

El cultivo de estos Streptomyces puede lle-
varse a cabo por cualquier método de cultivo aerobio

10. en superficie o en profundidad, pero es preferibls es-
te Wltimo por razones de comodided. Se utilizan pera
este objeto los distintos tipos de aparatos que son
ahora de uso corriente en la industria de las fermen-
taciones.

15. En especial puede adoptarse la marcha si-
guiente para reaiizar las operaciones:

Streptomyces hygroscopicus var.tepidalitus ;
o Streptomyces lavendulae 22.097 o 22.408 ) reserva
cultivo en gelosa

20. cultivo en ampollete agitada

cultivo inoculo en fLermentador

eultivo de produceidn en fermentador

El medio de fermentacion ha de contener esen
cialmente un origen de carbono y un origen de nitrdge-
25, no asimilables, elementos minerales y eventualmente
factores de crecimiento; todos estos elementos pueden
suministrarse en forma de productos bien definidos, o
por mezclas complejas, tales como se encuentran en
productos bioldgicos de origenes diversos.

30. Como origen de carbono asimilable, pueden
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utilizarse hidratos de carbono, tales como la glucoss,

las dextrinas, el slmiddn, la secerosa o las melazas
S.hyeroscopicus, u ofras substancias hidrocarbonadas
como los azdcares, alcoholes, glicerol, ... o como de-
terminados dcidos organicos: dcidos léctico, ecitrico,
tértrico, ... Algunos aceites animales o vegetales,
como el eceite de manteca o el aceite de soja, pusden
reemplazar ventajosamente estos distintos or{genss
hidrocarbonados o usarse con ellos.

Los or{genes convenientes de nitrégeno asi-
milable, son extremedemente variados. Pueden ser subs-
tancias quimicas muy sencillas como los nitratos, las
sales minerales y organicas de amonio, la uresa, los
dcidos aminados, ebc. Pueden introducirse tembién me-
diante substancias complejas que contengan especial-
mente el nitrogeno en forma protidica: caseina, lac-
talbumina, gluten y sus hidrolizados, harinas de soja,
de cacahuete, de pescado, extractos de carme, de leva-
dura, distillers' soluble, "corn-steep".

Entre los elementos minerales afiadidos, al-
gunos pueden tener un efecto amortiguador con el neu-
tralizador, como los fosfatos alcalinos o alcalino-
térreos, 0 los carbonatos de calecio y de magnesio.

Otros introducen el equilibrio idmico nece-
sario para el desarrollo del Streptomyces y para la
elaboracién del entibidtico, tales como 1los cloruros
y sulfatos de los meteles alcalinos y elcalino-térreos,
Finalmente, algunos sctian de modo mis especial como
activadores de las reacciones metabdlicas del Strep~

tomyces: son las sales de cine, de cobalto, de hierro,
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de cobre y de manganeso.

ELl pH del medio de fermenmtacidn al iniciar-
se el cultivo ha de estar comprendido entre 6,0 y 7,8
siemdo con preferencia de 6,5 a 7,5. La temperatura
dptima pera la fermentacion es de 25-282C, pero una
produccién sgtisfactoria puede obtenersé para tempe-
raturas comprendidas enmtre 23 y 352C. La aireacidn
de la fermentacidn puede variar entre valores bastan-
te elevados. Se ha comprobado, sin embargo, que las
aireaciones de 0,2 a 2 litros de aire por litro de
caldo y por mimto, conviensn de modo especiel., El
rendimiento mdximo en antibidtico, se obtiens despuds
de 3 a 7 dfas de cultivo; este tiempo depenie esen~
cialmente del medio utilizado.

De acuerdo con los parrafos anteriores, se
comprende que las condiciones generales del cultivo
de Streptomyces hygroscopicus var. tepidalitus o
Streptomyces lavendulae 22,097 o 22.408 para la pro-
duceidn del antibidtico 16511 R.P. pueden variar en
grado bastante elevado y sdaptarse a cada una de las
necesidades especiales.

El antibidtico 16.511 R.P., puede aislarse
de los mostos de fermentacion, por distintos métodos.

El antibidtico 16.511 R.P., puede extraerse
directamente de los mostos de fermemtacidn, por alco-
holes alifaticos que tengan por 1o menos, 3 atomos de
carbono, por el acetato de etilo, por los disolventes
clorados en especial el cloruro de metileno de un pH
comprendido entre 2 y 9. Puede tambidn filtrarse el

mosto de fermentacion a un pH superior a 6 y con pre~
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ferencia proximo a 9,5, y extraer del filtrado el
antibidtico por empleo de un disolvente no miscible
con el agua, tal como un alcohol alifético que tenga
por lo menos, 3 étomos de carbono, acetato de etilo o
de amilo, metilisobutilcetona, los disolventes clore~
dos, por ejemplo, cloroformo, diclorcetano o, mis es-
pecialmente, cloruro de metileno. EL antibidtico en
solucidn en el filtrado, puede adsorberse en resina
cambiadora de iones de naturaleza anibnice endrgica y
luego elucionarse por uns solucidn hidroaloohdlica,
que contenge un electrolito, tel como el dcido clor—
hidrico o los cloruros de sodio, emonio, potasic, cal-
cio o magnesio, a razén de 5 a 50 g/litro de eluyente.
Obtenido el producto de elucién, se concentra a presién
reducida y luego se extrae por un disolvente no misci-
ble con el agua.

EL antibidtico bruto, puede aislarse par-
tiendo de las soluciones alcohdlicas o hidroalcohdli-
cas antes indicadas, por concentracidn de la solucion
a presiodn reducida, seguida por una preoipitacién.por
un no-disolvente o un mal disolvente, tal como un hi-
drocarburo alifdtico de 6 a 8 dtomos de carbono, ciclo-
hexano, o éter etilico.

A continuacion el 16.511 R.P. puede purifi-
carse por uno de los métodos siguientes: disolucidn
selectiva en disolventes, tales como el acetato de
etilo o el eloruro de metileno, seguida por una fil-
tracidn; tratemiento de les soluciones del antibid-
tico bruto en el acetato de etilo, elcoholes liquidos

de por lo menos 3 dtomos de carbono, disolventes clo-
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rados o su mezcle con negro activado, seguido por

une filtracidn; cromatografia de una solucidn del
antibidtico en un alcohol, una cetona, un disolvente
clorado o ol acetato de etilo sobre un adsorbente,
tal como la alumina, el gel de sflice o el florisil,
seguida de una elucidn por el mismo disolvents; fijé—
¢idn en resina cambiadora de iones de naturaleza
enidnica enérgica, de uns solucidén del antibidtico
en ague de pH 9 seguida por una elucidn mediante una
mezcla metanol-agua (80:20 en volumen) que contenge
1% en peso de cloruro sédico; disolucidn del anti-
bidtico en agua de PH 9 ¥y luego extraccion de la so-
lucidn acuosa a un pH comprendido entre 3 y 9 por un
disolvente immiscible con el agua, tal como el aceta-
t0 de etilo o0 el cloruro de metileno.

Es comprensible que los distintos métodos
indicados pueden aplicarse sucesivamente en un orden
cualquiera o repetirse varias veces, de acuerdo con
los imperativos de la fabricacidn, para obtensr el
160,511 R.P. en forma conveniente para las aplicacio-
nes previstas.

El 18.051 R.P., puede obtensrse partienio
del 16.511 R.P. por métodos clasicos de separacion:

- Extraccion selectiva por disolventes adecuados;
puede emplearse especialmente la mezcla cloruro de
metileno-tampon de fosfato de pH 9, o también la mez-
cla cloruro de metileno-ciclohexano—tampén de fosfato
de pH 9, M/15 (80:20:100 en volumen).

- Cromatografia de una solucidn de 16.511 R.P., sobre

distintos adsorbentes: se utilizan con preferencia
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geles de sigice impregnados de soluciones amortigua-

doras de concentraciones diversas y de pH comprenii-
dos entre 3 y 9 (y con preferencia entre 4 y 6). El
16.511 R,P. puede fijarse sobre el adsorbente, blen
5. mezclando {ntimamente éste ¥y una solucién metandlice

del antibidtico, pars obtener una papilla que se seca
immediatamente, o bien hacienio pasar a la columna
ume solucion del antibidtico en un disolvente, bal
como el acetato de etilo. ELl crometograma se desarro-

10, lla irmedistamente mediante un disolvente, tal como
el acetato de etilo.

Los ejemplos siguientes, que se facilitan a
t{tulo no limitaetivo, indican de qué modo este invento
puede ponerse en practica. En lo siguiente, la activi-

15, ded se determinz en todos los casos por dosificacion
biologica por el método de difusion, utilizanio Bacillus
cereus como gérmen sensible, y con relacidn a una mues-
tra de 16,511 R.P., puro tomado como patrén., Esta acti-
vidad se expresa en unidades (u) por mil{gramo para

20, los productos solidos y en unidades por oc para las
soluciones; (la unided se define como la menor canti-
dad de productos que, disuelta en 1 cc de un medio de
cultive adecuado, inhibe el crecimiento del Strepto-
cocus faecalis ATCC 8043 en condiciones determinadas.

25. EJEMPIO 1 -
En un fermentador de 170 litros se cargan:
-~ Peptona eees 1200 g
- Extracto de carne seee 600 g
- Glucose hidratada eees 1200 g
- Gelosa vees 120 g

30. - Agua de la poblacidn: complemento para 110 litros
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Después de ajustarse el pH de la mezocla a
7,50 con 150 cc de sosa concentrade (d = 1,33) se
esteriliza el medio por borboteo de vapor a 1222C du-
rante 40 mimitos. Despuds del enfriemiento, el volu-~
men del caldo es de 120 litros y el pH, de 6,9. Se
siembra entonces con 200 cec de un cultivo en erlen-'
meyer agitado,de la cepa de Streptomyces hygroscopious
var, tepidalitus DS 21336. ELl oultivo se desarrolla a
27%C durente 29 horas, agitando, y aireando con aire
esféril; estas condiciones son adecusdas para la siem~
bra del culitivo productor,

El cultivo productor se realiza en un fer-
mentedor de 800 litros cargado con las substancias
siguientess

- "Corn steep" eee 13,750 kg
- Glucose hidratada eos 16,500 kg
-~ Aceite de soja ese 8,250 litros
~ Sulfeto amonico eee 1,100 kg

- Cloruro de cobalto, hexahidrato ... 27,5 g
- Agua de la poblacion: complemento para 515 litros
Después de ajustar el pH de la mezcla a 6,5
con 1250 cc de sosa concentrada (d = 1,33), se afiaden:
~ Carbonato de calecio ese 2,750 kg
luego se esteriliza por borboteo de vapor a 1222C du-
rante 40 mimitos, Después del enfriamiento, el volumen
del ocaldo es de 550 litros y el pH, de 6,7. Se siem-
bran con 55 litros del indculo del cultivo en fermen-
tador de 170 litros descrito anteriormente. El oul-
tivo se lleva a cabo a 259C durante 90 horas, agitando

por medio de una turbina a 205 rpm y aireando con un
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volumen de aire estéril de 25 m3/h. El pH del medio
es entonces de 7,45 y el volumen de mosto, de 590 li-
tros, Le cantidad de antibidtico presente es de 250
u/cm3.

EJEMPLO 2 -

Se reciben en una ouba, provista de dispo-
sitivos de agitacidn, 220 litros de mosto de fermen~
tacién, obtenidos en las condiciones del Ejemplo 1 y
de una titulacidn de 300 u/em3. Se sfiade el mosto el
70% de su volumen de butanol y el pH se ajusta a 9
bajo agitacién, mediante 900 cc de sosa 5N, Después
de 30 mimutos de agitacién, Se agregan g lea mezcla
15 kg de ayudante de filtracidn, y el caldo se filtra
en filtro~prensa. Le torta de filtracidn se lava con
50 litros de butanol y 50 litros de agua. ElL filtra-
do se decanta y la fase superior se separa. Asi se
recogen 205 litros de solucidn butandlica del anmti-
bidtico. Esta solucidén se concentra bajo presidn re-
ducida (20 mm de mercurio) g una temperature inferior
8 352C, haste un volumen de 2 litros. Al concentrado
se le agregan 20 litros de hexano. El precipitado for-
mado se escurre, se lava y sSe seca. Finalmente, se
obtienen 143 g de antibidtico bruto dotado de una ac~
tividad de 300 u/mg.

EJEMPI0 3 =

140 g de producto bruto procedente del Ejem-
plo 2, se ponen en suspensién en una mezcla constitui-
da por: 3 litros de butanol, 3 litros de acetato de
etilo y 6 litros de agua. El pH de la fase acuose se

ajusta a 7 con 2 ce de dcido elorhidrico N y luego el



5e

10.

15.

20,

25.

30.

33745 6,208

conjunto se agita durante 30 mimtos. Después del

reposo, la fase superior se separa, se trate con 6
g de negro decolorante y se filtra con un ayudante
de filtracidén., ElL filtrado se concentre a presidén
reducida (20 mm de mercurio) hasta un volumen de 400
cc. El concentrado se precipita por adicion de 4 li~
tros de hexano. El precipitado formado se escurre, se
lava y se seca, Asi se recogen 26 g de un producto de

una aetividad de 780 u/mg.

EJEMPLO 4 -

Se disuelven 26 g del producto procedente
del Ejemplo 3, en 2,5 litros de acetato de etilo, por
agitacion durante 30 mimtbos. Despuds de este tiempo,
el insoluble se separa por filtracidn y se desecha.

A la solucidn filtrada se le agregan 0,9 litro de agua
¥y el pH de la mezcla se ajusta a 3, sometido a agita-
cidn, con ayuda de fcido clorh{drico N, Ia solucidn
se agita immediatamente durante 15 minutos y luego se
decanta., La fase orgénica se concentra a 200 cc a pre
sion reducida. Se mgregan a contimmacidn 500 cc de
butanol y la concentracidn se prosigue hasta que el
volumen finsl sea de 60 cc. El antibidtico se preci-
pita en 600 cc de hexano, se escurre, Se lava y Be
seca. Se obtienen as{ 9,5 g de antibidtico, cuyo ti-
tulo es de 1600 u/mg.

EJEMPLO 5 -~

Se disuelven en 1,25 litros de cloruro de
metileno a 342C, 120,5 g de antibidtico preparado
como se ha descrito en el Ejemplo 4 y comn unz titula-

cidén de 1500 w/mg. La solucién obtenida se filtra.
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Se agregan en seguida 10 g de negro decolorante a la

solucidn clarificada y luego se filtra de nuevo con

ayuda de un ayudante de filtracidn. La solucidn obte—

nida se precipita por 19 litros de hexano. ElL 16.511

R.P., se escurre, se laeva y se seca; se obtiene de

este modo un producto cuyes caracteristicas son las

siguientes:

t{tulo bioldgico : 1745 u/mg

andlisis elemental : C% = 65,8 H# =7,8 0% = 22,75
¢ = 3,55

su espectro ultravioleta en solucion de 10 mg/l en el

metanol es el sigulente: E}f = 682 a 232 mm (MAximo I)
m

2% - 375 & 350 mm (Méximo IT)
ien

EJEMPLO 6 ~

En una cuba provista de un dispositivo de
agitacidn, se reciben 590 litros del mosto preparado
en las condiciones descritas en el Ejemplo 1, y con
una titulacion de 250 w/cc. EL pH del mosto se ajusta
a 9,5 mediante 2,45 litros de sosa 5N.

Después de 30 mimtos de agitacidn, se afia~
den el mosto 22,5 kg de ayudante de filtracidén y la
suspensidn se filtra en filtro-prensa. La torta de
filtracion se lave con 100 litros de agua. El filtrado,
cuyo volumen es de 645 litros, se extrae a un pH T,
mediante 40% de su volumen de cloruro de metileno, uti-
lizando un grupo de centrifugadores de contracorriente,
de dos etapas de extraccidn.

El extracto organico, cuyo volumen es de

185 litros, se lava con 18 litros de agua ajustando

8l il a 8, y luego con 18 litros de agus, ajustando el
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pH a 4. El extracto lavado se concentra immediatamen-
te bajo presidn reducida (20 mm de mercurio) y a 252C,
a 11,5 litros de un concentrador instanténeo. EL con-
centrado se trata con 50 g de negro decolorante y se
filtre con ayuda de un ayudante de filtrascidn. EL con
centrasdo tratado se restituye al concentrador en el
que la destilacidén continiae, haste alcanzar un volumen
de 1 1itro. EL antibidtico se precipita a contimuacion
por 10 litros de hexano. EL precipitado se escurre, se
lava y se seca obteniendo as{ 61 g de antibiotico de
una titulacion de 2153 u/mg.
EJEMPLO 7 -

En 50 cc de agua se ponen en suspension 5 g
de un producto preparado como se ha descrito en el
Ejemplo 6, EL pH se sleva a 9 por adicidn de 5,3 cc
de sosa N. Bl residuo insoluble se elimina por filtra-
cidn, eliminando as{ 32 mg de producto. La solucidn
clarificada se liofiliza. Después del secado final se
obtienen 5,15 g de antibidtico 16.511 R.P. en forma
de sal sddica de una titulacidn de 1785 uw/mg.

Su andlisis elementsl es el siguiente:

61,3 H% =7,95 0% =23,95 N% = 3,30 Nas = 3,75
EJEMPIO 8 -~

10 litros de mosto preparados en las mismas
condiciones que en el Ejemplo 1, se filtran a un pH
de 9,5 (obtenido por adicion de 50 c¢c de sosa 5N) en
presencia de un ayudants de filtracidn. Ia torta se
lava con 1 1litro de agua y se obtienen 10 litros de

filtrado cuyo titulo es de 177 w/ee. EL pH del fil-

trado se ajusta a 7,5 por scido elorhidrico N, y el
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filtrado se hace pasar por una columns que contenga
400 cc de resina Dowex 1 X 2 en ciclo cloruro (altu-
ra de la resina 28 cm, didmetro 2,4 cm). El caudel
se regula a 1,5 1/h,

Después de pasar el filtrado, la columna Se
lava con 1 litro de agua y luego se eluciona con una
solucidn de metanol conteniendo 20% de agua y 1% (peso/
volumen) de cloruro sédico. Cuando se han racogido 5
litros de producto de elucion, éste se concentra a pre
sién reducida a 1 litro, El metanol residusl se desti-
la admitiendo ininterrumpidamente 2 litros de agua. Bl
concentrado final obtenido se extrame a un pH de 7, su-
cesivamente, por 500 c¢c, 500 cc y luego 250 cc de bu~
tanol, El extracto cuyo volumen es de 1300 ¢c se con-
centre bajo presidn reducide a un volumen de 50 cc.

El concentrado se precipita por 500 cc de
hexano. EL antibidtico bruto se escurre, se lava y se
seca en vacio. As{, se obtiensn 1,8 g de antibidtico
cuyo titulo es de 900 u/mg.

EJEMPLO 9 —

En 50 cc de aceteto de etilo se disuelven
5 g del 16.511 R.,P., preparado como se ha descrito en
el Ejemplo 5 y con una titulacidn de 1745 u/mg.

Bsta solucion se coloca en la cabeza de una
columna que contenga 1 kg de kieselgel en suspensidn
en scetato de etilo; (el kieselgel, antes de ponerse
en suspension, se amortigua 2 un pH de 4 por medio de
un amortiguador fosfato M/15 y 1ﬁego se seca a 1102 du
rante 12 horas). El soporte de croma’cograf:(a,ocupa una

altura de 103 om en una columna de un didmetro de 5 cm.
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EL caudal se regule a 600 oo/hora; después

del paso de la solueion inicial, el cromatograma se
desarrolla con acetato de etilo. E1l producto de elu-
eion se fracciona a la salida de la columna ceda 200
ce. La actividad se sigue por oromatografia en capa .
delgada, absorcidn en el ultravioleta, y dosificacidn
por difusidn de las fracciones sucesivaes. Las fraccio-
nes de elucidn n® 38 a 60 contiensn el componente B
del 16.511 R.P. 'Estas fraccionss se reunen y congcen~
tran a presién reducida (20 mm de mercurio) en un cone
centrador instentanso, a 259¢, hasta un volumen de
100 cc. EL concentrado se pfeeipita luego con 1 litro
de hexano. El producto se escurre, se lava y se seca
y as{ se obtienen 1,135 g de 18.051 R.P., de las ca-
racter{sticas siguientes:
t{tulo bioldgico : 3080 u/mg
andlisis elemental: C % = 64,7 H % = 8,2 0 % = 23,75
N%=3,35

espectro ultravioleta en solucidn de 10 mg/l en el

netanol:
B'"® = 620 & 233 mm (méximo I)
1cm
1% _ s
E1cm = 360 a 350 mm (maximo II)

cromatograf{a en capa delgada, soporte Kieselgel H,
disolvente acetato de etilos Rf = 0,2,
EJEMPLO 10,

En 40 cc de agua se pone en sSuspension 0,7 g
de 18.051 R.P. preparado de acuerdo con las condicio-
nes del Ejemplo 9. La solucidn se alcaliniza Progresi-
vamente mediante sosa N, La disolucion completa se Ob-

tiens después de la adicidn de 1 cc de sose y el pH
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es entonces de 8,5. La solucidn acuosa se filira y
luego se liofiliza. Se obtienen 0,7 g de 18.051 R.P.
en forme de sel sddica:
t{tulo bioldgico por difusidn : 2300 u/mg
composicion elemental : (% = 62,1 H% = 7,9 0% = 23,25

N = 3,3 Nep =3

EJEMPLO 11 -~
En un fermentador de 170 litros, se ocargan:
- peptona ees 1200 g
- extracto de carne eeo 600 g
- glucosa hidratada eee 1200 g
- gelossa »oe 120 g

~ agua de la poblecidn, complemento para 110 litros
Después de ajustar el pH de la mezcla a 6,95

con 120 ce de sosa concentrads (d = 1,33) se esterili-
za ol medio por borboteo de vapor a 1222C durante 40
mimatos. Después de la refrigeracidn, el volumen del
caldo es de 120 litros y el pH, de 6,60, Se siembra
entonces con 200 cc de un cultivo de erlenmeyer agitado,
de la cepa "Streptomyces lavendulae 22,408". El cultivo
se desarrolla a 252C durante 30 horas, agitando y ai-
reanio con aire estéril; estas condiciomes son adecue~
das para le siembra del cultive productor.

El cultivo productor se reeliza en un fermen-

tador de 800 litros cargado con las substancias sigulentes:

- "ecorn steep" ees 11 kg

- glucosa hidratada eee 19,250 kg

- aceite de soja see 8,250 litros
- sulfato amdnico eee 1,100 kg

- ¢loruro de cobalto, hexehidrato ees 27,5 &8

- agua de la poblacidn, complemento pare 510 1itros
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Despues de ajustar el pH de la mezcla s
6,85 con 1100 cc de sosa concentrada (d = 1,33) se
afiaden:
- carbonato de calcio ces 2,750 Kg
¥ luego se esteriliza por borboteo de vapor a 1222C
durante 40 minutos. Después de la refrigeracién, el
volumen del caldo es de 550 litros y el pH, de 6,T5.
Se siembra con 55 litros del indculo del cultivo en
el fermentador de 170 litros menciorado anteriormente,
El cultivo se realiza a 252C durante 87 horas, agitando
con ayuds de una turbina qﬁe gira & 205 rpm y aireando
con un caudal de aire estéril de 25 m3/h. EL pH del
medio es entonces de 7,45 y el volumen del mosto es de
560 litros. Le cantidad de antibidtico presente es de
555 u/em3.
EJEMPLO 12 -~

En una cuba provista de un dispositivo de
agitacion, se reciben 560 litros del mosto preparado
en el Ejemplo 11, cuyo pH se ajusta a 9,5 con 3,5 li-
tros de sosa 5N. Despuds de 30 minutos de agitacidn,
se affaden el mosto 22,5 kg de un ayudante de filtracidn,
¥ la suspensidn se filtra en filtro-prense. La torta de
filtrecidn se lava a comtimuacidn en filtro mediante
100 litros de ague. BL filtrado, cuyo volumen es de 600
litros, se extrae al pH de 7, por 50% de su volumen de
cloruro de metileno, utilizando un grupo de centrifu-
gadoras de contracorriente de dos etapas de extraccidn.
El extracto orgénico cuyo volumen es de 220 litros, se
lava con 22 litros de agua, ajustando el pH 2 8, y lue-
go 22 litros de agua, ajustando el pH a 4. El extraocto
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lavado se concena'aBinZedéaémQte a presidn reducida

(20 mm de mercurioc) y a una temperatura de 252C, hasta

un volumen de 11 litros en un concentrador de recicle~

do continno., El concentrado se trata con 50 g de negro

decolorante y se filtra con ayuda de un ayudante de

filtracidn. Bl filtrado se envia de muevo al concen-

trador hasta que el concentrado tenga un volumen de

1 litro. EL antibidtico se precipita en estas condi-

clones mediante 10 litros de hexano. El precipitado se

escurre, se lava y Se seca. As{ se obtienen 85 g de

antibidtico 16.511 R.P, cuyas caracter{sticas son las

siguientes:

- t{tulo bidlogico : 2170 u/mg

- apdlisis elemental; C % = 62,6 H% =7,5 0% = 25,2
N% = 4,05

- espectro ultravioleta en solucion de 10 mg/l en el
metanol:

465 a 232 mm (méximo I)

E:%
cnm

1% _ P
E1cm = 165 a 345 rm (méximo II)

- cromatograf{a en capa delgada, soporte Kieselgel H,
disolvente acetato de etilo: Rf = 0,1 - 0,2 - 0,35
0,60,

EJEMPLO 13 -

Se disuelven en 850 cc de acetato de etilo,
85 g de producto preparado, tal como se ha descrito
en el Ejemplo 12 y de una titulacidn de 2170 u/mg.

Esta solucidn se coloca en la cabeza de una

columna que contiene 1 kg de Kieselgel en suspensidon

en acetato de etilo (el Kieselgel, antes de ponerse en
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337456 e
suspensidn, se amortigue a un pH de 5 con un amorti-
guador fosfato /15, y luego se seca a 1109¢C durante
12 horas). El soporte de cromatografia, ocupas una al-
tura de 101 cm en una columns de 5 cm de didmetro.

El caudal se regula a 2400 cc/hora. Después
de pasar la solucidn inicial, el cromatograma se deé—
arrolla con acetato de etilo. El efluente de la colum~
na se fracciona. Después de pasar los dos primeros li-
tros, se recoge una fraccion central d?s?s%%tros que
contiens el componente B del antibidtico/R.P. Esta
fraccidn se concentra a presidn reducida (20 mm de
mercurio) en un concentrador instantaneo a 259C, hasta
un volumen de 300 cc. El concentrado se precipita a
contimaciodn por 3 litros de hexano. El producto, se
escurre, se lava y se seca, ¥ asi se obtienen 57 g de
antibidtico 18.051 R.P. de las caracteristicas si-
guientes:

- t{tulo bioldgico : 2480 u/ng
- analisis elemental: C % = 64,9 H% = 8,2 0 % = 22,75
N% = 4,05

- espectro ultravioleta en solucidn de 10 mg/l en el

metanol:
E} %m =600 a 233 nm (méximo I)
E}Z =270 a 350 nm (mdximo II)
m

-22
EXJ = =109 + 32 (¢ = 1 metanol)

~ cromatografia en cagpa delgada, soporte Kieselgel H,

disolvente acetato de etilo : Rf = 0,2.
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EJEMPLO 14 - 337456

En 200 cc de sgua Se ponen en suspension

10 g de antibidtico 18.051 R.P., preparado de acuerdo
con las condiciones del Ejemplo 13. Ia solucion se
alcaliniza progresivamente con sosa N. La disolucion
se obtiene después de efiadir 10,4 cc, de sosa ¥y el
pH es entonces de 9,5. La solucidn se filtra y luego
se liofiliza. Se obtienen 8,6 g de antibidtico 18.051
R.P. en forma de sal sddica, de las caracter{sticas
siguientes:

- t{tulo bioldgico por difusidon : 2100 u/mg

- anélisis elemental: C % = 65,5 H% =9,6 0% = 20,8

N#=3,5 Na% =2,7
- espectro ultraviolete, en solucion de 10 mg/l en el
metanols
8% 2617 a 233 m (méximo I)
1 em
E'% =390 a 355 mm (méximo II)
1 cm
22
[>% =~138 £ 32 (c =1, metanol).
D
BJEMPLO 15 -~

Trabajando en condiciones andlogas a las
descritas en el Ejemplo 11, pero utilizando la cepa
"Streptomyces lavendulae 22.097", se obtiens un mosto
con une titulacidn de 67 u/cc.

EJEMPLO 16 -

Tratando 210 litros del mosto preparado en
el Ejemplo 15 del modo descrito en el Ejemplo 2, se
obtiensn 6,6 g de antibidtico 16.511 R.P. cuyo espectro
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ultravioleta en solucidn a 10 mg/l en el metanol, es

el siguiente:

E| fm = 710 2232 mn (mdximo I)
Bl% = 372 2350 m (méximo II)

1en

-« NOTAS-

Descrite suficientemente la naturaleza del
invento, as{ como la maners de reslizarlo en la prac-
tica, debe hacerse constar que las disposiciores an-
teriomente indicedas, son susceptibles de modifica~
ciones de detalls en cuanto no alteren su principio
fundamental. También se hace comnstar que el invento
corresponie a dos solicitudes de patente presentadas
en Francia, con fechas 2 de Marzo de 1966 y 13 de
Enero de 1967, bajo los nimeros PV.51.696 y PV.91.136
acogléndose por lo tanto, a los beneficios que con-
ceden los Convenios Internscionales en vigor, siendo
lo que constituye la esencia del referido invento y
por lo que se solicita Patente de Invencién, por 20
afios en Espafia: “"PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DEL
ANIIBIOTICO 16.511 R.P."; caracterizandose por lo
siguiente:

12,.- Procedimiento de preparacidn del
antibidtico 16,511 R.P., y de sus componentes indi-
vidusles, caracterizado porque comprende cultivar
aerobiamente un microorganismo del grupo gue compren-
de Streptomyces hygroscopicus var. tepidalitus DS
21.336 [ NRRL 3237] , Streptomyces lavendulae 22.097
¥ Streptomyces lavendulee 22.408, en un medio mutri-



tivo, extraer y purificar elantibidtico formado y
fraccionar éste en sus componentes por un método
fisico-quimico.

28,~ "Procedimiento de preparacion del
antibiotico 16.511 R.P."; tal y como queda substan-

cialmente descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria ginsta de cincuenta y tres

13 por una sola cara.
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