ler CERTIFICADO DE ADICION
SC. 3146,

C, lz_i) ﬂ/l‘(

@/{mmm @eﬁcz%/dmz

aaﬁzw

Me joras introducidas en el objeto de la patsnte
principal n® 304.196, concedida el 13 de octubre
de 1964, por: "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION
DEL ANTIBIOTICO 11,837 R.P,"

Solbcitante:

RHONE-POULENC S5.A., entidad francesa, residente en

22, Avenue Montaigne, Paris-Ba, Francia,

La presente invencidn se rafiere a la pre
paracidn del entibidtico designado a continuacién
con el nimerc 11.837 R.P.
En la patente principal se ha descrito el
5. antibidtico 11.837 R.P, y su preparacién por culti-

Mod, 615
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vo en medios artificiales de un microorganismo de-
signado por la apelacidn "Streptomyces viridans DS
9466" (N.R. R.L. 3.087).

Se ha comprobado despuds, por sxdmen cro-
matogrdfico sobre papel y sobre capa delgada, asi co
mo por electrofdresis, sequidas de revelacidn micro
bioldgica, que sl 11,837 R.P. es, de hecho, una meZ
cla de varios constituyentes que poseen propiedades
bioldgicas y fisico~-quimicas muy préximas,

La presente invencidn se refiere a la pre
paracidn del antibidtico 11.837 R.P. por cultivo en
condiciones aerobias de dos nuevos microorganismos,
identificados méds completamente a continuacidn. Es-
tos dos nuevos microorganismos, que muestran carac-
teres muy préximos entre si, pertenecen al género
Strsptomyces y, dentro de este gdnero, pertenecen a
la especis Streptomyces venezuelas, de la que cons-
tituyen una variedad a la cual se ha dado la apela-

cidn Streptomyces venezuelae, variedad fulvofurves-

cens. Se designardn respectivamente estos dos micrg
organismos por las denominaciones "S. venezuelas, ‘-
var. fulvofurvescens DS 7.103" (NRRL 3354) y "S. vs
nezuslas, var. fulvofurvescens DS 11.355" (NRRL
3355).

El "Streptomyces venezuelae, var. fulvofup
vescens D5 7.103" se ha aislado a partir de una mueg
tra de tierra tomada en Argelia, en Argel, y el
"Streptomyces venezuslas, var. fulvofurvescens DS
11,355" se ha aislado a partir de una muestra de tie

rra tomada en Inglaterra, en la regidn de Gloucestsr.
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Su asislamiento se realizd utilizando el
método cldsico siguienta:
- ge puso la tierra extraida en suspensidn en agua
destilada estéril, y se diluyd después la suspen-
gién en diferentes concentraciones; se sxtendid
un pequefio voldmen de cada dilucién sobre la su-
perficie de cajas de Pétri contentivas dea un ma-
dio nutritivo gelosado,
Después de una incubacidn de algunos dias
3 26°C, se transplantan las colonias de microorga-
nismos que se quisren aislar, sobre gelosas inclina
das, con el fin de obtsner cultivos mas abundantes.
Los nueves microorganismos productores de
11,837 R.P, pertenecen al género Streptomyces, y més
particularmente constituyen una variedad de la espe
cie Streptomyces venezuelae a la que les ligan sus
caracterss ssenciales,
£l conjunte de los caracteres sigquientes
que los mismos bresentan estd, sn efecto, de acuer-
do con los de la especie S. venszuslae descritos
por una parte en "The Actinomycetes" vol, 2 (S. A.
WAKSMAN, The Williams and Wilkins Company, Baltimo-
re, 1961), pdgs., 280-28l, y por otra parte, en sl
"Bargey ‘s Manual of Determingtive Bacteriology" (7%
edieidn - THe Williams and Wilkins Company, Baltimgo
re, 1957) pdgina 780-78l: produccidn de pigmento me
lénico negro sobre medio apropiado a la tirosina y
produccidn de pigmento soluble castafio negruzco so-
bre la mayor parte de los medios orgédnicos, colora-

cién amarillo oscuroc e pardo oscuro del micelio vs=-



getativo sobre el conjunto de sus cultivos, color

rosa del micelio adreo esporulado, organizacién del

aparato ssporifero que consiste en la produccidn de

esporoforos muy alargados, rectos o ligeramente fle
5. Xuosos,

Difieren de la especie-tipo de S. venszue
las en que muestran algunas diferencias en las fuen
tes de carbono que son susceptibles de utilizar pa~
ra asegurar su desarrollo, no dan coma produccidn

10, antibiética cloranfsnicol sino 11.837 R.P., y sobre
todo, producen abundantemente un pigmento soluble
oscuro, de color pardo anaranjado, que se hacs rdpi
damente mds y mds oscuro para llegar hasta el negro,
y pudiendo colorear a la vez el micelio vegetativo

15, y el medio de cultive. S. venszuelae produce un pig

mento bastante semejante en cierto nimero de casos,
psro en general lo hace en cantidad méds moderada e
incluso deja de hacerlo en cierto ndmero ds casos en
que lo producen los nueves microorganismos (en par-
20, ticuler en ciertos medios sintéticos). Por tal ra-

zdn se han denominado estos dltimos Streptomyces ve

nezuelae, variedad fulvofurvescens.

Los caracteres de cultivo y las propieda-

des bioquimicas de S, venszuelae, var, fulvofurves=-

25. cens, raza DS 7,103 se han examinado en cierto ndme

To de gelosas nutritivas y de caldos nutritives ha-
bitualmente utilizados para examinar el aspecto de
las razas de Streptomyces. Las observaciones se han
anotado en el cuadro siguiente; salvo indicaciones

30, precisas, se refieren a cultivos de dos a cuatro ss
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manas a 2600, llegados a una buena fase de desarro-

llo, Cierto ndmero de los medios de cultiveo emplea-

dos se han preparado segdn las férmulas indicadas
en "The Actinomycetes", S.A. WAKSMAN, p. 193-197,

Chronica Botanica Company, Waltham, Mass,, U.S5.A.,

19503 en sste caso, se han indicado por la letra (.,

seguida del ndmero que se les ha atribuido en "The

Actinomycetes",

Las referencias o composicionss de los

otros medios de cultivo son las siguientes:

- Ref:
142,
- Ref':
sa,

~ Ref:

A = K.L. JONES - Journal of Bacteriology, 57,
1949,
B - férmula W.23 adicionada con 2 % de pelo-

C - "Hickay and Tresner’s Agar" -~ T.G.PRIDHAM

et col. - Antibiotics Annual, 1956-1957, p.950.

- Ref's
col.

- Ref:

- Refs

~ Ref':

- Ref:

- Ref:

D - "Yeast Extract Agar" « T.G. PRIDHAM et

-~ Antibioties Annual, 1956-1957, p. 950,

£ -« "Tomato Paste Qatmeal Agar" - T.G.PRIDHAM
et col, - Antibiotics Annual, 19561957,
p. 950.

F - The Actinomycetes, vol 2, p. 333 - N2 42
S.A. WAKSMAN - The Williams and Wilkins
Company, Baltimore, 1961.

G - W.E. GRUNDY et col., -~ Antibiotics and
Chem. 2, 401, 1952,

H -~ "Inorganic Salts - Starch Agar" -~ T.G.
PRIDHAM et col. - Antibiotiecs Annual,
1956-1957, p. 951,

I - corresponde a la férmula W 1, en la qus
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Ref:

J

Ref:K

Refs: L

Ref: M

Ref.

N

30 g de sacarosa se reemplazan por 15 g
de glucosa,

corresponde a la férmula W 1, en la que
30 g de sacarosa se resmplazan por 15-g
de §licerina,

"Plain gelatin" - preparado segin las in
dicacionss del "Nanual of Methods for Pu
re Culture Study of Bacteria" de la Socig
ty of American Bacteriologists, Gansva ,
NoY. II50 - 18,

corresponde a la fdérmula W 18, en la que:

ss suprims la sacarosa y se reemplaza

" por pequefias bandas de papsl filtro par-

cialmente sumergidas en el liquido.,

H.D. TRESNER y F. DANGA - Journal of Bag
teriology, 76, 239-244, 1958,

Leche descreméda en polvo, comercial, rg
constituida segdn lds indicaciones del

fabricants.



Medios Grado de Micelio vege Aparato ad- Pigmento sg Observaciones y
de desarro~ tativo o en- reo (compren luble propiedades big
cultive 1llo véds del cul- sive del con quimicas
tivo junto del mi
celio adreo
y de la espo
rulacidn)
Geslosa Bueno Envds pardo Rosa claro. Pardo anaran Esporoforos reg
de Ben anaran jado Bien desarro jado muy acu tos o ligeramen
nett muy pronun- llado sado que lls te flexuoso bag
(Ref.A) ciado a par ga hacia el tante largos,
do negruzco pardo negruz Esporas cilin-
co dricas ds extre
moe redondeados,
que miden de
0,3 a 0,5 /u/D,B
al,2 /u
Gelosa  Bueno M.v. pardo Blanquecino., Pardo anaran
de Emer amarillo., De desarro-  jado muy pro
son Grusso y lle pobre. nunciada que
(Ref.B) fruncido, llega hacia
muy bien de el pardo ne-
sarrollado gruzco
Gelosa Muy Envéds pardo Rosa claro. Negro
de Hi«  bueno negro Muy bien
ckey y desarrollado
Tresner
(Ref.C)
Gelosa  Muy Envés negro Rosa claro Negro
con ex- busno muy bien
tracto desarrollado
de leva
dura de
Pridham
(Ref.D)
Gelosa  Muy Envés pardo Rosa claro. Pardo negruz
con ave- bueno amarillo muy fluy bien co
na y to- pronunciado  desarrollado
mate de
Pridham

(Ref.E)



Nedios Grado de Micelio vege Aparato aé- Pigmento so-~ Observaciones y
de desarro- tativo o en- rso fcompren luble propiedades big
cultivo 1llo vés del culw sive del con quimica
tivo Junto del mi
celio adreo
y de la espo
rulacidn)
Gelosa Bastante Envés pardo Blanco-grisd Pardo negro
glucosg bueno anaran jado ceo. Modera-
peptona MUy pronun- damente desa
(w=7) ciado, casi rrollado
negruzco
Gelosa Nedio Mev. pardo Nula Pardo amarillo
nutriti amarillo
va(l-5) grisdceo.,
Bastante bien
" desarrollado
Gelosa Bastante M.v. negro Blanco rosa- Negro inten- Formacidn de me
tirosina bueno Envés negro do a grisd- S0 lanina:positiva
-axtrac ceo. En esta desde las 4B ho
to de 18 do de indi- ras del cultivo
vadura pa cios.
ra forma
cidn de
melanina
(Ref.F)
Gelosa Bastante Envés amari- Rosa pdlido. Gris parduz- Solubhilizacidn
con ma~ bueno llo pardo Medianamente co poco in- del malato ds
lato de claro desarrollado tensa calcio: buena,
calcio
de Krains

ky (Ref OE)

Gelosa

glucosa
aspara=-
gina (W=-2)

Bueno

Envés negro

Rosa muy cla
ro, Moderada
mente desarrg
llado

Pardo negruz
co



(Ref,1)

Medios Grado de Micelio vege Aparato agé- Pigmento so- Observaciones y
de desarro- tative o en- reo (compren luble propisdades big
cultivoe 1llo vés del cul~ sivo del con quimicas
tivo junto del mi
celio aédreo
y de la espo
rulacién)
Gelosa  Bueno Envés pardo Blanquecino Pardo anaran
Gliceri anaran jado a rosa muy jado muy in-
na-aspa a pardo ne- claro, Mode- tenso, casi
ragina gro radamente pardoc negro
(w=3) desarrollado
Gelosa Bueno Envés pardo Rosa muy pd- Eris parduz- Espordforos rec
con al- amarillo lido. Bien co débil tos o ligeramen
middn de desarrollado te flexuosos
Pridham bastante largos.
(Ref.H) Esporas cilin-
: dricas de extrg
mos redondeados,
qua miden 0,3 a
0,5 m/0,8 a
1.2/4{ Hidrdli-
sis’ del almiddn:
positiva
Gelosa Bueno Envés negro. Blanco-grisd Pardo anaran
sintdti M.v.grueso, ceo., Modera- jado muy pre
ca de bien desarro damente des- nunciado, ca
. Czapek 1lado arrollado si negro
con saca
rosa(W-1)
Gelosa  Bueno Envés pardo Blanco-grisd Pardo anaran
sintéti anaran jado ceo. Modera- jado muy pro
ca ds muy acusade, damente des- nunciado
Czapek N.ve.gruesa, arrollado
con glu bien desarrg
cosa llado
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Medios Grado de Micelio vege Aparato aé- Pigmento so- Observaciones y
de desarro- tativo o en- reo (compren luble propisdades big
cultivo 1llo vés del cul- sivo del copn quimicas
tivo junto del mi
celio aédreo
y de la espo
rulacidn)
Gelosa Busno Envés negro. Blanco grisg Pardo anaran
sintédti M.v.grueso y ceo. Nodera- jado muy pro
ca de fruncido, damente des- nunciado, ca
Czapek bien desarro arrollado si nagro
con gli llado
cerina
(Ref.3)
Cultivo HMuy M.v. negro. A. a. rosado Negro
sobre bueno Muy gruess y grisdceo cla
patata muy fruncido ro, en esta-
(w-27) do de indicios
Gelati- Bueno Buen desarro Rosa grisdceo.Pardo anaran Licuacién de la
na pura llo en super Medianamente jado gelatina bastan
al 12 % ficie. Envés desarrollado te rdpida,
(Ref.K) pardo amari-
llo
Caldo Bueno Velo bien Blanquecino. Pardo anaran Reduccidn de los
almiddn desarrollado. Muy moderada Jjado en pe- nitratos en ni-
nitrato Envés pardo mente desarro quefia canti- tritos: positi-
(w-19) anaran jado llado dad a partir va
intenso de la super=~
ficie
Caldo flodsra- Blanco~rosada, Utilizacidn de
de Cza- do pero sobre el papel la celulosa:po-
pek con positivo que emsrge dsl sitiva
celulosa caldo.
(Ref‘oL)
Medio de Buseno Negro Nulo Negro inten- H,S:produccidn
Tresnar so. Abundan- positiva desde
y Danga te las 24 horas de
(Ref.M) cultivo
Leche Bueno Anillo bien  Nulo Pardo muy os Peptonizacidn
descre- desarrollado. curo, casi iniciada al ca-
mada Castafio os- negruzco bo de 2 semanas,,
(RefN) curo casi total en 1

mes. No hay coae
gulacidén., El pH
pasa de 6,3 a
7,0 en 1 mes.
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S, venszuelae, var, fulvofurvescens, raza

DS, 11.355 presenta caracteres semejantes a los de

S. venezuelae, var, fulvofurvescens, raza DS 7,103,

en los medios que se hen citado en el cuadro ante-
rior, La dUnica diferencia notable comprobada hasta
hoy en el comportamiento de sstas dos razas reside
en su capacidad de utilizacidn de ciertas fuentas

de carbono o de nitrdgeno, ya que la raza DS 11,355
no utiliza sl adonitol que utiliza la raza DS 7.103,
utilizando por el contrario la sarcosina que no uti
liza la raza DS 7.103.

La capacidad de las dos razas en utilizar
diversas fuentes de carbono y de nitrdgeno para ase
gurar su desarrollo se ha determinado segdn el prip
cipio del método de Pridham y Gottlisb (J. of Bact,
56, 107-114, 1948); el grado de desarrollo se obsar
vl sobre el medio de base indicado por estos auto-
res, reemplazando o bien la glucosa por las diver-
sas fuentes de carbono respectivamente probadas, o
bien SOA(NH4)2 por las diversas fuentes de nitrd-
geno respectivamente ensayadas. Se indican los re-

sultados en el cuadro siguiente:



Fuentes de car-~
bono ensayadas

Utilizacidn por las Fuentes de ni-

- 12 =

DS 7,103 DS 11,355

cepas

trédgeno ensaya

razas

Utilizacidén por las

das

DS, 7.103 DS 11,355

d-ribosa
d-xilosa
l-arabinosa
l-ramnosa
d~glucosa
d-galactosa
d-fructosa
d-mannosa
l;sorbosa
lactosa
maltosa
sacarosa
trehalosa
celobiosa
rafinosa
dextrina
inulina
almiddn
glicdgeno
glicerol
eritritol
"adonitol
dulcitol
h-mannitol
d-sorbitol

inositol

= + o b ) e A = o 4 o

+ 4+ -

S T T S e S T I S L L A ST S

4 g e

NDSNa

NUzNa

SDa(NH(‘)2

PO H(NH,),
adenina
adenosina
uracilo

urea
l-asparagina
glicocola
sarcaosina
dl-alanina

dl-valine

dcido-dl-aspértica

dcido l-glutdmico
l-arginina
l-lisina
dl-treonina
dl-metionina
taurina
dl-fenilalanina
l-tirosina
dl-prolina
l-hidraxiprolina
l-histidina
l-triptofano

P+ = o o e e

-

R ST S ST ST S S |

= o e

do e de =

doe A e e de de A= b d= 4= b

R R R
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Los nuevos procedimientos de preparacidn
del antibidtico 11,837 R.P. consisten esencialmente
en cultivar "streptomyces venezuelaa, var. fulvofur
vescens DS 7.103" o “"Streptomyces venezuelae, var,
fulvofurvescens DS 11.355" en medios y en condicio-
nes apropiados y en separar a continuacidén el anti-
bidtico 11,837 R,P. bajo la forma de su sal de pota
sio, por ejemplo,

Las condiciones generales en las que se
efectda el cultivo de“Straptomyces venezuelas , var.
fulvofurvescens DS 7,103" y de "Streptomyces venezug
lae, var, fulvofurvescens DS 11,355" para la produc
cién del antibidtico 11.837 R.P., asi como los méto
dos de aislamiento de este antibidtico a partir .de
los mostos de fermentacidn, son iddnticos a los que
se han descrito en la patente principal para la prg
paracidn del 11.837 R.P. a partir de "Streptomyces
viridans DS 9.466" (N.R.R.L. 3.087).

E)l antibidtico 11.837 R.P. producido por
las cepas DS 7.103 y DS 11,355 es una mezcla, la na
turaleza de cuyos constituyentes es idéntica a la de
los constituyentes del antibidtico 11,837 R.P. pro-
ducido por la cepa DS 9.466; sdélo las.proporciones
relativas de los constituyentes entre si pueden va-
riar de una cepa a otra, o incluso dentro de una mig
ma cepa, de un lote de producto a otro.

La puesta en evidencia de los constituyen
tes da las meztlas puede realizarse por métodos .cld
sicos de andlisis de mezclas de antibidticos, por

e jemplo por cromatografia sobre papel y sobre capa
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dslgada, asi como por electrofdresis, seguidas de
revelacién microbioldégica, por ejemplo por aplica-
cidn sobre placas de gelosa sembradas.

lLos sspectros infratrojoé de las produc~
tos obtenidos por cultivo de las nusvas razas, si
no son estrictamente indénticos al espectro que fi-
gura en la patents principal, presentan prdcticamen
te las mismas bandas de absorcidn con tan soloc algu
nas diferencias de intansidades relativas resultan-
tes de las proporciones variables de los censtitu-
yentes entre sf,

Los s jemplos siguientes, dados a titulo no
limktativo, muestran como puede ponerse en prdctica
el invento, En cuanto aqui sigue, se determina siem
pre la actividad por dosis bioldgicas por el método
de difusidn utilizando Bacillus subtilis como ger-
men sensible y con relacidén a una muestra de 11,837
R.P. puro tomada como contraste, Esta actividad se

expresa en unidades /u) por mg para los productos

9 s : 3 .
- gflidos y en unidades por cm para las soluciones

{(1a unidad se define como la menor cantidad de pro-
ducto que, disuslta en 1 cm3 de un medio de cultivo
apropiado, inhibe el crecimiento de Staphylococcus

aureus 209 P en condiciones datarminadas).

Ejemplo 1 -
Se carga en un fermentador de 170 litros:
- carn steep 4,800 Kg
- glucosa hidratada 2,400 Kg
- cloruro sddico 0,600 Kg

- sulfato de magnesio 8,120 Kg
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-~ agua, complemento para 110 litres.

Despuds de haber ajustadeo el pH de la mez
cla a 7,30 con 535 cm3 de lejia sddica (d = 1,33),
se efiade ademds:
~ Carbonato de calcio Q,GDU Kg.
Se estiriliza entonces 8l medio de cultivo a pH
7430 por borboteo de vapor a 122°c durante 40 minu-
tos. Tras enfriasmiento, el voldmen del caldo es de
120 litros y el pH de 6,90. El medio se siembra con
200 ml de un cultivo, en erlenmeyer agitado, de la
cepa Streptomyces venezuelae var. fulvofurvescans
DS 7.103. Se desarrolla el cultivo a 30°C durante
28 horas agitando y aireando con aire estéril; re-
sulta entonces adecuado para la siembra del cultivo
productor.

Se efectida el cultivo productor en un fer
mentador de 800 litros cargado con las siguientss

sustancias:

- corn steep 20 Kg
- almidén 7,500 Kg
- aceite de soja 7,500 litros
- fosfato monopotésico 1 Kg
- sulfato de magnesio 1 Kg
- cloruro de cobalto hidratado 0,010 Kg
- agua, complemento para 460 litros

Tras haber ajustado el pH de la mezcla a 7,15 con
2800 ml de sosa concentrada (d = 1,33), se affade a-
demds:

- carbanato de calcio 5 Ka

Se estiriliza el medio de cultivo a pH
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7,35 por borboteo de vapor a 12206 durante 40 minu-
tos. Despuds del enfriamiento, el voldmen es de 490
litros y el pH de 7,05. Se siembra entonces cén 56
litros del cultivo inoculum en fermentador de 170
litros descritoc mds arriba. Se efectda el cultivo a
30°C durante 96 horas, agitando con ayuda de una .
turbina que gira a 285 v/m y aireando con un caudal
de aire estéril de 25 ms/h. el pH del medio es enton
ces da 8,55 y el volumen del mosto de 420 litros., La

cantidad de antibidtico presente es de 1820 u/cms.

- Ejemplo 2

Se toman 420 litros de mosto de cultivo de
Streptomyces venezuelae, var. fulvefurvescens DS
7.103 preparado como se ha descrito en sl ejemplo 1,
y se ajustan a un pH 4 con ayuda de dcido fosfdrico
en una cuba agitada, Después de media hora de agi-
tacidn, se afiaden 20 Kg de Clarcel DIC al mosto y se
snvia la suspensidén sobre un filtro~-prensa. Tras
filtracidn, la torta micédlica se lava en el filtro
Bon 200 litros de agua. Se dassechan el filtrado y el
agua de lavado unidos (volumen total 550 litros).

Se toma la torta hiimeda cuyo peso es de 113 Kg y se
pone en suspensidn en una mezcla de 250 litros de
metanol y 50 litros de agua en una cuba con agita-
cidén. Se ajusta el pH de la suspensidn a 7 por me-
dio de sosa (d = 1,33) y se mantiene la agitacién '
una hora, Después de este tiempo, ée envia la sus-m
pensidn sobre un filtro-prensa y se lava la torta
con 50 litros de metanol que contienen un 30 % de

agua,
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Se desecha el micelio agotado cuyo pesso es
de 96 Kg. Se concentra el extracto met{lico del mi-
celio (volumen total 360 litros) bajo presidn redu-
cida (40 mm de mercurio) en un aparato de reciclado
continuo, hasta un voldmen de 6 litros, Se precipi=-
ta sntonces el concentrado; por medio de una mezcla
de 30 litros de etanol y 40 litros de acetona,

Se orea el precipitado, se lava y se seca
en estufa bajo vacio, y se obtienen asi 780 g de un
producto cuya titulacdién es de 515 u/mg.

E jemplo 3

Se disuelven 780 g del antibidtico prepa-
rado segin se ha descrito en el sjemplo 2 y de una
tituleacidén de 515 u/mg, en 10 litros de agua desti-
lada.

Se Filtra la solucidn sobre un lecho de
silice fésil y se pasa después por une columna (dig
metro interior = 9 cm) que contiens 6 litros de re-
sina Dowex 1X2 en ciclo cloro. Se lava la columna
sucesivamente con

- agua destilada, hasta que el efluente

sea incoloro 6 litros
- mezcla dcido férmico~agua (10-90 en

valumen 20 litros
- mezcla dcido fdérmico-agua-metanol

(10-10-80 en volumen) 20 litros
- mezcla metanol-agua (80-20 en volumen 20 litros

Se sluye entoncas el antibidtico con la
mezcla metanol-agua (80~-20 en volumen) con adicidn
de 10 g/l de cloruro de potasio,

Se recogen fracciones de 10 litros; las
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30.

- 18 -

fracciones mds activas ( 2 a 6) se reagrupan y se
concentran bajo presidén reducida a una temperatura
inferior a 4000 hasta obtener un volumen final de 3
litros.

Se dializa el concentrado 4B horas contra
40 litros de agua destilada renovada tres vecess por
intermedio de una membrana de Cellophane, para eli-
minar las sales y diversas impurezas, y después se
liofiliza,

Se obtienen asi 27 g de antibidtico puri-

- ficado, bajo la forma de sal de potasio, con una ti

tulacidn de 12,300 u/mg y con los caracteres fisico

quimicos siguientes:

- Aspecto: polvo amorfo color crudo rosado fdcilmen
ta soluble en el agua.

- Espectro ultravioleta: determinacidn a partir de
una solucidn de 50 mg/l en el agua: un
mdximo de absorcidn a 255nm(Ei%cm = 106,5).

- Su composicién elemental sstd prdxima a la siguien

te:
C% = 46,9 H% - 6,65 0% = 36,9 (por diferencia)
NE = 4,5 PE = 2,1 K& = 2,95

Ejemplo 4

Se prepara en un fermentador de 170 litros
sl medio de cultivo inoculum como se ha dicho en el |
ejemplo 1. El: medio, cuyo pH después de esteriliza-
cidn es de 7,0 se siembra con 200 ml de un cultive
en erlenmeyer agitado de la cepa Streptomyces vene-
zuelae var. fulvofurvescens DS 11.355. Se desarrolla

el cultivo durante 30 horas en las condiciones de
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agitacidn, de aireacidn y de temperatura descritas
en el ejemplo 1.
Se efectla el cultivo productor en un fer
mentador de 800 litros cargado con 500 litros del me
5. dio descrito en el ejemplo 1. Este medio, cuyo pH
tras la esterilizacidn, es de 6,90, se siembra con
50 litros del cultivo inoculum en fermentador de
170 litros arriba descrito . Despuds de 99 horas de
cultivo en las condiciones de agitacidn, de eairea-
10. cidn y de temperatura empleadas para gl cultivo del
ejemplo 1, pH del medio es de 8,45 y el volldmen del
mosto de 495 litros, La cantidad de antibiotico pre
sente es das 1520 u/ml.
Ejemple §
15. Se tratan 495 litros de mosto de cultivo
de Streptomyces venszuelae var. fulvofurvescens DS
11.355 como se ha descrito en 8l ejemplo 2.
58 obtienen 480 g de antibiotico bruto de
una titulacidn de 1000 u/mg.
20. Ejemplo 6
470 g del antibiotico bruto preparado co-
mo se ha descrito en el ajemplo 5 y de una titula=-
¢idn de 1000 u/mg. son tratados como en sl ejemplo 3.
Se obtienen entonces 14,6 g de antibidti-
25. co purificado bajo la forma de sal potdsica, de una
titulacidn de 19.400 u/mg y con los caracteres fisi
coquimicos siguientess
- Aspecto: polvo amorfo blanquecino fdcilmente so-
luble en agua,

30. - Espectro ultraviolete: determinacidn a partir de
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una solucién a razdén de 50 mg/l en agua:

un méximo de absorcidn a 256 nm (El%

1cem
= 120).
- Su composicidn elemental es la siquiente:
S. C% = 4644 HY% = 6,35 N% = 4,1 P% = 2,3 K% = 6,9
0% = 33,95 (por diferencia).
NOTA

Descrita sufitientemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarlo en la préc

10, tica, debe hacerse constar que las disposiciones an
teriormente indicadas, son susceptibles de modifica
ciones de detalle en cuanto no alteren su principio
fundamental. También se hace constar que el invento
corresponde a una Solicitud de Adicidn, presentada

15, en Francia, con fecha 30 de junio de 1967, bajo el
ndmero PV, 112,713; acogiéndose por lo tanto a los
beneficios que conceden los Convenios Internaciona
les en vigor, sisndo lo que constituye la esencia
del referido invento, y por lo que se solicita ler.

20, Certificado de Adicidn sobre: "NMejoras introducidas
en el objeto de la patente principal n? 304.1956,
concedida el 13 de octubre de 1964, por: "PROCEDI=-
MIENTO PARA LA PREPARACION DEL ANTIBIOTICO 11.837
R.P."; caracterizédndoss por lo siguiente:

25, l12,- NMejoras introducidas en el objeto de
la patente principal n® 304,196, concedida el 13 de
octubre de 1964, por: Procedimiento para la prepara
cidn del antibidtico 11.B37 R.P., por fermentacidn
de un streptomyces en las condiciones habituales, ca

30. racterizadds porgque se cultiva una cepa selecciona-



10,

15.

w 2] -

da del género consistente en Streptomyces venezue-
lae, var, fulvofurvescens DS 7.103, NRRL 3354, vy
Streptomyces venezuelas, var., fulvofurvescens D&
11,355, NRRL 3355,

28,- [te joras introducidas en el objeto de
la patente principal n® 304,196, concedida el 13 de
octubre de 1964, por: Procedimiento para la prepara
cifn del antibidtico 11.837 R.P,, tal y como queda
sustancialmente descrito en la presente fMemoria.

Esta Memoria consta de 21 hojas escritas
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