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. MEMORIA DESCRIPT@A 8 ooy
' 4 d ( 1 ‘

para solicitar
PATENTE DE INTRODUCCION
8 n

ESPAK &

-

por DIEZ aflos
! ' a nombre de MERCK & CO., INC., entidad norteamericana, esta-
blecida en 126 Bast Lincoln Avenue, Rahwayfiueva Jersey, Es-
tados Unidos de América, por:
: ) *UN PROCEDIMIEI™0 PARA LA PRUDCCION DE PENICI-
LINAY.
0= 0w 0m D 0eDm 3= 0= 00 0= 0= Qm J= 0= 0= 0=0=0-0=0=0=0~0~0=~0=0=0~=0=
Bste invento se refiere & procedimientos mejo-
rados paras la produceidn de penicilina.
Guand® se emplee el vocablo "penicilina®™ en to-
da esta llemor#a, pretende definir la susfancia antiﬁactéri-
5 ca producids por moehos psrtenecientes &l género Penicillium
cuandoiel pH del medio es casi neutro o estd en el lado al-
calino, las propiedades de cuya sustancia han sido descri-

§ tas por Abraham y otros (Lancet, 241, 177-89, 1941l; y Bx.

Jr. Exp. Path., 23, 103-120, 1942); a distincidn del prin-
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cipio diferente aislado y descrito por Coulthard y otros (He~

ture, 150, 634-35, 1942); y Roberts (Jr. Biol. Chem, 147,

47.58, 1943}, y que es formado por mohoc pertenecientes al
género Penicillium cuando el medio verma-nece distintamen-
te ﬁcido, en la escala de pH de aproximadamente 3,0 a 5,0.
Ios procedimientos hasta ahore conocidos para la
produccidn de penicilina suponen el tipo de crecimiento en

tampbn superficial estacionario del Penicillium notatum en

capas ée medios de escasa profundide-d. Tales procedimien-
tos estacionarios de'tampén superficlal son desventajosos
para las operaciones comerciules de produccién 2n gran es-—
cala.

Hemos decscubierto shora un mdtodo por el cual

se produce penicilina mediante ruzegle Penicillium producto-

ras de penieilins, en condiciones sumergidas., El procedi-
miento sumergido de nuestro invento posee muches ventzjas
sobre el procedimiento por cada de poba sltura, y represen-—
ta un tremendo ahorro en espacio, trabajo, equipo y tiem-
po, con uns economia resultante en losz gestos de produccidn.
Por la préctica del invento, se dispone por primera vez de un
procedimiaento p*éciico pera la manufactura comercial en gran
escalea de penicilina‘

De acuerdo con nuestro irvento, se produce peni-
cilina con grandes rendimisntos, en condiciones-sumergidas,
empleando aireacidn, o aireacidn més agitacién mecénica, cuan-

80 un medio acuoso es sometido & la accidn de razss de Peni-

_eillium productoras de penicilina, tales como el Pen. notatum
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o el Pen. chrysogenum, mientras se mentiene el medio a un pH

de aproximadamente 6,0-8,5. lHemos descublerto que, en ta-
les condiciones sumergidas de formacidn de penicilina, se
consigues un crecimiento exhuberante del moho mucho més ri-
pidamente que en los cultivos estescionarios, y el organis-
mo crece homogéneamente a través de la masa del medio 1fqui-
do, en forma de pequeciias colonlas separasdas y pliezsas hayo—
res o menasfe micelio vegetativo, y puede cultivarse en
tanques adecnados. ademds, la proporcidn de formacién de

la penicilins ée acelera marcadamente an condiciones sumer-
zldas de ucuerdo con nuestro invento, ¥ se consigue la néxi-
ma formacidn de peniciline en un perfodo de tiempo mls cor-
to gue el regquerido en les condiciones de crecimiento super-
Ticlal estacionario {2-6 dfas 2n compar&cién a 7-14 afas o
nés.

La aireacibn, o la aireacibn y egitecidn, em-
pleadcs en nuestro procedimiento, pueden obtenerse(por 1e -
dio de cualquier método o de cualquier dispositivo, o com-
bineciones de dispositivos, que aseguren la disolucidn ade-
cuada del aire & través de todo el medio. Por ejemplo, pue-~
de ha cerse pasar cire a travéis de la slturs del medio en
un tangue de bustante alturs, habiendo sido conddecido den-
tro del tanque mediante una simple aperturas de tubo. La
gdecuada disolucidn del aire puede ssegurarse por agitacidn
mecénica, por ejemplo, mediante hélices o un tubo-mezcla=-

dor, o la disolucidn del aire puede lograrse hacidndolo pa-
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sar por pulverizadores O dispositivos similares que, de he-
cho, desmenuzen el aire de modo que se presente una mayor
superficie del airg¢hlas células suspendidas en ¢l medio., En

1timo coso, le ugitacidn mecéinicu puede reducirse o eli-

e

-
A

[0]

minarse en absoluto, siendo suficiente el paso del aire a
través del l{quido purs proporciorur una adecuads agitaoién
para la operccidn satisluctoris del procedimiento.

Pueder usarcse verios medios pare le produccidn
de peniciline en condiciones sumergidas, de acuerdo con
nuestro invento. Por ajemplo, tales medios pueden conte-
ner m:terial nutricio que incluya una fuente de carbono y
enerzfu. En ciertos cacos, a describir en lo gque sigue,
los nmedlos puéden contener ademds una mezcla orgfinica con-
vleja que comprende sustancias nitrogenadas.

En el medio, podemos'utilizar sales nminerales
rutritivas como, por ejemplo, sales nitrabtades, como las de
sodio, potasio, magnesio, cselcio, etc.; urea, sales amonia-
cales, 1fcuido de maceracidn del malz, etc. lLessales mine-
rales nutritivas pueden utilizarse en diversas combinacio-
nes y concentraciones, representadc esencialmente la signiente
una coﬁposicién t{pica: HaR03—6,O grs, ; KH2P04 - 1,5 grs.;
1igS0, +7H,0 - 0,5 grs.; por litro de agus.

Como fuente ds carbono y enerzfa, podemos utili-

zar sustarciss asimilables por ruzas de Penicillium produc-~

toras de penieilinu, incluyendo los hidratos de carbono, 8l
. . < P
glicerol, las mezcles de los mismos, l{quldo de muceraciodn

del mafz, ete. Le fuente de curbono y enercsis puede usar-
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se er concentraciones de 0.5 - 10% y, con Prefersncia, en
concentraciones de l-4%, por vollnsn de medio.
. . a 2 i o
Algunss sustancias, tzles como el liguido de me-
4 afx, : i e tienen btanto material nu-
ceracion del malzx, por sjemplo, contiernen ma n

. . Y SR »
tricio como lu fuente ds carbono y enerzis ssimilables por

razas de Penicillium productoras de penicilina y, por con-
siguiente, un medio acuoso Ce las nismas puede usarse para’
A I 4 . . N .
la producecidn de penicilina, & acuerdo con este invento.
Hemos comprobado, zdenés, que cuando se usa un
medio de cultivo que comprende ssles minersles nutritivas
y una fuente de carbono y enersfa, tal como el glicerol,
» - s a®
azlcsr morena, dextrosa, melazss,sgcarosa, almidon, ete.,
la valocidad de formacidn de penicilina es favorecida si
tal madio es suplementado por la adicidn de ciertas mezclas
l S . -
organicas complejas gue comprenden sustanclas nitrogenadas.
» . :
Las mezclas organices complejas gue comprenden sustancilas
nitrozensdas y que son Gtiles para esta finalidad incluyen
1fquido de meceracidn del mafz, harina de tortas Ge haba
de soja, hurina do semillas de ulgoddn, extructo de levadu-

ra, autorizzfo de Penicillium, etc., 0 similares.

Si en el medio de usan sustanciss muy dclda-s,
tales como el 1fquido de maceracidn del mailx, por ejemplo,
hémos gonprobado ¢ue es zconsejable aliadir un ;gente neu-
tralizudor tal como el carbonuto de caleio, &lcelis solu-
bles, como por ejemplo, NaOH o KOH, o mezeclas de carbona-
to de calecio y fAlcalls solubles. Como ilustrscidn, el agen-

te neutralizador puede ser aladido en une contidad de aproxi-

\n
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madamsnte 0.2-10 grs. a un medio gue countenga 20 ml. de 1f-

e —y

quido de maceracidn del mafx, por litro de malio, con bue-
nos resultados. IEn lugar de ailudir el agente neutraliza-
o . ) L .

dor al medio, las mezclas orgénicus complejas que compren-—

de:

I

1 suetancics nitrogenadas pueden traturse con &1 antes de
su adicidn al medio.

Pare obtener los mejores resultados, el proce-
dinlento scumergido de nuestro invento se realizs preferen-—
terente & una temperatura de 20-25% C, sunque también pue-
den emplcarse temperaturas no comprendidas en esta escala.

Las sales de zinc, tales como el sulfato de zino,
tienen un efecto estimulante decisivo sobre la produceidn
de penicilina, en condiciones sumergides, salvo en presen-
cia de mezelas orgdnicss complejas que comprenden sustan-—
cias nitrogenadas, en cuyoc caso la sai de zinc parece gue
no surte efscto. La sul de zinc no precisa aiisdirse al me-
dio, sino yue puede sstar contenidas como impureza en alguno
0 en todos los otros constituyentes, %ales comec el &agua, ©0
las sales nutriclas brubtus, en cantidaiss suficientes para
satisfuacer laé neccecsidades del proceso.

Otra detalle de nuestro invento reside en nues-
tr0o descubrimiento de que, en condiciones sumergidas, la
produceidn v le acunnulacidn de penieilina evanza muy satis-
factoriamenté en tanques construldos de acero &l carbono.

A fin de impedir la_fofmacién de espuma duran-
te la esterilizaci5n del medio, y durante ¢l proceso sumergi-

do, pu@dé giadirse al medio un agente anti-espumante eficaz,
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MALA REPRODUCCION
POR DEFECTO DEL ORIGINAL {

tal como el citruto tributflico o ol aceits ds ricino sulfo-
nedo, por ejemplo.

4l llevar & la prfctica el proceso sumergido de
nuestro invento, un medio selsccionado, en condicidn esté-
ril, es inoculado con un fuerte indculo de una raza de Pe-
nicillium productora de penicilina, tal como el Pen., notatum

o el Pen. chrysogenum, y se deja svanzar el DProcsso en cone-

diciones de aireacidn, o de aireacidn y agitacibn, hasta

que se aleanza la mirima sctividad productora de penicili-
na, sezin se observa por el anflisis de umestras de los fil-
trados de cultivo. ‘

Los ejemplos sisuientes ilustran cémo puede prac-
ticurse este invento, pero los téecnicos comprenderin que las
variaciones de los mismos y la sustitucidn de equivalentes
gquedan dentro del amplio alcance del invento.

Ejemplod,

A 2700 litros de medio estéril que contiene por

litro de agua:

Liguido de maceracidn del mafz . + +« « + ¢« « +» o o« . 30 mls,
AzOcar norena (calidad n%. 13 blanda) « « ¢« ¢« « +» «» 20 grs.

N&NO ® 4 B e s e ¢ e e & » o ® e s ® s a e s ® s 6 TS

mIzpa e & 6 8 e & a3 e ® ¥ ¥ 8 s s 2 B & & e & s o o 1’5 grs,
0 . 0 e & & e @ o 8 s+ e+ . ln s & s e e & . s & Qgs grs.,

Mgs 7%. e & e o 8 e 6 & e 8 ® » s 2 & ¢ e 8 s e @ 5 h‘s.

contenido en un tanque de 3.400 litros, se aiiade un fuerte

indculo de Penicillium notatum, ¥ lc mezcla se aire conti-

nuamente por medio de un pulverizador de tubo anular que
tiene agujeros de 1.6 mm. Flujo de aire, 540 dmﬁ/mim,; pre-

sidn 0.55-085 Kgs./cme. En cinco dfas, una muestra del fil-

-7 -




10

20

30

187371

trado del cultivo did en el andlisis 40 unidedes Florey/mil,

Ejemnlo II.
A 200 litros de un medio esté»il que contiene
por litro de apuag

Liguido de meceracidn del msfz « o v v ¢ + 4 4 « o o » 30 mls,
Azucar mOrena » . - . . - . ) ,. . . . . * L] 3 3 . = L] 020 gI'S.
I‘z’aNo - L d - - L] - * * . . @ - L] - - L] . L] L) L . L] L ] > > 6 grs.
KHPS,. . . . .

WSOy . 78,0

ca005 (aﬁ&dido separadamento) ¢« .« + o + s « 4 o o o s o 5 2rs,.
Citreto tributflico « v« & ¢ v 4 4 4 4 . . e v o o « o +200 cc.

contenido en un fermentador de acero al carbono equipsdo

con hélices, se le ailade un fuerte inodulo de Penicillium

notatum, y la mezcla se a-irea y agite continuamente. Flu-
jo de zire 4000 de/hora: presibn 0.34 Kgs/cma; agitacidn
de las hélicas, 400 re.p.m. Bn cinco 4fas, uns muestra del
filtrado del cultivo dib en el anilisis 49.6 unidades Flo-
roy/ml,

Ejemplo III.

A un medio sst8ril gue contiene por litro de
sguag

Liquido de moceracidn del mafz o o o « ¢ « v o o o 30 mls.
IanO L] L ] . . * * L] . . - - » - L] - L] . - * - L 4 * 6 grsl
Pé‘q’. ¢ &. 8 8 ¢ 5 3 8 € & s+ s & 5 s e & & o o a 1.5 grSe
! 0407320 o s e . s v @ ¢ o s e e o o s s e P . 005 gI'S.
0aC0z . « v + 4+ + v vt et e e e e e s e e e s 5 grs.
I‘ﬂelazas - . . . 3 . . . . - . . . L3 . . H] . - . . 4%

se le afiade un fuerte indculo de Penicillium notatum, y la&
mezcla se ailrea continuamente en condiciones sumergidas.
En 6 dfas, una muestra del filtrado de cultivo did en el
enflisis 43.2 unidades Florey/ml.

Biemplo IV,

L U T I B} e e v 4 e e L ’5 g:‘s.
. a L4 L3 . . . . . . . . N . . . . LI 4 . L] 0’5 grs.
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4 un medio estdril qua contiene por litro de agual

NaNO > ' . . . . . [ . . L] . . . . . [ L 4 6 grSQ
Oé 7 L N I %05 grs'
- 0 . . . . . . L] L] * . L] . 3 . » . . . * . 05 grs.
5 I\IeleuaH? -« . ] * . L] - L] . . . . . . - . * . . 3 q‘ﬁ

Se le afiade un fuerte indculo de Penicillium notatum y la

mezele se a-irea continuumente on cordiciones sumergidas.
En seis dfas, una muestra del filtrudo de cultivo aid en el
anflisis 33,6 unida-des Florey/ml.
10 Bjemplo V.
A un medio estéril que contiene por litroc de sgua:

Liquido de maceracidn del mefx . + . o o « + + » . 30 mls.

: NaI\IO * & & e o e« o a. 8 & ¢ & & e . » ¢ o+ 2+ & = ? gl‘S.

m e o e e ¢ 2 4 8 4 e o » w e s & s'e s » 35 gI‘S.

- . 15 @04 ?FZO e« 2 &6 % * e+ o ¢ 2 & » «e » e o « = « ® 0.5 gI‘S.
’ ‘ 08003 e &« ® @ e & & & e s+ a4 * e ® T & s o » ® e 5 gI‘S.

se le afiade un fuerte indculo de Penicillium notatum, v la

snezcla se alrea continvamente en condiciones de cultive su-
mergido. BEn cuatro dfss, una muestra del filtrado de culti-
20 vo did en el anélisis 22.4 unidades Florey/ml.

Bjemplo VI.

A un medio estéril que contiene por litro de acus:

Liquldo de mucﬂracién del méz . . + . « « o o o o 30 mls,

) e TE g
25 Pé e ® & e e & s s s s s a4 3 x s e l.SgrS.
2 MgSO4.7HEO s 8 @ s & & s 8 s 2 s s a2 s 8 e & 2 . .5 TS
CS.CO ® o ¢ & 8 & ® 8 s+ s & e o » . B s o s o grs.
Azficdr TIOTONA + v v o e e e e e e e e e e e l% '
! GLiceTOLl v o v o o o « o s o o 4 s e a e e e .. . 1%
30 se le aiods un fuerte indeulo de Penicillium notatum y 1lsa

mezcla se airea continuamente en condiciones swaergidas., En
. « . . &
seis dfas, une muestra del filtrado de cultivo did en el oné-

lisis 60.8 unidades Flgrey/ml.
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Ejemplo VII.

A un medio ectdril qua contiene nor Llitro de agua:

Liquido de macerucién dal maié e e e e e e e e e s 30 mls.
’?51\ . . . . e . * e . . * ® e . e - . . LI L] 6 51‘8.
% 3 * - - L L] . L] - L[] - » . L] L . . * L ] l ? 81"8.
0 .?H o . L] . . . . . L4 . . . . . . . . . L] - . . gI.S.
CLGOL" 2 * . . . » ] - - - L] . . L] * . » L] ] - 5 grs.

G‘llcgrOl. e ® 6 & 8 4 s 8 & s e e e s & ® ¢ s & 5 » %

Se le aficde un fuerte indculo de Penicillium netatum y la

Mezela ss zire continuamente spn condiclionss swaerpidas. EBn
seis dfas, une muestrs del filtrudo de cultivo, did en el
anfélisis 55.2 unidades Florey/ml.

Ejemplo VIII

A un medio estéril que contiene por litro ds agua:
Liguido de maceracidn dslmafz . . . « . . « . . « 30 nls,

Azuoar IOTETIH o o o o o & o o o s o o o o o o o » 20 grs.
I‘T&IO * . [ 3 . . >o . » - - . . . s . » » » - [ 6 grs.

s * [ [ * . . [ . . ] » = . ) . - . [ £y Y ] 105 gI'S.
Mé&p 7320 # & e s s s 8 = 8 e & s+ e = e e o o e oo 055 grs.
Oacda L[] L] & L] [ ] L ] 1 RJ » L . * L ] . - L] [ 3 - L3 * * [ ] [ 0‘5 grs.
so le aiade un fusrte indculo de Penicillium chrysogenum (Thom.

5034,11) y la mezcla se uirea continuamente, en condi-
ciones sumergidas. En tres dfas, uns mezcla del filtrado de
cultivo 4id en el enflisis 18.0 unidades Florey/ml.

Ejemplo IX
A un medio estéril qus contiene por litro de aguai

Liquido de maceracidn del mafiz . ., ., ., . . .. ... 3%
G&GOB.o'oongo.ooovn...o-..t.’ ous—lﬂ

- Y 4 . "
se le afiade un fuerte indculo de Penicillium notatum y la

mezcla ge airea continuamente 2n condiciones sumergidas. En
cuatro dfas, uns mezela del filtrudo de cultivo did en el

anflisis 29 unidades Florey/ml.

- 10 -
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4 un medio estdril gusz conticne por litro 4o agual

Ejemplo X

3 % de harinu de habus de soja,

se le adade un fuerte indculo de Pepigillium notstum y la mez-

cla se awirea continuemente, en condiciones sumergidas. Bn
tres d{as, une muestra del filtrado del cultivo did sn el
anilisis 17 unidudes Florey/ml.
Ejemplo XI
4 un nedio estéril gue contiene por litro de aguas
3 % de harine de soemilla de alzoddn

se le aiiade un fuerte indculo de Penicillium notatum y la

mezela se airea continuamente, en condiciones sunergidas,
En cuattro dfts, una muestra del filtrado de cultivo did en
¢l anflisis 18 unidades Florey/ml.
Bjemple XII
A un medio estdril gue contiene por litro de agzua:
% % de gérnmen de triso .

- P4 - - < x .
se le ailade un fuertes inoculo de Penicillium notatum y la

mezcla se airea cbntinuamente en condiciones sunergidas., En
cinco afas, una muestra del filtrado del cultivo did en el
anfélisis 21 unidades Florey/ml.
Ejemplo XIII
A un medio estdril que contiene por litro ds aguas

%% de aguas residuales de la fabricscidn de whiskey
se le afizde un fuerte indculo de Penicillium notatum v la
rezcla se airea continmuumente en condiciones sumergidés. BEn

cinco dfas, una muestra del filtrado del cultivo did en el

- 11 -
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andlisis 8 unidades Florey/ml.

Pueden introducirse modificaciones al realizar
el presente invento sin apartarse por =llo del esp!ritu Y
del alcance del mismo; sdlamente hemos de quedar linitados

por las relvindicacionss sanejas.

Los puntos de invencidn propia, no nueva, pero
no establecida, practicada, ni divulgsda en Bspafia, gue se
presentan para que sean objeto de ests Patente de Introduc-
cidn, son los siguientes:

18, Un procedimiento pars la produccidn de pe-
nieciline, que comprenda someter un medlo zcuoso gue contie-
ne material nutricio gue incluye una reservae de carbono ¥y

energzfa asimilables por cepas de Yenicillium productoras

de penicilina a la acecidn de tales cenus, en condiciodnes
aerdbicas swaersgidas,

2%, Un procedimiento sezln se reivindica en el
punto 12,, en &l cual sl medio ucuoso se manticne a un pH

de aproximsdemente 5,0-8.5 mientras estf siendo socmetido &

la a@ccidn de las cepas ce Penicillium productoras de peni-

- 12 -
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gilina. _

3 -Un procedimiento segﬂn se reivindios en los
puntos 1R, ©O 25., en el cusl dicho medlc acuose contiens sa-
les nutritivas y oerbohidrato asimilables por las cepas de
Beniciliium productoras ¢e penecilineg,

48, - Un procedimisnto seghn se reivindica en al
punto 32,, en el cusl dAichO medio acuoso contiene azficar mo-
Taha.

58, = Un procedimiento segfin se reivindices en el
punto 32.,en el cual dicho medi0 acuoso eontiene mlésas." |
68 -« Th prooedimiento segln ss reivindice e
oualguieras da 10g puntos 18 & 38.,en el cual dicho me-
410 acuoso contiene iiquido neutreligedo de mgoeracifn del |
maize ,

7¢ < Un proocedimisnto segln se reivindica en
cualquiers de lo=s pum.'.os'n a 3., en el cusl drcho medio
aocuoso contiene liquido d¢ macerscién de maig y oarbonsto
de calalo. ' '

g2 - Un procedimiento segfin se reivinfiocs en
cualguiera da’ los puntos antgr:ores, en el 'dual dicho medio
acuoso ocontiene una mezcla org&nica'oon@leaa qué comprende
suatenciss nitrogenadas.

98 -~ Un prooedimiento para producir penioilina ,
en esencia como se he doserito. 7

102 - b procedimiento para la produccién de pe-
nicilina,

tal y oomo se ha desorito sn la wemoria que en=

- 13 -
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tgoads | ra log

y para loz fines que se han especiticald o,
Ests I R
) Hamoric congta de catorce hojes escritas a

usaria o 2 1 MAY. 1949

Alberto do Elzaburu
P

mfguira por uns s0la cars.

Ch/.
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