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DESCRIPTIVA

sotioitar 187378

BE IFVByoioy
an

ESPANA

por VEIPTE Afos

a nombre A# MERCK Co., INC., entidad norte*aeric*ia, esta-

blecida #n 126 East Lincoln Avance, Rahway, yroev* Jereey,

Estados Unido# da Amarica, por:

"uy PROCEDrniENTO PARA LA PROHJCClar BE HMICILI?A"..

&

Rata invento ee refiere a la produccion de peni-
cilina, y mas particularmente a medios perfeccionado# de
producir por fermentacién bencil-penioilina.

Bl invento afecta al# produccion da penicilina

t~ciO3, en condicione# aireadas sumergidas, de

uo medio acuoso nntricio por medio de un eomioeto conveniente
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pera sintetizar mas de dos tercios de un miligramo de benoil-
penicuina por milimetro de cuido fermentado.

Los hongos productores de penicilina hm variado
muoho en su capacidad para producir penioilinaa, ciertas
mejoras en su ot*pacidad hm sido efectuadas por la seleccidn
de tipos procedentes de la naturaleza, y por procedimientos
de mutaciéon artificial. El mutacte artificial oonocido co-
mo yen joilinm ohyeojspnam %.176, proporcion ado por la iperioao
Type Caltare Colieotioc de Washington, D.G., y por otras co-
lecciones de (cipos, ha sido considerado, en general, &aata
ahora, como el mejor productor de penicilina de gae podia dia
poneras. La maxima producciéon de penicilina por ei P,Chry-
sogennm Q-176 ha oscilado desda unas 900 a 1.000 unidades in-
ternacionales de penicilina por mililitro de caido ierm&nta-
do. Este rendimiento, econémicamente inadecuado, que repre-
senta menos de dos tercios de miligramo de penicilina por mi-
lilitro de caldo, 3a supuesto si empleo de amplios equipos y
complicados procedimientos para is produccion industrial de
penicilina.

Los inconvenientes de un rendimiento tan reducido
han sido intensificados por la circunstancia de que, en ia
produccion microbiolégioa de penicilina, oourren en el oaido
fermentado cierto numero da pSnioilinas que difieren quimica
y biolégicamente. De estas, la benoHp*nioiiica+a la prin-
cipalmente deseada desde ei punte de vista medioo, y las pro-
porciones en las cuales ocurre en el caldo fermentado, se ha
oreido asnalmente que dependen principalmente de las oondicio

nes dei cultivo, pero loa solicitantes han descubierto qae
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también dependen on gran medida del tipo de hongo empléado
en la fermeértacidg., &n 1e8 cordiociones de 1a produccidn

industrial, 1a proporoién de bencfipéniocilina éntre las peni.

- Gilines totales sirtetizadas por el P, orhysogénum Q176 ha

®xc¢did0 rarawsnte del 60 por ciento; @8 decir, el Caldo fer

mentedo 4¢ @ste muilen t@ ha 080ilado on unes 540 s 600 upide

des interpacionales 49 béncilpeniocilipa por mililitro d¢ ogl

do, © 8010 up rendimiento normal 46 aproximaedemen t® un tercio
de miligramo por milildtro, | |

Otra desventsaje que ocurre en la produccidn de 1e.
niciline por ferm@ntacidn ha 8ido qué 108 organimos prodpa.
tores de popicilins emplecdos® hastg ahora hen domunioédo im.
purezas coioreadas s 1a mezole dé penicilinad producides dne
rapte 1 nrooceso de former tacit'm.. Kstes impurezas, oomunmen
t¢ amarilienta® hap hecho preciza la puriﬁcacisn de las sa.
1é® cristalizades de beroilpeniociline por repetides lavados
corn disolventes, y esta practice hae disminufdo »o rianes te
108 rendimien to® totales d¢ 1a bencilpenicilins misma.

Los solicitemt®d han producidoc tipo® méjorados de
hongo® productoreés de peniciline que, cusdo son oultivedos
8uup rgidos én 94108 putricios aireados adecuados, sop espe.
Cialuénté apto® pars le produccion de une centidad de penici-
lio a8 que 65 én 6sercia ©1 doble de 1a captidad total de pea
£icilinaes heches por 1o0s hongos productores de pepicilina

prYéviauen te conocidos, Este cambio desproporcionado on o1

Tésultado de 18 formentecion va acompafiade POT 188 nuevas oir
Gunstuncia® ventajosas #iguion 198 ; De 1a cmtided total de

Moicilines qué® 108 tipo® d° hongos mejormdos de esta solici-
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tnd sintetizas en ei caldo fermentado, le proporcién de bea-
cUpOnioHina aumenta inesperadamente hasta un prdtoedlo de
80 por ciento y mas, de modo que la oectidad real de benoil-
penicilina producida por estos hongos mejorados es dei orden
de 2 1/2 veces la que es prodacida por el mejor productor da
penicilina anteriormente conocido. ademas, ei uso de sos
tipos de hongos mejorados en ios procesos de ios solicitan-
tes, tipos goe no secretan pignento dorante so actividad de
fermentacion, permite la consecuciéon econdémica de rendimien-
tos de aislamiento de aaiea cristalizadas de bsncilpaniollla*
mayores qoe ios derivados hasta ahora por medio de cualquier
hongo oonooido productor de penicilina,

uno de los objetos de este invento es si de crear
medios de mejorar la produccién de penicilina por fermenta-
oién .

Otro- -objeto de este invento es ei de orear medios
mejorados para la produccion de rendimientos incrementados
ds bencilpenicilina da rarite la fermentacién en condiciones
aireadas sumergidas.

Otro objeto es ei de crear procedimientos Ae fer-
mentacién para la produccién de una proporcién aumentada da
bencilpenicilicaen la mezcla de penicilinas contenidas en
el caldo fermentado.

~octavia otro objeto es el de crear procedimientos
de fermentacion que, evitando esencialmente la descarga de
pigmentos Solubles por los organismos productoras de penioi-

lina durante la actividad fermentativa en condiciones airOa-

. . . . . ]
das sumergidas, permiten la recuperacion de oantidadee inora-}
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mentadas de pSnionina, particularmente las aenes cristalizau-
das de btHOiip.Biciiic*.

Nstoa y otros objetos aeree aparentes por las des-
cripciones y ies reivindicaciones que aqui ae exponen.

coa solicitar tes han descubierta, que loseumioetos
particuiarter te adecu ados para ia consecucfun ge eatoa obje-
tos por la fomentacién de medios nutricios aireadoa conve-
nientes sor loa tipos productores de penicilina, no secreto-
res de pigmentos, de miembros seleccionados de la penicilina,
ocn tal de que .sean tipos que, durante la actividad fermen-
tativa, a™an oapaoea de dar 80 % de las penicilinsS totales
oomc bepciipenicilina, y esta ultima en exceso de dos teroios
de miligramo por mililitro de ca##o fermentado. Rntre este
grupo, las series del p. ohrysogenum son especialmente otilas,
notablemente ios descendientes motados dei p. Ohryaogenum.

ios tipos de hongos definidos por la norata expues-
ta ei parrafo inmediatamente acterior se obtienen por pro
oedimientos de lactacién y de seleccidn. ia selecci6n,que
implica la eleccién y ei ensayo de tipos mutadoe para la
existencia en los mismos del standard deseado, puede eegeir
a la mutacion artificial o natural,

A continuacion se describe un procedimiento ilus-
trativo ds la forma en que se pbtovo un tipo de hongo Stan-
dard segln se uea en este invento.

las esporas del conocido matarte p. ohryaogennm
Q176 productor de penicilina, secretor de pigmento, que
habian sido cultivadas en peptona-gloooaa agar se pacieron

en suspension en agua estéril de i& fuente y mego ae eome-
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tieroc A tina radiacién ultra-violeta da una lampara esteri-

lisadora Wntlaghona* tipo 3B-17L782 que tenia oca inteneidad

maxima a 2637 i. .gatas esporas estabas a ana distancia da 200 mm
de esta fuente de radiaciones. La duracién de eetaexposi
6 oibn a la luz fue de una hora. La temperatura durante™gé&tt

esta exposicion fue de 2690.

Las esporas asi tratadas ae recubrieron con placas
de pepton*-glucosa agar y sa hicieron transferencias a oul-
tivos inclinados de agar de todas las oolonias que se deas-

10 rrollaron de las esporas supervivientes. Se ensayo le pro
dnotividad de penicilina de ios aislados resultantes, y el
aislado de produccion mas elevado se seieooiond pera el tra-
tamiento ulterior siguiente.

Las ssporas de este aislado se lavaroo en agua es-

16 téril del grifo, se filtraron a través de algoddn, y se irra
dieron en una capa de poca altura en una cubeta de petri
abierta con luz ultravioleta durante un periodo de 8 minutos.
La fuente de luz ara una lampara Hanovia tipo 16200,operada
a una distocia de 100 mm de la suspensién de la* esporas.

20 La temperatura de exposicién fue de 26aC. La* espora* sa-
perviviente* se recubrieron con placas de dextroaa d* pata-
ta y agar. Se hicieron transferencia* a cultivo* inclina-

do* de agar de espora* de todae las colonia* de individuo*

que se desarrollaron. Las ssporas de estos cultivo* inoll-
26 nado* seleccionadas para una grao productividad de penicili-
na se irradiaron luego en la forma ultimamente citada. De

esta tercera serie irradiada se seleccion6 un tipo que tenia

ei standard deseado, a saber, la incapacidad para secretar
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'pignOntos er medio® d® ferwer tacion, pPro la oapacidad de

sint®tizgr 60 % d® l1a8 pepicilinas tota.le-_oomo btnoupﬁzi-
cilinm, y ja bencilpeniciline asf{ producida, epn ©xceso de
do® tércigs de un miligremo por mililitro de caldo fermepta.

do, (
1o® tipos® mejorados asl producidos del mutente

F. Ohrzsognnm Q-176 tisren 1a8 principsies caracteristicms
morfoldgicas es{ son identificedo® como misSmbros de ls

serié p, ohrysogenum 46 los eumicetes, Dicho estapdard

distingue tgle® tipos mejorados de todos 108 miembros ocono-

c1d08 productorss 4 penicilina de la serie i ohrySogépam,
Ha 4@ eptenderse que @1 apterior ejemplo 98 da pare
ilustrar, po rsra limitar, ls forms én 1a coal se obtienen
lo8 tipos me jorados productores de penicilina, no secre tores
de jignentoa, del standar definido‘. Diveryes modificacio-
ne® de los proceédimientos se 1es ocurrirén facilmente a los
téonicos, tales oomo por 18 irradiacidn 36 mutmntes naturse
168 o artificiales, o por variamcion en ia intepsided o en la
~duracion de 1a irradiecion, o por variecion 4@ 1os medios de
irradiacidn 6 d® mutacidn, 0 por variacidn en la forma o én
le8 operacion®s de seleccion ¥ eneayo: v
Lo# tipos de hongos que tienén ©1 stendard defini.
4o son cepsces de producir rendimien tos mé jorados 4@ las pe.
Dioiline® y particularment® de bepoilpenicilina, coacdo Sop
‘caltivados de 69poras ¢ 4@ material vegetativo en una V"‘i?‘
483 de mediom en una amnlia gemg de o‘ondicionelu de cultivo,

loa medios mdecnedos contienen tne fuepte de oarbono, pTO~

borciorsado por los. cerbohidratos, teles como 108 monodcarides, |
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lo8 disecaridoa, mélazas, productos de grance y cersaleés; y

apa fuénte de nitrogéno, proporocionsde por 8&lés nitrogenadss

y complejos nitrogénogcs, teles® como protéiras o proteinss
degradades. Se 16 provorcionas al medio diversas ssles mi-

néraleés pare satisfacer 18 necosidajes eséncisies de estos

tipos 4@ hongo®, ¥y & menudo' 86 ipocluy® ep €1 médio un sgénte

néuiralisador, T.os medios Oontiénen también un preoarsor
tal oomo la fenilacetije tanolamine que suministra i grupo

bﬂnoilof. antes de que 6] medio see inoculwmdo, ©8 68tOTilla
zado por calor y pI'GSi:;n’.

Le ferméntacidp por 8408 tiros me jorados d¢ hongos
®® conducide por medio de orecimiento sumergido con agitacidn
y wireeoidn. TUn oétodo proforido de egitscidn @8 medisnte
nélices rotetivas que funcionen a unss 100 r‘.p'.m'. Yy un& pro=
porciop preferide 4@ aireacidn ¢8 de aproximsdamen te medio
Volum®n de 8ire por volvrméen 4@ medio por minnte, eunque O8
tos m‘togloo puédéen ser modificados sin alterer 1se8 capscidee
des Aproduatoran de periocilina de estos tiﬁoa de hongo® no 88.
eretores de piguﬁntoﬂ'. Las ferméntaciones se dirigen usual-
mente bajo presion positiva d6 aire, y a une témperatura con~-
trolsde déentro de 1m ©s8cala 40 202 @ 2890‘.

EJEMPLO 1.

S& preparc un medio 1{quido que ocontiepe® 30 gramos
de lactoss, 30 gramos e s501idos de 1{quido de macerecicn del
Daiz, 1 grano 4¢ CeClz, 1 gramo de fenilgcetile tamolemine,

3 gremos de Knego4, y agua doat:'uad; Tara comple tar np lif'ro;
Porcionés consistentes 6p 60 ml. 4@ ©ste medio $6 distribuyte

Ton ép matraceg Erjenme@yor de 250 ml, 'tapados con 8&lgodom,

A, o
A T R




10

16

20

25

187378

conteniendo cada eno 0.26 mi. de aceita de aoja. D**po*a

da la esterilizacién de este medio durante 20 minuto* a pre-
sion de vapor de 1.05 kga., ei contenido de loa matraca* **
inocal 6 con esporae de dicho matante eatsndard inducido por

ultravioleta, no secretor de pigmento*, productor de peoici*

lina. Se prepararon analogamente matraca* inoculado* oon
la* espora* del peniojllium ohrysop*num productor de
penioilina, eecretor de pigmento*. ha aireaciéon ** afeo,

to6 por agitaciéon del contenido dei matraz *obre un aaoudi-
dor rotativo a 220 r.p.m. a 24?C.
Loe alguien te* resultado* fueron lo* promedio* d*

varia* fermentacion** comparable*;

TABLa i
unidad** de peni-
cilina por mi.
— -rRiaa--—-—-—--
&.ohryaog*cum (~-176 secretor de pigmento.. . 540 *
Mutarite no secretor d* pigmento..........ccceee.. .. 1660

EJBMPLQ 2.

ile prepardé el medio siguiente; Solubiee secos de
destileria, 50 gramos, lactosa, 30 gramos, KHgpO”®, 2 gramo*,

fsnii acetile tanol amina, 2 gramoe, y agaa destilada para com-

.pletar on litro. Al medio #* ajust6 a pH 6.0 con KOH, y

** afladieron 10 gramos de ¢a<20g. Alicaota* de 60 mi. da
este medio se distribuyeron en matraces ErieamAyer 3a* con-
tenian 0.25 mi. de aceite de soga cada uno. Daapuea de

*9teriiizaoiéon, *1 contenido de los matraces se inoculdé con
material vegetativo d* dicho matante de P. ohryaogenum pro-
ductor de penioilina, no secretor de pigmento, del standard

citado. por lo demas, las otras condiciones eran la* mi*-
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m*a que en ai ejemplo 1.
i &Bt A II.
DI A* g
Unid_ao!e_s intimacit_i,n 9799 de _
Eépggfégif_Pfgquc'aga ror mi. 749 727 1060 1325
"JEHpL O 5_
Inoculo* Tentativo* gei motete no secretor de
pirmento dei ejea?jo 2 ae osaron en ra seria de produccio-
ase &R gran eu-caca de penicilina en fen#ntadore* de 46.000
litros operados bajo aireacion forzada, oon agitacién mec.
10 nica, a una temperatura de unos 249C. hasta que ™ alcanzé
la maxima produccién de penicilina.

-Ul medio de fe ¢mentacibn contenga por litro: 50
gramos de lactosa, 38 gramo* de sdélido* de liquido dé mao*-
raoion de maiz, 1 gramo de C*00g, 2 grano* de KHgFO®, 1 gra-
15 no de f?nilacetil*tacolamina, y agua dei grifo. Se ua*
aceite de soja como agente acti-espumarta.

loe resultados obtenidos de esta serie *e compara-
ron oon loe de t<a e-rie similar de fermentaciones oondaci-
da* con un motarte de p. ohrysog*nnmQ.i76 ultravioleta,pro*

20 ductor de penicilina, secretor 39 pig”~to.

Pos siguientes fueron los resultados medio*:

Unidades .internacionales Unidades intema- -
d* Penicilinas totales cion ale* de benoil

pSnioilina
~Por mi. por mi.
606

1410

Rotante secretor de piquento ggQ

Rutante no secretor de pigmento i ?20

10
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Se observara que se obtuvo un aumento del dobla en
la? penicilinas totales. Temblon se observara que el nutac
te no secretor de pigmento, al producir 82 % de bencilpeni-
ciliD*en iae penicilinas totales, efectu6é no aumento de do-
ble a triple de bencilpeniciiina.

EJEMPLO 4.

Las condiciones de fermentacién Ataron les mismas
que las descritas en ei ejemplo 3. Se hicieron 7 ensayos
en fermentado res de 45.000 litros con ei motante no secretor
da pigmento del ejemplo 2. ge compararon con los ensayos
en fermentadores de 45.000 litroe operados exactamente en
las mismas condiciones, salvo en que se 0s6é so matante de
P. chrysogsnum **-176 aeoretor de pigmento para iniciar le
fe mer tacién .

Al terminar estas fermentaciones, la penicilina
resultante se separdé de los caldos fermentado* por una serie
de transferencia* entre disolventes organicos y compensado-
res inorganicos. En estas transferencia*, se uadp*ntaca.
tato como disolvente, aunque han resultado satisfactorios
otros disolventes, tales cono eter etilico, acetato amiliop
y cloroformo. Compensadores adecuados son mezcla* d* fosfg,
to* potasico*, o carbonato sdédico.

Un precipitante especifico de la bencilpeniciiina,
lay-etilpiperidina, se uso para separar esta bencilpenioi-
Ilna de otrss clases de penicilina producid## durante la i*r
mentacion. Bate precipitado, denominado sal !r-*tilpip*ri-
dinioa bruta de benciipeoiciiina, sirve como compuesto de
partida para la reoristalizacién y preparacién de ia sal

sddica cristalizada pura de bencilpenicilina.

1
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La.priméra o-Sracion on le purificédion 4¢ lga sal

" Weetilpiperidinice 49 bBpncilpéniciline suponé 18VE&dos suce.

-
[Y 4

L3

i0

Pipo no se
Pigwnto

Mo ten te ge
Pilemento

8ivos Oon acétona para Separar ias impurezés pigmentedes de.
rivedas d61 cgldo de fermeptacicnp ‘. Como l1a #al N-8tilpipe.
ridirice 4 bepcilpeniciline 68 algo lolnble @n la 8cetona de
laevedo, oourrén périides de la misma Or s8ta fase, y no se he
dispuesto a6 upn método Satiefactorio para la recupéragidn em
osn tidades sustancial®s de 1a bepncilpenioiline “pmda' con
108 materiszles pigmontados dursnte el lavade con ae@tonl‘.
80 requiere ur volumen mucho mas reducido, ®in embargo, del’
1{quidc de 1avado, para separar materisles pignéntedos de 1a
sal N-etilpiperidinios obtenidm de estos nusvos hongos mo
eoretores de pigmertod gue 40 la 8al obtepida 46 la benocil
rénicilinea de fermértaciones reslizedas cor lo8 organismos
B8crétores de pignento® anteriomerte usadol;

A oontinuscicn 86 da une ilustracion 46 lo8 datos
medios de repdimiénto d6 uru serie de tendal realizadas ep

feruentadores de 45,000 litros,

TaBLa IV,

Unifades intemacionales Unidaies inteIne- DPorcentajef
de yaniciline en 18 sel ocionsles de peni. a6 penioci-|
brute F-0tilpiperidinica ociline perdides On line perdij

el lavado con 806. dm on ®1 |

tona ::::.do oop &
one
Cre tor de _ ’ . P
16,9 x 10° 2.12 x 10°. 12,5
Cretor de ‘ . .
12,4 x 10° 2,62 x 10° 21.2

3@ ve por estos dato® que, por el uso 4@ un tipo de
hongo no secretor de pigmento er 1a fermentacidn, la péraide

de aislamiento provoreionale débide ml lavado cor 8cetong @8

- 18 .

it Ly
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disminuid* en 45 %. Esta mejora es adicional * los anmentoa
so penicilinas totales y bencilpenicilina demostrados en
ejemplo 1, 2vyg.

¢Sata solicitud que corresponde a la presentada 63
los Estadas Unidos de N¢ric*. ei 7 de agosto de 1948, bajo
el numero 43.156, a, acoge a los geneficios del articulo g®

del viente Estatuto ge Propiedad industrial.

- W O T a -

loe puntos de invencion propia y nueva que se
sentan para que objeto de esta patente de Invencién e
R.pafa, porVEIC”™ afos, ,.n los siguientes;

is.- Un procedimiento para la producciéon de pe.
aioilna, ”“ue comprende laferm”t Lacién, en condiciones ai-
readas sumergidas, de n& medio nuurioio acuoso por medio da
on eumioeto destinado a sintetizar mds de dos tercio# da ao

miligramo da bencilpenicilina por Mililitro de caldo formen,
tado.

23.. *1 procedimiento segun se reivindica *n el

punto H, en ei cual ei eumioeto es apto para sintetizar
bencilpenicilinn en una proporciébn que representa mas de

80 % de la# penicilinas totales producidas en #1 medio
fermen tado.

13
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3%.- EIl procedimiento segun se reivindica en lew

punto* 1y 2 en ei cual se producen sales bruta* de beccil-

penicilina desprovista* en gran medida de impares** colorea-

da*.

49.- #i procedimiento segun *e reivindica etilo*

punto* 1 a 3, en el cual el eumiceto esta desprovisto de 1*

capacidad de secreter pigmento soluble durante la fermenta-

cién .

punto* |

6s.- jsI procedimiento segun ee reivindica en lo*

a4 en ei cual ei eumiceto ea un penioilliam produo-

tor de penioilina, no secretor de pigmento.

6%.- S| procedimiento aegun *e reivindica en lo*

punto* 1 a 6, en el cual el eumiceto e* un miembro productor

de penicilina no eeoretor de pigmento, de ia eerie del

peniciliium ohry*og*num.

79.- El procedimiento segun *e reivindica en lo*

puntos 1 a 6, que incluye agitar y airear mecanicamente ei

medio inoculado para favorecer el crecimiento y la fermenta,

oion eumergido*.

punto* i

89.- El procedimiento segun se reivindica en lo*

a7, *n ei cual el ~enioiUjum chry*og*nam ** indas

tifioabie por medio de iaa propiedades bioquimioa* et~dard

aqui descrita*.

93.- &l procedimiento seglin ae reivindica en lo*

punto* 1 a 8, en el cual la fermentacion *e realiza a aproxi-

madamacte 249C.

pantos i

109.- "1 procedimiento segun se reivindica en loa

a 8, que incluye cultivar previamente aamioetoa pr*-

14
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ductores de peneoiiina en medios nutrioios, irradiar sus es-
poras resaltantes, cultivar esporas supervivientes, y aeleo-
oionar da la progenie resaltante un oaltivo no secretor de
pigmentos oon la propiedad da sintetizar selectivamente Den-
cilpenioilina en axoeso de 00 por ciento de las paneoilmaa
totales producidas por 61 durante la fermentacién aireada
sumergida do medios nutricios acuosos, inocular luego un ne
dio nutricio acuoso oon material vegetativo de dioho cultivo,
permitir que avance la fermentacion aireada sumergida a una
temperatura dentro de la escala de 200 a 28* C, recoger los
productos, y separar la benoilpenioilina de los miemos.

0 - uh procedimiento para la produccion de pe*
nediima.

Tal y como se ha descrito en ia aemoria que antees*
de y oon ios i mes que se han especificado.

Esta gamona consta do quinos hojas escritas por

una sola cara.

i MAY. 1949

P. A
Alberto de Hzaburu

MALA REPRODUCCION
POR DEFECTO DEL ORIGINAL

Ch/. *
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