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DESCRIPTIVA

sol io i t a r 187378
BE I F V B y o i o y

a n

E S P A Ñ A  

por VEIPTE Años

a nombre A# MERCK Co., INC., entidad norte*aer ic* ia , esta­

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

Estados Unido# da Amárica, por:

"uy PROCEDrniENTO PARA LA PROHJCClár BE H ^ IC IL I?A " ..

&

Rata invento ee re f ie re  a l a  producción de peni­

c i l in a , y más particularmente a medios perfeccionado# de 

producir por fermentación bencil-pen io ilina .

Bl invento a fecta  a l #  producción da pen ic il in a  

5 t^ciÓ3, en condicione# aireadas sumergidas, de

uo medio acuoso nntric io  por medio de un eomioeto conveniente
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pera s in te t iza r  más de dos tercios de un miligramo de benoil- 

pen icü ina  por milímetro de cuido fermentado.

Los hongos productores de pen ic ilina  hm variado 

muoho en su capacidad para producir pen io iünaa, ciertas 

mejoras en su ot*pacidad hm sido efectuadas por l a  selección 

de tipos procedentes de la  naturaleza, y por procedimientos 

de mutación a r t i f i c i a l .  El mu tac te a r t i f i c ia l  oonocido co­

mo yen joilinm ohyeojspnam %.176, proporcion ado por la  iperioao 

Type Cal tare Colieotioc de Washington, D.G., y por otras co­

lecciones de (cipos, ha sido considerado, en general, &aata 

ahora, como el mejor productor de pen ic i l in a  de qae podía dia 

poneras. La máxima producción de pen ic ilina  por e i  P,Chry- 

sogennm Q-176 ha oscilado desda unas 900 a 1.000 unidades in­

ternacionales de penicilina por m i l i l i t r o  de caído íerm&nta- 

do. Este rendimiento, económicamente inadecuado, que repre­

senta menos de dos tercios de miligramo de pen ic ilina  por mi­

l i l i t r o  de caldo, 3̂ a supuesto s i  empleo de amplios equipos y 

complicados procedimientos para i s  producción industrial de

pen ic il in a .

Los inconvenientes de un rendimiento tan reducido 

han sido intensificados por la  circunstancia de que, en ia  

producción microbiológioa de pen icilina, oourren en e l oaido 

fermentado c ierto  numero da pSnioilinas que d ifieren  química 

y biológicamente. De estas, l a  benoH p*n io ii ica+a  l a  prin­

cipalmente deseada desde e i punte de v is ta  medioo, y las  pro­

porciones en las cuales ocurre en el caldo fermentado, se ha 

oreído asnalmente que dependen principalmente de las oondicio 

nes dei cu ltivo, pero loa so lic itan tes  han descubierto qae
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también dependen en gran medid* del tipo da hongo empleado 

en le  fermentación. sn lea condiciones de la  producción 

induetrial, i *  ppoporoión de bencj^enioilina entre i* *  p#ni- 

oiiinee totales aintetizadae por ei p. orhyaogenom ^-176 he 

excedido raranante del 60 por ciento; ea decir, el calda fer  

mentado de eate nmtaate ha oaoilado en anea 640 a 600 anide- 

dea internacionaiee de benoiipenioilina por m iliU tre  d# o*i 

de, o sólo en rendimiento normal de aproximadamente ce tercio 

de miligramo por m ililitro .

Otra deaventaja que ocurre en 1* producción de pe. 

n ieilina por fermentación ha sido que loa organismo# prodpo- 

toree de penioiüna empleados hasta ahora hsn oomunicado 

purezas coloreadas a la  mezcla de penicilina* producidas do­

rante ei proceso de fermentación. Eat^sz impureza#, oomonmen 

te emarillentas han hecho precisa la  purificación de iae sa­

lea cristalizada# de benciipenicilina por repetido# lavados 

oon disolventes, y esta práctica ha diamioaído seriamente 

loe rendimientos totales de la  bendipenioilina miama.

Loa eoiioitantea han producido tipos mejoradas de 

hongoe productores de penicilina qoe, cuando eon cultivado# 

aumergidoa #n medio# nutrioioa aireado# adecuado#, son espe­

cialmente apto# para la  producción de una cantidad de penici­

linas qu# es #ct esencia e 1 doble de i *  can ti dad total de pe. 

oioilinas hecha# por los hongos prodbotor#* de penicilina  

previanBnte oonoeidoa. Este cambio deaproporoionado On #1 

resultado de la  fsímentación va acompañad* por las nuevas oir 

ounatancias ventajoaas siguientes; De i *  cantidad total de 

penicilina# qu# loe tipo# de hongo# mejorado# de eat* so lio i-
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tnd sin tetizas en e i caldo fermentado, l e  proporción de bea- 

cUpOnioHina aumenta inesperadamente hasta un prdtoedlo de 

80 por ciento y más, de modo que la  oectidad real de benoil- 

pen ic il ina  producida por estos hongos mejorados es dei orden 

de 2 1/2 veces la  que es prodacida por e l mejor productor da 

pen ic ilina  anteriormente conocido. además, e i uso de sos 

tipos de hongos mejorados en ios procesos de ios so lic itan ­

tes, tipos qoe no secretan pignento dorante so actividad de 

fermentación, permite la  consecución económica de rendimien­

tos de aislamiento de aaiea cr is ta lizadas de bsncilpan iollla* 

mayores qoe ios  derivados hasta ahora por medio de cualquier 

hongo oonooido productor de pen ic ilina ,

uno de los objetos de este invento es si de crear 

medios de mejorar la  producción de p en ic il in a  por fermenta- ¡ 

oión .
-

Otro- objeto de este invento es e i de orear medios 

mejorados para la  producción de rendimientos incrementados 

ds bencilpen ic ilina  dt raríte l a  fermentación en condiciones 

aireadas sumergidas.

Otro objeto es e i de crear procedimientos Ae f e r ­

mentación para la  producción de una proporción aumentada da 

benc ilp en ic il icaen  la  mezcla de penicilinas contenidas en  ̂

e l caldo fermentado.

^octavia otro objeto es e l de crear procedimientos i! 

de fermentación que, evitando esencialmente l a  descarga de 

pigmentos Solubles por los organismos productoras de penioi-
i

l in a  durante la  actividad fermentativa en condiciones airOa-
, ¡¡

das sumergidas, permiten la recuperación de oantidadee inora - }

-  4
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mentadas de pSnionina, particularmente las aenes cristalizau- 

das de b tH O iip .B ic iiic* .

^stoa y otros objetos aeree aparentes por las des­

cripciones y íes reivindicaciones que aquí ae exponen.

5 coa so lic ita r  tes han descubierta, que loseumíoetos !

particuiarüer te adecu ados para i a consecucfún ge eatoa obje­

tos por la  fomentación de medios nutric ios aireadoa conve­

nientes sor loa tipos productores de pen ic il ina , no secreto­

res de pigmentos, de miembros seleccionados de la  penicilina,

10 ocn tal de que .sean tipos que, durante la  actividad fermen­

tativa , a^an oapaoea de dar 80 % de las penicilinsS totales 

oomc bepciipen icilina, y esta  última en exceso de dos teroios 

de miligramo por m i l i l i t r o  de ca##o fermentado. Rntre este  

grupo, las series del p. ohrysogenum son especialmente otilas, 

15 notablemente ios  descendientes motados dei p. óhryaogenum.

ios  tipos de hongos definidos por la  norata expues­

ta  e i  párrafo inmediatamente acter ior se obtienen por pro 

oedimientos de lactación y de selección. i a  selección,que 

implica la  elección y e i ensayo de tipos mutadoe para l a  

20 ex istencia  en los mismos del standard deseado, puede eegeir 

a la  mutación a r t i f i c ia l  o natural,

A continuación se describe un procedimiento i lu s­

tra t ivo  ds la  forma en que se pbtovo un tipo de hongo Stan­

dard según se uea en este invento.

25 las  esporas del conocido matarte p. ohryaogennm

Q-176 productor de pen ic ilina , secretor de pigmento, que 

habían sido cultivadas en peptona-gloooaa agar se pacieron 

en suspensión en agua e s té r i l  de i& fuente y mego ae eome-
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tieroc A tina radiación u ltra -v io le ta  da una Iampara e s te r i-   ̂

lisadora  Wntlaghona* tipo 3B-1?L782 que tenia oca inteneidad  ̂

máxima a 2637 i .  .gatas esporas estabas a ana distancia da 200 mm 

de esta  fuente de radiaciones. La duración de ee ta exp os i 

6 oión a la  luz fue de una hora. La temperatura durante^tg&tt

e s ta  exposición fue de 2690.

Las esporas así 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- j 

10 rrollaron de las esporas supervivientes. Se ensayo l e  pro

dnotividad de pen ic ilina  de ios aislados resultantes, y el 

aislado de producción más elevado se seieooionó pera e l  tra­

tamiento u lte r io r  sigu iente. [

Las ssporas de este aislado se lavaroo en agua es- 

16 t é r i l  del g r i fo ,  se f i ltra ron  a través de algodón, y se ir ra

dieron en una capa de poca altura en una cubeta de p e tr i  

abierta con luz u ltra v io le ta  durante un periodo de 8 minutos.

La fuente de luz ara una lámpara Hanovia tipo 16200,operada 

a una d i s t o c i a  de 100 mm. de la  suspensión de la* esporas.

20 La temperatura de exposición fue de 26aC. La* espora* sa-

perviviente* se recubrieron con placas de dextroaa d* pata­

ta y agar. Se hicieron transferencia* a cu lt ivo* inc lina­

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

que se desarrollaron. Las ssporas de estos cu lt ivo*  in o l l -  

26 nado* seleccionadas para una grao productividad de p e n ic i l i ­

na se irradiaron luego en la  forma últimamente citada. De  ̂

esta tercera serie irradiada se seleccionó un tipo que ten ía  

e i standard deseado, a saber, l a  incapacidad para secretar ['
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piea*otos ec medica de fermentación, pero la  capacidad da ^
í*'sintetís^y go % de 1 a# penicilina# total## o orno bacciipeei- j 

cilio  a, y la  Bencilpenioiiina a#í producida, ep excCao da  ̂

doe tercíQg pe un miligramo por m ililitro  de caldo fermenta- ¡¡
S-

do. }
Loe tipo# mejorado# aeí producido# del me tac te ^

P. ohryaop^pcm Q-176 tienen lae prlnoipaiea caracteríetioaa 

morfológica# y así son identificado# como miembroe de la  f

eerie p. ohryeogeccm de loa enmioetoe. Dioho etaedard 

diatingue tal## tipoa mejorado a de todoe loa miembro# oono- 

cidoa prodoctoree de peoicilioa de la  eerie p. ohry#ogenam.

Ha, de entenderse que ei anterior ejemplo ee da para 

iloatrar, no para lim itar, la  forma en la  cual ee obtienen 

loa tipoa mejorados prodoctoree de penicilina, oo eecretoree 

de pignentoa, del atan dar definido. Diversa# modifioacio- 

ne# de loe procedimiento# ae loa ocurrirán fácilmente a lo# 

teoniooa, taiee como por la  irradiación de mu tantea natora- 

lo# o a rtiíic ia iea , o por variación en la  intensidad o en la  

duraoión de la  irradiación, o por variación de lo# medio# de 

irradiación o de mutación, o por variación en la  forma o en 

lae Operación## de selección y eneayo.

Loa tipoa de hongo# que tienen ei etaedard defini­

do eon oapaeea do prodocir rendimiento# mejorado# de lae pe- 

nioiiina# y partiouiarmonte do bonoilpenloilina, co as do eon 

cultivado# de espora# o de material vegetativo #n una varie­

dad de medio# en una amplia gam# de oondioionee de oultivo.

Loa medioa adecuado# contienen oca fuente de carbono, pro­

porcionado por loa carbohidratos, taiee como loa monoecaridoa,

-  7 -
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loa diaaoaridoa, melazas, produotos de granea y oaieaiea; y 

oca fuente de nitrógeno, proporcionada por aaiea nitrogenadas 

y complejos oitrogenosos, tales oomo protaicaa o proteínas 

degradMaa. Se le proY oroionan al medio diversas aaiea mi­

nerales para eatisfaoer iaa oeoeaidadea esenciales de eatoa 

tipos de hongoa, y a manado ae inoiaye en el medio oo agente 

neutralizador. Loa medioa oontienen también un preooraor 

tal como la  feniiaoetiietaaolamina que suministra el grupo 

benoilo. aotea de que el medio aea inoculado, ea ea to rill- 

zado por calor y pies ion .

pa fermentación por eatoa tipo# mejorados da hoogoa 

ea conducida por medio de orecimiento aumergido oon agitaoióo 

y aireación. Un método praferido de agitación ea mediante 

heiicee rotativas que funcionan a unaa 100 r.p.m. y ana pro­

porción preferida de aire ación es de aproximadamente medie 

volumen de aire por volorneo de medio por minóte, aunque ea­

toa métodos pueden ser modiíloadoa sin alterar las capacida­

des prodootoraa de penioilica de eatoa tipoa de hongoa oo so 

oretorea de pigmentos. Las fermentaciones ae dirigen canal­

izante bajo presión positiva de aire, y & una tempe ratera con­

trolada dentro de la  escala da 209 a 2890.

R J E M P L O  1.

Se preparó un medio liquido que oontiene 50 gramoe [ 

de lactoea, 30 gramoe de sólido# de líquido de maoeraoión d*l 

maiz, i  gramo de CaCOg, 1 gramo de fenilaoetiietanol*nina,

3 gramos de KHgEO ,̂ y ag^a dactilada para completar on l it ro .  ̂

Poroionea oonaiatentee en 60 mi. de este medio ae distribuye­

ron en matraoea Erianmeyer de 28o mi. t^adoa oon algodoe,

-  8
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conteniendo cada en o 0.26 mi. de aceita de aoja. D**po*a 

da la  es te r i lizac ión  de este medio durante 20 minuto* a pre­

sión de vapor de 1.05 kga., e i  contenido de loa matraca* ** 

inocal ó con esporae de dicho matante eatsndard inducido por 

u ltrav io le ta , no secretor de pigmento*, productor de peoici* 

l in a . Se prepararon análogamente matraca* inoculado* oon 

la *  espora* del peniojllium ohrysop*num productor de

penioilina, eecretor de pigmento*. ha aireación ** a feo , 

toó por agitación 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* fermentación** comparable*;

T A B L a  i

unidad** de peni­
c i l in a  por mi.

.. i— -rR ia á --------
&.ohryaog*cum (^-176 secretor de pigmento.. . 54Ó **

Mutarite no secretor d* pigmento................... .. 1660

E J B M P L Q  2.

iüe preparó e l  medio sigu iente; Solubiee secos de 

d es t i le r ía ,  50 gramos, lactosa, 30 gramos, KHgpO ,̂ 2 gramo*, 

fsn i i  ace t i l e  tan ol amina, 2 gramoe, y agaa destilada para com- 

.p letar on l i t r o .  Al medio #* ajustó a pH 6.0 con KOH, y 

** añadieron 10 gramos de ¿a<20g. A licaota* de 60 mi. da 

este medio se distribuyeron en matraces ErieamAyer 3a* con­

tenían 0.25 mi. de aceite de soga cada uno. Daapuea de 

*9 te r i i iza o ión , *1 contenido de los matraces se inoculó con 

material vegetativo d* dicho matante de P. ohryaogenum pro­

ductor de pen ioilina, no secretor de pigmento, del standard 

citado. por lo demás, las otras condiciones eran la* mi*-
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m*a que en ai ejemplo I .

i  & B t  A I I .

DÍ A* <T

Unidades intim ación 9^99 de .
r+ p io i l in *  produciága ror mi. 
de caldo............. 749 727 1060 1325

10

15

20

"  J E H p L o 5 _

Inoculo* T e n ta t iv o *  gei m otete no secretor de 

pirmento dei e je;a? j o 2 ae osaron en ra  seria de produccio- 

ase &R gran eu-ca¿a de pen ic il in a  en fen#ntadore* de 46.000 

l i t r o s  operados bajo aireación forzada, oon agitación mec¿. 

nica, a una temperatura de unos 249C. hasta que ^  alcanzó 

l a  maxima producción de penici l ina.

-ül medio de fe ¿mentación contenga por l i t r o :  50 

gramos de lactosa, 38 gramo* de sólido* de líquido dé mao*- 

raoión de maíz, 1 gramo de C*00g, 2 grano* de KHgFO ,̂ 1 gra­

mo de f?n ilacetil*tacolam ina, y agua dei g r i fo .  Se ua* 

aceite de soja como agente acti-espumarta.

loe  resultados obtenidos de esta serie  *e compara­

ron oon loe de t<na e-rie  s im ilar de fermentaciones oondaci- 

da* con un motarte de p. ohrysog*nnmQ.i76 u ltrav io le ta ,p ro* 

ductor de pen ic il ina , secretor 39 p i g ^ t o .

Pos siguientes fueron los resultados medio*:

---

Unidades internacionales 
d* Penicilinas totales

^Por mi.
Rotante secretor de piquento ggQ 

Rutante no secretor de pigmento i ?20
606

1410

Unidades intem a- - 
cion ale* de benoil 
pSnioilina

por mi.

10 -
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Se observará que se obtuvo un aumento del dobla en 

la? penicilinas to ta les . Temblón se observará que e l mu tac 

te no secretor de pigmento, al producir 82 % de bencilpeni- 

c i l iD *e n  íae pen icilinas tota les , efectuó no aumento de do­

ble a tr ip le  de bencilpeniciiina.

E J E M P L O  4.

Las condiciones de fermentación Ataron les mismas 

que las descritas en ei ejemplo 3. Se hicieron 7 ensayos 

en fermentado res de 45.000 l i t r o s  con e i motante no secretor 

da pigmento del ejemplo 2. ge compararon con los  ensayos 

en fermentadores de 45.000 l i t r o e  operados exactamente en 

las mismas condiciones, salvo en que se osó so matante de 

P. chrysogsnum **-176 aeoretor de pigmento para in ic ia r  l e  

fe mer t ación .

Al terminar estas fermentaciones, l a  pen ic il ina  

resultante se separó de los caldos fermentado* por una serie  

de transferencia* entre disolventes orgánicos y compensado­

res inorgánicos. En estas transferencia*, se uaóp*ntaca. 

tato como disolvente, aunque han resultado sa t is factor ios  

otros disolventes, tales como e te r  e t í l i c o ,  acetato amíliop

y cloroformo. Compensadores adecuados son mezcla* d* fo s fa
***

to* potásico*, o carbonato sódico.

Un precipitante espec íf ico  de l a  bencilpeniciiina, 

la y - e t i lp ip e r id in a ,  se uso para separar esta  bencilpenioi- 

l ln a  de otrss clases de pen ic ilina  producid## durante l a  í * r  

mentación. Bate precipitado, denominado sal ! r - * t i lp ip * r i -  

dinioa bruta de benciipeo ic iiina , sirve como compuesto de 

partida para l a  reoris ta lización  y preparación de ia  sal 

sódica cr is ta lizada  pura de bencilpenicilina.

-  11 -
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l a  purificación da la  sal

T -atilp iperid ioiea da banoilpsnicilina supona lavado# auca, 

aivoa oon aostona para separar laa impurezas pigmentadss de­

rivadas dei caldo de fermentación. Como la  aal N -etllp ips- 

ridinioa de benoilpenioilina es algo solubis en la  aostona da 

lavado, ooarren perdidas de la  misma en esta fase, y no se ha 

diapuesto de un método satisfaotorió para la  recape ración en 

cantidades auatanciaiea de la  benoilpenioilina separada con 

loa materiales pigaentadoa dorante el lavado con acetona.

Se reqaieie ur volumen macho más reda oido, sin embargo, de 1 

líqaido de lavado, para separar materiales pigmentado* da la  

aal N-etiipiparidínioa obtenida de estos nuevos hongos no 

ssoretores de pigmentos que de la  sal obtenida de la  benoil­

penioilina de fermentaciones realizadas con loa organismos 

ssoretores de pignSntoa anteriormante asados.

A continuación se da una ilustración de los datos 

medios de rendimiento de un & serie de tandas realizadas en 

fermentado re a de 46.000 lit ro s .

T A B L A  IV.

s.'.<

Unidadss intemacionaiss unidades, intsxna- Porosntajeí 
da jpánion jaa ^n la  sal oionalss de pOni- da pSnioi- ! 
brota V -etilpiperidínioa oilina perdidas an lina pardi

el lavado con aoe. da en ai ** 
ton a 1 avado o on

________ _________________ _____________________ aoatona B

S e á - H . " " " * ' "  * *
2.13 x 10^.

,
16.9 x 10^ 12.5

IR.4 X 10* 3.62 x 10^ 21.8

3a va por estos datos qos, por ei aso de an tipo de 

hongo no secretor de pigmento en la  fermentación, la  pérdida 

*i*Iamianto proporcionada debida al lavado con acetona aa

- 12 -



1
disminuid* en 45 %. Esta mejora es adicional *  los anmentoa 

so penicilinas tota les y bencilpen ic ilina  demostrados en 

e jem p lo  1, 2 y g.

¿Sata so lic itud  que corresponde a l a  presentada 63 

los Estadas Unidos de ^ ¿ r i c * .  e i 7 de agosto de 1948, bajo 

e l numero 43.156, a, acoge a los genefic ios del artícu lo  g  ̂

del v i e n t e  Estatuto ge Propiedad industria l.

-  W O T a -

* y

loe  puntos de invención propia y  nueva que se 

10 sentan para que objeto de e s t a  patente de Invención e^

R.paña, p o rV E iC ^  años, ,.n los sigu ientes;

i s . -  Un procedimiento para l a  producción de pe. 

a io iü n a ,  ^ue comprende la ferm ^t Lación, en condiciones a i­

readas sumergidas, de n& medio nuurioio acuoso por medio da 

15  on eumioeto destinado a s in te t iza r  más de dos tercio# da ao

miligramo da bencilpenic i l in a  por M i l i l i t r o  de caldo formen, 
tado.

23.. *1 procedimiento según se re iv ind ica  *n e l

punto H ,  en e i  cual e i  eumioeto es apto para s in te t iza r  

SO bencilpenicílinn en una proporción que representa más de

80 % de la# penicilinas to ta les  producidas en #1 medio 

fermen tado.

-  13 -
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3$.- El procedimiento según se re iv ind ica  en lew 

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

pen ic ilina  desprovista* en gran medida de impares** colorea­

da*.

49.- # i procedimiento según '*e re iv ind ica  e t i l o *  

punto* 1 a 3 , en e l cual e l eumiceto está  desprovisto de 1* 

capacidad de secreter pigmento soluble durante l a  fermenta­

ción .

6s.- jsl procedimiento según ee re iv ind ica  en lo *  

punto* l a 4 en ei cual ei eumiceto ea un penioilliam  produo- 

tor de pen io ilina , no secretor de pigmento.

6$.- SI procedimiento aegún *e re iv ind ica  en lo* 

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

de pen ic il ina  no eeoretor de pigmento, de ia  eerie  del 

peniciliium ohry*og*num.

7 9 . -  El procedimiento según *e re iv ind ica  en lo* 

puntos 1 a 6, que incluye ag itar  y a irear mecánicamente e i  

medio inoculado para favorecer el crecimiento y la  fermenta, 

oion eumergido*.

89. -  El procedimiento según se reivindica en lo* 

punto* i  a 7, *n e i cual e l  ^enioiUjum chry*og*nam * *  indas 

t i f io a b ie  por medio de iaa propiedades bioquímioa* et^dard 

aquí descrita*.

9 3 .- &l procedimiento según ae reiv indica en lo* 

punto* 1 a 8 , en e l cual la  fermentación *e rea liza  a aproxi- 

madamacte 249C.

109.- ^1 procedimiento según se re iv ind ica  en loa

pantos i a 8, que incluye cu lt iva r  previamente aamioetoa pr*-
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ductores de peneoiiina en medios nutrioios, irrad iar su.s 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- 

<2 c ilpen io ilina en axoeso de 00 por ciento de las paneoilmaa 

totales producidas por 61 durante la fermentación aireada 

sumergida do medios nutricios acuosos, inocular luego un me­

dio nutricio acuoso oon material vegetativo de dioho cultivo, 

permitir que avance la fermentación aireada sumergida a una 

lo temperatura dentro de la  escala de 20  ̂ a 28** C, recoger los 

productos, y separar la  benoilpenioilína de los miemos.

l ü  -  uh procedimiento para la  producción de pe*

. neóiim a.

Tal y como se ha descrito en ía  aemoria que antees*

y 1$ de y oon ios i mes que se han especificado.

Esta gamona consta do quinos hojas escritas por 

una sola cara.

¿ MAY. 1949
P. A.

Alberto de Elzaburu

MALA REPRODUCCION 

POR DEFECTO DEL ORIGINAL
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