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PRIMER CERTIFICADO DE ADICION
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MEMORTIA DESCRIPTIVA
sobre:

"Mejoras introducidas en el objeto de la patente
"principal ng 179.398 concedide en 5 de septiembre de
"1947, por "PERFECCIONAMIENTOS EN LA PREPARACION DE MEDIOS
"0 CALDOS DE CULTIVO Y DE PRODUCTOS ANTIBIOTICOSY.

L=t 3 1 ]

SOLICITANTE: ALFRED DINSLEY, domiciliado en 4442 Union Street,

Se

1o.

1a Cafleda, Estado de Californei, Estados Unidos de
Americe,

Ie presente invencidén se refiere & un muevo y
rerfeccionado producto quimico destinado & la propagecidn
de varios homgos pardesitos y se relaciona mds especialmente
con le obtencién de un nuevo producto de complejo quimico
en une mueva forme ceristaloide gque no requiere conservacidén
especial. Abarca igualmente la invencidn el conseguir un
mievo y perfeccionado medio de oultivo por propagacién y
desarrollo de micro-hongos que d€n lugar & un nuevo agente
quimico.

Aun cuando no con caracter limitativo, la inven-
cién se refiere mde especialmenté & le produecién de nue-
vos agentes de complejos quimicos que se propagan por el

“penicillium® tipos de micro-hongos "Streptomyces" y
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"Agpergillus® tales como el *Penicillium glaucum” {
"Penicillium notatum® , "Streptomycee griseus" ,"Streptomy-
ces flaviue" y "Aspergillus niger® , o variantes de las

mismas, propagindose el micro-hongo ye sea solo o en combi-
nacidén, Al llevar a la prdctiea le invencidén se producen

nievos agentes quimicos complejos de los antedichos
micro-~hongos. |

Botos productos quimicos valiosos y perfec—~
cionados objeto de la presente invencién se mencionan
en todos los estudiosFiloséficos en los que los conocidos
productos finales "Penicillium®, "Streptagyces" y
"Aspergillus® propagados en cristaloides se emplean al
presente, .

1a invencidn abarce asimismo y establece un
nuevo complejo perfeccionado que comprende los productos
finales que resultan de la propagacién de dos o mHs micro-
hongos en el nuevo medio de cultivo del presente invento,
de modo que el producto complejo final es eficaz, en su
reaccidén , debido &l hecho de que ofrece un cempo para
estudio en la ciencie de la becteriologia.

De andloge maners , le invencién comprende un
nuevo procedimiento pers la produccidén de substancias
gquinmicas de laknaturaleza que queda expresade anteriormente.,

Es bien conocido que organiemos vegetativos tales
como lag royeas, los tizones, los mildeus, mohos y =us
andlogos, son prdctica y completamente parésitos s ¥
aparentemente absorben las substancias alimenticies para
el crecimiento o desarrollo de un "miésped" y/o substencia
natritiva, Se he indicedo tambien que, los productos
finales de tal crecimiento y desarrollo de un "huésped"
y/o substancie nutritive tienen un gmplio campo de ’
utilided en estudios filoséfigos e investigaciones.
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Pare desarrollar la obtencidn de tales productes

se hen empleado la propagacién de micro-hongos, tales como
royas, tizones, mildeus, mohos y sus similares, oiertos
"hugsped® y/o medio de cultivo nutritive, siendo scostumbre
para preparar tal medio de cultivo efectuar la propagacidén
de royss, tizones, mildeus, mohoe y sus similares, empleando
separadamente o en combinacién, materias conocidas tales
como los azicares, dextrosa, glucosa, agua, extracto de
malte, sales minerales y sus andlogos.

De acuerdo con le presente invencidn, se ha
descubierto gque , pueden obtenerse agentes quimicoa mes
eficaces y/o complejos quimicos de micro-hongos pardsitos
efiadiendo en el conocldo medio de cultivo un peguefio
porcentaje de clorofila, afirdiendo & tal cultivo medio
clorofilado el seleccionado micro-hongo y luego propegando
y desarrollando el micro-honge en este cultivo medio
clorofilado y sometiendo la mezcla & fotosiIntesis por
exposicién & la luz, ya sea luz natural o & luz emitida
por redisciones infra=-rojas u otra fuente de radiacidn
de luz predeterminade o fuente similar,

I2 clorofila es la materia colorante verde que
existe en plantas vivas y estd presente en la mayor perte
de las células vegetales desarrollades, En el desarrollo
de las plantas, estd constituida por lo menos por dos
pigmentos, ua saber: clorofila A (05531295F'M8) y
clorofila B (0553706632!3)' Estos dos materiales se
emplean ahora como compuestos quimicos definitivos aislados,
quimicamente imalterados y fiéieamente no adulterados.
Tambien se conocen varios derivados ecucsolubles definiti-
vos de clorofila, tal como clorofilina sodio-magnesio
(03433106n4mgna) ¥y clorofilinas sodio-hierro y sodio-cobre.
Se comprenderd que el término clorofila, tal y como se



emplee en el curso de esia memoria, debe entenderse como

genérico que cubre tanto la clorofila A y la clorofila B

80. asi como los verios derivados acuo-solubles de clorofila,

taeles como la clorofilina,

Se comprenderé tambien perfectamente que la clorofie.
la empleade en la ejecucidén prdctice de la presente inveneidn,
eé un compuesto préviamente formedo, aislado, inalterado

85. quinicamente y fieicamente no adulterado, tales como los

que existen en el desarrollo de plantas vivas. Dicho en
otras palabres, la clorofile que ha de emplearse debe dis-
tinguirse de un modo definitivo del tipo de clorofila
que se altera quimicamente y/o se adultera ffsiocamente, que
g0. son productos de degeneracidén y/a oxidacidén que resultan
después que la planta desarrollade viva se siega y se seca,
Ia plenta desarrollada segada y sece que contiene tal cloro-
fila oxidade o degenersda,es completamente diferente de la
clorofila empleadz en el presente procedimiento hebiendo

95. invariablemente presentes productos de tipo cumerins en

el desarrollo de los vegetales degenerados. Estos productos
degenexrados éon inactivos e ineficaces en la produccidn del
producto quimico de la naturaleza perseguide por la presen~-
te invencidn,

100. Cuando se afiade clorofila active, preferentemente
en forma acuoeoluble, el medio de cultivo en el gque se estd
desarrollando la proporcién deseada de moho o su similar,
el producto cristaloide finml, que es el agente complejo
quimicov, menifieste mas propiedac‘ies cue las menifestedes

105. en una proporcidn similar de moho propagade en une base de
cultivo medio similar, pero sin clorofils , y si bien
tiene lugar la exacta reaccién, no sucede al tiempo presente,
bien entendido , gque se ha establecido de un modo definitivo
e través de ensayos de laboratorio que la activided de



1l0. agentes quimicos complejos propagados en medio de cultivo
elorofilado es considerablemente mayor que la de aguellos
agentes quidmicos propagados en un cultivo medio no cloro-
filado,

Al propager honges para producir los agentes

115, quimicos complejos perfeccionados objeto de la presente
invencién, se emplea un procedimiento muy sencillo.

Se establece cualquier cultivo medio de desarrollo |
conocido constituido por azicars, dextrosa, lactosa, gluco-
sa, extracto de malta, sales minerales y sus similares,v

120, o une mezcla de las mismas y a este medio de cultivo
conocido se afinde de 1 a 3% de clorofila acuosoluble.

Para citar un ejemplo, sin salirse del drea
de la invencidén, un medio de cultivo estd constituido por :
5 a 7% de solucidn acuosa de Jarabe de malte (U,.S.P.

125, Dispensatory, 23rd.Edition) que contiene 0,05% a 0,1%
de cloruro sédico y 1 & 45 de clorofiline sodio-magnesieca,
Al jarabe de malta puede sustitulr cualquier meteria
carbohidrtada nutritiva equivalente, la dextrosa, azdcares ,
lactosa y su similar y el sulfuro sddico pueden ser susti-

130. tuidos por el cloruro sédico. Tambien puedeﬁncorporarse
8elatine en el medio de cultivo.

Esta megcle de medio de cultive se esteriliza
después durante un periodo de 2 & 3 minutos, Debe hacerse
constar encarecidamente que la esterilizacidén es un proce-

135. dimiento critico en el que el exceso de calor destruiria
la actividaad y'efieacia de la clorofila, ©Por consiguiente,
al prepararse el medio de cultivo debe tenerse muchisimo
culdado de que nunca se caliente o hierva el medio que
contiene la clorofila durante un periodo de mds de tres

140. wmimutos. ©Por consiguiente, segun se viene empleando el

término #clorofile activa™ se quiere dar & entender unae
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clorofila cuya actividad y eficacia no han sido destruidas
por calor o por otros medios. Despuds de haber esterili-
zado el medio de cultivo se le deja enfriar en frascos o
recipientes adecusdos equipados con un dispositivo de
cierre acuoso estéril y el micro-hongo seleccionado tal
como "Penicillium glauocum® , "Streptomyces griseus* o
"Aspergillus niger" o sus mezclas, as{ como variantes de
¢stos micro-hongos especiales o mezclas de los mismos.

Log micro-hongos se introducen en el medio de cultivo j

la mezcle se conserve & unos 75 grados F.,, aproximadamente,
El desarrollo y propagacidén tiene lugar con luz, y/o
radiacién de luz hasta que cesa el bidxido de ocarbono

que serd durante unos 5 & 7 dias. Puesto que los recipien-
tes vén equipados de aparatos de cierre-acuoso que & su vez v
vd tapado con algodén esterilizado pare asegurar que el
desarrollo del micro-hongo estd protegido de toda conte-
minacién, no es dificil averiguar cuando cesa la evolucidén
de biéxido de carbono en la preéctica,

Le mezela exhausta se centrifuge despuds o se
filtra a través de carbdén de lefia activado o de carbén -
mineral activado y el filtrado se acidula afiadiendo dcido
clorhidrico (U.S;P. 33%-37%) para dar un contenido dcido
de 2%, Después de ligers agitacién , se deja reposar el
ldquido durante una hora, FDespués se efects la neutrali-
zacién afiadiendo U.S,P. amoniaco acuoso (28% - 29%) des—
pués de lo cual el producto final se oristalizs, por
consiguiente, de cualquier modo deseable o conveniente,
por ejemplo en reciplentes calentados & unos 150-175
&graedos F.

Segqun queda expresado anteriorgente, cualesquiers
de los antedichos micro-hongas especificos pueden ser propa-

gadoé por el medio de cultivo clorofiledo, ya sean solos
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o combinados con otros micro-honeae.

175. Pare preparar los cucerpos cristaloides obtenidos
del modo antes indicado, pears emplearlos en investighcio-
nes fisioldgicas, se emplean materiales persa tamponar
el material. Esto se efeetva, preparando primeramente lo
que puede llamarse un cuerpo plasmdtico artificial,

180. formendo ung solucidén acuose de 1% de gelatina U,S.P.
a la que se ha afiadido una solucién de yoduro de plomo
eoloidsl no téxico, de 0.05%4. Ia mezcla se acidula
entonces afiadiendo 0.1% de deido clorhidrico U,S.P.
aprovechéndose asi los cuerpos smino-deidos. Parae proteger

185, la solucidén coloidal de proteine se afiade entonces 0,5% de
fenol U.S.P. y 1% de clorofila acuosoluble. Para tamponar
esta solucidén compleja, se afinde 0,1% de sulfato de
oxiquinolina y finalmente se afiade el agente complejo
antibidtico producido del modo anteriormente descrito,

190, ajustédndose lasg proporciones pare que dén por cada eenti-
metro cdbico de la solucién de tampén compleja, 3 miligra-
mos del nuevo material cristalino. En luger de afiadir
el sulfato de oxiquinoline a la solucién de gelatins,

como se ha dicho anteriormente, se puede afiadir al

195. medio de cultivo agotado immediatamente después de filtre-
cién y/o de centrifugacién,
N O T A

Descrite suficlientemente le naturaleza del
invento,asi como le manera de realizarle en la prictics,
200. debe hecerse constar que las disposiciones anteriormente
indicadas son susceptibles de ligeras modificaciones de
detalle, en cuanto no alteren su principio fundamental,
siendo lo que constituye le esencia de dicho invento y por
lo que se solicita PRIMER CERTIFICADO DE ADICION, en Espafia,
205, "MeJoras introducidas en el objeto de 1la patente principal
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ne 179.398 concedida en 5 de septiembre de 1947, por
"PERFECCIONAMIENTOS EN LA ERERARACION DE MEDIOS O CALDOS
DE CULTIVO Y DE PRODUCTOS ANTIBIOTICOS"; caracterizdndose
dichas mejoras ﬁor lo siguiente: |
| l12,= Mejoras introducidas en el objeto de la

patente principal, ceracterizadas porque se propags un micro-
hongo en un medio de cultivo que contiene un carbohidretoe
mtritive y una clorofila activa previamente formada, aisla-
de, inalterada quimicamente y fisicamente no adulterads,

22,= Mejoras introducides en el objeto de la
patente principal caracterizdndose porque se propasga
"Penieclillium glaucum" en un medio de cultivo que contiene
un carbohidrato nutritivo y clorofila activa, préviamente
preparads, aislada quimicamente inalterade y fisicamente
no adulterada.

32, = Mejoras en el objeto de la patente prinecipal,
caracterigzades porque se propaga "Estreptomyces griseus®
en un medio de cultivo que contiene un carbohidrato nutri-
tivo y una clorofila activa préviamente preparades, aislade
inalterada quimicamente y no adulterada fifsicamente.

428.= Mejoras en el objeto de la patente principal,
caracterizdndose porque se propaga "Aspergilius niger®
en un medio de cultivo que contieme un carbohidrate mutritivo
Yy clorofila activa, préviamente preparads,aislade, quimica-
mente inaslterada y no adulterada fisicamente.

52,= MejJoras introducidas en el objeto de la patente
principal n2 179.398 concedida en 5 ae septiembre de 1947,
por "PERFEGCIONAMIENTOS EN LA PREPARACION DE MEDIOS ©
CALDOS DE CULTIVO Y DE PRODUGTOS ANTIBIOTICO

ALFRED DINSLEY
pay Podar ds J. S0MEL "
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