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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se agompafia a la solieitud de registro de PATENTE BE
INVENCION a favor de LABORATORICS REUNIDOS S.A. de Madrid
por "UN PRCCEDIMISZNTO DE FABRICACION DE ANTIBIOTICOS POR
CULTIVO DE LOS MCHOS LN UN MEDIO QUII{ICO SINTETICO".==—-
Es conocido el hecho de gue cuando se cultivan
ciertos mohos, especialmente el P. Notattum, en un medio nutri-
tivo adecuado y & la temperatura conveniente, se obtienen co-
mo producto del metabolismo de aquellos, materias terapéutica-~
mente activas con propiedades antibiéticas. Se ha admitido que
en el caso del P. Notatum, estas materias estan constituidas
por varios compuestos orgénicos con formulas de estructura muy
semejante, diferenciandose entre si unicamente por la naturale-;
za de la cabeza lateral que se presenta en cada una.
El antibidtico producide por el P. Notatum, se pres
senta en variedades con cadena lateral distinta, y se prepar6
primeramente cultivando el moho en un medio sintético conte -
niendo glucosa u otra sustancia carbohidratada, adinionado de
diversas sales nutritivas, concluyendose que con tal medio,
controlado culdadosamente las demas condiciones de tempera-
tura y de tiempo, se obtenian alrededor de 20 unidades Oxford
del antiobibbico por cc.
Mas tarde se comprobd que la adicion al medio an-
teriormente citado, de una determinada cantidad del liguido re~
sultante de lsz maceracion del maiz, hasta un 10 % del volumen

total del medio, daba como resultado la obtencion de 80 uni-
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La adicion del liguido de maceracion del maiz, presenta,
no obstante ciertas desventajas e inconvenientes representa-
doé por su variable composicion gue naturalmente modifica su
eficacia y por enturbiar el medio, dificultando asi el proce-
so de elabpracidn del antibidtico.

Con el presente invento se logra perféccionar el método
de fabricacidn de los antibidticos, cultivando el moho en un
medio totalmente sintético, que proporciona mayores rendimien-

tos v hace mas cdmodo el proceso de elaboracidn. En efecto,

‘hemos hallado que la adicion al medioc bisico, de determinadas

sustancias, permite prescindir del liguido de macerécién'del
maiz, aumen¥indecse al propio tiempo en un porcentaje consi-
dersble el niumero de unidades obtenidas del antibidtico, no
solo en relacion con las producidas por el medio basico sola-
mente, sino incluso cuando a €ste le ha sido agregado el 1i-
quido de maceracidén del maiz. l

Hemos de advertir ademis, que el procedimiento que pre-
conlzamos puede utilizérse en cualquiera de las condiciones de
cultivo del moho, es decir, en tina, frasco, columna o sumer-
stdn.

Se ha llegado a la conclusion de que cuando se cultivan
los mohos productores de antibidticos en un medio sintético,
al gue se han agregado una o varilas sustancias en cuya formu-
la figura el radical R. integrado en la cadena lateral de las
f3 ~-lactamas derivadas de la d-dimetilcisteina y del dcido pe-
nfldico, unido a un radiecal orgdnico, que puede ser un &cido
carboxilico, un aldehido, un grupo metil-amina o cualquier
otro grupo gue pueda cﬁnvertirse fédcilmente en uno de los ci-
tados, y carentes de toxicidad para el moho, se aumenta nota-

blemente la produccion del antibidtico. Igualmente hemos com=
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probado gque otras sustancias agregadas Jjuntamente con las
citadas ¥ que se mencionan mas adelante, aumentan alin mas
21 rendimiento en antibilotico.

De acuerdo con este invento se describe un procedimien-
to para ia obtencidn de antibidticos, en el que los mohos
productores se cultivan en un medio sintdtico al que han
sido agregadas una o mas sustancias de las antedichas.

Se revelan como convenlentes para el proceso de fabrica-
clon que preconizamos, entre otros, los compuestos siguien -
test - feniietilamina,{g - p — hidroxifeniletilamina,

- fenil =< -alanina, &dcido fenilpiruvico, fenilacetoni~
trilo, c-fenilacetamidina, fenilacetilglicina, dcido fenila-
cético, fenilacetamida y fenilacetaldehido, empleandose las
sales correspondientes en el caso de tratarse de un dcido
o0 una base.

La produccion de antibidtico se aumenta si a un medio
de cultivo adicionado de las sustanclas a que nos referimos
en el pérrafo anterior, se le agrega uno o mas productos de
la hidrolisis de proteinas de origen animal o vegbal, tales
como por ejemplo, la casefna o la zeina.

Posteriormente hemos hallado que todavia puede aumen-
tarse mas el rendimiento en unidades de antibidtico, si ade- |
mas de los compuestos mencionados en este invento, 1levando
o nd, uno o mas productos de la hidrolisis de proteinas, adi-
cionamos al medio de cultivo un amino dcido sulfurado, cis=-
tina, o un producto de su reduccion, cistefna, o ambas cbn—
juntamente, o blen uno o mas productos dé la hidrolisis de
proteinas, ricos en cistina, cistefna o en ambas sustancias
a la vez.

Ha de tenerse en cuenta que las adiciones al medio de

cultivo de que venimos haciendo mencién, han de hacerse a
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base de sustancias tales que ni por su naturaleza ni por la
concentracién a que se apliquen, lleguen a tener efecto tdéxi-
co alguno sobre el moho que se cultiva; en todo caso las con-
diciones dptimas seran fijadas por ensayos preliminares.

A continuacion damos varios ejemplos, solo a titulo de
explicacion, en que describimos el modo de llevar a cabo el
procedimiento, y se seficlan loz resultedos obtenidos utilizan-
do este metodo.

LJEMPLO PRI ERO.~ Se prepard un medio basico compuesto
de hidratos de carbono, sales nutritivas indrganicas, produc-
tos de la hidrolisis de protefnas v fcido bdrico, ajustado
a un pH 5,5

Varios frascos con 50 cc. del medlo antedicho se lleva-
ron a la estufa regulada a 24¢ cent., previamente inoculados
con una cepa experimentada de P. notatum. A los seils dlas de
incubacidn se habian producidos 26 unidades Oxford de penici-
lina por c¢c. ¥ a los 8 dias, 30 unidades por cc.

Este mismo medio, con la adicion de 0,05 gramos de fe-
nilacetamlda por cada 100 cc, sembrado con 1la misma cepa de
moho y en iguales condiciones de temperatura en la estufa,
produjo a los siete dias de incubacion éincuenta unidades
Oxford por cc. ¥y a 1los ocho dias 80 unidades por cc.

#n forma similar la adicion al medio bisico ée 0,05
gramos de bisulfito de fenilacetaldehido en solucion estéril
por cada 100 cc. incrementd la produccion de antibidtico has-

ta 83 unidades Oxford por cc.

Siempre operando con la misma cepa P. notatum y en
iguales condiciones de temperatura, la adicion de 0,25 gra=-
mos de fenilalanina por cada 106 cc. produjo a los ocho dias
58 unidades Oxford por cc. La adicidn al medio base, de 6,05
gramos de acido fenilpirﬁbico por cada 100 cc. produjo a los

ocho dias, 62 unidades Oxford por cce.
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EJEMPLO SEGUNDO.- Se prepard un medio bdsico compuesto de
hidratos de carbono, sales indrganicas nutritivas y 4dcido bdri-
co ajustado & un pH 5,5.~

Varios frascos conteniendec 200 cc. del medio, sembrados

125 con una cepa conocida de P. notztum, se llevaron a la estufa
regulada comd en el ejemplo anterior a 249_cent. A los nueve
dias este medio habia producido 18 unidades Oxford por cc.y
a los 10 dias 14 unidades por cc.

El mismo medio,ed las mismas condiciones de siembra e in~

130 cubacion, al gue se le zfladid un gramo de fenilacetamida por
litro, produjo a los nueve dias 41 unidades Oxford por cc. ¥
a los 10 dias W48 unidades por cce.

Bl mismo medio adicionado de fenilacetamida en la propor-
cion de 1 grawmo por litro, y 0,5 gramos de cistina por litro,

135 produjo a los nueve dias de incubacion 57 unidades Oxford por
cc. y a los 10 dias 50 unidad s por cc.

EIEMPLO TZACERO.- Partimos de un medio bdsico de la compo-
sicion indicada en el ejemplo primereo.

Se llevan a lalestufa a 24 grados centigrados-varios ma-

140 traces conteniendo solsuente el medio bdsico, y otros varios
adicionando a éste el producto P‘-clorufo dcido de feniletila-
mina, en la proporcion de 0,05 %, unos y otros inoculados previe
mente con una estirpe conocida de P. notatum. :

Se efectuaron observaciones a los seis, siete, ocho, nue-"

145 ve y once dias de incubacion, resultando queslos frascos que
contenian el medio bisico solamente habian producido 31, 50,

63, 55 y 44 unidades Oxford por cc. respectivamente a los dias
seflalados, =n tanto que aquellos‘otros adicionados del P -clo-
ruro scido de feniletilamina, habian producido respectivamente

150 80, 100, 123, 110 y 128 unidades Oxford por cc.

En resumen, reivindica la enkidad recurre.ite, en virtud

de la presente solicitud de registro de PATENTE DE INVENCION,
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el privilegio exclusivo de fabricacion, venta y explétacicn in-§
dustrial, por el plazo de VEINTE ANQS, que determina el vigen- ;
te Estatuto de la Propiedad Industrisl, en Espafia y sus Colo-
ﬁias del objeto de la misma el cual gueda esencizlmente carac-

terizado por las siguientes

NCTAS - REIVINDICACIQONES .

PRIIERA.~ Un procedimiento de fabricacion de antibidticos por
el cultivo de los mohos er un medio quimico sintético, que com-
prende lz inoculacion, incubacidn y cultivo de los mohos produc-
tores de antibiéticos, a la temperatura y concentracion de hi-
drogeniones adecuadas, y caracterizado esencialmente por la uti-
lizacion de un medio quimico sintético constituido por las sus-
tancias gque son objeto de las sigulentes relivindicaciones.
SEGUNDA .- Un procedimiento de fabricacion de antibidticos por
el cultivo de los mohos en un medio quimico sintético, tal y
conforme se describe en la anterior reiv ndicacion y asimismo
esencialmente caracterizado por que comprende el cultivo del
moho, especialmente el P. netatum, en un medio bésico sinté-
tico, sin liquido resultante de la maceracion del maiz, con-
teniendo en cambio una o mas sustancias en cuya férmula figura
el radical R integrado sn la cadena lateral de las F - lactamas
de la d-dimetilcistefna y del dcido pendldico, unido a un radi-
cal orgédnico que puede ser un Zcido carboxilico o su amida, un
aldehido, un grupo metilamina, o un grupo que pueda convertirse
ficilmente en uno de los citados, sin ser téxico para el moho
que se cultiva.

TERCERA.~- Un procedimiento de fabricacion de antibidticos por
el cultivo de los mohos en un medio quimico sintético, tal ¥y
conforme se describe en las dos anteviores reivindicaciones y

caracterizado asinismo por la circunstancia de que al medio ba--
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sico se adiciona una o varias sustancias d» la formula ante-
dicha, entre las que figuran la ‘3 -feniletilamina, la [5 fe=

185 . nil-alanina, 1la (3 -hidroxifeniletilamina, fenilacetonitrile,
fenil-acetilglicina y fenilacetamida.

CUARTA.~- Un procedimiento de fabricacion de antibidticos por
cizltivo de los mohos en un medio quimico sintético, tal y
conforme se dezcribe eon la primera ¥ segunda reivindicaéion,

1390 y asimlismo esencialmente caracterizado por la circunstancia
de ogue se agregan al medio las sustancias citadas en forma
de sales.~
QUINTA.- Un procedimiento de fabricacion de antibidticos por
¢ ltivo de los mohos en un inedio guimico sintético, tal y con~

195 forme se describe en las dos primeras reivindicaciones, y asi-
mismo esencialmente caracterizado por la circuntancia de que
se agrega al medio de cultivo, un producto o varios de la hi-g
drolisis de proteinas de origen animal o vegetal, como la ca-?
sefna v 1la zeina.

200 EXTh.- Un procedimierto de fabricacion de antibidticos por
c:l1tivo de los mohos en un medlo quimico sintetico, tal y con-
forme es objeto de las dos primeras reivindicaciones, y asimis
mo esencialmente caracterizado por la circundancia de que se
agrega al medio de cultivo un aminodcido sulfurado, como por

205 cjemplo la c¢istina.

SEPTIMA.- Un procedimiento de fabricacion de antibidticos por
chltivo de los mohos en un medio quimico sintético, tal y con-
forme es objsto de las dos primers reilvindicaciones y asimism
caracterizadc por la circuntancia de que se agrega &l medio

210 de cultivo, un producto de reduccion de un anino-dcido sulfu-
rado, como la cistefna.
OCTAVA.- Un procedimiento de fabricacion de antibidticos por

erltivo de los mohes en un medio quimico sintético, tal y con
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forme se d=scribe en la dos primera reivindcaciones y asimismo
esencialmente caracterizado por la circunstancia de que se agre-
gan al medio de cultivo, conjuntamente, un aminodcido sulfurado
y un producto de su reduccion, por ejemplo la cistina y la cis-
teina.
NOVENA.~ Un procedimiento de'fabricacion de antibidticos por cul-
tivo de los mohos eh un medio guimico sintetico, tal y conforme
se especifica en las dos primeras reiviniicaciones, y asimismo
esencialmente caracterizado por la clrcungancia de que se agregar
al medio de‘cultivo, productos de la hidrolisis de las proteinas
ricos en aminodcidos sulfurados.
DACIMA.- Un procedimiento de fabricacion de antibidticos por cul-
tivo de mohos en un medio gquimico sintésico, tal y conforme se
especifica en las anteriores relvindicaciones y aszimismo esen-
cialmente caractarigzado por 1la circuﬂstanciardel cultivo del
P. notatum, o cualquier otro hongo productor de penicilina, en
un medio sintético, que provcrciona un alto rendimiento, eli-
minando la necesidad de erplear liguidos resultantes de la mace-
racidn del maipz u otras gramineas cereales o leguminosas.
UNDECINA.- UN PR0OCEDIIIZENTO DE FARRICACION DE ANTIBIOTICOS POR
CULTIVO DE LOS iCHOS BN UN #EDIQC QUINICO SINTETICO.-~

Todo tal y conforme se describe en la anterior iiemoria que
consta de ocho péginas mecanigrafiadas por una sola carae.-

fadrid 3 de diciembre de 1949.~
P, A~



	Bibliographic data
	Description
	Claims



