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Memoria Descriptive

para une patente de invencidn por veinte afios en Bspafia, por:

" Procedimisnto de obtencidn de un nuevo medio de cultivo pars la

produccidn de sntibidticos y cultive de microorganismos em genersl”,

& favor de los Sres. Don Fernando Goddin Roulesu, y Don Rafael Iba-
flez Goozalez, residentes en Mzdrid, Manuel Becerra, 16 dup., y Mon-

tesquinza, 44, respectivamente.-

El presente invento se refiere 2 un proecedimiento pars l1la ob-
tenelidn de un husvo medio de cultivo destinsdo & la produecidn por
biosintésis de antibidticos tales eomo penicilinas, sestreptomicins,
polimixina y simileres y en general paras el cultivo de microorga-

nismes, que presenta sobre los medios eonocidos y en partieular so-

 bre el medio a base de agus de mecerscidn de maiz (Corn Steep‘Li-

gquor) las siguientes ventajas.
1) Constancia en la eomposicidn del medio;
2) produceidn de micelie, mds répida y mas abundante para la
preparadiBn del indculo de los tanques de fe:mentaeidn;
3) obtencidén de un indoulo de mejor calidad;
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4) rendimientos de antibidticos por 1o menos igueles a los del
Corn Steep Ligquor y en menos tiempo de fermentacidn;

6) facilidad de obteuncidn y de conservaoidn ds 18 primera
materia;

6) en el caso de paises deficitarios en la produccidn de maiz,
permite aprovechar otra materie prima, evitando la necesi~
dad de importar el "Corn Steep Liguor®™ o el meiz para la
obtencidn del mismo sustituyendo tambidn & 1la lactosa, y
resultando, mas econdmice la produccidn de 108 antibidti-

. 808, _

Hasta la- fecha ss considaréba como materia prima indispensable
para la fabricacidn de 1la penicilina el "Cors Steep Liquor" cuye
adicidn al medio de cultivo, propuesta en el afio 1946 por Moyer
y Coghill, aumentd de modo extraordinario los rendimisntos en peni-
eilina por unided de volumen 81 facilitar su blosintenis,

Se trata de un subproducto de la industria del maiz obtepi-
do por la méceraeidn del grano en agus a pH 4 & una temperatura
de 45-58%, y una active fermentacidn natural, especialmente de ti-
po ldctico, controlada por inyeceiones de anhidrido sulfuroso. Pa-
re su @onaervaéidn y tr&osporte, se precisa conceut;arlo hasta un
40-60 por ciem de sdlidos.

Han fracasaedo hasts shors 10os numerosos intentos realizados
para aislar el componente activo que conflere gl "Corn Steep Li-
quor" la notable propiedad de estimular ls biosintesis de 12 peni-
cilina por los microorganismos del grupo Penieilinum Notatum-Cry-
8ogonum pero exlate la evidencia de que se trats mes bien de va=-
rios factores que de uno solo, entre los que se encuentran protei-
nas, smivo-deidos, doido ldectieco, azidcares reductores, sales mi-
uer&leé, componentes vitaminicos del grupo B y ciertos precurso-

res especfficos de 1a peniciline.



» lo

15

20

£b

30

T N e TR Ee e g 9T s

193259

-5 Q"\ %

Sin embargo uno de los -inconvenientes principales del "Corn
Steep™ cuando se desfiua & usos microbioldgicos, es precisamente
le veriabilided de su compos icidn, gque depende siempre del proceso
de fabricaecidn emplesdo en la industria del maiz y hasta en una
misma fdbrice, de la ¢lase y procedencis del maiz, de la estacidn
del afio y de otros tactores ineontrolables. |

1 medio de cultivo & base de "Corn Steep" ha de ser comple-
tado por 1e:adieida'de azdcares reductores, generaimente lactossa,

Los inventores hen descubierto:

1) Que del embriSn 0 gérmen de ls semilla del Algarrobo, (Ce-
ratonia Siliquae) se pueden obtener las proteinas, polipep=-
tidos, aminc-dcidos, sales minergsles, constituyentes vita-
mfnicos y precursores necesarios para ls blosiptesis de
la penicilina, ssf como pars el desarrollo em cultivo de
108 microorganismos; »

£2) que del albumen o enaosﬁermo de 18 misme semilla se pueden
obtener szdcsres reductores, eounégtamente manosa y galac-
toss, que pueden perfectamente sﬁstituir a la lactosa como
factor emergético de la biosintesis de los antibidticos;

3} que eiertos microorganismos, eomo por ejemplo el Penicilium
Crysogenum, segrsgen encimas capaces for 8{ solos de frag-
mentar les proteinasAdel gdrmen o embridn 4e 1a'sémi113
del Algarrobo asf comd'los azﬁcares eomple jos dai albumen
0 endospermo de la misma éomilla; poniendo tanto & los
unos como & 1os Otros en cbudicioues de.poder 8er aprovecha~ -
bles pars la biosintesis de 1a peniciiina. '

Numerosisimas experisncias comparativas efectusdas por los

inventores,; han demostradc gque la composicidn del nuevo medio ob-
tenido a bese de cumlquiers de los procedimientos indicados & cop=

tinuaeidn y utilizando siempre como materia prima el embridn de le
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semille del Algarrobo, es extraordinariamente fija como se demues-
tra tanto por su anglisis como por los rendimientos, practicemente
conatantes, en la produccidn de la penieilina.

Otres experiencias eomparativas, eon el "Corun Steep Liguor™,
demostraron que cualguiera de los bxtraotos, hidrolisados, etc.
preparados & pertir del embridn de 1la semilla del Algarrobo produ-
cen, & las 24 hores de cultivo, un rendimiento de micelio mucho ma-
yor que el suministrado por el "Corn Steep Liguor™ y de une celi-
dad me jor para su utilizacidn eomo indculo. For 1o tanto, el tiem-
PO necesario, en la industria,>para la preparacidn del indculo se
reduce considerablemente, lo gue tiene une gran_importancie econd-
mica. Al mismo tiémpo, se he demostrado que el rendimiento en pe-
niciline es por 1lo menos iguel, & vmces supsrior al del "Corn
Steep Liquor™.

Ia‘fragﬁeutacidn o degrsdacidn de 1ss proteiuaa contenidas en
la sustancla gérminativa de la semills del Algerrobo, para su trans-
formeeidn en polipetidos y smino-decidos asf como la liberacidn de |
las demds sustancias necesarias o dtiles a la biosintesis y sl
desarrollo microbigno, teles como componentes vitemfnicos, etc.,
lo mismo que la degredacidn de leos poliseesridos de la misma sus-
tanels germinal y del albumen o endosparmo de la eemilia, s8¢ pue~
den lograr por varios procedimientosm: _

1) Por extraeeidn, autolisis, hidrolisis o proteolisis de les
protaiués_y-azﬁcaras contenides en la sustancia germinati-
ve de las semillas, por medios fisieos, qufmicos o eancimd-
ticos;

2) por la fermentacidn ldetica expontdnes y debidemente eon-
trolada dé la sustancis germinatives

3) por 12 fermentecidd de la misma sustencia germivative me-

disnte inicisdores, tales como salvedo de trige, yogourt,
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excremento de rumiantes etc., o de gdrmenes previamente
sislados del grupo de los laetobacilos u otros. En todos
estos casos es necesario coucentrar los liguidos extraides
bhaste aproximadamente 30-50% de sdlidos psras que puedan
conservarse sin fermentacidn ni coantaminecidn posterior.

Puede también emplearse ecomo primera meteria, la harina del
embridn, o la sustancia germinativa, o las proteinass extraidas del
mismo, previamente extraidas por disolventes adecuasdos para la ob-
tencidn del aceite que contiene, el ecusl a parte de su valor ecd-
ndmico, es perjudicisl paras el cultivo de ciertos microorganismos,

Cuando se utilizen los procedimientos de fermentacidn, parte
de los agdcares se trensformen en deido ldetico, el cual sin em-
bargo mas bien favoreae la biosintesis de la penicilins, como ocu-
rre con el "Corn Steep Liquor™.

En el caso, ya mencionado, de la utilizec¢ién de microorganis-
mos que poseen eneimes, proteolitiecos y amiloliticos suficiente-
mente potentes para lograr por sf mismos ls degradacidn antes ex-
puesta, asf como la liberacidn de todas las sustancias contenidss
eo. 18 semilla y necese&rias & su desarrollo o s 1la biosinbesis de
antibidticos, cabe teoricamente la posibilidad de preparar el me-
410 de cultivo directamente 2 base de harina de embridn y de heri-
n& de endospermo, en las debidas proporeiones (entre 1 parte de
le primera y 2 haste b de la segunda) o incluso, de harina de 1la
semills complete, decorticsda o und y enriqnecida,bsi hace falta,
en uno de los dos componentes o por otras materiass susceptibles de
me jorar el medio o de reduaeir su precic de costo, tales como hari-

na de pescado o carne, harinas de tortas de semillas de &lgoddn,

lino, soja, ets., Sin embargo,en la préctica, el medio de cultivo

prepsrado en esta forma presenta vsrios inconvenientes que llegan

& difieulter o imposibilitar su utilizseidn. En particulay, la
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suspensidn de las herinas de gdrmen y sobre todo de albumen resul-
ta dificultedes por la formaeidn de grumos. Por otra parte, la ha~

rine de albumen comunica & la suspensidn ascuosa una viscosidad ele-

.vadisima que ya & concentreciones muy inferiores a las necesarias,

harie dificil o imposible le aireacidn del medio y hasta su egita-
cidn, sin conter conm que por la esterilizecidn del mismo se produ-
ciria un verdadero engrudo.

Para obviar estos inconvenientes es preciso y suficlente some-
ter las semillas del Algarrobo o lss harinas procedentes de le
misme, & procesos conocldos de solubilizacidn, por ejemplo, por
hidrolisis acuosa o gaseosa, autolisis, etc. '

Como e jemplo para aclarar uno de los mdtodos de preperacidn
del medio, damos el siguiente que no econstituye limitacidn algu-
na:

Se preparas un iniciador de fermentaeidn poniende 66 grs. de
selvedo de trigo com 660 e.c, de agua del grifo scidulads con cual-
quier dcido orgdnico o inorge€nico, pero preferentemente con deido
sulfuroso 8 p H.4 y colocando en estufa & 509 duraéte 24 horas.
En este momento estd en plena fermentacidn. Se pesan 1.000 g. de
germen troceado de la semilla de &lgsrrobo, se afiaden 4.440 C.C,
de ague del grifo acidulada como &antes, preferentemente con sulfu-
roso & p Hed §y tqdo el iniciador recientemente prep&rado como se
ha dicho. Se pone en estufe & 59# durante 48 horas, al cabo de las
eusles se prensa pars obtener la mayor cantided posible de jugo.
Posteriormente se pasa por una tela fina o papel de jarabe y se
soncentra por evgpqrscidn a presidn reducida hasta contener de 30
¢ 60% de sdlidos. Do este sxtreato espeso se pone en el medio la
cantidad éonveniente segin el ffn & que se le destine, asi por
e jemplo, para ls prpdﬁccidn de penieiline se afisde en proporeidn
de 2% de sdélidos, eompletando el medic en 2% de glucosa 31 se
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trate de producir mieelio pare el indoulo o de lactosa 8l se des-
tins sl medio de fermentacién, juntamente con los precursores ne-

cesarios, as{ como cerbonato edlel oo pars regular el FPH.

la presente patente de invencidén comprende las siguientes
reitipdicaciongs:

1.~ Procedimientoc de obtencidn de un nuevo medic de oultive
pare la prodmceidn de anxibiéticos'j cultivo de microorgenismos
en general; earascterizado porque las sustancias necesarias para
ia blosintesis de los antibidticos o promotores del orecimiento
de loe mlcroorganismos, se exiraen de la suatancla germinal y del
a;bggaq dg-lagvsemillas del KRlgarrobo Yllgarrobo comin, Ceratonia
81;1qu§ L; &lgarrobo blanco y llgargobo gris, Prosopis L Alba y
G;igab; ngarrobq falso; Cereis stliqqaatrnm, canaggnsia y ohinen-
ais}'algarrobito. ?roscpis.oampeétria;'llgarrobilla, Caesalpinia
melanocarps y brev?folia y otras especies de Caesglpinsceme, Cassi-
daceme ¥ m;moaaooae}y

2.- Procedimiento de acuerdo aon 1la reivindicaocldn ante-
rior y caracterizado ademds porqus las sustancias necesarias para
la blosintesis de los antibidticos o promotores del crecimiento de
los miocroorganismos se extraen del embridén (gérmen) y del elbumen
(endospermo) de la semilla del Algarrobo y previamente a la epli-
eaaidn del medio, por sutdlisis scuoss entre 402 y 60%c.

Be= Procedimi ento de acuerdo con la reivindicacidén ente-
rior y caracterizado adema& porque las sustancia® necesariass pare
la biosintesis de los antibidtiocos o promotores dsl crecimiento de
los microorganigmos se extraen del pmbrién (gérmen) ¥y del glbumen .

(endospermo) de lé semilla del Klgarrobo y previamente e la apli
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cacidén del medio por hidrolisis dcida en medio 1fquido entre los
lfmites de pH 1 ~ 6 y de temperatura de 208 - 758%¢c 6, bajo pre-
sidn, hasta 1408 ¢.

4,~ Procedimiento de acuerdo con 1la reivindicacidn anterior
y caracterizado sdemds porgue las sustancias necesarias para le
biosintesis de los antibidticos o promotores dél crecimiento de
los microorganismos se extraen del embridn (gdrmen) y del albu-
men (endospermo) de la semilla del Algarrobo y previamente & la
aplicacidn del medio por hidrolisis alcalina en medio 1fquido en=-
tre los limites de pH 8 ~ 14 y de temperatura de 202 - 75%¢ 6,
ba jo presidn, hasta 140%c¢.

5.~ Procedimiento de &cuerdo con la reivindicacidn anterior
y caracterizado ademds porgque las sustancias necesariss pars la
biosintesis de los antibidticos o promotores del crecimiento de
los microorganismos se extraen del embridén (gdrmen) y del albu-
men (endospermo) de la semillé del Algarrobe y previamente & 1la
eplicacidn del medio por hidrolisis dcida em medio gaseoso por
e jemplo mediante una corriente de cloro, Hcido clorhidrieo gaseo~
80 0 de &anhidride sulfuroso.

6.~ Procedimiento de acuerdo con l& reivindicacidn anterior-
y caraocterizado ademds porgque las sustancias necesarias para la
biosintesis de los antinidticos o promotores del crecimiento de
los microorganismos se extraen del embridn (germen) y del albu-~
men (endospermo) de la semilla del Algarrobo y previamente s la
aplicacidn del mediu'por hidrolisis alcaline en medio gaéeoso por
e jemplo mediante una ecorriente dq‘gas emoniaco,

7+- Procedimiento de acuserdo com 18 reivindieseidn anterior
¥ caracterizedo ademds porque las sustancias necesarias para 10‘
biosintesis de los &ntibidticos o promotores del crecimiento de

los microorganismos se extraen del embridn (germen) y del &lbumen
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(endospermo) de 1a semille del Algarrobo y previamente a la &pli-
cacidn del medic por proteolisis eneimdtica bien por las encimas
de la misma semilla, bien por encimas protedlitices y amilolitieas
afiadidas & este fin.

s R Procedimieuto de scuerdo con ls reivindicaeidn anterior,
¥ caracterizado ademds porque las sustancias necessrias para la
biosintesis de los antibidticos o promotores del crecimiento de los
microorganismos se extraen del embridn (germen) y del albumen (en-
dospermo) de la semille del Algarrobo y prevismente & 12 aplicaé-
cidn del medio por fermentaeidn ldetica espontdnea y debidamente
controlads o provocads mediante iniciadores tales como salvado de
trigo, yogourt, exoremento de rumiantes y andlogos o de gérmenes
previamente aislados del grupo de los lsctobacilos u otros.

9.- Procedimiento de acuerdo com lsa reivindicecidﬂ anterior
y caracterizado edemds porque las sustanciés'nécesarias parea la
biosintesis de los antibidticos o promotores del crecimiento de
los microorgenismos se extraenm del embridm (germen) y del albumen
(endospermo) de 12 semilla del Algarrobo por los mismos mieroorganis-
mos productores de los antibidticos o que se pretenden eultivar,
siempre que posean encimas proteocl{tiems y amilolfticas suficien-
temente potentes pare conseguir la degradacidn de las proteines y
de los polisacaridos para liberar y hacer aprovechebles las sus-
tancias necesartas para la biosintesis de los antibidticos o pro-
motores del crecimiento, |

10.~- Procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn anterior
y caracterizado ademds porgue las sustancias necesarias persa la
biocsintesis de los antibidticos o promotores del crecimiento de
los microorganismos se extraen de la semilla del Algarrobo entera
¥ previamente reducida & gdmdla © harina, conm o sin extraceidn por

disolventes del aceite que contiene y tratada posteriormente segin
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se indica en las reivindicaciones anteriores,

11.~ Procedimiento de acuerdo ecos la reivindicacidn anterior
y caracterizado ademfs porque parte de las sustancias necesarias
para la biosintesis de los entibidticos o promotores del crecimien-
to de los microorganismos, se extraen de la sustancia germinasl y
del albumen de las semillas y mas especialmente las proteinas pue-
den ser extraidas del embridn (ge:men) de 1la semilla del Algarrobo,
separade por medios eonocidos, de las demds constituyentes de la
semilla, tales como cutfcula y albumen (endospermo) y reducido &
sdmols o harina.

12.- Procedimiento de acuerdo con:le reivindiecacidn anteriar
y caracterizado ademds porque parte de las sustancias necesariss
para la bilosintesis de los antibidticos o promotores del creci-
miento de los microorganismos, se extrasen de la sustancia germinal
y del albumen de lgs semillas y mes especialmente los azdcares re-
duetores son extraidos del albumen (endospermo) de la semilla del
Algarrobo, separado por medios conocidos de los demds constituyen-
tes de 18 semilla, teles como cutfcula y embridn (germen) reduci-
do 28 harina y tratado posteriormente segin se indica en las rei-
vindiecaclones anteriores,

15.- Procedimiento de acusrdo con 18 reivindicacidn anterior
y caracterizado edemds porque parte de las sustancias necesarias
pera la biosintesis de los antibidticos o promotores del creci-
miento de los microorgabismos se extraen de la mezcla de sémole o
harina de embridn (germeun) y de harina de albumen (endospsrmo) de
ls semilla del Algsrrobo, en proporciones comprendidas entre unsa
parte de las primeras y dos haste cineo partes de la segunda o
incluso de la hafina de 1la semilla total décorticada 0 né y even-
tualmente euriguecida en uno de sus componentes 0 por otras mate-

rias,
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14.- Procedimiento de acuerdo cou la reivindicacidn anterior
y caracterizado ademds porque el nuevo medib de cultivo para 1la
produecidn de antibidticos y cultivo de microorganismos en gene-~
ral, basado en 1a:extraacidn'de les sustancias necesarias paras la
biosintesis de los antibidticos o promotores del orecimisnto de
los microorgenismos, de ia*ée@illa del Aléarrobo, ge complets por
le gdicidn de seles minerales téies ¢omo carﬁonato cdlcico, elo=-
ruro sddioo,vsulfato-de zine y anélogoa y de precursores de los
antibidticos talée como fénil-acetato potédsico, fenilacetamina,
u otros adyuvantes,

16.- “ Procedimiento de obtencidn de un nuevo medio de culti-
vo para 1a'prodﬁcoidn de antibidtieos y cultivo de mieroorgouis-
mos en general ", |

Segdn se describe y reivindies en 1a presente memoria des-

" eriptive.

Consta esta memoria de once hojass foliades y escritas a md-

quine por una sola de sus caras.

Medrid, 1° de Jggfo §9/1695°-‘,
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