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M e m o r i a  B e  a c r i p t i v a

para uña pateóte de invención por veinte aRos en BspaRa, por:
" Procedimiento de obtención de uo onevo medio de cultivo oara la  
producción de an tib ióticos y cultivo de microorganismos en general" 

a favor da lo s Sres. Boa Fernando Goddin Rouleau, y Don Rafael Iba- 
Rez González, residentes en Madrid^ Manuel Becerra, 16 dup., y Mon- 
tesquinza, 44, respectivamente.-

e e a # # #

El presente invento se re fiere  a un procedimiento para la  ob­
tención de un nuevo medio de cultivo destinado a la  producción por 
b io sln tó sis de an tib ió ticos ta le s  como p en ic ilin a , estreptomicina, 
polimixina y sim ilares y en general para e l cultivo de microorga­
nismos, que presenta sobre los medios conocidos y en particu lar so­
bre e l medio a base de agua de maceración de maíz (Coro Steep L i- 
quor) la s  siguientes ventajas.

1} Constancia en la  composición del medio;
2) producción de m icelio, más rápida y mas abundante para la  

preparación del inóculo de lo s tanques de fermentación;

3) obtención de un inóculo de mejor calidad;
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4) rendimientos de antib ióticos por lo menos iguales a los dol 
Coro Steep Liquor y en menos tiempo de ferme ntaoióo;

5) fac ilid ad  de obtención y de cocservaoión de la  primera 

materiai
6) en e l caso de paisas d e fic ita r io s en la  producción de maiz, 

permite aprovechar otra materia prima, evitando la  necesi­
dad de importar e l "Coro Steep Liquor" o el maíz para la  
obtención del mismo sustituyendo tambióc a la  la c to sa , y 
resultando, mas económica la  producción de lo s  an tib ió ti­
cos#

Hasta la  fecha se consideraba como materia prima indispensable 
para la  fabricación da la  pen icilina e l "Coro Steep Liquor" cuya 
adición a l medio de cu ltivo , propuesta en el año 1946 por Moyer 
y Coghill, amnentó de modo extraordinario los rendimientos en peni­
c ilin a  por unidad de volumen ál f a c i l i t a r  su b io sin tS sis .

Se tra ta  de un subproducto de la  industria del maíz obteni­
do por la  macaraeión del grano en agua a pE 4 a una temperatura 
de 48-523, y una activa fermentación natural, especialmente de t i ­
po lá c tico , controlada por inyecciones de anhídrido sulfuroso. Pa­
ra su conservación y transporte, se precisa concentrarlo hasta un 
40-60 por cien de sólidos#

Han fracasado hasta ahora lo s numerosos intentos realizados 
para a is la r  e l componente activo que confiere a l  "Com Steep L i­
quor" la  notable propiedad de estimular la  b io sin te s is  de la  peni­
c ilin a  por lo s microorganismos del grupo Penicilinum Notatum-Cry- 
sogenum pero existe  la  evidencia de que se trata  mas bien de va­
r io s factores que de uno solo , entre los que se encuentran protei­
cas, amico-áeidos, ácido lá c tic o , azúcares reductores, sa le s  mi­
nerales, componentes vitamínicos del grupo B y ciertos precurso­
res específicos de la  pen icilina.
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Sio embargo uno de lo s ^inconvenientes principales del "Coro 
Steep" cuando se destina a osos microbioldgicos, es precisamente 

la  variabilidad de Su composicidn, que depeode siempre del proceso 
de fabricaeidn empleado en la  iodostria del maíz y hasta eo ooa 
misma fáb rica , de la  clase y procedencia del maíz, de la  estacido 
del aSo y de otros factores incontrolables.

El medio de cultivo a base de "Coro Steep" ha de ser comple­
tado por la  adieido de azúcares reductores, generalmente lac to sa .

Los inventores han descubierto:
1) Qoe del embrido o gdrmeo de la  sem illa del Algarrobo, f Ce­

ra toaia S iliqua) se pueden obteoer la s  p ro teicas, polipep- 
tid os, amino-ácidos, sa le s minerales, eonstitoyeotes v ita ­
mínicos y precursores necesarios para la  b io sio te s is  de
la  pen icilina, a s f  come para el desarrollo en cultivo de 
lo s microorganismos;

2) qoe del albumen o eodospermo de la  misma sem illa se pueden 
obteoer azúcares reductores, concretamente mañosa y galac­

tosa, que pueden perfectamente su st itu ir  a la  lacto sa  come 
factor energético de la  b io sio te s is  de los ao tib id tico s;

3) que c iertos microorganismos, como por ejemplo e l Peoicilium 
Crysogenúm, segregan encimas capaces por s í  solos de fra g ­
mentar la s  proteicas del gérmen o embrido de la  sem illa
del Algarrobo a s í  como lo s azúcares complejos del albumen 
o eodospermo de la  misma sem illa, poniendo tanto a los 
unos como a lo s otros en condiciones de poder ser aprovecha­
bles pare la  b io sio te s is  de la  pen icilina.

Numerosísimas experiencias comparativas efectuadas por los 
inventores; han demostrado que la  oomposieidn del nuevo medio ob­
tenido a b a se  de cualquiera de lo s procedimientos indicados a coo- 
tinuaeidn y utilizando siempre como materia prima el embrido de la3o



sem illa ¿el Algarrobo, es extraordinariamente f i j a  como se demues­
tra taoto por su a n á lis is  como por los rendimientos, prácticamente 
constantes, en la  producción de la  pen icilina.

Otras experiencias comparativas, con e l "Coro Steep Liquor", 
demostraron que cualquiera de lo s extractos, h idrolisados, etc . 
preparados a p artir  del embrión de la  sem illa del Algarrobo produ­
cen, a la s  24 horas de cu ltivo , un rendimiento de micelio mucho ma­
yor que e l suministrado por e l "Coro Steep Liquor" y de una c a li­

dad mejor para su u tilización  como loóculo. Por lo  tanto, e l  tiem­
po necesario, en la  in dustria, para la  preparación del inóculo se 
reduce considerablemente, lo que tiene una gran importancia econó­
mica. Al mismo tiempo, se ha demostrado que e l rendimiento en pe­
n ic ilin a  es por lo menos igu al, a voces superior a l  del *Corn 
Steep Liquor^.

La fragmentación o degradación de la s  proteínas contenidas en 
la  sustancia germinativa de la  sem illa del Algarrobo, para su trans 
formación en polipetidos y amioo-áeidos a s í  como la  liberación de 
la s  demás sustancias necesarias o ú tile s  a la  b io s in te s is  y al 
desarrollo microbiano, ta le s como componentes vitam ínicos, e tc . ,  
lo mismo que la  degradación de lo s polisacaridos de la  misma sus­
tancia germinal y del albumen o endosparmo de la  sem illa, se pue­
den lograr por varios procedimientos:

1} Por extracción, a u to lís is ,  h id ró lis is  o p ro te o iis is  de la s  
proteicas y azúcares contenidas en la  sustancia germinati­
va de la s  sem illas, por medios f í s ic o s ,  químicos o eacirná- 
t ico s;

2) por la  fermentación lá c tic a  expontánea y debidamente con­
trolada de la  sustancia germ inatitaj

3) por la  fermentación de la  misma sustancia germinativa me­
diante in iciadores, ta le s  como salvado de tr ig o , yogourt,
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excremento de rumiantes e t c . ,  o de gérmenes previamente 
aislados del grupo de los laetobacilos u otros. En todos 
estos casos es necesario concentrar lo s  líquidos extraídos 
hasta aproximadamente 30-60% da sólidos para que puedan 
conservarse sin fermentación ni contaminacidn posterior.

Puede tambián emplearse como primera materia, la  harina del 
embrido, o la  sustancia germinativa, o la s  proteínas extraídas del 
mismo, previamente extraídas por disolventes adecuados para la  ob­
tención del aceite que contiene, e l cual a parte de su valor ecd- 
ndmico, es perjud ic ia l para el cultivo de c ierto s microorganismos.

Guando se u tilizan  le s  procedimientos de fermentaeidn, parte 
de lo s azúcares se transforman en ácido lá c tic o , e l cual sin em­
bargo mas bien favorece la  b io sin te sis  da la  pen ic ilin a , como ocu­
rre con el "Gorn Steep Liquor*.

En e l caso, ya mencionado, de la  u tilizac ió n  de microorganis­
mos que poseen encimas, p ro teo litieos y am ilo liticos su fic ien te­
mente potentes para lograr por s í  mismos la  degradación antes ex­
puesta, a s í  como la  liberación de todas la s  sustancias contenidas 
en la  sem illa y necesarias a su desarrollo o a la  biosin&esis de 
an tib ió tico s, cabe teóricamente la  posib ilidad  de preparar e l me­
dio de cultivo directamente a base de harina de embrido y de hari­
na de endospermo, en la s  debidas proporciones (entre 1 parte de 
la  primera y 2 hasta 6 de la  segunda) o incluso, de harina de la  
semilla completa, decorticada o nd y enriquecida, s i  hace f a l t a ,  
en uno de lo s dos componentes o por otras materias susceptib les de 
mejorar e l medio o de reducir su precie de costo, ta le s  como hari­
na de pescado o carne, harinas de tortas de sem illas de algodón, 
lin o , so ja , eto. Sin embargo,en la  p ráctica , e l medio de cultivo 
preparado en es^a forma presenta varios inconvenientes que llegan 
a d if ic u lta r  o im posibilitar su u tilizac ió n . En pártieulah, la
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suspensión de le s  harinas de gármen y sobre todo de albumen resu l­
ta d ificu ltada por la  formación de gromos. Por otra parte , la  ha­
rina de albumen comunica a la  suspensido acuosa una viscosidad ele- 
vadisima que ya a concentraciones muy in ferio res a la s  necesarias, 
haría d i f í c i l  o imposible la  aireación del medio y hasta su a g ita ­
ción, sin contar con que por la  e ste rilizac ió n  del mismo se produ­
c ir ía  un verdadero engrudo.

Para obviar estos inconvenientes es preciso y su ficiente some­
ter la s  sem illas del Algarrobo o la s  harinas procedentes de la 
misma, a procesos conocidos de so lub ilización , por ejemplo, por 
h id ró lis is  acuosa o gaseosa, a u to l is is ,  etc#

Gomo ejemplo para aclarar uno de lo s mótodos de preparación 
del medio, damos e l siguiente que no constituye limitación algu­
na :

Se prepara un iniciador de fermentación poniendo 66 g rs . de 
salvado de trigo con 660 o .c . de agua del grifo  acidulada con cual­
quier ácido orgánico o inorgánico, pero preferentemente con ácido 
sulfuroso a p H.4 y colocando en estu fa a SOS durante 24 horas.
En este momento está  en plena fermentación. Se pesan 1*000 g. de 
germen troceado de la  sem illa de algarrobo, se añaden 4.440 c .e . 
de agua del grifo  acidulada como antes, preferentemente con su lfu­
roso a p H*4 y todo e l iniciador recientemente preparado como se 
ha dicho. Se pone en estu fa a 60á durante 48 horas, a l cabo de la s  
cuales se prensa para obtener la  mayor cantidad posible de jugo* 
Posteriormente se pasa por una tela fin a  o papel de jarabe y se 
concentra por evaporación a presión reducida hasta contener de 30 
á 80% de só lidos. De este extracto espeso se pone en e l medio la  
cantidad conveniente según e l fin  a que se le  destine, a s í  por 
ejemplo, para la  producción de penicilina se añade en proporción 
de 2% de só lid os, completando e l medio en 2% de glucosa s i  se
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tra ta  de prodacir micelio para el inóoalo o de lacto sa  s i  se des­
tina a l medio de fermentación, tantamente con lo s precarsoTes ne­

cesario s, as% como carbonato calcico  para regalar e l PH.

IT 0 A -

S La presente patente de invención comprende la s  eignlentes
reivindicaciones:

1 .-  Procedimiento de obtención de an nnevo medio de oaltivo 
para la  prodacción de an tib ióticos y oaltivo de microorganismos 
en general, caracterizado porqne la s  sastanciae necesarias para 

10 l a  b io sin te s is  de lo s  an tib ió ticos o promotores del crecimiento

de lo s  microorganismos, se extraen de la  sastan cia  germinal y del 

dbaman&e las sem illas del Algarrobo (Algarrobo eemán, Oeratonia 
S ilign a L; Algarrobo blanco y Algarrobo g r is ,  prosopls L Alba y 
g riseb ; Algarrobo fa lso , Cercis Siliqaastram , oanadensie y chinen- 

16 s i s ;  A lgarrobito, prosopis campestris, A lgarrob illa , Oaesalpinia

melanocarpa y b r e v ifo iia y  otras especies de Caesalpinacese, Cassi- 
daceae y Mimosaceaej.

2 .-  Procedimiento de acnerdc con l a  reivindicación ante­
r io r  y caracterizado ademas porgas las sastan cias necesarias para 

20 l a  b io sin te sis  de lo s an tib ió ticos o promotores del crecimiento de 
lo s  microorganismos se extraen del embrión (germen) y del albameñ 

(endoepermo) de la  sem illa del Algarrobo y previamente a la  ap li­
cación del medio, por á a tó l i s i s  acaosa entre 40% y 60Sc+

3#— Procedimiento de acnerdo con la  reivindicación ante—
26 r lo r  y cea? act erizado ademas porqae la s sastan cias necesarias para 

l a  b io sin te sis  de los an tib ió ticos o promotores del crecimiento de 
lo s  microorganismos se extraen del embrión (germen) y del albnmen 

(endoepermo) de la  sem illa del Algarrobo y previamente a la, ap li-
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eación del medio por h id ró lis is  ácida eo medio líquido entre lo s 
lím ites de pE 1 - 6 y de temperatura de 20B - 78*0 ó, bajo pre­
sido, hasta 140S c.

4 .-  Procedimiento de acuerdo con la  reivindicación anterior 
y caracterizado además porque la s  sustancias necesaria# para la  
b io s io te s is  de los an tib ióticos o promotores del crecimiento de 
lo s  microorganismos se extraen del embrido (gárman) y del albu­
men feodospermo) de la  sem illa del Algarrobo y previamente a la
aplicación del medio por h id ró lis is  a lca lin a  eo medio líquido en­
tre lo s lím ites de pH 6 - 14 y de temperatura de 20B - 76Se ó, 
bajo presido, hasta 140Sc.

8 .-  Procedimiento de acuerdo con la  reivindicación anterior 
y caracterizado además porque la s  sustancias necesarias para la  
b io sio te s is  de los an tib idticos o promotores del crecimiento de 
lo s microorganismos se extraen del embrión (gdrmeo) y del albu­
men feodospermo) de la  sem illa del Algarrobo y previamente a la
aplicación del medio por h id ró lis is  ácida en medio gaseoso por 
ejemplo mediante una corriente de cloro, ácido clorhídrico gaseo­
so o de anhídrido sulfuroso*

6 .-  Procedimiento de acuerdo con la  reivindicación anterior- 
y caracterizado además porque la s  sustancias necesarias para la  
b io sio te sis  de los an tib ió ticos o promotores del crecimiento de 
lo s microorganismos se extraen del embrtóo (germen) y del albu­
men (endospermo) de la  sem illa del Algarrobo y previamente a la  
aplicación dél medio por h id ró lis is  a lca lin a en medio gaseoso por 
ejemplo mediante una corriente de gas amoniaco.

7 *- Procedimiento de acuerdo con la  reivindicación anterior 
y caracterizado además porque la s  sustancias necesarias para la  
b io sio te s is  de los an tib ióticos o promotores del crecimiento de 
lo s microorganismos se extraen del embrión (germen) y del albumen
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(endospermo) de la  semilla del Algarrobo y previamente a la  a p li­
cación del medio por p ro teo lisia  eneimática bien por la s  encimas 
de la  misma sem illa, bien por eooimas p ro teó litiea s y am ilo liticas 
añadidas a este f ío .

8 .  - Procedimiento de acuerdo coo la  reivindicación anterior, 
y caracterizado además porque la s  sustancias necesarias para la  
b io sin te sis  de lo s antib ióticos o promotores del crecimieoto de los 
microorganismos se extraen del embrido (germen) y del albumen (en- 
dospermo) de la  semilla del Algarrobo y previamente a la  apliea- 
cido del medio por formeotaeidn lá e tic a  espontánea y debidameote 
controlada o provocada mediante iniciadores ta le s  como salvado de 
tr ig o , yogourt, excremento de rumiantes y análogos o de gármenes 
previamente aislados del grupo de lo s lactobacilo s u otros.

9 . - Procedimiento de acuerdo con la  reiviodicaeido anterior 
y caracterizado además porque la s  sustancias necesarias para la  
b io sin te sis  de lo s aotib id ticos o promotores del crecimiento de 
lo s microorganismos se extraen del embrión (germen) y del albumen 
(endosperme) de la  sem illa del Algarrobo por lo s miemos mieroorgaois 
mos productores de los aotib id ticos o que se pretenden cu ltivar, 
siempre que posean encimas p ro teo lfticas y am ilo liticas su fic ien ­
temente potentes para conseguir la  degradación de la s  proteínas y
de lo s pollaacaridos para lib erar  y hacer aprovechables la s  su s­
tancias necesarias para la  b io sin te sis  de lo s  antib ióticos o pro­
motores del crecimiento.

10 . - Procedimiento de acuerdo con la  reivindicación anterior 
y caracterizado además porque la s  sustancias necesarias para la  
b io sin te sis  de los an tib ió ticos o promotores del crecimiento de 
los microorganismos se extraen de la  sem illa del Algarrobo entera 
y previamente reducida a sómólá o harina, con o sin extracción por 
disolvente# del aceite que contiene y tratada posteriormente segdn
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so indica eo la s  reivindicaciones anteriores.
1 1 . - Procedimiento de acuerdo coa la  reivindicación anterior 

y caracterizado además porque parte de la s  sustancias necesarias 
para la  b io sin te sis  de los an tib ió ticos o promotores del crecimien 
to de lo s  microorganismos, se extraen de la  sustancia germinal y 
del albumen de la s  sem illas y mas especialmente la s  proteínas pue­
den ser extraídas del embrión (germen) de la  semilla del Algarrobo 
separada por medios conocidos, de la s  demás constituyentes de la 
sem illa, ta les como cutícula y albumen (endospermo) y reducido a 
sámela o harina.

12 . - Procedimiento de acuerdo coa la  reivindicación anterior 
y caracterizado además porque parte de la s  sustancias necesarias 
para la  b io sin tesis de lo s  an tib ió ticos o promotores del c re c i­
miento de los microorganismos, se extraen de la  sustancia germinal 
y del albumen de la s  sem illas y mas especialmente le s  azúcares re­
ductores son extraidos del albumen (endospermo) de la  sem illa del 
Algarrobo, separado por medios conocidos de lo s demás constituyen­
tes de la  sem illa, ta le s como cutícula y embrión (germen) reduci­
do a harina y tratado posterioimente según se indica eo la s  r e i­
vindicaciones anteriores,

13 . - Procedimiento de acuerdo con la  reivindicación anterior 
y caracterizado además porque parte de la s  sustancias necesarias 
para la  b io sin te sis  de los an tib ió ticos o promotores del c rec i­
miento de lo s microorganismos se extraen de la  mezcla de sámola o 
harina de embrión (germen) y de harina de albumen (endospermo) de 
la  sem illa del Algarrobo, en proporciones comprendidas entre una 
parte de la s  primeras y dos basta cinco partes de la  segunda o 
incluso de la  harina de la  sem illa to ta l decortieada o nó y even­
tualmente enriquecida en uno de sus componentes o por otras mate­
r ia s .



14.- Procedimiento de acuerdo coa la  reivindicacidn anterior 
y caracterizado además porque e l añero medio de cultivo para la  
produocidn de ao tib id ticos y cultivo de microorganismos en gene­
r a l ,  basado en la  extraecido de la s  sustancias aecesar&aa para la

i 6 b ió sin tesis  de lo s an tib idticos o promotores del crecimiento de
los microorganismos, de la  sem illa del Algarrobo; se completa por 
la  adicidn de sa les minerales ta le s como carbonato cá lc ico , clo- 

 ̂ ru ro sd d ico ; su lfato  de zinc y análogos y de precursores de los
antib idticos ta le s como feo il-acetato  potásico , fenilacetam ina, 

lo u otros adyuvantes.
' 15.-  ̂ Pro^dimieoto de obtencidn de un nuevo medio de eu lti

vo para la  produocidn de an tib id ticos y cultivo de microorganis­
mos en general

Segda se describe y reivindiw  en la  presente memoria des- 
15 crip tiv a .

Consta esta  memoria de once hoáas fo liad as y e sc r ita s  a má­

quina por una sola de sus caras.a

' Madrid. IB de Jacio de 1.950.-
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