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que se acomuna a la solicitud de una patente de invenciéon por
veinte afios por '‘p.uevo procedimiento de obtenciéon de penicili-
nas por fermentacion", a favor de "~antibidticos, S.A.", domici

liada en Madrid, Espafa.

Es conocido el hecho de que en la fabricacion de penicili
na, la adicion de precursores a los caldos de fermentacién per
mito dirigir 6sta hacia la produccién del tipo de penicilina
deseado, hablandose obtenido por este procedimiento, ademas de
las penicilinas producidas por el hongo, gran numero de deriva
dos que se conocen con el nombre de penicilinas bio-sintaticas.

En todos los casos se han empleado como precursores los co
rrespondientes compuestos puros, de los cuales los mas usados
han sido el acido fenilac6tico, sus sales alcalinas, asteres y
amidas, asi como sus sales con diversos aminoacidos.

Pero en sus trabajos de investigacién el autor del presen
te invento ha comprobado que no son necesarios el aislamiento y
la purificacién de estos derivados (operacidon asta que presenta
grandes dificultades en el caso de los aminoéacidos) para lograr
la obtencién de precursores capaces de orientar o dirigir, en
el sentido que se desee, el proceso de fermentacién.

asa finalidad ha nido conseguida con muy buenos resultados
y sin necesidad de tales aislamiento y purificacién, mediante
el procedimiento para el que se solicita la presente patente.

Segun al, a la fuente de nitrégeno utilizada como alimento
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por el hongo (por ejemplo, vcorn steep®, hidroligzades devcaseiﬁé,
hidrolizados de residuos de matadero, tales como bazo, pulmén, hi
gado, vacunos u ovinos; etc.), Se le adiciona una pequefia canti-
dad de ese nismo hidrolizado que haya sido previamente tratado
con el cloruro de dcido del precursor, que al combinarse con las
protefnas y aninodcidos contenidos en el "corn steep®™ o an los
mencionados hidrolizados, forma un complejo gue no responde & une
férmula qufmica definida y que es perfectauiente aprovechado por
el hongo para su sintesis de la penicilina de que se trate.
Ejemplo: A un tanque de acero de unos 2.000 litros de cabi-

da, cerrado y provisio de agitacidn, aireacidn y dispositivo de
enfriamientc, se transvasan 1.400 litros de medio de cultivo de
1a siguiente composicidn:

Gorn 8teep liqUoTeeeessccecses D,6 %

LARCTOBA.ccvvsettecottcncnnsane 2

UOSUa ceescescsncnsenssssssssee U,24

Aceite antiespumlie.cveieeeeass 0,33

Agua GOSOP. ® s s s sCeB O SEL SOse loo CC.

Buffer de fosfatos c.s8. para ajustar el
pH a 6 antes de la esterilizacidn.

El medio se esteriliza con vapor a 120¢ C, temperatura que
se nantiene durante una hora, enfridndolo después hasta los 24¢
U, a cuya temperatura se siembra con una suspensidn de esporas
de penicillium chrysogenum. we agita el medio y manteniendo una
temperatura de aireacidn intensa de unos 1.200 & 1.400 litros,mi
nuto, se continda el proceso durante 40-48 horas, al cabo de las
cuales se siembra con el contenido de aste tanque otro que pre-

vianente se habrd cargedo con 18.000 litros del siguiente medio:
Corn steep liquUOT..iccececeeee 6 %

Lactosa...000....-..00..-0... 4'7

603Ga0oooooooo..-o.ooo.oooooo 0’8

Aceite antiespuma.,......c00e 0,2
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Ague UoS5.Pe ceevrssnsccnnscee 106 ce.

A lo que despuds se adicionardn, previa esterilizacidn por
calefaccidn o 115¢ durante media hore y siguiendo para la adi-
cidn una técnica aséptica, 180 litros de "corn steep® tratado con
eloruroc fenoxiacetilo en la siguiente forma:

En un tanque de acero inoxidable, provisto de agitacidn y re
frigeracién, se colocan 100 Kgs. de corn steep liquor, se disuel-
ven en 175 Kgs. de agua, se enfria a 4-5¢ ¢ y afladen sosa Siy has-
ta pH 8,5-9 y después 55 Xgs. de clorurc de fenoxiacetilo, segui-
dos de 225 litros de sosa 2,5i, ailadida en varias fractiones en
el espacio de dos horas, con fuerte agitacién. Se continda 1la agi
tacidén durante otras dos horas, al cabo de las cuales se afiade d-
cido clorhfdrico 5. hasta reaccidén dcida fuerte y agita cuatro ve
ces con 20 litros de eter cada vez. Los estratds etdreos se evapo
ran a2 sequedad al vacfo y el residuo se disuelve en 200 litros de
acetato de etilo y precipita con 200 litros de eter de petréleo.
El aceite separado se afiade & la solucidn acuosae que queda en el
tanque y se ajusia el pH a 6,5 con una disolucidén de sosa Su.

En la nisma forma que el "corn steep" mencionado en este e-
jemplo se tratardn en su caso los hidrolizados de casefna, higade
0 residuos de matadero en el supuesto de ser allos los empleados
para la aliwentacidn del hongo.

La fernentacidn se continda durante 100 a 130 horas, alcan-
zéndose un rendiziento en los caldos de 1.800-2.000 U/cc., de las

-

cuales un 70% (o porcentajes superiores) son debidas a la fenoxi-

metilpenicilina que contienen, como puede demostirarse por el and.-
lisis cromatogrdfico sobre papel eiguisndo las técnigas conocidas.
El aislaniento de la fenoximetilpenicilinae existente en el
caldo puedé hacerse siguiendo las técnicas normales de extraccidn
de la Penicilina ¢ con variantes de detalle, que en nada afectan

2 lo fundamental del proceso. siguiendo este método pueden utili
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zarse tambidn otros cloruros de dcido para el tratanianié dei
corn steep o de los hidrolizados, por ejemplo, el cloruro p-hi-
droxifenilacetilo, de fenilacetila, ete., que al reaccionar con
las vroteinas o aninodcidos en la forma descrita, constituyen
excelentes ovrecursores vara la Tormacidn de renicilina X o p-hi
droxifenilpenicilina y de la Penicilina G en el caso del cloru-
ro del deido fenilacético.

.ROTAQ

Bxpuesto lo anterior, interesa decir que, de todo lo des-
crito, lo que constituye la esencialidad del invento para el que
sae pide esta patente y lo que ha de entenderse objeto de la mis-
ma -cuyas variaciones, por consiguiente, en cuanto no alteren di
cha esencialidad, han de revutarse igualmente amparadas por esa
patente- es lo que se concreta en las siguientes reivindicacio-
nes:

le .- ,uevo procediniento de obtencién de penicilinas por
fermentacidn carncterizado por que al caldo de fermentacidn se
afinde como precursor, no el corvespondiente producto puro, sino
un producto complejo resultante de tratar con el clormro de dql»
do del precursor de que se trate uno o varios substratos nitro-
ganados,.

28 .. juevo procedinmiento de obtencién de penicilinas por
fermentacidn, segin la reivindicacidn anterior, caracterizado
ademds por que los productos complejos qué, segin dicha primera
reivindicacién, se e:plean como precursores, se obtienen tratan
do el corn steep, los hidrolizados de caseina o los hidroliza-
dos de resfduos de nmatadero por los cloruros de los dcidos fe-
nilacético, p-hidroxifenilacético o femoxiacético, sin aislanien
to posterior de ninagdn derivado de los 4cidos mencionados.

38 ,~ ;uevo procedimiento de obtencidn de penicilinas por
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fermentacion.

Todo segdn queda esencialmente descrito y reivindicado en
la presante memoria que consta de cinco hojas escritas amaqui

na por una sola cara.

nadrid, 14 de setiembre de 1.955.
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