| E:_cpediéﬁé‘ néim.
249489 " rf?

P ————————

| PATENTE DE mmcron

|

LA PROPIEDAD INDUSTRIAL|

MEMORIA DESCRIPTIVA

que se acompafie a la salicitud de
B} ' : . . .
una PATENTE DE INVENCION . por VEINTE sfos, en -Espsiia

a favor de

_PHILIPPE CZACZKES v THADEE STARON . . . . . . . , de nacionalided

- .frencesa.y.polaca..... domiciliado en _Paris, Francia I
respec. _ _ : . ,
callede ....22 rue. Lalo.y... : : ném. ...

17 rue Deséombes respectivamente,.

DOT:

INE© 14791

| PO
A -

.Agente Sr. UNGRIA




-

ot

: 249489

MEMORTIA DESCRIPTIVA

que se acompafia a
la solicitud de
una PATENTE de INVENCION por VEINTE ANOS en ESPARA
a favor de
PHILIPPE CZACZKES, de nacionalidad francesa, con
- domicilio en 22 rue Lalo, Paris, (l6e), y THADEE

STARON, de nacionalidad polaca, con domicilio en
17 rue Descombes, Paris, (17e), Francia,

por

"PROCEDIIMIENTCO DE FABRICACION D& UN ANTIBIOTICO",

Inventores: Los solicitantes.
Prioridad: De la solicitud de Patente francesa n?®

766.307, del 23 de mayo de 1958.
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La presente invencidn tiene esencialmente por objeto un
procedimiento de fabricacidn de un nuevo antibiético;

Los caracteres culturales, histdricos y morfoldgicos del
hongo productor utilizado para la fabricacidn de este antibid
tico permiten clasificar a este germen en el grupo de los "as
pergilli flavus-cryzal',

La reproduccidn de la cepa puede hacerse, como en los
hongos de la misma familia, en el medio conocido con el nome
bre de "medic de Czapeck". Bn este medio las colonias aparecen
al cabo de 24 horas de cultivo a 28°C. Son planas, radiadas y
de color verde-amarillento, con predominio, sin embargo, del
verde.

Con una ligera ampliacidn al microscopio, se observan
los siguientes hechos:

La longitud de las conidibsporas varia entre 600 y QOOtﬁ
y si difmetro es de 15t§,

Los conidios son redondos, globulares y lisos, de un dif
metro que varia de 3 a h,St},

Estos caracteres acercan a este hongo al conocido con el
nombre de Yaspergillus micro-virido-citrinus", descrito por
Constantin y Lucet en una obra aparecida en 1905. Sin embar-
go, difiere de este {iltimo precisamente por la produccibn del
antibidtico a partir de la cepa que ha sido aislada.

En lo que respecta a la conservacidn misme de la cepa,
puede hacerse bajo aceite de vaselina o incluso por liofili-
zacidn de las esporas.

Segln la invencidn, la fabricacibn del antibibdtico se
hace en primer lugar utilizando como medio de cultivo para es
te hongo un medio lechoso, por ejemplo a base de suero lecho=

so y de leche en polvo. Los mejores rendimientos se obtienen
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utilizando solamente suero lechoso.

La temperatura a que debe efectuarse el cultivo puede va-
riar entre 24 ¥y 30°¢. .

Los procedimientos de cultivo pueden ser varios. Se cita-
rd, a modo de ejemplo entre los procedimientos cllsicos, el
cultivo denominado "de fermentador" y el cultivo en recipien-
tes del tipo Erlenmeyer. En este filtimo caso, y a titulo de
ejemplo no limitativo, se introducen aproximadamente 200 litro
del medio de cultivo en un recipiente del tipo Erlenmeyer de
un contenido aproximado de 6 litros. Después’de la siembra del
medio con esporas del hongo citado, se somete el recipiente a
una agivtacibn, continua por ejemplo, & un ritmo de 40 movie
mientos aproximadamente por minuto.

Se continlia esta fase durante 48 horas o por lo menos
hasta la obtencidn de una concentracidn del orden de 1,5 a
3 g. aproximadamente por litro del medio de cultivoe.

Se puede seguir la evolucidn de 1z concentracidn en an-
tibidtico del medio, en el curso del cultivo, utilizando como
germen~prueba el "Bacillus subtilis", que combate eficazmente,
como se veré, el antibidtl co perseguido. Los métodos de tira-
cidn utilizados en el curso del cultivo pueden ser variados,
pudiéndose efectuar esa titracidn por la técnica conocida de
los discos sobre placas de gelosa y la de las diluciones en
apua peptonada glucosificada.

La sensibilidad del Bacillus subtilis se halla en las
proximidades de 1 mg. La extraccidn y la purificacidn del an-
tibidtico a partir del caldo de cultivo obtenidc se hace de
la siguiente manera:

Se procede en primer lugar a la separacidn del micelio

por ejemplo confiltros giratorios para obtener el jugo de
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cultivo propiamente dicho en el gue se encuentra la totalidad
del antibidtico.

Be procede seguidamente a la clarificacidn del jugo sepa
rado, por ejemplo por filtracidn en un filtro Seitz. Este filw
trado puede efectuarse éventualmente después de la precipitae
cidn previa de las proteinas por medio de Ca(OH)a al 5% apro-
ximadamente o de Ba(OH)z, igualmente al 5%. De forma general,
esta precipitacibn pueae realizarse alcalinizando el jugo has
ta la obtencidn de un pH del orden del &,5.

BEventualmente, aunque no necesariamente, se puede tratar
el jugo después de la clarificacidn con una permutita, por
ejemplo la "permutita 50" u otra resina similar a fin de eli-
minar las impurezas absorbibles por esta resina, sin ser ab-
sorbido el antibidtico.

El jugo de cultivo asl clarificado es ligeramente acidu-
lado para llevar el valor de su pH 'a 7 aproximadamente. Se prg
cede entonces a su adsorcidn, por ejemplo, con carbdn vegetal,
como el conocido por el nombre de Carbdn Norit u otro, utili-~
zando aproximadamente 12 a 15 g. de carbdn por litro de jugo
clarificado. Se puede agitar la mezcla de carbén y jugo para
facilitar la adsorcibn, que dura aproximadamente 20 minutos.
Se recoge seguidamente el carbdn eh un filtro o mediante cen-
trifugacidn y se procede a su lavado, por ejemplo con agua
destiladae.

La elucidn del antibidtico a partir del carbdn as! sepa-
rado y lavado puede hacerse por medio de una solucidn de ace-
tona acuosa que contenga aproximadamente una proporcidn en vo
lumen del 80% de acetona para un 20% de agua. De hecho, la
proporcidn de agua puede estar comprendida, sin inconvenien-

te, entre un 8 y un 25% aproximadamente. Se pone en suspenw
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sidn el darbén en esta acetona acuosa en la proporcidn, por
ejemplo, de 1 kg. de carbdn himedo por 35 litros aproximada
mente de acetona acuosa; se agita el conjunto durante 20 mi
nutos aproximadamente y luego se recoge en un filtro. Esta
operacidn puede repetirse varias veces seguidas, por ejem-
plo tres.

Seguidamente se procede, mediante cualquier procedi-
miento conocido, a la concentracidn del licor de acetona
acuosa obtenido hasta la reduccidn de 6 a 10 veces aproxie
madamente respecto al volumen inicial.

El filtrado de este licor reducido puede hacerse segui
damente enbfiltros Seitz clarificantes y esterilizantes, lo
que elimina, ademls de los gérmenes, las sustancias pirbge-
nas.

Las operaciones siguientes que conducen a la obtencidn
del antibidtico en su forma definitiva, en cuya forma es uti
lizado, se hacen en medio rigurosamente estéril, siendo some
tido eventualmente el propio licor reducido anteriormente ob
tenido a una operacidn de esterilizacibn previa.

La evaporacidn total de este licor esterilizado permi-
te obtener el antibidtico en forma cristalizada. Esta evapo-
racidn puede hacerse en caliente, preferentemente con tempe-
ratura que no rebase los L5 a 5000. aproximadamente o por 1lig
filizacibn. En el caso en que la evaporacidn se haga en ca-
liente, se puede desecar en seguida el antibidtico. obtenido
sobre ClZGa. |

Se procede seguidamente a las operaciones habituales
de acondicionamiento, envasado, embalaje, etc., para la uti-
lizaeidn comercial del antibidtico.

Este antibidtico se presenta en forma de cristales pla-
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nos o con aristas, ligeramente amarillentos, muy higroscdpi-

cos y muy solubles en agua. Es poco soluble en alcohol de
900, el metanol y la acetona. Es insoluble en todos los de-
mis disolventes orglnicos. ‘

Posee una fluorescencia verde a la luz ultravioleta, pe
ro sin espectro de absorcibn en &sta. Su poder rotatorio, me
dido en el sacarimetro, es de #54°133. Su punto de fusidn es
de +156%C.

Ademds, reduce el licor de Fehling, da una reaccidn de
Molish y, con nitrato de plata amoniacal positivo, da una
ozazona cuyos cristales son microscdpicos y funden a 203,

Este antibidtico es muy 14bil. Su actividad queda des-
truida por una permanencia de media hora a 90°C. Los pH éci;
dos favorecen su inactivacidn.

Este antibidtico es notable especialmente en el sentido
de hallarse desprovisto de toda toxicidad y permite en teraw-
péutica la utilizacidn de dosis importantes. Su aceidn sobre
el Bacillus subtilis (actividad del orden de 500 8’) le hace
particularmente eficaz, entre otras enfermedades, contra la
tuberculosis.

Naturalmente, la invenéién no queda solamente limitada
a los modos de realizacidn descritos, que sGlQ se han ofreci-
do a titulo de ejemplos.

N OTA

BEn resumen: La Patente de Invencidn que ée solicita, re-
caerf sobre las reivindicaciones que siguen:

1) Procedimiento de fabricacidn de un antibibtico, ca-
racterizado por consistir en la siembra de un medio de cultie
vo a base de suerc lechoso con esporasd un hongo pertenecien

te al grupo de los Maspergilli flavus-crysal', en la agita-
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cidn del medio sembrado en un recipiente del tipo Erlenmeyer
o anflogo hasta que el medio de cultivo tenga un titre sufi-
ciente del antibibtico citado, en la separacidn seguida, me-
diante filtracidn, del micelio, en la adsorcidn del antibid-
tico contenido en el citado iugo por carbdn o material anflo=
20, en la separacidn inmediata del carbdn por filtracibdn o
centrifugacidn y subsiguiente lavado con agua destilada, en
la elucidn del antibidtico a partir del citado carbdn mediane
te acetona acuosa, en la separacidn, mediante filtrado por
ejemplo, del carbdn del licor de acetona acuosa que contiene
el antibidti 0, en la ulterior concentracidn y filtrado de
dicho licor y, finalmente, en la eventdal evaporacidn de &s-
te, ya sea en caliente, ya sea por liofilizacidn, para recos
ger el antibibtico en forma cristaligada.

2) Procedimiento sesfin la reivindicacién 1, caracteriza-
do por utiligzarse como medio de cultivo solamente suero lechg
s0 o una megzcla de suero lechoso y de leche en polvo.

3) Procedimiento seglin una de las reivindicaciones pre--
cedentes, caracterizado por efectuarse el cultivo en fermen-
tador.

L) Procedimiento seglin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterigzado por efectuarse el cultivo en recipien
te del tipo Erlenmeyer, que se somete a una agitacibn, prefed
rentemente continua, al ritmo de 4O movimientos aproximadamelq
te por minuto. »i |

5) Procedimiento, seglin la reivindicacidn L, caracterizs
do por proseguirse el cultivo durante unas 48 horas o por lo
menos hasta la obtencidn de una concentracidn del orden de
1,5 a 3 g. aproximadamente por litro.

6) Procedimiento segln una de las reivindicaciones pre~

Y S e i
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cedentes, caracterizado por utilizarse como germen-prueba el
Bacillus subtilis.

7) Procedimiento segiin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado por utilizarse como mdtodo de titra-
cidn del medio de cultivo la t8cnica de los discos sobre pla
cas de gelosa o la de las diluciones eh agua peptonada gluco
sificada.

8) Procedimiento segln una de las reivindicaciones Pre-
cedentes, caracterizado por efectuarse la separacidn del mi-
celio a partir del medio de cultivo por filtracibn en filtro
rotatito.

9) Procedimiento seglin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado por efectuarse la clarificacidn del
jugo en filtro Seitz.

10) Procedimiento seéﬁn una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado por alcalinizarse el jugo citado has-
ta un pH aproximado de 8,5 antes de su clarificacidn, a fin
de hacer precipitar las protelnas que contienes

11) Procedimiento segln una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado por alcaliniafse el jugo citado por »
un hidrdxido alcalimo, por ejemplo Ca(OH)2 4 Ba(OH)2 aproxima-
damente al 5%

12} Procedimiento seglin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado porque después de la clarificacibn se
trata el jugo con una permutita, por ejemplo la permutita 5@,
a fin de eliminar las impurezas absorbibles por esta resina.

13) Procedimiento seglin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado por utilizarse para la adsorcidn del
antibidtico, que se encuentra en el jugo clarificado carbdn

vegetal Norit, a razdn, por ejemplo, de 12 a 15 g. aproximada-
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mente de carbdn por litro de jugo.

14) Procedimiento sesiin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, cafacterizado porque la elucidn del antibidtico ad-
sorbido por el citado carbdn se hace por medio de acetona con
un 80% aproximadamente de acetona.

15) Procedimiento segiin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado pordue la elucidn del antibidtico se
hace utilizando 35 litros aproximadamente de acetona acuosa
para 1 kg. de carbdn hfimedo, agitando la mezcla durante 20
minutos aproximadamente y renovando eventualmente la opera-
cidn varias veces.

16) Procedimiento segln una de las reivindicaciones pre
cedentes, caracterizado por efectuarse la concentracidn del
licor de acetona acuosa hasta la reduccidn del volumen ini-
cial de 6 a 10 veces aproximadamente.

17) Procedimiento segln una de las reivindicaciones pre
cedentes, caracterizado por filtrarse el licor de acetona
acuosa reducido en filtro Seitz clarificante vy esterilizan~
te.

18) Procedimiento segfin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado porque la evaporacidn del licor de
acetona acuosa para la obtencidn del antibidtico cristaliza-
do se hace a una temperatura que no sobrepasa los L5 a 50°C.
aproximadamente.

19) Procedimiento seglin una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado porgue, en el caso en que la evapora-
cidn del licor de acetona acuosa se hace en caliente, se de-
seca seguidamente el antibidtico, por ejemplo mediante Cl,Cas

20) Procedimiento seglin una de las reivindicaeiones pre«

cedentes, caracterizado por utilizarse para la reproduceidn
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de la cepa un medio de Czapeck.

21) Procedimiento segﬁn una de las reivindicaciones pre-
cedentes, caracterizado por conservarse la cepa bajo aceite
de vaselina o mediante liofilizacidn de las esporas.

22) Se reivindica, por #ltimo, como objeto sobre el que
ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita: "PROGE
DIMIENTO DE FABRICACION DE UN ANTIBIOTICO";

Todo conforme queda descrito en la presepte memoria,

ge consta de diez plginas escritas a miquinae

Madrid, 20 de mayo de 1959
ALFONSQ\UNGRIA
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