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una PATENTE de INVENCION por VEINTE AÑOS en ESPAÑA

a favor de

PHILIPPE CZACZKES, de nacionalidad francesa, con 

dom icilio en 22 rué Lalo, París, (I6 e ), y THADEE 
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La presente invención tiene esencialmente por objeto un 

procedimiento de fabricación  de un nuevo an tib ió tico .

Los caracteres culturales, h is tóricos  y morfológicos del 

hongo productor u tilizado  para la  fabricación de este antibió, 

t ic o  permiten c la s if ic a r  a este germen en e l grupo de los "a_s 

p e r g i l l i  fla vu s-cryza l".

La reproducción de la  cepa puede hacerse, como en los 

hongos de la  misma fam ilia , en e l  medio conocido con e l nom­

bre de "medio de Czapeck". En este medio las colonias aparecen 

a l cabo de 24 horas de cu ltivo  a 2á°C. Son planas, radiadas y 

de color verde-amarillento, con predominio, sin embargo, del 

verde.

Con una lig e ra  ampliación a l microscopio, se observan 

los siguientes hechos:

La longitud de las conidiósporas varia entre 600 y 900^ 

y su. diámetro es de 1 5 ^ .

Los conidios son redondos, globulares y lis o s , de un diá- 

metro que varía de 3 a 4* 5

Estos caracteres acercan a este hongo a l conocido con e l  

nombre de "asperg illu s m icro -v ir ido -c itr in u s", descrito por 

Constantin y Lucet en una obra aparecida en 1905* Sin embar­

go, d if ie r e  de este ultimo precisamente por la  producción del 

an tib ió tico  a p a rtir  de la cepa que ha sido aislada.

En lo  que respecta a la  conservación misma de la  cepa, 

puede hacerse bajo aceite de vaselina o incluso por l i o f i l i -  

zación de las esporas.

Según la  invención, la  fabricación  del an tib ió tico  se 

hace en primer lugar u tilizando como medio de cu ltivo  para e_s 

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 e l cu ltivo  puede va­

r ia r  entre 24 y 30°C.

Los procedimientos de cu ltivo  pueden ser varios. Se c ita ­

rá, a modo de ejemplo entre los procedimientos c lásicos, e l  

cu ltivo  denominado "de fermentador" y e l  cu ltivo  en rec ip ien ­

tes del t ip o  Erlenmeyer. En este último caso, y a t i tu lo  de 

ejemplo no lim ita tivo , se introducen aproximadamente 200 litrots 

del medio de cu ltivo  en un recip ien te del tipo  Erlenmeyer de 

un contenido aproximado de 6 l i t r o s .  Después de la  siembra del 

medio con esporas del hongo citado, se somete e l rec ip ien te  a 

una agitación , continua por ejemplo, a un ritmo de 40 movi­

mientos aproximadamente por minuto.

Se continúa esta fase durante 48 horas o por lo  menos 

hasta la  obtención de una concentración del orden de 1,5 a 

3 g. aproximadamente por l i t r o  del medio de cu ltivo .

Se puede seguir la  evolución de ia concentración en an­

t ib ió t ic o  del medio, en e l curso del cu ltivo , utilizando como 

germen-prueba e l "Bacillus su b t ilis " , que combate eficazmente, 

como se verá, e l an tib ió ti co perseguido. Los métodos de t ir a -  

ción u tilizados en e l curso del cu ltivo  pueden ser variados, 

pudiéndose efectuar esa t itra c ió n  por la  técnica conocida de 

los discos sobre placas de gelosa y la  de las diluciones en 

agua peptonada glucosificada.

La sensib ilidad deL Bacillus su b tilis  se ha lla  en las 

proximidades de 1 mg. La extracción y la  pu rificac ión  del an­

t ib ió t ic o  a p a r t ir  del caldo de cu ltivo  obtenido se hace de 

la  siguiente manera:

Se procede en primer lugar a la separación deL m icelio  

por ejemplo con ftltros  g ira to r io s  para obtener e l  jugo de
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cu ltivo  propiamente dicho en e l  que se encuentra la  tota lidad  

del an tib ió tico .

Se procede seguidamente a la  c la r ific a c ió n  del jugo sepa 

rado, por ejemplo por f i l t r a c ió n  en un f i l t r o  S e itz . Este f i l -  

trado puede efectuarse eventualmente después de la p rec ip ita ­

ción previa de las proteínas por medio de Ca(OH) a l 5% apro­
ad

ximadamente o de Ba(OH)^, igualmente a l 5%* De forma general, 

esta precip itación  puede rea liza rse  alcalin izando e l  jugo hajs 

ta la  obtención de un pH del orden del Ó,5.

Eventualmente, aunque no necesariamente, se puede tra tar 

e l  jugo después de la  c la r ific a c ió n  con una permutita, por 

ejemplo la  "permutita 50" u otra resina sim ilar a f in  de e l i ­

minar las impurezas absorbibles por esta resina, sin ser ab­

sorbido e l  an tib ió tico .

El jugo de cu ltivo  asi c la r ificad o  es ligeramente acidu­

lado para lle v a r  e l valor de su pH a 7 aproximadamente. Se prc 

cede entonces a su adsorción, por ejemplo, con carbón vegeta l, 

como e l conocido por e l  nombre de Carbón Norit u otro, u t i l i ­

zando aproximadamente 12 a 15 g. de carbón por l i t r o  de jugo 

c la r ifica d o . Se puede ag ita r la  mezcla de carbón y jugo para 

fa c i l i t a r  la  adsorción, que dura aproximadamente 20 minutos.

Se recoge seguidamente e l carbón eli un f i l t r o  o mediante cen­

trifugación  y se procede a su lavado, por ejemplo con agua 

destilada.

La elución del an tib ió tico  a partir  del carbón así sepa­

rado y lavado puede hacerse por medio de una solución de ace­

tona acuosa que contenga aproximadamente una proporción en vo 

lumen del 30% de acetona para un 20% de agua. De hecho, la 

proporción de agua puede estar comprendida, sin inconvenien­

te, entre un 3 y un 25% aproximadamente. Se pone en suspen-
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sión e l carbón en esta acetona acuosa en la  proporción, por 

ejemplo, de 1 kg. de carbón húmedo por 35 l i t r o s  aproximada 

mente de acetona acuosa; se agita  e l conjunto durante 20 mi 

ñutos aproximadamente y luego se recoge en un f i l t r o .  Esta 

operación puede repetirse varias veces seguidas, por ejem­

plo tres.

Seguidamente se procede, mediante cualquier procedi­

miento conocido, a la  concentración del l ic o r  de acetona 

acuosa obtenido hasta la  reducción de 6 a 10 veces aproxi­

madamente respecto a l volumen in ic ia l .

El f i lt r a d o  de este l ic o r  reducido puede hacerse seguí 

damente en f i l t r o s  S e itz  c la r ifica n tes  y es te r ilizan tes , lo  

que elimina, además de los gérmenes, las sustancias piróge­

nas.

Las operaciones siguientes que conducen a la obtención 

del an tib ió tico  en su forma d e fin it iv a , en cuya forma es u ti 

lizado, se hacen en medio rigurosamente e s té r i l ,  siendo some 

tido eventualmente e l propio l ic o r  reducido anteriormente ob 

tenido a una operación de es te r iliza c ió n  previa.

La evaporación to ta l de este l ic o r  es te r iliza d o  permi­

te obtener e l an tib ió tico  en forma cr is ta lizada . Esta evapo­

ración puede hacerse en ca lien te , preferentemente con tempe­

ratura que no rebase los 45 a 50°C. aproximadamente o por l ip  

f i l iz a c ió n . En e l caso en que la  evaporación se haga en ca­

lien te , se puede desecar en seguida e l  an tib iótico.obten ido

sobre C1 Ca.2
Se procede seguidamente a las  operaciones habituales 

de acondicionamiento, envasado, embalaje, e tc ., para la  u ti­

lizac ión  comercial del an tib ió tico .

Este an tib ió tico  se presenta en forma de c r is ta le s  p ía-
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nos o con aristas, ligeramente amarillentos, muy higroscópi­
cos y muy solubles en agua. Es poco soluble en alcohol de

90°, e l metanol y la  acetona. Es insoluble en todos los de­

más disolventes orgánicos. '

Posee una fluorescencia verde a la  luz u ltra v io le ta , pe, 

ro sin espectro de absorción en esta. Su poder ro ta to r io , me, 

dido en e l sacarimetro, es de 4-54°133. Su punto de fusión es 

de 4-156*0.

Además, reduce e l l ic o r  de Fehling, da una reacción de 

Molish y, con nitrato de plata amoniacal pos itivo , da una 

ozazona cuyos cr is ta les  son microscópicos y funden a 203°C.

Este an tib ió tico  es muy lá b i l .  Su actividad queda des­

truida por una permanencia de media hora a 90°C. Los pH áci­

dos favorecen su inactivación .

Este an tib ió tico  es notable especialmente en e l sentido 

de hallarse desprovisto de toda toxicidad y permite en tera­

peutica la  u tiliza c ión  de dosis importantes. Su acción sobre 

e l  Bacillus su b tilis  (activ idad  del orden de 500 le  hace 

particularmente e fic a z , entre otras enfermedades, contra la 

tuberculosis.

Naturalmente, la  invención no queda solamente lim itada 

a los modos de rea lización  descritos, que sólo se han o fre c i­

do a t itu lo  de ejemplos.
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En resumen: La Patente de Invención que se s o lic ita , re­

caerá sobre las reivindicaciones que siguen:

1) Procedimiento de fabricación  de un a n tib ió tico , ca­

racterizado por con s is tir  en la  siembra de un medio de c u lt i­

vo a base de suero lechoso con esporas & un hongo pertenecían 

te a l grupo de lo s  "a s p e rg in i fla vu s-crysa l", en la  ag ita -
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clon del medio sembrado en un rec ip ien te del tipo  Erlenmeyer 

o análogo hasta que e l medio de cu ltivo  tenga un t i t r e  su fi­

ciente del an tib ió tico  citado, en la  separación seguida, me­

diante f i lt r a c ió n , del m icelio , en la  adsorción del antib ió­

t ic o  contenido en e l citado .lago por carbón o m aterial análo­

go, en la  separación inmediata del carbón por f i l t r a c ió n  o 

centrifugación y subsiguiente lavado con agua destilada, en 

la  elución del an tib ió tico  a. p a rtir  del citado carbón median­

te acetona acuosa, en la  separación, mediante f i lt r a d o  por 

ejemplo, del carbón del l ic o r  de acetona acuosa que contiene 

e l a n tib ió ti o, en la  u lte r io r  concentración y fi lt ra d o  de 

dicho l ic o r  y, finalmente, en la  eventiia! evaporación de ós- 

te , ya sea en calien te, ya sea por l io f i l iz a c ió n ,  para reco­

ger e l an tib ió tico  en forma cristalizada#

2) Procedimiento según la  re iv ind icación  1, caracteriza­

do por u tiliza rse  como medio de cu ltivo  solamente suero leche 

so o una mezcla de suero lechoso y de leche en polvo.

3) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado por efectuarse e l cu ltivo  en fomen­

tador.

4) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado por efectuarse e l cu ltivo  en recipien 

te  del tipo Erlenmeyer, que se somete a una agitación , prefe­

rentemente continua, a l ritmo de 40 movimientos aproximadamer 

te por minuto.

5) Procedimiento, según la  reiv ind icación  4? caracteriza­

do por proseguirse e l cu ltivo  durante unas 46 horas o por lo  

menos hasta la obtención de una concentración del orden de 

1,3 a 3 g* aproximadamente por l i t r o .

6) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre-
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cedentes, caracterizado por u t iliza rs e  como germen-prueba e l 

Bacillus su b tilis .

7) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado por u tiliza rs e  como método de t i t r a -  

ción del medio de cu ltivo  la  técnica de los discos sobre pía 

cas de gelosa o la  de las diluciones en agua peptonada gluco 

s ificada .

8) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado por efectuarse la  sepáracién del mi­

ce lio  a pa rtir  del medio de cu ltivo  por f i l t r a c ió n  en f i l t r o  

ro ta tivo .

9) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado por efectuarse la  c la r ific a c ió n  del 

jugo en f i l t r o  S e itz .

10) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado por a lca lin iza rse  e l jugo citado has­

ta un pH aproximado de 8,5 antes de su c la r ifica c ió n , a f in  

de hacer p rec ip ita r las proteínas que contiene.

11) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado por a lca lin ia#se e l  jugo citado por 

un hidróxido a lca lino, por ejemplo Ca(OH)^ 6 Ba(OH)^ aproxima­

damente a l 5%.

12) Procedimiento según una de las reiv indicaciones pre­

cedentes, caracterizado porque después de la  c la r ific a c ió n  se 

trata  e l jugo con una permutita, por ejemplo la  permutita 50, 

a f in  de elim inar las impurezas absorbibles por esta resina.

13) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado por u tiliza rs e  para la  adsorción del 

an tib ió tico , que se encuentra en e l jugo c la r ifica d o  carbón 

vegeta l N orit, a razón, por ejemplo, de 12 a 15 g. aproximada-
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mente de carbón por l i t r o  de jugo.

14) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado porque la  elución del an tib ió tico  ad­

sorbido por e l citado carbón se hace por medio de acetona con 

un 80% aproximadamente de acetona.

15) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado porque la  elución del an tib ió tico  se 

hace utilizando 35 l i t r o s  aproximadamente de acetona acuosa 

para 1 kg. de carbón húmedo, agitando la  mezcla durante 20 

minutos aproximadamente y renovando eventualmente la  opera­

ción varias veces.

16) Procedimiento según una de las  reivindicaciones pre 

cedentes, caracterizado por efectuarse la  concentración del 

l ic o r  de acetona acuosa hasta la  reducción del volumen in i­

c ia l de 6 a 10 veces aproximadamente.

17) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre 

cedentes, caracterizado por f i l t r a r s e  e l l ic o r  de acetona 

acuosa reducido en f i l t r o  Se itz c la r ifica n te  y e s te r iliza n ­

te .

18) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado porque la  evaporación del l ic o r  de 

acetona acuosa para la  obtención del an tib ió tico  c r is ta liz a ­

do se hace a una temperatura que no sobrepasa los  45 a $0°C. 

aproximadamente.

19) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre­

cedentes, caracterizado porque, en e l  caso en que la  evapora­

ción del l ic o r  de acetona acuosa se hace en ca lien te , se de­

seca seguidamente e l an tib ió tico , por ejemplo mediante ClgCa.

20) Procedimiento según una de las reivindicaciones pre*- 

cedentes, caracterizado por u tiliza rs e  para la  reproducción




	Bibliographic data
	Description
	Claims



