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LELORIA DESCRIPTIIVA
para solicitex
PATEFKTE DZIE IXVEFCIOR
ESPAKA

por VEINIE afios .
a nomvre de RBLTAICE CHECTCALS CORPCRaTIOH, entidad norteg
mericana, establecida en 12405 Sowden Hoad, Houston, ‘.Eegas,
Estados Unidos de américa, por:
“UK PROCZDO.IZNTO PARA IA PRODUCCION DE PRODUCUCS =ICICGI-~
003 UTIL=ES"
===zcmrorsmoszsoooosSSsssSSossSSTECeSSSSSSESSSSSCRssSSsTEs

Ista invencidn se refiere a un nuevo procedimiento
para la produccidn de productos violdgicos dtiles por el —~
cultivo superficial del megaterio B sobre suvstratos séIi-
dos y los productos del mismo. Lids particularmente, la prg
sente invencién se refiere 21 procedimiento y los produc——
tos del nismo del cultivo superficial de megaterio I sobre
substratos sdlidos que son productos nutritivos para el mg
gaterio 3 pars la produccidn de productos bioldgicos dtiles
que incluyen cltas concentraciones de vitaminas del comple

jo 3, cntividticos, £ factores estimulentes del crecimien—
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to no identificados, perticulermente para aves de corral y
cuadripedos.

Ie produccidn de estos factores y antividticos se -
lleva 2 cabo usuglmenie por métodos de cultivo sumergido,
es decir, el desarrollo de microorganismos en soluciones -~
de liguido nutritivo; yz sea con eseracidn o sin ella.

Es bien sauido que mucﬁas especies de organismos de
la fanilia Bacillacas producen antibidticos y Zactores es-~
tinulantes del erecimiento pars animales, tales como Saci-~
tracina derivada del licheniformis 3, y Subtilina del SU~
tiles B, Tstas sulstanclas se oroducen usualmenie »or €l ~
nétodo de cultive sumergido y deven ser altemente purificag
dose

Con motivo de le purificacién necessria pars un Sag
tor, muchos factores de crecimiento no identificados se ——
pierden o0 no se recuperal. . |

Un objeto de¢ esta invencidn es nroveer um Hrocedi-~—
miento mejorado pars ls produccidn de factores de crecimien
td no identificedos y viteminas desarrollando megaterio I
gobre un substrato sélido.

Otro objeto méds de esta invencidn es proveer un pro
cedimiento mejorado para la produccién de factores de cre-~
cimiento no identilicados y vitaminas desarrollando uegate
rio 3 sobre un substrato sélido que es un producto nutritj._.
vo para el megaterio 3.

Otro objeto es proveer un nuevo procedimiento por -
medio del cual el megaterio 3 se cultivg ¥y diseca de tal -~
manera gue permaenece estavle y’ sus substancias beneliciog=-
sas pasan & ger activas cvando se incluyen en los alimen--~

tos pars animalesSe

{
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Otro objetb €8 proveer un nuevo procedimiento para
la sintesis de vitaminas del complejo 3, variicularuente -
vitemine Zqas

Podavia otro objeto néds de este invencidn es proveer
uwn nuevo producto alimenticio compuesto, ya sea para el --
consumo del ser humeno o animales que se caracteriza por -
Zormas £isicas distintivas y por una eleveda concentracién
de megaterio 3 que provee una fuente rica de proteina, an-~
tividticos, factores de crecimiento no identificados y vi-
tamina EH2’

Otros objetos y ventajes de esta invencidn serdn --
aparentes nediante le sizuiente descripcidn devallada cue
expone métodoé ilustrativos de poner en prictica ls inven-
cidn.

En la pueste en préetics, un cultivo de megaterio 2
rico en antividticos, vitamines y fectores de crecimiento
no identiiicados, puede producirse eficisntemente ¥ con —-
ventaja considerzble sobre las puestas en préctica enterig
Tes desarrollan&6 Juoteria en masas penetrables por el si-
re compuestas de particulas o grdnulos sdlidos seperados, -
recubiertos con un mosto nutritivo inoculado con megaterio
E, Dichas particulas recubiertas, cuando se incuban bejo -
condiciones couvenientes de aeracidn, temperaturs y hume--
dad producen un crecimiento prélifico de bacteria juntawen
te con antibvidticos, factores de crecimiento no identifica
dos ¥y vitemines.

Los grénulos o varticulas esi uwtilizados proveen --
une gren extensidn superficial pare retener el nosto en pg
1lfculas delzadas extendidas cue permiten que el crecimien-

to de bacteria prosiga rédpida y suvstancialsente haste su

-s- 283522
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coaclusidn bajo condiciones coavenientes° ¥ la ceracteris-
tice granular de las particules recuviertas peruiten cue -
nases de las mnismas sean alreadas nor el woviniento del —-
alre en las nismas entre las pvarticules, para exponer con-
tIinvanente una gren parite de la peliculs de Tecubrimiento
2 las condiciones gue favorecen el crecimiento aétivo de -~
wacteria. Do esta forma, hallemos cue es posidle evitar -

muches restrincciones gue ascomvafian el crecimiento de bac—

teria en medios liquidos.

De conformidad con las formes preferidas de esta in
vencidn, pueden emlearse substancias en fomme de pariicu-
los de origen vegetal o cereal que coubienen carbohidrstos
o0 carhohidratos y proteinzs asimilables por la bacteris -
gue se desarrolla, que incluyen grenos de cereales Gesmenu
zadog o rocos, derivcodos graaulares ds granos, teles como
harine de habzs soya y védstegos de malta y prelerentenemte
los afrechos o recubrinientos y zéruenes proveuientes de -
granos cevreales, tales como afrecho de trigo, afrecho de -
erroz, alrecho de maiz y andlogos. Dichas substencias pue—
den uvitilizarse individuslmente o en varias wezclas, depen~

diendo de las cualidades ¥y us08 gue se deseazn »nars el pro-
gucto cultivagdo.

I“ediante el uso de dichas substancias nutritivas hg
mos hallado gque es posivle desarroller vacteria no 8610 ——
proveniente Qe los productos autritivoes contenidos en &l ~
mosto sino tenwvién, simulténeamente, proveniente de 108 —-
productos nulritivos que se derivan de las narticulas recy
btiertas con el nosto en 21 curso de le incubacidn. las per
ticules tales como las que provienen de los recubrimientos

y géiuenes de grénos contienen progorciounes coamparativanen
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te grandes de corbohidrelos y proteinas asimilables vor la
vacteria. También tienen un contenido reletivemente elto —
de minerzles, comsuestos de nitrdgeno y suvstanciss tales
cono viotina que estimulan el crecimiento de haglteris.
Tembidén hemos descuuierto que las viy senines del com

-

plejo = pueden sintetizerse en conjuiecidén con 21 orecinien
to de le bacteris, haste un grado muy superior al que se —
atribuye 2l crecimiento de la propyia bacteris, empleondo —
grénulos o particules, tales cono alrechos de ceresles y
sipilares, que inicislnente contienen dichos Tmctores vita
minicos. En dichos cusos el contenido vitaminico del mate—
rial se ha hallado que se ha acrecentado grandenente en el
curso de la incubacidn.

Cuando se ubilizan partiéu;as de cerezles como las
gue se deseriben, muches de las viteminas 2 se sintetizan
perticulermente la vitamina By, jutto con Tactores de ore—
cimiento no identificados v entibiéticos en gredo muy Ssupe
rior gl que se atiibuye a ls pronia bacteria.

1 substrato sélido, sdemds de las particulas de ce
reales, deberia cqntener desde 1) hasta slrededor de 10, -
de nmaterial proteindceo que tiene le habilided de vroducir
una »eliculs plédstica impenetrable por el aire alrededor -
del cultivo granulado. Dichos materiales proteindceos incln
yen la gelatina, caseina, proteinas de habes soya, semilla
de algoddn, y simileres. Ia cantidad total que se utiliza
de uno cualquiera o en combinazeidn, pre’erentemente deberia
ser alrededor del 1% &l 3, nero puede llegar hasta el 10;
del substrato total, dependiendo del cardcter fisico de --
de los productos de cereal. Deberisa utilizarse una canti-—

dad que no hard al substrato muy gomoso ¥ que todavia re——

v
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tenga su cardcter greaular. dste suostencia proteindces --

produce una nelfcula alrededor de las particulas cultiva--
das que al secarse ovtura el aire y conseva el organismo ¥

las substancias producidas por el culiivo.

E1 nmosto o medio de cultivo'que gse utiliza para re—
cubrir los granulos puede ser de cualquier tipo simple con
veniente para el crecimiento bacterial que usuaslmente cone
tiene una base de carbohidratos tales como azdecar, dextro-
sa, Zécula y una base proteindcea, como, por ejemplo, pro-
teinas vegetales o0 animales que pueden incluir sales de ni
trégeno en cantidadgs convenientes. Dicho mosto, parz mejo
res resultados, deberfa suplementarse con sales amortigue—
doras para proveer el valor pH apropiado, tales como 03003,
fosfato monocdlcico, cal, etc. Cuando se emplean substancias
cereales granulaeres rices en valor alimenticio, el material
de base concentrado deberfa ajustarse de conformidad. ILe -
concentracidn de los productos nutritivos pusde ser del 23
al 5% en suspensidn en agua. Puesto que es posible y ventg
Joso afiadir suplementos & 108 cereasles granulares8 que se -
utilizan como substrato, el mosto de inooular puede ser re
lativamente simple, siempre y cuando que contenga un culti
vo activo de la bacteria conveniente. Un pequefio vaso de -
mosto de inocular se preparer como sigue {partes en peso):

| 100 partes de aszua

1 parte de dextrosa
2 partes de harina de habas de soye
2 pertes de efrecho de trigo
2 partes de harina de pescedo
Ia mezele se calienta gradualmente hasta el puato -

de ebullicidn, se neutraliga con WaCH a 7,5 pH, luego se -
}.; . i r\’ PR N 1'\\ v"‘\‘
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filtra a través de un Ziliro grosero. 31 mosto Ziltredo se
eche entonces en i{rascos o en une cladera no corrosiva y -
se coteriliza a una presidén de vapor de 1,40 kg/hme duran—
te 30 minutos. '

El nosto asi preparsde se inocula con un caldo del
cultivo por 24 horas de megaterio 3 e incube durante 24 ho
res & 372 C.

Después de 24 horas el vaso de mosto se diluye con
ague estéril empleando eproximademente 1 parte (en peso) -
de mosto por 19 pertes de agua 0 una dilucibn el 5.. Zste
mosto diluido se emplea ahora »pare humedecer el suhstrgto
granular que Se prepars como sigues

las particules de cereal sélides se mezclan primero
con suplementos apropiados y sales amortiguadoras. Se pre-
pare una mezela consistente en {paries en peso):

100 partes de efrecho de trigo
5 partes de harina de habas soya
1 parte de carbonzato cdlcico
1 parte de gelating
1 perte de caseina

A esto se afiaden y mezclan bien 100 partes de agua.
So estirilizg la mezcla entonces a- 1002 C con vapor en una
mezeladora rotativa bajo condiciones atmosiéricas durente
2C minutos a 3 horas. '

Ie mezcla esterilizada se enfria ahora a 402 C y se
afiade aproximadamente una cantidad iguasl de mosto activo -
dilufido o la cantidad de mosto que proveerd de 1,50 a 1;75.
vertes de liquido por 1 parte de substrato.

Ies particulas esterilizadas Se recubren con el mog

to activo mediente la mezcle prolijs durante unos pocos mi
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nutos.

Cualquiera o todes las operaciones precedentes pue-
den lleverse 2 cabo por cargas o en Zorma semicontinua o -
continue, segin se desee. S¢ comprenderd, desde luego, ‘que
las operaciones contfruas son més eficientes para la produc
cidén comercial en grande escala. Bl cultivo de la mess re-
cubierta puede lleverse z cabo de vaerias maneras empleando
cualquier tipo de equipo mediante el cual masas o cgpas de
granulos recubiertos vueden ser aireados o inoculados efi-
cazmente. 1 material recutierto se coloca usuglumente en -
anaqueles periorados, en capas 0 mases de vorias puléadas
de espesor, y se hace circular aire transversalmente e tra
vés de 1los anaqueles y les capas de material en los mismos,
& una temperstura y humedad nredeterminadas. Para la opers

Bl

cién més eficiente, la profundidad de las capas usualnente

‘es slrededor de 25,40 a 76,20 mm. ligyores prolundidades --

pueden retardar ovjetablemente la circulzcidn del aire, ¥y
profundidades menores jusden reducir innecesariamente la -
capacidad nroductiva del egquino. Tambiédn pueden emplearse
incubadoras corrientes gue tienen recinientes o anagueles
gin perforar, pero en teles casos el Hrocedimiento proba—-
Dlemente no produciréd el rendimiento méximo de productos a
menos gue los espesores de las capas sean pegueiios o lag -
propics cepas sean exitracrdinariamente penetrables gl airs
aue circuls soure ellas.

Sesin se menciond anferioments, lo temperatura del
material durante 1la incubzeidn no deberia ezceder de glre-
dedor de 45¢ C ni descender méds abajo de alrededor de 3G2C,
los limites $otimos son alrededor de 35¢ C y 40¢ ¢, de na-

nera que el aire se suministra prelferenterente a una teupe

7
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ratura entie esos 1limites. JAl princinio del tretemiento s
lo se recuiere uic Dequefls contided de sire, pero o medida
cue »rogress le iancubzcidn, deberia aumentsarse lz circulae-
cidén de eire para controlar la temperatura del material ¥
suministrar la hweded y cive que se requieren pare el cre
ciiento pleno de la beeteria. Para dar 2 la becterig un -
tuen comienzo, usualmente empezamos = trater el naterial -
recubierto @ alrededor de 352 C y hecemos circuler el aire
g glrededor de 302 C en contacio con el material. A medids
que progresa lz iancubzecidn, sin embargo, se genera calor —
que aumentarfa perjudiciclmente la temperzturs del material
en ausencia de enfriamiento. Xste calor se disije ya sea -
bajendo la temperaturs del aire o, srelerentemente, auvmen-
tendo el vollmen del Zlujo de aire. Por ejemplo, usuzalmen~
te seguimos swministrendo girve a slrededor de 352 C r acre
centomos la vglocidcd de Zlujo del eire o nedida cue »Io--—
grese la incubeeoidn, haste el grado necesario nare mente--
ner el neterial entre los limiies de temverstura convenien
te. 71 zirve deberia sei lo himedo vastente »ara impedir un
seczcdo subdstancial del mcterial de cultivo, empledndose --
usualmente vna humeded relativa superior el GG

21 cultivo del malerizl continua wsuslmente »or un
seriodo de cuando uenos 18 a 3C horas, o hasta la conclue--
sidn del crecimiento setivo de la bacteria. iiacia el Jinal
del pexfodo de incubacién, ¢l naterial tendrd lu tendencia
de formar une esterai Para Taciliter el secado eatz egtera
suede déshucerse nediante la agitocidn. iSn este momento --
vuede vajarse la humedad del zire y sunentarse le ivempera-

ture hazta un »>unbto cue no yroduciréd un aumento de la ten-

&ﬂ@?@%
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Después de la conclusién del verfodo de incubééi&n,\
ge ovtiene un ovroducto cultivado compuesto que =cuse VL w=
contenido muy alto de megdterio 3. To es imisual ovutensr -
ung cuenta tal alta como mil millones de bacterias por grg
mo sobre una base seca. Cuando se emplean particulas iner-
tes o no nuiritives como neterial granular, 1: eficiencia
del procedinmiento puede syroximorse al 1004, con vase en ~
la relacidn entre el crecimiento de bacteria verdadero y -
el creéimien’m tedriceanente asequivle proveniente de los -
productos nutritivos contenidos en el recubrimiento de uog
to. Cuendo se emplean partlculas de cersales que contienen
productos nutritivos asinilables, la eficiencis usualnente
es alrededor de 160> & 125, o mds. Cuando el materisl gra
nuler es un a’recno o similar que contiene vitaminzs, el -
producto cultivedo tembién acusz grandés awuentos dz vita-
mina By,, siendo acrecentado el countenido de la misma alre
dedor del 10G%a 300G, o més, como asimismo otros aumentos
de otras vitaminas del complejo I.

Peara ovtener un cultivo estadvle, el naterial se di~
seca gradualmente a temperaturas que no averiardn 1é. vacte
ria o sus vitaminas. Z1 megaterio 3 »uede resigtir tempera
turas més 41528 que la bacteria corriente. la temperatura
de secodo del mltivo no deverfs exceder de 46,1¢ G, y de —
conformidad, el éire secador se ajuste para proéeer esta —
condicidén.

A medidaque secan las particulas, las substancias -

proteindceas, cowo la gelatina, caseina, proteinas de hari

na de habas soya, encapsulan las particulas y vacteria y -

‘las conservan indefinidamente junto con les vitaminas y --

factores de crecimiento no identificados.

N
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Se comprenderd cue »odrdn ser hechas puchis verio-
ciones e los detalles de los Zormas ilustratives dsatro -
del alcance de las cléusulas reivindicatorias adjuntas, ve-
ro sin spertarse dal zspiritu de esiz invenecidn.

HEsta gsolicitud, cue corresponde a la presentida en

E.Uufi. €1 20 de Diciembve de 1.951, Lajo el mimero 15C.947,

.se acoge & los Yeneliclos del articulo 51 del vigenie Ista

tuto sobre Propiedad Industrizl.
TCTa

Ios puntos de invencidn Jropisz ¥ nueva, cue se sie-
séntan pove que scan objeto de esia solicitud de Putente
de Invencidn en Zspafia, Hor VIIHIZE efios, son los sigwien-
tesa:

1.~ Un procedimiento para la produccidn de produc--
tos bioldgicos dtiles, gque incluye los pasos de mezclar un
cultivo activo de megaterio 7 en un Hroducto matritivo 1i-
guido varas el mismo con un material nortador sdlido ea Jox
nz de nartfcvles, incular la mezcla en la presencis de aire
a.una temperatura entre los limites de alrededor de 302 &
v alrededor de 452 C por un veriodo de tiempo su:icien%e -
pure coacluisr el creciuiento del cultivo, ¥ digecar el pro
ducto resuliante.

2.- Un procedimiento sepgin se detalls en la reivin-
dicccidn 1, en el cucl dicho moterial jortodor s6lido eg -
wa producio nutritivo Hors el mezlisyio .

3. Un procediuiento segdn se desalls en las reivip
dicociones 1 y 2, en £l cual dicho moverial go:tador sé1i-~

do cousiste en carbohidratos o protelacs o nezelus de las

n- 283524
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nismos de ovigen veretcl o cevezl.

‘o= Un procedimiento segiu: se devalla en la reivin~
diczeidn 3, en el cuel dicho nzterizl portador séliﬂo tie-
ne mezclado con el mismo una suvstanciz proteindcea cue --
Zorne vna pelicule adeptade pere Joramer un recubiriuiento -
imjenetrable wor el zire alrededor de las »erticules culti
72438 2l disecorlo.

S¢= Un orocedimiento sesit se detalls en le reivin-
dicocibn i, en el cual dicha sulsiencic proteindcea consié
te en pgelatina, caseine, yroteinas de habes soya ¥ semillé
de algoddén. ' .

G.- Un procedinmiento segin se detalla en le reivin-
dicacidn 3, en el cuz2l cuando renos uno de dichos materie-
les es relativamente rico en vitanines naturaluente presen
tes.

7.~ Un procedimiento segiy se detalla en la reivin-
diceeidn 1, en el cuzl le temperatura de disecacidn no ex-
cede de 45,12 C.

3.~ Tn arocediniento segﬁn se detalla en la reivin-
dicacibn 4, en el cual dicho nedio nutritivo tiene nezcla-
do. con el nisuo desde slrededor de 134 & 104 en peso de di-
cha sudstancic proteindcea gue forma une pelfcule.

9.~ Un procedimiento segin se detzalla en la reivin-

dicacidén 1, en el cual dicho tienpo de incubacidn es cuan-

do menos 15 horas.

1C+= Un procedimiento segin se detalla en la reivin
dicacidn 5, en el cual dicha substancle proteindcea no es
nutritiva.

11.- Un procedimiento segin se detzlla en la reivin

diceceidn 6, ern el cual cuendo nenos uno de dichos materia-

~12- 983522



les es relativanente rico en vitauings By0e

12.~ Un procedimiento pcre la prodwceidn de produc-
tos bidlogicos Hitiles.

P21 v como se he deserito en la I.emoria que entece~
de y nare los fines que se han especilicedo.

Este Iemoria consta de trece hojas escritasandguie-

na por una sola cara.

283522
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