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Beate invento se refiere a medios de ermen-
tacién y més particularmente e medios especiales para lg
fermentacién de neomicina.

La neomicina es wn antibidtico importante -
para utilizarse en terapbutica y para clertas aplicaclo--
nes industriales. La neomicina es elaborada por ciertos
organismos del género Streptomyces cuando es hecho crecen
en medios de culitivo que contienen carbohidratos, protei-
nas y sales inorgdnicas asimilables. Ias exigencias gene
rales para dichos medios de fermentacidn estén descritas
por Waksmann y otros en la patente USA 2.799+620. TUn me-
dio especifico de fementacidn de neomicina estd descrito
en la Patente USA 2.957 810 expedida el 25 de octubre de
1.960, en el que se logran concentraciones de neomicina .
dentro del margen de 6.000 unidedes de base de neomicina
por mililitro de medios Este medio consiste en combing—
ciones de carbohidratos fécilmente asimilables, polisacé-
ridos lentamente asimilabies y cantidades restantes de e
proteinas procedentes de la harina de sojae.

En general, se ha encontrado que la canti
dad de carbohidrato en el medioc limita el rendimiento de
neomicina que puede ser cosechado desde dicho medioe Se=
gﬁn aumentan las cantidades de carbohidrato, avmenta pro-
porcionalment e la viscosidad del medio. Més allé de una
concentracidn de 7 % de almidones, que son el manantial ~
més barato, el medio se convierte en un gel semisdlido -
¥ se requieren cantidades inmoderasdas de energle para ~ -
efectuar una sgitacién epropiada en dicho medioe Ademés,
sestn aumenta la viscosidad del medio, la transferencia =

de calor por conveccidn es limitada, y es diffcil esteri-
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lizar dichos medios antes de sembrar con el organismo de
: cultivo, Otra desventaja con dichos medios muy concentra
': dos, ya que se utiligan principalmente en procedimientos
~de fermentacidn profunda, es la extremada dificulted de -

airear estos grendes depdsitos de material viscoso gin —

exceslvo borboteo y sin grandes volimenes de gases oclui-
dos dentro del medio. Ia aireacidn en dichos medios vis-
cos08 es extremadamente ineficaz, y ¢l volumen de los re-
cipientes da fermentacidn es mal utllizado.

Un objeto de este invento es el de crear -
medios de fermentacidn de neomicina que pueden ser fer- -~
mentados para producir altas concentraclones de neomici--
ne.

El presente invento estéd basado en el des-
cubrimiento de gue es posible fermentar neomicina en un -
medio en el que el almidén es 6l principal o el dnico na-
nantial de carbohidrato asimilable, y en que el almiddn -
estd presente en cantidades superiores a 7 % en peso. Pa
ra realizar el objeto de sste imvento, el almiddn es al--
terado por la aceidn de mu zrumo especifico de alfa~amilg
sas de accidn rajida y estables témicamente, que reducen
la viscosidad de la suspensidn de almidén y solubilizan -
el almiddn sin degradario o monosacdridos y disacaridos.

Se puede utilizar en la préctica de este -
invento, cualquiera de los almidones comerciales, tales -

como almidones no modificados incluyendo almiddn de tapio

- ca, fécula de patata, fécwla de mailz, harina de maiz des-

. o . . . o n ¢
gorminada, smioca, almiddn de trigo, almidon de sagu, = -

arroz y almiddn de arroz. También se pueden utilizar al-

.midones que han sido modificados desde su estado natu- -

93 -
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ral; incluyendo estos carboximetil-almidones "amilow ;
ceos de ebullicidn en capa delgada", almidones resisten-
tes a los deidos y doxtrinas. También se pueden wbilizar
gomas en calidad de manautiales totales o parciales de --;
carbohidratos para esta fermentacidn. Otros mamantiales |
10 carbohidrstados para alzo del carbdén para el medio de |
fermentacién pueden ser grasas tales como aceite de man't_gi
ca de cerdos. Egtos son Ubtiles frecuentemente en pequefias%
cantidades ya que syudan a controlar la formacidn de es—--—i

puma durante la aireacidn del medio de fermentacidne :

En general, el manantial de proteinas y ==

la cantidad de protveinas presentes en el medio no son = =

criticos con la condicidn de que esta cantidad no se oon—i
vieta en un factor limitativo del metabolismo del organigi
o de fermentacidne $e ha enconirado que la cantidad de i
proteinas puede oscilar desde 30 % en peso de la cantidad;
de carbohidrato hagie una centidad igual o superior al p_g:
30 del carbohidrato nresente en el medio. Hasta 25 % dei
la cantidad de nitrdgeno proteinico necesario para la fe_r_;
mentacién puede ser reeuplazado por nitrdgeno orgénico o
inorgénico de una naturaleza no proteinica. Iios manantig

.

les de nitrdgeno no protefnico orgénicos pueden derivarse

de urea y de aminas y emidas apropiadese. 21 nitrdgeno —-

i
inorgénico puede derivarse de nitratos y de sales de amow’
nio. Entre los manentisles proteinicos pueden mencionar-:

se: Productos solubles de destilerla, levadura de cerve-

cero, extractos de carne de vaca, proteina de soja, pepto

i

na de soja, caseina, hidrolizados dc caseina, harina de

pescado, y los diversos residuos que conbtienen proteinas

del envasado de carne y del envasado de pescados Otros =




' manantiales ftiles de proteinas son los concentrados de -
~ 1iguido de maceracidn de maiz.
Las sales inorgdnicas que son Utiles para
los medios, digtintas de las sales de emonio y de los ni-
5 tratos mencionados como manantiales de nitrégeno, son clp
rurog, sulfatos, fosfatos y carbonatos, y los diversos ig
nes metdlicos que se necesitan para el crecimiento microe
biano, tales como calclo, potagio, magnesio y los metales
en nuy pequefias cantidaedes gue incluyen cobalto, hilerro,
10 zine y molibdence.
Las enzimas que son el ingrediente cruecial
de este medio de fermentacidn son preferiblmente las &l--
. fa~smilasas estables térmicemente de aceidn ripida que con
vierten al almiddn en polisacédridos solubles durante su -
15 gtapa de gelatinizacidn. La etapa de gelatinizacidn es -
la etapa en la que los granos de almiddn se hidratan y ——
se hinchan con agua para formar los tipicos geles de almi
ddn viscosos. Las enzimas Gtiles en la préctica de este
invento hidrolizan el gel de almiddn antes de que esté —-
202 completa la etapa de gelatinizacidn, de manera que el me-
dio jamés se comvierte en el gel semisdlido viscoso que -
es tan tipico de las suspensiones de almiddn hidratado =
que contienen més de 7 % en peso de almidén. Estas enzi-
mas son el grupo de alfa-amilasas derivadas de bacterias
25 ofrecidas comerciaslmente por Wallerstein Laboratories be~
jo el nombra de WRIATIDASEY$ por Rohm and Iaas hajo el -
nombre de RIOZYND H-39; por Kiles Chamicgl Company bajo
el nombre TAKANINASE Hi-44 y 440 y que son vendidos en =-
Europa por Novo Industri 4/S en forma de Bacterial Amylaew

30 ge Novo y bgjo las marczs comerciales TER.0ZYL Y AQUAZYN.

11-6-69 -5 -
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Tstas enzimas son todas asctivas en los mArgenes de pH de !
trabajo de 5 a 8 y a tesperaturas de hasta 952 C. Son m_é;
xinamente actlvas en el margen de taipersturas entre 50 -{
¥y 802 C. Se ha encontrado que esbas enzimas convierien -
suspensiones de almiddn sin complata gelatinizacidn a una
forma soluble, durante el tiempo que se necesiia para ele
var la temperatura de las suspensiones contenidas en re--i
cipientes de fermentacidn hasta las temperaturas de es’te—-I
rilizacidn utilizadas normaelmente para esterilizar el me—%

dlo antes de la inoculacidn. ;
|

EL presente imvento favorece especificeamen

te la ubilizacidn de alfa-amilasas que licuan el almidén .
) . . :

estables térmicamente y de accidn rdpida a partir de mee-

i

, : : . f
nantiales bacterianos, fungicos, animales o0 cerealese !

|
Las otras emilasas resulia que requieren un substrato de ;

almiddn completamente gelatinizado. Iste es el eutado --i
que se evitard por la utilizecidn de la elfe-smilasa de -
accidn rafida. Tna ventala adicionzl de las elfe~amile——
ses derivadag de bacterias preferidas es que éstas tienen,
une buens estabilidad témioca y que contindan su activi-—!
dad en loz nedlos cuando estos son calentados para la es—‘!

terilizacidn, cs decir, son clevados hasta wi punto en —-

que toda la accidn microbiana es eliminada, antes de la =

i

incculacidén con el deseado organismo generador de neomici
na. |

Se ha encontrado tenbién que la utilize- =
cidn de estag alfa~amilasas impide la descomposicidn del
redio para formar cantidades sustanclzles de azlicares ta-
les como meltosa, gluccsa y otros azticares. Se ha encon—!

trado que dichos monosacdridos y disacdridos, cuando esgew

t
[2)
!



. tén presentes en cantidades sustancisles, tienden a afec-:
. %ar al color de la neomicina obtenida. ILa neomicina tien
de a ser de color tostado en lugar de blancoe Ios rendi-

mientos de neomicina en los presentes redios de almiddn -
5 modificado son menores en la presencls de cantidades sugw

: tanciales de azdcares, a saber mayores de 1 %.
El pH del medio deberd estar dentro del ——
margen de 4 a 9. Farece gue las alfs-amilasas ypreferidas
 de este imvento actéian con la mézima répidez y con la mé-
10  xima eficacia dentro de este margen. Tienen una activie-
dad pméxime dentro del margen de 5,0 = &,0. Después de la
esterilizecidn cuando la enzina es destruida, el pH del -
medio deberd estar dentro de este rargen.
Resulta que la cantidad de enzima requeri-
15  da no es crftica siempre que ccté precente al menos - -
0,01 % en peso de engime, basado en el peso del carbohim-
drato de &lmiddn. Parece que la cantidad Sptima depende
en cierto grado de la superficie de log reciplentes ex—-
puestos al medio, Zn matraces de & i"l;aoién, ge ha encon=-
20 trado que se logran buenos rendimientos cuendo hay presen
te aproximadamente 0,2 % de enzima. En fermentadores de
240 y 2.400 litros, se requiere menos enzima, y es adecua
do 0,1 % para lograr buenos rondimientos. En el cago de
recipientes mucho mayores, es decir dentro & el margen de
o5 40.000 a 200.000 litros, c£e ha encontrado que se obtienen
buenos rendivientos cuando la concembracidn de las engi--
mas estd dentro del margen de 0,02 & 0,04 % del peso del
almiddn, aue oscila de 7 a 14 i del peso de la cargas -~
Bs suficiente una cemtidad fan pequefia como 0,01 %, basa=

39  do en el peso del almiddn, para solubilizar hasta 11 % -w

11m6-69 | - -
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de féoula de patata o de harine de raiz desgerminada.

i
i
|
|
|

Ia alfe-anilaga ge diferencia de la beta-

|
amilasa, que hiGroliza los clmidones gelatinizados o azﬁ-i
cares monosacdridos y disacaridos, tales como sacarosa, -%
maltosa, glucosa, fructosa y lactosa. Las alfa-—amilasas,;

aunque son de accidn rdpida, no descomponen los polisacé-

ridos complejos a asficares en ninguna cantidad apreciable

(menos de 1 %) sino solamente a unidades de cadena meno--'

]
res que son solubles en agua y cuyas soluclones tienen bal!
1

jas vigcosidades. I

Aungue el invento, tal como se describe e_g'!
necificamente aqui, estd dirigido a la utilizacidn de al-%
riddn rodificado con glfa~omilasa sustencislmente como elf
dnico manantial de polisaciridos asimilebles en el medio t
nubriente, en sus aspectos genéricos el invento esté dirj._‘;
gido al método de awmentar los rendimientos de neomicina 1l
obtenidos por la fermentaucidn merobia sumergida de un oxs-i
ganismo productor de necmicina, ordinariamente un hongo —1
del género Streptomyces, que comprende la fementacidn en%

un medio de fermenbtacidn sustancialr.ente libre de monosa-!

cdridos y disacdridos y que contiene inicialmente mds de

4

5 % de una dextrina asimilable. El t&émino "sustanciale

H

ment e libre de monosacdridos y disaciridos® significa me
nos ée 1 ¢, preferiblemente menos de 0,5 %, y lo més de--l.
seablevente no més de 0,25 5+ La concentracidn de la dex
trina asimilable es, inicialmente, preferiblamente al me-
nos de 7 % (caleulado con relacidn el redio 1iquido to- -
tal ) y, més deseablemente, sl menos de 9 % (por ejamplo

de 11 % o mds)e. La dextrina amsimilable puede ser almiddn
hidrolizmado con dcido o con enzima, siempre que ¢l produg

|
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' to esté sustemcisluente libre de monosacdridos y disacari

dog. La combinacidn de cantidades despreciables de mono-

 sachridos y disacdridos y la alta cantided de dextrina da

| como resultado, inesperadamente, rendimlentos de neomiciw
na grandemente aumentados. El rendimiento de neomicina -

~alglada es mucho mayor, igual que la pureza y otras pro=-
pledades mejores de la neomicina que cuando se obfiene —
por ‘técnicas de aislamiento comvencionalese

El invento serd descrito més especificamen-

" te en los siguientes ejanplos, cue se pretende que iluge—-

tren métodos de trabajar dentro del alcance de este inven

to gin limitar de ninguna manera cualquiera de los aspec—

tos genersles ni modificar las ventajas peculiares deriva

das de trabajar dentro de su alcance.

Ejemplo l.- Se prepard un medio nutrien-

te con la sigulente composicidu:

Harina de soje 25%
Protelna de semilla de &l

goddn T 1
Gliten de maiz 14
Sulfato de amonio 1%
Péoula de patata v
Carbonato de calcio 19

Alfe~smilaga bacterians
(RAP IDASE) 0,2%

Este medio fué mezclado, fué subdividido -
en matraces y fué esterilizado por ebullicidn. In el - -

tiempo en quc el medio hubo alcanzado una teuperatura de
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90¢ ¢, se habla solubilizsdo la cantidad total de almi- {
ddn. En ningln momento sunerd la viscosidad del medio --f
& las viscosidades que se enconbrarcn normalmente con co_r_i,
centraciones de 5 % de medios de azticar (cerclosa). ILa =
cromatografia en papel mostrd menos de 1 & de azlcares. -
Despubs que el medio ful esterilizedo, éste fué inoculado
con organismos productores de neomicince. La tabla gi- -

guiente ilustra el efecto del tiempo de fermentaciln some=

bre la potencia del caldo de cultivo de fermenmbacidn, ex~

presada en foima de microgremos de base de neomicina por

nililitro de medio.
|

Tiempo Potencia (meg de ba
se/ml)® K

{

72 2,620 |

96 4,960

120 7,880 ‘
144 10,580 l
168 14,350

(%) Todos los andlisis de potencia de neomicina se reali

zaron en este caso por el procedimiento descrito en = o :
Ue3ePe VI plgina 863-864 (mwétodo de cilindro y placae) .‘

Ejemplo 2+~ La wtilizacién del medio del
ejemplo 1, pero variando el contenido de elmiddn, did co-g
mo resultado las sigulentes potencias de caldo de cultie-

vo de neomicina 8l final de 144 horas.
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FECUGA DE Parars ¢ (en  PORENC.A DE CALDO DE CULTIvg

peso/volumen) Leg de base/ml
5% 7,600
74 9,000
o% 11,000
115 10,700

Como teutiso, los mismos wedios utilizande
5 ¢ de carbohidratos de azfcar (cerelosa) en el mismo pew-
riodo de tiempo, produjeron una potencia méxima de caldo

de cultivo de 5.000 microgramos por ml de base.

Ejemplo 3e= Se repitid el medio Gel Ejem
plo 1 pero se sushituyd por otra alfe-amilasa (Rhozymemil
39) de otro fabricantes El rendimlento y la velocldad de
formacidn dc¢ neomicina fueron comparables a los obtenidos

en el Ejemplo le.

- 4 . " .
Bjeuplo 4.~ Se preparc unimedlio nutrien-

te de la siguiente composicidn.

INGREDLEFPES % en peso/volumen

Harine de maiz molida (60=70.

de almidon) 11

Harina de soja 245

Levadura de cervecero 0,25

CaC0, 0,2

Sulfato de amonio 0,5
-1l -
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¥ Fwﬁ; t
i{{ﬁj}{li ,':,|

.\\éﬁh

§ ii llll ‘1
INGRED SZFTT, £ _en peso/volumen

Seles de potasio (cloruros ¥

fosfatos) 0,45
hAgente avbiespumente C,05 ;
Llfemirilssn bacheriana 0,1

Los ingredientes fueron combinedos con = -
azue en un fermenbador de 240 litros y ol medio fué calegi
tado hasta las temperafures de esterilizacién por la jpm=.
troduceidn de vapor vive. Il medlo rermanecid fluido y -
no recuerla, pare apitar, ningln excxso de energfa por -
encima de¢ la enersia normelmente reguerida para medios —
a base de mononacdridos. &1 medlo estéril fué inoculado
con un orgrnismo productor de neomicina. Despuds de 144 |
horas, el culdo de fermentacidn tenla una potencia de = -E_
8500 mog/lile Ua medio tesbigo bazado on 5 3 de una mezm—
cla de maltosa y polisacéridos de acuerdo con la patente

I
}
US4 249570810, en calidad de manential de carbohidrato, -!
l
produjo solamente 4500 mez/mle j

!

Bjemplo Se=  Se prepard el medio del ejem!
plo 4. Se at %adid un 2 ¥ adicional de glucosa. 3Iste me----i
dio produjo solamente 4200 meg/ml. Resulba que los azuc
ras interfieren con la asimilacién por parte del organis-
mo de los productos de alriddn alterzdoa con enzimas en -

su couversidn de neomicinae

Ejemplo 6= Jo prepard un medio nutrien-

te que tenia la siguiente composicidn.
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INGRED LEINNE % en 1eso/ VoLl e

~ Harina de maiz desgerninada

(contenido 4e almiddn 85—

© 90%) 11
Harina de soja 2,5
Levadurs de cervecero 0,25
Ca003 0,2
Sales de amonio 0,5
Sales de potasio 0,45
Agente antiespumante 0,05
Alfe-amilaga bacteriaona 0,05

El medio fué preparado en un fermentador ~
de 2+400 litrog y fué esterilizado por vapor vivos EL ==
medio estéril fué inoculado con un orgunigmo productor —-
de neomicina y fué fermentado de la manera usual. A las
144 horas, el caldo de cultivo tenfa una potencia de - -
12000 meg/ml. E1 medio preparado de acuerdo con la anto-
rior férmula, pero sin la alfa-amilasa bacteriana, no po=-
dfa ser agitado con la enercia disponible en el motor de
agitacidn. Tos intentos de agitar y esterilizar el medio
testigo por vapor vivo dieron como resulbtado excesivag —-
pérdida por fommacidn de espuma y borboteo en el fewmenta
dors Ia adicidn de mds cantidad de agente antiespumante

no orilld suficicntexente esta situacidn.

Bjanplo 7e= EL medio de acuerdo con el

ejemplo 6, pero con el contenido de gifa-amilasa bacteria
’ s nd n . ? -

ne reducido a 0,01 5 del peso del almldon, fue preparado

y esterilizado eon un ferwentador de 200,000 litros. Il =

- 13 -
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|
medio fué inoculado con ¢l organismo productor de neomicl
na. EL rendimiento a las 144 horas fué de 12500 meg/ml,

. . |
es decir dentro del margen ovtenido en ¢l fermentador me=!
!

nore. i

- RBELYINDICLCLONES = i

Loga puntos de Invencién, propia y nueva, -
que se presentan para gque sean objeto de esta solicitud -l
de Patente de Invenclién, en Espafia, por VEINPE afios, son

los siguientes:

l.~ TUn procediniento para preparar me- =

diogs para la produccién de neomicina, caracterizado por —;
suspender un manantial de nitrégeno, sales y un almidén -
manantigl de carbohidrato en asuz, egtendo presente dicho
manantisl de carbohidrato en la cantidad de &l menos 7 %
en peso del medio, y someter a dicho almiddn a la accidn
de alfo-amilasa a una teaperatura por debajo de 90% C du=
rente un periodo suficiente para licuar dicho almiddn sin

completa gelatinizacidn del mismo, estando presente dichal

glfa-amilasa en la cantidad de al menos aproximadamente -‘
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“ 0,01 % en peso de almiddn.

2e= Un procedimiento segin la reivindica

 eifn 1, caracterizado porque la alfa-smilaga estd presen~
te en la centidad de &l menos aproximadamente C,01% en pe

.80 y menos de 1% en peso del almiddn.

3e= Un procedimiento segin las reivindi-

caciones 1 6 2, caracterizado porque la temperatura de la

‘mezcla licuada asi obtenida es elevada hasta una tempera~
tura de esterilizacidn, para destruir los contaminantes -
 indeseables y para interrumpir une sccidn enzimitice adi=

clonal.

Tel y como se ha descrito en la Maroria —
que antecedes y para los fines que se han especificadoe.
Esta lemoria conata de quince hojas escri-

tas a maquina por une sola cara.

Nadrid,

Puie

iJRA- - 15 -
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