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Este invento se refiere al trstamliento
previo de medios acuosos de fermentacidn que contienen
substancias nutricies, para mejorar el rendimiento en

tetracilina desde ellos y es un perfeccionamiento o una
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modificacidn del invento segin la Patente principal Ne,
217.171. |

Es sabido que la tetracilina se produ-
ce haciendo fermentar medios acuosos que contienen sus-
tancias nutricias por mocroorganismos productores de te~
traciline del género Streptomyces como se describe y
reivindica en la Patente principal 217.171. Asimismo
es sabido, que la clorotetraciclina se produce también,
Junto con la tetraciclina, cuando hay iones cloruro. pre-
sentes en el medio.

Uno de los fines del presente invento
es proporcionar un medio de fermentecién desde el cusl
puede obtenert:/ﬁetraciclina practicamente exenta de
clorotetraciclina, cuestidn en extremo desemable desde
el punto de vista terampéutico.

De acuerdo con el presente invento, se
crea un método para el tratamiento previo de un medio
acuoso de fermentacidn que contiene sustancias nutri-
¢clas, para mejorar el rendimiento en tetraciclina des-
de el mismo por fermentacién de dicho medio con un mi-
croorganismo productor de tetraciclina del género Strep-
tomyces, que comprende el poner en contacto dicho medio

acuoso con una sustancie cambiadora de iones para disminuir

el contenido de ionea cloruro del medio. El tratamiento es

continuado, de preferencia, hasta que el contenido en
iones cloruro del medio acuoso, sea menor de 50 partes

por milldén y, preferiblemente, menor de 10 partes por
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Los microorgenismos empleados comprenden

milldn.

cepas, variantes o mutaciones del S.aureofaciens ¥y, es-

pecial las que producen, relativemente, grandes rendimien-
tos de tetraciclina en el caldo de fermentacidn, especial-~
mente las que producen més de 500 mcg/ml.

Un ejemplo es un orgahismo, el UV-38 que
es una mutacién del mocroorganismo de Tejas. Esta mute-
eidn es una nueva cepa que produce tales rendimientos en
el medio de fermentacidn y es una cepa no descrita hasta
shora. La cepa UV-8, cuando se desarrolla en agar de

Weksman Journal Bacteriology:7:339-341,1922) origina un

~denso crecimiento micelial que es blanco sucio al princi-

pio, se vuelve amarillo ybse recubre gradualmente de un
micelio dereo blanco y pulverulente que, més tarde, espo-
rule. Los cultivos inclinados viejos presentan una colo-
racidn negra azabache con pequeflas manchas de micelio
blanco. Este crecimiento negro estd formado por une me-
sa de cuerpos dispuestos en cadenas cortas que se frage
mentan con fécilidad. Estos cuerpos son variables en
temafio ¥ forme oscilando aproximmdamente desde 0,5 hasg-
ta 4,5 oy y variando en su forma desde ovales hastz es~
féricos-globulosos ligeramente angulares. El tamafio me-

dio es algo mayor que el de los del S.sureofaciens (NRRL-

2209) y hay en ellos mayores variaciones en tamefio y for-

ma.

Se conocen muchas cepas de streptomyces
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capaces de producir clorotetraciclina y tetracicliha y
aunque se cree que todas ellas pueden ser clasificadas

con propiedad como Streptomyces aureofaciens, no obstan-~

te algunas marcadas diferencias en sus hdbitos de desa-
rrollo y necesidades nutricias (ver Duggar y otros =

Annals of the New York Acedemy of Sciencies, Volumen 60

pp ‘{1=-101, publicado en 29 de Octubre de 1954) hay sin
embargo quienes podrian inclinarse, por unas u otras rea-
zoneg, a afirmar que su microorgenismo productor de te-
tracicling perﬁenece e una especie diferente. En vista
de este posible conflito de terminologfia y en vista de
ls naturaleza genérica del presente invento, los soli-
citantes,quieren incluir en él, el empleo de todos los
microorganismos que tengan las propiedades de producir
tetraciclina, tal como quedan antes expresadas.

La preparacidn de medios de fermentacidn
que contengan menos de 10 partes por millon de ion clo=-
ruro, es comparativemente fdcil si el medio es de los
llemados "medios sintéticos", es decir, un medio en el
cual las éxigencias en carbono para la fermentacidn, son
suministradas por sustancias relativamente puras, tales
como sacarosa y el nitrdgeno lo es por sulfato amdnico
u otra sustancia quimica de gran pureza. Por desgrecia,
estos medios sintéticos son muy caros y cerecen de al-
gunos de los metaboliivs-esenciales para el desarrollo
de una fermentacidn de la que quiera obtenerse un gran

rendimiento en tetraciclina. Por esta y otras razones
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no bien comprendidas, es deseable hacer uso, para la pre-
paracidn de medios @e fermentacidn, de sustancias que se
presenten naturalmente, tales como por ejemplo;idfquidosa
de fermentacidn de maiz, residuos l{quidos animaleé, di-
geridos de caseina y similares. Estos materiales, no
solo son més baratos que los de los medios sintéticos si-
no que dan por resultado rendimientos més elevados del
gntibidtico deseado. Desgraciadamente,estos meteriales
contienen cantidades importantes de iones cloruro y al
producir tetraciclina por fermentacidn, dan lugar, con-
comitantemente, a gr-ndes cantidades de clorotetracicli-
ne.

Las sustancias nafurales, tales como el
1{quido de fermentacidn de maiz, pueden ser diluidas
con‘agua hasta una concentracidn conveniente para hacer-
lag pasar & través de una capa de cambio de iones, con
lo que es eliminado el ion cloruro hasta el punto que
ge considere necesario. Ias exigencias adicionales del
medio de fermentacidn en nitrdégeno, carbono y elementos

minerales, pueden ser afiadidas después a la solucidn de

1{quido de maiz desionizeda y entonces queda dispuesto

el medio de fermentacidn para su empleo en el procedi-
miento. El liquido de fermentacidn de maiz contiene can-
tidades importantes de tones cloruro del orden de 0,15%
e 0,5% en peso y ha de temerse mucho cuidado al tratar
une sustancia de este tipo, mds que en el caso de otras

sustancias naturales empleadas en la preparacidn de medios
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La caseina, que es una sustancis muy

de fermentacidn.

Util para preparar liquidos de fermentacidn, es frecum-—
te contenga grandes cantidades de ion cloruro que depen-
den del procedimiento segin el cual fué preparads, en-
contréndose cantidades de ion cloruro hasta del 0,30%.
Los productos de la digestidn enzimdética de la caseina,
que son también Wdtiles para la preparacidn de medios de
fermentacidn, pueden contener concentraciones de ion clo-
ruro aun més elevadas y entonces, estos productos deben
ser tratados de acuerdo con las engefianzas del presen-
te invento, si han de ser empleados en la preparacidn de
liquidos de fermentacidn paras la produccidn de tetraci-
¢lina.

Los residuos liquidos animales, los di-~
geridos de harina de carne y de harina de pescado y o-
tras varias sustancias, especialmente de orifen animal,
contienen grandes cantidades de ion cloruro y las solu-
ciones preparadas a base de estas sustancias deben ser
tratadas, de acuerdo con las enseilanzas del presente in-
vento, para disminuir su contenido ém ion cloruro.

Se comprende, naturaimente, que los com~
ponentes del medio de fermentacidn que estén en forma
insoluble, no pueden ser pasados a través de las capas
de cambio de iones sin que pronto los atassquen con de-
pdsitos insolubles. EL procedimiento del presente in-

vento considera el tratamiento de los componentes solu-

-6 -



10

15

20

25

296033

bles del medio tales como se mencionan en este Memoria.
Tembién las sustancias de elevada viscosidad ﬁasan con
dificultad a través de las capms de intercambio ionico
Y, por lo tanto, tienen que ser diluides con sgua heas-
ta alcanzar una consistencia que permita un fécil flu-
jo a través de las capas. En elgunos casos, en los gue
deben ser afiadidos materiales insolubles al medio de fer-
mentacidn, estos pueden ser lavados con agua desionizae
da parz quitar los iones eloruro antes de ser afigdidos
al medio de fermentacidn. Como es natural, le naturale-
za de los materiales serd la que dicte el tratamiento a
seguir. El almiddn bruto, por ejemplo, que con frecuen-
cia contiene considerables cantidades de ion cloruro,
puede ser lavado con agua desionizada, afiadido al medio
de fermentacidén y ser después cocido o tratado de otro
modo para hacerlo adecuado pare ser asimilado por el
microorganismo fermentante. Las formas solubles de al-
middén, dilufdas convenientemente, pueden ser pasadas &
través de la capa de cambio de iones para eliminar los
iones cloruro.

Los preparados a base de harine de soja,
suelen contener cantigdades excesivas de iones cloruro
para la produccidn de tetfaeiclina ¥y cuando se hace uso
de materiales de esta clase en cantidades importantes
deben ser tratados por las técnicas de cambio de iones
tal como se describen anteriormente. Ias mismas obser-

vaciones son de aplicacidn a 10s demds materisles natu-
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rales que se emplean para la preparacidn de liquidos
de fermentacion, si su contenido en ion cloruro es deme~
siade elevado.

Son preferidas las cepas productoras de
tetraciclina de Strptomyces asureofacieng que produzcan
mds de 500 microgramos por milifitro del antibidtico.

En tales casos, el medio de fermentacidn puede contener
10 partes por milldn de ion cloruro, si bien son prefe-
ribles cantidades menores. Ademds, mejoras conseghidas

en la seleccidn de cepes de streptomyces productoras de

.tetraciclina, han dado por resultado un notable aumento

en el rendimiento de tetracicline que puede formarse,

de modo que, en la actualidad, es fécilmente posible
producir 5.000 microgramos por mililitro y aun més, de
tetraciclina. ZEste resultado se consigue no sélo por la
seleccidn de cepas de produccidén de tetraciclina especisl-
mente elevada, sino tambiém por una seleccidn cuidadosa
de las sustancias que componen el medio de fermentacidn

¥y por la restriccién.del contenido en ion cloruro. Bues-
tre invento, por lo tanto, considera el uso de cepas de

S.aureofaciens capaces de producir cantidades de tetra-

ciclina que sobrepasan los 500 microgramos por mililitro,
en medios de fermentacidn que contengan materiales natu-—
rales del tipo que se emplea actualmente en otros proce-
sos de fermentacidn y que, sin embargo, han sido tratedos
de maners que se elimine de ellos lg mayor cantidad po-

sible del ion cloruro. De esta manera, es posible obte-
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ner caldos brutos de fermentecidn que solo contengan,
del total del antibidtico presente, una pequefia propor-
cién en forme de clorotetraciclina.

Como se ha hecho notar anteriormepte,
es permisible aunque no deseable, que el caldo bruto
de fermentacidn contenga, bajo forma de clorotetracicli-
na, tanto como del 8 al 10% del total de antibidtico.
Como se verd, por lo tanto, un caldo de fermentacidn que
contenga 5.000 microgramos por mililitro de tetracicli-
na, podrd contener hasta 500 microgramos por mililitro
de clorotetraciclina, como resultado de la presencia de
40 a 50 partés por millon de ion cloruro en los medios
de fermentacidn si el mocroorgenismo es un usuario efi-
caz, Si la cepa en particular empleada en el proceso,
no utiliza por completo los iones cloruro, el liquido
de fermentacidén pueden contener aun mayores cantidades
de ion cloruro. En tales casos, son muchos los materie-
1eS'natura1es que no necesitan ser tratados de acuerdo
con el procedimiento del invento porque su contenido en
ion cloruro es ya suficientemente bajo. Sin embargo, |
los substratos mds eficaces para la formacidn de eleva-
dos rendimientos del antibidtico, incluyen el liquido de
fermentacidén de maiz que, como hemos visto antes, tiene
un contenido en ion cloruro muy elevado y los liquidos
de fermentacidn que .contienen cantidedes importantes de
este material, pueden ser mejorados si son sometidos al

tratamiento.
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En comin con otros procesos de fermenta-
cién para la produccidn de antibidticos, los liquidos
de fermentacidn contendrén fuentes de carbono, nitrégeno
y sales minerales asimilares. BMuchas de estas fuentes
estén relativamente exentas de iones cloruro y son em-
pleadas para suplementar 1los materiales antes aludicos,
que son tratados con sustancias de cambio de iones de
acuerdo con el presente invento. Incluyen sustancias
tales como smcarosa, glucosa, dextrina, alcohol de azi-
cares, dcido c{trico, almiddn, harina de semilla de al-
goddn, harina de maiz, harina de soja, harina de cacg-
huet y otras varias sustancias carbonosas y nitrogenadas,
que se emplean en cantidades variables y aproximadamente,
del 1/2 al 5% en peso o mAs, del peso total del medio
de fermentacién. Con el propdsito de obtener rendimien-
to y economia més elevados, se gmplean con frecuencia
mezclas de estes sustancias con los productos naturales
mencionados anteriormente, y que han sido tratados con ma-
teriales de cambio de iones para guitar las cantidades
excesivas de iones eloruro.

Comercialmente, también se afiaden sales
minerales & los medios de fermentacidn, en cantidades
variables, pars ayudar al desarrollo del microorgenismo
y fomentar elevados rendimientos de tetraciclina. Entre
estas sales pueden ser menciomdas el fosfato aménico,
fosfato potdsico, sulfato magnésico, carbonato cdlcico

y varios elementos traga incluyendo el cobelto, sobre,
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cinc, manganeso, hierro, cromo y auin otros. El empleo

de estos elementos tragze para fomentar le fermentacidn,
es vien conocido de los que se dedican a esta industria
y, por lo tanto, no parece ses necesario detallarlo mds.

Como resplta aparente, el tratamiento
de soluciones acuosas que contengan materiales nutricios
para el proceso de la fermentacidn, con el fin de elimi-
nar los iones clorurc, puede, por efecto de la compaci-
dad no selectiva de absorcidn de aniones de algunas sus-
tanciaspara el cambio-de aniones, tender & eliminar al-
gunos de los aniones convenientes contenidos en el 1{-
quido de fermentacidn. Por ejemplo, en ciertas condicio-
nes, el ion fosfato puede ser eliminado de la solucidn,
andlogamente, el ion sulfato puede también ser elimina-
do. Pare evitar esta posibilided y disminuir la carga
de la columna de cambio de iones, se prefiere afiadir,
después de eliminar los cloruros por el tratamiento de
cembio de iones, la mayoria de los elementos minerales,
tales como fosfatos y sulfatos, as{ como los elementos
treza.

El objeto principal del tratamiento por
cambio de iones es, naturslmente, quitar el exceso de
iones cloruro de los materiales naturales que los conten-
&an en cantidad excesiva. En ciertaslcondiciones, pue-
de ser tembién deseable eliminar ciertos grupos de ca-
tiones antes de la fermentacidén. Por ello, puedé hacer-

se uso, s8i conviene, de capas mixtas que eliminen tanto
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cationes como aniones. El empleo y contrcl de tales ca=

pas mixtas de cembio de iones, es asunto que queda den-
tro de la habilidad técnica y no hay que insistir més
sobre ello.

Los materiales de permutacién idnica con-
siderados por el presente invento, incluyen aquellas sus-
tancias insolubles en agua que tienen la propiedad de ab-
sorber o quitar de otro modo los iones cloruro de las so-
luciones acuosas. Son por lo general, resinas sintéti-
cas que tienen grupos amino libres: por ejemplo, conden-
sados de fenol-formaldehido-poliemina, resinas de mela-
mina~-guanidina~formeldehido, y resinas de polialkileno-
poliamina. No se comprende bien dél todo la naturaleza
quimica exactasde estas sustancias ni la manera como ad-
sorben los iones cloruro. Sin embargo, pueden ser adgui-
ridas de varios fabricantes, especificandoc que estén des-
tinades & la eliminacidn de iones cloruro de soluciones
acuosas. En el mercado libre se encuentran verios tipos.

Aunque en el presente invento podrian
usarse sustancias que absorbieran simplemente los iones
cloruro, esto no serie comercialmente factible porque
no podrian ser vueltas a emplear. La palabra “cambio®
se emplea en conexidn con los materiales de cambio de'
iones del presente invento, para significar un material
aque, después de absorber de la solucidn los iones cloru=-
ro, puede ser reactivag quitando los iones cloruro ab-

sorvidos y volviendo & emplear la resina de nuevo pars
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preparacidn de nuevas cargas de 1iquido de fermentacidn.

Algunas capas de cambio de iones pueden
funcionar de manera que solo quiten aniones ée la solu-
cidn; en otras, puede haber una sustitucidén. Por ejem-
plo, en una resina de cambio de iones que actue en el ci-
clo de los sulfatos, son eliminados iones cloruro y ce-
didos iones sulfato para sustituir a aquéllos en la so-
lucidn. Si bien no es necesario, por lo general, es-
tos iones sulfato pueden ser absorbidos por una segunda
capa de cambio de iones operada en tandem con la prime-
ra. Lo mismo puede decirse respecto a otros aniones que
entren en operacidn. Por estas razones, es importante
que las exigencias anidnicas de los medios nutricios, en
fosfatos especialmente, sean ajustadas después del tra-
tamiento de cambio de iones.

Después del tratamiento de algunos de
los constituyentes d&e los medios de fermentacidn con re-
sinas de cambio de iones, pueden ser adicionados al 1i-
quido tratado los restantes materiales necesarios que
son empleados en el proceso de la fermentacidn, estéri-
lizado el conjunto y sembrando con losg microorgenismos
productores de tetraciclina. ILa fermentacidn se lleva a
cabo, después, de le menera acostumbrada.

Durante la fermentacidn, es conveniente
dejar que se desarrolle el organismo en condiciones de
sumersidn, con afreacidén y agitacion adecuadas, como por

ejemplo, en un matraz o aparato agitador o en fermentador
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con agitador, equipado con uns slcachofa para inyectar
continuamente una corriente de aire. La temperatura no
parece ser critica entre los 259-352C, si niem es pre~
ferible la game de 30%-332C, &1 pH inicial del medio,
debe estar préximo a la neutralidad, si bien algo dd
antibidtico se produce en medios con valores iniciales
del pH tan bajos como 5,0 o tan altos como 8,5.

Para mantener el pH dentro del intérva~
lo adecuado, son utiles agentes tampon tales como el car-
bonato ®dlecico y sales de dcidos orgdnicos como citra-
tos, acetatos y lactatos. Ademds, los dcidos orggnicos
puedén sefvir como fuente de carbono para el matabolise
mo 0 el microorganismo. Eg de recomendar el uso de a~
gentes anti-espumantes en los fermentadores de gran ta-
mafo incluso aunque en esta fermentacion, la formacidn
de espuma no es un problema especialmente dificil y se
reprime fécilmente con el empleo de los agentes anti-es-
pumantes usuales, tales como el octedecanol en aceite de
menteca de cerdo w otro snti-espumante comercial adecue-
do.

El indculo para la fermentacidn puede
ger preparado del crecimiento obtenido con cultives in-
clinados inoculados con el S.aureofaciens. Un medio a=-
decuado péra los cultivos es el agar de Waksmen, que

tiene la siguiente composicidn:
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GLUCOBE. evsesseeereessans 10 &/1
Peptonf...ceceeeccveveass 5 %®
KHyPO, ssecovecossonsonss 1 ®
MgS0,e7 HgOvevevannsnanss 0,5%
AgBYeeosececonroreresenss 20
El ecultivo inelinado puede ser transferido a matreces
de agitacidn que pueden ser utilizados como fermentado-
res de laboratorio en pequefia escala o para ls produc-
cidn de indculo para inocular fermentaciones mayores.

Para la fermentacidn en tanques en gran
escala, se emplea el cultivo inclinado para sembrar un
medio 1liquido adecuado en un matraz que es agitado en
une méquine de vaivén a una temperatura que oscila en-
tre 262 y 352 C., Generalmente se emplea una segunda e-
tapa de matraz de agitacidn, en conjunciénononalaééfe:u
mentaciones en tanque sumergidas, con el fin de aumenter
el volumen del indculo agitado hasta hacerlo del 1,5%
al 2,5% del volumen de liquido en el tanque.w La reac-
cién del medio del matraz de agitacidén, esta dentro del
intervalo de pH 6,5 a2 7,5 al comenzer y a medida que se
va desarrollando el organismo, tiene luger una caida con-
tinus del pH, habiéndose observado valores tan bajos co-
mo 3,8. Sin embargo, una edad fisioldgica indicada por
un velor del pH de unos 5,0 es, al parecer, el perfods
més favorable para transferir el indcule.

El indculo del matraz de agitacidn, equi-

valente del 1,5% &l 2,5% del volumen de liquido en el
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tanque, es transferido asépticemente & la cuba de fer-
mentacién donde se deja desarrollar durante 2 o 3 dfas,
con agitacidn y aireacidn continuas. Pueden ser emplea-

das cantidades de aire desde 0,5 a 1,5 volimenes de &8i-

. re por cada volumen del medio 1iquido, segin see el ta-

mafio de la cuba de fermentacidn. La formacidén de espu—
ma en el caldo puede ser controlada por la adicidn esté-
ril de une agente antiespumante, tal como el aceite de
manteca de cerdo que contenga 2% de octadecanol.

Para la recuperacidn de la tetraciclina
desde el caldo de fermentacidn, pueden emplearse las
précticas acostumbradas desarrolladas en conexién con
otros antibidticos, tales como las conocidas extraciones
con disolventes, con ¢ ain portadores, o absoicioneé.

De los disolventes conocidos, tales como el butanol, a-
cetato de etilo y cloroformo cuyo empleo implica fasmes
de purificacidn subsiguienﬁes,'el butanol es el mejor
para la extraccidn de la tétraciclina. Eatos procedi-
mientos conocidos, son eplicables con buen éxito en el
cagso de caldos de fermentacidn en los que se hayan forma-
do pequeilas cantidades de otros antibidticos que no sean
le tetraciclina y donde el objetivo perseguido sea, sen-
cillemente, efectiar la separacidn entre el contenido
total en antibiotico y los materiales inactivos clasi~
ficados de ordinario como impurezas. En el caso de gue
haya formacidn importante de sustancia antibidtica dis-

tinta de la tetraciclina, como sucede cuando el nivel
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en ion cléruro no es mentenido al minimo y haya forma-
cidn importente de clorotetraciclina, estos métodos co-
nocidos son de menor eficacia gi se desea recuperar en

el producto final la tetracicline a alta concentracidn,
préscindiendo de otras sustancias antibidticas. (Nos re-
ferimos aqu{ a antibidticos como sustancias antagonistas
con respecto al E. coli)

La recuperacidn se efectia de preferen-
cia empleando un grupo especiel de sales de amonio cua-
ternariss que precipitan, selectivamente, la tetracicli-
na del caldo & un pH alcalino (pd 8 a 11) como sal de a=
monio cuaternario de tetraéiclina. Este sal, después
de filtrada, es empastade éon une pequefia cantidaed de
agua ¥y una relativemente grande de cloroformo, con lo
que la sal de amonio cuaternaria de tetraciclina se di-
suelve en la fase clorofdrmica de la pasta. Después,
es preferible separar las fases acuosas y clorofdrmicas
pars eliminar cualesquiera impurezas disueltas en el a-
gue. Después se extrae:la.tetraciclina con ume solucidn
acuose acida de un pH eproximado de 1 a 2,5 con lo cual
se forma la sal dcida de la tetrmciclina que pasa a so0-
lucidn en la fase acuosa, dé la gue es precipitada, co-
mo producto cristalizedo, al aumentar el pH haste un ve-
lor de 3 a 7, dendo comienzo la precipitacidn con el va-
lor mds bajo.

Las..sales de amonio cuaternarias espe=-

cialmente Utiles en este método de recuperacidn, son los
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cloruros de alkil-trimetilamonio y los cloruros de dial=-
kil-dimetilamonio, en los guwe.les.grupoascalidiicos con~

tienen de 8 a 18 (inclusive) dtomos de carbono.

EJEMPLO I,

Un medio de 1{quido de maceracidn de maiz
fué preparado de la siguiente manera. Liquido de mace-
racidn de maiz conteniendo aproximadamente 50 % de sd-
lidos p/p fué diluido con agua destilada hasta tener una
concentracién final del 2%. El material diluido resud-
tante, fué pasado por wna columna rellena con 30 litros
de una mezecla formade por 2 volumenes de Amberlite IR
45, como resina de cambio anidnico y volumen de Amber-
lite IRC 50 como resina de cambio catidnico. La recogi-
de del 1{quido efluente no se empezd hasia que la resisti~
vided se habfe elevado a 5.000 ohmios-cent{metro y fué
continuade hesta que la resistividad descendid por bda=-
jo de los 3.000 oﬁmios-centimetro. A 1,000 ml. del 1{-
quido desionizado de maceracidn de maiz, se afiadieron
los siguientes componentes para la preperacidén de un me—
dio adecuado para el desarrollo del indculo y para la
produccidn de tetracicline, para conseguir un medio que
contuviese 17 17 ppm. de cloruro, si bien es preferible

un contenido en cloruro més bajoe.

Sa.'carosa 9000800000000 e 30,0gramos

KEHPO4 LR 2N B AR 2R 2L AU AL IR IR R 20 IR N 2L N 2 8 J 15,0 &
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(NH4)23204 esesessscssscssses 5,0 gramos
MsSO4. 7T HoO evveescesssnesss 2,0 *

CaCOy ssesemessonsssnressnccs T40 *=

KEHE coveccsovcscconnescsrones 0,05 %
CuS0, .5 HgO esvenscreenrarans 3,0 miligremos

.. "
ms04.4 h20 00000000080 00000 2,5 ‘

Para la preparacidn de un indculo, fueron repartidos vo-

ldmenes de 50 mililitros del medio entes descrito, en

metraces Erlenmeyer de 250 mililitros y volumenes de
400 mililitros en matraces de 2 litros. Para sembrar
los ;;1ﬁmenes de 50-mililitros, que fueron agitados a
3092 C. durante 72 horas en un eparato agitador de gvei-
vén (82 carreras por minuto con un desplazamiento de
unos 75 mm), se hieo uso de un asa llenae de esporas se-
cas del desarrollo superficial del orgeanismo de tetraci-
cline cultivado en tubo inclinado, en medio semi-sdli-
do. Al cabo de este tiempo, 1,0 ml. de la suspensidn
micelial resultante, se empled para sembrar 40v ml. del
medio, que fué sgitado otras 28 horas. Cuaetro wolumenes
de 400 ml. fueron reunidos asepticamente y empleados para
gembrar la cuba de fermentacion.

El medio de fermentacidn fué preparado
en fermentadores de 100 litros de la siguiente manera:
los componentes, a lag concentraciones deseritas ante=-
riormente, fueron disueltos en 43,53 litros de le solu~

cién de liquido de maceracidn de maiz desionizado para
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un volumen finel total de 50,80 litros. El medio fué
esterilizado a 1218C. mediente inyeccidn de vepor &

1,05 Kg/cma' directemente en lahcarga durante 30 minu-
tos. El volumen ganado por la condensacidn del vapor
compenad lea diferencia, entre los 44 liiros iniciales
del 1{quido de maiz-azicar-sales y los 60 litros fina-
les requeridos. Después de enfriar a 302C., la mezcla
fué sembrada con los cuatro volumenes reunidos de 400 ml.
del indculo antes descrito, agitados y aireados a razdn de
1,6 volumenes de aire por volumen del medio, durante, 38
horas. Al cabo de este tiempo, la reaccidn del caldo

que tenia al comienzo un pH 5,9 habia bajado a 4,1. La
riqueza en antibidtico del caldo, fué de 20 mcg/ml. em—
pleando la oxitetraciclina como patrdn y contenie una
importante cantidad de tetraciclins.

Soluciones de liquido de maceracidn de
maiz a concentraciones de 1,5 y 2,0% fueron desioniza-
das con mezclas de resinas que contenfan tres volumenes
de resina anidnica Amberlite IR 45 y 1 volumen de resins
cationfca Amberlito IRC 50 ( unos 10 ensayos ). Uncensa-
yo fué hecho con resine mizta Rohm y Heas MB-1 (2 volu-
menes de resina anidénica IRA 400 mds 1 volimen de resina
catidnica IR 120}. Se vié que era satisfactoria la pro-
porcidn 1:3 de volumen de resina a volumen del efluente.
Una proporcién de paso de 0,07 ml. solucién/ml. resina/
minuto 4ié mejor desionizacidn que 0,016 ml. solucidén/ml.

resina/minuto. Con el empleo de dos columnes de resina
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en serie,se Obtuvo buena desionizacidn. El easayo de
ion cloruro en la solucidn desionizada de esta manera,

demostrd le presencia de 3,5 a 29 paries por millon.

EJEMPLO II.
I{quido de maceracidn de meiz con un con-

tenido aroximado del 50 % de sdlidos p/p, fué dilufdo

con agua destilada hastas tener una concentraccidn final
del 1,5%. Este material dilufdo fue pasado & través de
una columna rellena con una mezclae de tres voliimenes de
Amberlite IR 45, que es una resina de cambio anidnico,
y un volumen de Amberlite IRC 50, que es una resina de
cambiopatidnico. Ia recogida del efluente no did co-~
mienzo hasta que la resistividad hubo subido & S.OOO
ohmios-centimetro y se continud hasta que la resistivi-
ded bajd a menos de 3.000 onmios-centimetro. Para la
preparacidén de un medio adecuado para el desarrollo del
indculo y la produccidn de tetraciclina, se afiadieron a
le solucidn desionizada de 1{quido de maiz las siguien-
tes sustancias:
| JACAT0SE cvcessssnsnsrsnes 2,0 %

KHZPO4,""""""””"' 1,5 %

(NH4)25204 esesecerasssses 0,5 %

MgS0, .7 Hy0 ceevercecnanss 0,2 %

CaCl, teeescevecssoscconmes 0,1 %

3
R ZnSD4-‘{ Hao ...o..........S0,0 ppm.

- 2] -



10

15

20

25

226033

Cus°405 H20 00 292060008 stsoPosee 3,0 meo
Mn.S04.4 ﬂ.zo DY WY W WY WPy ey Sy P2 =0 2,5 ppm.

KBr S0 ECBOOCCOOETIPIIILISLSLSLELIIIETILILIOGPOTS 0’05 %

Para su empleo en la preparacidn, tanto del indculo co-
mo de los matraces de fermentacidn, este medio fué dis~
tribuido en partes alicuotas de 100 ml. en matraces
Erlenmeyer de 500 ml. y esterilizado al autoclave du-
rante 20 minutos & 1212C, y 1,05 Kg/sz. El contenido
en cloruros del medio, después de la estirilizacidén, fué
de 17, partes por millon.

El indculo fué preparado sembrando matra-
ces con una mezcla liofilizada de esporas y micelio del

Streptomyces aurofaciens (cepa 201-15) e incubando los

matraces a 262 C. durante 48 horas en un sparato agita-
dor de vaivén. Se empleardn volumenes &l cinco por cien-
t0 del indculo de 48 horas para sembrar loc matraces de
fermentacion, gque fueron incubados después en las mismas
condiciones, durante 48 horas. Se demostrs la activi-
3ad antibidtica, saturando con el caldo filtrado un dis=-
co de papel de 13 mm. colocando el disco sobre una ple=-

ca de agar sembrada con Egcherichig coli, e incubando a

3082C, durante 18 hores.

Cuatrocientos mililitros de esta papilla
fueron tratados con 2,4 gremos de dcido oxdlico y 1,6
gramos de oxalato aménico. Después de revolver la pa-
pille durante 10 minutos, se filtré la mezcla., El fil-

trado fué agitado después con 80 ml. de acetato de etilo
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y el pH, ajustado e 8,5. Lu fase disolvente,que contenfa
la mayor parte de la actividad, fué agitada con 5 ml. de
agua y el pH, sjustado & 2. Cuando se diluyd a 1/500
con la fase inferior del sistems butanol-agua confenien~
do 2,5% dcido acético, se obtuvieron médximos de absor-
cidn en el ultravioleta de 270 y y 360 @J.

Los endlisis de distribucidn a contraco-

rriente (48 transferencias butenol-dcido acético al 2,5%)

de este concentrado,demostraron que contenf{a tetracicli-
na. Esto se consiguid al final de la distribucidén por
dilucidn de cada una de las fases inferiores con metanol
y midiendo la densidad éptica a 370 my. La mayor parte
de la actividad se encontrd en el tubo 19. Los niumeros
de los tubos de loe maximos, pafa la clorotetraciclina

Y la oxitetraciclina, fueron 26 y 16 respectivamente.
EJEMPLO II.,

Se llevd a cabo una fermentacidn en ma~
traz agitado, idéntica en todos respectos a la descrita
entes, excepto en que las resinas anidnicas y catidnica
empleadas fueron Amberlite IRA 400 (2 volimenes) y Am-
berlite IR 120 (1 volumen), respectivamente. Después
de la esterilizacion el medio contenfa 13,3 partes por
millon de cloruros. ILa actividad antibidtica fué com-
probada en la papilla por el metodo del dieco de papel
Yy placa de E.coli,
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Cuando este papilla fué tratada para cone-
centrar la actividad antibidtica, tal como queda descri-
t0 en el anterior ejemplo II, los datod& de absorcidn en
el ultravioleta y de distribucidn en contracorriente re-
sultaron ser sustancialmente los mismos que los del me-

dio preparado con las resinas Amberlite IRC 50 a& IR 45.

EJEMPLO 1IV.

Para la preparacidén del indculo que habia
de hacerse en un fermentador de 100 litros, se distribu-
yeron volimenes de 50 ml. del medio descrito en el ejem-
plo II, en matrazes Erlenmeyer de 250 ml. y volimenes de
400 ml. en matraces de 2 litros. Para sembrar los volu-

menes de 50 ml. se hizo uso de un asa llena de esporas

secas del desarrollo superficial de un cultivo de S.aureo-

faciens (cepa T=5) en tubo inclinasdo y medio semi-sdli-

do y dichos volumenes fueron agitados a 302 C. durante
72 horas en un eparato agitador de vaivén. Al cebo de
este tiempo, se empled 1,0 ml. de la suspensidén micelial
resultante para sembrar 400 ml. del medio, que fué agi-
tado durante 28 horas. Se reunieron asepticamente cua~
tro volimenes de 400 ml. que se usaron para sembrar el
fermentador.

Al preparar el medio de fermentacidn, la
solucidn liquida de maceracidn de maiz fué llevada a la

concentracion del 2 % y desionizade con la mezcla 1:3
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de resinas Amberlite IRC 50 e IR 45. Los restantes com=
ponentes del medio descrito en el ejemplo II, fueron di-
sueltos en esta solucidén desionizada en cantidades tales
que, después de 30 minutos de esterilizacidn & 1212 C.
por inyeceidn de vapor a 1,05 Kg/cm? directamente en la
carga, el volumen ganado debido al vapor condensado did
lugar & un volumen total de 63 litros de medio por cada
fermentador de 100 litros.

Después de enfriar a 302 C. los fermen-
tadores fueron sembrados con voldmenes de 1,600 ml. del
indculo, agitados mecdnicmmente & 155-165 rev/minuto y
aireados a razdn de 1,6 volumenes de aire por volumen
de medio, durante 38 horas. Los caldos de dos de estas
fermentacioﬁes, contuvieron 81 y 116 v/ml de antibidti-~
co respectivamente y fueron ensagados con S. lutea em-
pleando la oxitetraciclina como patrdn.

Noventaiseis litros de la papilla obte-
nidos por reunidén de las cargas antes descritas, fueron
tratados por 920 gr. de édcido oxdlico y ajustado el pH
a 3,5. Se afiadid Hyflo, se filtrd la mezcle y la torta
del filtrado fué lavada con 4 litros de agua. Reunidos
el filtrado y las lavaduras, fueron extrafdos, & un pH
8,5, con 20 litros de acetato de etilo que contenia 1
litro de Emulsept (N;Eauroil-colamino-formil-metij-piri—
dina)., El extracto en disolvente fué después agitado,

a un pH 2, con cuatro porciones sucesivas de agua de

140 mi. Estos concentrados acuosos fueron reunidos y
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ajustados a un pH 7,8. Los s6lidos que se separaron,
fueron filtrados; lavados con ague y secados despuée

en un desecador al vacio. Se obtuvieron 4,19 gramos

que correspondieron en el ensayo a 904y /mg, lo que re-
presenta un rendimiento de actividad 41%. Se determi-
nd la absorcion en el ultravioleta de este material, en
dcido sulfirico 0,1 N, encontréndose mdximos a 265 m

y 360 n, con minimos de 232 Wy 301 . Se distribu-
yeron cinco miligramos entre el cloroformo y el fosfato
tampon de pH 7. Prdcticemente, toda ls sctividad se en-
contrd en la fase inferior. BEn estas condiciones, la
oxitetraciclina se encuentra en la fase alta.

Cincuenta miligramos del producto fue-

X

ron disueltos en la menor cantidad posible de dcido clor-

hidrico N y la solucidn sembrada con unos pocos criste-
les de clorotetraciclina, dejando después en reposo la

mezcla a temperatura ambiente. Ia cristalizacidn comen-
26 & los 15 minutos. La mezcla fué dejada en la nevera
duranté la noche. Al d{a siguiente fueron separados los
sélidos cristalinos y secados sobre una pleca de porce-
lena porosa. El espectro de absorcidn de los cristales

en el ultravioleta, en solucidn sulfdrica 0,1 N, presen-

t6 méximos a 267 ¥y 360 ¥y minimos a 234y y 301 1y .

Una solucidn de los cristales en dcido sulfiirico concen-

trado conteniendo dcido bdrico, did una coloracidn viole-

ta rojiza. Ia oxitetracicline y la clorotetraciclina

dieron en enalogas condiciones, coloraciones rojo cereze
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¥y purpura respectivamente.

EJEMPT.O V .

17,8 Kg. de Amberlite IR-4B, que es una resina débil de
cambio aniénico del tipo fenol-formaldehidoepoliamina,
vendida por Rohm y Haas, fueron neutralizados con &cido
sulfirico 1 N, metidos en una columna de 150 mm. hasta
una altura de 190 cm. y lavados con agus hasta que el
'1{quido efluente tuviese uwn pi de 2,0. 15,0 kg. de 1li-
quido de maceracidn de maiz fueron dilufdos con 45 litros
de agus y filtrados a 502C. La torta fué lavada con 15
1itros de agua. EL 1{iquido de maiz fué:pasado por la
columna a razdn de 40 litros por hora. Después de he-
ber sido tratado el equivalente de 13,5 litros del 1{-
quido, este daba reaccidn positiva de cloruros. El 1i-
quido tratado, libre de cloruros, fué ajustado a un pH
4,0 con hidrdxido de emonioc concentrado y quedd listo
pare su empleo.

Se prepardiun medio de fermentacidn con
los siguientes componentes:

Iiquido de maceracidén de maiz e
tratado porxr TYESiNA ccescsccccscsssosasse 20 g!no/Lo(SOI:LdOS)

Formula de maiz, “fluidez" de-
grada.da por a'.cidonsulf‘urico cssssracsesse 55 gn'/L'

Carbonato cé.lcico A EEEXERFEREE X XN 2 2 2 3 2 2 2 J 8,0 @n-/Ih
Harine de semilla de 21g0G0N +eveeensees 3,5 gne/L.

Sulfato aménico,especialmente
b2JO en ClOTurosS seeececesessessssssess 6,0 gme/L.
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Acido fosfdrico (85%) cecseccrcscescancsse 0,24 gn./L.
Aceite de manteca de CErd0 «eeessressssees 1,0% en volumen
Elementos traza: FeSO4.2.EZO eescecoscsessedl mge/Le
2nS04+7 HyO eevveesoens 100 mg. /T
NS0, .4 Hzo cesccssnses 50 mg./Le.
Ague del grifo seeserssservenesseesssss1000 ml.

El medio fué esterilizado durante 15 mmnutos a 1259C.

y diZufdo después con 3 volimenes de agua del grifo.
Este medio contenia aproximadamente, 24 partes por mi-
llon de ion clorure. Fué inoculado después con 2% de
su vadumen de S, sureofaciens, cepa S-77, que ¢onfénia
1% en peso, sobre la base de sdlidos del indculo, del
1duido de maceracidn de meiz, 3% de dextrina, 0,625 %
de carbonato cdleico y 0,2 % de sulfato amdnico. La
fermentacién fué llevada aéébo a 26-272 C. durante 112
horas con agitacidn mecdnica y eireacidn, & razdn de u-
nos 0,5 voliumenes de aire por volumen de medio, por mi-
nuto.

Al hacer la recogida, se encontrd que el
caldo fermentado contenfa méds de 5.000 microgramos por
mililitro de tetraeciclina con menos de 5% de dicha cen-
tidaed de clorotetraciclina.

Pars regenerar ls columna, se pasé a su
través dcido sulfurico 1 N a razdn de 100 litros por
hora, hasta que el efluente no contuvo ya iones cloruro

(se necesitaron 200 litros de dcido). Después se pasd
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agua a razén de 100 litros por hora hasta que el pH ex~
cedid de 2.0. Se necesitaron 450 litros de agua. Ia
columna quedd en disposicidn de ser usada de nuevo.
Esta columna ha sido usada quince vecew sin que dismi-
nuyera su capacidad para eliminar cloruros o0 experimen-

tara disminucién el caracter nutricio del 1fquido de ma-

ceracidn de maiz resultante.
EJEMPLO V1.

Se prepard uns columna andlogs a la del
éjemplo V, empleando IR&-400, que es una resina fuerte
de cambio de iones por sbsorcidn anidnice del tipo fe-
nol-férmaldehido-poliamina, fabricada por Rohm y Haas.
El 1{quido de maceracidn de maiz fué pasada por le colum-
na como en el ejemlo V y se prepard un medio de fermen-
tacidén que fié esterilizado e inoculado con la misma ce-

pa productora de teiraciclina del S.aureofaciens que

antes y se edectud la fermentacidn de manera andloga.
Este medio de fermentacidn contenia, aproximadamente,
18 partes por millon de ion cloruro.

Al hecer la recogida en el caldo se ene
contrd que contenia 3.510 gammas por militro de tetra-
ciclina y 225 gammas por mililitro de clorotetraciclina.

EJEMPLO VIl,

Se prepard una sapa de resina mixta de
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cambio catidn-anion con partes iguales de IRA-400 e
IR-120. ZEsta ultima es una resina de fuerte cambio ca-
tidnico, del tipo dcido sulfénico, vendida por Rohm y
Haas. Se tratd después con solucidn 1 N. de sulfato
aménico, de modo andlogo al descrito en le preparacidn
del de la columna del ejemfilo V.

Fué tratado liquido de maceracidn de maiz
tal como se describe anteriormente para quitar los io-
nes cloruro con esta columns y se prepard un medio de
fermentacidn de la misma manera que se describe en el
ejemplo V. El medio, dilufdo y esterilizado, fué sem~

brado después con le cepa S-77 del S. aureofaciens y

se efectdo la fermentacidn en las condiciones descritas
en el ejemplo V. Al comenzar la fermentacidn, el medio
contenia, aproximadamente, 28 partes por millon de ion
cloruro. En el caldo fermentado se encontraron 4.670
gammas por mililitro de tetraciclina y 390 gemmas por

mililitro de clorotetraciclina.
EJEMPLO VIII.

Se diluyd liquido de maceracidn de maiz
con aguas y se tratd con nitrato de-plate _pars.eliminar
el ion cloruro al estado de cloruro de plata. El 1{qui-~
do de maceracidn de maiz exento de cloruros, fué desti-

nado & una fermentacidn andloga & la del ejemplo VII y

sembrando con S.aureofaciens ¥y la fermentacidn se llevd
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e cabo como anteriormente. El andlisis del caldo fer-
mentado dié un contenido de 3.000 gammes por mililitro
de tetraciclina y 270 gammes por mililitro de clorote-

traciclina.

EJEMPIO IX .

En experimentos efectuados en matraces
de agitacidn, empleando los medios de fermentacidn del
ejemplo V, y en los cuales, el medio fué enriquecido con
200 miligramos por litro de dcido fosférico, se obtuvie-
ron 2.830 gammas por mililitro de tetraciclina y 210
gammas por mililitro de clorotetraciclina.

Cusndo le fermentacién se llevé & cabo
como en el pérrafo precedente, empleando liquido de mace-
racidn de maiz no tratado, con 1% total de sdlidos, se
comprueba que el caldo fermentado contiene, aproximade-
mente, 1,600 gammas por mililitro de tetraciclina y 1.600
gammps por mililitro de clorotetraciclina, lo que demues~
tra la utilizecidn del ion cloruro disponible en el 1{-
quido de maceracidn de maiz pare producir mayores can-

tidades de clorotetraciclina.

EJEMPLO X.

Con la resina de cambio anidnico se pue-
de operer en varias formas tales como el sulfeto, nitra-
to, hidréxilo y parecidas. Cuando el proceso descrito

en el ejemplo V fué repetido con la resina de cambio de
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iones en el ciclo del nitrato, preparada por tratamiento
con dcido nitrico en lugar de dcido sulfurico, dos ensa-
yos diferentes dieron 3.590 gammas de ?etraciclina por
mililitro y 210 gammes delclorotetraciclina por milili-
tro en un ensayo y 4.460 gemmas de tetraciclina por mi-
lilitro y 230 gammas de clorotetraciclina por mililitro
en el segundo ensayo.

En los anteriores ensayos, el liquido de
fermentacidn contenia de 15 a unas 30 partes por millon
de ion cloruro que fué totalmente utilizado por el mi-

croorganismo S.aureofaciens para producir toda le clo-

rotetraciclina que era posible dado el contenido en clo-
ruro del medio. Dados los elevados rendimientos en an-
tibidtico que fueron obtenidos, hay que hacer notar, sin
embargo, que la proporcidn de clorotetraciclina en estos
ensayos, en los que se hizo uso de resinas de cambio de
iones paras tratar el liquido de maceracidn de maiz, es,
en todos los casos, inferior al 8%.

La presente solicitud, que corresponde
a la presentads en los Estados Unidos de América con fe-
cha 12 de Enero de 1955, bajo el niumero 481.494, se aco-
ge a los beneficios establecidos por el articulo 51 del
vigente Estatuto-Ley sobre Propiedad Industrial.
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-NOTA -

Los puntos de invencidn, propia y nueva
que ge presentan para que sean objeto de este Certifi-
cado de Adicidén en Espafia, son los siguientes:

12.~ Mejoras introducidas en el objeto de
la Patente principal, o sea en métodos para el tratamien-
to previo de un medio acuoso de fermentacidn que contiene
sustancias nutricias para mejorar el rendimiento en te-
traciclina desde el mismo, por fermentacidn del mismo
cgﬁymicroorganismo productor de tetraciclina del género
Strepto ces, métodos que consisten en poner en contacto
dicho medio acuoso con ung sustencia de cambio de iones
para disminuir el contenido en ion cloruro del mismo.

2% ,- bMejoras, de acuerdo con la reivindi-
caéién 1, segin las cuales, se continua el tratamiento
hasta que el contenido en ion cloruro del medio acuoso
os inferior a 50 partes por millon y, preferiblemente,
inferior a 10 pattes por millon.

32.- Mejoras, de acuerdo con les reivindi-
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caciones 1 o 2, segin las cuales se afiaden iones fosfa~
t0 al medio después del mencionado tratamiento de cam-
bio de iones.

4¢,~ Mejoras, de acuerdo con las reivin-
dicaciones 1, 2 0 3, segin las cuales se emplea un me-
dio natural tel como 1{quido de maceracidn de maiz, di-
geridos de caseina y liquidos residuales enimales.

52.- Mejoras, de acuerdo con las reivin-
dicacidn 4, segin las cuales, el medio natural es di-
lufdo con agua keste une congistencia inferior a un 5%,
aproximadanente, en peso, sobre base séca.

62.~ Mejoras, de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 1 a 5, segin las cuales el mate-
rial de cambio de iones es un cembiador de aniones o una
cape mnixta de cambiadores de aniones y cationes.

72,~- Mejoras,de acuerdo con cualquiers
de las reivindicaciones 1 a 6, segin las cuales, el orge-

nismo empleado es el S.sureofaciens.

82.~ Mejoras introducidas en el objeto de
le Peatente principal N®. 2I7.11.

Tal y como se ha descrito en la Memoria
que antecede, y para los fines que se han especificado.

La presente lMemoria consta de treintaicua~

tro hojas escritas e mdquine por una sola cara.

badrid @ g ol ‘
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