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MEMORIA DESCRIPTIVA.

pare solicitar
TENTRE DE INVENCION
3 .
7 EsPafa
: ) | por VEINTE afios
| 2 nombre de AMBRICAN CYANAMID COMPANY, entidad nortesmericans,
. estavlecida en 30 Rockefeller Plaza, Nueva York, N.Y., Estados
Unidos de América, por: | '
"UN PROCEDIMTENTO DE PRODUCIR TETRACICLINA".

Este invento se refiere a la fawricacidn de tetraciclina
y mas en perticular estd relacionado con la inhibicidén de la
cloracidn fermentative en las fermemtaciones clorotetraciclina-
tetracicliha con lo cual se producen rendimientos olevados de
5 tetraclicline.,
Se he desculiderto recientemente que los microorgenismos

del género Streptomyces que producen clorotetrscicline, produ-

cirdn tembién tetraciclina particularmente si se mantiene Beje
la concentracidén de ion cloruro del medio de fermentacién. Esto
10 pueﬂe conseguirse utilizando medios de. fermsntacién de los qus
se hayan eliminado los iones cloruro, bien componiendo el medio
de fermentacidn con componentes sin cloruros, o bien tratando

el medio con egentes que sgeparen o senmasceren los iones c¢lorureg,
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haciendo as:f que no se hallen disponibles para 1a fomaoi6n de
olorotetrac:.clina.

:Desgraciadamente, a.lganos de los componentes mas eficaces
de los medios de fermentacidén para la produccién de antibidticos
de tetraciélina: contienen ca.ntidadee coneiderables de iones clo-
ruro. El1 1fquido de maceracidén de maiz es une d¢ las sustencias
mutritivas mes eficaces para la.‘ produccidn de los antibidticos
de tetracicline asf como de-muchos: -o'br_os"‘ entibidticos. Aparente-
mente, este producto natural contierie' algo que es deseado espe-
cislmente por el -microorga.nisnio en;.‘iemen‘&acicSn. Por tanto, los
rendimientos mds elevados de antibidtico se obtienen cuando se
incluye una porcidn de lfquido de maceracién de maiz en el medio
nutritivo acuoso.

Sin embargo, el lfquido de macerscidn de meiz contiene uns
cantidad considerable: de iones cloruro y si la formacidn de clo-
rotetraciclina ha de mentenerse en nivelee moderadamente bajos,
se ha considerado hasta ahors necesario reducir el contenido enm
cloruros de este materisl. Lo mismo es aplicabie e una serie de
otros productos nutritivos que existen en la naturaleza, que se
utilizan ventajosamente en el proceso de fermentacidn.

Se han propuesto diversos gis‘efemas de reducir el conteni-
do de ion cloruro de las soluciones nutritiwfas acuoses pars ls
produccidn de tetraciclina. La precipitacidén del ion cloruro co-
mo cloruro de pleta es un medio muy eficaz de reducir el conte-.
nido en ion cloruroc. Sih'einliargo, es un procedimiento costoso
que precisa meterias primas ceras, instalacidn especial, ¥y un
gas téxico, el sulfuro de hi’drégeno, para le recuperacidn de la
plata. |

Iaaé resings cembisdoras de iones se han propuesto también

pere la reduceidén del contenido en iones cloruroc de los medios
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de fenmantacldn. Estaa sustancies tienden a eiiminar algwnas Ba~

les y productos orgéniooa de~compoeieién no identificada:qua son

v‘componantes—cbnvenientés‘de;l&stmedioa-de.fenmentacién. Como re-

sultado de esto, pueden ovtenerse bajos rendimientos de antmbid-

tlgo cusndo se utilicen soluaiones~nuxritivas.que‘hayan'eido pre=~

tratadas con resinas cembiadoras de lones para eliminar los iones

cloruro.

' Ios slstemas de eliainecidn de cloruros dejan todevia, sin
embargo, muche gue desegr, & causs de la inveraién'de mepital
necesaris, del sistama,relativaménte.cpmplica&o de eliminacién.
de los iones cloruro del medio de fermentacién, as{ como del he~

cho de gue el medio de fermentacidn puede estar compuesto en’ ta-

133‘c;eoa solemente de aquellos meteriales de partids de los que

“pueden sliminarsa féoilmente los iones clorurv, 0 que existan

naturalmnnte con une eecasa concentracién de cloruro.

Be ha.propuesto.as;miamo dseplazar el equilibrio en wa

- fermentacidn.tetraoiclinapelorotetraciclina.meﬁiante el emplea

de bromuro gue sperentemente detisnen la formacidn de clorote—
traciclina en algunOS'éépectos,

El presente invento Bmsa su eficacia en la produceidn de
rendimientoe elevados da tetraciclina en un medio de fermemba~
cidn en el que no sea nscesario elimiﬁér los iones cloruro del
sistema. El presente invento se bésa en el desculirimiento de que
cuando se afiade un inhibidor de la cloracidn tel como se descri-
be en lo gque sigue & un mediordBAfermentaci6n que contengs clo-
ruros, ls actividad del microorganismo se dirige de la sintesis
de clorotetracicling a la sinxesis de tetraciclina. El invento
es dé conaiderarle'importaﬁcia prébtica porque evita el gasto
y desventejas de la eliminacidn de lomes clorurc del medio de

fermentacidn. 3bi, de acuerdo con el presente invento uns fer-
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mentacién de clorotetraciclina que contenga cloruro puede con-
vertirse fdocilmente en una fermentacidén de tetracicling medien-
te la adicidn al medio nutritivo de une cantidad relativemente
pequefia de los nuevos inhibidores de la cloracidn, tal como se
describe en lo que sigue.

El presente invenfb no estd relacionado particularmente
con ningdn microorgenismo especiiico excepto en la medidas en
gue se refiere a aquellos microorganismos que producen clorote-
tracicling y tetracicling mediante pbiosintesis frementative.

Por lo que se conoce hasta shora, todos estos microorganismos son

del género Streptomyces. La especie S. sureofsciens, que produ-

ce clorotetraciclina en medios de fezﬁentacién en los que se ha-
llen presenter iones cloruro, asi como numerosos mutantes natu-

relee § induci§05'eon utiliéados<preferentemente y tsles micro-

organiemos proaucirén también, desde luego, tetraciclina cuando

se eliminen los iomes cloruro. En la bibliografis de petentes

se hen mancionado una‘ssrié de otros microorganismos productores

db tetraciclina incluyéndoée,diétintas especies de Streptomyces

como por ejemplo S. viridifaciens,bs. sgyemaensis, S, feofaciens

~y ain otroe. Los datos morfoldgicos publicados sobre estos micro-

organismos no son suficientemente.decisivos §ara determinar si

son. 0 ho nuevas especles o simplemente cepas de 8. aurecfaciens,

Sin embargo, independientemente de esto; el presente invento no

- estd relacionado con la seleccidn de uns especie particular de

microorganismo, gino que como se indied enteriormente, se refie—
re 8l empleo de determinedos inhibidores de le cloracidn que &
rigen la actividad del mieroorganismo de la sintesis de clorote-
traciclina & la sintesis de tétraciclinaa Por consiguiente, el
presente invento incluye cualquier*miéroorganismo que p:oauaza
clorotetracicline y tetrscicline.
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Los inm.bidores de la cloraoién de este 1nverrto pueaen re-

presentarse por la fomula genera,l s:.guien'be.
: . . :
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en la que X esv un vérmino del grupo que conste de hidrdgeno y
radiceles alquilo inferiores como el metilo, etilo, propilo, ieo~
propilo, butilo, pen'tilo, hexilo, etc; Y es un término del gnzpo
que consta de hidrdgeno, fenilo, amino, alquilo inferiory

o
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RE-C
en el que R es fsnilo o alquilo inferior, ¥y
o

it
| R~-0-NH 4
en ol que H es femilo o slquilo inferiory y % es un término del
grupo que consta de S(alqpilo inferior), SCH , stmzeoog, seg;z...
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Entre los compuestos particularmente Wtiles pera llevar
e cabo el presente inven:to pueden mmcionarae N—-acetil-bencil-—

d&itiocarberzato y N~bencil~ditioccarbazeto con estos inhibidores

.pa;rticularea&ée han encontrado 'rendimien'tos'de tetreciclinae tan

elevados como 95=-98%. Otros compuestos, de utilidad dentro del
elcance de este invento serdn evidentes de le consideracién de
los ejemplos detallados que mpareceramn en lo que sigue.

' Como en el caso del empleo de iones bromuro pera disminuir
la cloracidn fermentative, los inhibidores del presente invento
puedsn ser a—lgo‘ tdxicps_ gl miecrodorgenismo, especialmente eumndo
se utilizew en concentraciﬁiies elevadas. Afortunmismente, canti-
dades muy péqueﬁaa de los inhipidores de este invento disminuyen
de maners muy mercade la formacidn de clorotetraciclina. Una can-
tidad tan pequefia como una parts por millén presents slgin efac—
to. Ordinariemente. el intervelo preferido serd des unms 5 partes
~pbr millén e 100 partes por milldn, pero pueden utilizarse 500
partes por millén o ineluso més si se deses., En términos genera-
les, cuanto mayor cantidad e inhibidor se sfinda se producird
menog clorotetraciclina. Por otrs parte, cuando se efisden cmi=
tidades sucesivas de inhibidor empiezan & presentarse los efec-—
toe téxlicos y se reduce el rendimiento total de antibidtico.

Por esto, no se ha obassrvado ninguna ventgja en utiii'zar mag de

unae 500 partes por millén y en algunos casos incluso menos.
Une ventaja mas de este invento es que log inhibidores

de la clorscidn hecen posible el empleo de una gren varieded de

cepae de §. agureofaciens. Es decir, que con los sistemas de

empobrecimiento de cloruros e menudo las cepes que producen més

tetracielina, esto es las cepas eliminadores de cloruros, no
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podrian utilizaerse porque prodncirian también un nivel elevado
de clorotetraciclina. Sin embargo con este invento talea'éepas
pueden utilizarse con'facilidad puesto que los inhibidores de
cloracién hacen posible desplazer fécilmente el equilibvrio en
favor de la tefracielina.

Las condiciones de la fermentacidn son en genersl las mis-
mas de los métodos conocidos actualmente para la produccidn de
tetraciclina o clorotetraciclina por fermentacidn. Esto es, el
medio de fermentacidn contiene las sustancias nutritivas y sus—
tencias minerales usuales. Entre las sustancias nutritivas apro-
piadas que pueden proporcionar las sustanciss necesarias se in-
cluyen el almiddn, dextrosa, azucar de cafia, glucosa, melazsas,
harina de soj=m, harine de cacahuete, levagdura, extractos de car-

ne,peptona, sulfato emdnico, urea, lfquido de mecerscidn de neiz,

solubles de destileris, harine de pescmdo y otras sustancias

usuales. Las sales inorgénicas incluyen productos como el carbo-
nato céléico;_sulfato eménico, cloruro aménico y los diversos
elementos traza como el maganeéo, cobalto, cinc, cobre, hierro

y similgres,

Les otras condiciones generales de la fermentacién, como
por ejemplo la concentracién de ion hidrdgeno, temperatura,
tiempo, velocidad de aireacidn, preperacién del medio de inocu-
lacidn, esterilizacién, inoculaciédn y similares son les usuales
¥y pueden ser andloges a lae de la produccién de clorotetracicli-
na indicadas en Lla Patente nimero 186.883 y para la produccidn
de tetraciclina indicades en la patente nimero 217.171.

Andliogamente, la recuperacidn de. la tetraciclina del 1f-
quido de fermentacidn es la ordinaria ¥ no necesita ser descri-
ta.,v puesto que han sido publicados numerosos métodos de recupe-

racién de tetracicline a partir de lfguidos de fermentacidn.
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Bn el ejemplo que gigue los rendlmientos de tetraciclina
hi clorotetr&cicl;nawse expresan como gamaS'por milimetro (x7m1,
El invento se describird con mas detalle en relacidn con el si-
gulente ejemplo especifico. ., x

BIEMPLO

Un medio dafférmenmacidn de clorotetraciclina, como el

que puede utilizarse pare la produccidén en gran escala, y que

contenga una gran centidad de ion cloruro se compuso como sigue:

Harine de maiz. 14,5. gramos por litro

Alnidén : 41 . TR T "

Liquido de macerascidn de meiz 25 " " "

cac() 9 it ) " " .

(NH ) 304 ' : L 5,6 - " " "

mnso (70% 80 miligramos por litro
" . 11

00612.6320 | 5 ¥

Grasa de cerdo 3% en volimen

Cloruro eménico - 1,7 gramos por litro

A este medio se le afindieron en operaciones separadas can
tidades variables de los inhibidores de cloracién relacionados
e continuacidn., Los medios se distribuyeron en cantidades apro-
piadas en frascoé, se esterilizaron, se inocularon con indéculo

vegetativo de § sureofaciens (cepa ® 77) y se ingubaron a 26,5 ©

C. en un agitador rotatorio durante 96 horas. Se ensayd su con-
tenido en clorotetraciclina y tetraciclina. Los resultedos obte~
nidoe se indican a continuecidn en la tablae

¢clorotetraciclina ‘“etracicliine % de

Compuesto p.p.m. , ¥/ml ¥/ml TFetraciclina
N~benzoil 0 4900 685 . 12.3
ditiocar- 50 4950 850 14.6
emeto de 100 4075 1175 22.3
etilo 200 3025 1560 34.0
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'Giérbtetraciclina' Tetraciclin

_ e de

Compuesto p.pems - . /ml ¥/ml  Tetraciclina
Ditiocarba- o 6250 . 860 12.0
-zato de ben- § . 6250 - 980 13.5
cilo 10 - 5950 - 1165 - 1643
25 . 4500 2575 . 36.3
N=-formil—ben- 0O - - 6250 860 12.0
cit~dttiocar- 5 480 5840 92.4
pazato 10 1600 4870 75.2
25 ' 4525 2360 - 3432
N—-acetil~ben- O 6750 : : 835 11.0
cil-ditiocar- 5§ . 1150 "~ 4880 80.9
Tezato 10 520 : 5100 90.7
25 280 - 5260 94.9
N=~benzoil~ben~ O 6750 835 11.0
cil-d@itiocar- 5 530 - 5280 90.8
bazato 10 190 ' 6120 96,9
: 25 45 , 189n ) 97.6

BEsta solicitud que éorreeponds a la presentada en los Ests-
dos Unidos de Amérioca el 2 de Noviembre de 1956, dmjo el ndmero
619.947, se scoge a los Heneficios del artfeialo 51 del vigente
Estatuto sobre Propiedad Industrisl.

NOTA

Los puntos de invencidn propia y nueva que se presentan para
que sean objeto de Este Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE
afios son los siguientes: , -

l12.~ Un procedimiento de producir tetraciclina caracteriza-
do por la fermentacidn aerobia de un medio acuoso de fermentacidn
que contenge iones ¢1oruro'con un microorgenismo del género Strep-
tomyces y adicidén & dicho medio de un inhitddor de cloracidn de la
férmulias |
X 8

"

N =-C—1%2 en la que'I es hidrdgeno o un radicel alquilo inferior,

Y es hidrdgeno, fenilo,amino,alquhlo inferior, o el grupo
&)

1] " :

R~-C:68R~-0C -~ KH siendo R fenilo o alquil inferior fenilo y
Z es un término del grupo que consta de S(alquil-inferior),SCHz,

SOH,CO0H, SCH,— @ -0l, |

- 10 -
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7 Glorotetraciclina Tetracicllna

% de

Compuesto DePelie </ml - ¥/ml Tetracicling
Ditio-

oxemida 0 7800 ‘125 8.5
50 6400 PEME 1l2.5
100 4400 94 17.7
200 1800 342 15.9
Monosulfu~— 8] 7800 125 8.5
ro de tetra-'50 5750 1950 | 25.3.
metiltiuram 100 4750 2846 37.4
200 1925 3820 66.4
Disulturo e .0. 7800 ‘125 845
de tetrame- 50 6950 - 95t 12.1
tiltiuram 100 6400 1225 16.0
- 200 5700 L¢50 23 .4
Disulfuro U ‘1000 25 9.3
de tiuram 50 5150 1635 24.0
100 4600 2150 31.8
200 2475 2245 BE7,5
Disulfuro de O 7100 845 10.6
big={etil~me-50 6500 - 1195 15.5
til=-tivurem 100 4600 1145 19.9
: 200 1590 442 21.7
Metil=NyN— o 1100 845 10.6
dimetil~-di~ 50 6225 115 11.0
tiocarvemato 100 5075 815 13.8
209 4050 800 D64
Bencil-M-ace-~ O 6550 925 12,3
til-ditiocar-50 5800 L1215 17.3
bamato 100 5300 1500 22.0
200 4800» 1425 27.8
ButiI-tere~ O 6550 925 12.3
N-gecetil~-di~ 50 6300 1245 16.5
tiocarbamatol00 5750 1615 21.9
200 5050 2195 30.3
Carboxi-metil © 6550 925 12.3
Noli-dimetil 50 6000 - 970 13.9
ditiocarva~ 100 5450 1345 19.8
nato 200 5000 1385 2L.7
HenN=Gimetil= O 6550 925 12.3
p=-clorobencil 50 2800 2285 44.9
ditiocarvame~100 5050 1410 21.8
to 200 5100 1225 19,3
Metil-benzo- O 6550 925 12.3
ilditiocarbe~5K0 6300 1185 15.8
mgto. 100 5800 1380 19,2
200 3850 1965 33.7
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mediante lo cual se inhibe la formacidn de elorotetraciclina
y se producen'cantidades’considerables de tetraciclinea.

_ 20,~ Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 1,
ceracterizado por el hecho de que se afiaden a dicho medio acuoso
de fermentacién de 5 & 500 ppm de dlcho inhibidor de cloracidn.

. 38.-TUn procedimiento de acuerdo con la reivindicscién 1,
caracterizado por el hecho de que dicho inhibidor de cloracidn
es N—acetil—bencil-difiocarbazato.

42,~ Un procedimiento de acuerdo con la tpeivindicacién 1
caracterizado por el Héaho de que el inhibidor de cloracidn es
N~benzoil-bencil-ditiocarbazato. , . ,

58,~ Un proc;dimiento de acuerdo con la reivindicacidn 1,
caracterizedo por el hecho de que” dicho 1fkibidor de cloracién
es N-formil-bencil-ditiocarbezeto.

62.~ Un procedimkento de acuerdo con la reivindicacidn
1 careeterizado por el hecho de que dicho inhibidor de cloracidén
e Hy,N-dimetil-p-clorobencil-diticcarbemato.

2.~ Un procedimiento de acuerdo con le reivindicacidm
1, caracterizado por el hecho de que diché inhividor de clora~
cién es el monosulfuro de tetrsmetiltiuram.

89, ~ Un procedimiento da:broducir>tetracialin&.

Tel y como ge.ha descrito en le Memorie que antecede, y

con los fines que se han especificado.
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Esta Memorie consta de doce hojes escritas a mdquina

por uns sola de sus caras.

macrid, * o NOV. 1950
" P. A

MIN/ -
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