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por VEINTE efios
a nombre de AMERICAN CYANAMID COMPANY, entidad norteamericansa,

establecida en 30 Rockefeller Plaza, Nueva York, N.Y., Estados

Unidoes de América, por:
"UN METODO DE PRODUCIR TETRACICLINASY,

Esta invencidn se refiere a un nuevo método para producir
compuestos de la serile de la tetraciclina, a saber, los entibib-
ticos de amplio espectro tetraciclina, clorotetraciclina y bro-
motetraciclina,

Estas tetraciclinas tienen la férmula

2 CH3 OH H N(CH3)2
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en 1a que Z es hidrégeno, cloro o bromo, Hasta shora, estas te-
traciclinas se han obtenido por fermentacién amerdbica de un me-
dio nutriente acuoso con un microorganismo de la especie S, au~
reofaciens u condiciones controladas con relacidén al contenido
de iones y/o bromuro en el medio,

De acuerdo con la presente invencidn, estas tetraciclinsas
que tienen la férmula I se producen fermentando aerébicamente

un medio nutriente acuoso con un microorganismo de la especie

S, aureofaciens en presencia de una 5a(lla)-deshidrotetracicl ina

correspondiente que tiene la férmula
CH OH H N(CH

Q“‘ é’fm i

donde Z tiene la misma significacidn que arriba.

Estas 5a(lla)-deshidrotetraciclinas que tienen la férmula
II son los mismos antibidticos nuevos producidos por un proceso
de fermentacién que se describe en la solicitud No, 240,767, pre-
sentada gl mismo tiempo que ésta. Como se describe alli més de-
talladamente, estos nuevos antibibdticos comprenden T-cloro-5a{lla)
~deshidrotetraciclina, 5a(lla)-deshidrotetraciclina y 7-bromo-
5a(lla)-deshidrotetraciclina, y se producen, bajo condiciones

adecuadas de fermentacidn, por ciertas cepas mutantes, de S.aureo-

faciens, slgunas de las cueles han sido designadas con las refe-

rencias 81308, 8 1308-29, S1308-VI 46 y S 1308-V237, de las que
se hen depositado cultivos en la Ameficgp Type Culture Collection

en Washington D,C., donde se les ha asignado los nimsros de acce-
so ATCC 12,748, 12,749, 12.750 y 12.751, respectivamente,
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La actividad bioldgica de estas 5a(lla)~-deshidrotetraci-
clinasA es bastante baja. Sin embargo, como las nuevas cepas m-

tantes de ‘S. aureofaciens que producen estos nuevos antibibti-

cos son cepas muy productoras, que dan frecuentemente hasta
9000-10000 gammas por mililitro de 7-cloro-5a(lla)-deshidrote-
traclclina, por ejemplo, se han rezl izado esfuerzos que tienden
a la conversidén de estos antibilticos en sntibiéticos que poseen
el deseado espectro amplio tipico de actividad antibacterisl,

Lg presente invencién consigue el resultado apetecido por
una tr;nsformacién biolégica de estos nuevos entibibticos en el
antibidtico deseado de espectro émplio. Asf{, por ejemplo, de la
manera que se describiréd particularmente despuds, ig 7T-cloro-5a
(11a)~deshidrotetraciclina se convierte en clorotetraciclins, la
5a(1la)-deshidrotetraciclina se canvierte‘ en tetraciclina, y la
T-bromo-5a(lla)-deshidrotetraciclina se convierte en bromo tetra-
ciclina,

La presente invencién puede ponerse en prictica sencilla-
mente sfiadiendo los nuevos antibidticos a un sistema de fermen-

tacidn que emplea cepas corrientes de S. sureofaciens. Asi, por

ejemplo, la 7-cloro-5a(lla_)-deshidrotetraciclina, cugndo se afia-
de a un sistema de fermentacidn corriente que utiliza cepas pro-

ductoras de clorotetracicline convenciongles de S.aureofaciens,

se convierte en cloro-tetraciclina. Se ha observado shora que le
conversién es incompleta pero se ha encontrado en la mayoria de
los casos que la conversidn estd comprendida entre 18 y 48%,

De un modo anflogo, cuand:o se aﬁé.de 7-bromo-5a(lla)-deshi~
drotetraciclina a un sistema de fermentacibn que emplea las ce-
pas corrientes de 8, aureofaciens, se convierte en bromotetraci-

cline.,
Igualmente, la 5a(lla)-deshidrotetraciclina se convierte en

tetraciclina en las mismas condiclones,
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las condiciones de la fermentacién son generalmente las misw
mas que para los métodos conocidos en la actudl idad para producir
clorotetraciclina y tetraciclinag por fermentacién, con la excep—-
cibn, naturalmente, de qus‘el nuevo antibibdtico se afiade preferi-
blemente gl comienzo de la fermentacidn, Y1 medio de fermentacién
contiene los nutrientes y sustancias minerales usuales., Entre las
sustancles nutrientes adecuadas que pueden suministrar aquelles
sustancias necesarias figuran: almidén, glucosa, dextrosa, saca-
rosa, azlcar de éaﬁa, melqéas, herina de soja, harina de cacahhe-
te, levadura, extractos de carne, peptona, sulfato ambnico, urea,
l1iquido de maceracién del maiz, productos solubles de destileria,
harina de pescado y otras sustancias corrientes, Entre las sales
inorgénicas figuren compuestos tales como carbonato céleico, sul-

fato amdnico, cloruro ambénico, fosfato sddico dihidrdgeno, y los
diversos elementos +traza tales como manganeso, cobalto, cinec,
cobre, hierro y ansdlogos.,

Las restantes condiciones genersales de la fermentacién, te-
les como concentracién de iones hidrdgeno, temperatura, tiempo,
velocidad de aireacidn, preparacién del inoculo, esteriiizacién,
inoculacién y anélogas son corrientes y pueden ser semejantes a
las que se utilizan para la produccidn de cl orotetresciclina, se-
gﬁn se explica en la patente norteamericans No. 2.482,055 de Du—
gger, y para la produccidn de tetraciclina, ilustrada en la pa-
tente norteamericans de Minieri, No. 2.734.018.

Anflogemente, la recuperacién de la clorotetraciclina y la
tetracicl ina a pertir del li{quido de fermentacidn es corriente y
no necesita describirse, ya que se hm publicado numeroses méto-
dos de recuperacidn de estos antibibdticos g partir de los liqui-

dos de fermentacién. La bromotetraciclina puede recupersrse de una
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manera andloga.
Se observard en los ejemplos que se describen més adelan~-
te que algunos de los ensayoa de fermentacidén se han realizado

en presencig de ciertos inhibidores de la cloracidn, por ejemplo,

2,5=-dimercapto-1,3,4-tiadiazol y 2-(2-furil)-5-mercapto-1,3,4~

oxadiazol; Estos inhibidores producen el efecto de &l terar la
relacidn de clorotetraciclina a tetraciclina en la fermentacién
normal de tetraciclina, de meners que se produce una proporcién
elevada de tetraciclina. De esté modo, resulta posible observar
con més facilidad la formacidn de clorotetracid ina que es debi-
da a su conversibn a partir de 7-cloro-%$a(lla)-deshidrotetraci~
elina, puesto que, en presencia de tales inhibidores, aumentos
en olbrotetracﬂina debidos a la conversién de 7-cloro-5a(lla)-
deshidrotetraciclina pueden pasar inadvertidos,

La invencidn se describird con mayor detalle en relacién

con lo siguientes ejemplos especificos.
EJEMPLO T

Se preﬁara un medio de fermentacién de le composicidn gi-

guientes:

Almidén 55 gramos por litro
Liquido de maceracifn del maiz o5 m " "
CaCO3 ' 9 " " n
(NH4)2SO4 546 " " ]
MnSO4 (70 %) 80 miligramos por

: ; litro
00012.6H20 5 miligramos por
: - l1litro
NH401 1,7 gramos por litro
Aceite de manteca de cerdo 3,2 ¢ en volumen,

Después de esterilizacibén del medio, se inoculan 25 milili-

tros del mismo en un matraz Erlenmeyer de 250 mililitros con un
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indculo vegetatito de S. asureofaciens (cepas 377). Se afladen 100

partes por millén de 2,5-dimercapto-l,3,4-tiadiazol y 500 gemmas
por mililitro de 7-cloro-5g(lle)-deshidrotetraciclina, y se rea-

lize la fermentaecidn durante 120 horas a 252 C. sobre un sacudi-
dor rotatorio, E1 mosto se ensaya fluorométricamente, determinan-
do clorotetraciclina y se encuentra que el incremento en el en-
sayo fluorométrico debido g la adicién de 7-cloro-5a(lla)-des-
hidrotetraciclina alcanza 248 gammes por mililitro, lo que repre-
senta el 48% de la transformacién tedrica de T-cloro-5a(lla)-des~

hidrotetracielina en clorotetraciclina,
EJEIPLO 2

Se sigue el procedimiento del ejemplo enterior con lg Gni-

‘ca excepcibén de que se afiaden al medio 10 partes por millén de

2-(2-furil)-5-mercapto-1l, 3,4~oxadiazol, como inhibidor de la clo-
racién. E1l incremento en el ensayo fluorométrico para clorotetra-
ciclina debido a la adicidn de la 7-cloro-Sa(lla)—deshidrotetra—
cicling alcanza a 170 gemmas por mililitro, lo cual representa

el 34% de la conversién tebrica de la 7-cloro-5a(lla)-deshidro-
tetraciclina afindida en clorotetraciclina,

EJEMPLO 3

Se sigue el procedimiento del ejemplo 1, a excepcidn de
que se afiade al sistema de fermentacidn 5a(lla)-deshidrotetraci-
elina y no se usa inhibidor. Después sme inocula el medio con un

indculo vegetativo de S. aureofaciens (cepa 877). La conversién

de la 5a(lla)-deshidrotetracicl ina sefiadida en tetraciclina es com~

pleta aproximadamente en 35%,
EJEMPLO 4

Se sigue el procedimiento del ejemplo 1, g excepcidn de
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que se afiade al sistems de fermentacibén 7-bromo-5a(lla)-deshi-
drotetraciclina, Se inocula el medio con un indculo vegetativo

de S, aureofaciens (cepa 8 77). La conversién de la 7-bromo-5a

(11a)-deshidrotetracicling afiadida en bromotetraciclina es com-
> pleta en 304 aproximadamente.
Esta solicitud que conesponde a la presentada en Estados
Unidos de América, el 5 de Abril de 1.957, bajo el Nim. 650,820,
se acoge a los beneficios del articulo 51 del vigente Estatuto
sobre Propiedad Indﬁstrial.

10 - NOTA -

Los puntos de invencién propia y nueva que se presentan
pera que sean objeto de esta Patente de Invencién en Espsfia,
por VEINTE afios, son los sigulentes:

12,~- Un método para producir tetraciclinas que tienen

15 la férmulg

I

donde Z es hidrbgeno, cloro o bromo,Acaracterizado por fermen-—

tar serédbicamente un medio nutriente acuoso con un microorga~

nismo de la especie S, aureofsciens en presencis de una 5a(lla)-

deshidrotetraciclina correspondiente que tiene la férmule
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donde Z significe lo mismo que arriba.

22,- Un método para reducir el doble enlace 5a(lla) de
un antibibtico de la serie de la tetraciclina caracterizado
por fermentar aerébicamente un medio nutriente acuoso con un

microorganismo de la especie S. aureofaciens en presencia de

de une 52(llg)-deshidrotetracicline correspondiente.

32,- Un método de producir tetracilinas,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que emtecede y
con los fines que se ham especificado.

La presente Memoria consta de ocho hojas escritas a mé-

quing ppr una sola cara.

MCR/. - 8 -
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