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"UN METODC PABA PREPARAR C(MPUESTOS DE LA SERIE DE LA TETRACICLI-
.

Esta invencidn se refiere & la preparacidn de nuevos com-
puestos de la gerie tetraciclina.
Estos nuevos compueatos comprenden 5a (lla)-deshidrotetra-

ciclinas que tienen la férmula

5 OH
H/ -."-I
- ’/\X/
|
donde Z es hidrdgeno, bromo o cloro.
10 Un nombre quimico epropiado para el nueve clorotetrascicli-
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na andlogo de estd invencidén (por ejemplo, cuendo Z es cloro en
le férmule I) de acuerdo con la nomenclatura de Chemical Abas-
tracts, es 7-cloro-4-dimetilamino-1,4,4a;5,6,11,12,128-0ctahi-
dro-3,6,10,12a~tetrahid roxi~6-netil-1,11, 12-trioxo-2-naftaceno-
carboxamida. Un nombre comin apropiado para el andlogo cloro-
tetraciclina ser{a 7-cloro-5a(lla)-deshidrotetraciclina, Del
mismo modo, el anilogo tetraciclina (en el que 2 es hidrégeno
en la férmula I) se llama Sa (lla)-deshidrotetraciclina y el
anilogo bromo tetraciclina (en el que Z es bromo en la férmula
I) se llama 7-bromo-5a (lla)-deshidrotetraciclina.

los nuevog compuesgstos de lu serie tetraciclina de la pre-

gente invencidn se producen por clertas cepas mutantes de S.

aureofaclens. ILas nuevas cepus mutantes son especles de 3. aureo-
fuciens puesto que todus son descendientes directos de la espe-

cle productora de clorotetraciclina de 8. aurcofaciens desig-

nade con A377 y descrita en 1a patente americana Mimero 2.482.055,
de Duggar, y depositada en el Northern Regional Research Labo-
ratory, Peoria, Illinois, y clasificuda alli en el {ndice con
la denominacidn NRRL 2209. La derivecidn de las nuevas cepas

Ge 8. aureofuclens a partir de la A 377 original asislada del sue-

lo implica el tratamiento de A377 con agentes mutagénicos inclu-
yendo irradiamcidn ultravioleta y tratamiento con nicotina y "mos-
taza nitrogenazda. I1a mutacidn espontdnea de cepas productores

de clorotetracicling de 8. aurcofacieng da como resultado cepas

que producirdn tembidn los nuevos antibidticos de este invencidn.
El método de acuerdo con la invencidn para produclr 5a (lla)-

deshidrotetraciclinas que tienen la férmula I comprende fermen-

tar aerdbicsmente un medio nutriente fcuoso corriente que contie~

ne iones cloruro, con una cepa de S. 8ureofaciens adaptada para

producir el compuesto I en el cual 2 es cloro, o un medio tal de-
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ficlente en iones cloruro con el cual sé produzeca el compuesto
I en el que Z es hidrdégeno, o un medio tal que contenga canti-
dades sustanciales de lones bromurc por el cual se produzca el
compuesto I en el que Z es bromo.

1a cepa original de S. aureofaciens, que hemos designedo

como 81308, que produce los nuevos antibidticos de esta inven-
c1én, es bustante inestable. Cuando se somete & subcultivo, de-
genera rédpidamente pasando a un cultivo mixto del cual puede ais-
larse un cierto nimero de variantes mds estaobles de aspecto di-
Terente. En general, todas estas cepas son caracteristicas de

ln especie S. sureofasciens pero difieren baustunte entre si y de

las cepas anteriormente descritas de S. aureofaciens, principal-

mente en la pigmentacion. Précticamente, todas las cepes Dre-
sentan una fluorescencia ultravioleta caracteristica a 3600 &
cuando crecen gobre medios de agar y lfquido de maceracidn de
maiz.

Mientras que la maneras principal en que las nuevas cepas

de S. aureofaciens y sus varianteg difieren de las cepas ante-

riormente descritas de S. aurcofaciens reside en la naturaleza

de los antibidticos producidos, les cepas estudiadas hasta aho-
ra difieren bastante en la pigmentaclion sobre medios de cultivo

diversos como se indica mis adelante.
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Comparacidn de pigmentos fluorescentes difusibles en medio

de agar
Cepa Agar Q4 Agar AP4
A 377 Ninguno Ninguno
S 1308 Anarillo verdoso Amarillo verdosoc
brillante brillente
Formulecidn de Agar Q4
Sacarosa 10 gramos
Mgso4.7H20 0,25 gramos
KHaPo4 4 gramos
(NH,) 5PO, 2 gramos
Liguido de maceracidn
del maiz - 7,5 miiflitros
Agar bruto 320 gramos
H,0 c.s. 10000 mil{litros

<« pH ajvistado a 6,5
Formulacion de Agzar AP4

Sacarosa . 10 gramos

MgS 0, .7H,0 . 0,25 gramos
KHE'_PO4 2 gramos
(NH4)3904 2 gramos
1fquido de macerecidn

del maiz 4 gramos
Agar bacto (refinado) 20 gramos
H,0 c.s. 10000 milf{litros

Formulaclén de Agar AP6

Lo mismo que el agar AP4, eXcepto que la concentracidn de ligui-
do de maceracidn del maiz es 6 gramos por 1itTo.

la cepa 8§ 1308 se desarrolla vigorosamente sobre agar Q&%,
Produciend o abundantes esporas gris oscuro. Sobre agar AP4 Yy
AP6, la colonia tfpica estd fuertemente pigmentade de amarillo-
pardo intenso qQue pasa a pardo-pardo rojizo por la luz incandes-
cente, entera pero con un margen difuso, oconvexo y liso, que se
convierte en papilada en el centro con la edsd.

El desarrollo ¥ el cultivo de la 8 1308 original eislada

he conducido a la observecidn y uislamiento de un clerto nimero

-4 .
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de tipos defectuosos de diferente aspecto, con color comprendi-

do desde blanco a amerillo pilido, naranje intenso, pardoe claro,
y el t{plco pardo-amerillento y pardo-rojizo. Todos presenten
la fluorescencia ultravioletu curacteristica a 3600 & con excep-
cidn de los tipos defectuosos blancos.

Pare ilustrar las varleciones de color en las nuevas Ce-

pas de 8. aureofaciens gque producen el nuevo antibidtico aqui,

se cultivaron sobre agar de lf{quido de macerzcidn de maiz 6 ce-
pas selecclonadas, y se hicieron las siguientes observaciones:

Observaciones del color (1): S. aureofsciens
Agar de 1fquido de maceracidn de maiz AP4
Incubacidn de 6 dfas & 26,52 Q.

Cepa Colonias simples Desarrollo de masa

8 1308 Paxrdo cobre Pardo oscuro

8 1308-V146 Cedro Pino gigante oscuro
8 1308-V237 Canela oscuro Amber

8 1308-29 Moho naranja Moho naranja

{1) La denominacidn de los coloreg corresponde & la del Color
Hermony Manual, tercera edicidn, Container Corporation of
America,

Observaciones del color {1): S. aureofaciens
Agar de 1fquido de macerncidn de maiz AP6
Incubacidn de 6 dfas a 26,5° C.

Cepa Colonias simples Desarrollo de masa
51308 Alheila a papdo oscuro Pardo oscuro

8 1308-V146 Maders de sdndalo Paxdo castafio

S 1308-V237 Canela oscuro Canela ogcuro

S 1308-29 Pardo roble Pardo roble

(1) 1La denominacidn de log colores corresponde & la del Color
Harmony Manual, tercera edicidn, Container Corporation of
América.

Las cepas mutantes que producen los nuevos antibidticos de

la presente invencion poseen lag mismas caracteristicas generales
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gque las cepas que producen las tetraciclinas y difieren entre si{

del mismo modo general que difieren entre ellaes las cepas bfoduo—

torus de tetraciclina y las productoras de clorotetracicline, co-

mo se ha descrito en varios artfculos cient{ficos publicados.
Los datos que se dan a continuacidn servirdn para ilustrar la
variecidn de las nuevas cepes con respecto 8 la cepa & 377 ori-
ginal, disponible como NRRL 2209.

Streptomyces aursofaciens cepa § 1308 se diferencid

de Streptomyces aureofaciens cega A 377 (NHRL 2209)

por observaclon de las caracteristicas de desarrollo

sobre varlos mediocs incubados a 26,5¢ .C.

1. Agar de extracto de buey asparraguina gliéexol

Glicerol 1,0 por ciento
L-asparraguina 0,05 *
Extracto de buey 0, 2 " Y
KH,PO, 0,05 * "
Agar Bacto 1,5 = "
Agua destilada c.s. , 00,0 _*® "
pH de ajuste del pH con KOH el 50% 7,0 " "
pH de Post esterilizacion 7,20 " "

Streptomyces aureofaciens

Cepe 8 1308 Cepa A 377

Desarrollo Bueno, cemello (1) Bueno

Hifas aereas Ligero a blanco mode- Iigero a rubio,

: , rajo a gris blanco & gris claero

Esporulacion Iubio en focos grises Grls claro

Pigmento difusible Amerillo verdoso claro Amerillo claro

Reverso " Camello a pardo claro Amerillo s naran-~
ja~amarillente
claro.

(1) 1a denominecion de los coloreg corresponde a2 la del Color
Harmony Manual, tercersa edicion, Container Corporatien of
América,

e e e e e e R o s
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2. Agar dextrine Czapek~Dox
Dextrins 1,0 por ciento
MNOB 0,2 " "
KoHEo, 0,1 * "
M8504o7320 0,05 " "
Kcl : 0,05 "
F6804.7H20 o’ool H
Agzar Babto 1,5 * "
Agua destileda, c.s. 100,0 n =
pH de post esterilizacidn 7,2 " "

S8treptomyces aureofaciens

Cepa 8 1308 Cepa A 377

Desarrollo
Hifas aéroas

Esporulacidn
Pigmentn difusible

Reverso

Pobre, hialino
Ninguna

Ningune
Ningunq

Indiclos de pig-
to rojo anaran-
jadp.

Bueno

Abuniantes, gris ra-
tén (1) ,a gris plomo
(1), gldbulos de su-
perficle clara como
el agua

Profusse

Traza: amarille pali-
do.

Apigmentads, trazs ro-
sa.,

(1) Ia denominacidn de los coloreg corresponde a la del Coloxr
Harmony Mamual, tercera edicidn, Container Corporation of

América.

3.

ar 1fquido de macerscidn

del maiz AP 4.

L{quido de maceracidn del maiz

Sacarosa

MeB0,, . 7H,0
KEP0,,
NH,) HPO,

Aglr Bacto

Agua de la cafierfa, c.s.
DH de post esterilizacién

0,& por ciento
l 0

0,025 "
0,2 ®
0,2 "
2,0 "
100,06 *
6,5 "

2 3 3 3 =
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Streptomyces sureofaciens

Cepa 8 1308

Cepa A377

Desarro;lo
Hifas aereas

Esporulacidn
Pigmento so-
luble

Reverso

Bueno

Moderada a clerve.
abundante (1)
Abundante, uniforme
Pardo anaranjado
intenso con sombra
amarillo verdoss
Pardo chocolate (1)

EXxgelente
Abunjente, ciervo (1)

Profusa, uniforme
Amarillo claroc a ambar

Oanela claro {1)

(1) La denominacidn de los colores corresponde a la del Color
Hermony Manual, tercera edicidn. Container Corporation of

America.

Medio

4,

Otros medios de agar

Streptomyces aureofaclens

Cepa 8 1308

Cepa A 377

Agar nutriente

Desarrollo favorable:
masilla (1) a pardo
mostaza {1). Hifas
férens. Reverso: me~
sills (1) que pasa a
rardo mostaza (l). No
hay pigmento soluble

Buen degarrollo. Nohay
Hifas aereas. Reverso:
amarillo pdlido. Pig-
mgnto soluble amarillo
palido

Extracto de car-

ne agparragul-
na glucosa

Desarrollo abuniante:
Canela (1) & canela
cuero oscuro (1). Hi-
fas aereas sbundantes:
blanco ,8 clervo. Espo-
rulacidn: abundante:
reverso: canela cuero
oscuro. Pigmento so-
luble pardo-naeranja

'Buen desarrollo. Hifas

géreas blancas que se
hacen cada vez mas gri-
ses con incremento ds
formacidn de esporas.
Reverso: amarillo claro
a rosa-naranja. Indiclos:
pigmento soluble amari-
llo-naranje.

Agar de 1fquido

de maceracidn
de maiz AP4

Buen desarrollo: ca-~
mello (1) a pardQ ro-
ble (1). Hifas aéreas
bueno a abundante:
ciervo (1). Esporula-

cidn: buena a sbunian-
te. Reverso: pardo
chocolate (1). Pig-
mento soluble pardo-
neranja intenso con
gombra amarillo ver-
dosa.

Desarrollo ,8Xcelente.
Micello aereo profuso.
Esporulacidn profusa;
ciervo (1l). Reverso:
canela claro (1), Pig-
mento goluble amarillo
claro & ambar,
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Dtros medlos de agar.

4,

Streptomyces aureofaciens

Cepa S 1308

Cepa A 377

Ager de liquido
de maceracidn de
naiz AP6

Desarrollo abundante:
rojo ladrillo (1) &
pardo cobre (1). Hi-
fas adreas abundente
a profuso: beige (1).
Esporulacion sbundan~
te. Reverso: pardo
chocolate (1) pigmento
soluble rojo-pardo
intenso con sombrsa
amarillo-verdoss.

Desarrollg excelente.
Micelio aereo profuso.
Esporulaecion profuss:
ciervo (1l). Reverso:
canela 1). Pigmento so-
luble ambar claro.

Agar Q4

Desarrollo excelente:
pardo-cobre (1) a
pard o-chogolate (1).
Micelio aeéreo profu-
so: beigg (1). Es-
porulacidn profusa.
Reverso: pardo cho-
colate (1l). Pigmen-
to soluble rojo-
rardo muy intenso,
con sombra amarillo-
verdosa

Desarrollo'excelente:
amarillo pralido. Mice-
1io méreo profuso: par-
do ogeuro (1). Esporu-
lacidn profusa. Rever-
so amarillo a amarille-
naranja. Pigmento solu-
ble naranja-pardo.

cultivo inclina-
do en patata.

Desarrollo,
Profuso, humedo, -
80, nodulado: moho
naranja (1) a pardo
intenso (1) a pardo
claro (1l). No hay
pigmento soluble

Desarrollo,

Profuso, himedo, liso,
nodulado: pardo amari-
llento claro {(1l) & beige
(1) a cedre (1l). No haey
pigmento soluble,

Leche purpurs

Collar de desarrollo
amarillo chartreuse

brite ligsro Pero

d finido. Peptoniza-
c¢idn parcial aparen-
te pero cambio de pH
poco significativo

Collar de desarrocllo

ligeramente hlanco

a amarillo palido.

Cambio de PH poco slg-

nificativo y sin pedpto-
zacion apsrente en 14

dies,

(1) Color Harmony
of América,

Manual, tercera edicidn, Container Corporation
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5. Observaciones microscdpicas
Estreptomyces aureofaciens
Cepa 8 1308 Cepa A 377
Med 1o Micelio Esporas Micelio Esporas
5 Glicerol Flexuoso, Esferoidales Flexuoso, Esferoidales
Aspara- cont{nuo, @& ovoidales cont{nuo, e ovoidales.
guina Ex- ramificado, Diam. 1,2 = ramificado Diam. 1,2 a
tracto de diam. 1,5}1 Diam. 1,0/1 1,5)1
carne )1 e 1,2
lo Agaer 0)1
Ager 1f- TFlexyoso, Esferoidales Flexuoso, Esferoidales a
quido de  contimuo, & gvoidales contimio ov idales.
megera- repificedo didmetro 1,2 ragificedo etro 1,2 a
cidn de Diametro a 1,5/\1. Diametro ,5}1
15 malz 6,8 e a8
AP4 1,o/u. l,O)u.
la morfologia micelial y de esporas para la cepa § 1308
es 2parentemente analoga s la observada para la cepza A 377. Am-
'bas _cepas presentan micelio cont{myo, flexuoso, ramificedo con
20 temlencla ocasional de lae hifas edreas hacia la forma espirsl.
las esporas caracter{sticas son de forma ovoidal e esferoidal.
Se han depositado cultivos viebles de S. aureofacliens cepra
S 1308 y algunos de sus varilantes gue producern los nuevos anti-
bidticos de esta invencidn en la american Type Culture Collec-
25 tion, en Washinrgton D.C. hebiénioles asignado los nimeros de &c-
ceso ATCC Mimero 12748 & la cepa S 1308, ATCC Nimero 12749 = la
cepa § 1308-29, ATCC Mimero 12750 & la cepa S 1308-V146 y ATOC
Wmero 12751 a la cepa S 1308-V237.
El espectro antibacterial de la 7-cloro-5a{lla)-deshidre
30 tetraciclina es estrechomente paralele sl de la fetraciclina s

2l de 1a clorotetraeciclina, excepto gue el nivel de sctividad del
nuevo antibidtico contra varios patégenos tales como egtafiloco~
cos y estreptococos, por ejemplo, es mucho menor. ZEl uso princi-

pal de la 7-cloro-5a(lla)-deshidrotetraciclina es que puede con-

L
i
i
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vertirse por un proceso de descloracidn reductive en el antibid-

tico de amplio espectro bien conocido tetraciclina. Un procedi-
miento adecuado para le descloracidn reductiva catalftica para
lograr esta transformacidn, se describe de modo mds detelledo y
se relvindica en la golicitud Mimero 240.760, presentada al mis-
nmo tlempo que éste.

También es posible efectuar une conversidn bioldgice de
7-cloro-5a({llae)~deshidrotetraciclina pasanio al antibidtico de
espectro ancho clorotetraciclina. Este conversidn puede reali-~
zarse afiadiendo cristales del nuevo antibidtico de una fermente-
cidn que utiliza cepas corrientes sintetizedoras de clorotetra-

ciclina de 8. aureofaciens. Un procedimiento bioldgico adecus~

do para lograr este conversidn constituye la materia objeto de
la solicitud Mimero 240.761, presentada también al mismo tiempo
que ésta.

lLas coniiclones de la fermentacidn con las nuevas cepas

mutantes de S. aureofaciens de esta invencidn para producir 7-

cloro-5a~(lla)-deshidrotetraciclinag son generalmente las mismes

que para los métodos sctualmente conocidos de produccidn de clo-
rotetraciclina por fermentacidn. Es decir, el medio de fermen~

tacidn contiene los mutrientes usuales y las sustancias minera-

les. Entre las sustancias nutrientes sdecuadas que pueden pro-

porcionar aquellas sustanciasgs necesaries figuran almidén, gluco-
sa, azidcar de cafia, dextrose, melazas, harina de soje, harina de
cacahuete, levadura, extractos de cerne, peptona, sulfeto emoni-
co, urea, ligquido de maceracidn del mafz, productos solubles de

destiler{a, harina de pescado y otras sustancias corrientes. las
sales inorgénicas incluyen productos tales como carbonato célci-
co, sulfato amdnico, cloruro amdnico y los diversos elementos

traza, teles como manganeso, cobalto, cine, cobre, hierro y and-

-7/ -
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Las otras condiciones generales de la fermentacidn, tales

logos.

‘como concentracidn de ion hidrdseno, temperatura, tiempo, velo-
cidad de ailreacidn, preperacidn del inoculo, esterilizacidn,
inoculacidn vy andlogas son convencionales y pueden ser aniloges
e las utilizadas para la produccidn de cloro-tetraciclina segin
Se explice en la patente americane Mimero 2.482.055 de Duggar.
8in embargo, hay una diferencle de las condiclones de fer-
mentacidon de la clorotetraciclina que es de considerable impor-
tencia. Las nuevas cepas mutantes de S. aureofaciens parecen
ser organismos deficientes en riboflavina y, por lo tanto, los
rendiimientos de los nuevos antibidticos son bajos cuando las
fermentaciones se realizan con medios pobres en ribeflavina o
carentes de 1la misma. Por ejemplo, la fermentacidn con un me- i
dio de maceracidn de malz corriente pero sin riboflavine sfiedi- :
da, producird de 2500 & 4000 gammas por milflitro de los nuevos :
antibidticos. 1a adicidn de cantidades traza de riboflavina a
este medio dard como resultado un incremento de la potencia.
Por lo tanto, preferimos emplear un medio de maceracidn de meiz
con muchg riboflevina y en este aspecto, hemos encontrado, que
cuando el medio contiene de aproximedasmente 0,1 a 2,0 partes per
milldn de riboflavina sfiaiida, la DPotencia del mosto acusa en
los ensayos valores tan elevados como 8000 a 10,000 gammes por
mil{litro, de domde resulta evidente que los muevos mutantes son
cepas productoras de antibidtico de gran remiimiento.

Durante la fermentacidn, se producen también pequefias can-
tidades de clorotetraciclina y tetraciclina. Usualmente, las
cantidades no son suficientemente grandes para interferir con
el producto principal de la fermentacidn ni para justificar tam-

poco cuttlquier recuperacidn separada, puesto que generalmente se

Cael
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encuentran presentes en la fermentacidn solo en las proporcio-
nes de mproximademente 200 & 400 gammes por nililitro, aunque
la proporcicn relativa de estos tres antibidticos puede variar
conglderablemente segiin sea la cepa mutante de cada caso parti-
cular, el medioc y las condiciones de fermentacidn emp leadas.

Se hu observado tamblen que, si el medio de fermentecidn
es pobre en ion cloruro disponible (ver Minieri, patente ameri-
cang Nimero 2.734.018) se produce por laza nuevas cepas mutantes

de 8. aureofaciens, el anilogo de tetraciclina sin clorar 5a

(1la)-deshidrotetracicline: resulta clars que es idéntico al an-
tibidtico clorado, cuys férmule de estructura se ha sefialado an-
teriormente, a eXcepcidén de que le falta un dtomo de cloro en
la posicidn 7 del enillo naftamcenmo. EL anflogo sin clorar Due-
de reducirse catalfticamente 8 tetraciclina tal como se ha desg-
crito antes al tratar del compuesto clorado. De un modo seme~
jante, el anélogo no cloredo puede convertirse bioldgicamente
en tetraciclina por procedimientos de fermentacidn adeduadOS.

Para produclr este nuevo antibildtico no clorasdo, es nece-
sario solemente modificar el medio de fermentacidn que contiene
riboflavina de la manera que se especifica en la patente antes
mencionada de Minierl y colaboradores, de forma que el medio re-
sultante sea pobre en cloruro disponible, es decir, que conten-
g5 menos de aproximadamente 50 partes por milldn de ion cloru-
ro. Realizando la fermentacidn en este medio con cloruro res-
tringido, con las nuevas cepas mutantes, Pueden producirse can-
tidzades satisfactorias de 58(lla)-deshidrotetraciciina.

Se he observado tembién que si el medio de fermentacidn
contiene centidedes sustanciales de iones bromuro, se produce
por lag nueves cepes mutentes de S. sureofaciens, el andlogo de

bromotetracicline 7-brome-5a{lla}-deshidrotetraciclina; resulta

-~ /3=
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claro que es idéntico al antibidtico clorado cuya férmule estruc-
tural se ha indicmdo arriba, con la excepcidn de que tiens un &to=
mo de bromo en la posicidn 7 del anillo nafteceno, en lugar de

un dtomo de ocloro. Este nuevo antibidtico puede también reducir-
se catalf{ticamente & tetraciclina lo mismo que se ha descrito
arriba en relacidn con los compuestos clorados y no clorados.
Andlogsmente, puede convertirse por procedimientos bioldgicos en
bromotetraciclina, mediante procedimientos de fermentacidn ade-
cuados.

Para produclr este nuevo andlogo, es necesario solamente
modificar el medio de fermentacidn de manera que el medio resul-
tante contenga por lo menos 50 partes porx milldn y preferible-
mente 100-1500 partes por milldn de iones bromuro y no més de
50 partes por milldn de iones cloruro., Realizaenio la fermenta~
cidn en este medlc que comtiene ion bromuro con las nuevas ce-

pas mutentes de §. aureofaciens de esta invencidn, pueden produ-

cirse cantldades satisfactorias de 7-bromo~5a(lla)-deshidrote-
traciclina.

las deshidrotetraciclinas de esta invencidn pueden sislar-
se a partir del mosto de ferméntacién por cualquier medio con-
venlente. Un procedimiento preferido abarca una separacidn cro-
matogrifica en la cual el mosto de fermentacidn se acidifica ajus-
tando el PH & 1-2, con un dcido adecuado tal como dcido clorhi-
drico, deido pulfdrico, etc. Despuds se filtra el mosto ¥ el
filtrado acuoso acidificedo que contiene la actividaed se pone en
contacto con un sleohol, tal como butanol normal, por ejemplo,
para former un extracto @leohdlico de la sustancia activa. E1
extracto se concentra y luego se cromatograffa gobre una colum-
na de tierre de diatomdcezs de la manera usual v le columna se

desarrolle con una mezcla de 80% de butanol nomal y 20% de clo-

- 1% -
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roformo. Ias fracciones elufdas se concentran y se secan por
congelacién. E1 material bruto secado por congelacidn se disuel-
Ve en metanol y entonces tiene lugar rdpidamente la cristaliza-
cidn del antibidtico neutro. Los cristales se filtran, se laven
v se secan en vacfo de la manera usual. Cualquier clorotetresci-
clina y tetracicline residual que pueda haber presente, puede
eliminarse por un procedimiento de recristalizacidn que consis-
te en disolver el antibidtico en metanol acidificado, filtrar,
neutralizar con élceli dilufdo y cristalizar por ejempls, el Pro-
ducto 7-cloro-5a(lla)-deshidrotetraciclina purificado.

Los nuevos antibidticos de esta invencidn tienen una forma
epimérica en el &tomo de carbono en posicibén 4, lo ‘mismo que se
ha descrito en relacidn con otros compuestos de tetraciclina.
Este nuevo isdmero puede formarse ajustando simplemente la con~
centracidn de ion hidrdgeno de una solucidon concentraia del an-
tibidtico entre los limites de PH 3,0 & 5,0 y dejanio estar la
solucidon hasta que la isomerizacidn ha llegado & um equilibrio.

Le manera més convenilente de realizar le isomerizacidn es
a la temperaturs ambiente, sunque a temperatursemés elevadss tie=
ne lugar una velocidad de conversion mayor. E1 DH tiene que es-
tar comprendido entre los 1{mites de 3,0 y 5,0, aproximadsmente;
preferiblemente, entre 3,5 v 4,5. Se producird alguna epimeri-
zacidn a concentraciones de icn hidrdgeno fuera de estos 1fmites
e incluso en agua destileda; pero la velocidad es muy pequefia.
La concentracidn del antibidtico en la solucidn acuosa debe ser
lo més elevada posible con el fin de obtener las velocidades de
epimérizacién.més rdpidas. El equilibrio completo Puede exigir
un periodo de tiempo de unas 24 horas & 259 C. pero el equilibrio
satisfactorio puede requerir un tiempo considerablemente még bre-

ve bajo condiciones especificas. Sin embargo, ordinariemente,

-~ /5~
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los resultados mejores se obtienen dejanio en reposo las solu-—

ciones durante periodos de une semana o més. En la mayor{a de

los casos, parece que se alcanza un equilibrio a 50% aproxima-

demente; es decir, aproximadamente la mitad del antibidtico es-
$4 convertido en el epfmero en el equilibrio.

Como la concentracion es un factor importante para obte~
ner rendimientos elevedos en periodos de tilempo breves, hay que
cgcozer un sistema disolvente que dé la mAxima concentracidn del
antibidtico. Estos sistemas disolventes tienen que estar tampo-
nados para obtener un pH dentro de los 1{mites preferidos. En~
tre los diversos disolventes figuran: metanol, etanol, butanol,
acetona, 2-etoxietanol, 2-metoxipropanol, tetrahidrofurano, di-
metilformamide y mezclas de estos disolventes. Pueden ugarse
también otros disolventes. Un agente de tamponsdo preferido es
el fosfato sbdico dihidrdgeno, aun cuando pueden emplearss otros
tempones y pares de tampones gue mantendrdn la concentracidn de
fon hidrdgeno dentro de los 1lf{mites deseados.

Los nuevos antibi8ticos de esta invencidn forman sales del
mismo tipo ¥y del mismo modo general que las tetraciclinas conoci-
das, es decir, las sales de dcidos minerales, las éales de meta~
les alcalinos y laghales de metales alcalinotérreos de las nue-
vas tetraciclinas pueden prepararse fécilmente. as{, por ejem-
plo, pueden prepararse las sales de dcido mineral por tratamien-
to con Acidos tales como Acido clorhidrico & un pH de menos de
4, aproximadamente. Puede obtenerse la base libre a un pH den-
tro de los lfmites de 4 & 7, aproximadamente. las sales de me-
tal alcalino y metal alcalinotérreo pueden formarse sencillamen-
te tratando el compuesto anfdtero con un equivalente sproximads-
mente de la base elegide, es decir, hidrdxido sédico, hidréxido

potdsico, hidrdxido cdlcico, etc., a un pH de aproximadamente 7

- 16 =
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o mayor. Andlogamente, pueden prepararse sales del compuesto
epimérico. |

le invencidn se describird con mayor detalle en relacion
con los siguientes ejemplos especi{ficos en los que los rendi-
mientos se expresan en gemmas por milflitro (¢ /ml.).

Ejemplo 1

. Esporag de una cepa de 3. aureofaciens capaces de produ-

¢lr 7-cloro-5a(lls)-deshidrotetraciclina, tal camo la cepa S1308,
se lavan de un cultivo de tubo inclinado de agar con agua desti-
lada estéril para formar una suspensidn que contiene aproximsda-
mente 60-80 millones de esporas por milflitro. Se utiliza una
porcifn de 0,33 milflitros de la suspensidn pera inocular un tu-
bo Brewer que contiene 8 ml. de un medio preparado de acuerdo

con la siguiente formulacidn:

sacarosa 30 gremos
sulfato amonico 2 gramos
Carbonato calecico 7 gramos
1{guido de macers-

cion del maiz 16,5 milflitros

Agua de la cafierfs c.s. 1000 milflitros

Antes de la inoculacidn, el medio se esterilize durante
20 minutos a 1,05 Kgs/om2 de presidn, durante cuyo tiempo el pH
cambia de 6,3 a 6,9. EIl tubo de sacudir inoculedo se incube des-

pués durante 24 horas a 282 C., en un sacudidor de vaivén.

Ejemplo 2
Se prepars unas medio de la composicidn siguiente:

Ingredientes Cantidades
Sulfato amdnico 5 gramos
Cloruro amonico 1,5 "
Cloruro magnesico 2,0 "
Almidon , 55 "
Cloruro potasico 1,28 "
Acldo fosférico : 0,4 "
Carbonato calcico 9,0 "
Solucion de elementos traza 10 nil{litros
Aceite de manteca de cerdo - 20 nilflitros
Agus c.S. _ 1000 mil{litros

gy .
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Después de esterilizacidn del medio nutriente, se inoculan
25 mil{litros del medio en un matraz Erlemeyer de 250 miiflitros,
con 1 milflitro de indculo preparsdo como en el Ejemplo 1. Ia

Termentacidn se realiza luego durante 120 horas & 25¢ G. sobre

un sacudidor rotatorio que trabaja 2 180 rpm. El mosto se ense-

ya fluorométricemente y espeotrofotométricamente encontriniosge
que contiene 6 Y /ml. de clorotetraciclina y 100 Y /ml. de 7-clo-
ro-5a(lla)-deshidrotetraciclina,
EJEMPIO 3

Se repite el Ejemplo 2 usando el mismo medio que contiene
0.32 ¥ /ml. de riboflavina. | Se encuentra que el mostc resultan-
te contiene 71 Y'/ml. de clorotetraciclina y 1450 ¥ /ml. de 7-
cloro-5a(lla)-deshidrotetraciclina.

EJEMPIO &

Se prepara un medio con la siguiente férmula:
Ingredientes Cantldades
Sulfato amdnico 5 gramos

Carbonato calcico 9 "
Cloruro sménico 1,5 "
Cloruro magneaico.sﬂao 2 ol
Sulfato ferroso.'?Hao o,084 %
Sulfato de ma.nganeso.lmao 0,05 %
Cloruro de cobalto.GHZO 0,001
Sulfato de cinec. 0 0,1 "
Liquido de maceracton del maiz 25-30 n

_Almidon 55 "
Aceite de manteca de cerdo 2 milf{litros
Aguse c.8. 1000 n

Después de esterilizacién del medio en un sutoclave, se

Ainoculan 25 mi1{litros en un matraz Erlemeyer de 250 mil{litros,

con 1 milfiitro de indculo preparado como en el Ejemplo 1. Ila
fermentecidn se remliza durante 120 horas & 25¢ C. en un sacudi-

dor rotatorio gue trebaja s 180 r.p.m. ELl mosto resultante se

- enseya fluoramétricamente y espectrofotométricamente, encontrém o

se que contiene B4 /ml. de clorotetrazcicline y 2830 /Mml. de 7-
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cloro-5a(lle)=-deshidrotetraciclina.
ETRMPIO0 S

Se repite el Ejemplo 4, usando el mismo medio que contie-

ne 2 {/ml. de riboflavina. Se encuentrs que el mosto contienme
760 J/ml. de clorotetraciclina y 9200 Y /ml. de ?-cloro-5s(lla)-
deshldrotetraciclina.
EJEMPIO 6

Una porcidn de 200 ml. de mosto 8 1308 que da en el ensa~
yo 3940 gammas de 7-cloro-5a(lla)-deshidrotetraciclina por mili- %
litro, preparade como en el ejemplo 4, se ajusta a pH 1,5 con
dcido clorhfdrico concentrado y se filtra. Ila torta de filtra-
cibn se vuelve & transformar en una papilla con 200 mil{l4 tros
de agua a 40¢C., se ajusta a pH 1,5 ¥y se filtra. & los filtra.
dos reunidos, se afiade 54 gramos de cloruro sddico, y la solu-
cidén resultante me extrae con tres porcilones de 60 milflitros
de butanol normal. Los extractos butandlicos reunidos se concen-
tran hasta unos 17 milf{litros, se saturan con agua, y se £iltran,
Este filtrajdo se pone en una columna de Celite de 5,08 om. X 30,48
cm. que contiene 1/2 milflitro de agua a pH 2 (HOL) por gramo de
Celite. 1a columna se desarrolla luego con una mezcla de 80% de
butanol normal-20% de cloroformo saturada con HCl 0,01N. Se re-
coge un total de 34 ffaccionea de 10 milflitros. Tomando como
base los ensayos espectrofotométricos, se rednen las fracciones
ricas en antibibticos, 12-23, se concentran en presencis de agua
para dar una solucidn acuosa y se secan por congelacidn. El pro.
ducto bruto obtenido mei se cristaliza de 1 milflitro de meta-
nol. Los eristales se filtran, se lavan con metanol-ater 50-50
y luego con eter s3lo. EIl producto se seca en vacfo a 40¢ C.
dendo 128 mg. de 7-cloro-5a(lla)~deshidrotetracicline que d& en

el ensayo 927 gammas por milfgramo, lo que representa un renii-

- 19 -
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miento de 16 % en peso a partir del mosto.

El endlisls elemental corresponde con muche eproximecidn
a una formula empfricade 022Hé1_23Né01q8 para 7-cloro~-5a({lle)-
deshidrotetraciclina neutra. ElL PKa determinedo resulta ser
6,05 en dimetilformemida. El equivalente de neutralizacidn es
475,5. La rotacidn espec{fica {a(]is, determinadas en una golu-
cién al 0,502 % en HZ1l 0,1 N, es -55,8%.

El espectro de absorcién ultravioleta se determins a par-

tir de una muestra del compuesto neutro en hidréxido sédico 0,1 N

8 una concentracién de 33,00 gemmas por milflitro (peso/volémen).
El espectro de absorcidn infrarrojo del producto neutro se ob=
tiene de la manera corriente con el antibidtico en fase sdlida
comprimido en un disco con KBr.
EJEMPLO 7
Se forma una papilla con 1 gramo de la base libre obteni-
da en el Ejemplo 6, en 3 milflitros de metanol, y se afiade fci-
do clorhidrico concentrado para efectuar le solucidén. Despues
de filtrar, se ajusta el pH de la solucidn 2 4,0 con carbonato
sédico srturado; se forman répidamente cristales. Se filtran
los cristales de clorhidrato, se lavan con una mezcla de eter~
metanol y finalmente con &ter sdlo. EI producto secado en va-
cf{o pese 500 mg..
~ EEMPLO 8
Se recristaliza por el procedimiento indicado anteriormen-
te, una mezcla preparsda que contiene 75 por ciento de 7-cloro-
S5a(lla)~deshidrotetracicline y 25 % de clorotetraciclina, para
dar un producto que contiene menos de 2 % de clorotetracielina,
segin se determine por andlisis fluorcmétrico.

EJEMPIO 9

Se disuelve una porcidn de 102 milf{gramos de la base neu-

- 20 -
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tra en 0,17 milflitros de dimetilformamida y se afieden 0,34 mi-
1{litros de mgua. Los cristales que se forman répidamente se

Tiltran, se -lavan dos veces con ague, ¥ Se secan en vacipa 409C

para dar un rendimiento de 78 miligramos de 7-cloro-5a(llz)-des-

hidrotetraciclina neutra.

EJEMPLO 10

Se disuelve 1 gramo de la base neutra en una cantidsd su-

ficientemente pequeiia de butano normal para formar una solucidn

cagi saturaia. Se filtra luego la solucidn, se ajusta a pH 1,5
con»écido clorhidrico concentrado, y se afiade eter hagta que se

forme una turbidez ligera pemmanente. La mezcla se siembra, lue-

go se envejece durante 24 horas a la temperatura smbiente, des-
Pués de lo cuasl se filtra el producto cristalino, se lava con

butanol normal, luego con éter, y se seca en vacfo. Se obtliene

un rendimiento de 0,78 gramos de clorhidrato de 7-cloro-5a(lla)-

deshldrotetraciclina. El producto es soluble en agua y da un
Precipitaio de cloruro de plata al tratar con nitrato de plata.

| EJEMPLO 11

Se sigue el procedimiento del ejemplo 4, excepto que el
medlo empleado tiene menos de 50 partes, aproximadamente, por
milldn de ion cloruro, Se produce 5e{lla)-deshidrotetracicli-
na.

| EJEMPLO 12

A 5 milfgremos de 7-cloro-5a(lla)-deshidrotetraciclina,
se afiade 1 milflitro de dcido acético glacial. La mezela ge
gsacude ¥ se deja que se equlilibre 2 la temperaturz amblente du-
rante 18 horas ¥ luego se filtra. la cromatograff{a en tiras de
papel del filtrado indica la presencia de 7-cloro-5a(lla)-des-
hid ro=4-epi-tetraciclina.
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Se sigue el procedimiento del ejemplo 4, excepto qQue se
modifica el meiic de manera que tenga més de 50 partes por mi-
116n de iones bromuro y menos de 50 pertes por millédn ge iones
cloruro. Se produce 7-bromo-5&(lle)-deshidrotetraciclina.,

EIENPLO 14

Se repite el procedimiento del ejemplo 12, excepto que se
use. 5a(lla)-deshidrotetraciclina. La cromatograffa del filtra-
do en tiras de papel indica la presencia de 5a(lla)-deshidro-i—
epi~tetraciclina.,

EJEMPLO 15

Se repite el procedimiento del Ejemplo 12, excepto que se

usa 7-bromo-5&(lla)-deshidrotetraciclina. la cromatograr{s del

filtrado en tiras de papel indica la presencia de 7-bromo-5a(1lla)-

deshidro-4#-epi-tetraciclina.

Eata solicitud, que corresponde a la pregentads en los Es-
tados Unidos de América, el 5 de Abril de 1957, bajo el Némero
650821, se acoge 2 los beneficlos del artfculo 51 del vigente
Estatuto Ley sobre Propleded Industrial.

NOTA

Los puntos de invencidn propia y nueva que se presentan
para que sean objeto de esta Patenite de Invencidn en Egpafia, son
los siguientes: ‘

12. Un metodo de preparecidn de 5a(lla)-deshid rotetraci-

clinas que tienen la férmula
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donde Z es hidrdgeno, bromo o cloro, caracterizado Por fermenter
serdbicamente un medio nutriente acuoso corriente que contiene

ion cloruro con una cepra de S. sureofaclens adapteda para produ-

cir compuesto I, en la que Z es cloro, o un medio tal deficien-

te en iones cloruro con lo que se produce compuesto I en el que

Z es hidrdgeno, o un medio tal que contiene cantidades sustan-

clales de iones bromuro con lo que se produce compuesto I en el
que Z es bromo.

2°, Un método de acuerdo con la reivindicacidn 1, carac-
terizado por el hecho de que se afiade riboflsvina a dicho medio.

32. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 § 1a 2,
caracterizado por el hecho de gue se usa un medio que contiene
menos de 50 p.p.m. de ion cloruro e ion bromuro para producir
compuesto I en el que R, es hidrdgenoc.

4%, Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 § le 2,
caracterizado por el hecho de que se usa un medio que contiene
menos de 50 p.p.m. de ion cloruro y por lo menos 50 D,p.m. de
ion bromuro para produeir compuesto I, en el cual Rl es bromo,

5¢. Un método de preparacidn de 5a(lle)-deshidrotetraci-
clinae epfmeras en 4a, que tienen la férmule I, caracterizado
Porque se ejusta une solucidn concentrada de 5a(lla)-deshidro-
tetraciclina que tiene le férmula I o PH comprendido entre 3,0
Y 5,0y se deje la solucidn en reposo hasta que la isomerizecidn
he sleanzado un equilibrio.

6¢. Un método de mcuerdo con la reivindicacidnm 5, cersce

terizado por el hecho de que el pH esté entre los limites 3,5 y

- 23 -
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4,5 en un sistema disolvente tamponhﬁ°-

7¢. Un método de preparacidn de sales 4cidas y bdsicas
de 5a(lla)-deshidrotetraciclinas que tienen la férmula I y los
epimeros en poeicidn 42 de lag mismas, carccterizedo porgue se
hace reamccionar una solucidn de la mencionasds 5a(lle)-deshidro-

tetraciclina o un epfmero en 4a, de la misma con un &cido o une

‘base.

82, Un método pera la preparacidn de camplejos de S5a(lla)-
deshidrotetraciclinas que tienen la f8rmula I y los epfmeros en
4e de las mismas, caracterizado porque se hace reaccionar uns
solucidn de diche 5a(lla)-deshidrotetracicline o un epfmero en
4a de la misma con un compuesto formador de complejo.

9¢. TUn método para preparar compuestos de la gerie de la
tetracicline.

Tal y como se ha descrito en la Memoria gque antecede, ilus.
tredo en el dibujo que ge mcompaiis y para los fines que ge han
especificado.

Este Memorie consta de veinticuamtro hojes escritas & mé-
quina por una sole cars,

Madrid

29 1958

e
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