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que se presenta para unir a l& solicitud
de
PATPENTE DE INVENCION
formulada el 18 de Junio de 1.960, con el num., 259,057
en
EsPafta
por VREINTE  &flos
a nombre de INSTYTUT ANTYBIOTYiUW, entided polaca, estableci-

da en 3taroscifiske-street ne 5, Varsovia, Polonia, por:

"UN METCDO DE OBTENIR TETRACICLINAM

El invento se refiere & un método para obtener te-
traciclina par medio de la cepa 88 hasta ahora desconocida,
de la especie Streptomyces, que se ha aislado del suelo en
Polonia,

El antibidtico tetraciclina se produce por las ce-
pas de la especie Streptomyces, Actuelmente, le tetraciclina
se obtiene por una fermentacidn que dura 48 horas, a una
temperatura de 25-30¢ C., siendo heterogéneo el antibidtico
producido a causa de que contiene cantidades congidersbles de
clorotetraciclina (que pueden disminuirse afiadiendo sustancias

de bloqueo). Adezds, los liquidos resultantes de la fermenta=
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cidn, s1 se utilizen las cepas arriba mencionadas, contisnen
troductos de metabolismo no muy bien definidos, que implican
dificultades durante el tratamiento posterior, d ebido a la
formacion de una enulsidn y de sedimentes en las fases in-
termediasg., Tste hecho implice la necesidad de emplear un
aparato de separacidn complicado y aumenta el nmero de ope-
raciones que son necesariag para obtener el producto listo
para el uso.

El objeto del invento es acortar en una gran pro=-
porcidn el tiempo de fermentacidn, obtener un liquide de fer-
mentacidn que contiene exclusivamente tetraciclina, sin nece-
«l dad de afadir inhibidores para evitar la formacidn de cloro-
tetraciclina, y eliminar los subproductos no bien definidos
del metabolismo que se originemn en los procedimientos com=-
vlicados hasta ahora empleados y que causan las dificultades
explicadas en el tratemiento del liquido de fermentacidn,

De acuerdo con el invento, se alcanza este obJe to
usando la cepa 88 de la especie Streptomyces aislada del sue-
1o en Polonia y estebleciendo las condiciones bajo las cuales
esta cepa produce la cantided mixima del antibidtico. Esta ce-
pe ge diferencis de los productores de tetraciclina hasgta
ahora descritos, segin resulta de luos 44 128 que se dan més
adelante,

Ceracteristicas de la cepa sobre un nutriente de
egar: glicerina, 15:; esparraguine, 0,05%; extract de carne,

0,23 KEHPO49 0,05%; agexr, 1,5; pH = 7,2.
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Cepe Streptomyces

Ceps 88 de la espe-

sureofacliens cie Streptomyces
Crecimiento bueno busno
FEsporulacidn buens buena
Pigmento soluble falta Verde parduzco

Micelio adreo

hifas rectas, micelio gris

hifas rectas,'mioe-
lio rosg deglugtra-
Ce.

Sobre agar Czapek-Dox: dexirina, 1i; Naﬂ03, 0,253 KplPO, ,

0,15'; NS0y,
;( ] 2 .

Crecimiento
Reporulacidn
Pigmento soluble

Micelio aéreo

Ticuacidn de geletins

Coagulacidn de leche
al tornasocl

Hidrolisis de almiddn

Credimiento y color
gobre nutriente de
patata

Reduccidn de nitratos

Produccidn nutriente
con cloruvro sddico

Cromatosrafia en el
gistems acetato de
etilo saturado de

agua
Rp en relacidn con
clorotetraciclina

moderado
pobre
falta
pardo-cuero,
hifas delgadas en unse
cantidad muy peguefia
8in licuacidn

Sin coagulacidn

pobre

bueno,

gris oscuro
Sin reduccidn

Indicios de tetraciclina

Clorotetracicling
Indicios de tetraciclina

Rp, 1 clorotetraciclina
By ,0,4 tetraciclina

,O5/v KCl 0,05 /O’ FGSO4, indiCiOS;

ager, 1,5:; pH =

moderado
pd re
naranje-~dorado

naranja-intenso

Sin licuacidn
Coagulacidn

potre

bueno,
grig oscuro

Sin r educa. én

Indiciog de cloro-
tetraciclinae, indi-
cios de antibidticos
no identificados x e

Ve

Indiciocs de c¢lorote-
traciclina, tetraci-
cline, antivl §tico x,
antivbidtico y

Rp, 1 clorotetraci-

. clina

Fp,0,4 tetraciclina
Rp,0,26 asntibidtico x
Rp,0,15 antibidticoy,
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La cepa aislada ha servido mra obtener mutantes de pro-
duceidn por seleccidn v utilizando agentes mutagenos prelimina-
res teles como rayos wltravioleta, rayos x, dimeltilimine y
otreos agentes conocidos,

Le cepae pucie preservarse en estado liofillizado durante
2 efios sin perder su actividad.

Segln se ha encontrado, la presencia de productos de ave-
na en el sustrato de produceidn ejerce una influencia estimulen -
te sobre el crecimiento del micelio y sobre el rendimiento del
antibidtico,

Para fermentacidn sumergide, como nutrientes que con-
tienen una fuente de carbono asimilable, se utilizen productos
de avena, p. ejemplo, copos de avens, almiddn, dextrina, gluco-
sa, sacerosa, melazas, etc,

Se ha encontrado que los productos de avena, entre
otrog, por ejemplo, log copos de avena, ejercen una accidon es-
timulante y pogseen propiedades antlespumantes,

Como fuente de nitrdgeno esimilable se utiliza 1{guido
de maceracidén del maix, herine de cacahuete, harina de 80 ja,
leveduras, etec., y, como sales minerales, NaBr, (NH4)2SO4,
NH,NO3, NH,CL, otee

1l pH adecuado se ajusta por adicidn de aco 5.

Se usan aceitew vegetales como ggrentes antiespumentes.

De acuerdo con el invento, la fermentacidn de lz cepa
88 de la especie Jtreptomyces se reelize p. ej. en tanques de
hierro, preferiblemente & una temperatura de 30~-32¢C,, en menos
de 48 horas, preferiblemente en 30-42 horas, & un pH de 5,0-T7,2.
Bl procedimiento de fermentacidn se realiza en condiciones aerd-
bicas con una velocidad de aireacidn de 0,5-0,75 de volumen de

eire/volumen del sustrato/minuto, y se usa 1-10,0% de indculo

vegetativo.
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Ta determinacidn de la actividad de los liguidos de fer-
mentacidn se hace por métodos bioldgicos y Tisicoquimicos cono-
cidos de modo general. Es muy importante la aplicecidén de dife-
rentes nutrientes pare las fases de siembra y para la fase de
produccidn,

1 tiempo de fermentacidn breve evita que el micelio ex-
peri mente la autolisis y contribuye al acortamiento del tiempo
¥y a evitar dificultades de filtracidn. A pesar del tiempo de
fermentacidn corto, el método de acuerdo con el invento pro-
porciona un contenido de antibidtico en el 1iquido que alcanza
2 3000~4000 unidedes/ml., lo cusl no podie conseguirse en este
periodo de tiempo por los métodos hasta ahora conocidos.

El entibidtico obtenido se aisla del 1iqido de una me-
nera conoclda, por precipitacidn en forma de una sal compleja
o por extraccidn del 1iquido en disolventes orgéniccs en un me-
dio aleelino con el uso de vehiculos, por reextraccidn en ayua
y selificacidn. Durente el eiglamicnto del antibidtico no se
procducen emulsionss ni sedimentos en las fases intermedias,
cuendo el antibidtico pase & los disolventes orginicos ni al
reextraerlo a la fase acuosa,

El método del invento se explica més detalladamente por
los sigulentes ejemplos.

Ejemplo 1. L& cepae 88 de la especle Streptomyces se
cultiva sobre un sustrato que estéd compuesto del modo siguiente:
5,0 % de salvado de trigo
2,0 ¢ de agar agar.

Leg eaporas se inocculan sobre el sustrato de siembra
que tiene la siguiente composic dn:
3¢ de glucosa

0,5 5 de levaduras
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1,25 ¢ de liguido de maceracidn del mafz
0,5 5 de NH4NO,

0,2 % de NaCl

0,4 7 de CaCO3

P antes de la esterilizacidn: 7,0,

Bl sustrato se esteriliza a une temperatura de 110-115¢
¢, durante 30 minutos y d espuds se incuba & una tenperatura de
30-32¢ C, en 12-24 horas,

¥l material de siembra asi preparado se inocula en el
sustratb de produccidn que tiene la siguiente conposicidn:

2,0 ¢ de harina de pulpag de cacahuete

2,0 ¢ de harina de patata

2,0 ¢ de harina de avena

1,25 % de 1iquido de maceraci dn de malz

0,5 4 de WH,MNO
0,2 % de NaCl

0,4 % de CaCO3

0,75 % de acelte de cacahuete

3

valor del pH antes de la esterilizacidn: 6,5.

La fermentacidn se realiza durante 42 horas a una tem—
pe}atura de 30-32e C.

Se acidulan 2,5 litros de 1imido tomado de los matra-
ces, por medio de dcido oxédlico, a un pH de 2,0 y después se
filtran con diatomita. Se afiade 0,1 ¢ de cloruro de dimetil-
lauril-bencil-amonio y 20 % de una mezcla de acetato de butilo
¥y butancl en una relascidén de 4:1, al filtrado, y se ajusta el
valar del pH a 8,0 por modio de NaOH., Después de agitar durante
30 minutos, se separa una Tase orgénica clara. La extraccidn se
realize dos veces. Las fases orginices claras reunidaes se con-

dengan a sresidn reducida hasta la mitad de volumen, después
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de 1o cusgl se afiede 10 ¢ de agua ¥y “ge ajusta el pd de la mezcla
a 2,8 empleando HpS0, (1:3). Después de una extraccidn en dos ve-
ces, la fasc acuosa clara se junte y se afiude & la misma 15 i de
NaCl, d espués de 1o cual se deje aparitade el conjunto pars cris-
telizar. Después de la filiracidn, se cbtienen 4,0 gr. de hidrc-
clorvro de tetraciclina con una potencia de 950 mecg/mg,

Ejemplo II. Se acidulan 2 litros de liguido tomucos de
los me.traces, con &cido oxélico, a un valor de pi de 245, desg-
pués de lo cual se afinde cloruro de dimetil-lauril-bencil-amo-—
nio en una cantidad de 0,1 % y se ajusta el valor dd pH e 8,C.
Después de uns adicidén de 0,3 & de diatomita y de azitar durante
media hora, se filtra, Una mezcla seca que tliene wna actividad
de 300 meg/mg., aproximadaiente, se extrae por medio de metanol
que contiene 10 % de CaCl,. La extraccidn se realiza tres veccs,
durante 1 hora cada una, Se reunen los extractos, se condensgan
parea obtener aproximadamnente 100.000 meg/ml. ¥ luego se acidulan
con HCL concentrado pare precipltar clorhidrato de tetraciclina
cristalizado. Se oblicnen sel 0,52 gr. de sed mento cristalino
con una potencia de 945 meg/mg.

Esta Solicitud, que corresponde & la presentada en Po-
lonia el 20 de Junio de 1,959, bajo el nlmero P 91,523, s e aco-
£e a los beneficios del articulo 51 del vigente Istatubto sobr

Propiedad Industrial,
N 0o T A

Los puntos de invencidn propia y nueva que se nressn-
tan para que scan objeto de esta Solicitud de ratente de Inven-
¢idn en Es _aZe, por VEINTE afios, son los sigulenies:

1¢.,- Un método de obtener tetraciclina por fermentucidn
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sumerglida, en condiciones serdbicas, caructerizado porgue
el procedimiento de biosintesis se realiza a una teuperatu-
ra de 30~32¢ C,, en 34-40Q horas, empleanrdo la cepa 88 de
la especie Streptomyces, gue sobre un sustrato que tlene un
pH de 5,0~7,2, gue contiene fuentes de carbono, nitrdgenc
¥ salcs minerales agimilables y, entre otros componentes,
productos de mvena, produce, sin inhibidores de cloracidn,
exclusivamente, y con gren rendimiento, tetraciclina, qu se
alsla del sustrato fermentado, ro, si los productos de ave-
na falten en el sugtrato, dicha cepa produce tetreciclina,
clorotetraciclina y otros dos antibidticos no identificados.

2¢ o~ Un método de obitener tetraciclina,

Tal y como se ha descrito en la Memoria gque antece-
de ¥ con los fines que se han especificado,

Esta Memoria consta de ocho hojas escritas a méquina
por una sola de sus caras.
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