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Aste invento se refiere a la producción del entibió 
tico ?-cloro-l-desnetiltotrc,ciclina por fermentación, y — 
más particularmente, a un método mejorado para aumentar - 
la producción de este antibiótico y disminuir la produc—
ción de 6-desmetiltetraciclina en dícba fermentación.

la "--oloro-é-deonetiltetraciclina y la O-desniotilte 
*!iracíclina son miembros do una nueva familia de antibióti 
eos de totraciclina. las dear.ctiltetraciclin:..s preda—  
ccn por ciertas copas matantes de S. aaroofacions deriva­
das del ''aislado*' uol suelo 3. anreoidacicns d-y?'? produo-

- 1
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tor Tu clc.-o io*' rucio? ina, dopo s ita lo  cn s i  hor'Lhern Peplo 

nal ìosoarc*' lnbci."a'!:ory, Icori.?.., I l l in o i s ,  ceno *'<'11 1200. 

la s  r.novas cepas productoras ce dcsmetiltetromiclin.?, co -  

derivaron por tratamiento le  A -V 7  con oyentes routufóni—  

cos. Culti\ms de la s  nuevas cepas productoras de desmotil 

te tra c ic lin a  do _S. aurecfacions están depositadas en la  -

djticrican Type A ltu r e  Colloction , 7'asliin.rton. Vi r; i..ajo

los  números de entrada A'200 15531, 12532, 15553 5" 12554.

2n la  producción do 7 -c loro -t-desm etiltctr.? ,c ic liua  

con la s  cepas mutayénicas, se ha encontrado que so produ­

cen también pequeñas cantidades do f-d c sm etilte tra c ic lin a ,  

incluso cuando el medio contiene un n iv e l elevado de iones 

cloruro de modo que se favorece la  producción de 7 -c lo ro -  

C -dcsrio tilte trac ic lin a . l a  presencia de 6 -dcsm ctiltctraci 

clima im plica d i f íc i le s  problemas de separación, lo r  lo  -  

tanto, cualquier método que diera por resu ltado una mayor 

producción de " -  c 1 o r  o -  2 -  d e cm c t i  11 e t r  a o i  c 1 in  a y menor pro­

ducción de ú -desm etilto trac ic lin a , se r ía  de yran va lo r .

11 eregente invento se basa en e l descubrimiento de

cue e l cobre os esencia l para la  b io sm to s is  do 7 -c lo ro -c

3C

-d csm ctilte tra c ic lin a . For lo  tonto, la  adición de cobre 

a dichas fermentaciones en cantidades pequeñas, cuidadosa 

mente controladas, tiende o. aumentar la  producción de 7- 

c lo ro -5 -desn ie tiltc trac ic lin a  y a disminuir la  producción 

de ó -d esn ctlltc tra c ic lín a  que suele producirse simultánea 

mente. Por la  adición de cobre a la  fermentación a c ie r to s  

n ive les  defin idos, se ha encontrado que se produce sola— 

monte mía cantidad de 6 -desm etilte trac ic lin a  relativamen­

te pequeña; en realidad, tan pequeña que se hace irmecesa 

r io  efectuar una separación de este an tib ió tico  del pro—
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ducto principa l do la  fermentación*

Hiede usarse cualquier fuente conveniente le  cobre, 

fosotros empleamos, preferiblem ente, cualquier cal lo  co­

bre acuosolublc, ta l como su lfato le  cobre, preferiblemon

te como hidrato CuSO,.%  0. Pueden emplearse análogamente
1 2

otras sales de cobre, ta les  como n itra to , acetato, su lfa­

to , cloruro, lao ta to , cartrato y c itra to .

la  cantidad, de cobre que se añade a la  fermentación 

es un factor de alguna importancia, ya que hay que añadir 

cobro su fic ien te para conseguir la  disminución deseada en 

la  producción do f-d esm etilte tra c ic lin a , y sin embarco, -  

por encuna de un c ie rto  n iv e l, e l cobre es decididamente 

tónico para e l microorganismo y la  producción to ta l de an 

t ib ió t ic o  disminuye. Be p re fie re  añadir a l medio do fe r— 

mentación como sal acuosoluble una cantidad comprendida -  

entre, aproximada;!en te , 13 partes por m illón y, aproxima­

damente, 250 partes por m illón  de cobre. A n ive les  de co­

bre por encima de CC partes por m illón , sin embargo, sue­

le  ser conveniente aumentar 2.a concentración de nutrientes 

en e l medio, ño se conoce perfectamente la  razón de esto, 

pero se cree que compensa de algún nodo e l  e fec to  tóxico 

creciente que presentan los  n ive les  incrementados de oo— 

bre.

la s  condiciones de la  fermentación son ,generalmente 

la s  mismas que para los  métodos actualmente conocidos de 

producción de Y -c lo ro -c -d osn e tilte tra c ic lín a  por fermenta 

ción. bs decir, a l medio de fermentación contiene los  nu­

trien tes  y sustancias minerales usuales, nutre las  sustan 

cías nutrientes adecuadas que pueden proporcionar dichas 

sustancias necesarias figuran: almidón, glucosa, sacarosa,



15

óoxr&yoc y * *̂*'îi'̂ . d.c ^cj^y -̂.rì̂ j*d.̂ c .1-3 *-*

lavadura, extractoG le  carne, peptona, Gulf-..to a-ónico, u

'.ostile— 

, mitre

tcnoias ta les  como carro 

)ruro emón.ico, y los  an­

versos oì.cmentos trasa, ta les  como manganeso, cobalto,

lava

rea, líqu ido  de j

n a , ¡i arm a do p¡

las sales inorgá

nato ca lc ico , su!

:.e les*

cinc, cobi' h ierro  y análogos. In gonoral, co p rs fiipreypÍOl'0 —.

( ¡ u. e de cote

de 1os enti

usar un medio r i  co tatìbión en ión c lon iro , ; 

modo ce obtienen también mayores rendimi or. tos le  los  enti 

b ió ticos  d o r a le 3.

la s  otras condiciones yenerd.es le  la  fermentación, 

ta les como concentración le  ión hidrógeno, temperatura, - 

tiempo, velocidad de a ireación , preparación del inoculum, 

e s te r iliz a c ió n , inoculación, y análogas, son corrien tes y 

pueden ser semejantes a la s  u tilizad as  para la  producción 

de 7-clorc-d-desm etil- ic tra c ic lin a .

Jn cuanto a l tipo  de microorganismos usados en la  -  

producción de l-c lc ro -t-d csm o tilte tra c ic lir .;., deben usar­

se cepas mutantes seleccionadas de una cepa productora de 

7 -c lo ro -l-d csm ctilto tra c ic lin a  de 3. aurcofaoiens, t a l  cô  

no se describo es la  la ten te  T8 235.737.

Para recuperar la  7 -c loro-C -dosm ctiltetrac ic lina  — 

del líqu ido de fermentación, ce usan preferiblemente los  

procedimientos do recuperación ¿escritos en la  patente an 

tos mencionada.

11 invento se describ irá  con mayor d e ta lle  en re la ­

ción con los  ejemplos espec íficos  sigu ientes.

bP fT IO  1

So --¡renaró un medio de fermentación que contenía —
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loa siouicutoc ingrediontcu
. r - r.Irnuon ^
líqu id o  ¿3 muceracion de nais 25.'-.-fin cL'

''T̂ ¿U1*" ,
"a r in a  Oa sen ili,a de al^odon

ranos rcr l i t r e
U tl
ii H

) tl f)
1 " "
^  tt ;t

Sobre este medio ce aíiadiercn, en cucayos separados, can­

tidades variab les de su lfa to do cobro, h idrato, CuSCi.flI^O. 

Jotos medios se distribuyeron en cantidades apropiadas en 

matracos, que contenían 2 i' (v/v) de acoito de manteca do 

cerdo, se es te r iliza ro n , se inocularon con un inoculum va 

ve ta tivo  de una cepa productora de ^'-cloro-6-desm atiltetra  

c ic lin a  de S. c.ureoTacicrs (Cepa J-475) y so incubaron a 

26,53 C. en un agitador ro ta to r io  durante 144 horas. Des— 

pues se analizó su contenido de '7-cloro-ü-desm etiltetracj- 

c lin a . lo s  resultados obtenidos se dan en la  tab la siguien 

te .

Tabla I

CuSC^.^IIgO
ppm.

0
10 
50 

ICC 
15 C

7-Cloro-G-desmetilte tra c i d in a/mi.
i4ec
119^
1205
1765
1700

Se verá i^or la  tab la  an terior que la  adición de cobre au­

menta la  producción de 7 -c lo ro -6 -d csn etilte tra c ic lin a .

j'j.-im.Q 2

Se r e p it ió  e l  procedimiento del Ejemplo 1, usando -  

una cepa productora de 7 -c lo ro -6 -d ea n etilto tra c ic lin a  de 

S. áureofacíens (Cepa E-1311) y se obtuvieron lo s  siguien



tes resultados?
Tabla 2

CuSOq. 11'pO

ppm.
7-cloro-6- 
áesinctil te­
tra c ic lin a

Y/mi

6-desm etiltc-
tra c ic lin aÍAl.

; d-desmetilt.e- 
truci d in a

0 1000 530 36
10 1030 555 35

100 1 4-b; 495 25

'UJEITI'C 3

Se re p it ió  e l  procedimiento del bj emulo 2, a eacep- 

ción de que la  incubación se re a liz ó  a 26,3-s 0. durante -

24 horas, y lucyo a 24̂  C. durante un período adicional -  

de 120 horas, lo s  resultados del ensayo fueron los  s i t i e n

Tabla 3

Cu,S0,)_.5I^0

ppm.

7-Cloro-4- 
desm etilte­
tra c ic lin a  

^ /mi.

S-Desmetiltc-
tra c ic lin a

y / m i..

5! 6-desm ctilte- 
tra c ic lin a

0 1710 610 26
10 1770 590 25

100 2C5C 500 20

jH.'íF.üLO 4

Se rep it ió  e l  procedimiento del Ejemplo 3, a excep­

ción de que la  incubación se b iso a 25a C. durante 144 —  

horas. Los resultados del ensayo fueron los siguientes:

Tabla 4

CuSO,.5lb.O'r ¿
ppm.

7-C loro-6 -dcsm etilte tracic lina
Y/3-.il.

0
100 1740ICiO
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^y^garé un medio do fermentación q

<?
uo conter ía  los

siguientes ingredientes :

Almidón 43.c "-or ij.'¿ro

lí^ v id o  do maceracióu de maíz 2*1 C tt
f-7 .1 n

Ca.00 ' y -7

/"r"'* *ŝ sG n .17 2 4
/T- y ̂ 1 !!

til 01 1,0 !! ít

fa r iñ a  de sem illa de algodón 5,0 tt )!

fa r iñ a  de maíz 27,0 tí !t

I'.nSĈ 0,080 t! tt

CoCls.^UgC 0,005 !i tt

Sobre una porción de este medio de fermentacion se edíadie-

ron ICC ppn. de CtiSC .5'íipO  ̂ n i entras que otra porción ce- 

conservó cono contro l, lo tos medios se distribuyeron en -  

cantidades apropiadas en matracos que contenían 2 7 (v/v) 

de aceito  de manteca do cerdo, se e s te r iliza ro n , so inocu 

laron con un inoculan vegetativo  de S. aureofacievs (Cepa 

1-1311), luego se incubaron a 26,53 C. durante 24 ñoras y 

después a 24-9 C. durante 120 ñoras, es decir, basta la  re 

cogida, lo s  contenidos de lo s  matraces se analizaron para 

determinar 7-c lo ro -C -desm etilte trac ic lin a  y c-dos.netilte- 

tra c ic lin a . Los resultados fueron los  sigu ientes:

Tabla 5

cuso^.nigO

ppm.

0
ICO

7-Clcro-6-
desmetiltc-
tra c ic lin aV/ml.

1775
2035

d-Deometilt'; 
tra c i d in ay/rd,

coo
610

7 G-dcsmetilt^ 
t r a c ie l ina

29
23

30 Se rea lisó  una fermentación comparativa usando los



M.'.ioc ruó se ino.icjr, a continuación:

1C

1 5

20

A7-mid.cn

B
35 "amos mor l i t r o

jíqu ilo  lo  macoración de maí p -
i!

-1 r - ¡!

' !

a  ?

:!

1 1 t: n

5 1 5 tí

- 5 !i tí

- 1 0 t! n

- 0 , 0 0 5
:i !í

o , a r o
ii !!

le  sem illa do olgoaon

levadura

deludios de carne secos 

rnCl^.lHaO 

Zn3C .̂71,;.o

Sobre porciones del medio /Y y o l medio B se añadieron ICO 

(t(cs Oî SC ,̂ 117 C* '"'U.o otéelo 'yCñUCjORos so corí****-^'*'"*** /̂¡y - * 2 * ' **"'---*'*' - - - ' - -  *- '
servaban como controles. Ins medios se distribuyeron on -

cantidades apropiadas en matraces que contenían 2 (v/v)

do aceito  de manteca de cerdo, se e s te r iliza ro n , se inocu

laron con un inocultm vegetativo  de Ŝ. aureofaciens (Cepa

E-1311) y se incubaron on un agitador ro ta to r io  a 26,?s c.

durante las primeras 24 lo ras  seguidas de incubación a -

24s 0. durante un período adicional do 120 lo ra s . Después

de la  recogida (144 horas) se analizaron los  mostos de —

fermentación. Los resultados fueron loe  sigu ientes;

'^-01oro-6- ó-Dcsmstílte 7-Clorc-5- b-Desmotil
CudO,.5b-,c dcsmetiltc tra c ic lin a desnotilto teñ/acicli*A r. t ra c ic l ir a 'úsv.ciclina nn '
ppm. y/m i. y/mi. y,-til.

0 2025 725 1900 51*0
100 2325 615 200
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rronc.ro un f.iocio le  fornentstcion olio contenía 

.estos in 'ro d i ente s:

45,0 áranos ñor l i t r o  
30,'' " " ' "

do som illa so al--clon 45,0
1,5

Sobre este medio so añadieron, en ensayos separados, can­

tidades variab les de 0u.3Cg.5 l̂r,C. "ístos medios se d istribu

yeron en cantidades apropiadas en matraces ene contonean 

3 4' ( v/v) de aceite  de manteca de cerdo, so es te r iliza ro n , 

se inocularon con tm inoculurm vegetativo  de 3. r.uroofacions

(Cepa 4D-1723) y se incubaron en un agitador ro ta to r io  a - 

253 C. durante 168 moras. Los an á lis is  del mosto recogido 

dieron los resultados siguientes:

CuSO,,. 5
ppm. '

Tabla 7

7-Clc-ro--6-
desmotilte- 
bUaL encima ^ /tul,__

6-Desmetiltc-
tru c ic iin a

^/ml.____

*—".7 o sm e t  i  11 c - 
'¡raciclina

50 4340 igeo 31
150 4635 1370
200 4510 1350
300 4000 1P3**' 24

Se preparo un medio do fermentación guo contenga 

loa siguientes ingredientes:

Admaacn 51,0 .gramos por l i t r o

11,9 !!

bb^Cl 1,7 !! t!

30 Harina de sem illa de algodón 51,0 !! Ü



'ì

levadura 1,7 ;';ramos por l i t r o

Sobre este reedio se aaadíoron, en ensayos separados, can^i 

dadas v^ariablcs de CuSC .̂51I<-0. 7stos medios se d is tr ib u ir

ron on cantidades apropiadas en matracos quo contonísn 3 !

(v/'v) <de aceite de manteca de cerdo, se osterili? :aron , se

inocularon con un inoculum vegetativo  de S. aureofacions

(Cepa 41-2047) y ce incidieron en un ag it ador ro ta to r io  a
3rro ^ durante 160 iberas. 1as aná lis is  de l mosto recogido

dieron los resultados sigu ientes:

10
Tabla C

CuSO .̂í

ppm.

tp^o 7-Cloro-6- 
 ̂ desm etilte- 

tra c io lin a  
f/m l.

6-Deso.etilte-
tra c ic lin a

&'ml.

f  t-gesm otilte - 
tra c ic lin a

100 31

150 4530 1830 28

200 4830 1750 27

300 4580 1550 OA

U u ^ lO  9

;je preparó un medie de fermentación que contenía los si 

guientes ingredientes:

Almidón

CaOCu

nr^ci

30 f-ranos por l i t r o
*"7 H 'fí

1 " "

30 " "

30

harina de ace ite  de soja 

levadura 1 " "

Sobro esto medio se añadieron, en ensayos separados, can­

tidades variab les de CuSC^.5:igO. .istos medios se d istribu  

yeron en cantidades apropiadas en matraces que contenían

- 10 -
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J (v/-'v) do aceite  da manteca de cerdo, se e s te r i l iz a — 

ron, se inocularon con un inoculum voretc/tìvo de S. aurec-

fa c iens (Cepa ''iD-2047) y se incubaron on un ayitauor n*

to r io  a 25e C. durante 1(0 horas, lo s  an á lis is  del mosto 

recop ilo  dieron los  resultados sigu ientes:

1C

15

70

25

suSv^,. oí-suSO

ppm.

^ "C  7-Cloro-6-
 ̂ deaeotilte- 

tracicli.ua

d-Desiuetiltc-
tra o ic lin a

d-.;)esmetilte-
tra c ic lin a

50 25^0 1415 35

100 2955 1280 30

2C0 3275 1130 26

300 2560 765 23

d'Jdn-l.O 10

So prepararen dos medios de barina de sem illa de -

al.ro don <de concentra ción crociente, de la siguiente mane'

ra:

Hedió Hedió b

Almidon 45,0 gramos por l i t r o -30 pramos por l i t r

CaCÔ 10,5 t, " 14 ft ì!

NI 01 
4 1,5 t) " it :!

i Carina de semi t?Ila, de aLyodón 45,0 tt " 60 !!

1oradura 1,5 ¡t " 2 !! !!

1'*',

Sobre estos medios se añadieron, on ensayos separados, can

tida les  variab les de CuS0,.5;I C. ustos medios se distrabn
^ 2  ^

yeron en c.antidados apropiadas en matraces que contenían 

3 <" (v/v) do aceite de manteca de cerdo, se estorlli'- 'aron ! 

se ir-ocularon oon nn inoculum vegetativo  le  S. aui ĉo-Laciens

- 11 -



dieron

2602  i !
Í 017 ) es inciiLaren en m. n^ündor ro i 

durante 160 le ras , lo s  an á lis is  del resto 

lo s  resultados s irv ien tes :

a tivo  a -  

reco.'tido

12
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Ce prepararon dos medios de darina íe ;accihe de soja de "

ión crece, c r ic , "Líl .ee'"Ge rmanera:

hedió A Hedió 3

Almidón 40,0 gramos por l i t r o 45,0 gramos por l i t r o

CaCĈ 9,0 " !) 10 ^ H ÍT

nr^ci 1,3 " ¡! 1,5 fi

harina de 
aceite  do 
j a

se
"  40,0 " !) ¿1̂  ^ )!

j.evanur; 1,3

i '1

Sobre estos añedios so anadiaron, en ensayos separados, -  

cantidades variab les de Ou3C^.5HpO. estos rad íos se d is ­

tribuyeron en cantidades apropiadas en matraces yus corto 

rían 3 (v/v) -de aceito  do manteca de cerdo, se c s ta r i l i

carón, se inocrlaron con un inoculnm vc.yoto.tivo de S. au- 

roofaciens (Cepa Jd-2C47) y se incubaron en un agitador 

ro ta to r io  a 25S C. durante lúe horas, lo s  an á lis is  dol —  

rosto recogido dieron los  resultados sipuientcs:

1 /-L-r
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da en
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pen.to jJs
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lo s  pantos de invención propia y nueva que se pro 

sentón pena que sean objeto de esta so lic itu d  de la ten te  

do Invención en Cspaña por Y1I1TJ anos, son los sipuien—  

tes:

IB .-  Un procedimiento de producir 7-c loro-o-dosm etil 

- te tra c ic lin a , por fermentación aeróbica de un medio de -  

fermentación acuoso con una cepa do o—Aureofaciens produc 

tora de 7 -c lo ro -6 -d esm etil-te trac ic liu a , caracteroizado — 

por rea liza r  la  fermentación en presencia de cobre ad icio 

nal añadido a l medio de fermentación do modo quo se aumen 

te la  producción do Y -c lc ro -t '-d esm etil-te trac ic lin a  en re 

1 ación con la  producción do 6 -desm etil-te trac ic lin a .

2 s .- Un procedimiento según e l punto 13, ca rac te r i­

zado porque hay aproximadamente de 13 a 25C partes por mi 

l ie n  de cobre adicional en e l medio de fermentación.

3S.- Un procedimiento seqyn los  puntos 13 o 2s, ca­

racterizado porque hay aproximadamente de 13 a 6q martes 

de cobro adicional en e l medio de fermentación.

4-3.- Un procedimiento de producir 7-clcro-6-desme__

t i l t e t r a c ic l in a .

Tal y como se ha descrito  en la  memoria qu.e antece­

de, y para lo s  fin es  que se han especificado.
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l'!sta Memoria consta da d ie c is ie te  kcjas escritas  a 

máquina, por una sola cara.

í."3drH, y  nrT . . . ,

Í--

G.D.s/^t
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