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D E. I  N V E N C I  O N r  -- ^_.y.,-..y 

f  ormuladá ,'ei 24 -de Enero - de 1961:,. coii e l Núm. 264.293 ; 2 -y .'

-,.*: ' . ' - ' ' ' e h *- '' - .... ..--i.

." ' E S í*' A' i*.,

por '.VEINTE' años - y  " ' - .

a nombre de .yiERICM, CYAN.4niD.C0MPANY,-. entidad... norteamericana, 

establecide^ en 30 Rockefeller Plaza,rNueva York, N .Y ., Estados

Unidos .de .-'unérica, por: . , - " * ...? * *

J  '^7"UN' PROCEDIMIEÑTO PÁRA PRODUCIR 7-CR)RO-6-DESMETIL- y - .' 

- - y ^ - y  ,: '/ '

Este invento se re fie re  a un nuevo procedimiento de pre­

paración-de 7 -cíoro -6 -desm etiltétracic lina .*

y, La 7-cloro-6-desm etiltetraciclina.'es un -térpiino de una 

nueva familia- 'de antibióticos de. te t ra c ic lin a y , hasta ahora,, 

ha- sido-- producidó' medí ante determinadas cepas mutantes, de 3. 

aureofaciens. derivadas' de-cepas de S. aureofaciens . producto­

ras de 7-rC loro te traci d in a .  -.. - ^ ^  ry -

. \ (De acuerdo, con e l presente invento, pe Consigue, un pro­

cedimiento de producción- de 7-cloroA6-desmetilt.etraciclina, " dúe



'.'cDJiprende''lá'' f  éit'íent.aci ón - de; Un m'iof o'or gár í̂smo' productor dé-* 

.tetraciclina' o, .depTicloro'^etraciclin del jgéner.p- 'Strept om^ces,

Q-n.'-w .medie nutricio-acuoso.,.,' ón,.presea cantidad e f i ­

caz deun inhibidor.. do metilación, que, tenga.' la  i'óríaula: -

-SO^-NH-R
. n .u2. 2

- o- una -sai-básicá; del - mismo, - en----dond#'" R̂ '* es *-H .. ó* y  .'R̂  ..es .* 

i'.f ̂ ld iq p i r ld k R i lo ,' ^ria^niid '^*% -ridaz'in iló

C-CH=
t!

) ó 0**
3 2 .

0 0

El.jm carlismo mediante e l  cual se produce 7 -c lo ro -5 - -  

desm etiltetraciclina, en un medio en el,que se hayan añadido 

estos inhibidores de metilacicn- y que fermenta con cepas usua­

les  de S. aureofaciens que ordinariamente producen 7 -o lorote- 

trac ic lina  o te tra c id in a , no se comprende cómele t;nnente y no 

se-anticipa ninguna teoría en relación con e l lo .  Es un hecho 

demostrable, sin embargo, que, mediante e l empleo de los ininL- 

.bidones de metilación' del presente invento, se produce, con r 

buen rendimiento, la  7 -cloro-6 -desm etiltetraciclina.

. E l presente invento no está.relacionado, .en particu lar, - 

con ningún microorganismo'específico, excepto en la  extensión 

que se re fie re  a aquellos microorganismos que producen 7-cloro- 

tetrac ic lina  y tetrac ic lina  por biosíntesis fermentativa. Se­

gún.nuestro conocimiento actual, todos estos microorganismos 

son del genero Streptomyces. La especie S. aureofaciens que'
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produce V-clorpt.eti'aciclina en-medios de-fermeñt.aci"óuén..'los 

que se .hallen presentes-iones, cloruro., así.como numerosos mu- f  

, .̂'..'.tante§ naturales' e- Inducidos , se. utiliza.,...desde luego,, de pré- , 

ferenciá ,' y " di c'hós - microorganismos producirán,' sin - duda, te -  *. - 

- tracic liná  cuando se ̂ eliminen los iones cloruro. En la  b ib lio - 

./-fh'^LÍq de/patentes se ha citado una serie de otros micrporgar- . 

-rá_¿álsmos'*-proáuctore.s de '7 -clorotetraciclina y tetrácic lina/que 

' sé sostiene que.;son especies distintas' .deJ Streptómycés, ..'.-'corno, O 

y- cor e.jempló,t 'S. v ir id ifa c ien s , t.scyamaensis, '"S."' feofáciens e . ' 

/.d'''̂ . ĉlús.pY'..-ptr.cS'̂  los "datos morfológicos publicados sobre es/tos -

.pmicr'oOrg&mismosts'on'ináuficiehtesip.aradeterBiinar'inequiyoca-

Biente/'-si.;. son/ o* no-"nuevas especies -p/ eiBipleménte 'cépas"....de

W"

''/
/'. aureofáci'ená. Sin embargo, .̂aparte./de esto, ,.'e.l. presente/inventó/"'"'

/ no se. re fie re , a la  selección .de uña-especie particu lar -de-̂  mieród?--

gánis.mós.i siempre que el_.microorganismo produzca tanto 7-clorp-/ .
' ' '

te trac ic lin a  cono tetrac ic lin a . / . -i t. .

" . Las condiciones de la . f.erméntación spñ," en general, las '

mismas de losmótódos actualmente conocidos de producción de 

tetrac ic lina  ó 7 -c lorotetrac ic lina  por^fermentación. A sí, e l  

medio, de fermentación contiene las  sustancias nutricias y. mi- 

. -nerales usuales. Entre las sustancias.nutricias apropiadas sé 

incluyen e l  almidón, dextrosa, azúcar de caña, glucosa, mela­

zas, harina de so ja, harina de cacahuete, levadura, extractos 

de carne, peptona, sulfato amónico, urea,, líquidos de. macera- 

"ción dem aiz, productos solubles de destile ría ,, sales inorgá-- 

'nipaa-.'.y_ otras sustancias usuales-.3^s" hales inorgánicas inc lu - / 

. - yen "productos ,, .como e l carbonato calcico, su lfato amónico, c ió -' 

'!.--.r¿u?o.,amónico,^ elementes traza, caño e l  manganeso,

cobalto, cinc, cobre, hierro y análogos.

.... Las. otras condiciones generales de la-fermentación, como '

'W'S.',.
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}l'a. Oe'ncehtrdción. de iones 'hidrógeno, ' temperatura., -t lempo y ve- 

' .locidad de' aireación, preparación de l inócu lo ,'"esterilización , ..g 

indculaeión y similares,, spn las; usuales. y. pueden ser análogas 

a las éihple adas para la  pr oducci <3n de 2-cíor o te trac i c lln a .

" -./la- cantidad de in d b id o r qué.puede u t iliz a rse ,.e s  .un d  

factor._,de c ierta  importmicis-* Rn general,.bhdmos descubierto que, 

u n in te rva l o adecuado, vari a desde 10 mg por l it ro  a 10.00 mg ' -a  

: por litro ," aproximadamente.. los inhibidores puede u tiliza rse  ̂  g  

asimismo,' en forma de sales básicas,. como, por ejemplo, .s'us.'g'.  ̂

sales de metal a lca lino  y/o de m etal.alcalinoterreo, s i  se de-. ' 

sea. ; r ',d ..' .g-mg' g, p-:' * i  - .*d g.' ; ... g%g-' \ g l t d  ' -  -'

" * . S.e' ha;observado, asimismo, queda-acción áe'íos''- in h ib i- . 't '' 

Y.oresgde - métil.ác.ión....del présente 'invento "puede invertirse*',y.-g--glf 

con 'e llo  cóntrolai"'se tedi:Yi"'Ge;.'..la;*..'adici.ón..:de'.'. áci'dój^aininoben-g'i:. 

zóicójy/o acido- fo lie  ó i* Así ,g s i se ahadd ácido p-aDiinobenzoi-.. --1 

- có o. acido fó lico. a l iñedi o de. f.érnentación, ^junto '.con. ún in -d :-;g 

'hibidor -de nietilación como la  su lfád iazinát 'no se observa in-.g'g.* 

d b lc íó n  dé lagnetilación en 6 de la  estructura, c íc lic a  de n a f- . 

t aceno. . . -dm 't* ; ' '

É l invento se describ irá , don jhás d e ta lle , en relación . 

con los siguientes ejemplos específicos. : *., .... .-g.-

!.n ^

 ̂t-' '*"gr

Em-dLO 1

Be preparó un medio de inoculación, de acuerdo con la  

fórmula siguiente:

Sacarosa 30 gramos

Líquidos" de mace ración de
maí z .. : t - '

OaCOy . .

- 20- gramos 

2' ''gramos 

7 gramos

.- 4.'

y-y

y" i f ...

, #-

' g' g*

' pá, 
h tgg
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Agua nasta- - .. . 1000 m ilil itro s  ,

i - -Una pai t̂e alícuota de:-100 mi de este inoculo se colocó 

.en caída uiio; de los; matraces-de una serie de ellos, de 500 mi. -.

' Los mgtracesjy su.eonténido se esterilizaron  en;ün autoclave. 

-rdurairce 20-m inutos'a úi%-presión de, 2..1:g-por ícm ,̂. etiiniáído-.... ; 

se, .a--continuación,..a'25S.r4 5.9 C. Esporas*de' Strewtomyces auu'eo- 

' faoiens '.cepa S-77" se separai''on p.or lavado' de una muestra de agar 

ntrLai.cio''con agua.,.destilada ;e s tó r il,.. focando utTa'. suspensión 

ene. contenía, apróximadárnénte,''.l".y^ .m ililitro .

" Úna' ;.p$ite'' álí.cuota:-:,;de ;'l , p . mi 'tíá -e sta^suapen sión. . se : aSadió ; a 'un 

nnatrazAde,. 5QO'4mí í ' ! p <^t^ ía '.^0 -'m í edi; /es tóril-';'émf r i  tadó.

31- ;,-:atraz que 'conteníale.! ,medip; sembrado.''.se incubó- a '289;.,0 ;du-' 2 

: ranté" 24...,h'oras-, - en. .:un agitador' dó vaivón. que actuaba "a tazón ;' 

.'de 11,6 osCilaoi.ones) por minuto. -X

^e,;prep.^ótun^me.di ó-'-de' ̂ éim^t'aclón "de.:'apu#'dp ;cóhXlá f  ó r- 

mula siguiente.: ". ' A;. ' ;2„* ..-' "'''''.'-2. - ,X'X';-2Xb_.

20

25

.-Líquidos- - de.- maceraciÓn'. de. '
-mai-z-bbr.; " " - .... ;2- ..../p-..;''

:'CaOOYg'XÚXA.2 ,2.""'l""X," . b'X

(NHpLSO/ ;'b . . X.. ú '

:-MgClg.6H Og .p;2,; 2''".".. ' b.

'NH 01 2' - --:i.n..-'.:....2' -'-"--'b... '
- 4. - * '. - ' 2
FeS0^.7H^0 . p X 2 ^

ZnS02.7H O
4 2 ' .

mso^.4HgO 

OoCl .ÓH O- 2 2 1 b
ñgu.a hasta

55,0 gramos

25 gramos ' X" 

-29.':''' - grám-bs 

X5,..' y-gramós.-'-s"--" 2. 

granos '-g'. 

1,5 gramos .;:X.-b 

b,0602grámos"' 

0,100 gramos 

0,050 grano s 

0,005 granos 

1Ó00 m ililitros

30 Porciones- de 25 mí de este medio se colocaron en cada uno de



--los -.matraces- de tms. serie:de erleameyer. de 250 mi.y se aSa- 

ydierou, a cada matraz,..0,5 mi' de aceite-de manteca.de cerdo.. "1 

uno de los dos- matraces ;;.( A ) , 'e leg ido . en-esta - serie ,....se le ana- 

dieron 1,25 'mg_de.;SU.Ífadiazina sódica, conseryandose .el otro  

matraz' (B) como control..'El...contenido.,de /los matraces- .(A) y -  

,(B)., s s 'e s t e r i . l i^  . qwan'te; 2Q..viinutos"'ehpá¿ /ah^.bcl^vé^; á tma. 

opresión,dé 1¡,05 .enfriáíidose después' a',.25;^'45- C',,,Al...

"-ifinái del \periodo -dé incubaciónÉdel- inóculo de-. 24"'ñoras, "se.;,.-.' 

^añadieron a. los m.a.trace.s,.(A) y :(B ). partes-al'icúotás' de 1,0 sil', 

de.l"; inóculo: ve,gét'ativo.--J6jl;me.'dio'inoculado' 'Se. incubó ,-a.-*25s c.. -

durante 144 hor.ad? en- un-agitador rotatorip...?què,/.actuaba' a;18d/ 

:réyplucl'énes.'ppr jtinuto:..\';:Te:^hñ'adO;i'él0'peri.^

''sei'éns^'0'en....la' masá*./;férmeR'tad'a'/la.;7  ̂ te-"'"/;

tíaciclina,;.Sé;-determinó''Aá",pyep de 7-cloro

6-de.smé'liltetracicliná por cr omat o gra fía  de papel.: - - / 1/1 /

. .. . E l matraz (A ) , que no contenía :sulfadia.zina sódica, dio 

un ensayo de .3600 mcg/dnl de. 7-c  loro te traci c lina , 48.0 mcg/ml ¿ 

de te trac ic lin a ,'280 -mcg/ml de 5a ( i la ) -d e  hi dro cloro te t r a c i-  : 

c lina  . - N o exis te e vi de nei a- de 7-e l  or o-6'-de sme t i l t e tracie lina. . 

'81 matraz (B ) , que contiene 50 mg/litro de su lfad ia z ih a só d i-  

ca, dio un ensayó de 2400 mogani -de 7-cloro te trac ic lin a ,-8 0 . 

mpg/ml. "de,'., tetraciclina.,;. 130 m cg&l' de 5a . (lla )-d eh id roc lo rp - - 

te tracie lina... .y - .15.5 meg/mí de '7-clpr.p-6^desme t i lt e  tracic lina."

:EJE;:c?LO '21:!!.,!''"!--i?!

l... Sp ''rep itió .e l procedimient o del,ejemplo; p receden teex ­

cepto-que* .se empleó uña- série gradual!de-..-c^ltidades-'dé .su lfa --; 

diazina.;sódica. Se ensayaron las masas"de fermentación.',.! des­

pués de la  recogida, mediante técnica-de-cromatografía^de..papel

y se obtuvieron los siguientes resultados :



- Sulf adì asina 
ag/L.

OT(
(Flu.
acg.

r . , o 7'' '̂ 7350

6000

ri'.' : 3325

510

*1, "^ 1 -70 '̂A ...Iry 180

A) Acetato ile ,^
B) Acetato de butti

***0T0 ( Fluoro. )=  7-cl< 
T̂O = Tetraciclina ,

== 7-cloro-5a( I l i
;.^A-ÌX^=;Jd-des

x s ign ifica  c ue est; 

'^i7^rsl,giiiRc'di:.gue/e



'Sé* rep itió  él. procedimiento del.'.'e'jempló.'2, excepto ¡íue'';; 

-';ae.-'ampiear ón-'-las caritidades indicadas de los inhibidores- de ' '

_ metilación, áq'ní. especificados, en lugar., de suifadiazina so-"" 

" dica. Los;.mo3tos de-fermentación se.ensayaron, después de rea- 

* lizada ésta, m edirte tédnica-de.cromatografía de papel. Los 

' "resultados de los ensayos se iiidicati, "a. continuación, en la  - 

tabla 2: -- - i  - _ . ' i r  "

10

15

TABLA 2

Ensayo croma tom dfi co con tiras de papel g

Cualitativo Semi cuant it a t i  vo ̂

7 -cloro-6 -des- 7 -c loro -des- 7 -c loróte - 
-'/M tiltet^o i^J j^tilté^ i^ci,.'* tra.cicliiÍQ¡ - 
- i. clina - clina; ; ' dnc
i .i ';  . mc^/ml . '

Compuesto

' , . N ' - (  ^ '-d im etil-
; ' aero i l )  su ifaáilamida

ESE' '

. 50

-Z.Vt-

J ...,iN ̂ -(/  ̂ ^-dim etilacroi! ' " .
 ̂ sulfon i  lamid a . "  ' - 10C <

g ....S-sulfaíii.laBiidóii ̂ Ó'-ái
m.-- m etil-s-t l i a z i n a . y ; r . 1 0 0

. piridaziná ' - g ip  100

i  '.'''̂  3-su-R'aii'ilamido^
m etilpiridazina..' ICO

3r-sulfanilamido^6r-meto-'
. xip iridazina . ; - r 50

-í 2p
3 -su If anilam id.o-6-Ên to - 
xip iridazina i,..- . 100

. 3 -su lfen iìaddo -6 -net i l -  ' -
f tio.piridáziná l ' 100

x

X

X

grifi:í,.
^ ¿¿s-á'

- 3'

2-sulf-aniÍamid o-4-me t i  1- 
pirimidina/ f ' . 100

- 8 -
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(continuación)

-Ensayo cromntoyráíico con" tiras d e p a ^ # ^  

-Cualitativo 1.:'y' y. S emi cuím ti t ativ o

'

áan
;4!á¡

7-cIoro^-ó-á.es- 7-clcro^des-y7-cíoiots  
metilteLtracicii m etiltetra - y traeicíi^

na ciclina
CiCK^nl .

H<a.
Lgó..ñlCPsÓml

"".'. Compuesto

' 2-suifanilemiíd'b-4,6 -d i-.. 
me'ti'lpiriE'iidina' ...

'N/r.(3i4"dimeti'lbenzoil)-

N .'-.(3 ) 4-diínetilbeñzoil)^ 
' su ll anils,mid a - - .

N/-(3 ,5 -d iclorofen il)-'
- s u lf  aniieánida -

:.^S./.

100

j¡S&
a?̂tTApy.

¿.-sulfanÌlaEiido-6-ùlo-2-

'''ropirázina.

^.-*MU'lianÌlamidór*ù"'Clo**3% .

"I'opirazina'''

. - 2:-s,uli' sn i  lami'd o i6-c I  ó - - 
ropirazina -...,.- 7 '-... 87. *>.',

-j3,^'ldicmiino--dife ñ í l -  ,
/sulipna''"'' . . . . . . ' / ' 3' - - .  . : .87; , . . . .7 ' ' - "  . . . , -

'Íí ( - fe n ils u if  aiiilaniidà

' 2l s u l f  añilam.id'ó^piri'di-; 
na*. - y  3'3*7''' _ ,3 -yy/y'.'. .73.3'3

'3-su lian i land* do-pir'ida- 
ziua .-"--y;. -,/'- './7/. yy;-3:7'. y/

:3-su lfan il& y ido -p ir1da- 
zina

*'3nsnif-ani'l'aniido-4y5'^di^'; 
R etilp iiidazina  ....

j2-benceno^uMddami§-o-!. 7.'
,p ir im i:d in à °3 ''.....r;.--/. - ."3*

'ropii'ii^idina;

na/.

"'dins

50 X
- './*

. ^

3100. X - : - * - -
- y.. - -y - -y — - .. -... - - " .... - _

: IQO' .. x .., . 50 _
— : . 242 ..
30 xJ3-"(3'-...//irr/y " 3- 3,r8-y/.;i. 3/.. .. .J J J '/ g §

... ' ... ^ 7-.'
yy'40 7'_...('(x..J3y/ . J-/,.- 125

- - - -.. - " * Z y////
.:8-/../'//"'*''*:i.y7a.i7 " It., '-.3' "' './.3.'3-i-'r-.-.3

7/50.,3'3'3..x_ : 30 r /  3
/I' " '* 77-

* '50 /3.3'x'" 375 210
"/- ^$8 /

8 .... - ,y- ̂ y ^ ^ y
_ 10 X 45 - , - ." .¡.\ '3.65. '. ..

-L.. '...y.ŷa-.. -* ' 3
'3-500.. - X 88 172
7'"''*7 -77: :-///.""- .'-i.-: /.3r/'3y

* / ... 3'
y--'- 50 X 365. 4053-3' ..*" . - SS&áE9S3&

-y 33'3- * _ ..y7787''''7.-
* 100 3* ./'x/3':d/ '45 ...- 7 ^5/ * 73̂ ^

1000
—. ''''"''ir:.-, '. r 3"/.'//3'8./''3-''3' .. /.."J/

X 169 ' 7. go *" :*. *//;
'!'3'B Z .

3-100. y x - . y ;/ -yy27 ;/  3/ 368
". -'3:; '1 - --"S' .. r
. . 50 X 3(7r37/i.3 9̂5/-' 3 80 *
. .-- '. . - - -.." /'.*-y./'.;8'*

50 X ''/7./,.','. 23:4*;/ 56$/.
37/-.- , 5/7 #.'/
"100. 3.'''...x/l3,'' tjr 'JJlpO/';; ' -- ../33"'.5Ó .y/'i""* . ts ̂  jjí*

i'"/' S s #
'8/"Z 'j '3/-ŷ /././*/_ - 7  . h ? #
-9 3.. '3.-;...' ^

':7y 7.'" -' ''Z'yyyy/ry.y -'y'"- -* 3)./'i



- E s ta 'so lic i tud que pdrre's.poñde.''-a'--la'' presen ta^ifenrloá},.* 

Estados Unidos de imiéri.ca e l 14 de Marzo de 1960, bajo e l  Nú­

mero 14503, se acoge a los beneficios del artícu lo  $1 de l vi­

gente Estatuto de Propiedad Industria l. - _

N"0-T Áp

Los puntos: de'..invención\q:r opia. y ' nueva que" 'SeJpresent.an." 

para que sean objeto.de esta Solicitud de Patente de Invención 

en España ..por ..VEnilE.aííos, son lo s  siguientes: ".

i 1 - . -  Un procedimiento...para producir 7 -cloro-6-desm etil- 

te trac ic lin a ,' carnet erizado por fermentar un microorganismo., 

'productor de tetracic lina  o uno productor de 7 -c lo ro tetrac i-

..clina del genero Streptomyces en un medio nutricio  acuoso, en 

presencia de una cantidad' efectiva. dé uíi inhibidor de l a m e t i -  

lacipn que tiene' .'la- .fórmulá-.^^ ''I'.'."- 'i*

; '' ^ -SO^-NH-R '̂ ' ' -  ' y;.

p tuiia sa l básica/del , mismo, donde R  ̂ es H ptNH^. ,y es ' fe- 

n l lo , . pi'ri A in ilo , t r i az in ilo , p ir id a z in ilo ,-pirim adinilo

CH

O- CH=< 

O
3 2-

- 2 - . -  Un procedimiento según e l  punto ic ,  caracteriza- 

do %Qrgp'e...dic.ño: in iiib i nantida-*..

des .en tre 10 mg por l i t r o  y 1000. mg por l i t r o .  1./' . ' -



.. 5

ió.

3 ¿ -  Un procodimieuto. s e ^  los ..puntos.',is.. ó'%S;,\:car-ac-.'..."3.'-'

* teil-zado porque dicho microorganismo' es una cepa de- StreptcOw- ' - 

ces 'Aureof aciens. ;. dd-"-' 'd' /"I

- 4 d - U n - procedimiento g .e gdn^cua lqude rá ' -d e 'do s ' lpun 't ./ 

. a -3-, "Cargtoterizado' porqúe la¿cc ion  del Inhibidor de -lam eti-. 

lacidn .es controlada, añadiendo ácido p-aminobenzoico.y/'o. ácido ..

fo l ie  o.  ̂ ""' ..''-''.i'.

5^-.- Un procedimiento,para, preducir' .7-cloro-6-desmetil-^' "

h tetracic lina . . 'dd" _ ",d;d^.'U. '.r.û  "' .̂"hd ' ...." -p-"- - '

- Tal. ycomo.se .ha', descrito.en la  memoria que antecede y

con* los-.-'fínes que'.ser ha^;' especificado.-...- ."u"-p :,'.d\ d'p;,,,--..,.d,d

3 'Li;EstaiHeinoria¡;.'con#:%..de* .qnc'ét.dojas-^scritas a máquina ' "

.-''poipundisolajcara. "''-'''r''''d--3;'dr" 'f '  ' d d  ..'J d

'd;...r .f 'Madrid, ' " tS^ABR r^gíd '

-  l l


	Bibliographic data
	Description
	Claims



