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PRODUCCION DE MATERIALES QUIMICOS" . ... ..

a favor de

BRISTOL-MYERS COMPANY. ....oooooiioeieroecer e eeseansneees

domiciliado en _Thompson Road, East Syracuse (New

Yark),. Eatados. UnidoB oo

Prioridad: de la solicitud de patente estadouniden
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Esta invenoidn se relao:.ona con un nuevo pwc“é'ﬂimlentoc}%ara
realizar una fermentaoion aersbiosa sumergida, como la p&\xccim
de un antlblotlco, y mas partiocularmente con la adi&&o de un pro-
ducto de condensacion soluble en agua, de un peso molecular medio
del orden de 1600 a 2800, de oxido de etileno con un producto de
condensacion de este oxido con glicol propilénico a fin de reducir
la espuma superficial sin disminuir al mismo tiempo la proporcicn

*de oxigeno disuelto o el nivel de transferencia de este elementos

En la realizacion de una fermentacion aerdbica sumergida, se
producen frecuentemente de manera espontanea grandes cantidades de
espuma superficial. En el mejor de los casos, esto significa que -
el recipiénte .de fermentacidn solo puede llenarse con medio parcial-
mente, lo cuel ‘incrementa. el ooéto- por unidad, y en el pemr de los
casos parte del medio y del producto en €l contenido se pierden -
cuando el espumado rebosa el recipiente durante la fermentacion. 4
La supresion de la espuma superficial es por consiguiente altamen—
te deseable, habiéndose practicado profusamente. En las fermentacio
nes de antibioticos, el método habitual ha consistido .en la adicién
periodica de un agepte antiespumante durante la fermentacion. Por
razones de bajo costo y baja toxicidad respecto al microorganismo
objeto de cultivo, se ha hec.xho uso del octadecanol disuelto en acei-
te de manteca de cerdo como preferido agente antiespumante. En ale
gunos casos, el citado aceite sirve también de metabolito, en oiér-
to grado por ejemplo en las fermentaciones de tetraciclina. Sin =
embargo, este uso del aceite de manteca de cerdo ha creado otros
problemas. No es muy eficiente y par lo tanto han de emplearse' -

grandes cantidades, con el consiguiente y considerable aumento de

- gasto. Ademés, la adicidn de tal aceite disminuye notablemente el

oxigeno disuelto y par .consiguiente el coeficiente de absorcion de

oxigeno, reduciéndose asi la eficacia de la aeracion. Resultado de
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ello puede ser unarparoial indigencia del-microorgani§d3 en cuanto
a disponibilidades de oxigeno y una disminucion en la produccion

del deseado metsbolito, por ejemplo el antibidtico que se esté pro-

Era pues el objeto de esta invencion superar estos problemas
mediante la crescion de un procedimiento qﬁe redujese notablemente

la espuma superficial sin disminuir apreciablemente el oxigeno di-

Se ha logrado tal objeto con la mrovisidn, de acuerdo con la
presente invencién, en el procedimiento de produccion de meterias
quimicas por el método de fermentacion sumergida y serificada de
un microorganismo, de la‘operacién de debilitar y reducir la espu-—
ma sin disminuir apreciablemente'las proparciones de oxigeno disuel-
toven el osldo de fermentacion, cuya operacion comfrende.la adicion,
como agente desespumante, de un producto de condensacion soluble‘-
en agua, de un peso molecular total del orden de 1600 a 2800 aproxi
madamente, de oxido de etileno con una cadena polioxipropilénica
hidrofobica formada.mediante condensacion de oxido de propileno con
glicol propilénico, teniendo dicha cadena hidrofébica un peso mole=
cular del orden de 1500 a 2500 aproxﬂnadamenfe y constituyendo un

90»% aproximadamente en peso de dicho producto de condensacion solu

Como dda especificas y preferidas versiones de la presente in-
venoidn, se proporcionan de acuerdo con ésta, en el procedimiento
de produécién de acido 6-aminopenicilanico, bencilpenicilina, fenoxi
metilpeniciline o un antibidtico de tetraciclina por el método de
fermentacién sumergida y aerificada de un microorganismo, la opera-
cion de debilitar y reducir la espuma, sin disminuir simultaneamen-—
te<de‘modo apreciable las proporcicnes de oxigeno disuelto en el

caldo de fermentacion, que comprende la adicidn como agente deses=
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pumante, en un peso igual al 0,01 % - 0,20 % aproiimadamiqu?
modo'preferible alrededor gel'o;OS.%, del peso del medio, de un pro~
ducto de condensacion solublg en agﬁa, con un peso molecular total
del orden de 1900 a 2000 aproximadamente, de oxido de etileno con
una cadena polioxipropilénica bidrofobica insoluble en agua, forma-
da mediante la condensacion de o6xido de propileno con glicol propi-
lén:i_.oo, teniendo dicha cadena hidrofobica un peso molecular de 1;50
aproximadamente y constituyendo alrededor del 90 % en peso de dicho
producto de conglensaoién soluble en agua; y la operacion de debili-
tar y reducir la espume sin disminuir simulténeamente de modo apre-
ciable las proporciones de(oxigenp disuelto en el caldo de fermenta~
cién, que comprende la gdici§n,_como agent§ degespumante J en un pe-
so igual al 0,01 % - 0,20 % apr;)xima_,damente, y de modo preferible alr:
dedor del 0,0 %,‘del peso @el medio, devun producto de chdensacién
soluble en agua, con un peso molecular tqtél del orden de 2500 a -
2%00 aproximadamente, @e é;ido de etilgno con una cadena polioxipro-
pilénic; hidrofdbica insoiuble en agua formada por lg,oon@ensacién.
de oxido de propileno con glicol propilénico, tenienda dicha cadena
hidrofobica un peso ﬁolecular de 2250 aproximadamepte y constituyendo
alrgdedqr del 90 %len peso del citado producto de condensacién,golu—
ble en agua. |

Ejemplos de los agentes desespuﬁantes de la presente invencién
son comercialménte oﬁtenibles de la Wyandotte Chemicals Carporstion,
de Wyandotte (Michigan), bajo la marca comercial Tegistrada de =
“Pluronic”, pof ejemplo el Pluronic 161 o0 el Pluronic 181. Otros
miembros de lg serie Pluronic; que tienen pesos moleculares o‘oom-
posiciones fuera de los valores anteriormente definidos, no se in-
cluyen en el ambito de le presente invencion, pues su empleo nq gon-
sigue los objetivos de,éstg.

Para facilitar la operacion, el agente desespumante de la pre-

™
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sente invencion se aflade preferiblemente al medio de la féggentaoién

antes o después de la esterilizacion, pero antes de la inoculacion,
si bien puede afiadirse, si se desea, durante la fermentacion. Le adi
cion puede efectuarse en una o muchaé porciones. De hecho no sé pfe-
cise su adicidn hasta que se inicia un intenso espumado, que en ca-
sos raros puede producirse muy avanzado el ciclo de fermentacion,
pero que por regla general ocurre al coﬁienzo de dicho ciclo, por
*sjemplo entre las horas décima y trigésima. En los casos en que se
afiade aceite de manteca de cerdo como nutriente al comienzo o casi
8l comienzo de una fermentacidn, par ejemplo en una fermentacion de
tétraciclina, puede gque no sea necesario afiadir el agente desespu=
mante de la presente invencién pasta la mitad del ciclo de fermen-
tacion. A
Desde wn punto‘de vista puramente practico, el agente desespu=
mante de la presente invencion se usa en las minimas proporciones
efectivas, determinadas por simple ensayo. las proporciones mreferi-
das oscilan entre el 0,01 y el 0,20 % en peéo respecto:al del medio,
y més preferiblemente ain entre el 0,05 y el 0,10 %,
Como se vera mas adelante en los Ejemplos, los agentes desespu
~mantes de la presente invengién eliminan la necesidad de emplear

aceite de manteca de cerdo como antiespumante en las fermentaciones

productoras de acido 6~aminopenicilanico, fenoximetilpenicilina, -

bencilpenicilina o un antibiotico de tetraciclina,

Sin embargo, el citado aceite puede constituir un nutriente
esencial en una fermentacion, por ejemplo de tetraciclina; cuando -
gse afiadieron pequefias céntidades de dicho aceite como nutrienté
esencial & una fermentacion de tetraciclina, se observd que no se

producia descenso alguno en las titulaciones, es decir que por lo

menos se producia una cantided del antibiotico deseado igual a la

obtenida cuando el referido aceite comstituia el Unico antiespumante.
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.T=-cloro~b-demetiltetraciclina, 53(11g)-dehidrbtatraciclina, 7=cloro-

invencidn, sin limitarla & los mismos,

.un 7,5 % de lactosa, un 4,0 % de harina endosperma de semilla de algo

‘_,'.v\‘.\q.—ﬁ'-“-”- = -

Cqmo se muestra detalladaments en los siguiehtes ejempios,
los agentes desespumantes de la presente invencion son particular=
mente Utiles en la produccién de acido 6-aminopenicilanico median=
te fermentacion sumergida y serdbica de un organismo productor de
peniciline, tal como el P. chrysogenumj natufalmente, no se aﬁéde
ningin precursor quimico tal como el écido fenilacético o el &cido
fenoxiacético. En este proceso ha de controlarse un profuso espuma~
do y las cantidades de octadecenol en el aceite de mahteca de cer-
do requeridas cuando se emplea tal agente desespumente son elevadas
¥ al mismo tiempo reducen muy considerablemente la proporcion dé
oxigeno disuelto y por consiguiente la produccion del material de-
seado. Por el contrario, el uso én tal ferﬁentacién de un agente
desespumante dé la presente invencion suprime par completo, salvo
une cantidad insignificante, la espuma superficial, sin disminuir
la proporcidn de oxigeno disuelto y sin reducir la produccion del
material deseadoe

| La expresion "antibidtico de tetraciclina”, tal.como aqui se
usa, se refiere s lé serie bien conocida de antibiéti&os producidos
por fermentscion del S. aurecfaciens, S. rimosus o especies equiva-
lentesy esta serie inciuye a la tetraciclina, 7-clorotetraciclina,

S5-oxitetraciclina, T-bromotetraciclina, 6-demetiltetracicling, =

5a(11a)-dehidrotetraciclina.

Los siguientes ejemplos se ofrecen para ilustrar la presente

Ejemplo 1

Se realizaron dos fermentaciones aerdbicas sumergidas de acido

6=-aminopenicilanico usando P. chrysogenum en un medio formado par

dén (Pharmamedia), wn 0,5 $ de S0,0s . 2Hp0, un 0,4 % de SONap y un
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- 1,5 % de COBCa. Em ambos casos, se dispusc la fermentacidn en la for |
ma habitual, con un dispositivo sutomatico suministrador de una -
mezola de octadecanol en aceite de mé.nteca de cerdo como agente dese
espumante sieﬁpre que la espuma superficial alcanzaba una altura °
incomreniehte.

Una fermentacion sirvié de control y en le otra se afiadio al
medio, después de la esterilizacidn pero antes de la inoculacion,
*un peso igusl al 0,5 % del peso del medio, de un producto de con=-
dengacién soluble en agua, de un peso molecular total de 1900 a 2000
aproximadamente, de 0xido etilénico con una cadena polioxipropilé-
nica hidrofobica, insoluble en agua, formada por condensacion de
oxido de propilenc con glicol propilénico, teniendo dicha oadena -
hidrofobica un peso moleoulap.dé 1750 aproximadamente y coqstituygg
do alrededor del 90 % en peso de dicho producto de condensacion so-
luble en agus, es decir el Plurenic L61.

La prueba en la gue se utilizo el agente desespumante de la
presente invencidn mostrd una titulacion maxima de 3480 mog/ml de
é.ci&_o 6~-aminopenicilanico (a las 120 horas) y no consumié absoluta-
mente ningin desespumante de aceite de manteca de cerdo durante la
fermentacidn. Bl control mostrd una menor titulacidn mAxima de
2920 meg/ml de acido 6-amin6penicnéniqo (a las 140 horas) y hasta
el momento de alcanzar la titulacion mixima consumi¢ gran cantidad
del referido aceit_e, concretamente un peso igual al 0,90 € del peso
del medio.

EBjemplo 2

Se realizé una fermentacidn de la manera descrita en el Bjemplo
1, con la excepcion de qlze la proporcién del 00303 en el medio se
incrementd del 1,5 al 1475 % ¥ la del agente desespumante (Pluronic
161) se incrementd al 0,10 %. La prueba mostrd una titﬁlacién méxima

a las 140 horas de 3280 mcg/ml de 4cido 6-aminopenicilénico y no.
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un peso moleoulgr de 2250 aproximadamente y constituyendo alrededor

. dél 90 % en peso de diché producto de ‘condensacion soluble en agua,

‘no disuslto en el caldo de fermentacion, mediante la adicién al mis-

consumié absolutamente ningun aceite de ﬁnteca de cerdo con octa-
decanol.
Ejemplo }

Se realizé una fermentecién de 1a manera descrita en el Ejemplo
2, con la excepcidn de que, como agentei desespumante, 88 usd un pe-
so iguad 8l 0,05 % del peso del medio de un producto de condensacion
soluble en agua, con un peso molecular de 2500 a 2700 aproximada-
mente, de ¢xido etilénico con una cadena polioxipropilénica hidrofom |
bica insoluble en agua, formada por la condensacidén de oxido da‘pro-

pileno con glicol propilénicog teniendo dicha cadena hidrofdbica

es decir del Pluronic 181, la prueba~mostr6 una titulacion maxima a
lag 140 horas de 3760 mcg/mi de écido 6~aminopenicilénico y no consu
mio absolutamente ningun égente desespumante de aceite de manteca ds
cerdos
REIVINDICACiONES ‘

1. Procedimiento de prodﬁccién de materiales quimicos por el
método de fermentacidn sumergida y aerificada de un microorganismo,
caracterizado por la.operacién de debiliter y reducir la espuma sin

disminuir simultaneamente de modo apreciable la proparcidn de oxige-

mo, como agente desespumante, de un producto de condensacion soluble
en agug, de un peso molecular total del orden de 1600 & 2800 aproxi-
mademente, de Oxide etilénico con una cadena polioxipropilénica hi-
drofobica insoluble en agua, formada por la condensacion de 6#1&0

de propileno con glicol propilénico, teniendo dicha cadena hidrofo-
bica un peso molecular del orden de 1500 a 2500 aproximadameénte y
constituyendo alrededor del 90 % en peso de dicho products de conden

secion soluble en agua.




Ao

10

15

20

2

30.

.disminuir simulténeamente de modo apreciable la proporcion de oxige-

‘soluble en agua, de un peso molecular total del orden de 1600 a 2800
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2. Procedimiento de produccion de materiales quimicos por el

A

-

método de fermentacion sumergida y aerificada de un microorganismo,

caracterizado por la operacion de debilitar y reducir la espuma sin

no disuelto en el caldo de fermentacion, mediante la adicidén al mis-
mo, comB agente desespumante y en un peso igual, per lo menos, al
0,01 % del peso del me&io, de un productc; de coridensacion solublg
en agga, de un peso ;noleoular total de{l. orden de 1600 a 2800 aproxi-
madaménte, de oxido etilénico con una cadena polioxipropilénica hi-
drofobica insoluble en agus, formada par la condemsacidn de oxido
de propileno con glicol propilénico, teniendo dicha cadena hidrofd-
bica un peso molecular del crden de 1500 a 2500 aproximadamente y
constituyendo ;alrededor del 90 % en peso de dicho producto de con- _
densacion soluble en agus.

3, Proce&imiento de produccion de materiales quimicos per el
méiodo de fermentacion sumergida y aerificada de un micpoorganismo,
caracterizedo por la operacion de debilitar y reducir ‘la espuma sin
disminuir simulténeamente de modo apreciable la proporcion de oxige-
no disuelto en el caldo de fermentacion, mediante la adicidn al mis-
mo, comé agente desespumante y en un peso igual al 0,01 - 0,20 %

aproximadamente del peso del medio, de un producto de condensacion

aproximedamente, ‘de oxido etilénico con ubja cadena polioxipropilénica
hidrofdbica insoluble en agua, formada por condensacion de oxido pro
pilénico con glicol propilénico, teniendo dicha cadens hidrofébice
un. peso molecular del orden de 1590 a 2500 sproximadamente y consti-
tuyendo alrededor del 90 % en peso de dicho producto de condensacidn
soluble en agua.

| 4. Procedimiento de produccion de materiales quimicos por el

método de fermentacion sumergids y aerificada de un microorganismo,
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caracterizado por la operacion de debilitéi' ¥ reducir labgspuma sin
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disminuir simultansemente de modo aprecieble la proporcion de oxige-
no disuelto en ol caldo de fermentacidn, mediante la adicion al mis-
mo, como agente desespumante y en un peso igual al 0,05 % aproxinia-
damente del peso del medio, de un producto de condensacion soluble
en agua, de un peso molscular total del orden de 1600 a 2800 aproxi-
madamente, de oxido etilénico con una cadena polioxipropilénica hi-
drofobica insoluble en agua, formada por condensacion de oxido pro-
pilénico con gliooi prdpilénico, teniendo dicha cadena hidrofdbica
un peso molecular del orden de 1500 a 2500 aproximadamente y consti-
tuyendo alrededor del 90 % en peso de dicho producto de condensacion
solublé en agua.

5+ Procedimiento de produccion de dcido 6-aminopenicilénico,

clina por el método de fermentacion sumergida y aerificads de un mi-
croorganiemo, caracterizedo por la operacion de debilitar y reducir
la espuma sin disminuir simuliéneamente de medo apreciable la propor
cién de oxfigeno disuelto en el caldo de fermentacién, mediante le
adioiéﬁ al mismo, como agente desespumante y en un peso igual al
0,01 - 0,,20‘74 aproximadamenﬁe del peso del medio, de un producto de

condensacion soluble en agus, de un peso molecular total del orden

poliozipropilénice hidrofdbica insoluble en agua, formade por coﬁde_zll_
sacidn de Oxide propilémico con glicel propilénico, teniendo dichs
cadena hidrofébice un peso molecular de 1750 aproximedamente y conati
tuyendo alrededor del 90 % én peso del citado producto de comiensa-
cién soluble en agua. | -

é. Procedimiento de produccidn de &cido 6-aminopenicilénico,
bencilpenicilina, fenoximetilpenicilina o un antibidtico de tetraci-

clina por el método de fermentacion sumergida y aerificade de un mi-
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r croorganismo, caracterizado por la operacion de debiliter y reducir
la espuma sin disminuir simulténeamente de modo apreciable la propor
cién de oxigeno disuelto en el caldo de fermentacion, mediante la
adicion al mismo,_oomo agente desespumante y en un peso igual al -
0,01 - 0,20 % aproximadamente del peso del meﬁio, de un .producto de

’condensacién soluble en ague, de un peso moleculat total del orden
de 2500 a 2700 aproximadamente, de dxido etilénico con une cadena

" polioxipropilénica hidrofcbica insoluble en agus, formada por conden
sacion de oxido propilénicé con glicol 'propilénico, teniendo dicha
cadena hidrofobica un peso molecular dé 2250 aproximedamente y cons—
tituyendo alrededor del 90 % en peso del citado producto de condense
cidn soluble en agua. .

7. Se re:';vindica por ultimo.como objeto sobre el que ba de re-
caer la Patente de Invencidn que se .solicitas "PROCEDIMIENTO DE PRQ
DUCCION DE MATERTALES QUIMICOS". ' ‘ )

' Todo tal y cbmo se déscribe ¥y reivindica en la. presente memo-
ria, que consta de once paginas escritas a méquiha. .
Madrid, 15 de Abril de 1963
ALFONSO UNGRIA
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