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HMEHMORIA DESCRIPPIVA
que se presenta pare wnir a la solicitud
d e
PAPERTE D$ IRVENCION
formlada el 25 de Junio de 1963; con el Mim. 289.331
' en !
EsPaFa
por YVEINTE afios .
a nozmbre de QLIN MATHIESCN Grﬁm;CAL CORPORATION, _entidad

nortesmericana, estaklecida en 460 Park Avenue, Nueva York,

N.Y., Estados Unidos de América, pors R
“PROCEDIMIBNIO PARA PRODUCIR 4-N-DEMETII—4~F-ETIL
OXITEPRACT LINA" ' -
-~ . =

L& presente inwvenciédn se refiere z la produccidn de
4-§-demetil-4-N-etil oxitetraciclina. Mds en particuler, 1a
invencidn se refiere el nuevo antibidtico 4-N-demetil-g-~N-
etil oxitetraciclina y & un método pera fabricar este com-
puesto por medios microbj.olégicos;

la 4-N-demetil-4-F-etil oxitetraciclina se produce
ponienélo en CultiYO une cepa del microorganismo Streptomyces
rimosus {NRRL 22.34) en un medio de fermentacidn -en condicio-
nes aerobias; en preseucia de etionina.

las condiciones de fermentacidn son en @neral las mis-
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mas que en loé m(étodo‘s; usuales de producir tetraciclinas por
fermnentacidn. El medio de fermentacidn contiene- los wuzles
nutrientes, y fuentes minerales que' guminie tran earbono,
nitrégeno y energia al cultivo de desarrollo. Entre los nu-
trientes adeouados se incluyen, por ejemplo; los carbonidre~
tos btales como féecula, dextrose, sacaross, glucosa, melesza,
y fuentes de nitrégenc tales como ia pulpa o barina Ge soja,
levaedura, extractos de carne, lfgquido de maceracidn del .waiz,
- materia soluble de destileria, ssles inorgdnices tales como
ei cexrbonato cé.lcico; au]r.ato aménico; 23l cowo elemen tos
traza y otras sustancias ususies.

Adends es esencial afiadlir al ¢.itivo etionins, pu-
diendo usarse etionisz Diy D o L. Ia proporcidn de etioni-
na a afiedir al cultivo se halla“coﬁprendida entre uncs 5C
mg y alrededor de 1%0 mg por litro, y preferiblemente de
wnos 100 & 200 mg/l, aprozimadamente. La etionina, de pre-
ferencia, se aflade o echa en el culbivo en desariollo.

El medio (A) empleaco para preparaciones iniciales

de indeculo en tubos oblicuos tiene la composicidn siguien—

to:
Alimento de avena, infantil (Heinz) 26,0 gramos
Peste de tomate (Contedina) . 2G,0 gramos
. hgar (Difoo) . 15,0 gramos

Agua corriente {del grifo), nasta un li-
$r 0.

kDe este.medio se distribuyen 20 ml en tubos de ensayo
de 2 1/2 x 15 cm teponados con slgoddn, gue se esterilizen
en antoclave a 121°C dursnie 30 xrix;xutos y se dejsn enfriar
lwego en pomicidn cblicua @ 259C. En los tubos oblicuos se

inocula un cultive de-S. rimosus, que se pone en incubacidn
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a 309C durente 4-5 dfas.
" EL indcule para fermentaciones en frasco o botella

se prepara poaisndo en suspensibn en ague parte del desarro-

1lo de cultivo obtenido en uno de estos tubos oblicuos. Di-

cha suspensidn en agua de aﬁade lu.e #o a un medio estéril

de la compos:tc:t.én (B) que se indica a continuacidn, puesto

en frascos o botelles:

Harina de soja (proceso de extraccidn) 30 g/litro

Cerbonsto cdlcico (en polvo) 7 g/iitro
Glucosa » 50 g/litro
Inhividor de espums (Ucon 18625)' ,005 &/litro

Ague destilade, hasta componer un litro.

.8 Producto de la Unién @arbide Corporation.

El desarrollo del indeulo e 1 litro del medio B, en
un fragco de cuatro litros, se realiza a unos 259C en un
agitadof rotatorio (280 rpn; 5 cm de carrera); durante unas
.7~2 horas.

Para la etapa Ge geminaciéxi en depésito; el indcu-
lo enteriormente citado se intréd_ucia -en unos 30 litros del
mismo medio B, en depdsitos de acero inoxidable de 3:7;85
litros provistos de eireacidn y agitaciém coﬁs};antes. En el
depésito se produce una agitacién de 0,053 - 0,08 CV/100 li-
tros y alreando con 60 cm/min,. de v.s.a. (veloczdad superfi-
cial del a:.re), a una presién de 0, 7 kg/em ¥y una tempers-
tura de 2590, durante 36 a 48 horas.

Pera fermentacién en depdsito de amcero inoxidable de
37 8‘5 litros de capacidad, se utilizan unos 30 litros del
medio (C) sigulente: _ '

Harina de soja % &/1
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Cerelosa (monohidrato de glucosa)

Cerbonato cdlcico {en.polve)
Inkibidor de espma (Ucon LB625) 0,5 &/1
Bl medio se esterilize mediante inyéccién directa de vapor
de egue y manteniendo une tenperatura de 1215C durante
30 minutos, Se aflade de 3% a 6#.de indculo px"ooedenﬁe”d.e
la etape de garminacién en depdsito. Al inoculer se afia-
den por cade litro de medio 100 mg de etionina en solucién
acuose estéril. E1l medio se pone en agitacidn a razén de
unos 0;08 CV/100 litros, se aires 8 razén de unos 30 a 60
cw/min. de V.S.A. & la presibn ae’o,_'(‘ kg/cn® y & una tem-
peradurs é}e 25 Qc‘du.zar_zte 120 a 144 horas.

La 4-N-emst1l-4-N-otil oxitetraciolina se sepexa
del caldo de cultivo por e#'l;raccién con disolventes orgé-
nicos tales como ace tatq de e#ilo, n—butanol; metil-iso- -
butilcetonsa y similares, ¥ luego se concentra el extracto
rico hasta desecarlo por evaporacidn o liofilizacién. El
producto puede purificarse ain més por oromatografia en
columna, dq celulosa. |

1a 4-N-deme t1l~4-N-etil oxitetraciclina se pane de
manifi;sto ¥y distingue de otras tetraciclinas por cromma-
togra.f;’.a en papel; empleendo 'loa'_me'todns de Bohonos y otrs,
Antibiotics annual 19'53-—4; pég. 49; o Selzer y Ezight;
Antibiotics and chemo“cherapy; _b:; 292 (1956). La estructu-

_' ra de 4-N-demetil-4-N-etilamine se pone de ma'.iii.fiesto ng-

diante el uso de etionina DL mercade CHyC *H,-S, asi como
de metionina I mar¢eaia 01433-3 , en presencis de etionina
DL sin marcar. Se aisla la amina;' vidndose que contiene ra-
diac’oividad procedente tanto de la etionina como de la me-
tionina; ¥y que es ocramatogrificemente idéntica & la metil-
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etilamina._

1a 4.N-demetil-4-N-etil oxitetraciclina presente
nédximos de sbsorcidn e las siguientes longitudes de onda,
en le regidén ultravioleta del esmoiro (con papel Thatuan
n¢. 1 tamponada a pH 4‘1,6 segin I'daéllvaine)kz 248, 277, 354
1;& (miliz;i:l.crgs), saliente a 326 ma 5 ¥ ninimos de abhsor-
¢idn a 258 y 310 milimicras,

La 4-F-demetil-4-N-etil oxitetraciclina es un agente
antibecteriano §til pare combetir infeccionss debidas &
baciloa 0 cocos grag~pogitivos y gram~nega'civos; teles co~
m6 los haumococos, estreptococcos, estafilicocos y simila~
res, La sustancia puede ser administrais por via oral o
por via perenteral en las formaes de dodificacién ususles,
ajustada la posologia a laes necesidades individuales del
paciente tratado, de igual manera que la tetreciclina.

| Ios ejemplos gue siguen son ilvstrativos, mas no li-
mi’ca'tiw‘ros; de la invencidn., Tédea las tempeératuras se ex-
presan en gradoes centigrados.

Ejemplo l':'

Se prepara un inéculo de ﬁ;r_eﬁmc_e_g rimosus
(NBEL 2234) poniendo en cultivo el Sireptomyces rimosus
durante 4 2 5 dqia.s en el medio A & 30—3790; seguidos de al-

mapgenamiento a 49C.

A un tubo gi_ua contiene 10 ml del medio B estéril se
le afiede 1 ml de etionina procedente de una solucién esté-
ril que contiene 1 mg de etionina por mililitro. Al tubo
se le afiade 1 ml del indculo de Streptomyces rimosus, y ge
coloce el tubo en un egitador rotatorio (280 ciclos por mi-
mto) & 25°C durante 7 df{ss, El contenido del tubo se aci-
difics 8 un pH de 2 con deido suLdr tody’ s%a@%@r te

10 minutos y se centrifugs. El examen del liquido sobrena=
o5 - ‘
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dante, empieando los métodos de Bohonos y otros que arri-
ba se citen, pone de menifiesto la preaencia de la 4-1\’-de-
metil=4-N-etil oxitetraciclina,

Bjemplo 23

Se z:epite el procedimiento del ejemplo 1 a mayor es-—
cale, como sigue: , »

En un frasco de ’Erlenmeyer de 250 ml se ponen 50 ml
del medio B, que se esterilizen en autoclave durante 30
minutes a 121¢C y se les inocula un cultivo tomado de un
tubo cblicuo del medio 4 con agar. El medio se pone en in-
cubacidn 3;2590 duran te ;?2 héras en un agitador rotatorio
(280 rpu, 5 o de carx:erg).

El:cmtenido enterc del frasco se traslada luego a
un frasco de cuatro litros gue contiens un litro del mis-
no medio,' esterilizado en autoclave durante 60 minutos a
121¢C. El cultivo se pone lusgo en incubacidn durante 48
horas & 25°C en un agitedor de veivén (120 rpm, 5 cm de
carrera).

Al ternﬁ.na'r este periodo de incubacién; ¢l conteni-
do en‘aero del frasco de cuatro litros se introduce en depé-
gitos de 37 85 litros que contienen 30 litros del medio B,
esterilizado por inyeceidn directa de vapor de agum, &
1219¢ durante ’30 minutos. El cultivo es aireado a rezdn de
60 cm/min. de V.S.A. & una presién de 0;7 kg/m® y una tem-
peraturs de 2§éc durante 36 horas, y agitado a regzdén de
0,05 0,08 GY/100 1itros.

Al terminar este periodo de inc u:bacién; se toma un
3% (en volumen) del desarrollo micélico procedente de l1a

etapa anterior, y se introduce en depésitos de acero ino-
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xidable de 37,85 litros, qua contienen el siguieante medic
estéril;
 Harine de soja {proceso de extraccidn) 50 &/l

Cereloss (monohidrato de glucosa) 55 g/1
Carbonato cdlcico 7 /1
Inhibidor de sspume (Ucon IB625) 0,5 g/l

afiadidndose 100 mz de una solucién estéril de etionina DL
en sgua por cads litro del medio:; en el monento de la ina-
oulscién en éste. Bl cultivo se pone en incubecién dwran-
Ye 120 hores ¢ una temperature de 258C y una presiln posi-
%ive de G,:7- kgfng La mezela de fgzﬁentacién se agita a
rezén de 0,08 CV por cads 100 litros, y se airea a razén
de 30 cm/min. de V.5.4. durante las primsyas 24 horas, y &

- 60 em/min. de V.S.i. faste la recogida.

Eiemlo =§'=

4,05 litros del caldo de fermentecidn procedente del
e;jerfiplo 2 se¢ acidifica a un pH de 2;0 con dcido sulfdrico
12, se mezclan durante 10 minutos y se filtran con Celite
lavada en dcido. E1l producto de filtracidn se samete a ex-
traceidn con un litro de acetato de etile, separdndose las
dos' capas gque se forman. Ia fase acuoss se satura con sul-
feto emdnico y se samete a extraccién can wa litro de mce-
tato de etilo. Esta solucién en acetmto de etilo se lleva
casi a desecacién; por destllacidn a la temperatura ambienw-
te y con presidn reducida. la materia sblida parda glutino
88 se pone en extz-acciéu co;z 25 ml de éter, y ol residuo se
disuelve en 20 mi de metanol. la solucién en metenol se po-
ne en evapqrecién hasta que quéda geca, dando 1;95 granos de

un producto sélido amarilio.
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mg ¥ se disuelven gn 500 nl de 4ecido clorh:tdi'ico 0,01N.
A este solucién se. e afinden 100 ml de cloroformo, y la
mezcla se satura con sulfato aménico. Después de agitar

durante 5 minutos, se filtre la mezela y se separan las ca-

. pes ecuoses y de clorofarmo. Lo solucién en cloroformo se

somete a extmccién con cuatr6 parte alfcuotss de 100 ml

de HC1 0 OlN. 1= solucién de HCl es mcogida, saturada con

Asnlfato a.mém.co ¥ sometida & extraceidn can 50 ml de ace-

$ato de’ étlo. _ _

Ia solucidn en gcetato de etilo se seca con sulfato
sédicbm an.hidro‘ ¥ lusgo se pone en evaporacién hasta dese—
carls 5. la témperamra ambiente y coxi pregidn reducida.la
sustancie sélida glutinosa.obtenida se disuelve en 10 ml
de HCL 0,01N, sl cual se sfiaden 10 ml de clorofamo. Cada
fase se saturs preva.amente con la otra. La mezela ss satu-
ra con sulfa®d aménico, se agita durante 5 minmutos y se fil-
tra. Se efeomian nuevé trensferenciasg a con'tracorriente;

ut:.llzando en caede una 10 ml de clorofcxmo camno fase ogta-

" ‘clonaria y 10 ml de HCL 6,01F saturade con sulfeto eménico

como fase mév:l, saturando cada fase oon la otra. las ca-
pas de cloroformo de los ’aubos la 3, que contimen 4-RN~de~-
nmetil-4-Neetil oxitetraciclina, se combinan y ponen en ex-

traccidn con 10 ml de ECL 0,0LN.

Se tomen 8. gramos de celulosa Whatmen en polvo (ce~-
lidad normal) y se ponen en suspensién con una solucidn
tempén (pH % 3,0) de fosfato, 0,3 molar, filtrendo luego.
El polvo imedo es prensado entre toallas de papel, para
quitar el excedente de solucidn tempdn, y puestp en suspen-

gidn en acetato de etilo ssturado can solucidn tempdn de

2 89331
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fosfato 0,3 moler (pE = 3,0, echéndolo luego en una co-

" lumna de 1,0 x 21,5 cm, atacdndolo fuertemente y con ex-

traccién ds vecio., Le columna se lava can 20 ml de acsta-
%o de etilo saturado can golucién tampdn de fosfato 0,3
molar (pH = 3,0) utilizando presidn positiva para obligar
al disolvente & pasar a través.

El e;:trae‘bo de HCl1l 0,018 arriba obtenido se satura
con sulfato aménico y se pone en extreccién con 10 ml de
acetato de etilo. E1 volumen de acetato de etilo se redu-
cealmnlals temperatura am‘oiente; y ¢con presién reduci-
da. El cncentrado de acetato ds etilo se coloca en la co-
lumna, efectuéndose la elucibn cn acetato de otilo satu-

- rado con soiuciénﬁaﬁzgén de fosfato 0,3 moler (pd = 3,0)

& un caudael de 0,5 wl/pin., utilizando presién poaitiva,

Cuandd en &l eluato gparece pigmento, Se recogen treinta

¥ seis muestres de 2 ml. El andlisis cramatogréfico can

acetato de efilo tamponado & pH de 4,6 segiin NecIlvain da
4-N-demetil-4-N-etil oxitetracicline en las muestras 5 a
18. Les fracciones que contienen el producio s’ cambina~

das y eveporades a sequedad.

Ejemplo 4 :

Se toman 500 ml del caldo de fermentacidn producido
como en el ejemplo 2; se eacidifica a un pH de 1;6 can deoi~
do clorhj_'.drico y se le agregen 12;5 gremos de oxalato b
nico. Se agita la mezcla durante una hora, y luezo se le
afieden 10 ml de detergente {Arquad 16-50, de la Armour
Industrial Chemical Co.). Se ajusta la mezcla a vn pH de
8,5 con hidréxido potdsico, y se afiaden 200 21 de mgtil-i:éo-—
butil-ce tona. Se agita la mezcla durante 20 minutos, segui-

289331 ﬁ
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dos de filtracidn después de afindir 40 gramos de Celite

. lavada con #écido, Se separan las capasg orgdhicas y acuo-

sa, ¥y se lava la torta de filtro can partes alfcuotas de
200 ml de meﬁ.l—iéobutilcetona. Se canbinan el extracto
orgénico y los productos de levedo. La solucidn de netil-
isobutilce tona, (300 m1) es lavada con dos partés alicuo-
tas de 15 ml de agus, 8justéndose la mezola & un pH de 2;0
cc.m.H.Cl. La salucidn acuosa se recoge y libfil;za, ¥y los
0,25 gremos de materia sélide que contiena la 4-N-demetil-
4-N-etil oxitetraciclina, as{ obtenidos, se siguen purifi-
cando como en el ejoumplo 3. -

* Esta solicitud que correspogde 8 la preseatade en
los Es't‘a_ios Unidos de Américe el 5 de Julio de 1962, bajo
el nimero 20;7.:7-69, se acoge & 10s beneficlos del articulo
51 del vigenté Estatuto sobre Propiedad Industrial.

- NOTA =~

Ios puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan.para que sean objeto de esta solicitud de Pateate
de Invencién en Bspafa, por VEINTE afios, s los siguien-
tesjz ‘ ' _ - ) _

l¢.,~ Un procedimiento pars producir 4-N-demetil-4~N-
etil oiitetracic]ina; caracterizado por cultivar Streptomyces!

rimosus en un medio nutricio acuwoso que contiene una fuente

- asimilsble de carbono y nitrégeno en presencia de etionina.

2¢.~ Un procedimiento de acuerdo con el punto 1, ca-

racteri;-aado porque la cantidad de etionina es de 50 2 1.009

_ 289331



mg/litro amoximedamente.

39.~ Un procedimiento de sacuerdo con el punto 1; ca=-
racteriéado porque la cantidad de etionina es de 106 a8 200
mg/litro eproximadamente. =

4¢.- Procedimiento para prodcir 4-N-demetil-4-F-etil
oxitetraciclina.

Tal y como se ‘'ha descrito en la Memoris que antece-
de y cn los fines que se han espcificado.

Esta Memoria consta de once nojas escrites a méqui~

28 Por une sole cars.
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