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PATENTE D= INTRODUCCION
Por DIEZ afios
en Egpafla, a favor de la firma HOVIONE SOCIEDAD IN-~
DUSTRIAT Y COMERCIAL DE PRODUCTOS QUIMICOS LIMITADA,

de nacionalidad portuguesa, residente en Travessa -
Do Perreiro, A Lapa n® 1 (LISBOA), cuya patente —-

tiene por objeto:
"PROCEDIMIENTO DE FERMENTACICN PARA LA PRODUCCION

DE OXTTETRACICLINA".

MEMORTA DESCRIPTIVA

Bl presente invento se refiere a la pro-
duceidn de oxitetraciclina, y en especial a la pro-
duceidn de oxitetraciclina por medio de la fermenta—
cién sumergida por una cepa mutante de Streptomyces -

alboflavus.
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La mencionada cepa mutante fué depositada
en la coleccién del Centralbureau Voor Schimmelcul--

tures, Baarn, Holanda, bajo la designacién de Strep-
tomyces alboflavus MN-108-0X.

Bl Streptomyces alboflavus es una especie
conocida y, segin el "Bergey's Mannual of Determina-
tive Bacteriology" (Manual de Bacteriologla Determi-
nativa),,72 Bdicidn, editado por la casa "The Wi--
lliams & Wilkins Company", Baltimore, 1957, fué des-
crito primeramente por Waksmann y Curtis en 1.916 -
y reclasificado por Waksmann y Henrici en 1.948.

Sin embargo, el Streptomyces alboflavus, =
tal como estd descrito o es suministrado por las -
diversas colecciones de cepas, no es adecuado para

la produccidn, experimental o industrial, de oxite-
traciclina.
La cepa original de Streptomyces albofla-

vus, la cual fué sometida & mutacidn y seleccién -
a £in de obtener un mutante utilizado en el presen-
te procedimiento de invencién, se obtuvo de la co--
leccidn del Centralbureau Voor Schimmelcultures, ~
Baarn, Holanda, (designada mis adelante por CBS), =
siendo a su vez descendiente directa de la cepa ma—
dre de Waksmann. Esta ceps produce esencialmente --
antibidticos, con mucha probabilidad, del grupo de

las actinomicinas, teniendo Res de 0,85 a 0,95 tras
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la cromatografia en papel del caldo fermentado y un
color rojo a la luz de Wood.

La mutante objeto del presente invento, se
obtuvo por irradiacidén ultravioleta de los cultivosa
de espora Unica de la cepa del tipo original antes
citado, seguida de una cuidadosa seleccién conforme
a los criterior y técnicas conocidas. De las diver-
sas mutantes formadas fueron escogidas, tras la valo-
racidn analitica, para le produccidén de oxitetraci--
clina, varios tipos, uno de los cuales se describe -
aguil de manera detallada.

Con la finalidad de, por una parte, carac-
terigar la mutante Streptomyces alboflavus M-108-0X,
y por otra de demostrar una amplitud de variaciones

caracteristicas, se da a continuacién una descripeién

comparativa entre:

E1l Streptomyces alboflavus obtenido de la

cepa tipo Waksmann CBS.

Bl Streptomyces alboflavus M-108-0X, mu--
tante obtenida por nosotros de la cepa anterior,

Bl Streptomyces rimoeus, (Sobin, Finlay -
et al.), cepa madre obtenida del CBS.

La Gltima cepa fué incluida en la presente
descripcidén Unicamente a titulo comparativo, por ser
un microorganismo mejor conocido como productor de -~

oxitetraciclina,.
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Las tres cepas se cultivaron simultdnea—-
mente en 14 medios de cultivo y se observaron y des

cribieron las caracteristicas tales como color de -
cultivo y de esporulacidén (en el caso de presentarse

5.- egta), color de formacidén de los pigmentos, ete. =
Tras cultivos repetidos, se observaron las signien-
tes caracteristicas, después de 16 dfas de incuba-
cidn a 26¢ C,

1) Medio acuoso de fermentacidn de mijo -

10.- a1 0,6 % con la composicidn:
Agar agar 10 gr.
Agua de nmaceracidn de
mijo (corn steep li--
guor) 50 3 3 gr.
15.= Glucosa 15 gr.
(NH, ) HPO, 2,5 gr.
KH,P0, 7,5 gr.
Mgso4.7H20 1l gr.
Mh012 0,002 gr.
20.-
Cuso4.5H20 0,002 gr,
ZnSO4=7H20 0,025 gr.
Agua 500 cc.
pHE 7, después de la esterilizaciédn.
Bl Streptomyces alboflavus forma colonias
25.-

brillantes, bien separadas, de color amarillo sucio,

sin formacién de espo~ras ni de pigmento, mientras -
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que el Streptomyces alboflavus mutacidn -~-108-0X -
forma colonias esporuladas de color blanco ligerag=-
mente obscurecido con pigmento difusible marrdn cla-
ro; el Streptomyces rimosus crece poco, sin esporu-
lacidén, formando colonias grises con nmuy poco mice~
lio aéreo y con poco pigmento difusible de color -
marrdén claro.

2) Medio acuoso de maceracién de mijo ==
0,4 %, con composicibén igual a la del primero, sien

do la cantidad de corn steep liquor 2 gr. en lugar -
de 3 gr,

Las tres cepas se demenvuelven de maners -
similar a la obtenida en el medio 1), aungue el cre-

cimiento parece mds lento.

3) Medio de gelatina, con la férmula.

Bxtracto de carne 1,5 gr.
Peptona 2,5 gr.
Gelatina 80 gr.
Agua destilada 500 gr.

pH 6,2 antes de la esterilizacidn.

Las tres cepas se degenvuelven bastante -
bien bien en este medio, provocando una licuefac-~
¢idén muy lenta, siendo el Strepitomyces alboflavus
var. 4~108-0X el dnico en formar un pigmento de co-

lor naranja.

4) El medio N2 4 de nuestra relacién habi-
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tual para fines taxondmicos no fué usado.

5) Hedio de Czapek-~Dox-Dextrina, con la -

férumula:
Dextrina 5 gr.
Nemo3 1 gr.
KQHPO4 0,5 gr.
KC1 0,25 gr.
FeSO4 un cristal pequefio
Agar agar 1,5 sgr.
Agua destilada 500 ce.

PH 6,8 después de la egterilizacién.
Bl Streptomyces albhoflavus forma colonlas

bien separadas, redondas, de color gris claro ro~-
deadas por una aureola blanca, formada por micelio
aéreo nuevo, con nuy poco pigmento difusivo gris -~
claro, mientras que el Streptomyces alboflavus -~
var. -108-0X forma colonias juntas, de color —-
marrén obscuro, formando lentauente un micelio —-
aéreo blanco que cubre el color inicial. 81 Strep-
tomyces rimosus crece poco después sin formar mice-
lio aéreo con colonias juntas de color marrén, y -
forma un pigmento difusible de color grisdceo in--
Tenso,

6) Medio de patata.
Se lava un trozo de patata (@ 1,5 cm.,

3,6 ci. de altura) con una solucidén de « - -
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10 % Na 005 y se estiriliza en un tubo de ensayo =
junto con 1,5 cc. de agua destilada.

El Streptomyces alboflavus forma un cre-
cimiento vegetativo grisdceo rosado y poco micelio
aédreo de color blanco sucio a grisdceo , mientras -
que el Streptomyces alboflavus var. ~108-0X forma
micelio rdpidamente, denso, de aspecto rugoso, de -
color blanco. Bl Streptomyces rimosus se desenvuel-

ve bien, cubriendo la superficie del pedazo de pa-—-—
tata con un crecimiento alveolar de color bronce a
bronce rojo brillante, sin formar micelio aéreo, -
Bl color del trozo de patata queda inalterado don-

de no hay crecimiento, exceptuandose el caso del —-
Streptomyces rimosus que provoca la aparicidn del -~
color marrdén claro.

7) Medio de Benett, con la férmula:

Bxtracto de levadura 0,5 gr.
Extracto de carno 0,5 gr.
Caseina hidrolizads - 1 gr.
Glucosa . 5 gr.
Ager agar‘ : 10 'gr.
Agua degtilada 500 gr.

Bl pH, ajustade a 7, da tras la esterili-
zacién pH 6,7.

En este medio, el Streptomyces alboflavus

produce un crecimiento vegetativo sin pigmento y -
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sin nicelio.

Bl Streptomyces alboflavus, var :-108-0X
produce un crecimiento vegetativo, de color azul -
acero intenso con un micelio aéreo blanco a blanco
ceniciento y un pigmento difusible marrdén obscuro.

El Streptouyces rimosus crece mis lenta~
mente formando coloniag vegetativas de color gris -

intenso y micelio aéreo raro de color ceniciento -

claro.
8) Medio de glicerina- asparagina, con la
férmulat
Glicerina 5 gr.
Asparagina 0,25 gr.
Extracto de carne 1l gr.
KoHPO, 0,25 gr.
Agar agar 7,5 gr.
Agua destilada 500 cc.

pH 6,9 después de la esterilizacién.

E1l Streptomyces alboflavus forma~colonias
distintas brillantes de color blanco sucio sin mi--
celio aéreo o pigmento, mientras que el Streptomy-
ces alboflavus var. M-108-0X forma coloniss de co-
lor marrén obscuro, casi negro, formandoc micelio --
aéreo blanco y pigmento difusible de bronce rojizo.

El Streptomyces rimosus produce colonias de color -

gris claro, con muy poco micelio aéreo, blanco su-
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¢io y pigmento difusible amarillo claro,

9) Medio de Czapek-Dox, con férmula:

NaNO3 1 gr.
K2HP04 0,5 gr.
MgSO4.7H20 0,25 gr.
KC1l 0,25 &1
FeSO4 un cristal pequeilo
Agar Agar 7,5 &r.
Agua destilada 500 cc.

pH 7,1 después de la esterilizacidn.

En este medio no hay crecimiento exceptuan
do un pobre desenvolvimiento vegetativo, amarillo -
claro, en el caso del Streptomyces alboflavus.

10) Medio de Emerson, con la férmula:

Extracto de levadura 2 gr.
Almidén soluble 7,5 gr.
K2HP04 0,5 gr.
MgSO4.7H20 0,25 gr.
Agar Agar 10 gx.
Agua degtilada _ 500 ce,

PH 7, después de la esterilizacién:

In egte medio el Streptomyces alboflavug -
forma colonias bajas poco rugosas de color amarillo
parduzco y pigmento difusible del misuo color, y =
sin micelio aéreo, mientras que el Streptomyces --

alboflavus var. M-108-0X y el Streptomyces rimosus
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erecen de la misma manera, formando coloniag vegeta-

les de color amarillo a parduzco y pigmento amari--
1lo castafio, siendo un poco mds claro en el caso de
la Ultima cepa.

11) Medio de Czapek-Dox~Almidén, con fér-

mula:
Almiddén soluble 5 gr.
l\TaI\TO3 1 gr:
K2H?04 0,5 gr.
MgSO4.7H20 0,25 gr.
KCl 0,25 gr.
FeSO4 un cristal pe-
-quefio.
Agar agar Ts5 gr.
Agua destilada 500 cec.

PH 7, después de la esterilizacidn.
Lag tres cepas se desenvuelven exactamente

como en el medio -5- de Czapek~DoxDextrina.

12) KHedio de leche de pUrpura; medio co-
mercial de la casa Difco ("Purple milk"), pH 6,45
antes de la esterilizacién.

Las tres cepas crecen bien, sin cambio -
del pH.

13) Medio nutritivo, con la férmula:

Bxbtracto de carne 1,5 gr.

Peptong 2,2 gr.
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Agar agar 71,5 gr.

Agua destilada 500 cec.

PH 6,8 después de la esterilizacién.

Bl Streptomyces alboflavus forma colonias
distintas, redondas brillantes, vegetativas de color
blanco suclo a ligeramente amarillo con pigmento --
difusible muy ligero de color amarillo claro, mien=-
tras que el Streptomyces alboflavus var, 1-108-CZ ~
¥y el Streptomyces rimosus tienen la misma apariencia
¥ creclmiento vegetativo de color grisdceo a amari-
llento, con pigmento difusible ligero de color ana-
ranjado claro.

14) Medio de Glucosa- asparagina, con la

férmulas
Glucosa 1 gr.
Asparagina 0,25 gr.
Extracto de carne 1 gr.
K HPO, 0,25 gr.
Agar Agar 7,5 gr.
Agua destilada 500 cc.

El pH. después de la estrilizacidn == -
es 6,9,

Los aspectos de las tres cepas en este me-
dio son similares a los del medio anterior siendo al
crecimiento mds lento y los pigmentos formados uds -

claros.
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15) iledio de AzfGcar - dextrina - nitrato,

ec-on la férmula:

Dextrina, 5 gr.
NaNO3 1 gr.
MgSO4.7H20 0,25 gr.
KCcl 0,25 gr.
Dextrosa 15 gr.
FeSO4 un cristal pegueiio
Agua destilada 500 ce.

pH 7 despuds de la esterilizacién.

En este medio, el Streptomyces alboflgvus
produce micelio aéreo de blanco a grisdceo, desarro-
11l4ndose répidamente, con pizmento difusible amari-
1lo claro. El Streptomyces alboflavus var. ¥-108-0X

forma un. .crecimiento vegetativo casi negro con pig-
mento difusible marrdén obscuro y micelio aéreo raro
de color blanco. Bl Streptomnyces rimosus produce --
un crecimiento vegetativo y pigmento difusible am-

bos de color amarillo castafio, sin formacién de mi-
celio aédreo.

Los medios descritos fueron preparados con
productos de la casa B. Nerck Darmstadt (compuestos
inorgénicos y asparagina) y los restantes productos
de la casa Difco.

Bl Sireptomyces alboflavus var. Li-108-0X

produce conidios en gran nlmero, contrariamente a -



5=

15 «

200—'

250“‘

su cepa madre. Lias cadenas de conidios forman muchas
veces espirales abiertas. Los conidics son elipsoi-
dales, midiendo de 0,7 a 0,9 por 1,0 a 1,5 micrones
y son de superficie lisa. E1 color de las esporas -

en conjunto es el de la aceituna negra madura.

E1l Streptomyces alboflavus var. M-108-0%
es adecuado para la fermentacidén industrial sumergi-
da dando rendimientos elevados.,

E1l mejor nutriente acuoso para la fermenta
c¢idn industrial contime un origen de sodio asimila-
ble, un origen de carbono y sales minerales.

Como fuente de sodio se puede utilizar -
un hidrolizado de caseina, extracto de malta de ce-
bada o de mijo, agua de maceracidén de mijo, harina
de cacahuete, harina de soja, etec.

Como fuente de carbono se pueden usar -——
diversos carbohidratos como glucosa, dextrosa, mal—
tos, amido, dextrina, ete. Ademds de sales minera--
les, presentes en vestigios, tales como sales de -—

hierro, cobre, cobalto, zinc, el medio contiene —-
carbonato de calcio y fosfato de amonio con la fi-
nalidad primordial de regular el pH del medio.

La cantidad y proporciod de los elementos
nutritivos se indican en los ejemplos.

La adicidén de N,N' dibenciletilenodiamina
(DBED) a los medios nutritivos habituales prepara--

dos conforme al pdrrafo anterior provoca un rendi-



niento mds elevado en comparacién a los ensayos para
lelos similares sin la adicidén de DBED. La cantidad
de DBED para dar buenos resultados es del orden de -

10 a 3000 mgs/ litro de medio. Se obtienen mejores =~

5.~ resultados afiadiendo el DBED bajo forua de acetato
0 lactato en diversas fracciones durante la fermen-
tacidn, siendo afiadida la cantidad inicial incorpo-

rads al medio antes de la inoculacién, comprendida

entre 10 a 100 mgs/litro. La fermentacidén se hace -
0= 4 una temperatura de 24 a 302 C con una aireacidn ~
fuerte, de un orden de 0,1 a 0,7 partes del volumen
a fermentar, variando segin la fase de fermentacién.
Para obtener los mejores resultados, el -

pH deberd estar entre 7 a 7,5 al iniciarse la fer-
15.-

mentacibén, descendiendo después lentamente a 5,2 -

5,6 y subiendo despues a 6,2 - 6,5 al final de la -

fermentaciébn.
Bl tiempo de fermentacidn hasta obtener -

al mdximo rendimiento es de 96 a 150 horas conforme

20e= 4 las condiciones de la fermentacidn.

Una vez concluida la fermentaciébn, el -
antibibtico se extrae por acidificscidn del medio has
ta pH - 1 & 2 con un dcido y entonces se filtra el -
medio acidificado. E1l antibidtico se encuentra esen-

25.- cizlmente en el filtrado, de donde se puede aislar
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por cualguiera de los métodos, conocidos, por pre-
cipitacidn o por extraccién en disolvente orgdnico -
ete., seguido de recristalizacidén. Puede preferirse
el métodod DBED, procediendo de la manera siguiente:
Se aumenta el pH del filtrado de la extrac-
eidn 4cida hasta pH 5 6 6 con amoniaco del 12% y se
aliade acetato de DBED hasta obitener una concentra--
cién de un décimo a un quinto en peso de oxitetraci-
clina contenida en el medio fermentado (descontando
todavia la cantidad adicionada de DBED durante lg -
feruentacién en el caso de haberla). Después se =

ajusta el pH a 8,5 a 9 con amoniacc al 12% provocan
do la precipitacidn en estado casi puro de los com-
plejos de DBED de oxitetraciclina, teniendo una --

composicidén casi equivalente a la Cxitetraciclina .
2

DRED.Ca, (en el caso de contener el medio iones de
calcio). Pueden formarse también complejos de otra
composicidén de menor importancia. Se filtra el pre-~
cipitado del conmplejo, se lava con agua y se seca =
en vacio a 35 a 602 ¢. Después de pulverizado el -
corplejo se recistaliza en un alcohol alifédtico, con
1l a 3 4tomos de carbono, acidificdndolo hasta —-
tH 1 & 2 con 4cido clorhidrico gasecso. Bl clorhi~
drato formado asl se cristaliza después de 6 horas.
Acidificandose el complejo hasta el punito

isoeléctrico en medic acuoso se precipita ls oxite-
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traciclina bajo forma de basge con la férnule de —-
022H24N209.2H20 ¥ la composicién centisimal =—--
siguiente: |
Calculado: C 53,225, H 5,685, N 5,64, Hy0 7,267
Hallado: C 53,166, H 5,61%, N 5,75, H,0 7,4 %
Punto de fusidén: 180 a 1832 ¢ con descomposiciédn,-
La rotacidn dptica es ﬁﬂ,/D-196,5
(C =1 en 1/10 ¥ HC1l). Absorcidn en ultravicleta -
en tamfon de fosfato (0,1 molar) el pH 4,5

15 5
(KL, 240 a 298 mp. 322 a 276 mp, 300 a 353 mp.).

Sea el producto obtenido hidrocloruro o -

base, comparado con los standard de referencia ~-

(de la Food and Drug Administration) de oxitetraci-
clina, es idéntica desde el punto de vista analitico
y de la accidén antibacteriana. La ventaja industrial
del presente procedimiento de invencién utilizando -

la nmutacidn artificial Streptomyces alboflavus =
J{~108~0X consisie principalmente en los rendimientos
elevadisimos obtenidos, que sobrepasan con mucho a
los mds altos ya publicados utilizando cepas de --
Streptomyces rimosus.

Para ilustracidén del presente procedimien-
t0, de invencién sirven los siguientes ejemplos:

1) Todos los medios fueron preparados con

agua decentada. Se inoculd un litro de medio esteri-



lizado con la composicidn:

Agua de maceracidn de mijo

(corn steep liquor) 10 gr.
Azdcar 10 gr.
5em OaCO—j 1 gr.
(1, ) HHPO, 2 gr.
ICFI2P04 2 gr.
Mgso4.7H20 0,25 gr.
Agua 1.000 cec,
10~ con 1 ml. de suspensidn de esporas de Streptomyces

alboflavus var. K-108-0X incubado a 252 ¢ en un -
agitador rotativo durante 36 horas., Despues se --
inoculd un fermentador piloto conteniendo un medio

esterilizado de férmula:
15.- Agua decentada 120 1.
Almiddn 6 kgs.

Agua de maceracidn de mijo

(50%) 2,7 kegs.
OaOO3 0,72 kgs.
20 (1, ) 580, 0,8 kgs.
NH401 " 0,2 kgs.
00012 0,180 gs.
CuSO4.5H20 0,6 gs.
Zn§0,  THYO 6 gs.
25.- FeS0, 0,180 gr.
Aceite de tornasol 0,2 gr.

con el precultivo de 36 horas mencionado.
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Se realizd después ls Termentgcidn sumer~
gida a 262 C con agitacibén y alreacidn egtéril:

Bn diversos intervalo-s se determind el

pH del medio y la cantidad de oxitetraciclina for-

5= nada, dando los valores siguientes:
Tiempo de fermentaciébn Contenido de tetraci-
en horas. pH clina. meg/ml.
0 7,2 -
36 6,2 180
10.~ 46 5,9 1200
62 5,7 2100
85 9,3 5400
110 5,6 4900
135 6,% 6000
15.= 150 6,435 6600

Pasadas 150 horas se interrumpié la fermen
tacidn, teniendo una concentracién final de oxitetra

ciclina de 6,6, gr. por litro.

2) Ejemplo conforme al anterior, pero =-
en el que se afiadid N-N'-dibenciletilenodiamina =--
discetzto al medio, en varias fracciones: 8,4 grs.
antes de la inoculacidén, 8,4 grs. pasadas 50 horas
de fermentacidn y 8,4 grs. después de 120 horas. -
Pasadas 140 horss, el contenido de oxitetraciclina
25, ~ era de 8,1 gr./litro de caldo.

%) E1 caldo fermentado en el ejemplo -1~

se acidificd con deido sulfidrico al 25% hasta =
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pH 1,5, filtrdndose y el micelio se lavé con agua .
Bl filtrado reunido teniz un volumen de 240 litros.
Se afiadieron entonces 2 gr./litro de tetraacetato -
de etilenodiamina sddica (agente secuestrador). Bl
pH se ajust6é después a pH 6 con amoniaco al 125 y
se incorporaron entonces 150 grs. de diascetato de
N,N' dibenciletilenodiamina y se aumentd el pH ~-
hasta 9,5 con amoniaco al 12%. Después de 3 horas
de agitacidén se lavé y se filtrd el precipitado —-
formado hasta llegar el pH de lzs aguas de lavada
a pH 7. Se secd el precipitado a 50¢ ¢ bajo vacio,
Bl precipitado obtenido se molidé y después se sus-
pendid en dos veces su peso de metanol. Después de

30 minutos de agitacidn se acidifico con dcido =-
clorhfdrico gaseoso hastapH 2 y después con deido -
clorhidrico (3%6%) se bajé el pH hasta 1,5 y se —-

agitd., Se filtré y se lavé con metanol y se secé -
en vacio durante 6 horas. Bl rendimiento en clorhi-
drato de oxitetraciclina es del 81 %.

4) Se suspende el producto obtenido en el
ejemplo 3) en peso igual de metanol y se ajusta su
pH a 7,8 con una mezcla 1:1 de metanol y trietila~--
mina, Se filtra la solucidn obtenida asi. Se ajusta
entonces el pH a 5 y se aflade en agua cinco veces
el volumen de la solucién. Se cristaliza la oxi-
tefraciclina base. Después de filtrar se seca en -

vacio ¥y se obtiene la bagse con un ré¢ndimiento —--
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Se declaran como de novedad ¥ propiedsd -
para todo el territorio egpailol el contenido de las
sigulentes:

REIVINDICACTIONES

18 ,~ "Procedimiento de fermentacidn para
la produccidn de oxitetraciclina® caracte;izado -
por el hecho de fermentarse un caldo nutritivo, de
maners aserobia, a una temperatura comprendida en--
tre los -22- y los 302 C, por mutantes de Strepto--
myces albolflavus (Waksmann & Curtis) y aislar suce-

sivamente la oxitetraciclina formada durante la —-
fermentacidn.

22,~ "Procedimiento de fermentacidén para
la produccidn de oxitetrociclina", segin la reivin-

dicacidn 12 caracterizado por el hecho de ser su--
mergida la fermentacidn y estar compuestc el caldo
nutritivoe por un origen de carbono y de sodio asimi-
lables y de sales ninergles favorables al desarro~-
llo del microorganismno.

3a8,~- "Procedimiento de fermentacidn para
la produccidn de oxitetraciclina® seglin las reivin-
dicaciones anteriores caracterizado por el hecho -~
de ser obtenido el mutante a partir de una cepa de

"Streptomyces alboflavus" (Waksmann & Curtis), Waks~
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mann, del Centralbureau Voor Schimmelcultures, --

Baarn, estando egte mutante productor de oxitetra-

cielina depositado simulténeamente con el presente

pedimento en la misma coleccidén con la designa ~-
9+=  4ién de "Streptomyces alboflavus, N-108-O0X".

48 ,~ "Procedimiento de fermentacién para
la produccidén de oxitetraciclina" segdn la reivin-
dicaciones anteriores caracterizado por el hecho -
de wn aislamiento de oxitetraciclina del medio -~

10.- fermentado, realizada por medio de complejos de =~
W,H' dibenciletilenodiamina de oxitetraciclina, pre-~
feriblemente en presencia de iones de calcio.

5§:- "Procedimiento de fermentacidén para

la produccidn de oxitetraciclina" conforme a las -

15.- feivindicaciones 12 g 3% caracterizado nor el hecho
de realizarse una fermentacidn en presencia de una

sal hidrosoluble, con preferencia acetato de -
H,N' diebenciletiletilenodiamina, afiadida en varias
porciones durante la fermentacidn al medio de cul-

20.-  4ivo, en una cantidad total comprendids entre 100 -
a 3.000 mg/l y, seguidamente ser aislada la oxitetra
ciclina en estado puro, bajo forma de complejos, -
gales o hase,

62 .~ "PROCGDIVIIENIO DE FERMENTACION PARA

ro
\i
.

[

DA PRODUCSLLN DB (XILBRTRACICLINAM.
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Tode ello, conforme se describe y reivin-
dica en la presente memoria gque consta de VEINTIDOS

hojas escritas a mdquina por una sola de sus caras

y dibujos que la ilustran.

Madrid, :/L;/der*'ﬁ:"ﬁ’e?@e 1.965

-//’/ M £ VAG“




	Bibliographic data
	Description
	Claims



