PRIMER CERTIFICADO DE ADICION

on Espefla, & favor de HOVIONE SOCIEDAD INDUSTRIAL Y GO
MERCIAL DE PRODUCTOS QUIMICOS LIMITADA., entidad portu-
guesa, residente en Lisboa, Trevessa Do Ferrsiro A La~
pa n? 1, por:

Mejoras en el objeto qus constituye la Patente -
principal n¢ 262;850, que g6 refiesre a:
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ME MORIA DESCRIPTIVA

Ls patente de invencidn n? 262.850 describe al ~
Streptomyces lusitenus, que produce clortetraciclina -
sn presencia de iones de cloro y tetracicline en un me

dio libre de iones de cloro.
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Lo presesnte solicitud adicionsl describe el uso
de una aislado nsturel de Streptomyces y sus mutantes

respectivosx)

, bere la produceidn de tetraciclina, =~
eon las carécteristicas cepaces de producir tetracie~
cling en pressncis ds iones de cloro sin coproduceidn
simulténea de clortetraclclina. Siendo ésta cepa pars
cida en sus carscteristicas texonémicas el Streptomy~
ces lusitanus descrito sn la solicitud de patente por
tuguese N2 37.424, se ha denominedo intencionasdamentes
Streptomyces lusitanus var. tetraccyclini; Después de
une seleccitén cuidadosa, bajo luz ultrevioleta, se ob
tuvo una cepa &ltamente 4til industrislmente de Strep
tomyces lusitanus ver. tetrasocyclini 106-T y se deposi
t6 en la Colsccidn Necionel de Bacterias Industrialeé,
Aberdeen, Escocis, N2 NCIB 9500;

Se conocen diversos microaganismos productores
de tetraciclina tales como: Streptomycé&s aursofaciens,
Stretomyces sayamsensis, Streptomyces viridifgciens,
Stretomyces psammoticus, Streptomyces persimilis, ete.
sin embargo, el Streptomices lusitanus var. tetracycli
ni se distingue en le produceidn de tetraciclina con
un rendimiento tan alto qus sobrepase mucho la produc

cidén de cualguier otra espscie conocida;
El hecho de que el Streptomyces lusitanus var.
tetraéyclini x) més particulermsnte su cepa industrigl

al respsctiva, 106-T produzca tstraclieina en presen-

cia de cloro es de gran interés industrisl, ya qus la
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tetraciclina es reslmente la més importante de todas

las tetraciclines desde el punto ds vista de produc-

"eibn y venta, y la preparacién del medio de cultivo

conteniendo 16n de cloro es més barata que la del me

‘dio decloredo.

El Streptomyces lusitanus var; tetracyelini se
eisldé en Brive-la-Gaillarde, Francie, en un lugar de
nominado "Migoul"l De?acuerdo con log criterios de =
los sistemas de clasificacidn de Ettlingsr et al. ¥
Pridham et al; se determiné como una especie indepen
diente de las cltadas antes;

El Streptomyces lusitanus var; Tetracyelini --
106-T produce, segiin las condicionss de la fermenta- |
cibn, de 9 & 12 grs; de tetrscielina por litro de -

caldo fermentado. Debs sdvertirse que, en la presente

“descripeidn, la designacidn "gr/l" se refiers siem-

pre & hidrocloruro de tetraciclin;, de acuerdo con -
la costumbre internacionsl.

El Streptomyces lusitanus var; tetracyclini 106
-7 tiene esporoforas ramificadas simpodialmente, de
fuertes & flexibles, sin formaer espirales ni vertiei
los sino sblamente ganchos sbiertos, siendo la suoer
flieie de las esporas lise cuando se observan a través
del microscopio slectrdmico. La forma de les esporas
e8 ovoide, midiendo d¢ 0,6 & 0,8p por 1,3 a 1,7n; el
color'sn massa" de lasg esporas ds desds gris claro &

ante verdoso; gensralmente esporula muy bién, como -
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el Streptomyces lusitanus (CBS 10l-A), en ciertos me
dios "ricos"l

‘Segﬁn~la clasificacidn de Bttlingsr, el Strep-
tomyces lusitanus var; tetrac&cl@ni pertenscs al gru
po: rigido a flexible, remificado simpodislmente, -
"griseus" a "cinnamoneus™, de esporas lisas, con pig
ﬁenﬁo mgianiﬁa. ‘

Seglin el sistema de clesificacidn de Pridhem -
et al;, el Streptomyce lusitanus var; tetracyeclini -
106-T pertsnsce al grupo: "Retinasculum Apsrtum", se-
rie "gris" s "ante VSTQOSOG; )
) Conila finalidad de &omparar y diferenciar el
Streptonyces lusitanus var; tetracyelini 106-7, des-
crivimos & continnecibn las cerdcteristicas de oulti
vo del:

Streptomyces lusitanus, (CBS 10l-4),

Streptomyces lusitanus ver. tetracyclini 106-7,
NCIB 9500, ’

Streptomyces sursofaciens, IRRL 2209,

Streptomyces viridifaciens, ATCC 11989,
en 14 medios diversos después de 16 dias de incuba-

cidn a 26° C.

1)Medio ds Corn steep liguor al 0,67, con compo

sicibn;
Agar agar 10 gr.
Corn steep liquor 50% 3 gr.

Glucose 15 gr.
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1) Medio de Corn steep liquor al 0,6%, con composicifén

(1«}14)21{}?04 2,5 gr.
KB%PO4 7,5 grf
Mgso 4.7H20 1 8T«
MnClz 0,002 grf
cusoé. 0,002 gr.
4080, . TEy0 0,025 gr.
Agua 500 co.

PH 7, después de lo esterilizacidn.,

El micelio aéreo del Streptomyces lusitanus &S
gris claro, el del Streptomyces lusitanns var; tetra
cyelini 106-T marrdn obscuro, el del Strptomyces an-

reofaciens gris obscuro y el del Streptomyces viri-
difeciens de gris a casi nagrol El Streptomyces lusi
tanus var. tetracyelini 106-T produce un pigmento mg
rrén obscuro difusidle en comparacién con el del Strep
tomyces ciridifacisns éue 68 més claro. Todas las
cepas crecen.bién;

2) Medio de corn steep liguor al 0,4%, con le

misme composicidn gque 6l medio 1), pero siendo la can
tidad de corn stesp 11Quor de 2 gr; en lugar de 3 gr;
Las cuatro cepas crecen similesrmente al medio n? 1,
aungue el crecimiento es més lento. '

3) Medlo de gelatina, con la composicidni

Extracto de carne 1,5 gr.

Peptons 2,6 gr,
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3) Medio de gelatina, con la composicién:

Gelatine 80 gr;

fAgue destilada 590;gr.

pH 6,2 antes de la esterilizacidn.

Los cuatro cultivos orecen similarments, sin presen
tarse 1icuaciones; El Streptomyces aureofaciens y el Strep
tomyces viridifasciens no producen pigmento difusible, mien
tras que el Streptomyces lusitanus produce un pigmento amg
rillo y el Streptcm&ces var. tetracyelini 106-T un pigmen-

to marrdn smarillento.

4) Medio Czapek-Dox~Dextrins,ds composicidn:

Dextring b gx.
Ham05 1 8T«
KEHPO4 0,5 gr.
Mg304.7H20 0,256 gr.
ECL 0,35 gr.
Fsso4 un cristal pequefio
Agar ager 7,6 gr.
Ague destilada 500 gc.

pH 6,8 después de la esterilizacidn.

Bl Streptomyces lusitanus y el Streptomyces lusita-
nus var; tetracyclini 106-T no crecen en éste medio, pero
el Streptomyces aunreafaciens y el Streptomyces viridifa--

ciens dan un creclmisnto vagetativo colorsado de amarillo

tipico de éstes sspecies productoras de tetracielina,

5) Torta ds patata.

Se lave une torte de patata (f 1,5 em. 3 a 6 cm, de

alte) con una solucidn el 10 % de cerbono de sodio y se -
esterilize en un tubo de enssyo junto con 1,5 cc. de agua

dsstilade.
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Bl Streptomyess aursofacisens y el Streptomy-
ces viridifaciens crecen bien con el color tipico
emerillo dorado, cardecteristico de éstas especiss,

en comparacidn con sl color bronceado del Strepto-

myces lusitanus y el bronce obscuro del Streptomy-

ces lusitsnus ver. tetraciclini 106-T.

8) Agar de Bennet, con la composicidn:

Bstracto de jJists 0,5 gr;
Extracto de carns 0,5 gr;
Ceseine hidrolizada 1 gr;
Glucoss b gr.
Lgar ager 10 gr;
Ague destilade 500 g¢.

El pH, ajustado a 7, da después de la esteri-

lizacidn 6,7.

Bl erescimiento de 10s cuatro cultivos es simi-
lar al obtenido con los medios 1) y 2), psro sl -

Streptomyces auteofaciens y el Streptomyces viridifa

cliens no forman micelio aéreo y las esporas "en masa"
del Streptomyces lusitanus var; tatracyclininloﬁ-T )
gon de color marrdén, siendo las dsl Streptomyces lu-
sitanus gris-blancas; Bl Streptomyces aureofacisns

vy el Streptomyces viridifaciens no formen pigmento
difusible, aunque sl Streptomyces lusitanus y el Strep
tomyces -lusitanus var. tetracyclini 106-T producen

un pigmento merrdén obseuro.
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7) Medio de glicerina - asparagine, con la composicidn:

Glicsrina 5 gr.
Asperagine 0,25 gr.
Extrecto ds carne 1l gr.

(3
.
»
L]
-
*
*
.
-
3
-
.

KBHPO4 0,25 gr.
Agar ager 7,5 gr

Agua destileda 500 cc

PH 6,9, después de la ssterilizacion.

El Streptomyces lusitanus y el Streptomyces aurso

faciens no producen micelio adreo; el primero presen~

t& un crecimiento y pigmento marronss, y el &Gltimo,

un crecimiento ligeraments blanco amarillento sin for

mecidn des pigmento. El Strsptomyces lusitenus var. =-

tetracyclini 106-T7 crece bién formsndo un micelio ad-

r60 merrdn claro muy escaso dql mismo color que el =~

del Streptomyces lusitanus. El Streptomyces viridifa-

ciens orsce bién con un micelio séreo gris claro muy

sbundante, sin formecidén de pigmento difusible.

8)Medio Czapsk-Dox, con la composicidn:

Hamos
K2H204
Mg804.7320
XOL

FeSO4

Ager sgar

Agua destilada

1 gr;
0,5 gr.
0,25 gr;
0,25 gr;
hn cristal pequeilo

7,8 gr.
500 cc.,

PHE 7,1 después ds la esterilkizacidn.

Bl Btreptomyces lusitanus y el Streptomycss lu-

sitanus ver. tetraciclini 106-% no crecen en éste me-

dio, como tampoco en todos los medios qus contisnen -

nitratos inorgenicos como Gnico origen de nitrdgeno.
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El Streptomyces aureofaciens y el Streptomyces virldi
faclens crecen bién, sin ningén micelio eéreo, presen

tando el tipico color amarillo claroc.

9) Agar de Emerson, con la composicidn:

Extracto de jists 2 gr.
AMmidén soluble 7,56 gr.
K2H304 0,5 gr.
Wgs0,, +7H,0 0,25 gr.
Agar agsr 1Q gr.
Aguna destilada 500 ce.

pH 7, después de la esterilizaciédn.

El Strptomyces lusitenus crece bien sn éste me-
dio con color marrdén lilécso, sin micelio séreo, y -
pigmento difusible merrén; el Streptomices lusitanus
var tetracyelini 106-T cregce similarmente g la ceps -
original de Streptomices lusitenus pero formas un micelio
aéreo color ante verdoso claro; El Streptomices aurefa
ciens se cardcteriza por un crecimiento desvanecido,
sin formacién de pigmento; el Streptomyces viridifa- -
ciens crece mejor, formando esceso micelio adreo y pig

mento difusible amarillo claro.

10) Medio Czapek-Do-Almiddén, con la composicidn:

Almidén solubls- - b gr.
NaNQ5 1 gr.
KpHEO, 0,5 gr.
MgSOQ-7H20 0,256 gr.

KCL 0,25 gr.
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10) Medio Czapek-Do-Almedén, con la composicién:-

F6804 un cristal psquefio
Agar agar ' 7,5gr.
Ague destilada 500 ca.

pH 7, después de la esterilizasién.

Los resultados son similares a los de los otros
medios contsnisndo nitratos; El Streptomices lusita-
nus var; tetracyclini IOE-T no crecen, mientras que
el Streptomyces sureofaciens ¥ el Streptomycss viridi
ciens crecen con un color amarillo narenja, sin pig-
mento o micelio aéreo;

11) ILechs de tornasol.

pH.6.45 antes de la esterilizacién;

Los ouatro cultivos crecen muy lentemente en un
anillo alrededor del tubo de enseyo sin asimilar o cog
gular ls lacha; Ha& una diferencia ligera, pero apa-
rente, en el pH del Streptomyecss lusitenus y el del =~
Streptomyces lusitsnus var; tetracyclini 106-T por -~
une perte y por otra entrs sl del Streptomyces aurso-
feciens y el del Streptomyees'viridiféciens;

12) Medio nutriente, con la composieidn:

Extrecto ds carne i,5 gr.
Peptona ) 2,5 gr.
Ager eger 7,5 gr.
Agus destilads - 500 cec.

El pH después de la esterilizacién es 6,8.
Los cuatro cenltivos son similarss, psro el -
Streptomyces lusitanus y el Streptomyces lusitanus -

ver. tetraciclini 106-T forma un pigmento difusible
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més obscuro qus 6l del Streptomyces aureofaciens y
el del Streptomyces viridificiens.

, 18) Medio de glucoss ~ aspersgine, con la com

posicidn:
Glucose 1 gr,
Asparagine 0,25 gr;
Extracto de carne 1 gr;
K, HPO, ' 0,25 gr.
Agar asgar 7,6 gr.
Agua dsstilada 500 cew

El pH despuds de le esterilizecidn es 6,9

El streptomyces lusitanus, sl Streptomyces aun-
reofaciens, y el Streptomices viridifaciens orecen -
similarmente con micelio adrso pero el Streptomices
lu;itanus y el Streptomyces viridificiens forman un
pigmento difusible emerillo obscuro sucio; El Strep-
tomyces lusitanus varl tetracyelini 106-7 no forma mi
celio méreo, siendo el pigmento difusible similar al
del Streptomices 1usitanus;

14) Medio de Sucrosa-Dextrine-Nitrato, con la

composicidn;
Dextrina ' 5 gr.
Ne NOa 1l gr.
Mg804~7H20 0,25gr7
XCL 0,256 gr.

Dextrosa 15 gr.
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Agua destilada 500 ce.

Fes0Q un cristal peguseflo

PH 7 después de ls ssteriliszacidn..

Bl Streptomyces lusitanus y el Streptomyces lusi
tanus var; tetracyclini 10é-T no crecen en éste medio,
misntras qus el Streptomyces aursofaciens prssents un

crecimisnto vegetativo amarillo celaro siendo el oreci-

miento vegetativo del Streptomyces viridifaciens naran
ja obscuro.
Lo utilizagcidn de un origen ds carbono por &l -

Streptomyces lusitanus no fué posible de determinar gl

prineipio aplicando el método ds Okhi (OKHI, R;: Kita-
soto Areh‘. Bxp. Med. 25, 209, 1'.955), en vista de que
ésta cepa no crece en presencia ds nitrdgeno inorghni-
co como unico ds uitrdgeno. Se eplicd entonces el mé-
todo de Pridhem y Gottlieb segln lo describen Zshner
vy Ettlinger en Arch-. £, Mikrobiol.,, Vol. 28, 307, -
1957; Las observecionses se hicieron al décimo dia. Ia
teble aneje de comparacidn hece refersncie finicamente
a los seis origenes de cmrbono considerados por Zahner
y Bttlinger como carfeteristicos e importantes para la
determinacidn ds las espeoies;

En consecuencis,desds sl punto de viéta de la uti-
lizacidn del origen de carbono y segin la clasificaseidn

de Zhner y Ettlinger,sel Streptomyces lusitanus var. te-
tetracyclini 106-7 y el Streptomycss lusitanus var.l0kA

bertenecen al grupo Illsey el Strepitomyces euresofacisns
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al grupo IIIa.
LUTILIZACION DEL ORIGEN DE CARBONO POR

: H i8trectomyces aureofa ciens se
Ori~ :strepto :mis tgun:
gen : : ‘ :Benediet ( cepas:Streptomyces
de  :imices - ten- iZshner y:NRRL-B 1286, :
: t : H : sviridi-fa-
5.~ ocarbo:lusitenus :sa~ :Ettlin- :1287, 1288 , '
S S t : : 'cienss
1 »
no. :ivar,te- tyos :iger 12209) :
stracyc. 10epa : ¥
: t NRRL: : :
1106-7:101-4:2209: : :
" Remnosa - - - - -a (=) Y
Rafinoss - - - - (’) .
10.~ d-Xilosa -~ - 4 + (+) a2 +
d-Fructosa(-) - + + 3 -
d-Arabinosa(-)(-) . $ +
d-Mannitol - = 3 %/- (=) %
- 8in utilizaeién y~Utilizacidén positiva
¢ Utilizacidn positiva 0 negative segln las cspas.

15.- «» Sin datos disponibles
(=) Utilizacidn improbable;(+ Utilizacidn probable;

1 Zshner y Ettlinger, Arch; ¥. Mikrobiol., 26, <
307, 1957,

2 Benedict et al., A@pl.. Microblol 3 1, 1965,

208 & Petente de Estados Unidos n? 2.886. 595.

En coanto a los origenes de carbono, no especifi
co desds el punto de vista de la clasificaciébn, las -
cuatro cepes musestran una utilizacidn positiva ds glu-
cosa y dextrosa. El Streptomyces lusitanus var. tetra-

25 .- oyclini 106-T y el Streptomyces lusitanus 101-4 no cre
cen en presencia de la lactosa, mientras que el Strep-
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tomyces aureofaciens y sl Jtreptomyces viridifaciens;
si crecen; Lo finica difsrencia entre el Stresytomyces
lusitenus var; tetracyclini 106-T y el Streptomycss lu
sitanus 101l-A 68 que el primero crece mucho en presen-
cla de la trehelosa éomo fuente des carbono, mientras -
que el Gltimo no crece;

Ambes estreptomicineas, la lusitanus y la lusita-
nus var; tetraciclina, se desarrollsn sn la celulosa,
mientras gue las estreptomicines aureofaciens y viridi
faciens no pueden utilizar la celulose como origen de
carbén;

gueda entendido que el presente invento describe
un procedimiento industrialmente Gtil, y en consecuen-

cis el Streptomyces lusitanus var. Tetracyelini 106-T

S uns cepe industriael selsccionada y sl estudio texo-
némico de la misma no pusde ser, en si mismo, suficisn
te de acuerdo con la actusl concepcidn generalmente --
aceptade 46 clasificacifn. Por la misme razén, los cul
tivos ds los aislados originales de suelo de Streptomy
css lusitanus y Streptomyces lusitanus var; tetracycli
ni han sido presenvedos y son objeto de depdsito en ai 4
versas coleccionss ds cultivos.

De acuerdo con ésto, Se he hecho la diferencige--
cién taxondmica de otras especiey conocidas como pro---
ductoras de tetracicline, comparando los ailslasdos ori-

ginales asi como las cepas industriales, objeto de la

presente patente de invencidn.
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En consecuencia, como les diverses selscclones de
cepas industriales no crecen .0 crscen muy sscasamente
en medio de Ettlinger de formacidén de pigmento melenoi
de (extracto de jiste 0,5 gr;, L-tirosina 0,5 gr;, -
5;~ NaCl 4,25 gr;, éger 8 gr., ague decentada 500 cc;), no
fué posible, por lo tante la veloraecidén de pigmento me
lanoids con el Streptomyces lusitanus var; Tetracyeli-
ni;lOG-T: Los gislados originsless (cepas medres de las
industrialss) de Streptemyces lusitanus y Streptomyces
10.-  Iusitenus Var; tetraciclini fueron especialmente sstu=
disdas en éste madio; Fl Streptomyces lusitanus forma
en dos diss, en éste medio de tirosine un pigmento ro-
jizo (consistente, con tode probabilidad, o de haloerg
mo 4 d¢ 5,6 dihidroxiondol) que se oxida lsntamsnte en
15;_ un pigmento obseuro cuyo color no Se altera con la va-
riacion de pH; Lae curve ds sbsoreidn ultrayioleta del
prigmento éxtractedo es idéntica a la descrita por Sch
midli para el pigmento de melamina en Helvetica Quimi-
ce Acta, 38, 1078, 1955; El Streptomyces lusitanus var
201— tetracyclini forms inmediatamente después de 3 & 4 -
dfag (ein former el pigmento rojo inte?medio) un pig-
mento negro similar desde todos los puntos de viste &
la ™melanina sintética obtenida por oxidacién de dopa
(@~ (B-4-ainidroxifenil)-c- slenina).
RO o= Asi, tento el Streptomyces lusitanus como el Strep
tomyces lusitanus var; tetracyclini forman pigmento mels

noide sobre pigmsnto de tirosina, sunque a través de dos

-
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pasos diferentes, mientres gue ni el Streptomyces au-
reofaciens ni el Streptomyces viridifaciens forman pig
mento melanoide por ningunos ds agusellos pasos.

La cepe msdres del Streptomyces lusitanus ver te-
tracyclini tiene une tendencis & formar esclerocis sn
ciertos medios, como por ejsmplo sn el de tirosina =
ager ds Ettlinger;

El Streptomyces lusitanus 101-A y el Streptomy~-
ces lusitanus var., tetracyclini 106-7, as! como sus ce
pas madrs crecen & 50° G; No se observé formecidn de -
verticilos con sl Streptomyces lusitanus ni con el » -
Streptomyces lusitanus var; tetracyclini, mientras que
en cultivos madures de Streptomyces aureofacisns'y de

Streptomices viridifséiaens se sncusntrsn & menudo ver=-

ticilos.
La teble siguiente resume las diferenciss texond
mices mis importantes existentes sutre Streptomyces 1u

sitanus y el Streptomyces aursofaciens.

Caracteristi Streptomyces lusitanus Streptomyces
cas de dife- var. tetrs
renciscidn. 106-T 101-4 aursofacisns

Morfologia Remificacidén Remificaecidén Remificsacidn

simpodial; - simpodial; monopodial;
de Esporofora sin vertici~ sin vertiei- verticilos =
los. los. presentes.

Color ds las
esporas en ma&  cinnemoneus  e¢innamoneus Ceniciento

sa. to griseus to grissus
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Formacidf de pig Sin creci Sin orsel

mento melanoide miento{ce miento(cg

en medio de tiro pa medre p& madre "Negativo

sina positiva) positiva)

" Utilizeeidn de

la fuents de =

Negativa Negativa Pogitiva
nitrégeno inor :

génico.

Utilizaoidn de Pertens  Fertensce Pertenece
ls fuente de - ce al al grupo al grupo
cerbono seghn  grupo IITe Iita

Zehnar y Btt- IIle

lingsr.

Ia anterior comparacién muestra que el Streptomy-
¢es lusitanus var; tetracyclini 106-7 difiere 86lo li-
geraments (dentro de los limites de variacidn de une es,
pecle cientificemente admitidos) del Streptomyces lusi~
tenus (CBS 101-A} productor de clortetraciclina y que -
las difersnciss éon muy acentiedas y significatives en-
tre al Stréptomyces lusitenus ver. tetrscuclini y el -
Streptomyces aursofacisns o el Streptomyces viridifacieng

La unica importente diferenciz sntre los aiglge
dos originales {estirpes madrs) y las sstirpes indus-
trieles (BEsctreptomycinag lusitanus 101~A-y Eetreptomy~

oings lusitanus var. tetraciclina 106-T), consiste en

que ambes estirpes madres pertenscen al grupo "Spira",

-~ -
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mientras que las sstreptomycinas lusitanus 101-4 es

"Reotus Lflexibilis™ y las sstreptomicinas lusitanus

- .

var; tetraclicling 106-T e¢s YRetinsculum spertum”. los
sporoforos de las cuatro es%ir@es estén, sin emiar-
go, ramificados Simpodialmente;

Il simple hecho de Qua 6l Streptomyves lusita-~
nus ver, tetracyclini 106-7 produzcs de 2 & 5 g/litro'
de tetracicline més qus sl valor més a2lto hallado en
la literatura de un microorganismo productos de tetra-
cloclina pruebe indirsctamente su independsncla y repre
sente une me jora industriael considersble para la pro- ‘
duceidn de tetraciclina;

Se hallé que el us6 de un hidrolizado de almidén
psrmite incrementar ls cantided de fuente de carbono -
por litro de caldo, siendo scompafiedo dicho incremento
por un asumento considerable de rendimiento en activi-
dad sntibidtica por litro de caldo fermentadb,'aunque
tanto sl Streptomwcés lusitanug como sl Streptomycss =~
lusitanus var; tetracpelini hidrolizan el almiddn.

Los resultados se obtuvieron con un hidrolizado
conteniendo no més del 20% de almiddn de ceresl no hidro

lizado y no més del 20% del di-y mondmero, consis-

tente en oligomeros. ELl usar dicho semihidrolizeado -

- de almldbén, se pueds afiedir Hasta 65 gr/l de alpidén

de cereal o ain de considsreblemente menores cantida-

des causando uns casi solidificacién del medio resul-
tando as! impracticeble una fermentacidn sumerglds.

Los rendimientos en tetraciclina sobrepasan general -
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mente los 12 gr./l en tsles condicionas; Por otre per
te, éate incremento en fuente de carbono psrmite ele-
m;nar gl uso de aceiie de mantecs de cerdo como oris-
gen de oarbono, sin una pérdids consideraeble de Tendi

Baw miento, lo que representa una gran ventaja en los pal
ses en que éste tiene que ser importade (como los pai
ges musulmanes); El control de la espuma puede hacer-

_ 8e entonces ntilizando uns pequeila Qantidad de agentes
aqtiespumantes de silicona;

10.- Bl medio nutritivo gaoso pare fermsntscidn in-
dnstrisl del Streptomyces lusitanus varL tetracyclini
1oé-m contiene fuentes asimilebles de nitrégenc inér-
ganico, carbono y szles minergles, inclaidos eloruros,

15;_ favorebles al crecimiento del mscroorganismo;

Como fuente d¢ nitrdgeno se puede utilizer hi-
drolizado de caseine, extracto ds maltsa, cebads o maiz,
corn steep liquor, harina de cacshust, harine de s0ja,
etc; Los nitratos inorgémicos no son utilizsbles.

20.~ Como fuente de carbono se pusden utilizar diver

808 carbohidratos tales como glucosa, dextrosa, malto

8a, trehalose, almidén, hidrolizsdo de almiddn, dex-

trina, grasas enimales o vegetales, 6 éoldos grasos.

- En los ejemplos se indican las cantidasdes y pro

28.- porciones de los nutriéntea;

Le sdicidén de N,N'-dibenciletilendismino (DBED)

como acetato o lactato én une concentracién sntre 0,01

-y 1,5 gr. por litro provoca un rendimiento més alto,
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comparado con el ds experimentosAsimulténeos para~
lelos realizados sin le adicidn de DBED; El DBED -
se aflade al celdo dividido preferiblemente en di-
versas porciones, durante ls fermentacién;VLa fer-
mentacidn se realiza & uns temperaturs comprendida
entre 24° a 30° ¢ bajo agitecidn comprsndida entre
0,1 & 4,0 partes/minuto del volumen & fermentar de
scuerdo con la fase de fermentacién;

El tiempo ds fermentecidn necesario pars ob-
tener el rendimiento més alto varia de 96 & 150 ho
raes, segln las condiciones de formulacién;

El caldo fsrmentado no contisns ninguna can-
tidad mesureble de clortetraciclina, hasbta tal pqg'
to &8 selectiva la produceidn de tetraciclina;

Una prusbs indirects de que sl Streptomyces
1usitanus~var¥ tetracyclini es una especie indepen
diente deirstreptomyces aureofaciens es el hecho -
de que el color impartido a toda la masa recoglds
(sin contenerVclortetraciclina) eés esencialmente -
diferente del descrito parsa el Stireptomyces aureo-
faciens sn la patents de'lds Estados Unidos N% =
5;092;556; Le reflexién espectrofotométrica dsl to
tel ds la masa recoglda dsl Streptomycss lusitanus
var. tetracyclini 106-T s¢ mide sn celdas de vi- =
drio de un centimetro en longitudes de onds entre
400 & 700:mp, utilizando carbonato de megnesio como

referencia. Los valores de reflexidn (R) y las co-



10.~

15 -

20 .~

30824

-2A -

rraépondientes longitudes ds onde se representan
lineslmente sobre un gréfico, esteblecisndo una
curva de reflexidn caraeteristica; Se traza enton
ces una linea recte & través de la curva de refle
xién s guiones intercsptando & 400 mp'y 550 mp y
se mide la distencia vertical entre ésta linea y
la curve de reflexidn en 420 mp y 430 qp; Bstos -
vélores se representan por los simbolos ARypq ¥
ARyp0 rsspectivamente; En el caso del Strepfomy-
ces aureofmciens, seghn lg patente de los Estados
Unidos nt? 5;092;556,,AR420 68 mayor que A3430 ¥y
en el caso del Streptomyces lusitanus ver. tetra-
cyclini 106=T AReao es siempre.més pequeiio que -
AR 480, sunque no hay presénte cantidad demostra-
ble de clortetraciclina ({50 mcg/ml) en la maesa -
de Streptomyces lusitanus ver. tetracyclini 106-T,

Une vez qus le formeeidn estd completeda, se
extres 6l prineipio activo y se purifica segin sl
brocedimiento dsspcrito en lg patsnte principal --
ne 37;424) 0 61 deserito en 1a paténts n@ 40;718,
eungue los ejemplos & continuacidn dan una descrip
¢ién clare del procsdimiento de purificacidn.

El producto finel obtenido bajo ls forme de
hidrocloruro ds tetracielina tisne las siguientes
carfoteristicas fisicas y quimicas: descomposicidn
glrsdedor ds los 2140 ¢; rotecién dptice ﬁx/%4-258

(c, 0,6 en 0,1 H HCL); e muy soluble en sgus, me
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tanol y etanol ’. Los andlisis de elementos de la
bass trihidrato corrssponden a la férmuls -
032H24NEQ?5329’ con un punto-de fusién de 170° a
175° ¢ (dec.).

El producto obtenido corresponds, bajo la
forma de¢ base o bajo la ds hidrocloruro, en t0--
des las carfoteristicas quimicas, fisicas y biold
gices, & las descritas en la literatura pare la
tetraciclin&;

Les ventajas industribles del presente procs
dimiento utilizando la varisdad natural dsl Strep
tomices lusitanus var. tetracyclini 106-T consis-
te principalmente en los rendimisntos muy altos -
obtsnidos y en sl barato medio de cultivo nscese-
rio,

Los siguientes ejemplos sirven pera ilustrer
el actual procedimiento de invencidén sin restrin-
gir de ninguns mansra su amplitud:

EJEMELOS

1) Se prepararon todos los medios con aguna
dscentada, teniendo 1 litro de medio esterilizado

la siguiente composicidn:

Gorn steep liquor 50 % 10 gr.
Azficar - 10 gr.
Ga005 -1 gz.

(1, ), 20, , 2 gr.
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EJEMPIOS

XE PO 2 gr.

g 4 : .
MgSO4-7H20 0,26 grf
Agua hasta 1000 cc,

(pE 6,4 después de la esterilizacién)
Se inoould con 1 ml. de una solueién, en salina fi
sioldgics, de esporas madures de Streptomyces luéitg

nus ver. tetraeyclini 106-T y se inscubd a 26° ¢ en

ﬁna redome en un égitador rotativo durante 36 horas.

Después se inoculo un prefermentador con un
volumen de trabajo de 150 lts., conteniendo un msdio

de ls siguiente composicidn:

Corn steep liquor 50 % 35 gr.
Gaco5 15 gr.
Azbear & gr.
Ague 1;000 e,

(pH 6,7 después de la esterilizaeidn)
con el antes mencionado cultivo de 36 horas y se -
ferments a 26° C bajo agitacién y aireacién estéril
durante 24 horas;

Finelmente, s¢ inoculd un fermentador con unsa

capacidad ftil de 6.000 litros, conteniendo un me-

dio de la siguisnte composicidn:

Gorn steep liquor B0 % 28 gr.
Yarbonato de calcio 14 gr.
Almiddn ‘ 38 gr.
(1\1114)2304 ' 5,7 gr.
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NE, 01 1,5 gr.

MnSO4.4Héo 0,05 gr.

Coclzleﬁzo 0,002 grl

Zn80, 0,05 gr.

'Harina de caczhuet 25 gr;

Aceite de manteca ds cerdo 35 gr. por litro
de agua dg
oantada;

(pH 6,7 a 6,8 después ds la esterilizacidn)

con el antes mencionado cultivo de 24 horas § &6.
fermento & %0° ¢ durante 24 horas con una airsacién
de 1,5 1/1 minuto; Se bajé entonces la tempsratura
e 26° Cy ss incrementé lentamente la airescidn de
tal forme que, pasedas 140 horas, alcanzd 4 1/1 mi-
nuto;

Despuds de 140 horas de fermentacidn se obtig
ne 11;1 gr: de tetrapielina bor litro, sin detectar
clortetracicolina ({50 mcg/ml;);

2) Se procesde como en sl ejemplo 1), pero se
afiade al ltimo medio de oultive 0,5 gr/l de N,N'=-
-dibenciietilenodiamina diacstato en cuatro porcio- ,
nes iguasles & 0,36, 72 y 98 horas de la fermentaciéﬁ,
Después de 140 horas, la cantided ds tetraciclina -
obtenide es de 12,3 gr/ll

3) Se acidifica la masa fermentads obtenida
en el ejemplo 1) haéta pH 1,5, con un 25 % ds Acido

sulfirico y se filtra mediante un filtro de tembor,
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se extras dos veces lg torts con ague a pH 1,5. Se

‘aflede 8l filtrado unido 18 kgs. de "Versene" (te--

traaceteto de etilenodiamina, agsnt; secusstrador)

y 16,5 kgs; de diascetato de DBED, y después se ajus
ta lentamente el pH a 9,7 cén un 12 por cisnto de
amoniacol Después de 5 horas de sgitacidn se filtra
el precipitado que consiste esencialmente en comple-
jo de tetrecidline DBED impuro con la férmuls de DBEDl
;Ca; (tetraciclina)z; El prscipitado himsdo se suspen
ds entonces en agua se¢ acidifica con una solucidén -

scuosa al 10 por ciento de Acido ox&lico hasta pH 1,5

'bajo agitecidn. Entonces se filtra la solucidn y se

ajusta el pH & §,8 con uns solucidn acuosa al ;0 %
de hidréxido de sodio. Se filtre el precipitado, se
g60a y se lave bajo vacio a 65° C: El rendimiento =
calculado en actividad ss del 83,5 por ciento.

4) Se procede como en el ejemplo 3), DPBrO en
lugar de DBED A se afladsen 16 Kgs; de N,N'~dlbencile-
tilenodiimine (06H5;0H=NiOHZLGHELNgGHl06H5) & pH 6;
El rendimiento efectivo de actividad calcoulado es el
86 %, en forma de base;

5) Se procede como en el ejemplo 1), pero se
substituye le composicidén del medio de cultivo del
fermentador principgl por lo siguniente:

Corn steep liguor 50 % 31 gr.

Carbonato ds calcio 14 gr;

Semihidrolizado de &lmidén con



30824,

teniendo no més dsl 20 % de

almiddn de cereal no hidroli
éado y no més del 20 % de mo
no~ y - dimeros, estando pre
sente la cantidad resultente

como oligomsros. " 63 BT

(NH4)2so4 5,7 gr»
NH,C1 1,6 gr.
M§S04‘.4H20 ' 0,05 gz.
00012..6320 ' 0,002 g«
Zn594 0,06 gt
Pes0, 0,04 gr.
Herina ds cacahuet 25 gr.
Aceite de manteca de cerdo 28 gr.
Aceite de cacshustl 4 gr;

(pH 6,7 & 6,8)

El rendimiento final 63112,2 gr/l; No hay clor
tetracicline detectabls (<50 meg/cc) en la masa; De
la curva de reflexidn de tods la mase recogida ss ob
tiens psra AR 1los siguientss valorss: AB420= 18 y
AR,z = 92,4.

6) Se produce como - sn sl ejemplo 5) psro se omi
te el aceite de mantsca de cerdo y el aceite ds cacg-
huet y se controls la formecidn de espume efiadiendo
un egente antiespumoso de silicana. Bl rendimiento
después Ge 136 horas de fermentacidén es 10,1 gr/l;

Ilo se dstecta sn la mesa clortstracicling.
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7) Se inoculan 40 6c. ds medio de cultive este-
rilizadd de la feormuls descrite en el ejemplo 1) pa-
re fermentscién finel con esporas germinantes de Strep
tomyces lusitanus var; tetracyelini 106-7 en una redo
me de Erlemmayer de 300 cc; ¥ &6 incuba durante 7 - =
dfas o 28° C en un sgitador rotatorio. Le ourve de re
flexidén de tods la masa recogida se determina enton--
ces y 86 calculan los valores AR, dando: AR 490 3,8y
AR450: 34,8,

§OoD4&

Se decleran como de novedad y propiedad para to

do el territorio espafiol el contenido de las giguien-

tess

REIVINCICACIONES

1%,- "Proceso de fermentacidn y eislamiento de
los produot;s sctivos de la misma", carsctsrizsdas -

porgus se ferments un medio de cuitivo acuoso conte-
niendo cargohidratos asimilables y nitrdgeno orgénico;
esd como sales minersles, ineluido cloruro, por medio
de Strsctomyces lusitanus var; tetracyclini, particu-
larmente une cepe industrialmente Util dsl mismo, de=-
gignada 106-T, o por sus mutantes o variaciones, bajo
condiciones asrobiss sumergidas a una temperatura de
24° a 30° ¢, hasta que se alcenze la activided antibid
tica substanciel, y por el consiguiente aislamiento de
la tetraciclina del caldo formado.

2%.~ "PROCESO DE FERMENTACION Y AISTAMIENTO DE

-~



LOS PRODUCTOS ACTIVOS DIE LA.MISMA“;

A efsctos de la Priorided yade conformided con lo
dispuesto en los convenios intermacionales de los qus -
Espafle es signataries, se reivindica expresamente la ob-
tenida con la edicién & la Patents portugussa n® 37.424
de 17 de Enero de 1;965;

Todo ello conforme ss dsscribe y reivindice esn la
brssente memoris que consta de VEINTISIETE hojas escri-

tes a maguina por une sola de sus caras.

Nadrid, 16 de 1.965

E. GONZALEZ VAGAS
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