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PATENTE
DE
INVENCION

por "PROCEDIMIZNTO FERMENTATIVO PARA L. PREPARACION DE TE-
TRACICLINA", a favor de la firma italiana SOCIETA FARMACEU-
TICI ITALTA, domiciliada cn MILANO (Italia), Largo. G. Donegani -
1-'2 L]

MEMORIA DESCRIPTIVA

Objeto de cste invento ¢s un proccdimicnto fermen-

tativo para la preparacidn dc tetraciclina.

Més particularmcnte, s¢ describe un procodimiento
microbiolégico para la preparacién dec tetraciclina por el uso

’

de un nucvo microorganismo, el Stroptomyces avellancus, llape-

D

do tambidn Streptomyces F.I. 2758. (Bl Streptomyces avellaneus

hz sido registrade en cl Commonwcalth Mycological Institute,
Ferry Lane; Kow, Surrecy (Gran Bretafia), con el nimero de indi-
ce I.M.I4126840 ¥y en el Institutoc of Micrcbiology of the
Rutgers University (EE.UU.) con ol nimero de I{ndice 3911.)

 POOR’
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El antibidtico tctracicline, su preparacién y
sus propicdades quimicas, fisicas y biolégicas se¢ han descri-

to plenamente cn la literatura (Waksman, S.i., "The Actinomy-

cetes", vol. III, 1962, pig, 389).

fhora sc ha descubierto que mediante la fermenta-

cibén del nuevo microorganismo Strepitomyces P.I. 2758 se forman

cantidades clovades del antibidtico tetraciclina y que la
presencis de icnes de clore en ol terreno fermentativo no
incluyon en ol proceso en ¢l sentido de determinar alguna forma-
cibfn de clorotetraciclina. Bl nucevo microorganismo productor

de tetraciclina, aislado de una nucstra de terreno procedente

de las Grutas de Caudano (Cunco, Italia), presenta las si-
guientes caractiristicas morfologicas, culturales y biogquimi-

cas:

rean?

Caracteristicas norfoldgicas:

E1l miceclio vegetativo presenta én los terrenos de
cultivo comunes hifas de 0,9 a 1,1 nmicras dc cspesor, longi-
tud varisble y ramificacién abundantc. De éstas se originan
hifas més grandee, de 1,2 a 1,5 micras de espesor, no muy
largas, rcctas, goneralnente recegidas en mechones que simulan
un abanico y ramificadas simpodialmcntog'en cicrto momento,
cstas hifas conididéforas se transforman on Eonidios que prescn-

tan superficics lisa, on forma de barrilete o ligcramente cilin-

drica, de dimensiones 1,2-1,5 x 1,4-1,7 micras. AL principio

cstos conidios estdn dispuestos on cadenitas de 5 a 15 coni-
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dios cada una y lucgo e¢stan libres.

Caracteristicas eulturales y bioquimicos:

En la Teble I sc registran las caracteristicas cul-
turales obscrvadas on los torrconos gque so indican, haciondo
crecer cl microorganismo a 28¢C y rcalizando las observaciones
al cabo de 5, 15 y 25 dias dol momento dec la sienbra cn probetas
¥y en placas dc Petri., La wepa crocc bastonte lentemente en los
terrenos de cultivo, 2 base dc agar, tanto sintéticos como
orgénicos, formando on los tcrrenos sintéticos un micclio vege-
tativo que consiste siompre e¢n una pdtina originada por la
confluencia dec diversas ccloniss poco clevadas y de color

pajizo a amarillo anaranjado pardusco.

En los terrcnos orgénicos sc forma una pdtina ori-
ginada por la conflucncia dc colonias discretamente elevedas,
en forma de cdpula, cuyo color pasa de un amarillo mds o nonos
neto a un pardo castafio bastante cargado, que a veces proscn-

ta tonalidades rojo-parduscas.

Bl micelio adroo, on los tcrrenos sintéticos, es
generalmentc cscaso o estd ausente. EL aspecto os raso y do
color variable del blanco al beige, con loves tonalidades de

pardo avellanado.

e
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En los térrenos orgdnicos, por lo general, el

micelio aéreo se desarrolla con bastante abundancia, con
aspecto raso y color del pardo avellanado claro al avellanado

neto.

El Streptomyces F.I, 2758:1 no se desarrolle en la

'1eche vy la deja inalterada; no hidroliza la gelatina, no redu-

ce los nitratos a nitritos, no produce 4cido sulfhidrico, no
produce tirosinasas ni tampoco melanina., Hidroliza abundanT
temente el almiddén, utiliza para el crecimiento la gluocsa,

la sacarosa y le maltosa, mientras que no se utiliza la l-ara-
binosa, la d-xilosa, el mesoinositol, la d-manosa, la d-fruto-

sa, la ramnosa ni la rafinosa.

Ia cepa no produce pigmentos solubles, no produce
e@sclerosis en cultivo sdlido y no crece a 502C, En cultivo

1liquido zireado produce el antibidtico tetraciclina.
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Caracteristicas culturales del Streptomyces F.I. 2758.

MEDIO CRECIMIENTO ! MICELIO AEREO| MICELIO VEGETATIVO
Agar de bend Discreto, en pe-! Crecimiento color de amarillo
net (1) quefizs colonias | discreto, en | limén a castafio
que confluyen patina rasa claro; envés ané~
5. en pédtina ligerg pulverulenta | logo, pero de co-
mente realzada | de color cha-| lor mis atenuado
mois claro
Agar de Cze- Pequefias colo- ! ausente incoloro, con un
peck (1) nias que con- envés casi pajizo
fluyen en una
pédtina escasa,
10, casi transpa~
rente
Agar-aspara~ Discreto, en ausente de color pajizo a
ina-glucosg pequeilas co- castafio claro, con
%l) lonias que envés de color and-
confluyen en logo '
pdtina lige-
ramente real-
15. zada
Agar-glicerd Bscaso, de Escaso, en pé- de incoloro a pa~
na~-glicina | pequefias co- tina rasa, li-{ jizo castafio has-

1) loniag que geramncnte pul-| ta pardo castafio
confluyen en verulenta, de jclaro, con envés
patina lige- color blanco {de color pajizo
ramente real con leves tong)
zada lidades de par

: do chamois
20,
Agar de Emex Discreto, de ausente de anaranjado cas~
son (1) pequefias co- tafio hasta castafio - .
lonias que con leves tonalida-®*"
confluyen en des rojizas
gétina plega
a
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Agar, almidén
y sales (2

Discreto, en;
pequefias co-
lonias que
confluyen en
pétina lisa

Discreto, -en pé-
tina rasa; pul-
verulenta, de
color blanco 2
pardo chamois,
con leves tong -
lidades rosadas,
vinosas

de pajizo & cas—
taflo claro, con
envés de color
pajizo

Agar-patata
(4)

Discreto, en
pequefias co-
lonias que

confluyen en
pétina ligers)
monte rugosa |

Escaso, en péti-
na arraseda, pul
verulenta, de co
lor blanco con
tonalidades de
pardo chamois

o

de pajizo anae-
ranjado a par-
do castafio cli-
ro,. con cnvés
de color andlcgn
pero més ate-
nuado

Agar-avena,

(3)

Discreto, con
pequeiias co-
lonias que
conxluyen en
pétina lisa

Discreto, de
blanco pardusco
2 chamois claro

de pajizo & casg
tafio claro, COL
enves de color

andlogo

Agar-aspara-
gina~gliceori-
na (1

Bscaso,
quefias colo-
nlas que con—
fluyen en pé-
tina lisa

en pe-

Escaso, blanco,
con tonalidad-
parda chamois,
de creccimien-
to raso, pul-~
verulento

de pajizo con
leves tonalidg-
des verdosas,

a anaranjado ¥
pardo castafio
claro

Agar-extracto
de levaduro-
-glucosa (1)

| pitina ligere

Discreto, en
pequefias co-
lonias que

confluyon en

monte rugosa

auscente

de amarillo one-
ranjado a pardo
castafio
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(1) Woksman, S.i.: "The Actinomycctes", vol. II, The Will.am
and Wirlkins Company, 1961, pég. 328-334.

(2) Pridham T.G., fnderson P., Feley C., Iindenfelser L.A.,
Hesseltine' C.M. y Benedict R.B.: "Antibiotic Annual
1956-1957", pég. 947-953.

(3) Baldacei E., Giolitti G., Kistor E.; y Scotti T.:
Journal of Microbiology, 2, pag. 39, 1961.

5. (4) a 200 g dc patatas hervidas y filtradas con gosa se
afiaden 20 g dc glucosa y 20 g de agar; luego so ajusta
al volumen dc 1 litro y sc estoriliza a 1204C durante
20 minutos.

TIdentificacidn de la ccpa

Las caracteristicas quc prescnta cl microorganismo

cn oxamen y quo S¢ han descerito preccdentomente permiten rofe-

] lo . -
. Manual of Dotcrminative Bacteriology, 72 edicibn, 1957,

pég. T44-~T45).

El Streptomyccs F.I. 2758 pertenece a la seccibn

"Reetus flexibilis", dc Pridhan y col. (Appl. Microbiol., 6,

1958, pig. 52), por cuanto forma cspordéforos rectos. Bsta

seceeidn se divide on seis "series", caracterizadas por cl
15. color del micelio adreo: blanco, antc olivdceo, amarillo,

azul, rojo y gris.

Nuestro microorganismo, quc presenta micclio aéreo
de color tipicamente avellana, no pucde evidentemente ser

referido a ningune de estas scrics ni, por lo tanto, a las

especies respecetivas,
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El Streptomyecs F.I. 2758 pertoncce ademds a2 la
seceidn IT de Baldaceis ™miccelios vegetativos colorcadoss
dosarrollo sobre agar generalmente abundan%e; consistento
(cremoso, peliculoso, etc.); céporificaclén retardada y &

veces pareial® (Journal of Microbiology, 6, 1958, pigs 10},

Esta sccecibn ostd dividida cn "series" caracteriza-
das por difercntus combinaciones de los e¢olores del micelio

vegetative y del micelio aéreos

Ninguna de¢ sstas combinociones corresponde a la
de nuestre microorganismo, que se caractcriza por micelio
vegetativo anaronjado pardusco y micelio aéreo color avella-

na.

Por §ltimo, el Streptomyees F.I. 2758 pertcnecce al

grupo d¢ sorics melanino-negativas de Weksman (The Actinomy-
cetes", vol. II, 1961, pdg. 117). Las series de este grupo

se carachterizan por difercnites combinaciones d¢ los caracte-
res siguientes: coior del micelio aéreo, color del uicelio
vegetativo y formacidén do espiralos. Ninguna de esfé§ boﬁbi;
ﬁaciones coincide con la de nuestro microorganismo, que se
caractoriza por nmicelio aéreo de cclor avellana, migelio
vegetativo de color anaranjado pardusco y ausencia de espiro-

les;
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In la Tabla II sc cxponc una bomp&racién cntre las

carac%cfisticas decl Streptomyces F,I, 2758 y las de los otros

egtrepiomicetos produdtores do totraciclina; de osa compara-

cidn regulta cvidente que el Stroeptomyecs F.I, 2758 no es

identificable con ninguno de tales microorganismos.

Sc concluye que ol microorganismo on cxamen dche

considerarsce especic diversa de las onocidas hasta ahora, y

por tanto lo consideramos especic nucva y lo dofinimos con ¢l

binomio Streptomyces avellancus.

TABLA I

Comparacibn cntrec ¢l Streptomyccs F,I. 2758 y las cspecios

productoras dc tetrociclina,

Streptomyces P.I.

Streplboiyces an-

Streptomyccs

2758

reeofacicns nu-~-
fente, cp., 11834
ATCC

cp. 3054,

nutante de S.

aurcofacicnsg

rectes, scceiébn

roctos, seceidn

rcetos, scco-

Espordforos
RP REF cibn RF
Esporas cilindricag; do | ovalos, do 0;5- |{ovalos o
~1,7 micra nicras , de 1 x 1,5

nicras
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Micelio vege-
tativo

de hialino @
amarillo ana
ranjadoy on-

de amarillonto pé~
lido a pardo
castafio claro;
envés de ama- vés dc ama-
rillo pajizo a | rillo a par-
cagtafio do

de blanco ro-
sado a rojo
salnén; onvés
de chanois oli-
véceo

Micelio adrco

de blanco a pardo | de blanco a

de blanco a

avellanado claro gris amarillos al-
godonoso 0
pulverulento
Pigmontos so-| ausonte a veces pre- | ausente
lubles sente; de
anarillo
1lindn a tie-
rra de Siena
Almidén + + +
Gelatina - - +
Nitratos - - +
™ rosina - dato no dato no indieado
indicado
Mclanina - " "
ficido sulfhidri - < "
co
n
Galactoso falta el dato +
"
Manitol - -
+
Leehe - - -

+ rcaceibn positiva

- roaccidn negatiba
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Streptomyces |Streptomyces cp. ! Streptomyces | Streptomyces

cp. U, V.3, 11652 ATCC ! Yervicillatus | cp. GDoD. 314

nutante de S. . ep. ABS29 mutante de S.

aureofaciens E aurcofaciens
{

Los cultivos ! espirales biverticilado! con ganchos

viejos mues- abicrtas; sin espirales; apicales;

tran colora-
cién negra,
con pequefias
manchas de un
nicelio bla-
c0; son masas
de cuerpos en
cadenillas
breves y miden
de 0,5 a 4,5
micras

P micras

seccibn RA

seccidn BV

! seeeidn RA

cilindricas, de
0,99-1,32 x 0,66

cilindricas,
de 0,6 a
0,8 x 1,9~
-2,5 micras

no indicado

de incoloro a
anarillo

H
cecroso, dc ama~ |
rillo a anaran-
jado y rojo o
bien olivaceo

blanco, con
onves blan-~
co

no indicado

pardusco
de blancuzco | de blahco a gris| wvcrde olivdceo, blanco
a gris ratdén hasta gris| con tonalida-
negruzeo dos blanco-
grisdceas
de pardo a tierra de Siena ausente ausente
verde algu- 0 bien rojo o
nas veces pardo negruzco
no indicado + + no indicado
n + + ]
n - F n
" no indicado no indicado "
1 n ] "
n n + ]
" u i no indicado "
1} 0 ; " "
" - ; + n
]
1!
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Streptomnyces cp.
86 Ist. Antibiot.
Polonia

Streptonyces cp

Streptomyees {Streptomyces

Iuwscofaciens | psammotbicus 13933 ATCC
cp. L2061

Vi

rectos, sce~
cion RF

no indicado

|
|
|
|
|

roctos, sec-
cion RF

rectos, scc-
cién RF

no indicado

no indicado

no indicado

esféricas y ova
les, de 1,4 x
1,4-2,1 micras

no indicado

dce incoloro a
pardo; envés

pardusco con

tonalidad ro-
ja

de amarillo
claro a pardo
claro

de incoloro a
amarillo; envés
de amarillo a
negro

rojo sucio
0 anaran-
jado

cagl siempre
ausente, vlan
cuzeo gris

verdosas

de pardo claro;
a pardo obscurg
con tonalidades

de blancuzco a
pardo grisdcco

de verde pardus [de gris a rojo |de pardo claro| auscnte
co & amarillo pardo o también|a pardo oscuro
¢ oro anaranja |a ncgro cargado; hasta verde
do pardo cargado
o+ + — +
- - + -
- - rnio indicado no indicado
no indicado no indicado " "
il Hi - "
" " no indicado "
" I n 4
n 1 " o+
+ n +
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Streptonyces

Stroptomyces aureo-

Streptoﬁyces iStreptmmfccs

persinilis

facicns Mcdiolanum

ayrecoiacions iV iridiracions

ep. 462840

cp. A3(T ATCCicp. BLHO7201L

| 10762

FATCC 11980

no indicado

no indicado

|
|
!
|
!

. less seceidn

flexuosos, con
tondencia a
formar espira+

RA

espirales
abicrtas;
scceidn RA

no indicado

no indicado

lisas, de o8-
féricas a re-
dondas

no indicado

amarillo
claro a
pardo

d¢ amarillo cro-
ma a anarillo
anaranjado hasta
pardo

de hialino a

amarillo ana-
ranjado hasta
pardo pirpura

de pardo
pdlido a
pardo

de blanco de
nicve a grise
claro hasta
grig obscuro

de blanco aparie-
llento a blanco
grisdceo hasta
azul

de blancuzco
a gris ceniza
hasta gris
cargado

gris-ratén

de anarillo
¢laro a ana~
rillo pardo

de anmarillo fluo-
rescentc a ana-
rillo pardo

algunas veees
presentes; do
amarillo pé-
lido a pardo
pélido

aparillo
verdoso

+

no indicado

no indicado
1

————

ot
no indicado
1

4.
no indiecado

ty =

no indicade
1
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ELl Stroptomyces avellancus sc consorva mcdiante

. « . - . N .
liofilizacion, utilizando lcchc como mcdio suspensor.

Ia produccidn de antiobidticos sc cfeetua con los
métodos normales bicn conocidos y consiste en hacer desarro-
1llar la nueva cspeeic on un torreno de cultivo liquido, provia-
mente ostirilizado, on condicioncs acrdbias, a temperatura
variable entrc 228C y 359C (de profercncia a 282C), por wn
periodo de ticmpo variable ontrc 72 y 168 horas (de preferen-
cia, 120 horas) y con un pH quc al principio es de 6,0-7,0

y al finadl dcl proceso fermentativo es de 6,5-7,2.

El torrcono de cultivo congiste cn una fuente de

carbono, una fuentc de nitrdgeno y wma fucnte de sales.

La fuente dc carbono puode cstar constituida por
almiddn, dextrina, glicorina, maltosa, macoracién de maiz,
solubles de los dcstiladores, accite de soja, aceite de lardo

y otras materias quec sc¢ cmplean ordinariamente con tal fin,

La fucnte do nitrdgeno, aparte de las substancias
complejas indicadas antes, puede estar constituido por
extracto de carnc, levadura scca, poptona 0 harina de scmillas
do algoddn, caseina o hidrolizados de caseina y por sales de
amonio como: sulfato de omonio, fosfato diamdnico y nitrato
de amonio, ademas de otros cmpleados corricntemente para tal

fin,
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Las salcs minorales Gtiles para la produccidn del
antibidtico varian scgin ¢l terrcno gue s¢ use, En un torrcno
quc contenga substancias complejas, como harinas diversas y
residuos de formentacidn, han resultado dtiles las
adicionce dc carbonato de cal y dc fosfatos do sodlo y potasio:
En terrcnos a basc de doxtrina y cascina o de salecs amdnicas
s¢ nccesitan adicioncs de sales mincrales, cntre cllas las
salos d¢ potasio, dc magnesio, de hicrro, de cobre, de zinc,

de manganeso y de¢ cebalto.

La fermentacidn puede ofectunrzc on matraccs do
Erlenmeyer o en Lfcermontadores de laboroatorio ¢ industriales
de diversa capacidad.

La totraciclina de los coldos de fermentacidn se
detormina cuantitativamente por métodos quimicos o bioldgicos,
Para oxtraer dec -los caldos la tetraciclina, pueden emplearsc
los métodos convencionales de extraceidn conocidos on el campo
de los antibidticos, como las oxtraccioncs con disolventes
comunes en prescncia o no de coadyuvantes o adsorbentes. Entre
estos métodos, uno quc permite extraer o purificar Sptimamcnte
la tetraciclina do los caldos de fermontacidn obtonidos scgun
el proccdimionto de este invento consiste on esencia en una
oxtraccidn con una mozcla de tricrosol y tetracloruro de
carbono, ocn pH alecalino, ILas mozmelas deo tricresol (constitui-
do por las tres formas isbmoras dol crcsol ¥ que tiene un

poso especifico de 1,030 a 1,038) y de totracloruro de corbo-
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no quec se cmplcan con proforcneia para la oxtraccidn son las
comprendidas entre las relaciones 1:l y 1:3 de tricresol a
totracloruro do corbono. Mas particularmonte, la extraccidn
sc realiza del modo siguicnte: al caldo de cultivo que contie-
ne la tetraciclina, sc ofiade deido oxdlico, sc filtra y al
filtrado se agrogn un agente quelonte para iones metdlicos
polivalentes, com¢ por cjemplo totracetato sddico de etilen-
diaminos a continuncidn se oxtrac con una mezela de trieresol
vy totracloruro de carbono despuds de habor ajustado el pH a
8-8,5 por adicidén de una basc alealina,

Se separan las fases orginicas (de prefercncia,
por centrifugacidn) y sc los afinde acctona y una soluecidn
acuosa de un dcido inorginico u orgdnico (de preforencia,
deido eftrico). So sacude la mezele y se soparan las fases,
El extracto acucso asi obtonido conticne ol antibidtico junto
con cierta cantidad de impurezas colorcadas y de tricroesol;
s¢ le purifica por sacudimionto conm un disolvonte inmiscible
con el agua (como butanol, metilisobutilcetona y andlogos).

Para focilitar la separacidn do las dos fases y
el paso dec dichas impurezas colorcadas cn la fasc organica,
resulta convonionte afiadir, antes de ofectuaf 1la oxtraccidn,
cierta cantidad de substancias tcensioactivas, como sulfonatos
de alquilo alecalinos o salos amdnicns cuatornarias y anélogos:
Inmego sc scparan las dos fascs y sc descarta la fasc orgénica:

A continuacidn so scpara la fase acuosa, ajustada

a pH 5-7 por adicidn de wna basc alcalina (por ejemplo,



10.

15,

20,

hidratos o carbonatos alcalinos). Fl ontiobidtico totraci-
clina so preeipita y os aislado come fal y purificado por
recristalizacidn o transformado en suc sales con un acido
inorganico u orgdnico, scgin las téenicas conocidas.

Los cjemplos que siguen sirven para ilusirar el

invento, pero sin limitarlo,
EJEMPLO 1

Se propararon dos matraces do Erlonmeycr de 300 cc

que contenian cada uno 60 cc del siguicnte terrcno vegetativo:

Maceracién de maiz 1,5%
Sulfato aménico 0,45
Carbonato ealeico 0,6%
Almidén soluble 2%
Glucosa 0;5%
Harina de maiz 0,1%
Fosfato monopotasico 0,06%
Agua del grifo hasta 1000 cc.

Ia estorilizacidn se ofcctud nor calontamionto en
autoclave a 1202C duvrante 20 minutos.

Fl pH despuds de la esterilizacidn era de 6,6.

Cada motraz se inoculd con un tercio aproximadamon—

t¢ de la superficic micolar de un cultivo on slant de
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Streptomyces avellancus do 10 dfas de odad, desarrollado

a 282C cn el siguionte terreno sdlido:

Extracto de malta 1%
Extracto de levadura 0,4%
Glucosa 0,4%
Agar 1,8%
Agua dostilada hasta 1000 ce.

pH despues de la cstbrlllza01on 6, 2

Sc incuboron los matraces a 28¢C durante 27 horas;
en un agitador giratorio a 240 vucltas por minuto y con excon-
tricidad de 3,5 cm.

3 ce de wn cultivo asl desarrollado se introdujeron
como indeulo en un matraz de Erlenmoyor do 300 ec; que conte-

nia 300 ce del terreno siguicnte:

Almiddn 6%
Carbonato cdleico T 0,4%

Harina dc soja dosgrasada 3%

Caseina 1%
Sulfato do magnemic 0,05%
Melaza 0,2%
Aceito de lardo 1%

Agua del grifo hasta 1000 cec,

El pH des pues de la vsterilizacibn a 1202C durante
20 minutos fue do 6,8,
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Se incubd a 282C en un sgitador giratorio a 220

i

vueltas por minuto, con wna excentricidad de 3,5 cm, tal como

se ha descrito parc la fase vegetativa,

Al cabo de 120 horas de fermentacidén, se ha obte-
nido la actividad mdixima, correspondicnite a una concentra-

cién de 6000 microgramos/ml de tetraciclina,

EJENMPLO 2

Se procedid tal como se ha deserito en el Ejemplo 1,
con la diferencia de que para la fase vegetativa se utilizd el

terreno siguiento:

Maceracién de maiz 3;5%
Carbonato cdlcico 1,8%
Bacarosa 0;5%
Agua del grifo hasta 1000 cc.,

Bsterilizacidn:  120°C durante 20 minutos.
pH después de la esterilizacidn 6,5;

y para la fase productiva, cl terreno siguiente:

Almidadn 12%
Maceracidn de maiz 2,6%
Carbonato edleico 1%
Sulfato aménico 1%
Sulfato de manganeso 14?5%

Cloruro de cobalto 0,78%
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Harina de semilla de algoddn 0,45%
Aceite de lardo 2,5%

Agua del grifo hasita 1000 ce,

El pH sc ajustd a 6,2 con hidrdxido sddico antes
de la estorilizacidén y se esterilizd a 1202C durante 20 minu-
tos,
Al cabo de 120 horas de¢ formentncién en las condi-
ciones que sc han doscrito en el Ejomplo 1, se alcanzd una
actividad correspondisnte 2 una concentracidén de 10,500 micro-

gramos/ml de tetraciclina.
EJEMPLO 3

Se procodid como on el Ejoemplo 1, con la difercncia

de gque la fase vegotativa se realizd on ¢l terreno siguiente:

Moceracidn de maiz 1,5%
Sulfato amdénico 0,4%
Carbonato cdleico 0,6%
Fosfato monopotasico 0,03%
Almidén 25
Glucosa O;S%
Harina de maiz ' 0,1%
Harina de soja 0;4%
Aceite de lardo 0,25%

Agva del grifo  hasta 1000 cc:



El pH sc cjustd a 6,6 por adicidn de hidrdxido sddico.

r

Ia fase productiva sc realiso on el terreno siguicn~-

tos
~ Almidén 6%
5: Glucosa 0,5%
Maceracién de maiz 2;5%
Harina do soja 0,5%
Harina de maiz 1
Sulfato aménico 0,6%
10,  Cloruro aménico 0,1%
Sulfato de manganeso 0,01%
Cloruro do cobalto 0,0005%
Aceite de lerdo 3%,
) AL cabo de 120 horas de fermentacidn, se alcanzd
15. una produccidn mdxima de 7700 microgromos/ml de tetraciclina.
EJEMPLO 4

En un fermentador de vidrio de 10 libtros de cesteri~
lizaron por calcentamicnto a 1202C durante 30 minutos 6 litros

del terreno vegetativo que s¢ ha oxpuesto on el Ejemplo 2.

20, Despuds del enfriamicento, sc¢ inoculd con 200 cc de
un cultivo vegetativo preparado en matraz de Erlenmeyer tal

como se ha cxplicado cn el Ejemplo 1.
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Se¢ incubd durante 24 horas a 282C, con uma corricnte
de aire correspondicnte a 6 litros por minuto y con una agita-
cidn de 350 vueltas por minuto de un agitador provisto de
cuatro palas, EL torreno vegctativo asi obtenido sirvid
5. para inocular, cn la proporcidn de 5%, 6 litros del terreno
productivo expucsto on ¢l Ejcmplo 2, contenido en un fermen-

tador de 10 litros y osterilizado a 1202C durante 30 minutos,

Se incubd a 282C con una corricnte de aire de 6 li-
tros por minuto y con una agitacidn de 450 vuéltas por minuto
10. de un agitador provisto dec cuatro palas. Al cabo de 5 dias
de incubacidn, sc obtuvo una produccidn correspondiecnte a

7500 microgramos/ml de tetraciclina.
EJEMPLO 5

A 7,330 kg de un caldo de cultivo preparado tal
15. como scha descrito on el Ejomplo 4 y que contenia 55 g de
tetraciclina (caleulada como clorhidrato) sc afiadieron 87 g
de deido oxdlico y sc agltd la mezela durante una hora. Se
agregaron 500 g dc tierra de infusorios y se filtrd, Iuego sc
lavd la torta con 2,5 litros de una solqcién acuosa que contonia
20, 1;1% de deido oxdlico. Se obtuvieron 9,8 litros de filtrado,
a los que sc afindicron 55 g de tetraacetato sédico de ctilen-
diamina y una mezcla compucsta por 500 cc de tricresol y

1000 ce de tetracloruro de carbono. Sc agitd la mezela endrgi-
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camente durante la adicidn de 275 cc de un solucidn acuosa
al 20% de hidrdxide sédico y el pH a 8,

Se separaron luego las fases por cenbrifugacidn y
la fasc orgdnica se lavé con un poco de agua, se sacudid con
5 g de carbdn decolorante y se filtrdé en filtro de papel que
sostenia una cape de tierra de infusorios.

Se afiadieron al filtrq@o 500 cc de acetona y 300 cec
de una solucidn acuosa al 10% de deido citrico. Se agitd, se
separaron las fases y la fase orgdnice se extrajo sucesiva-
mente con dos porciones de 200 cc y 100 cc de una solucidn
acuosa a2l 10% de dcido eitrico. Se combinaron los extractos
hidroacetdnicos, se les afiadieron 10 cc de una soluciég_acuosa
al 10% de sulfato de estearil-trimetilamonio y s¢ sacudid la
mezcla con 320 cc de bubtanol. E1 butanol, que quedd ahora
coloreado de amurillo pardusco, sc¢ separd y se elimind .

Se agitd el extracto acucso purificado, se le afia-
did una solucidn acuosa de potasa al 20% hasta pH de 5,8, se
enfrié en bafio de hielo y al cabo de 20 horas se recogid
sobre filtro el precipitado obtenido, se le lavd con agua y
se le secd a 509C en vacio. Se obtuviecron 35,21 g de producto
con una potencia de 102,2 microgramos/mg, equivalentes a
35,21 g de clorhidrato de tetraciclina. De las aguas madres,
por alcalinizacidn a pH 7, se pudo scparar otra cantidad mds
de antibidtico, que, secado a 502C en vacio, resultd estar

constituldo poxr 6,69 g de tetraciclina, con una potencia de



5

10.

15,

20,

it

24

355 microgramos/mg, cquivelentes a 5,72 g de clorhidrato de

tetraciclina,
BJEMPIO 6

A 16 kg de caldo de cultivo que contenian 160 g
de tetraciclina en forma de clorhidrato, se afladieron 200 g
de dcido oxdlico. Se agitd la mezcla durante una hora, se le
afiadidé 1 kg de tierra de infusorios y se filtrd. Se lavd
la torta con 5,5 litros de una solucidn acuosa al 1% de deido
oxdlico. Al filtrado asi obtonido se afiadieron 160 g de P
tetracetato sdcico de etilendiamine, sc ajusté el pH de la
mezcla a 8,4 y sc la extrajo con una mezecla de 1,07 litros de
tetracloruro dc carbono y 1,07 litros de tricresol. ILa fase
orginica s¢ extrajo con 1050 cc de acetona y 750 cc de una
solucidn acuose ol 10% de deido eitrico. Se agitd, se sepa-
raron las fases y se extrajo la fasec prggnica, sucesivamente,
con Qos porciones de 400 y 350 cc de una solucidn acuosa de
dcido citrico al 10%., Los extractos hidroacetdnicos reuni-
dos se purificaron por sacudimiento con 500 cc de metilisobu-
tilcetona y 1 & de sulfonsto sddice de laurilo. Se desecho
¢l extracto en ol disolvente orgdnico y se tratd el extracto
acuoso con 5 g de carbdén decolorante. Al extracto filtrado
se afiadid una solucidn acuosa al 20% de KOH hasta pH 5,5 y,

después de enfricmiento en hielo durente 30 horas, se recogio
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sobre filtro cl preeipitado obtenido, se le lavd con agua y
se le secd a 503C en veeid.

Se obtuvieron 98,7 g de tetraeciclina con una poben~
cia de 106 miorogramos/mg, cquivalente a 104 g de clorhidrato
de tetraciclina.

De las aguas madres, que conbonian 17 g de clorhi-
drato de tetraeiclina, se obtuvieron todavia; por extraccidn
con tricresol/tetracloruro de carbono, ziguiendo un procedi-
micnto andlogo ol que se ha deacrito entes, 11,5 g do énti~
bitdtico con una potencia de 951 microgramos/mg, equivalentes

a 10,93 g de clorhidrato de tetraciclina.
EJEMPLO 7

A 11,25 kg de caldo de cultivo que contenian 113,6 g
de tetraciclina (coleulada como clorhidrato) se afindieron
200 g de dcido oxilico.

Se azitd la masa durante une hora, se afiadid 1 kg de
tierra de infusorios v se filtrd. Iuego se lavd la torta
con 7 litros de solucidn acuose de dcido oxdlico al 1%.

Al filtrado (14,8 litros) oo efiadieron 100 g de
tetraacetato sddico de eotilendiamine, T0C cc de tricresol y
1400 cc de tetracloruro de carbono. S¢ ajustd el pH a 8,4
con solucidn acuosa al 20% de hidrdxido sddico y se agitd

durante 15 minutos. Se separaron las dos fases en la centri-
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fugadora y la fase ccuosa se o#trajo todavia una vez con
100 cc de tricresol y 300 cc de tetracloruro de carbono y
luego se desechd,

Se combinaron los extractos orginicos y se filtra-
ron sobre filtro de papel que sostenia una capa de ticrra de
infusorios.

So afiadieron al filtrado (1240 c¢), sucesivamente,
300 cc de acetona ¥ 980 cc de solucidn acuosa de deido eitri-
co al 10%, se agité y, para desvanccer un ligero enturbiamion-
to, se agregaron 150 cc de una solucidn acuosa de deido sulfd-
rico ol 20%.

Se aglté todavia y se scpararon las fases., ILa fase
orgénica se cxtrajo aun por dos veces con 200 cc de solucidn
acuose de decido cftrico al 10%, A los extractos hidroacetd—
nicos combinados se afiadieron 600 cc¢ de’r butano normal y se
agité. Tucgo s¢ afiadid unc solueidn acuosa de hidrdxido
potdsico al 20% hasta alcanzar un pH d¢ 5,5.

Se prosiguid le agitacidn durantc 63 horas a la
tomperatura ambionte, se recogid ol preeipitado sobre filtro
y se le lavd con butanol normal y lubgo con agua,

Secando a 508C y en wvoacio, se¢ obtuvieron 90 600 g de

totra01cllna, con-una potencla de 991 mlcrogramos/mg, equi-

valentos a 89,78 (rendimiento, 79&)
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HNOTA

Degerito el objeto del prosoente invento, sc
declaran nuevas y dc propin invencidn, las siguientes reivin-
dicaclones, con prioridad de la solicitud de patente italiana

n® 14040 A/67 del 23 de Marzo dec 1967.

1. Proccdimiento fermenitativo para la proparacidn de
totraciclina, corceterizado por cultivorse el nucevo

Stroptomyces avellancus en condicioncs cerobias en un medio

nutritivo que conticne una fuente do carbono, hidrdgeno y
sales mincreolcs, o temperatura cntre 222 y 358C, por un
periodo do %é o 168 horas y con un pH de 6,0 o 7,2, por scpa-
rarse del calde de¢ fermentacidn la tetraciclina formada y por
purificarla como tal o transformerls on sus sales con Acidos
inorgdnicos u orgdnicos, atdxicos y farmacduticamente acepta-

blss, de monera conocido,

2, Proccdimicnto formentatbivo para la preparacidn de
tetraciclina,

Segin so describe y reivindica en la presentc memoria
deseriptiva que consta de 27 hojas folladas y escritas o md-
quina por una sola cora.

Madrid, o 22 dc Marzo de 1967
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