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& noubre je MEBROK & 00.; IF0,, entided nortesmericana, @stm.

blecide en 126 Badt Linooln Avenue, Rehway, ¥ueve Jersey,
Eotsdos ynidos d¢ mnérice, por; A

"T PROGEDD:IENTO DE PREPARAR SAIES CQIPLEJAS DE BSTREPTOMI

CEAMB e T e L I R W upp S m e fteaNEmaee .- amacacssrtanne

% «8t® invénto g6 refiere a la prep‘racio'n de ssies

cristal izadas ds estreptoniiain a8, nvévas y tarapénticanenm u'g}_
le8, parviculammeéente sajes comple jas de estreptonicina que
contienén Sales inorganicad , y mas partionlarmente a 1w pre-

§  paracion de complejos cristelizadod de estreptontoine que
catienen halurod ds metalé® alcalinoetsrrecs.,
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Por Sohatz, Bugie, y Waksman (Proo. 900. Jixp.
Ble!, &Liad., 66, 66-69 (1944) ha sido demostrado qoe ia
estreptomicina se obtiene de productos de elaboracién for-
mados en ai cultivo del micro-organismo A griseas *n an c”-
dio adecuado de cultivo, por adsorcion sobra carbon activa-
do sequida por elacion con no disolvente acido en ona forma
similar a la usada para obtener estreptomicina (proo. Seo.
ai sxp. Biol. &Med. 49, 207-212 (1942).  Los productos,
tal como ai hidrooloruro de estreptomicina, que se obtienen
de este modo estan &n forma de corcentrados brutos con una
potencia generalmente menor de  50U/mgr.  (Una anidad de
actividad es aquella cantidad de material que inhibira el
crecimiento de una raza normal de asherjohia coli en an mi.
de ac medio de cultivo adecuado).

pueden prepararse concentrados de pot&noiamay in-
crementada por un procedimiento de adsorcion y eiaoion seise
tivas segin s* describe en la solicitud norteaaerlotnawe
601.337 presentada el 23 de junio de 1946, y la preparacion
de ana sal heiitp tinica cristalizada de estreptomicina poe-
de hacerse segun se describe en la solicitud cSrteamericeca
Nt 601.336 presentada ei 23-junio-1946.  Los ooroentrados
de hidrooloruro de estreptomicina con uns actividad del or-
den de 600 U o mas por mgr. obtenidos por el prooedimients
de adsorcion y eiuoion o reconvirtiscds la sal heiiantirloa
Sn el hidrooiomro, son de gran pereza y terapéuticamente
(tiles.  sir embargo, estos productos no yon adecuados para
sa 050 extensivo ya Que no son compuestos gai iioamente poros,

sosoeptibies de standardizacion por ensayos paramenta qaimioos,
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y debep estenderdizarse tanda por tands por énsayos ®n onsm-
%o a su actividaed fiaiolégios;

3¢ ha de®cubjerto shorm, d¢ acuerde con €1 sz-asau.
% invento, que ciertms sales scidss inorganices, perticuisr
50 1@ los haluros d¢ me tales alcelino-t€rreos, 8¢ combinsn
Qefuicauer 9 con #8108 4cides de estreptomicina én up medie
disolvente gdecusio para fomar sales compl@jes oristalizs.
des qué conti®uen tento 1a sal acida de estreptomicina cemo
la sal #&cide 1norginio.,‘. sctes 8ales comple jas sorn de grap
pot®rcia y por recristalizacion puedey, obtepe ree ep fqrm.,
® ser. i gl ey, A pura‘. 1a sal &cida irorgénice combinsdm,por
%or en s{ miema ®sercislmen t6 no toxfcs, no ménoscaba ol Va-
lor terapfatico del producto‘. a8{ por vez priners, 8¢ dis.
poné de 1a estreptomicine or uns forus yué, no sclo tiene

valioses propicdedes terapsuticas, sino que también puede

 producirse, distribuirse y sdmir istrarse ér una forms prac.

ticable,

B ung Solicitud nerteemricera d¢ patOnte ne
612,566 presentads €1 24 48 agosto de 1946 #® ha descrito
l1a préparacion de #ales oompla?as d¢ 1a sustencia sytibid.
tice muy afin, estreptotricina.

Cor®ide rados on Ciérios 46 los a®peCtos més am.
plios® 108 pudvos detalles incorporados ¢n €1 presents inven.
to comprénden ®eles Aobles coupleéjas de ostr;)ptomicin. Cona
gistentes op rra sel acida d@ @streptomicina ¥ un halaro de
ﬁpuu slcalipoc-térreo; ¥ €] procedimiento dé preéparar les
mi®rie® por reéacoior de uras Sal écidqldo egireptomicing con

up haluro de met sl alcalino Or un wédio disolvente y séparsmdo |
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la sal compleja a&i iorm”~da disminuyendo aa solabilidad en

61 medio disolvente y separando por cristalizacién la eal
ootnclejade estreptomicina virtuala™n te pura. Laeolabili- n
dad de la sal compleja en el medio disolvente puede dismina

se, Yad evaporando parte del disolvente, ya afadiendo on di-

solvente miscibie en ei cual ei complejo sea ligeramente

solu ble .

~1 prep&rar aaiee complejas de estreptomicina da
aouerdo con ei presente invento, se emplean con preferencia
Sales acidas de estreptomicina de potencia desde moderada-
mente alta a alta, es decir, sales acidas cor- una actividad
dei orden de 300U/mgr. o mayores.  las salee acidae gae
tienen una actividad o potencia por debajo de anas soo p/mgr.
SON gencraimer te tan imparas gae es dificil o impoeibie re-
caperar on complejo cristalizado.  Las sales acidaa imporae
de esta clase poeden parificarse facilmente para lograr en
material con ena actividad de mas de 300 Uyangr. por ano o
mas tratamientos cor. alamina, sequr se describe en la soli-
citud norteamericana ¢9 601.337 a que antes se ha aludido.

na reaccion entre la sai acida de estreptomicina
y un halare de metal alcaliuo-terreo se efectia en presenoia
de un disolvente organico o organico-acuoso, 0 en una anzola
de disolventes organicos, en los coalas la Sal acida de es-
treptomicina y ei haluro dc metal alcalino-terrao, asi como
ei complejo resultai te, se™ libremente soluble# fas decir,
ana parte de sustancia se disolvera en i-io partes de disol-
vente), mismo tiempo, el disolvente elegido no debe ser
ano en ei cual ei conriejo sea demasiado Soluble,a caasa da la
difioultad en cristalizar ei complejo detd- tal disolvente.

4

N
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8¢ ha conrrobade que e} m€ jor disolverte aislado
8 usar &n 1g _:gorm.acién ¥ T™ecunepecion d¢1l Complejo cristes
112350._ &8 e] uetanol, y que 3 og me jores disoiventes mezcle
do® Sor €l 6 taiol 80UCSO, y e] moten ol-ebtenol @n lsp pro-
porciore s de gproximadenerie 3 .2 y B:4, respectivamen tc;
Otros disoiventes orgdnicos taes como €1 propsnol, 61 180~

propanol, y 8iuilare®, pueier coubinarse con agua o con NPe

%m0l paras dar disolver tes mezciados con 18 Solubilided G0

80ade para 1os waterialé® de pertida y para €1 pro&uctg
firal, cono sntee 8¢ ha descriltg'. |

) Le sal couplé ja formada en la r8accidn es SOpATE-
de del medio disolver te disminuyerdo la @olubilided de la
sal compleja ¢n 108 medios disolvef, tos y separmdo luegoe
por oristalizecion le s8] Oom'plQJQ'. Esto puede consegnire
»” 'crapormdo parte del disolverte con preferercias a presidn

reducids o efiadiér 40 un disolvepte miscible én 6] cugl la

.sal comple s 09 8010 ligeramente soluble, A modo de ilusa

tracion, 1s solubllidad 4el compleje hidroclomro de estrep-

tomicing-oloruro 4& calcio en metenol 8 sproximedamente de

ana parte por einco partes de métanol, al pase que la Soluna
bilided er ©tarol &8 eproxinadanerte de una parte por 100

partes de eteap 01'. afiadiendo ana 0 mes pertes er volumep

26 etarol a uné PolvCicn del complejo @n métanol, con pyefe.
rencie mior tres 8¢ calienta la solucion ®n me tenol 8 aproxia
madsmente 50 & 602C, la solubilided d¢l ocomplejo en la meg.
cls digpivepte Tesullente »é reduce copsiderablemente p 34
precipitecidn o oTistalizacidn de1 comple@jo tiens lugar syp

eveporacion de disolverte, Ta sel coupléja obienidm por -

ﬁ%‘f‘
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cualquiera 0# lo# procedimiento# oitado# puede purificarse

facilmente disolviendo en en dito!vente 0 mezcla disolvente,
que no han oe ser necesaria,ente loe miemoe que el original-
mente empleado, y rscrietalizando ei producto de loe miemoe.

Como materiales de partida pueden empleare# varias
eelee acidas de estreptomicina. Loe hidrohaluroe, tale#
como ei hidrociomro, ei hidrobromuro, y ei hidroyoduro,soo
loa mée conveniente#, aunque pueden us&rse cambien otra#
salee acida# $§ notablemente ia#al heiientinioade estrep-
tomicina.  Esta# pueden hacerse reaccionar con un haluro
de metal alcalino-tarreo tul cono el cloruro de oaioio, el
brouk.ro de calcio, el cloruro de estroncio y similares, per
megola a la temperatura ambiente #n un disolvente dei tipo
arriba descrito.

Cuando un hidrohaluro de estreptomicina ee emplea
como la #al é&cida, ee afiade junto con un haluro de metal
aloal ir o-tarreo al disolvente eeleccion ado con agitacion
para efectuar una disolucion oompieta.  La solucion reeal-
twte es luego evaporada e concentrada ha#ta un volumen tal
que tiene lugar la cristalizacion de la eal compleja. La
cristalizacion, generalmente, co ensera cuando la Solucion
contiene del orden de 10-40 % de e¢lidca, dependiendo dd
disolvente particular que se ue#. u* ev”.racion o .once.-
tracion pueden efectuarse en un desecador parcialmente eva-
cuado (@ 5-0.75 atm.) sobre cicero de c”cio o0 por evacua-
cion continua a presion reducida.  La mejor cristalizacion
se obtiene por evaporacion I&nta &presione# entre 0.5-0.76
atmosfera#, pero una concentracion ma# rapida al vacio a pr#



10

b

g0

26

#ior8® de 30 mm, dge percrrio © méros “°‘”°8L‘?‘37 Taa-

miénto pi la Calidad @@ 18 88l compiejs récupéradae.

Déspudg de tna Concer tracion o @Varoracion adecut&as

1a ®olucidn aclty te d 1a 8al conpleja se daja réposar
per® permitir 1g miyima formacion de orist ales, Taego 108
cristales 8é Bepar.an por filtracion, se levan con difolven-
tes adecusdos, tules como métanol o ura mﬁécla Betan 016t
nol, seguida por etgnol y 9@ 8ecmn, mier trus 188 aguas madres
puedén 8¢ iree coy pepn trar 40 pare dar cantidudes sdiciop g
1es de cri'talos. ‘LQS cristrles puedern eCurse por calépe
teni®rto w uros dsoc_ er 6, vaclo, 3 firwuluer te oamlértendo
he#ta péso o.onsua e a 1008C, en e} vaeio‘.

Le® salées coumplejasd sor mzﬁ higroscopicas y o8 di.
:Eioil, por consiguient®, 0bLeén®r puptoe de ixnmn caracuri.-
ticos, Lo® punnos de fu®ior parcven ser a8l orden de aooeo.
gon descy xposlcm:,. La® 881¢8 Qomple Ja® @on optiomnto
actives, 9ir embargo, y 12 rotmeidn Jptica 8irve como buens
medide 4¢ le purcze de low nroductoui. ‘ a8, €3 couplejo
puro hidrooloyiro dé estreptomicina-cloruro de oalcio, d.l-
pnéﬂ d° Mcristalizecion 4636 me tano]-o tar ol y secado a
100 !0. ¢r 61 vacio tiene une rotacion (0(‘):05 = e 772
{c, 0‘.882 % en agua) y una aotivided d¢ orneg Y5O U/mgrl.
&p cusndo po ¢ coroce todavia l1a verdadsrs formule estruoe
toral 4¢ la estroptonicina o de 1g sa) cotnléje hidrooloruro~

clorure de calocio, ©6 cree que 1a form\ﬂa emp{rica‘para o1

comp]GJO és (02133937032 .5361)2.0!013. Pare e¢ata fQMUI‘..

los valores cuauladot sor C=23,79 % H=5.8"%; » = 13.14%

ex“m%,;,c,_zse ®. . rormfuisicc 3367’,[-'
5797‘,1_135%,01-1943%,;705 aev;.
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Auando como material de partida ee emplea la aal
heiiantinica da estreptomicina se usa una cantidad de clo-
ruro da calcio o similar Que sea suficiente para reaccie-

aar primero con la sal de estreptomicina para formar heii®
tato de calcio irsoluble ™ hidrocioruro de estreptomicina, vy
para foimar luego el complejo de cloruro de calcio. Bl
heiiantato de caloio insoluble se separa por filtracién vy
luego si filtrado as evaporado a un volumen conveniente pa-
ra eeparar por cristalizacion el complejo en la forma ante-
riormente descrita.  La separacion metatetica de Relias-
tina como la Sal irsoluble de caloio parece avanzar mas sua-
vemente ouerdo se afiade uca cantidad muy pequefia de é&cido
clorhidrico a la mezcla de reaccion que lleve ei pH a apro-
ximadajDen te 4.

jPo cuarto se ha indicado que la sal ¢cida de es.
treptomicina de partida debe tener una actividad de aproxi-
madamente 300 13/mgr. o mas, debe notarse que las variacio-
nee en potencia por encima de 300 P/Sngr. 'no afectan aprecia-
blemente a la pureza dei producto cristalizada obtenido.

hos sjempica siguientes ilustran varios méto-
dos de realizar ei prQy@™" in.verto, p*ro ha de entenderse
qu# estos ejemplos se dan ™ modo de ilustracion, y no de n.
mitac ion .
EJBMPLO 1.

Acnos 2 gra.  hidrocioruro de estreptomicina
con una actividad de unas 3lsu/mgr. se ie afnaden aproxima-
damente 1.5 grs. de ci**yM A calcio y como* 10 cc. de me-
tano!.  La solt ciot- ci*y” resultante se evapora lentamente
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80bTe olorurg d¢ C81Ci0 & preeidn 1ig8TAUSLte reducide (unes
2/3 atm,) despugs de seabrar cot vn 4iwinuto oristel de come
pi®jo hidrociorurd do €stréptonidira~CloMiro de caleio,

Al Teposar dqurart® 18 roche lg rriuéra Cosécha -de oristales
qué 8¢ @rnapy 80 AiBla por m€todo® CoOuVEr Cionamjes 7 80 Becy
a 252(}‘, sl vac_{,o; .8 8al conpieja asi obter ida tisre una

rotecion (00)25 = - 692 (c, 0.97 % 6n agua) y une sotividad

dn_¥itre de grroximadamer @ 630 U jmgr,

BIENPLO IX.

et

.

" a gproximadaner te 17.31 gre, dé hidroclormro de
estréptonicira cor nna sctividad de srroximadsmger te 800 U/mgr.
;a le sfiadén como 4 c¢, de metearol y uros 609 mgr, de cloruzo
ae GalCic‘. Ta solucior resultarnte 8¢ fiiira y 9 dsjm evee
POTAr lértamnen te sobre cloruro & calcio a presiom ligeramen.

te reducide (aprox., £/5 stm.). 18 priuers cosecha de orisa

9le9 Tor.ados gi rc:csear durant® la noche se gisla por proe-

cediiien toa converuiopales y una %€ gunda coseche 46 cristales
#¢ aisla despufe de uiterior €Vaporacidn de las sguse medres.
de la rrimvre recog;ida'. 1a Sal courleja hidrocloruro de
estreptomicins~cloruro d¢ calClo obienida én la® r¢cogzgides une

y 4os tiepe las yryiedadee fisioms que se irdicen & continume
ciop

~-..-..----...-.--.b-*‘-"“ﬂt-*a-.‘--—‘--n-g._-

. 258 T o] Activided R @ w Ca

(dL) , U fogr. ‘Por ciento |Por ciento
D .

P N R e P L N R e R N R L R L R TR S P

1

’ . ) Fi ‘.
moogiﬁ_l I -75¢ (001 «47 ap agua) 74y . 12.56 3078
Moogide IX | =712 (o, 0,598 op agus) | 730 12,52 | .92

e

i
%- ----- .---_-~__-__-_-‘-....»-L—O'\-‘-q--n}---a----------.-u—---
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EJRHPLO IIX.

A aros 5 gr'ﬂ. de heliantato de wtreptomicina ey
uro8 150 ce, de wetmol 9@ 1d& sfiaden como 1.2 grs de ol 0.
ruro d¢ ocalcieg dis:elto0® ®n uro® 25 oc, de metanol, L& Bo-
lucidr, ®6 celierta y 8 filtra por carbdn ve g tel adtivade
para ®limirar el heiie taﬁo cawico fomrado en 1w re\.coion,
El filtrado elaroe incoloro e coacer trado a presion reducj,.
da (0.5-0,756 atm) & un Volumern de aproxiuadaner t@ 10~15 cn'
durert® cuyo tiempo 8¢ 9epara un deposito cristalinp. Este

producto cristelino @8 Scparade por fii tracion, lavado saoe

8ivai®nte® con pequefied Osrtidades de me tapol, mexcle de 1:1

de metenol-etanol y ©taol y se sece al vacio sobre pepté.

xido fosforoso a 1a temp® rature ambiernte, El complejo hi.
droclomuro de estreptomicira-cloruro de calcio asi-obtenide
tiene una rotacion (06)25 = - 76¢ (0‘. 1‘.0 % en eguw) y una
activided in vitro de dgoi 760 U/mgr‘. La ulterior conoep
tracidn 4@ 158 agua® medres determine la S9parscicn de upa
86 pup 48 recogide de cristelés que, cuando 86 gislan Oomo
ante' se ha descrito, tiéren uoa rotacion (d/) 25 = - 7b2
(0. 1 Ooﬁn agua) y bna actlvidad in_vitre de eaui 730 U fmgr.
Sk obtierén pegquerias oartidedes ediciocneal®s de la sl Oome
rieja cristalizads corcentrando lad aguad madres dé la #¢-
gunda reeé gide de crist &Eleﬂ:
EJEMPILO 'IV‘.

B1 procedimiento d61 ejemplo III #8 repite y 1as
cosecha® priudra y Segunda 46 producto oristalizedo combi-
nalas ee redisuelven On uno® 26 ec; de metenvl oalien te

(60-609C), 80 fijtran, se¢ corcéntren a le mited del volumsn

- 10 =
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y *e diluyan cor 10 oo. de etarol.  Despo;* da sembrar a#
separan lenteciente cristeles de la sal oompiejahidrooloro-
ro da estreptomicina-cloruro de calda y la cristalizacion
ae deja contincar darauta croa 3 dia*. "L prodocto cris-
talizado asi formado se separa por filtracion, se 177" ooa
atafio! y se saca en ei vacio a 100sO, a peao constante.
Esta sal compleja virtoalmeute pora tiene ana rotacion 0p-
tica (c(/) 2= . 705 (0. 0.882 % en agna), ana actividad
da anas 750 ?/mgr. y funda a uno* 200sC. oon desoomposicidc
(la determinacion dei panto de fusion ** dificil, y loa
resoltados no son hien definidos dehido a la naturaleza
muy higroscopica de la nal compleja). ior analisis se
comprueba que contiena 23.67 % da C. 5.79 % de E, 15.18 %
de N, 19.48 % da Cl y 2.87 % da Ca. lo que corresponde
favorablemente a la formela empirica
(Cg"Hg"yy0"g.3Ed)g.CaClg

con valoras calorlado* de 23.79 % de C, 5.67 %de H, 13. 14%
dey, 19% de Cl y 2.68% de Cia

Se obtienen resaltados similares disolvi*rdo la
sal compleja obtenida por ai procedimiento del ejemplo TTT
en matanol acuoso 1:9, etanol acuoso 1:4 a otra mszoia acno-
sa de an alcohol alifatico inferior *n la oaal la sal com-

pleja asa libremente soluble, y recristalizando * A1 com-
pleja como antes se ha descrito.

hd-uiiPli o V.

A unos 84 mgr. da hidroclorara da estieptomioina
ctn una actividad da unes 760 u/mgr. se ™ afiadan como
0.51 00. da motasol y unos 33 mgr. d* bromuro de calcio.

11
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L* nazcla se agita haFta que ia eolucion *ea completa y lue-
go 96 deja repoear en un 36%calor aobi* cloruro do calcio
0 prest¢a iigby™it6Eto reducida funae 0.5-0.75 atm.) para
efectuar una evaporacion lenta del disolvente.  Loe fina*
cristales aciculares que se forman asi *e separan por fil-
tracion, se laven con metwol y ee secan en el Vacio a 5690,
durar te unas dos horas. la sal compleja cristalizada hi-
drooioruro de estreptomicina-bromuro de calcio aSi obtenida

tiene una rotacion = - 729 fe. 0.667 en agua) y ana
actividad je vitro de una* 690 U/mgr.
*JSMppp 7L

A uno* 83 mgr. de hidrocloruro de estreptomicina
cor. una actividad de uras 750 u/mgr. se le aiiader oauo 0.51
ce. de néLanol.  Cuando estén conmistamente disuelto* **
disuelven sn la eoluoion, con agitacion, unos 51 mgr. da
cloruro de estroncio exahidrato.  La eoluoion *e deja re-
po*ar luego en un desecador sobre cloruro de oalcio bhajo
presion ligeramente reducida feomo 0.5-0.75 atm.) paraefeo-
tuar la lentaevaporacion dai disolvente. una semilla di-
minuta de complejo hidrocloruro de esti*ptomioina-olororo
de estroncio sé p“ade para Viciar la cristalizacion. 4
medida que continua la evpp,oracion, *e separan de laeola-
Qion rosetas de finos cristales de la sal complej* hidroclo-
ruro de estreptomicina-cloruro de estroncio. Estos crista-
les, después de separacion por filtracién, lavado con meta-
nol y etaiol y seoado en vacio a 5690. durante unas do* ho-
ra*, tienen una rotacion fol). - - 739 (0. 0.63 % ee ag*a)
y una actividad in vitro de unas 628 u/bigr.

12
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Unos 30 gr. de heltntato de eatreptomioina a#
dia.eivec <¢ unos 900 oo. de metano! oalentado &unos 50*
60.0. a la solucion oalier-te ss le afiada una solucion
da 7.2 grs. da cloruro de calcio en 50 oo. da metanol.
Sa afladen unaa tres gotas da acido clorhidrico oonoentrado
para ajustar ei pR a aproximadamente 4 y la mezcla aa fil-
tra a travos de carbon activado. RI filtrado es concentra
do en un concentrador de vacio a una presion de unos 30 mé&
de mercurio hasta un volumen de unos 75 00. y se deja repo-
sar a la temperatura ambiente,  Comienzan a eepararse cris-
tales aoidalares dentro de un corto tiempo.  Después de
reposar durarte la. noche, ios oriatalas del complejo, hidro-
clorara de estreptomicina-cloruro de oalcis se aislsn por
filtracion y se secan: rendimiento 9.2 gr.  EI filtrada
de la priraara recogida de cristales se concentra todavia a
an volumen de unos 30 co..  jo. reposar se obtiene una se-
gunda 13cogida de oristaias, 2.3 grs.  se obtiene no ulte-
rior rendimiento de cristales de i.i gr, por concentracion
del segundo filtrado. & continuacion se dan los datos de

las dos priaisras recogidas de cristales después de secada
a 100:0. en ei vaolo:

EJEHPLO VIIL

56 ensilen

850 tividad

‘4. 89mgr. 3 agag C H N
9.2 753 -76: 33.713 576 13.18
2.3 T | -76: 33.67 5.77 12.94

13
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EJEMPLO Vm. 187377

I'nos 395 mqr. de acetato d6 estreptomicina

1*64 %  *"™a), actividad ara* 600
U/mgr. y como 194 mgr. de cloruro de calcio ae disolvieron
.o ar0s 10 co. de metanol, se filtraren y se evaporaron
ientaa#rte nasta aro* 3 co. bajo presion ligeramente reda-
cida. Durarte |a evaporacion se separaron agrupaciones d*,
oriataiea acict™lares. Estos oristaiea ae aislaron, S€ i#-
varon cor. metanol y se secaron ep ay vacio a 2590. El cern
pl~*jo acetato de estreptomicinat-cioruro de oaloio,8grist*-
lizado (como anos 168 mgqr., tiene una rotaciocfol) —43.7
(o. 149 9% en agua) y ana actividad de una* 600 U/magr.
El calcio esta presente en ios cristales y ei acido acatico
presente S€ comprueba, por analisis,(UE €d 19.7 % (acide
apatico calculada, 28 %, para

(Cg™ggOi™ M. 3CHCO0H)g. C*0Lg

EJERyLO IX

Unos 489 mgr. de hidrobromaro de estreptomicina
(oA)25 =-70: (c. 1.72 % en agua), actividad una* 600 U/mgr.,
y anB)* 243 mgr. de clorare de calcio *e disuelven *n uno* 10
oc. de metanol, ae filtran y se evapora# lentamente hasta
unos 3 oc. bajo presion ligeramente rednoida. Durante la
evaporacion, *9 separan grupo* de cristales aciculares.
Estos cristales as aislan, se lavan oon metanol seo*, y *e
seocH al vacio a 25SC.  El oompiejo cristalizad* hidrohre-
muro de estr*ptomicin***goruro de calciq (uno* 128 mgr.)
tiene una rotaoiéu (c") .= -63.59 (0. 1.47 % en aga*y y una
aotividad de unas 550 Ungrf El calcio estd presta en

14
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t.. cri.t.4,, yst ar.alu, a.

Jdgui.,i™.j EEO.n<;r.d.: 0 =SS.94 % E - 5.19 % o
lado para

(CsiHg gp™agBy~chch

0=28.6 % R=4.80 %

21 vocablo "conejo" ee os# en toda la Memoria
y en las Mvindicaciones denotar composiciones (..
tiene forma crist™ina q.. puede. .3? aislad”
repetida te cor arreglo a procedimientos descritos; q.,,.
tienen composicion quimica constate; y ds las cuales ios
componentes no pueden separarse por medio de procadimiantss
fisicos tales ooato cristalizacion y similares,

al liev&r a1a préactica ei presente invento poan
den hacerse modificaciones sin apartaras por silo del sspjL-

[itn Y dei alcance del miamo y ei invento sélo na ds quedar
limitado por las reivindicaciones acejas.

-7 O0TA.

los puntos de invencién propia, no nueva, pera
no establecida, practicada ni divulgada que se presentan
para (UE sean objeto de esta Patente de Introduccién €n

2sp-afia, PO DIE]2 anos, SON loa siguientes:
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18.- El procedimiento de preparar una eal dobla
coaipisja corsis™nta en une sal acida de estreptomicina y
un halare de metal aloalino-terreo, que coarrendé hacer
reaccionar ena eal acida de estreptomicina con un helor*
de metal alcalino-terreo en un medio disolvente *D el cual
eatoe reactivo* )/ei complejo correspondianta seso libre-
mente eolubiee, y separar la sal oompieja asi formada dia-

mlouyendo eo solubilidad en el m&dio disolvente Y separao-

do por cristalizaciéon la sal compleja de estreptomicina

virtual manta pora

28.- Un procedimiento segun ee reivindica en el
punto 18, en ai cual la solabilidad de la eal compleja ~o
el medio disolvente es diaiainaida evaporando al mano# par-
te dei disolvente.

23.- un procedimiento segin se reivindica en el
punto 2, $n @ cuar al menos parte dal diaolventa aa ava-
porado a presion reducida.

48.- Un procedimianto ae™:n *a reivindioaeo el
punto i, en  cual i* solubilidad de ia sal complejaen
el dieoivept” es disminuida ailadiende ala eoluoioc da raae
oiw, deap”sg ge terminada la reaccion, un disolvente mie*
oible 63 ei complejo sea solo ligaraiSnta Soluble.

58.- Un procedimiento eegl"n se reivindica eo
ouaiquisya de loe puntos | a 4, en el cual la sal compleja
ee reopigtaiiza desde un disolvente, y si proouoto orista-

ado asi obtenido ee seca hasta peso constante en el va-
cio a uros 1008C.

5s.- Un procedimiento segin se reivindica en anal.

16 -
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quiera de jos buntos I a 6, en ©1 cusl 1a 109,0010‘0 s 110Ve

& Cabo ey wetenol oouo 4isolvente,
%2.~ Un procedimiento segin se reivindice en cusle
31878 49 108 puntos 1-5, en ©1 cusl 1a reacoién se 110VE &

cabo €n unm mezCla moucse 6 alcohol alirfatice inferior,tel

_ Gomo ©€ténol acuoso, como disolvente,

62,~ TUn proéedimiento soguin s reivindics ep cusl-
Quidre d° 108 puntos 1 & 5, n €1 cual 1g resacidn se 11eVe
& cabo én tha mPzcla de glooholes alifaticoe inferiores,be~
168 como mezfsla me tenoclee tancl, como disolvon“'.

9%.- Un procedimi®rto sepin se reivirdice en cuel-
uiera de lo0s partos 1 ® 8, en el Cuul upg 981 acide irorgé-
bicy de @stréptomicing e huceé reacciopar con un hglure &¢
met 41 a,loalino-téireo',

| 102.~ Ur procedimiénto e gip se reivindica en @1
Puanto 9, On €1 cual un hidrohaluro ds €estreptomicine ¢ hace
Macoiopar con ur haluro de e tal Olcalino-h'rrl-o'.

' 11¢.= Up procedimiento ség’y se reivirdica on €1
punto 10, ep 61 cual.shidroclomiro de estreptonicing #8 hace
Teacciopar Oor un huluro dv metel elcalinocmtérreoc,

12¢,.- Un procedimiento Segin se reivindica 6n cusal
Quiers ¢ 108 purtos 1-8, er el cuul una sal acida orgéwica
de estfeptomicina 8¢ hace réacCcionar con up haluro 46 me tal
a,leu;'mo-tﬂ'x‘reo.. .

13¢,- Tn rrocedimiento S pin ge reivindica 6n 01
Pinto 128, or @1 oual scetuto d@ € treptonioinm 80 hace Tesc.

Ciopar cor ur Laltro de wetel siCalipo.tdrreo,

148 .« Ur precedlaifrto 8@ gip so reivigdios en. el

£
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ponto 12, an ol onal heliaetato do estreptomicina oo hace
reaocionar ocn on orceao de halare do metal alcalino-tArreo
y al hallentato de metal eloalino-tArreo iasoloblo a0 aepa-
7a por filtracion antea da la separacion do la solacion do
$  la aai compleja formada qoo consiste an on hidrohsloro do
oetraptomloina y on haloro de metal aloalino-torreo.
15¢ - Bh prcoedimlonto segdn ae reivindico en
ooalqoiora da lea pontos I* a 4!., on el onal ana aal Acida
de oetraptomloina ao hace reaccionar con on halare de oaleio.
10 16* - Ih procedimiento segdn se reivindica an el
punto 18", en el onal ana aal Acide de estreptomicina ae hace
reaccionar oon clorare de celeiOg
17= *|h procedimiento oogdn ao reivindico on el
?i ponto 18*., on el onal ana eal Acida da estreptomicina aa haca
4 reaoolonar con bromare do calcio.
18* -Bh procodimlonto para preparar aalaa ddblee
conplojaa goe oonalstan en ana aal Aoida daestreptomicina
y on haloro de metal aloalino-térreo, en eaenoia como se ha
20 descrito en esta Memoria,
19* < Bn procedimiento de preparar sales ooapiojas
de estreptomicina. _ .
JnTal y como ee ha descrito on la Memoria que an-
tacada y con loe fines qoe ae han especificado.
Rata Memoria ocneta do dios y hojas oaorltao por
A ana sola oara.
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