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MEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
‘P ATENTE DE INVENCION
en
ESPAEK A
por VEINTE afios
e nombre de MERCK & CO,.,, INC., entidad norteamericana, esta-
blecida en 126 East Lincoln Avenue, Rahway, Nueva Jersey, Es-
tados Unidos de América, por: | ,
"UN PROCEDIMIENTO DE PRODUCIR SULFATO DE DIHIDRO-
ESTREPTOMICINA CRISTALIZADOY,
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Esta solicitud es continuacidn de la Nimero 191160,

Este invento se refiere a unas nueva forma clinica
superior de dihidroestreptomicina y a mdtodos paras prepsarar-
la. Mas especialmente, el invento se refiere a sulfato de
dihidroestreptomicina cristalizado, y a procedimientos para
prepararlo a partir de sulfgfo de dihidroeétraptomiéina amor-
fo y por metétesis de otras sales_écidas de dihidroestrepto-

micina.

Aunque el valor terapéutico del sulfato de dihidro-
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estreptomicina ha sido reconocido durante algin tiempo, se he
tropezado con dificultades para obtener un producto puro., Los
métodos hasta shora disponibles comprendfan la obtencidn de
sulfato de dihidroestreptomicina, ya por secado por congela-
cién de una solucidn acuosa, ya por precipitacidn del produc;
to en estado aﬁorfo desde solucidn acuosa por la adicidn de
un disolvente miscible, tal como metanol o acetona. Los pro-
ductos asf{ obtenlidos son amorfos ¥ contlienen impurezas, cuyos
{iltimos vestiglos es virtualmente imposible eliminar. Ademas,
estos procesog para recuperar sulfato de dihidroestreptomici-
na son relativamente costosos.

Cuando se usa el proceso de secado por cong&lacién,
se comprueba que todas las impurezas contenidas en 1s solucidn
acuosa pasan al productc seco. Anélogamente, al obtener el
producto por precipitacién, el producto amorfq enclerra impu-
rezas y/o las impurezas son de tal maturaleza que son co~preci-
pritadas Junto con el producto desead.

_ Asimismo, estos procedimiento son relativamente
antieconbmicos. El proceso de secado por congelaciﬁn requie-
re un eqnipd costoso y es relativamente cero en su operacién,
Ya que neceslte el uso de temperaturaes extremasdamente bajas
¥ de un alto vacfo. Andlogamente, el proceso que implica la
precipitacién del sulfato de dihidroestreptomicina con un di-
solvente miscible, tal como acetona o metanol, es relativa-
mente costoso, ya qﬁe supdne el uso de grandes centidsdes de
disolventes orgdnicos que deben tratarse y recuperarse desde
las aguas madres..

Por conslguiente ersa _ev:lden’ce a todos los gue tra-~
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bajaban en este campo que, a fin de preparar sulfato de dihi-
droestreptomicina puro, serfa en extremo deseable obtener el
producto en forma cristalizada. Hasta ahora ha sido imposi-
ble, sin embargo, preparar sulfato de dihidroestreptomicinea
en forma cristalizada.

De acuerdo con una realizacidn del inventé, se ha
descublierto que es posible en ciertas condiciones con%rola-
das cristalizar sulfato de dihidroeéfreptOmicina y obtener
asf{ el producto en forma pura. Una vez que se dlspone de
cristales de este producto, es posible utilizar taies cris-
tales para sembrar otras soluciones de sulfato de -dihidroces=-
treptomicina en condiciones apropiadas para obtener crista-
les del producto. ;

Bl producto cristalizado puro as{ obtenido es un
producto superior para inyeccidn clinica ¥ no produce ningu-
no de los efectos t8xicos, manifestados por dolor despuéds de
la inyeccidn, que normalmente se experimentan con los prepa-
rados de estreptomicina y dihidroestreptomicina disponibles.

8e ha comprobado que es posible obtener sulfato
de'dihidroestreptomicina cristalizado a partir de una solu-
cidn scuosea preparada con sulfato de dihidroestreptomicirsg
amorfo y con uun pH de aproximsdamente 4.5, diluyendo dicha
solucidn cor un plcohol alifético inferior, con preferencia
metanol, hasfa que quede una turbledad ligera y permanente.
Esta solucidn turbia se deja entonces reposar hasté que el
sulfato de dihldroestreptomicina cristaliza, 1o cual 6curfe

usualmente dentro de las 24 horas aproximadamente. Como an-



10

25

1¢1287

~tes se ha indicado, el metanol es el disolvente preferido pa-

ra efectuar esta bristalizaciSn, sunque también pueden usar-
se para este fin otros alcoholes aliffiticos inferiores misci-
bles con agus, tales como etanol e isopropanol,

Para obtener resultados dptimos, es deseable tener
la solucidn scuosa de sulfato de dihidroestreptomicina a un
pH de avroximadamente 4.5, aunqgue pueden obtenerse cristales
dentro de 1a gema de pH de 4 a 5.5. El pH de le solucién se

ajusta ventajJossmente por la adicibn de la cantided requeri-

da de fcido sulfirico dilufdo.

Es correspondientemente posible obtener el produc-
to cristalizado desde soluciones acuosas gue contengan 0.1 a
60% de sulfato de dihidroéstreptomicina, por elusgfe metanol
a concentraciones variables. Por-ejemplo, con una solucidn
al 0.1% de sulfato de dihidroestreptomicina, se usaron 6 vo-
limenes (aproximadamente 83%) de metanol, &l paso que¢ con una
solucidn él 60% son necesarios aproximadsmente 0.3 vollmenes
(eproximad amente 2%%) de‘metanol. La relaciSn, por consi-
guiente, es aparente que cuendo la solucidn de sulfeto de di=-

hridroestreptomicina es mis concentrada, se requleren cantida-

‘des relativanente menores de disolvente pars producir la tur-

biedad. Debe observarse mﬁemés gue, a medida que svanzs la

cristalizacidn de sulfato de ¢ihidroestreptomicine, es nece-
sario, si se desea la mixime recuperacidn de productos cris-
talizados, afiadir nés disolvente de vez en cuando para mante-
ner li =01w.idn sobre saturada con respecto al sulfato de di-

hidroesstreptomicina.
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El sulfato cristalizado de ¢ihidrozatreptomicina,
cristalizado de acuerdo con el invento, puede recuperarsse ré-
cilment; en forma pura sb8lide por filtraciSn o centrifuga-
¢ibn, lavando el producto sblido con una solucidn acuosa de
alechol inferior, y secando el producto sblido. .A este res=
necto, debe observarse que el sulfato de dihidroestreptomici-
na crista@izado asi‘obtenido es un producto puro que posee
proplededes rfisica diferentes de las adscritas al producto
&ﬁorfo. Por ejemplo, aunqgue ambos sulfatos de dihidroestrep-
tomiclina, el cristalizado y el amorfo, son muy solubles en
agua, la forma cristalizada es de 50 a 100 veces menos solu-
bles que la forma amorfa en netanol acuoso al 50%. Esta mar-
osda difersncia en la solubifidad es también mostrada en otras
mezclas disolventes orgénico-acuosas.

Se comprenderd por lgs técnicos que sembrando con
unos pocos cristales del producto dado, es a menudo posible
induecir a sustancias que de otro modo no lo harfan, a crista-
lizar desde solucidn. 4as{, con cristales de sulfato de dihi-
droestreptomicina disponibles, es posible emplear sstos cris-
tales como semillas para inducir una cristalizacibn de sul-
fato de dihidroestreptomicina desde solucidn que, en condi-
ciones ordinarias, no depositarian él producto cristalizado.
Por ejemplo, aunque no se ha podido obtener sulfato de dihi-~
droestreptomicina cristalizado desde soluciones acuosas del

mismo dilufdas con acetona, la adicidn de una pequeiia canti-

"dad de la forma cristalizada induciré la cristalizacién del

sulfato de dihidroestreptomicina desde tales soluciones en
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acetona acuosa.
Los disolventes adecuados para inducir la crista-
lizacidn de sulfato de dihidroestreptomicina desde solucidn

acuosa cuando se dispone de cristales de semilla, incluyen

acetona y disolventes miseibles con agua, en los cuales la

‘solubilidad del sulfato de dihidroestreptomicina sea al me<

nos tan grande como sn acetona, por ejemplo, etanol isopro-
panol y glicol etilénico, '

La cantidad de disolvente orgdnico a emplear va-

rfa con la concentracibn de sulfato de dihidroestreptomici-~

na en la so;ucién acuosa, pero puede hascerse referencia a
elle, en general, como lag cantidad requeride para formar una
solucidn ligeramente sobresaturada. Con algunos disolventes,
especialmente acetona y los alcoholes alcohilicos inferiores,
1a aparicidn de una ligeras turbiedad en la solucidn indice
cuédndo se ha slesnzado el debido grado de sobresaturacién.

La adicidn de demasiado disolvente causaré la precipitacién
del sulfato en formas emorfa, pero tal precipitado puede di-
solverse de nuevo fécilmente afiadiendo agua para compensar
el exceso de disolvente presente. Como guiera que la nueva

disolucibn del precipitado amorfo indeseado requiere tiempo

vy, poytanto, es objecionable en la produccidn en gran esca-

la, es preferible ensayar une pequefia muestra de solucidn c?n
el disolvente seleccionado para determinar la cantidad néxi-
ma de disolvente que puede afiadirse sin precipitar sulfato
amorfé, y afiadir luego a la tanda una cantildad de disolven~

te igual a aproximadamente 90% de la cantidad méxima as{ de-

-6 -
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terminado.

No importa éué disolvente se emplee, es necesario,
si si desea la maxima recuperacién de producto cristalizado,
afiadir disolvente adicionalbde veé en cuando durante la cris-
talizacién para mantener la solucidn en estado sobresaturado
con respedto al sulfato de dihidroestreptomicina.

La solucidn de‘partida de sulfato de dihidroestrep-
tomicina puede prepararse disolviendo meramente eh agua sul-
fato de dihidroestreptomicina amorfo obtenido, ya por hidro-
genacién de otras sales de estreptomicina, tales como el hi-
drocloruro, y conversidn subsiguiente de la correspondiente

sal de dihidroestreptomicina al sulfato,. y& preparafido sulfa-

to de estreptomicina a partir de otras sales, talaes como el

hidrocloruro e hidrogenacidn subsiguiente a sulfato de dihi-
droestreptomicina. S1 el sulfatc de dlhidroestreptomicina
es obtenido tratando, por ejemplo, una solucién acuosa,Vés-~
ta puede usarse directamente sin separaciSn intermedia del
producto amorfo sdlido. |
Alternativamentdls Belucibén de sulfato de dihidro-
estreptomicina, puede formarse in situ por una reaccifn meta-
tética entre otra sal de dihidroestreptomicina y una sal del

dcido sulfiirico. Puede emplearse cualquier sal de dilhidro-

.estreptomicina que tenga une solubildded moderada en la mezcla

disolvente acuosa usada para la cristalizacidn como, por ejem=
plo, el amcetato, formiato, nitrato, hidrobromuro, hidroclo-
ruro, y tertrato de dihidroestreptomicina. El requisito pri=-

mordial &@n respecto a la sal del Acido sulfdrico emplsada es
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que eambos, la sal del dcido sulflirico y el producto de reac-
cidn del catidn de dicha sal con el anidn de la sal Acida de
dihidroestreptomicina de partids, sean mfs solubles que el
sulfato deé dihidroestreptomicina en la mezecla disolvente em-
pleada, L& sales adecuadas del gcido sulfirico inecluyen el
sulfato aménico, los suifatos de alcohil amina, tales como el
sulfato de dimetilamina, y los sulfatos de alcohol amina, ta-
les como el sulfato de trietanolamina. En la préctica, sin
embargo, on razbn de la facilidad de preparacidén y disponi-
bilidad, la sal hidrocloruro de dihidroestreptomicina y el
sulfato de amonio son probablemente los compuestos més Gti-
les a emplear en esta reaccidn metatética.

_ En la metdtesis, la baja solubilidad del sulfato
cristalizado de dihidroestreptomicina en la mezcla disolvente
orgénico-acuosa, actia como fuerza motriz que llega la reac-
¢ién en la direccidn deseada éeparando sulfato de dihidroes-
treptomicina de la mezcla de reaccibn a medida que se forma.
Cuando en la metdtesis se usa un alcohol alcohflico inferior
¥y, perticularmente, metanol acuoso, pueden obtenerse crista-
les directamente sin sembrar. Es deseable, incluso con es-
tos disolventes, sin‘embargo, sembrar la mezcla de reaccibn
a fin de asegurar una rapldez de cfistalizwciSn satisfacto-

ria.

Se ha comprobado que despuds de realizado cierto
nimero de cristalizaciones de sulfato de dihidroestreptomi-
cina en un ambiente particular, la cristalizacién de canti-

dades adicionales de sulfato de dihidrostreptomicina puede
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efectuarse -a veces sin la adicién real de cristales-semilla.
Esto sfiebe probablemente a la presencia en el aparato o en la
atmbstera de diminﬁtos cristales de sulfato de dihidroestrep-
tomicine. A fin de proporcionar un control Sptimo de la eris-
talizacidn y de efectuar la cristalizacidn en el tiempo més
corto, es preferible, sin embargo, afladir cristales a.la solu-
cibn sobresaturada més bien que confiar enla accidn sembrado-
ra de diminutos cristales presentes en el ambiente.

Se comprenderd que tanto la metdtesis como la cris-
talizacidn de sulfato de dihidroestreptomicina desde solucio-
nes acuosas prevaradas a parfir del producto amorfo, puede rea-
lizarse en condiciones estdriles, en cuyo caso el producto

cristalizado puede recuperarse directamente en una forme con-

. veniente para uso clfnico.

El producto cristalizado puro asi obtenido de acuer-
do con el invento es un producto superior para inyeccidn clf-
nica, vy no proiuce ninguno de los efectos t8xicos, manifesta-
dos como dolor después de la inyeccién, que se ezperimeﬁtan
normslmente con los preparados disponibles de estreptomicina
¥ dihidroestreptomicina. Asi, cuando muestras de sulfato de

dihldroestreptomlicina amorfo y la sal correspondiente erista-

- lizada se comparsn por el ensayo de irritacidn en conejos, se

comprueba que elproducto amorfo es més de tres veces mis irri-
tente que el correspondiente producto cristalizado.

La ventajs farmacolbgica de la toxicidad reducide
eﬁ el sulfato de dihidroestreptomicina cristelizado resultan-

te, se debe probablemente en gran parte a la elevada pureza
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del producto, ya que la sal amorfa obtenida a partir del sulfa-

to cristalizado es igualmente inocua. En los procedimientos
de eristalizacidn, las impurezas teles como las sales sulfé-
ticas de estreptomicina, menpisido-sstreptomicina y dihidro-
mannisidoestreptomicing no eristalizan en las condiciones usa-
das para la oristelizacidn de sulfato de dihidroestreptomici-
na. Adémés, otras impurezaes y productos de descomposicién
son solubles en la mezcla disolvents y, por consiguisnte, son
eliminadqs del producto cristalizado.

Ademfs de proporcionar una forma clfnica mejorada

de dihidroestreptomicina en el producto cristalizado, los pro-

cedimisentos de eristalizacidn representaﬁma mejoras de consi-
derable importancia sobre los métodos existentes para recupe-
rar producto amorfo, especialmente al eliminar la necesidad

de eliminar grandes cantidades de asua por costosos procedi--
mientos de secado por congelacidn o evaporacidn a baja tempe-

ratura.

Debe menclonarse sdemis que la forma cristalizada
&ersulfato de dihidroestreptomicina es especialmente:venta-
josa, ya que permite el manejo y el envasado mls féciles del
producto final. Como quiera que la actividad de la forma
cristalizades es siempre constante, no es necesario ensayar
bioldgicamente el material antes de su envasado, como ocurre
con el material amorfo de que antes se disponfa.

La estructura de difracciln a los rayos X de una
muestra de sulfato de dihldroestreptomicina cristalizado se

tabula a continuacién indicando los espaclamientos e intensi-

- 10 -
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dades rslativas medidos por un espectrdmetro "Norelco™ con con-

tador de Gelger,

DIFRACCION A LOS RAYOS X

Espaciamiento, & Intensidad relativa, %
8.74 ’ 50
8.09 %5
7 .64 K0
6.81 . ’ 35
6.32 25
5.62 : 40
535 60
4.78 85
4,70 85
4,32 . 60
4.13 50
4.07 45
3.81 30
3.69 50
3.62 75.
3.42 100
3.19 25
d 3.14 40
2.95 25

Las otras caracterfsticas cristalinas son como si-
gue;
Indices de refraccién & = 1.552 ¢ 0.002
/‘5 = 1.558 + 0.004

'bf‘ = 1.566
Angulo de extincibn 18¢.

i+

0,002

te

Los cristales de sulfato de dihidroestreptomi-

.cina estan caracterfsticamente formados como plaguitas del-

gadas, blances, de forma irregular, que a menudo se dan en

aglomerados,

Los ejemplos siguientes muestran cdmo pueden

- 11 -
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llevarse a cabo procedimientos para preparar sulfato de dihi-
droestreptomnicina coristalizado de acuerdo con el presente in-
vento, pero ha de entenderse que estos ejempleos se dan a mo-

do de ilustracidn, y no de limitaciln.

Ejemplod .

Una muestra de sulfato de dihidroestreptomicina

" muy purificado, pero amorfo, se disolvid en agua y el pH de

la solucidn se ajust8 a un pH de 4.5 afiadiendo una pequeila
cantidad de fécido sulffirico dilufdo. El volfmen de la solu-
cidn resultante se sjustbd de tal modo que 20 grs. del produc-
to se disolvieron en 100 c.c. de solucidn. Parte de ls solu-
cibn patrdn se diluyd luego para produeir soluciones que con-
tenfan 10, 5, 2 ¥y 1 gr. por 100 c.c. Una pegqueiia muestra de
cada una de eétas soluciones se é¢iluyd en un tubo de ensayo
con metanol hesta que se volvid turbia y se dejé a un lado,
Se prepar$ un segundo grupo y se diluyd con acetona. Des-
puds de transcurridaes unas ocho horas, todos los tubos se reu-~
nieron. Veinticuatro horss més tarde, todos los tubos que
contenfan metanol contenfan sulfato de dihidroestreptomicina
cristalizado,
Andliesis: calculado: C, 34.42; H, 6.05; N, 13.38; S, 6.56
hallado: C, 34.25; H, 6.32; N, 13.27; S, 6.59

Ejemplo 2

A una solucidn de 20 grs. de hidrocloruro de di-

hidroestreptomicine vy 6.5 grs. de sulfato amdnico en 100 c.c.

de agua se afiadieron 100 c.c. de metanol. La soluciédn clara

- 12 -
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resultante se agizé suavemente durante la noche en cuyo ftiem-

po se separd sulfato de dihidroestreptomicina cristalizsdo.

Se afiadié una segunda porcibn de 100 c.c. ds metanol, y la mez-
cia se agité durante cuatro horas. EIl producto se filtr&, se

lavé, con metanol-sgua al 50-50, con metanol y se secd a 1008

en el vacio, peso 20 grs.

Ejemplo 3

Una solucién de 60 grs. de sulfato de dihidroes-
treptomicine smorfo se ajusté a un pH de 4.5 con Acido sul-
firico dilufdo, v el volfimen se ajustd a 300 c.,c. Se afiadid
metanol a la solucidn hasta que persistie unsa ligera turbie-
dad (se requirieron 175 c.c.). Un gremo de sulfato de dihi-
droestreptomicine cristalizado se afiadid luego y la mezcla
se agité durante 4 horas, durante cuyo tiempo el sulfato de
dihidroestreptomicina cristalizado se separd de la solucidn.
En este momento se retird una muestra del lfquidb que sobre-
nadaba y se aﬁadiG‘metanol hasta que existd una ligera tur-
bledad. BEsto requiri& 344 de su vollmen de metanol indican-
do que podfan aftadirse 160 c,c. de metanol sin precipitar sul-
fato de dihidroestreptomicina amorfo. A4 la mezcla se afiadie-
ron 140 c.c. de metanol {como 90% de le tolerado) y se con-
tinud ia agitacién a la temperatura ambiente durante 18 ho-
ras. Al final de este tiempo se retird una muestra del 11-
quido que sobrenadabs y se evapord a sequedad. El peso ob-
tenido, 1.7 mgrs. por c.c., indicaba que 0.95 grs. o 1;6%
del s8lido original quedaba en las aguas madres. La mezcla

se riltrd y el producto se lavé sobre el embudo con una por-

- 13 -
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cién de 100 c.c. de agua-metanol 50-50 y cinco porciones de

100 c.c. de metanol, y se secd al vacio. El peso del produc-
to obtenido fué de 58 grs.

Las concentraciones citadas en el ejemplo anterior
no son criticas. Se comprenderd que varian&o la concentra-
cin de sulfato de dihidroestreptomicina en agua y la pmpor-
cién de metanol afiad1do, pueden obtenerse rendimientos iguale
mente elevados de producto cristalizado en une amplia gama de
condiciones. Bl factor primordial a tener en cuenta es que
la caﬁtidad de metanol no debe exceder la necesaris para pro-
ducir una ligera turbiedad. BEsta cantidad, por supuesto, va-
riard en cada tanda, dependiendo de la'concent:ac15n reel de
sulfato de dihidroestreptomicina en la solucidn de partida.

Bl procedimiento anteri or se ha repetido ﬁsando
como disolvente cada une de los sigulentes: isopropanol, eta-
nol y acetona. Cantidades diferentes de>e%tos disolventes
gon, desde luego, necesarias para llevar la solucifn a super-
saturacidn (o turbiedad), pero en cada caso el sembrar la so-
lucidn y el dejarle reposar con agitacifn di8 como resultado

busenos rendimientos de producto cristalizado.

Ejemplo 4

202r341°1257'5501 + 3 {ZHOGHZCH2)5¥] 2.H2804 + cristales-semilla
> (021341012&?) 2.E2804 * G(HOGHacHa);N.HGl

& una soluciln de trietanolamina en metanol se le
afiadid fcido sulflirico hasta un pH de aproximadsmente 4,5 La

solueidn. resultante contenfa como 0.1l equivalents de sulfato

- 14 -
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de trietanolamina por 100 c.c.

A-una solucibn de 90.5 grs. de hidrocloruro de di-
hidroestreptomicina en 460 c.c. de agua se afiadieron 143 c.c.
de solucidén de sulfato de trietanolamina. La mezcla se sem-
bré con sulfato de dihidroestreptomicina cristalizado y se
afiadieron 200 ml. de metanol. La mezcla se agitd durante 48
horas y se aﬁadieron otros 286 c.c. del sulfato de trietano-
lamina. La mezcla se agitd durante otrss 48 horas y se fil-
tré y se lavd con metanol. K1l producto seco, sulfato crisc

talizado de dihidroestreptomicina, pesd 80.5 grs.

Ejemplo 5

Una solucidn acuosa de hidrocloruro de dihidroes-
treptomicina se prepgré reduciendo sal doble de cloruro de
estreptomicina y calcio en solucidn acuosa con hidr6geno en
presencia de catalizador de Adam (8xido de platino), filtran-
do el catalizador, tratando la solucidn resultante con car-
bonato de plata para efectuar la separaciln de cloruro de
calecio y flltrando de la mezcla resultante el cloruro de pla-
te y carbonato de calcio. La solucidn obtenida se ajustd a
PH de 4.5 con #cido clorhidrico.. Un anflisis de los s8lidos
totales indied una concentracibn de 377 mgrs. de hidrocloru-
To de dihidroestreptomicina por c.c. de solucidn.

Una solucidn acuosa de sulfato de trietanolemina
se prepard afiadiendo una solucién acuosa al 50% de gcido sul-
flirico a una solucifn acuosa al 50% de trietanolamina. La
solucidn resul%ante contenia 2.2 eqnivalentes por litro,

A 300 c.c. de la solucibn de dihidroestreptomicina

- 15 -
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que contiene 113 grs. (0.16% moles) de hidrocloruro de dihi-

droestreptomicina se afiadieron 250 c.c. de solucidn de sulra-
to de trietanolamina conteniendo 0.55 equivalentes de trieta-
nolamina (3.37 equivalentes por mol d¢fihidroestreptomicina) y

540 c.c. de metanol., La mezcla se sembro con sulfasto de di-

hidroestreptomicina cristalizado y se agitd durante cuatro

horas, Una muestra del 1fquido que sobrenadeba sé retird com-
probindose que toleraba 62%.-de su volflmen de metenol antes de
quedar turbia, Se afiadieron 600 c.c. de metanol (89% del vo-
limen tolerado) y la egitacidn se continud durante otras do-
ce horas. Al final de este perfodo, una rotacidn Sptica del
1fquido que sobrenadaba indied que la concentrecidn residual
de dihidroestreptomicina era de 1.7 mgrs. por c.¢. O uUn ren-
dimiento de cristalizeciln de 97.5%. El producto se riltr§,
se lavd con metanol pgus 8l 50-50, luego con metanol y se se-
cb., E1 péso del producto obtenido fué de 119.6 grs. o 360
megrs. por c.c., de solucidn de partida.

. Ejemplo 6

2 CgH,10,5N,0 HCL ¢ 3(NHy) 5S04 + cristales-semilla —
[621B4101207 ) [Ea80,, 3/+ ENE,01
El 1fquido rico en hidroeloruro de dihidroestrep-
tomicina despuds de la’etapa de tratamiento con carbonato de
plata, como se mostr8 en el ejemplo 5, se ajusta a un pH de
4,5-4,7 ¥ se afiaden a2 la solucibn 30 grs. de sulfato améni-
co por 100 grs., de hidrocloruro de dihidroestreptomicina.

Una vez gque el sulfato amdnico se ha disuelto, la solucidn

- 16 -
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se trata con carbdn activo. Despuds de filtracibn, el vold-
men del filtrado se ajusta con agua a la concentracidn de 200
mgrs. de hidrocloruro de dihidroestreptomicina por c.c. dé SO=
lucibn. Se afiade metanol gradualmente a la mezcla hasta qué
queda una ligera turbiedad, lo que usualmente requisre un vo-
limen igual de disolvente. Se afiaden cristales~semilla de
sulfato de dihidroestreptomicina en la cantidad de 2% del pe-
80 de la dihidroestreptomicina cargeds. La mezcla se agita
durante sels & ocho horas., Se afiade metanol hasta cue el vo-
lfmen total de metanol afindido sea iguel a 1 1/2 veces el vo-
ifmen de la solucidn zcuosa al‘20%. El sulfato de dihidroes-
treptomicing cristallizado ss elimins poi centrifugacidn y se
lava con solucidn de egua-metanol al 50-50, segido por un la~

vado con metanol. El producto se'secé al vecio a 602 G,

Ejemplo 7

Bl prosedimiento se repitid como se ha descrito en

-

el ejemplo 5, usando 5.370 c.c. de la solucidn de hidrccloru-
ro de dihidroestreptomicina y 4.120 c.c. de una solucidn de
sulfato de trletanolamins conteniendo 10,5 equivalentes de sul-
fato de trietanolamina (3.72 equivalentes por mol de dihidro-
estreptomicina). Se afiadi8 un total de 19 litros de metanol
en dos partes iguales. El producto se £21tr8 en una centr{fu-
ga de bombona y se lavd con 4 litros de agua-metanol al 50-50
¥ 4 litros de metanol y se r=3c8.  ELl peso del producto, 2,130
grs., corresponde & 376 mgrs. por c.c. de la solucidn origi-
nel de partida. Corrigiendo para 5% de constituyentes voldti-
les, el rendimlento es de 93% referido al anflisis original de

-17 =
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sélidos totales de la solucidn.

>Este procedimiento conduce también a la prepara-
c18n de sulfato cristalizmado y estéril de dihidroestreptomi-
cina, tomando las debidas precauciones al manejar las'solu-
ciones y elfproducté. La preparacidn de sulfato de dihidro-
estreptomicina cristalizado de gran pureza es as{ posible di-
rectamente a partir de sal doble cloruro de calcio y de estrep-
tomicina, usando sdlo tres etapas, a saber, redueccidn; sepa-
racibn de cloruro de caleio; y cristalizacidn.

Se comprenderé también que las concentraciones de
dinhidroestreptomicina en agua y metanol pueden variarse den-
tro de amﬁlios 1fmites sin afectar de un modo serio a la opo-

racidn préctica del proceso.

Ejemplo 8

Se prepard una solucidp d&e 20 grs. de hidrocloru-
ro de dihidroestreptomicina - en 100 c.c. de agua. A la solu-
cidn se afiadieron 8 grs. de dimetilamine y la solucidn se neu-~
fralizé inmediatemente a pH 4.7 con fcido sulflirico. La so-
lucién se diluyd con metanol hasta que se voXi8 turbia (se
requirieron 110 c.c.) se sembré con sulfato de dihidroestrep-
tomicina cristalizado y se agitd. Despuds de 12 horas se afia~
d18 una poreidn adicional de 110 c.c. de metanol. Cuatro ho-
ras més tarde el 1{quido claro que sobBnadaba se'ensayé, indi-
cando cristalizacidn mayor del 90%. El producto se filtr§,
se lavd con metanol 80% - agua 20%, luego con metanol y se se-
cd al vacfo., Peso, 19-20 grs. (rendimiento 90-95%),

A los técnicos se les ocurrirdn diversos cambios y
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modificaciones en los procedimiento que anteceden, y en la me-
dida en que tales cambios y modlficaciones queden abarcedos
por las reilvindicaciopes anejés, ha .de entenderse que consti-
tuyen parte del invento. ‘

Esta solicitud, que corresponde & la presentada en
los Estados Unidos de Amdrica, el 6 de Abril de 1949, bajo el
Nimero 85,946, se acoge & 1o0s benficios del artfoulo 51 del
vigente Estatuto Ley sobre Propiedad Industrial.

mmew N O T A we—-

.

Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan para que sean objeto de esta Patente de Invencidn en

Espsfia, son los sigulentes:

18. Sulfato de dihidroestreptomicine cristaliza-

40a

22, Sulfato de dihiaroestreptomicinag cristalize-

do con una eétruotura caracteristica de &ifraccidn a los ra-

yos X ¥ que exhibe les sigulentes caracter{sticas adicbne-

les;

Indices de refraccidm ‘X = 1,552 ¢ 0.002

J3 = 1.558 g 0.004
J« = 1.566 # 0.002
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Angulo de extincién = 182,

3%, El procedimienfo de producir sulfato de dihi-
&roestreptomicina erista~-lizado, que comprénde preparer una
solucién acuosa de sulfato de dihidroestreptomicina, ajustar
el pH de la solucidn a aproximedamente #,5, efiadir a la solu=-
cién acuosa una cantided de un alcohol alcohflico inferior me-
remente suficiente para producir una ligera turbiedad en la so-
lucidn, y permitir que la solucién repose para cristalizacidn
de sulfato de dihidroestreptomicina desde la misma.

&2, E1l procedimiento de producir sulfato de dihl-
droestreptomicina eristalizado, que comprende preparar una So-

lucién acuosa de sulfa-to de dihidroestreptomicina, ajustar

el pH de la solucidn a aproximaedamente #,5, afiadir a la solu-

cién acuosa una cantidad de metanol meramente suficlente pa-
ra producir une ligera turbiedad en la solucién, y permitir
que la solucidn repose pars cristalizacidn de sulfato de &i-
hidroestreptomicina desde la misma.

52, El procedimiento de producir sulfato de dihi-
droestreptomicina crigstallizedo que comprende Preparar uns so=
lucidn a-cuosa de sulfato de dihidroestreptomicina con un pE
de apréximadamente 4,5, afiadir a le solucién acuosa una can-

tidad de un slcohol alcohflico inferior meremente suficiente

. para producir una ligera turbledad, y permitir que la solu-

cién repose con agitacidn para cristelizecidn &e sulfato de
dihidroestreptomicine desde la nisme.

6%, El procedimiento de producir sulfato de dihi.
droestreptomicina cﬁstaliza&o, que comprende prepa¥ar una So-
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lucidn acuosa de sulfato de dihidroestreptomicina con un pH
de aproximadamente %,5, afiadir a la solucidn acuosa una can-
tidad de metanol meremente suficiente para producir una l;ge-
ra turbiedad, y permitir que la solucién repose con agitacidn
para cristalizacién de sulfato de dihidroestreptomicine des-
de la misma.

7¢. El procedimiento de producir sulfato de dihi-
ardestreptomicina cristaliéado, que comprende preparar una SO=
lucidn mcuoss de sulfato de dihidroestreptomicina con un pH
de aproximadamente 4,5, afiadir a la solucidn acuosa una can-
tidad de un alcohol alcolflico inferior, meramente suficien~
te para produclir una ligera turbledad, y permitir que la solu-
cidn repose con agitacidn para cristalizacidn de sulfato de
dihidroestreptomicina desde la misma, y afiedir alcohol adicio-
nal de vez en cuando para llevar la cristalizacién virtualmen-
te a terminacién. |

82, Bl procedimiento de produeir sulfato de dihi-
droestreptomicina cristalizada, que comprende disolver en un
alcohol alcohflico inferior acuosa otra sal &cida de dihidro-
estreptomicina, y una sel del Acldo sulfﬁriéo elegida de la
clase que consiste en sulfato améni co y sales del fcido sul=-
férico de amines alcohflicas y aleohilolflicas, para formar

una solucidn con un pH de aproximedsmente 4,5, y dejar que

1a solucidn repose con agitacidn para cristalizacidn de sul-

fato de dihidroestreptomicing desde la misma,
92, . El procedimiento de produeir sulfeto de dihi-

droestreptomicina eristalizado, que comprende disolver en me-
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tanol acuoso otra sal &cida de dihi&rﬂestreptom;éina, vy sul-
fato em8nico, para formar una solucién con un pH de aproxi-
madamente 4,5, y dejar que la solucidn repose con egitacién
para cristalizacidn de sulfato de dihidroestreptomicine des-

de la misma,

10%2, El procedimiento de producir sulfato de di-
hi&roestreptbmicina cristalizado, que comprende disolver en
metanol acuoso otra sal fAcida de dihidroestreptomicina, y una
sal del 4cido sulflrico elegida de la clase que consiste en ]
sulfato am8nico y sales del &cido sulfirico de aminas alcokhf’
licas y alcohilolflicas, para formar une solucidn con un pH"
de aproximadamente 4,5, y dejar que la soludof repose con agl-’

tacidn para cristalizacidn de sulfato de dihidromestreptomici-

.na desde la misma, y afiadir alcohol adicional @e vez en cuan-

do pars llevar la eristalizacidn esencialmente a su termina-

cién.

112, En el método de obtener sulfato de dihidroes-
treptomicina éristalizado, la operacidn de cristalizar sulfa-
to de dihidroestreptomicina amorfo desde una solucifn en al- |
cohol aleonflico inferior acuoso.

122, En el método de obtener sulfato de dihidroes-

treptomicina cristalizedo, la operacidn de cristelizar el pro-

ducto de reaccidn entre otra sal €clda de dihldroestreptomici-
na y una sa 1 del dcido sulfirico elegida de la clase consis-

tente en sulfato am8nico y sales del Acido sulfirico de amines
alcohilicas y alcohilolfcagbn una solucidn en alcoﬁol aleohl{-

lico inferior acuoso, desde dicha solucidn,
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132, En el mdtodo de obtener sulfato de dihidro-
estreptomiciné cristalizado, la operaciﬁn de cristalizar el
producto de reaccidn entre hidroclorurc de dihidroestrepto-
micina y sulfato amdnico en solucidn en metanol scuoso, desde
dicha solucidn.

148, E1 procedimiento de producir sulfato de di-
hidroestreptomicina cristelizado, que comprende preparar una
solucidn acuosa que contiene sulfato de dihidroestreptomici-
na y con un pH de aproximadamente 4,5, afiadir & dicha solu-
e18n un disolvente orgénico miscible con agua en el cual el
sulfato d@e dihidroestreptomicina es al menos tan soluble co-
mo en acetona y en cantidad suficiente pars formar una solu-~
cién sobresaturada, exponer la solucidn sobresatursda a cris-
tales-semilla de sulfato de dihidroestreptomicina y dejar que
la solucién repose para cristalizaci8n de sulfato de dihidro~
estreptomicine desde le misme.

152, El procedimiento de producir sulfato de di-
hidroestreptomicina cristalizado, que comprende preparar uns
solucién acuosa que contiene sulfato de dihidroestreptomici-
na y con un pH de aproximadamente 4,5, aiiadir a dicha solu-
cidn un disolvente orgdnico miscible con agua en el cual el
sulfa-to de dihidroestreptomicine es al menos tan soluﬁle CO=
mo en acetona .y en cantidad suficiente para former uné solu-
cién sobresaturada, exponer la solucidn sobresaturada & cris-
taléswemilla de sulfato de dihidroestreptomicina, y dejar que
la solucidn repose con agitacidn para cristalizacién de sulﬁa—

to de dihidroestreptomicina desde la misma.

-'23 -
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16¢, El procedimiento de producir sulfato de é&i-
hidroestreptoﬁicina eristalizado, Que comprende preparsar una
solucidn acuosa que contiene sulfato de dihidroestreptomicl-
na ¥y con un pH de aproximadamente 4,5, afiadir a diche soluciéﬁ
un disolvente orgénico miscible con egus en el cual el sulfa-
to de dihidroestreptomicina es al menos tan soluble como en’
acetona y en cantidad suficlente para formar una solucién so-
bresaturada, exponer la solucién sobresaturade a cristales-se-
milla de sulfato de dihiaroestreptomisina, dejar gque la solu-
cidn repose conéagitacién para cristalizacidn de sulfato de
dihidroestrepto@icina desde la misma, y efiedir disclvente or-
génico adicionai durante la cridbteliza¢idn para mantener un’
estado sobresaturado llevando as{ la eristalizacién virtual-
mente a su termﬁnacién.

-17!.§ El procedimiento de produecir sulfato de di-
hidroestreptoﬁibina cristalizado, que comprende preparar ung
solucidn acuosa que contiene sulfato de dihidroestreptomici-
ne y que tiene un pH de aproximadapente 4,5, afiadir a dicha
solucidn un disolfente orgﬁnico miscib;e con agua en el cual

el sulfato de dihidroestreptomicina es al menos tan soluble

como en acetona y en una cantidad suficliente para formar une
solucidn sobreshturada,‘exponer }a solucidn sobresaturesda a
cristales-semilla de sulfato de dihidroestreptomicina, dejar
que la soluciéﬂ repose para cristalizacidn de sulfato de di-
hidroestreptomicina desde la misma, y‘oonducir la‘cristalizap
cidn en condicllones estériles obteniendo asf{ sulfato de dihi-

droestreptomicina cristalizado directamente en forma adecuada




10

15

20

25

TR Ao

para uso terapdutico.

182, Bl procedimiento de producir sulfato de di-
hidroestreptoﬁicina cristalizado, que comprende preparer une
solucién scuosa que contiene sulfato de dihidfoeétreptomici-
na y con un pE de aproximadamente #,5, afiadir a dicha solu-
cién una cantided de un alcphol alcohflico inferior mersmen-
te suficiente pares producir una ligera turbiedsd en la solu-
cidn, exponer la solucién turbia a cristales-semilla de sul-
fato de dihidroestreptomicina, y dejar que la solpcién repo=-
se para cristalizacidn de sulfato de dihidroestreptomicine
desde la misma.

192, El procedimiento que comprende preperar una
solucidn acuosa que contiene sulfato de dihidroestreptomici-
na y un disolvente orgénico miscible con agua en el cual el
sulfato de dihidr035treptomic1na es al menos tan soluble co-
mo en acetona ¥ con un pH de aproximademente 4,5, ajustar la
concentracidn de dicho #isolvente orginico a una Santided su-
ficiente para producir uﬁa solucién sobresaturada, exponer
la solucidn sobresatursda a cristales-semilla de sulfato de
dihidroestreptomicine, ¥y dejar gue la solucién repose parsa
cristalizacidn de sulfato de dihidroestreptomicina desde la

misma,

202, E1 praqedimiento que comprende preparar una
solucidn amcuosa que contiene sulfato de dihidroestrsptomici-
ne y un disolvente orgfnico miscible con agua en el cual la
solubilidad del sulfato de dihidroestreptpmicina es al menos

tan grande como en acetona y con un pH de sproximadamente 4,5,

- 25 -
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siendo dicho sulfato de dihidrbestreptomicina formado in situ

por reaccidn entre otra sal 8&cida de dihidroestreptomicina ¥

una sal del Acido sulfiirico seleccionada de la clase consis-
tente en sulfato emdnico y sales del 4cido sulfdrico de ami-
nas aleohflicas y alcohilolflicas, ajustar la concentracidn
de dicho disolvente orgénico a una cantldad suficiente psra
producir una solucidn sobresatureda, exponer la solucién a
cristales-semilla de sulfato de dihidroestreptomicina, y de~
Jar que la solucidn repose pera cristalizacidén de sulfato de
dihidroestreptomicina desde la misma.

212, El procefimliento que comprende preparar una
solucidn acuosa gue contiene sulfaté de dihidroestreptomici-
na y un disolvente orgénico miscible con agua en el cual la
solubilidad del sulfato de dihidroestreptomicina es al menos
tan grande como en acetona ¥ que tiene un pH de aproximada-
mente 4,5, siendo dicho sulfato de dihidroestreptomicina for-
mado in situ por reaccidn entre otra sal &cida de dihidroes-
treptomlcina y una sal del &cido sulfdrico seleccionade de
la clase consistente en sulfato amdnico y sales del fcido sul-
firico de sminas alcohflicas y alcohilolflicas, ajustar la
concentracidn de dicho dlsolvente orgénico & una cantidad
sufiqiente parae producir una solucibn sobresaturada, exponer
la solucidn a cristales-semilla de sulfato de dihidroestrep-
tomicina, dejar que la solucidn repose para cristalizecidn
de sulfato de dihidro;streptomicina desde la misma y afladir
disolvente organico adicional durante la cristalizacién para

mantener dicha solucién en estado sobresaturado.
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228, El'procedimiento guz comprende preparar una
solueidn acuoéa que contiene sulfato de dihidroestreptomici-
na y metanol y que tiene un pH de aproximadamente 4,5; sien-
do dicho sulfato de dihidroestreptomicina formado in situ por
reaccidn entre otra sal 4cida de dihidroestreptomicina y una
sal del &cido sulfirico seleccionadade la clase gue consiste
en sulfato ambnico y sales del fcido sulfirico de aminas al-
cohflicas v alcohilolilicas,'ajustar la concentracidn de me-
tanol a una cantided meramenfe suficlente para producir una
ligera “turbiedad en la solucidn, exponer labsoluci5n a oris—
tales-gsemilla de sulfato de dihidroestréptomicina, vy deJaf
que la solucidn repose para cristalizacidn de sulfato de di-
hidroestreptomicina desde la misma.

23%, BEl procedimiento de producir sulfato de di-

hidroestreptoﬁicina cristallzado, que comprende preparar uns

solucidn acuosa gue contiene otra sal §cida de dihidroestrep-

tomicina, una sal del fcido sulfirico elegida de la clase con-
sistente en sulfato amdnico y sales del fcido sulfirico de ami=
ﬁas alcohflicas y alcohilolflicas, ¥ un disolvente miselble
con agua en el cusel la solubilidad del sulfeto de dihidroes~
treptomlicine es al menos tan grande como en acetona; tenien-
do dicha s01uci5n un pH de aproximadamente 4,5, ajuétar la
concentracidn de dicho disolvente orgzdnico a una cantided sSu-
ficiente para produelr uné soluecidn sobresaturada, exponer

la solucién sobresaturada a cristales-semilla de sulfato de
dihidroestreptomicina, y dejar que la solucidn r'epose para

cristalizacién de sulfato de dihidroestreptomicina desde la

- 27 -
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misma,.

248, BEl procedimiento de producir sulfato ds di-
hidroestreptomicina eristalizado, que comprende preparar una
solucién acuosa que contiene higrocloruro de estreptomicina,
sulfato de trietanoclemina y metanol, vy que tiene un pH de
aproximadamente 4,5, ajustar la concentracifn de metanol en
dicha solucidn a una cantidad mramente suficiente para pro-
dﬁcir una ligera turbledad des le solucién, exponer la solu-
cidn turbia a cristales-semilla de sulfato de dihidroestrep-
tomicina, y dejar gque la solucidn Trepose para cristalizacidn
de sulfato de dihidroestreptomicina desde la misma.

252, El procedimiento de produclr sulfato de di-
hidroestrepto@icina cristelizado, que comprende preparar
una soluciﬁﬁ.acuosa que contiene hidrocloruro de.estrepto-
micina, sulfato de dimetilamina, y metenol, y con un pE de
aproximadamente 4,5, ajustar la concentraqiﬁn de metanol en
dicha solucién a una cantidad meramente suficiente para pro-
ducir una ligerd.turbiedad en la soluciﬁn, exponer la solu-
cibn turbia a cristales-semilla de sulfato de dihidroestrep-
tomicina, y dejar que la solucidn repose para cristalize-
cidn de sulfat5 de dihidroestreptomicina desde 2a misma.

262, El procedimiento de producir sulfato de di-
hidroestreptoﬁicina cristalizado, que comprende preparar uns
solucidn acuosa que contiene hidrocloruro de estreptomici;
na, sulfato ambénico, y metanol, y con un pH de aproximada-
mente 4,5, ajustar la concentracin de metanol en dicha so-

lucidn a una cantida-d meramente suficiente Dara produclr
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una ligera turbledad de la solucifn, exponer la solucién tur-
bia a cristales~-semilla de sulfa Yo de dihidroestreptomici-
na, y dejar que la solucidn repose para cristalizacién de sul-

fato de dlhidroestreptomicine desde la misma,

27%, El procedimiento de producir sulfato de di-
hi&roestreptomioina cristalizado, que comprende preparer uns
solueidn acuosa que contiene hidrocloruro de estreptomicina,
sulfato eménico y metanol, y con un pH de aproximadamente
4,5, ajustar la concentracién de metanol en dichasolucién a
una cantlidaed meramente suficiente para producir una ligera
turbieded en la solucidn, exponer la solucién turbia a cris-
tales—semil;a.de sulfato de dihidroestreptomicina, dejar que
la solucién repose para cristalizacidn de sulfato de dihidro-
estreptomicina desde la misma, y emplear condiciones estéri-
les en todo el cltado proceso obteniendo de este modo sulfa-
to de dihidroestreptomicina ¢eristallizado directamente en una

forma adecuada para uso terapSutico.

28%. TUn procedimiento de producir sulfato de di-
hidroestreptoﬁicina cristalizado, |
Tal y como se ha descrito en la Memorie que ante-
cede y pera los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de veintinueve hojas escri-
tas a miquina por una sola cara. 19 ENE 1950
Madrid a :

P. A, .
Alberto do El-2hury
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