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a nowbre de AMERICAN CYANALID COMPA&Y, entidad norieameri-~
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Estados unidos de américa, por:

" U LBT0D0 OB PuuITICAR HATHERIAL QUE
COMIEVE AUREOMICINA "o-
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Eete invento se reiiere a la puriiicacidn de
material que coutiene aureomicina.

La gureomicing es un importaute y nuevo anti-
vibtico, cuya produceidn y un mévodo de aislamiento se des-

5 criven en lg Patente norteamericana lg. 2.482.055 de fecha
13 de veptiembre de 1.949. |
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Hemos creado un nuevo método por el onal la
aureomicina puede separarse de una solucién acuosa que la
contenga, que puede tener asociada con ella ciertas iImpure-
zas, por su accion con mutua con un derivado anidnico organi-
co de acido sulfurico de la formula de tipo general R-O" —
-SOgOH, donde n es un numero entero no menor de cero ni ma-
yor de 1, ¢sonde R es un radical organico hidr6fobo, y donde
el peso molecular de este material no es menor de aproxima-
damente 210; para formar un compuesto de tipo de sal, que
puede separarse luego, y recuperarse como tal o resolverse
en una sal terapéuticamente deseada de aureomicina.

Nuestro derivado anidénico organico de acido
sulfarico es del tipo polar no polar, lo que puede en parte
explicar sus propiedades insélitas. Contiene el grupo jjto-
lar hidré6filo derivado de acido sulfarico que incluye al me-
nos un hidroxilo que tiene un hidrégeno ionizable, y una
parte hidrofoba no polar tal como un grupo alcohilo, aralco—
hilo, alcarilo, arilo, haloarilo o azoarilo, que puede estar
unido por un enlace de carbono a azufre, formando un acido
sulfénico, o por un enlace de carbono a oxigeno a azufre”
formando un ester de acido sulfurico o sulfato. Solo uno
de tales grupos puede eatsr unido ya que la entidad acido
sulfurico debe retener un hidrégeno sustituidle para combi-
nar la molécula de aureomicina.

Para nuestros fines, estos derivados aniéni-
cos organicos de acido sulfdrico, deben utilizarse a unpK
de menos de 3. La acidez puede resultar en parte del uso de

los acidos sulfénicos libres o mono-sulfatos y puede resul-
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tar en parte de la adicidén de otros &acidos enérgicos, ta-

les como el sulfdrico o el clorhidrico. En el uso, las sa-
les de los &cidos sulfuricos o sulfatos a que se hace arri-
ba referencia se emplean convenientemente en condiciones ta-
les que la sal se convierta en el &4cido libre.-El uso de,
por ejemplo, la sai soédica del acido sultanico o la sal so6-
dica del mono-ester sulfato con &cido clorhidrico suficiente
para rebajar el pH a menos de 3 en solucidn da efectivamente
el acido sultanico libre o el sulfato libre y para los fines
de esta solicitud ha de considerarse como equivalente, por-
que el acido sultanico o el &aster sulfato es efectivamente
el mismo en la solucidn é&cida. Las sales sdédicas de tales
compuestos son la forma comercial comiun, pero puede disponer-
se a veces, Yy pueden utilizarse, otras sales alcalinas o al-
calinotorreas.

Algunos de nuestros derivados anidnicos orga3*
nicoa de acido sulfiarico son del tipo usado como agentes hu-
mectantes y otros son del tipo usado como colorantes. Pre-
ferimos emplear derivados anidénicos organicos de acido sul-
fdrico no toxicos, incoloros, de bajo precio, comercialmente
obtenibles, por razones econdémicas, Pueden usarse colorantes
coloreados, como pueden serlo acidos sulfénicos o sulfatos
téxidos, con tal de que la aureomicina final esté sustancial-
mente libre de tales materiales para ser comercialmente acep-
table. Algunos de estos se venden bajo marcas registradas y
con mads conveniencia se emplean estas para hacer referencia
a los mismos. Las sales soédicas son las que pueden comarcial

mente procurarse del modo mas conveniente. Los productos co-
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merciales son frecuentemente mezclas. Por ejemplo, los sul- :

fatos alcoh6licos comerciales tienen cadenas de longitudes
diversas. Las mezclas de mads de uno de estos derivados pue-
den emplearse convenientemente, aunque preferimos usar los
materiales comercialmente obtenibles.

hntre otros materiales que hemos encontrado
satisfactorios estan el tetradecilsulfato sodico comercial
conocido como "Tergitol-4"; la sal sédica de di-(2-etil-
eril)-sulfosuccinato, vendida comercialmente como '"Aerosol-
OT""; el sulfato heptadecilico; el sulfonato de alcarilo ven-
dido como "Santomerse-1*; el sulfato lauril sdédico vendido
como *Duponol-C"; 1la sal soédica de sulfato 2-etilheptilico,
vendida como ‘"'Tergitol-8"; cualquiera de los sulfatos de
alcohilo que tengan de 10 a 20 &tomos de carbono, o mezclas
de ellos; los acidos aril o aralcohil o alcohilaril sulféni-—
eos que tengan desde 10 a 25 atomos de carbono; el acido
2 ,5-diclorobencenosulfénico; el acido para-xilenosulfoénico;
el acido 4--hidroxiazobenceno-4-*—~sulfénico; el &acido 2 .,4-dini-
tronaftol-7-sulfonico; el &cido 5-sulfosalicilico; el acido
2 ,4-diclorofenil-6—-sultanico; el &acido 2-clorotolueno-5—sulfo®

-\ >

nico; el acido 4-nitroclorobenceno-2-sulfénico; el acido 2-
naftalinsulfonico; el acido 2,4-dihidroxiazobenceno-4"-sulfo-
nico, y las sales de estos acidos; aceite de rojo turco, etc.
Ciertos &4cidos sulfoénicos y sulfatos se han 8
empleado previamente en la refinacién de antibidticos fuerte-
mente basicos, tales como la estreptomicina. NOtese por ejem—
pio, las Patentes nortamericanas Numeros 2*537.933 y 34. Sin
embargo, estas patentes describen el uso de una sal de un
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dcido endrgico y una base y la form cién de la sal puede
tener lugar en condiciones cercanas & la neutralided. En-
contramos que, en dicho tratamiento, la aureomicina no da
una sal ggtisfactoria.

BEn contraposicidn a tales antibidticos ante-
riores, la aureomicina es un antibidtico de espeectro ampio,
que inhibe el desarrollo de baeterias Gram=positivas y Gram-—
negativas, de ciertas rickettsia y de muchos otros organis-
mos. Puede ser que sus notables caracteristicas como anti-
bidtico de espectro amplio estin ligadas a su naturaleza
esencialmente amfétera. Por el hecho de ser amfétera, no

puede tratirsela como antibidtico bisico al refinarla. He-

mos encontrado de modo sorprendente que en una solucidn fuer-

tenente dcida, a un pH de menos de 3, la fase fcida de la na-

turaleza anfdtera del antibidtico es inhibida, y sus carac-
teristicas fcidas son enmascz:radas por la naturaleza fuerte;
mente Jeida de su ambiente de modo que posee caracteristicas
suficien enente visicas para formar un compuesto de tipo de
sal con los derivados anidnicos orgfuicos de Jcido sulférice
antes menclonados.

En el pasado, la aureomicina se ha separado

de sus medios de fermentacidn por procedimientos tales como

la adsorcidn cromatogrifica o la extraccidn con un disolvente.

La adsorcidn cromatogririca es relativamente costosa, y la
extraceidn de la aureomicina o de su sal con un £cido mineral
por medio de un disolvente tiende a originar dificuliades a
causa de la cor:o0sidn en el equipo de la instalacidn o de

las grandes cantidades de disolventes que entran en juego,
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etc.

Hemos descubierto que la aureomicina puede
recuperarse desde una solucidén acida haciéndola actuar a un
pH inferior a 3 con un derivado anidénico organico de &cido
sulfdrico. Por el vocablo "aureomicina®* nos referimos no
solo a la aureomicina como su sal con un acido, por ejemplo,
el hidrocloruro de aureomicina, sino tabi. en a la aureomi—
cifia neutra, a la que a veces se hace referencia como base
liore, y a la sal de aureomicina con una base tal como la
si soOdica, -sto esta de acuerdo con la practica farmacéuti-
ca normal, porque las sales de aureomicina son terapéutica-
mente tan eficaces en cualquiera de estas tres formas.

La solucién acida puede formarse disolviendo
aureomicina, como su sal con un acido, en agua, o0 puede for-
maras disolviendo la base libre de aureomicina en agua en
presencia de acido suficiente para rebajar el pH a menos de
3 o puede formarse disolviendo una sal de aureomicina con

una base en agua en presencia de acido suficiente ggra reba-
jar el pH a menos de 3* Para los fines ¢e este invento, no

es necesario que toda la aureomicina esté disuelta. La sal
acida puede estar presente en la forma no disuelta como pa-
pilla, pero acida, para los fines de este iInvento, como una
solucién, y asi se hara referencia a la misma.

Ademas, es particularmente conveniente formar
la solucion acida por la acidificaciéon de una masa ¢e fer-
mentacion en la cual la aureomicina se produce y separa por
filtracion de los insoluoles. La solucidén &cioa puede for-
marse también extrayendo con agua acidificada una torta for-—
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mada Filtrando la pasta que contiene la aureomicina en con-

diciones tales que la aureomicina esté presente en una for-
ma insoluble. La aureomicina en la solucidén acida proceden-
te de cualquiera de estas fuentes es efectivamente la misma,
porque a un pH de menos de 3 en presencia de agua, actua efec
tivamente como solucion acuosa de su ral con el acido. Cual
quiera de le- -eluciones de aureomicina punch clarificarse
por el uso de un carbdén decolorante, u otros procedimientos
bien conocidos. La necesidad de tal decoloraciéon depende,
por supuesto, en gran medida, de los materiales de partida
iniciales.

A esta solucidén acida de aureomicina puede
anadirse luego el derivado anidénico organico de acido sul-
farico junto con &cido suficiente para asegurar que el pH
permanece por debajo de 3, aproximadamente. El orden de
la adicidén nc es importante, ya que el compuesto de tipo de
sal de aureomicina y el derivado anidnico organico de &cido
sulfurico se forma como el material menos soluble presente
y tiende a separarse.

El compuesto de tipo de sal puede recuperarse
de la solucidén acida por Filtracién, centrifugacién u otra
forma de separacidon. Las sales de acido sulidnico, segln
son recuperadas, pueden usarse, por supuesto, como tales,

0 pueden utilizarse como articulo comercial retardandose
la transformacion final a la forma terapéutica hasta una
ocasion econdmicamente propicia.

Este compuesto puede recristali2arse desde
un disolvente organico y usarse terapéuticamente como tal.
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Usando un derivado anidnico organico de éacido sulfurico

inocuo, tal como altanos de los agentes humectantes de aoti-
vidad superficial, que han demostrado ser inocuos en peque-
flas cantidades, se obtiene un producto que puede administrar
se directamente. Preferimos descomponer el compuesto de
tipo de sal, por ejemplo, por metatesis, para dar una sal

de aureomicifia con un &cido administrado mas comtmmente, tal
como el clorhidrico, o metatotizarlo para formar el hidro-
cloruro y convertir luego el hidrocloruro en otras formas
gue puedan desearse- para la administracién, tal como, p9r
ejemplo, la base libre o la sal con un metal alcalino o me-
tal alcalinD-tarreo, tal como el calcio, “omo algunas de
las sales sulfénicas o sulfatos tienden a separarse en una
formal amorga o no cristalizada, encontramos particularmente

conveliente extraerlas de la suspensién acuosa en la que se

-\

forma con un disolvente que tenga una alta relaciéon de dis- * }

tribuciéon en favor del disolvente. La extraccidon puede rea-
lizarse como extracciodn unica, extracciéon mualtiple, extrac-
cion ej. contra-corriente, o en argunas de las maquinas de
extraccion liquido-liquido, recientemen-te desarrolladas.

En gracia a la conveniencia, preterimos usar una cantidad del
acido suli“énico o ester sulfato que dbé una relacidén de aunQEL
micina de ligeramente mas de un grupo &cido por una molécula
de aureomicina, y encontramos que una relacion molar de has-
ta aproximad.mente 3 o mas por 1, de acuerdo con la ley de
accion de masas, determina un desplazamiento del equilibrio
hasta un punto que da una recuperacién mejorada, EI tipo

de impurezas presentes y los gastos relativos de los®™ diver-

w
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sos materiales influyen en la relacidén exacta que econémi-
camente es preferible en condiciones dadas.

Puede observarse que en tal extraccibén, es
factible y aveces preferible variar el orden de la adicidn
de los compuestos. Por ejemplo, el acido sulfoénico o sulfa
to puede afadirse con el disolvente, en el cual pueda estar
disuelto, o afadirse antes o después de la adicién del di-
solvente, o0 antes o después de la acidificacion de la solu-
cion. Solamente se precisa que la solucidén acuosa tenga un
pH de menos de 3 mientras esta en contacto con el disolven-
te con la aureomicina y el acido sulfoénico o sulfato para
obtener la extraccidon del compuesto- del tipo de sal de aureo
micina con el sulfato o el acido sulfénico en la capa de di-
solvente.

Gomo disolvente, encontramos que cualquiera
de los disolventes organicos comunes en el cual un residuo
organico hidréfilo tienda a ser soluble, forma un buen di-
solvente. Entre ellos, pueden mencionarse los hidrocarburos
halogenados, tales como el nicloruro de etileno, el triclore®
tileno, el tricloretano, el dicloruro de propileno, el clo-
roformo, los mono-asteres inmiscibles con agua de glicoles
tales como ‘'cellosolye" de fenilo, esteres organicos ta-
les como el ftalato de dimetilo, el ftalato de etilo hidro-
genado, el acetato de isopropilo, el acetato de butilo, los
éteres y éteres sustituidos tales como el eter dicloroiso-
propilicoip las cetonas tales como la metilisobutil cetona
u otra de las ceconas superiores, gque en esencia sean inmis-

cibles con agua, o0 cebonas mas solubles que se hagan inmis-
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oibles con agua por la adicidén de una sal a la capa acuosa*
Los alcoholes de 4 o mas atomos de carbono tales como el
carbinol metilisobutilico, los hexanoles, el butanol, el
alcohol amilico, etc. son buenos disolventes.

La solucidén del compuesto de tipo de sal en
el disolvente organico inmiscible con agua puede concentrar-
se por evaporacion de al menos parte del disolvente a una
temperatura que no exceda de unos 60° C. La totalidad del
disolvente puede evaporarse y la sal asi aislada puede ufar-
se como tal, o metatetizarse o convertirse de otro modo en
una forma terapéuticamente deseada, 0 que econdmicamente
puede metatetizarse en la soluciéon del disolvente organico.
Encontramos que afadiendo una sal tal como el hidrocloruro
de trietilamina o cloruro de amonio, u otro hidrocloruro de
base nitrogenada, o cloruro de calcio, etc., a la soluciodn,
se forma la sal de trietilamina o sal correspondiente del
sulfato o del acido sultanico la cual queda disuelta y la
aureomicina se separa como el hidrocloruro que puede reti-
rarse de la solucion.

Alternativamente, el disolvente puede tener
un disolvente mutuo,"miscible con agua, afiadido al mismo,
tal como un alcohol inferior como el metanol o el 2-etmxi-
etanol, y a este disolvente misto puede afadirse un acido
mineral tal como el clorhidrico. Este metatetiza el com-
puesto de aureomicina del tipo de sal, poniendo en libertad
aureomicina como hidrocloruro que puede separarse como pre-
cipitado del disolvente mixto.

La aureomicina puede separarse g&adiendo una
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base para subir el pH de la solucidn, en cuyo cesc la aureo-
micina resulta como aursomicina neutra o sal con la base,
dependiendo de la cantidad afindida. La solubilidad dismi-
nuye ripidamente después de que la acidez disminuye a un
PH por encima de 3 aproximadamente.

vtros métodos de descomponer Yy sSeparar el
compuesto de aureomicina del tipo de sal se les sugeririn
por sf mismos a los téoniccs, como lo serén métodos &e cone—
vertir el compuestio en la iorma particular de aureomicina
gque pueda desearse por el médico para el tratamiento de un
estado patoldgzico dado.

A fin de que el invenio pueda comprenderse
plenamente, se describird ashora & modo de ilustrecidn, con

referencia a los ejeuplos anejos.

EJBEMPLO L.

e prepard una solucidn que contenia 3,5 grs.
de aureomicina neutra bruta que daba en el ensayo 300 gammas
por miligramo en 1.500 c.c. de agua. 4 esta solucidn se le
ariadieron 1,7 grs. de la szl sddica de Jcido 2,4-diclorore-
nolé~-sulidnico. La mezcla se ayitd y el pH se ajustd a 2
por la adicidn de 4cido sulrdrico 25%. La mezcla se agité
v el pH se ajustd a 2 por le adicidn de dcido sulidrico 25%.
Después de que se establecid el equilibrio, la solucidn se
extrajo con 375 c.c. de metil isowvutil cetona. La fase acug
sa vecibid la adicidn de una varte adicional de un gr. de

2,4—diclorofenol-6-sulronato sddico v se exbtrajo de nuevo

-1l -
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con porciones de 1g0 c.c. de meuil isobutil cetona. &e
realizaron tres extracciones de esta clase. EIl refinado

dio en el ensayo 51 gammas por c.c.., indicando una extrac-
cion casi completa. Las fracciones de disolvente separadas
se combinaron para formar una fase de disolvente reunida de
774 c.c. que dio en el ensayo 3480 gammas por c.c. El ex-
tracto se concentrd a presion reducida a una temperatura que
no excedia de 40" C. a mi volumen de 31 c.c. Al concentra-
do se le anadieron 0,6 c.c. de acido clorhidrico concentrado
dando como resultado la precipitacion inmediata de hidroclo-
ruro de aureomicina en lorma amorfa. EIl precipitado se se-
paré por .filtraciéon y se llevo a la forma de una papilla

con 5 c.c. de 2-etoxietanol (cellosolve). EIl producto amor-
fo se cristaliz6é luego, dando 2,15 grs. del hidrocloruro de
aureomicina purificado. EIl producto dio en el ensayo 994
gammas por mgr., indicando un hidrocloruro de aureomicina
casi puro y representando una recuperacion de 69% de la aure-
micina original.

Puede observarse que el hidrocloruro de &ureo
micina puede resultar en la iorma amorfa o en la cristaliza-
da, dependiendo de la presencia de cristales-semilla, etc.
EI mismo procedimiento puede usarse con cualquiera de las

formas.
EJE1LLPLO 2.

Dos litros de un caldo de fermentacidén de
aureomicina, que contiene iones de calcio y que did en el
ensayo 1100 gammas por c.c. se ajustaron a pH de 8,5 por

5=
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la adicidon de solucidén al 20% de hidroxido sodico. La mez-
cla recibidé la adicién de en peso de tierra de diatoma-
Beas como auxiliar de iiitracion, y los solidos se separaron
por Filtraciéon. La torta de filtro se paso en suspension

en 1 litro de agua y se acidificé a pH de 1,5 por la adicidn
de acido sulfdrico 25%. La mezcla se calenté a 55* C. y se
agité durante 20 minutos, y los sélidos se separaron por
filtraciéon. Se hizo una segunda extracciéon de la torta del
filtro con un litro das de agua acidificada al mismo pH.

Los dos extractos se combinaron y dieron en el ensayo 960
gammas por c.c. Se afadieron 1,5 grs. de acido 2,4-dicloro
fenol-6-sulidnico en forma de la sal sédica y la soluciodn

se extrajo con 500 c.c. de metil isobucil cetona. La fase
disolvente se separ6 y la fase acuosa se trard con otros

1,5 grs. de 2,4-diolorofenol-b-sulfonato sédico y se extrajo
con 200 c.c. de metil isooutil cetona, y luego se extrajo
sucesivamente con dos porciones adicionales de 200 o.c. de
me. Ml isooutil cetona. EI pH quedo por debajo de 3* EI re-
finado final dié en el ensayo 29 gammas por c.c. indicando
una extraccion practicamente completa. Los extractos en el
disolvente se mezclaron y concentraron a presién reducida a
una temperatura que no excedidé de 55* 0. a 27 c.c. Al con-
centrado se le anadieron 0,5 c.c. de &acido clorhidrico con-
centrado y la mezcla se enfrid bruscamente a 0* C. be forméd
hidrocloruro de aureomicina amorfo, que se separé por filtra
cion y se llevo a la forma de papilla con 4 c.c. de 2-etoxi-

etanol. EI hidrocloruro amorfo formé cristales en el 2-
etoxi-etanol, dando 1,27 grs. de hidrocloruro de aureomicina

- 13 -
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que dio en el ensayo 660 gammas poi* mgr.

EJEmPLO 3.

Tres litros de cardo de aureomicina directa-
mente desde los depdsitos de fermentacién, que dio en el
analisis 1.000 gammas por c.c. ae acidificaron a pH de 2 con
acido sulfurico 2% El caldo acidificado se agitdé durante
30 minutos y se Filtro. Al filtrado claro se le afadi6 1
gr. de 2,4-diclorofenol-6-sulfonaro sodico. La mezcla se
extrajo luego con 560 c.c. de metij. isocuLcil celona. La
capa acuosa se extrajo de nuevo después de la adicidén de
0,8 grs. de 2.,4-diclorofenol-b-sulfonato sodico con cuatro
cordones sucesivas de 250 c.c. de metil isobutil cetona.
El pH queudé por cebajo de 3. La capa acuosa agotada dio
gu gf ensayo 4? gammas por c.c., imrcando unaextraccioén
casi completa. Las capas de disolvente se mezclaron y tra-
taron con 0,0y grs. de caroon decolorante, usa*™idose el pro-
ducto comercial Darco-0-60. Lespudés el carbén se separo
por filtraciéon, la solucidon clara se concentroéa presioénre-
ducida a una temperatura que no excedié de 50 0. a una
volumen de 22 c.c. Al concentrado se le afadieron entonces
0,35 c.c. de &cido clorhidrico concentrado. EIl precipitado
del uidrocloruro de aureomicina amorfo se separé por filtra-
cion y se llevdé a la forma de una papilla con 5 c.c. de
cellosolve de etilo lo que hizo que la aureomicina crista-

lizara como hidrocloruro de aureomicina. de obtuvieron 0,72
grs. de hidrocloruro de aureomicina ligeramente amanillo que

=r
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dio en el ensayo 960 gammas por mgr.

Pueden usarse acidos distintos del clorhidri-

co para esta operacion, pero la proiesidon médica pretiere
esta sal, y por consiguiente, se da cumplimiento a sus de-

SE0s.

EJEMPLO A.

4-hidroxiazobenceno-4"-sulfonato de aureomicina.

Se prepa3% una solucidén de 3 grs. de la sal
sodica de &cido 4-hidroxiazobenceno—4"-sulfonico en 300 mis.
de agua a 60° C. A la misma se le afiadieron en seco 5 grs.
de un hidrocloruro de aureomicina impuro, oe afiadié acido
clorhidrico suficiente para rebajar el pH a 2. La mezcla
se agitd a 60° C. durante 45 minutos durante cuyo tiempo
se formé un precipitado de 4-hidroxiazobenceno-4*-sulfonato
de aureomicina cristalizado. La mezcla se enfrio, 3e fil-
tro, los cristales se lavaron con agua fria y se secaron.

Se obtuvo un rendimiento de 6,77 grs. en forma de rosetas

de color naranja cuyos cristales dieron en el ensayo 710

gammas por mgr. por analisis nicrobiolégico. Los cristales

tentan un punto de fusion no corregido de 235° C. con des-
composicién. Las aguas madres dieron en el ensayo 150 ga-
mmas por mi. Basada en una formula empirica supuesta de

CAHAQ§LCIOE#HCI, para hidrocloruro de aureomicina, la for-
o ¢

. P . A ~
muia empirica del producto obtenido es C). 34N401£;S]- Esto

da un analisis calculado de:

- 15 -
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Calculado. Encontrado.

Carbono 53,8 52,4
Hidrégeno 4.6 5.1
Eitrogeno 7.4 7.2
Azufre 4,2 4,1
Cloro 4.7 4,0

EJEL1LO

2 .4-d.iclorofenol-6-sulfonato de aureomicina.

Se prepar6é una solucion disolveiendo 5 gfs.
de aureomicina cono material libre en ICO c.c. de agua aci-
dificada con 3 mis. ¢e acido sulfldrico 25% A esto se afa-
didé una solucién, previamente preparada, de 2,92 grs. de
2 ,A—diclorofenml-6-sulfonato sédico en 50 mis. de agua, a
gotas y con agitacién, conduciéndose el experimento a tempe-—
ramra ai-toiencu. EIl pii qei.l0 por decano de 3* ,ee -LOfmo un
precipitado de 2.,4-dicloroienol-b-sulfornato de aureomicina,
que se separ6 por Ffiltraciéon, se lavd con agua y se seco;
dardo 6,73 grs. ue un producto cristalizado amarillo que
dio en el analisis 730 gammas por mgr* Los cristales fun-
dian a 159-161° C con descomposicién (np correg.)”™ Lasada
sobre una formula empirica supuesta de 722/N*26MN2NN-AAN
para nidrocloruro de aureomicinia, la férmula, empirica del
producro obtenido es C/NgH2gE20M2SChM. Esto da un analisis

calculado de;



-\

10

15

20

25

204457

Calculado. Encontrado.

Carbono 46,6 _ 46,6
hidrégeno
o 4 3,9
nitrégeno 3.6 4.1
Azufre
4,4 4,6
Cloro 14.7 13.8

EJEmPLO 6.

2,4-di-nitronaftol--7-sulfonato de aureomicina.

3 grs. de aureomicina neutra se disolvieron
en 100 mis. de agua acidiiicada por 2 mis. de &acido sulfu-
rico 25%, La solucion se calenté a 40° C. y se tratd a go-
tas a esta temperatura con una solucidn previamente prepa-
rada que contenia 3)3 grs. u.e acido 2,4-uinitronaftol-7-
sultanico con agitaciéon. EIl pH quedé por debajo de 3* Pre-
cipité una sal de sulfonato cristalizado amarillo. La mez-
cla de reaccién se enfridé bruscamente a 4° 0,, el precipi-
tado se separ6é por filtracion, se lavdé con agua iria y se
sec6 en vacio, ae obtuvo un rendimiento de 7,25 grs. de
2,4-ainitronaitol-7-sulfonato de aureomicifia que didé en el

ensayo Y54 gammas por mgr. Los cristales fundian a 206-210°

C., con descomposicion (no corregido-).

EJE MPLO 7.

_2-clorptoluBno-5-suifonato de aureomiciia.

- 17 -
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Se prepard una solucidén que contenia 5 grs.
de aureomicina libre en 100 mis. de agua acidificada con 2
mis. de acido sulfurico 25*. A esta solucion se le afadie-
ron a gotas con ag&tacién una solucidén de 2,35 grs. de 2—
clorctolueno-5-sulfonato sédico en 55 mis. de agua caliente
con agitacion, formando de este modo un precipitado crista-
lizado fino, @la mezcla se enfrid a 4° C. y se dejoé reposar
durante la noche y el 2-clorotolueno-5-sulfonato de aureomi-
cina resultante se separd por filtracién, se lavé con agua
y se secO en vacio. Se obtuvo un rendimiento de 5*82 grs.
que dio en el ensayo 812 gammas por ngr.

E Ja

-
-
(@]

(e0]

2 .5—diclorobenceno—sulfonato de aureomicina*

Se repitid el experimento anterior, usando
2,59 grs. de 2,5-diclorobenceno—sulfonato de sodio que dio
55 grs. de 2,5-diclorobenceno sulfonato de aureomicina que
dieron en el ensayo 830 gacuuas por mgr. de aureomicina.

EJE L.PI1O 9*

4-nitroclorobenceno-2-.sulfonato de aureomicina.

5 grs. de aureomicina neutra se trataron con

130 mis. de &cido sulfurico diluido para dar una solucidon que
tenia un pH de 1,5. A esta solucidn se le afadié a gotas con

- 18 -
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agitacidn una solucidn caliente de 3 grs. de 4-nitroclero-
< \ o o N L 4
benceno-2-sulfonato sédico en 120 mls. de agua. Se forud

un precipitado pardo claro que, despuds de eniriamiento ¥

reposo, se separd por filtracidn, dando »,26 grs. de 4=-nitro-

clorovenceno-2~-sulionato de aureomicina, que did en el ensa-
L . - ot e P ¢
yO T40 gamnas por mgr. Bl material tenfa un punto de fusion

no corregido de 169-173° C.

Una muestra de 2 litros e extracto en agua
fcida, ovtenido extractanco torta alcalina, se traté con
7,5 grs. de suliato lauril sédico. Ia solucidn se extrajo
con 500 mls. Ge acebaio de n-propilo divididos en dos por-
ciones. La solucidn original acuosa did en el enséyo 1250
gamnas por lil.; el refinado did en el ensayo 240 gammas por
ML, &1 extracto en disolvente se concentiré al vacio & una
temperatura de 35° C_ a 10% de su volumen originale. wurante
la concentracidn se wormé un precipitado de la sal de aurel-
micina de sulfato de hiirilo. El conceuntrade se riltrd y la
sal suworga se Gisolvid en 10 c.ce. de alcohol etflico. La
solucidn se {iltréd y acidiricd con 1 ml. de &cido clorhidri-
co 6/n. =1 hidrocloruro de aureomicina cristalizd desde la
soluecidn y se separd vor filtracida después de reposar a
temperatura aubiente duranie 12 horas. e obtuvo un rendi-
miento de k,25 grs. de hidrocloruro de aurcomicing cristali

zado que Gid en el ensayo 940 gamuas por ngr.

-19 -
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EJBmPLO 11.-

Una muestra de 2,5 litros de extracto en
agua acida que daba en el ensayo 1500 gammas por mi. se tra-
t6 con 20 c.c. de una solucion al 2% de 2,9-dietiltrideca-
no—6-sulfato sédico (“fergirol ?) La solucidon se extrajo
con 600 mis. de metil isobutil cebona, divididos en 3 por-
ciones. EI refinado di6é en el ensayo 30 gammas por mis.
indicando una extraccién casi completa. EIl extracto en di-
solvente se concentr6 al vacio a 10% de su volumen original
a una temperatura que se excedi6d de 35° C, EIl concentrado
era una papilla de 2,9-dietiltridecano-6-sulfato de aureo-
micina. A esta papilla se le afadieron 2 mis. de &cido
clorhidrico -después de agitacion durante 5 horas, el
hidrocloruro de aureomicina amorga resultante se separd por
filtracién. La sal amorga, cuando se llevé a la forma de
papilla con 6 mis. de cellosolve, se disolvié. Al continuar
agitando, cristalizdé hidrocloruro de aureomicina desde la
solucion. de separé por filtracion, se lavéo con cellosolve
y alcohol y se secdé. Se oncuvo un rendimiento de 2,6 grs.
de hidrocloruro de aureomicina con una potencia de 920 ga-

mmas por mgr.
EJEhPLDO 12.
16 litros de una solucién acuosa acidificada

de aureomicina que di6 en el ensayo 1560 gammas por c.c. a
un pH de 1, recibieron la adicién a temperatura ambiente de
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40C tais* de dicloruro de etileno. La mezcla &e agitd curan-
te unos 2 minutos después de lo cual se afadieron a la mis-
ma 100 mis. de Aerosol OT y0% usandose la papilla acuosa
comercial. Después de agitacion durante 35 minutos, la capa
de disolvente se separé en una centrifuga. La capa acuosa
residual dio en el analisis 60 gammas por mis. A 40 mis.
del extracto se les anadieron 40 mis. de cellosolve, 2 mis.
de agua y 4 grs. de nidrocloruro de trietilamina. La mezcla
se agitd y se afadié suficiente acido clorhidrico concentra-
do para rebajar el pH a 0,75. La mezcla se agité durante 6
horas y se dejé reposar durante 10 horas a temperatura am-
biente. Los cristales formados se separaron por Ffiltracién
y se lavaron con cellosolve, agua, y 3 lavaduras de alcohol.
Se recuperaron 3*92 grs. de hidrocloruro de aureomicina que
dieron en el analisis 980 gammas por mgr.

3J3h1LO0 13

3 litros de extracto en agua acida, con una
potencia de 810 gammas por c.c. se ajustaron a pH 2,4 con
alcali diluido y se extrajeron con 600 c.c. de acetato de n-
propilo después de la adicidén de 28 c.c. de una solucioén
acuosa 25% de la sal sodica de sulfato de tetrauecilo. La
extraccion se repitié con otros 600 c.c. de acetato de n—pro
pilo. Los extractos combinados en acetato de n-propilo con
un volumen de 1100 c.c. se filtraron y el pH se elevo a 4,73
por la adicidon de 1,5 c.c. de trietilamina. Después de con-
centrarse bajo vacio a lul c.c. y diluirse con 20 c.c. de
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alcohol y 15 c.c. de cellosolve, el pH ge ajustdé a 5,2 con

0,4 c.c. de trietilamina. La soluci6n se ajustd inmediata-
mente a pH 1 afadiendo 1,5 c.c. de acido clorhidrico concen-
trado. La solucion se agité durante 3 horas y luego se dejé
reposar durante unas 16 horas a temperatura ambiente. Los
cristales que se normaron se filtraron, se lavaron sucesi-
vamente con cellosolve, agua, alcohol y se secaron. Se ob-
tuvo en rendimiento de 1,61 grs. de hidrocloruro de aureomi-
cina que di6 en el analisis 5bo gammas por mgr.

,LEJEL1ILDO 14-

Dos y medio litros de extracto en agua acida
a PH 1,5 que daban en el analisis 975 gammas por c.c. se ex-
trajeron sucesivamente a pH 1,5 con 20% 15% -y 10% en volu-
men de n-—-butanol después de anadir 3 equivalentes de la sal
sédica de sulfato de tetradecilo (igygitol 4~ Los extrac-
tos combinados (g032 c.c.) ge Ffiltraron y concentraron a
aproximadamente 5% de su volumen combinado original. El
concentrado que contenia sulfato de tetradecilo y aureomi-
cina se tratdé con 2 c.c. ¢e acido clorhidrico concentrado
para ajustar al pH a 0,5. La mezcla de reacci6n se agité
durante 3 horas, y se dejdé reposar 16 horas a temperatura
ambiente. El hidrocloruro de aureomicina bruto se filtro,
se lavé con 4 c.c. de outanol normal y se sec6é. Se obtuvo
un rendimiento de 3,4 grs. de hidrocloruro de aureomicina,

que dio en el analisis 730 gammas por mgr.

22
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EJBHPLO 15.

17 litros de extracto dn agua acida a pH 1,35
y que dalau en el analisis 775 gammas por c.c. se trataron
con 00 grs. de una pasta acuosa e Tergirol 4 y se ex-
trajeron con 1.700 c.c. ce aicloruro de etileno. La extrac-
cibén se repino usando 1.700 c.c. mas de dicloruro de etile-
noy 30 grs. de la pasta al 3% de rergitol 4* EIl extracto
combinado (~.200 c.c.) se filtr6o y concentré en el vacio
a 20-25* C. hasta que sustancial!,tente todo el dicloruro de
etileno se separd por destilacion, iué necesario naa
acido. Se anadiaron al concentrado 85 c.c. de cellosolve.
Después de filtrar, el iletrado se dividié en dos porciones
iguales de 72 c.c. A la primera, se le afadieron 2,2 c.c.
de agua y 2,5 grs. de hidrocloruro de trietilamina* La mez-
cla se agité y el pH ne la misma se ajustdé a 1,24 con 0,8
c.c. de acido clorhidrico concentrado, respuds de agitar
durante 3 horas, precipité hidrocloruro de aureomiclna. Des-
pués de reposar 18 horas a la temperatura ambiente, el nidro
cloruro de aureomiclna bruto se Ffiltr6é, se lavo sucesivamen-
te con cellosolve, agua y alcohol 2B y se seco. Se obtuvo
un rendimiento de 3,58 grs. de hidrocloruro de aureomiclna

amarillo claro, que daca en el analisis 1030 gammas por

mgr.
EJEmMI1hU 16> _

Dos ™ medio litros de extracto en a;/ua acida

- 23 -
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a pH de 1,5 y que daba en el ensayo 975 gammas por c.c. se
extrajeron con 500 c.c. de motil isobutil cetona después

de la adicion de 2b c.c. de una solucidén acuosa 25% de Ter-
gitol 7. La capa acuosa se extrajo de nuevo con 375 c.c.
de la cetona y luego con otros 250 c.c. El extracto cetoni-
co combinado se concentré en vacio a unos 90 c.c. Los soO-
lisod se separaron por filtraciéon. Los c.c. de acido clor-
hidrico 6N etanolico se afadieron al filtrado para llevar
el pH a 0,75. EI precipitado amorfo se filtr6, y se cris-
talisdé por suspension en 2,5 c.c. de ceilosolve. Los cris-
tales se filtraron, se lavaron con ceilosolve y se secaron.
Se obtuvo un rendimiento de 1,41 grs. de hidrocloruro de
aureomicina bruto que daba en el analisis 900 gammas por

mgr -

EJEhLLDO 17.

Seis litros de una solucion de hidrocloruro
de aureomicina a un pH de 1,5 que daba en. el analisis 1130
gammas por c.c. ae extrajeron con 600 c.c. de dicloruro de
etileno en presencia de 20 c.c. do una solucidn acuosa 70%
de la sal soédica de di-2—etiliiexil sulfosuccinato (Aerosol
Oi). La capa acuosa se extrajo ae nuevo con 600 c.c. de di-
cloruro de etileno usando 10 c.c. mas de Aerosol OT yO%.
El extracto combinado en dicloruro de etileno se agitd con
5.9 grs. de carbdén vegetal durante 30 minutos. EIl extracto
se Filtro luego y se concentrdé en vacio a 20-25° 0. hasta

unos 110 c.c
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Después de dilucion con 42 c.c. de cellosolve,
el concentrado se traté luego con 1N (“eso/vol.) ge carodn
vejetal! y se filtr6. Al fTiltrado, se le anadié trietilamina
hasta que el pH fr.é de 5,6. La recela se ajustdé luego con
acido clorhidrico concentrado a pH 1,72. Comenzaron a sedi-
mentar cristales, Después de agitaciéon durante 3 horas a
temperatura anuiente, se filtr6 el nidrocloruro de aureomici-—
na, se lavd sucesivamente con cellosolve, agua y alcohol 2B
y se sec6, be obtuvo un rendimiento de 4,68 grs. de hidro-
cloruro de aureo™iicina que daba en el analisis gammas 900
por mgr.

EJE m fLO ig.

Una muestra de 100 litros ¢e extracto en agua
acida que daba en ei analisis 1.000 gammas por c.c. se ex-
trajo con dos porciones de 500 c.c. de acetato de isopropilo,
después de afiadir 30 c.c. de Aerosol OT 70% Las capas de
disolvente se combinaron. Después de concsntracidén en vacio
a 50 c.c. el concentrado se diluyé con 50 c.c. de cellosolve
y se Filtr6é. Al filtrado se le afadieron 4 c.c. de agua y
4 grs. de cloruro de trietilamonio solido. Cuando se acidi-
ficé con acido clorhidrico concentrado a pH 1,28 y se agito
durante la noche, se obtuvieron 8,61 grs. &e nidrocloruro de
aureomicina amarillo palido que did en el ensayo 930 gammas
por mgr.

En algunos de los ejemplos arriba enumerados,

se encontré que la solucidén era suncientemenre tacada en las

- 25 -
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circunstancias expuestas de nodo que no se requirié mas
acido para mantener un pH de menos de 3. Preferimos que la
extraccion se haga entre aproximadamente pH 1 y pH 2, o que
la precipitacién ocurra tuncidén dentro de esta gamma si se
separa la sal.

La presente solicitud, que corresponde a la
presentada en los Estados Unidos de América, con fecha 11
de Julio de 1.951, tajo el numero 236.268, se acoge a los
beneficios del articulo 51 del vigente Estatuto-Lqy sobre
propiedad Industrial.

NOl1

Los puntos de invencidén propia y nueva que
se presentan para que sean oojeto de la presente solicitud
de latente de Invencién en Espafa por VEIUI'E anos son los
siguientes:

1S.- Un método de purificar material que
contiene aureomicina, caracterizado por hacerlo reaccionar
en agua a un pH que no excede de 3 aproximadamente, con un
derivado organico aniénico de acido sulfirico de la férmula
R—On—SCEOHA en la cual n es un nimero entero que no es menor
de O ni mayor de 1 y R es un radical organico esencialmente
de naturaleza hidrofoba en el cual el enlace de la valencia
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de unidén esta unido a un atomo

de carbono, no siendo menor

de 210 gi peso molecular, recuperar el compuesto de aureo-

micina resultante del tipo salino de dicho derivado de &ci-

do sulfldrico y, si se desea, convertirlo en otra forma de

aureomicina

22.— Un método segun se reivindica en el

punto 19, caracterizado porque

el derivado organico aniénico

de acido sulfirico es un dialcohil sulfoeuccinato.

33+— Un método
punto 13, caracterizado porque

segun se reivindica en el
el derivado organico anioénico

de &acido sulfldrico es un di-2-etilhexilsulfosuccinato.

43.— Un método
punto 13, caracterizado porque

de acido sulfurico es un acido

segun se reivindica en el
el derivado organico anidnico

alcaril sulfénico, cuyo grupo

alcarilo tiene desde 10 hasta 25 &tomos de carbono.

52.— Un método

segln se reivindica en cual-

quiera de los puntos anteriores, caracterizado porque la re-

lacion se lleva a cabo en presencia de un disolvente inmis-

cible con agua para dicho compuesto de aureomicina del tipo

de sal de dicho derivado de &cido sulfurico.

63.- Un método
punto 53, caracterizado porque
agua es dicloruro de etileno.

73.— Un método
punto 53, caracterizado porque
agua es metilisobutil cetona.

83.— Un método

contiene aureomicina.

segun se reivindica en el
el disolvente inmiscible con

segun se reivindica en el

el disolvente inmiscible con

de purificar material que
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Tal y como se ha descrito en la Memoria que

antecede, Y para los tifies que se han especificado.

La presente Memoria consta de veintiocho hojas
escritas a maquina por una sola de sus caras.

Madrid, 20 490,
P. A.

Alborto de
¥ ab
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