PATENTE DE INVENCION

CASE S-47837

MEMORIA DESCRIPTIVA

sobre:

"PROCEDIMIENTO PARA LA RECUPERACION O EXTRACCION DE

ANTIBIOTICOS DE TETRAOICLIIA

Solicitantes: CHAS. PFIZER & CO. INC. entidad Norte-
americana, domiciliada en: 11 Bartlett
Street, BROOICLYN, Estado de Nueva York,

Estados Unidos de America.

Este invento se refiere a la recuperaciéon de
ciertos compuestos de antibidéticos y, en especial, con
su recuperacién de soluciones acuosas diluidas e impuras.
Estos compuestos, que son altamente activos contra una
variedad de microorganismos, se han denominado antibio6-
ticos de tetraciclina. Comprenden la oxitetraciciina
(conocida también con el nombre registrado de Terramlcina),
la dorotetraciclina (conocida también con el nombre re-
gistrado de Aureomicina), y la tetraciclina (nombre comer-

cial, Tetracina). Estos compuestos estadn estrechamente
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relacionados en cuanto a su estructura y tienen ademas
propiedades biol6gicas similares. Estos compuestos pueden

representarse por la formula

Cuando X es hidroxilo e Y es hidrégeno, el compuesto es
la oxitetraciclina. Cuando X es hidrégeno e Y es clao,
el compuesto es la clorotetraciclina. Cuando X e Y son

hidréogeno, el compuesto es la tetraciclina.

Latetraciclina puede prepararse por dos métodos
distintos, por lo menos) En el primero, la cLorotetra-
ciclina se asmete a reduccién catalitica para eliminar
cloro y obtener el antibiético. En el segundo, la tetra-
ciclina se forma directamente por el desarrollo de micro-
organismos seleccioiados, en condiciones aerobias y en
medios nutritivos adecuados. La oxitetraciclina y la
corotetraciclina, se forman por fermentacion. A menudo,
es necesario recuperar o aislar el antibidtico de solu-
ciones acuosas diluidas e impuras, especialmente cuando
aquel se prepara por fermentacion.

En una solicitud de Patente de Ensminger y
otros, presentada el 1 de Junio de 1950, de serie
165.588, de la cual esta solicitud es parcialmente um
continuaciéon, se describe y reivindicd un procedimiento
para precipitar el antibidtico oxitetraciclina en forma
de complejos con combinaciones de detemimdos iones

metalicos polivalentes. Luego se ha comprobado que este
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mismo procedimiento puede aplicarse a los antibidticos
afines clorotetraciclina y tetraciclina, del mismo modo.
Ademas, por al procedimiento de este invento, pueden pre-
cipitarse mezclas de dos o mads de los tres compuestos
antibidticos.

La recuperacion de estos antibidoticos se
realiza méas facilmente por precipitacion del compuesto
activo de soluciones acuosas, por medio de combinaciones
de ciertos iones metalicos polivalentes. Estos antibi6-

ticos forman sales metéalicas sencillas de solubilidad

limitada con distintos iones metalicos bi- y tri-valentes.

Sin embargo, cuando en una soluci6én acuosa de uno o mas
de los antibidticos de tetraciclina se halla presente
mas de uno de los iones metalicos polivalentes, se forman
ocmplejoa metédlicos que contienen dos o mas metales, y
que son de solubilidad especialmente baja enel agua.
Asi, puede recuperarse una elevada proporcién del com-
puesto activo, de soluciones que contengan un tanto por
ciento muy pequefio del antibidtico.

Los metales especialmente eficaces en la
formacion de los complejos metalicos,de acuerdo con este
invento, son por lo menos dos metales de la clase cons-
tituida por bario, estroncio, calcio, magnesio, cine,
berilo, cadmio y mercurio. Todos estos elementos se en-
cuentran en el Grupo Il de la Tabla Periédica. La preci-
pitacién se efectua desde la soluci6on acuosa, mas efi-
cientemente con un pH comprendido entre alrededor de 7
y 10,5 aproximadamente. Los iones metéalicos pueden afa-
dirse a la solucion en forma de sales solubles en agua.

Generalmente, los haluroa (cloruros, bromuros) son bas-
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r tanta UGtiles, asi como los nitratos. A menudo, se
prefiere afiadir las sales con un pE acido y luego ele-
var el pH de la mezcla para precipitar el antibidtico
en forma de un complejo sélido . Aunque estos complejos
varian algo en solubilidad con los iones metalicos es-
peciales que se esoogen, en general, son de un orden
de solubilidad muy reducido en el agua, inferior a 100
microgramos aproximadamente por mi.

Al aplicar el procedimiento de este invento,

8o. una solucién acuosa diluida del antibidotico, se trata
con los compuestos metalicos polivalentes, solubles en
agua, requeridos, por ejemplo, cloruro de calcio vy
cloruro de bario en una proporcién que suministre por
lo menos alrededor de un peso igual al del antibidtico

85. en la solucion. La solucién se ajusta para un pH del
orden antes indicado, esto es, de alrededor de 7 a 10,5
aproximadamente, bien antes o con preferencia después
de la adiciéon de los compuestos metalicos. La mezcla
de reaccidn, con preferencia, se bate o0 agita de otro

90. modo durante la adicion de los compuestos metélicos, y

mientras se ajusta el pH, con objeto de asegurar la ter-

minacion de la reaccién y de evitar el exceso de acidez

0 el exceso de alcalinidad en cualquier parte de la

mezcla. Después de agitar durante otro corto periodo,

95 se retira de la solucion el precipitado. Esto puede
hacerse por filtmcién o por centrifugacién de la mezcla,
0 por otros métodos convencionales. A menudo resulta
conveniente afladir una ayuda para la filtracion, tal como
un producto de tierra diatomeas, antes de llevar aquélla

100. a cabo. EIl producto asi obtenido puede secarse y resulta
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Gtil para ciertos fines, por ejemplo, si los iones
metalicos polivalentes empleados son relativamente
atéxicos, (por ejemplo, el clorura de calcio), la pre-
paracion puede usarse directamente como a gente terapéu-
3.05. tico administrado por via oral. Como variante, el pro-
ducto puede emplearse por su efecto estimulante para
el crecimiento de plantas o animales.
Debe observarse que al preparar caldos
basicos de fermentacion de los antibiéticos de tetra-
110. ciclina, puede precipitarse una cierta cantidad del
antibiotico. Esto se debe principalmente a la presencia,
en los medios de fermentacién usados, de ciertos iones
metalicos polivalentes, especialmente calcio y magnesio.
La proporcién de antibiético precipitado, depende de la
115. cantidad relativa de estos metales polivalentes que se
encuentre presente en los medios de fermentaciéon, y de
la naturaleza de dichos metales. Algunos de los materia-
les brutos empleados como componentes en los medios de
fermentacion, contienen determinadas proporciones de
120. metales, por ejemplo, calcio y magnesio. Sin embargo,
estos iones metalicos polivalentes no se encuentran
generalmente presentes en proporcién suficiente para
garantizar la precipitacién de una gran parte del anti-
bidtico al hacer alcalina la solucién de este. Un objeto
125. de este invento es proporcionar un procedimiento por
medio del cual se precipite una gran parte del antibi6-
tico de dichas soluciones acuosas, impuras y diluidas,
por la adicién deliberada de cantidades suficientes de
dos 0 mas iones metdalicos polivalentes y el ajuste del pH.

130. Aunque para el procedimiento de este invento
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pueden usarse proporcionas equimolecularas de loa dos
iones metélicos polivalentes distintos, esta proporcion
de los metales no es necesariamente la Optima desde el
punto de vista de la maxima precipitacién del producto.
135%* Resulta, sin embargo, relativamente facil el averiguar
cual es la mejor combinacion de metales y la mejor pro-
porciéon de estos para cualquier soluciéon acuosa impura
y determinada de oxitetraclclina, tetraciclina y cloro-
tetraciclina. Desde luego, estos factores variaran con
140. la naturaleza de las impurezas presentes en la solucidon
y con otras varias caracteristicas. Algunas partes de
la soluci6on acuosa pueden tratarse con un volumen medido
de soluciones normales de varios compuestos metéalicos
polivalentes, para determinar una combinaciéon precitante
145 . adecuada para la solucion dada de antibiotico. Como an-
tes se indic6, algunos metales divalentes son especial-
mente Utiles en el procedimiento de este invento. Todos
ellos pertenecen al Grupo Il de la Tabla Periddica. Los
complejos metalicos son UGtiles como bactericidas indus-
150. triales, como estimulantes del crecimiento de las plan-
tas y cuando se usan metales de baja toxicidad, como
agentes terapelticos y estimulantes del crecimiento de
los animales.
Para regenerar una sal sencilla de antibio-
155. tico de tetraciclina, o un antibiético anfétero de tetra-
ciclina, partiendo del producto sélido obtenido,de acuerdo
con este invento, a menudo es conven!aite disolver dicho
producto solide en acido. Si se emplea un acido que forme
un compuesto insoluble en agua con los metales polivalen-

160. tes especiales que se hallen presentes en el complejo
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sélido de tetraciclina, los iones metdlicos se separan
luego en forma de sus sales insolubles, de la soluqién
doida del antibidtico. asf, cuend el complejo bario-

calcio de uno de los antib;éticosrde tetraciclina se

 trata con deido sulflrico dilufdo, el entibidtice se

disuelve y queda un residuo sdlid de sulfato ecdlecico

y sulfato bdrico. El s6lido puede eliminarse, por ejem-
plo, por filtracién. 4 menﬁdo es conveniente usar un
segundo tratamiento del material sdlido con iqnlo, para
asegurar la disolucidn de tode el antibidtico. La solu-
cién combinada en agua y &cido del antibidtico, puede
ajustarse luego pare un pH de 6 - 9 aproximadsmente y,
con preferencia de alrededof de 7, para precipitar el
antibidtico anfdtero. Teniendo cuidado de comservar
m{nimo sl volumen de #cido, se consiguen conecentraciones
muy elevadas del antibibtico. En el antibidtico preci-
pitado, pueden encontrarse todavia presentes pequefias
cantidades de sales metdlicas. Para eliminarlas, puede
repetirse el procedimiento. Si el ant;biético anfdtero
se precipita con un pH de 5 aproximadamente, permanece-
rén menos impurezas metdlicas que en el caso de un pH
mds elevado. E1 antibkdtico purificado as{ obtenide,
puede utilizarse para la terapia de smimales 0 indivi-
duos humanos, o para el est{mulo del crecimiento de
plantas o animales. Como variante, puede purificarse en
mayor grado y obtenerse en forma ocristalina. Puede con-~
seguirse, ésto, disolviendo el producto purificado en
metenol que contenga &cido clorhfdrico y afiediendo luego

una cantidad ulterior de &cido clorhfdrico para dar lugar

"a la precipitacidn del clorurc cristalino.
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Al aplicar el procedimiento de este invento,
se ha comprobado que la cantidad de iones metalicos
necesaria para precipitar el antibiotico, Taaria algo
oon el tratamiento anterior del caldo de fermentacidn.
Generalmente se utilizan &cidos para la clarificacion
del caldo durante la filtracion del micelio. Se ha
comprobado que si para este objeto se emplea el acido
sulfdrico, pueden usarse cantidades apreciables de
iones metélicos que forman sulfatos insolubles en agua,
para eliminar el exceso de &acido sulfdrico antes de que
los metales empiecen a precipitar el antibidotico. Se
ha comprobado que el &cido clorhidrico resulta especial-
mente (til para la acidificacion del caldo de fermenta-
cion, antes de la filtracion del micelio. Dado que
muchos de los metales antes citados formen cloruros
relativamente solubles en agua, no se precisan excesos
de iones metalicos.

Una de las combinaciones preferidas de iones
metalicos para la precipitacion de los antibi6ticos de
tetraciclina, es el empleo de una sal de bario soluble
en agua y de una sal de magnesio soluble en agua. EIl em-
pleo de una proporcion de la sal de magnesio por dos
proporciones de la sal de bario, resulta bastante efi-
ciente para precipitar el antibidético . La relacion entre
los iones metdalicos y el antibidético en ej. precipitado,
no es fija, y varia de acuerdo con la proporcién da los
iones metéalicos empleados asi como con el contenido de
iones metdalicos de la solucion origbnal de antibiotico,
con el pH a que se realiza la precipitacién y con otros

factores. Debe observarse que los complejos se preparan
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por precipitaciéﬁ con dos iones‘meté;;cos esgqcfricqg,
por ejemplo, bario y magnesio y, ademés de éstos metales,
algunos otros metales polivalentes, primitivamentenpreseg
tes en el caldo de fermentacidn. Se ha comprobado que el
precipitedo obtenido tratando la solucién acuosa pura de
uno de los antibiéticos (oxitetraciolina) con una mezcla
de 8ales solubles de bario y de magnesio, em la cantidad
m{nima [recisa para llevar a cabo la precipitacién préc-
tica del antibiético, contiene-la sigulente relacidn de
componentes. 4 de oxitetracicling 2 de magnesio y 1l de
bario cuando el pH de precipitacién fué de 9,0 aproxima-
damente. Esto solo se gplica a soluclones puras, especial-
mente sometidas a estas condiciones exactas. Cuando se
usan soluciones impuras u otras concentraciones, la pre-
cipitacién mdxime del antibidtico precisa una relacidn
distinta de los metales y una proporeidn diferente, y la
variacidn de otras condiciomes. |

Debe obgervarse que loquompuestos cqmple-
jos de los antibidticos de tetraciclina, de este imvento,
no se convierten en productos que contengen solamente
dos iome s metalicos polivalentes, en la rOrmaciénrde tales
preoipitgdos, pueden intervenir, por ejemplo, tres o mas
iones metdlicos polivalentes. Ademds, los compuestos me-
tdlicos complejos de los entibidticos de tetraciclina pue-
den variarse de composicidn poniendo el precipitado sGlido
en contacto con una solucién de lones metdlicos polivalen-
tes distintos a los qQue intervienen en la precipitacidn.
as{, un precipitado obtenido de oxitetraciclina con caloio
y magnesio, puede cambiarse para contener una cantidad

considerable de bario, tratando el precipitadc ocon una
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solucion de una sal soluble de bario. En la serie de
complejos de oxitetraciclina, el oompuesto bario-magnesio
parece ser el menos soluble. La solucién bario-cinc es
del mismo orden de solubilidad, y la sal calcio-magnesio
es algo mas soluble. La adicion de mas de dos sales solu-
bles en agua de los iones metalicos polivalentes deseados,
puede dar por resultado la precipitacion de una proporcién
apreciable del complejo del antibidtico con los dos meta-
les que forman el complejo menos soluble; sin embargo,
generalmente, con el antibidtico se precipitaran propor-
ciones de los deméds metales, aunque estos figuren en pe-

guefia cantidad.

En algunos casos se encuentran mezclas de
dos o mas de los antibidticos, por ejemplo, el crecimiento
0 desarrollo de ciertos microorganismos produce mezclas
de clorotetraciclina y de tetraciclina. Estas mezclas
pueden precipitarse por el método en esta Memoria descrito.
Los antibidticos no pueden precipitarse exactamente en la
misma proporcién en que se encuentra! en la soluci6on, dado
que las solubilidades relativas de los complejos de los
distintos antibi6éticos, no son las mismas. Los precipita-
dos mezclados pueden convertirse en los antibidticos an-
foteros mezclados de sales de antibidticos en mezcla. Las
mezclas pueden usarse para los mismos fines antes descri-
tos con respecto a loa antibioticos individuales, o bien
pueden separarse las mezclas.

Como antes se indicd de los precipitados
obtenidos, de acuerdo con el procedimiento de este invento,
puede regenerarse un antibiético de tetraciclina o una

solucion acida de antibiético de tetraciclina, por trata-
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miento con acidos o por otros medios. Se observo también
que a través de este procedimiento pueden arrastrarse
pequefias cantidades de metales y permanecer en el anti-
biético. Dado que éstos dan lugar a la decoloracién del
producto y a otros efectos molestos, puede estar indicada
su eliminacion. EIl tratamiento de las soluciones acidas
del antibidtico regenerado de tetraciclina con un ferro-
cianuro soluble, facilitaré la eliminacién de la pequefia
cantidad de metales polivalentes que todavia se encuentre
en el producto. EIl precipitado puede filtrarse o eliminar-
se de otro modo, y el filtrado claro puede tratarse con
un alcali soluble para precipitar antibidtico amorfo de
tetraciclina de una elevada pureza y color c3aro. Esto
ayuda a obtener un elevado rendimiento de antibidtico
cristalino.

Los Ejemplos siguientes se facilitan sola-
mente por via de ilustracion y no deben considerarse oomo
limitaciones del alcance de este invento, que solo se
limita por lo indicado en las reivindicaciones adjuntas.
EJEMPLO i -

Se prepard un caldo de fermentaci6on de tetra-
oiolina, del modo siguiente:

Harina de S 0 J @ .iccceiiiieeciee e e 500 g.
Cerelosa e 500 g.

Destiladores solubles (extracto soluble
en agua de "templa"~agotada de al-

cohol de fermentacion)....vcviinviceennn, 25 g.
Cloruro SOAICO oot et e 250 g.
Agua destilada. . . . . . . para obtener . 50 litros

El PH de la mezcla se ajusté a 7,0 por adicion de

hidroxido so6dico, y luego se afiadieron 50 g. de carbonato
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calcioo.

El caldo anterior se esterilizé6 a 121*C., ae
enfrié y se inoculdé con Streptomyces rimosus y se cultivo
durante 4 dias a 2825., con agitacion oontinua. EIl caldo
cultivado se llevé a un pH de 2,5 por adicién de acido
sulfarico diluido, luego se filtr6é para proporcionar unL
cantidad de caldo clarificado. En el caldo clarificado
que contenia 44*9 millones de mega* del antibidtico, se
disolvieron, con agitaoion, 120 g. de dihidrato de cloruro
de bario, y 46 g. de hexahidrato de cloruro de magnesio.
La soluciéon resultante se ajust6 luego para un pH de $,0
con solucién de hidroxido sédico. Después de reposar 10
minutos, se filtro el precipitado formado, empleando urma
pequefia cantidad de una ayuda de filtracién adecuada
(tierra de diatomeas). EIl caldo agotado y el lavado se
comprobdé que tenian una proporcién total de oxitotraci-
clina de 1,92 millones de megs.

EL precipitado se tratdé nuevamente, suspen-
diéndolo primero en dos litros de agua, y ajustando el
pH a 172 con acido sulfdrico. La solucion, que contenia
36,8 millones mogs., de oxitetraciclina, se separo, por
filtracion, del material insoluble. Ajustando la solucion
a un pHde 7*0 con hidréxido so6dico, ae precipitd oxitetra-
ciclina, que se filtré y se comprobdé que contenia 34 mi-
Illones megs. de antibiético. Este material es de pureza
muy superior a la oxitetraciclina contenida enel caldo
de fermentacion, pero todavia oontiene pequefias oantidades
de metales, calcio y magnesio por ejemplo. EI filtrado de

este producto precipitado, contenia 2,3 millones de mega,

de oxitetraciclina .
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EJEMPLO 1I -

El caldo de oxitetraciclina preparado como
antes y con un contenids de 20 millones de mogs. del
antibidtico, pero clarificado con deide clorhfdrico con
un pH de 2,5, se ajustd con hidr5x1dp aédioq para un pH
de 9,0. Lusgo se afiadieron 50 g. de dihidrato de cloruro
de bario y 20 g. de hexahidrato de clorum de magnesio
disueltos en 200 ml. de agua caliente. La mezcla se agité
durante media hora, se éﬁadieron 80 g. de Super-cel (tie-
rra de diatomeas) y se £i1trd el aélido; El filtrado oon-
tenfa 0,8 m111dn de mogs. de antibidtico. La torta de
£1ltro se lavé con un litro de agua y el lféuido de lavado
se comp;obG que contenfa 0,5 milldn de mogs. de oxitetra-
ciclina. _ - S ‘

la torta se triturd tres veces con 600 ml. de
agua, ajustand> ceda vez el pH a 1,5 con dcido sulfiirico
y filtrandoc el sd1ido. Los filtrados combinados contenfen
12,000 megs/ml. de antibidtico. A los filtrados combina-
dos se les afadid gradualmente & luci én de hidréxido
80lido hasta que el PH llegd a 7,0; Se precipité oxitetra-
ciclina bruta, que se filtrd y lavd con 200 ml. de egua.
El filtrado del lfqu;do de lavado ewntenfa alrededor de
2,3 millones de mogs. de antibidtico. La torta se seod a
508C. durante lJa noche smetida el vacfo. Pesd 25,0 g. ¥
se comprobd que tenfa 650 mogs/mg.

EJEMPLO III -

Se prepard de modo andlogo un caldo £ milar al
del Ejemplo I, pero que contenfa un peso igual de digesto
enzimdtico de caseina en lugar de los destiladores solu-

bles, v se olarificd con doido clorhfdrico para un pH de
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2,5. El caldo clarificado se ajustd con hidréxide sbaico
pare un pH de 9,0 ¥ luego se apurd verias veces con por-
ciones al 10% en v olumen de butanol normal. Se_compmbé
que el antibidtico se e xtrajo por lo menos parcialmente
375« en forma de sales con metales, tales como el calcio y el
megnesio. Es también posible extraer compuestos mstdlicos
comglequ de oxitetraciclina con otras combinaciones me-
tdlicas, tales como tario-megnesio y bario-cinc. El ex-
4 _ tracto butandlico, se apurd a su vez con la mitad de su
380. iolumén de acido clorhfdrico 1 normal en agua. Este con-
"centrado scuoso contenfa 4600 meg/ml. del gntibiético;
Se ajustaron 40 ml. de este soluocidén para un pH de 9,5
con hidrdéxido sddico dilufdo, y et precipitado éue se
formd se centrifugé y separg del lfqui&: claro auperior;
385. Este 1fquido residual se comprobd que conterfa alrededor
de 500 meg/ml. de oxitetracicline indicando que se heb fa
precipitado alrededor del 90% del antibidtico. El preci-
pitado se lavé con agua y se secd. Se compmbd que tenfa
o alrededor de 675 mog/mg. Una musstra se observé que con-
390. tenfa alrededorde 35% de cenizas (sulfetadas), conati;
tufdas aproximdamente por-cant;dades iguales de calcio
y de magnesio. Como antes se indicé, el c¢alcio y el magé
neslo se extraen del caldo de oxitetraciclina en el buta-
- nol, como sales metalicas complejas, predominendo sn este
395, caso el compuesto complejo calcio-magnes o.

EJEUFPLO IV -

Se prepard un caldo de fermentacidn de tetra-
ciclina por crecimisento sn un medio nutritivo, en ocondi-
ciones aeroblas de sumersion de un Streptomyces gque produce

400, uné gran proporcién de tetraeiclina. Después de terminar-la
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fermentacién, el caldo se acidificd para un pHde 2,5,
con acido clorhidrico y se filtr6é. Se tratdé un litro

del caldo filtrado con 42,4 mi. de una solucién prepa-
rada disolviendo 342 g. de dihidrato de cloruro de bario
y 45)5 g. de hexahidrato de cloruro de magnesio en 950 g.
de agua. La mezcla se agité y se ajusté para un pH de
8,5, con soluciéon diluida de hidréxido so6dico. La agita-
cion se continu6 durante media hora aproximadamente y
luego se retir6 el precipitado por filtraci6on, empleando
una pequefia cantidad de tierra de diatomeas para favorecer
la filtracion. El ensayo del filtrado acusé la elimina-
cion del $0% aproximadamente de la actividad antibidtica.
La torta de filtro himeda se suspendié en el volumen
minimo de agua y se ajusté para un pH de 1,5 con acido
sulfdrico al 50%. La mezcla se agitdo durante un corto
periodo y luego se filtré. La torta de filtro hdameda, se
suspendid nuevamente en el volumen minimo de agua, se
ajusté para un pH de 1,5. con &acido sulfurico al 50% vy
se filtro de nuevo. Se combinaron los dos filtrados y se
ajustaron para un pH de 7,0. De la soluciéon se separé
tetraciclina anfdétera purificada, en forma de un sélido
de color claro, finamente dividido, que se filtro median-
te un pequefio volumen de ayuda para la filtracién, vy
pudo comprobarse que era muy activo biolégicamente. Se
obtuvieron cristales disolviendo el antibidtico anfétero
en una solucién concentrada de cloruro calcico, filtrando
y afladiendo &cido clorhidrico concentrado. Se separ6 el
hidrocloruro de tetraciclina, cristalino.

EJEMPLO V -

Se prepardé una solucién de clorotetraciclina
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cultivando, en un medio nutritivo y en condiciones aero-
bias de sumersién, una variedad productora de dorotetra-
ciclina de Streptomyces aureofaciens. Se filtr6 el mice-
lio de la mezcla de fermentacién acidificada, y se recu-

435, perdé el antibidético previsamente, tal como se describe
en el Ejemplo IV anterior. El producto se identifico
como clordtetraciclina, por sus propiedades fisicas ca-
racteristicas.

- NOTA -

440. Descrita suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarlo en la practica,
debe hacerse constar que los procedimientos anteriormente
indicados son susceptibles de modificaciones de detalle,
en cuanto no alteren su principio fundamental. También

\ 445%* se hace constar que el invento corresponde a una Patente
presentada en Norteamérica con fecha 25 de Febrero de
1954* NS 412*634 acogiéndose, por lo tanto, a los bene-
ficios que conceden los Convenios Internacionales en
vigor, y siendo lo que constituye la esencia del refe-

450. rido invento y por lo que se solicita Patente de Inven-
cion, por 20 afios en Espafia: "PROCEDIMIENTO PARN IA
RECUPERACION 0 EXTRACCION DE ANTIBIOTICOS DE TETRACICLINA";
caracterizdndose por lo siguiente:

19 - Procedimiento para la recuperaciéon o

455%* extraccién de antibidticos de tetraciclina, caracteri-
zado por comprender el tratar una solucién acuosa impura
de dicho antibidtico de tetraciclina con sales solubles
en agua de mas de un metal del Grupo Il de la Tabla pe-
riodica a un pH comprendido entre alrededor de 7 y 10,5

460. aproximadamente.
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27~ - Prooeuimiento “ara la recuperaciéon o
extraccion de antibidticos de tetraciclita , caracteri-
zado por comprender el afiadir a la solucién o caldo de
fermentacién las sales solubles en aguas de por lo menos
2 metales del Grupo constituido por oario, estroncio,
calcio, magnesio, cine, berilio, cadmio y mercurio, el
ajustar el pE de la solucién a un valor de alrededor de
7 a 10,5 aproximacdnente y el separar de la solucién re-
sidual el antibiotico precipitado.

3" - Procedimiento, segun lo especificado
en la reivindicacion 2, caracterizada porque se emplean
salea de bario y ue magnesio para precipitar el anti-
bidtico de tetracicli~a con un pu de alrededor de 8 a 9
aproximadamente.

4% - Procedimiento para la recuperacién o
extraccion de antibidticos de tetraoiciina; tal y como
gqueda substancialmente descrito en la presente Memoria,

gue consta de diez y siete hojas, escritas a maquina por
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