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gque se acompafia a
la solicitud de

una PATENTE de INVENCION por VEINTE ANOS en ESPARA, a fa-
vor de OLIN MATHIESON CHEMICAL CORPORATION, de nacianali-
dad norteamericana, residente en 460 Park Avenue, NEW YCORK
22 (¥.Y. - EE,UU.), por: "UN METODO PARA PURIFICAR Y SEPA-
RAR ANTIBIOTICOS".

'Prioridad: Solicitud de Patente noeteamericana Serial Ne

503,815, del 25 de Abril de 1955,

Inventores: Leon Heuser y John Vandeputte, de naeionalidad

estadounidense. -
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La presente invencidn se refiere a métodos para puri-
ficar y separar antibiéticos, y mds particularmente para
recuverar tetraciclina de un caldo de fermentacidn u otro
medio acuoso gue contiene el antibidtico y contaminadores
genéticos, y para separar tetraciciina de una mezcla de es-
tos con clorotetraciclina,

Con anterioridad a esta invencién, se ha demostrado
que un potente antibidtico, llamado tetraciclina, se halla
presente en los 1fquidos de cultivo obtenidos cuando espe-
cies de ciertos géneros de Streptomyces se desarrollan en
o sobre medios nutrientes lfquidos (véase, por ejemplo, Mi-
nieri et al., Antibiotie Annual 1953-1954, 81-87). Ademds
se sabfa que cuando la tetraciclina se produce mediante un
proceso de fermentacidn, la tetraciclina formada estd mez-
clada con varios contamingdores gendticos (sélidos y 1fqui-
dos) que a wenudo incluyen un segundo antibidtico, la clo-
rotetraciclina, formada simultédneamente. Sin embargo, con
anterioridad a esta invencidn no se conocfa un método sen- -
¢illo y eficaz para separar la tetraciclina de los sdlidos
(V.g., micelios, esporas y otros sélidos sedimentables),
otros antibidticos (v.g., clorotetraciclina) simultédneamen-
te formados y materiales inactivos en el medio de cultivo.

Por consiguiente, un objeto de esta invencidn es el de
proporcionar un método perfeccionado para recuperar tetra-
ciclina de un caldo de fermentacidn gue la contenga y con-

taminadores genéticose.

Otro objeto de esta invencidn es el de proporcionar
un nétodo ventajoso para separar tetraciclina de impurezas
inactivas presentes en el filtrado obtenido de un cultivo
de un Streptomyces productor de tetraciclina.

Otro objeto m4s de la invencién es el de proporcionar
un método ventajoso para separar tetraciclina de otros an-
tibidticos, como clorotetraciclina, producidos simultédnea-
mente en un proceso de fermentacién que utiliza un Strepto-
myces productor de tetraciclina.

Un cuarto objeto de la invencidn es el de proporcioe
nar un método ventajoso para separar la tetraciclina de una

mezcla de la misma con clorotetraciclina.
Estos objetos se consiguen mediante el método de la in
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vencidédn, gque esencialmente comprende tratar el filtrado de
un cultivo d€ un Streptomyces productor de tetraciclina con

un disolvente orgdnico sobstancialmente inmiscible con el
agua a uh pH alcalino, y recuperar la tetraciclina del di-
solvente., Tos disolventes apropiados que pueden utilizarse
en el proceso de la preéente invencidn incluyen alcoholes,
cetonas y ésteres, Entre los alcoholes substancialmente in
miscibles con el agua pueden mencionarse los alcanoles infe-
riores de m4s de tres 4tomos de carbono (v.g., butanol, pen-
tanol, o pentasol y hexanol), cicloalcanoles (v.g., ciclo-
hexanol metflico) y aralcancles {(v.g., alcohol bencflico).
Ejemplos de cetonas substancialmente inmiscibles en el agua
convenientes son los alcanones de m4s de tres 4tomos de car-
bono (v.g., etilcetona metflico) y cicloalcanones (Vege, ci-
clohexanone metflico). Ejemplos de é&steres substancialmen-
te inmiscibles en el agua operativos son los 4cidos grasos
inferiores de cellosolve (v.g., acetato de cellosolve). De
estos, los alcoholes substancialmente immiscibles en el agua
son preferidos, siendo de particular preferencia los alca-
noles inferiores, como el butanol.

Previamente a la extraccidn de la tetraciclina del file
trado de cultivo del disolvente orgdnico, un cultivo entero
(caldo) de un Streptomyces productor de tetraciclina se aci
dula a un pH inferior a 5.0 (preferentemente inferior a aprg
ximadamente 2) con un 4cido tal como 4cido clorhfdrico, sul-
fdrico o nitrico, y el 1fguido de cultivo se separa de los
sélidos de cultivo residuales, como por filtracidn o cen-
trifugacidn. E1 filtrado de cultivo acidulado, que contie~
ne la mayor porcidn de la tettacilcina en el caldo y asimis-
mo cohtiene cualguier clorotetraciclina producida, se extrae
entonces con los disolventes orgdnicos substancialmente in- '

miscibles con el agua.
Bien sea antes de, con o despude de la adicidn del di-

solvente orgdnico substancialmente immiscible con el agua
extractor, el filtrado de cultivo se trata con una base, co-
mo hidréxido sddico, para ajustar el pH del filtrado a un
valor alcalino como de aproximadamente 7.5 a 10.5 (preferen
temente aproximadamente de 9 a 9.5). Con el fin de asegurar
la méxima extraccién, el disolvente orgdnico (v.g., buta-
nol), se agrega al filtrado en cantidaedes que varfan de apro
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ximadamente el 13% a aproximadamente el 50% por volumen.
La capa de disolvente orgédnico asf formada se separa shora
y trata como sigue para recuperar la tetraciclina en ella
disuelta.

Sin embargo, antes de recuperar la tetraciclina resul
ta conveniente que las impurezas de color en la soluciédn de
disolvente orgédnico se separen, concentrando la solucién a
aproximadamente uha quinta a aproximadamente una décima'pag
te de volumen por destilacidn al vacfo a un pH de un valor
de aproximadamente 7.0 a 8.5 (preferentemente aproximada-
mente 8.0 a 8.5), después de lo cual las impurezas de color
se precipitan y separan por filtracién. Asfmismo, resulta
conveniente que cualquier ién de calcio presente en la so-
lucidn de disolvente orgdnico {introducido por el medio de
fermentacidn y afectando favorablemente la extraccidn de
la tetraciclina dentro del solvente orgdnico) se separe por
el hecho de acidular la solucidén a un pH de aproximadamen-
te 1.5 a 2.5 (preferentemente =2 aproximadamente 1.7 a apro-
ximadamente 2.0) con un 4cido o mezcla de 4cidos, uno de
cuyos aniones forma una sal insoluble con el catién de cal
cio {v.g., con 4cido sulfdrico o 4cido ox4lico), para pre-
civitar el i1én c4lcico como dicha sal (v.g., sulfato cdl-
cico u oxalato cdlcico) y permitir la separacidn de la mis-
ma por filtracidn,.

A continuacidn la tetraciclina puede ser separada de
la solucidn de disclvente orgdnico mediante una variedad
de procedimientos. Asf pues, la solucidn, una vez separa-
do el idn c4lcico, puede ser sometida & extraccidn inversa
con ague a un pH bdsico (preferentemente a un pH de aproxi-
madamente 9.5, en el que la constante de distribucién para
un sistema de agua/butanol es de aproximadamente 6). Ia
capa z2cuosa zhora se ajusta a un pH de gproximadamente 3.8
a 7.0 (preferentemente a aproximadamente 4.0 a 4.,5) con un
4cido, como 4cido clorhfdrico, para cristalizar y precipi-
tar la base de tetraciclina.

Un método preferido para separar la tetraciclina de
la solucidn orgdnica, no chstante, implica el ajuste de la
solucidn de disolvente orgdnico a un pH de aproximadamente
3.8 a aproximadamente 7.0 (preferentemente a aproximada-
nente 4.0 a aproximadamente 4.5), con o sin concentracién
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ée la solucidn por destilacidn al vacfo.(en el caso de que
la solucidn no haya sido concentrada previamente para la
separacidn de las impurezas de color) y con la adicidn de
una veinteava parte a una mitad de volumen de agua (prefe-
rentemente a una cuarta parte de volumen), para precipitar
la tetraciclina cruda. Este ajuste de pH se efectisa median_
te un 4cido, como unndcido mineral (vg., 4cido clorhfdrico
o 4cido sulfdrico), si la solucidn se encuentra en su valor
pH bédsico original, o mediante una base, como hidréxido sé-
dico, si la solucidn ha sido hecha demasiado 4cida para pre
cipitar los iones cdlcicos.

Se ha descubierto que, al precipitar la tetraciclina
cruda a un pH de un valor de aproximadamente 3.8 a aproxi-
madamente 7,0 se efectda una separaciédn inesperada, casi
cuantitativa, de tetraciclina de cualgquier clorotetracicli-
na residual., Bajo estas condiciones, 1o clorotetraciclina
resulta relativamente soluble en el disolvente orgénico
acuoso y, por lo tanto, permanece en su mayor parte dentro
de la solucidn, mientras que la tetraciclina resulta rela-
tivamente insoluble y se precipita como un producto crista-
lino relativamente libre de clorotetraciclina. Esta dife-
rencia en la solubilidad no fué prevista por la naturaleza
qufmica de los respectivos antibidticos o sus constantes
de disociacidn,

La tetraciclina precipitada puede ser sometida a puri-
ficacién posterior y/o convertida en una sal de adicién 4ci
da por cualguiera de cierto mimero de procedimientos alter-
nativos. Segdn un método, la base de tetraciclina se di-
suelve en uno de los disolventes orgdnicos acuosos. anterior
mente citados (preferentemente butanol himedo), tratada en
solucién con el 4cido deseado a un pH de aproximadamente
1.5 a aproximadamente 2,5, (preferentemente aproximadamente
2,0) y filtrado para separar materiales inactivos insolu-
bles. ZEntre los 4cidos utilizables pueden citarse el 4ci-
do sulfdrico, el 4cido clorhfdrico, el 4cido fosférico, el
dcido ox#4lico, el dcido cftrico, el 4cido sulfédmico y el
dcido nitrico., E1 agua y una porcidn del disolvente orgdni-
¢o se separan ahora por destilacidn azeotrdpica bajo vacio,
y el concentrado resultante se enfrfa, si es preciso, a una
temperatura de 5¢C. a aproximadamente 20¢C. {preferentemen-
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te a aproximadamente 592.), déspués de la cual la sal de
adicidn 4cida de tetraciclina se precipita y se recupera
por filtracidn.

La tetraciclina cruda, asfmismo, se puede purificar
disolviéndola en una mezcla de agua y uno de los disolven-
tes orgdnicos substancialmente inmiscibles en el agua ante-
riormente citados, o s8lo en agua, o bien en una mezcla de
agua y un disolvente orgdnico miscible con el agua, como
metanol, etancd, isopropanol o acetona, a un pH de apro-
ximadamente 1.5 a aproximadamente 2.0 (preferentemente de
aproximadamente 1.7 a 2.0); filtrando a continuacidén para
separar las impurezas insolubles., E1 filtrado ahora se
ajusta a un pH de aproximacdamente 3.8 a aproximadamente 7.0
(preferentemente de aproximadamente 4.0 a aproximadamente
4,2), por tratamiento con una base como hidréxido sédico.
En el caso de utilizarse un disolvente orgdnico acuoso, se-

. gn se indicd anterioimzute, y el pH sea de aproximadamente

3.8 a aproximadamente 7.0, la tetraciclina se precipita,
mientras la clarvotetraciclina es relativamente soluble y
permanece en la soluecidn. Asf pues, este procedimiento al-
ternativo tiene utilidad general en la separacidn de la clo
rotetracicling y tetraciclina, indepcndientemente de 1la
fuente inicial de los antibibticos; por esto, también pue-
de ser utilizado, inter alia, para la separacién de cloro-
tetraciclina de tetraciclina cuando esta dltima se produce
a partir de una hidrogenacién anterior.

Por lo tanto, por la prdctica de esta invenéidn, no
solamente se afsla la tetraciclina de lzs impurezas inacti-
vas normalmente encontradas en un caldo de fermentacidn, pe
ro asfmismo de cualquier clorotetraciclina que haya sido
producida durante el periodo de fermentacidn, siendo posi-
ble dicho aislamiento por el hecho de que a un pH de apro-
ximadamente 3.8 a aproximadamente 7.0, 1la clorotetracicli-
na resulta mucho mds soluble en un disolvente orgdnico acug

.so {(como acetona hiumeda o butanol himedo) que la tetraci-

clina. En una solucidn mixta de las dos bajo estas condi-
ciones de pH, la tetraciclina cristaliza, y por esto puede
ser separada de la clorotetraciclina que permanece dentro
de la solucidn.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencidn:
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Ejemplo 1

Un caldo de cultivo entero formado por un proceso de
fermentacién utilizando &treptomyces sp. ATCC 11,834, segin
se describe mds detalladamente en la solicitud Serial Neo
443,952 y que tiene una actividad de tetraciclina de aproxi
madamente 1200 ¥/ml., se trata con 4cido sulfdrico al 40%

a un pH de 1.5 a 2,0 y se filtra. Al filtrado se agrega
una gquinta parte del volumen de butanol, y se ajusta el pH
a 9,0 mediante un hidréxido sddico al 40%. ILa fase de bu-~
tanol rico se separa y se lleva a un pH de 8.0 (mediante
éciéo clorhidrico.concentrado), se concentra a una sexta
parte de volumen por destilacidn in vacuo y se filtra uti-
lizando un 1% (p./v.) de Hyflo (sflice de diatomeas). Al
filtrado se agrega una cuarta parte del volumen de agua, la
mezcla se calienta a 509C, y se acidula con 4cido clorhfdri
2o concentrado a un pH de 4,0, La base de tetraciclina se
cristaliza en aproximadamente el 30-50% de producto de ac-
tividad total, tasado sobre un caldo que contiene 1 ng./ml,
de aproximadamente el 70~-75% de tetraciclina.

Ejemplo 2

Un ealdo de cultivo entero formado por un proceso de
fermeniacidn utilizando Streptomyces sp. ATCC 11,834, segin
se describe méds detalladamente en la solicitud Serial Ne
443,952, y que tiene una actividad de tetraciclina de apro-
ximadamente 1,500 ¥/ml., se trata con 4cido nitrico concen-
trado para ajustar el pH a 1.5 a 2.0. -El caldo acidulado
se filtra a continuacidy en presencia del 6% (p./v.) de
Hyflo. Al filtrado 4cido se agrega butanol acuoso al 19%
suficiente para hacer el 25% de una fase de butanol separa-
do. Ahora se agrega hidrdxido sddico al 40% para ajustar
el pH a 9.5, y la mezcla se agita durante media hora a tem-
peratura ambiente. ILa fase de butanol se separa, y cuales-
qulera sélidos formados durante la extraccidn se separan '
por centrifugacidn. E1l extracto de butanol se concentra
ahora a2 un pH de 8,0 a 8.5 (por tratamiento con 4cido clor-
hfdrico a una guinta parte de volumen por destilaciédn sl
vacfo, después de lo cual el pH del concentrado cae a apro=-
ximadamente 6.5, Tl concentrado se filtra para separar im-
purezas sdlidas, Al filtrado se agrega una cuarta parte
por volunen de agua y la mezcla se ajusta a un pH de 3.8 a
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4,0 por tratamiento con 4cido clorhfdrico concéM
enfrfa a 5-102C, Los cristales gue se forman se separan
por filtracidn y se secan en un desecador para producir te-
traciclina cristalina que contiene aproximadamente el 104
de humedad. El1 producto es de aproximadamente 35-41% (ba-
sado scbre el caldo entero) de 650-700 ¥ mg. de actividad.
El procedimiento del Ejemplo 2 puede ser modificado fil
trando el caldo de cultivo entero a un pH de 1.5 § 1.0 con

trado y se

el enpleo de un agente de filtracidn (v.g., Hyflo). A pH

1.5, se retiene el 96% de la actividad inicial en el filtra-
do, y a pH 1.0, toda la actividad estéd dentro del filtrado.

Los sdlidos formados durante las extracciones {aproxi-
madamente 2-4 gramos/litros de caldo) muestran un ndximo
del 3% de actividad, siendo por lo general insignificante
el promedio de pérdidas.

Bl siguiente ejemplo ilustra un proceso para la recu-
peracién de tetraciclina de un filtrado de caldo y la sepa-
racidn de los iones cdlcicos del mismo.

Ejemple 3

400 litros de caldo entero cuya actividad es de apro-
ximadamente el 80% de tetraciclina y el 20% de clorotetra-
ciclina se acidula a un pH 1.5 con 4cide nitrico concentre-
do y se agita durante media hora., Despuéds de la filtracidn
utilizando el 6% de Hyflo se agrega una cuarta parte por
volumen de butanol y el pH se ajusta a 9.5 mediante hidré-
xido sédico al 40%. El butanol rico {(aproximadamente 75
litros) se separa por centrifugacidn y s-e ecidula a pH 1.7
a 2.0 con dcido sulfdrico al 40%. TDespués de una hora de
agitacidn, el sulfato cdlcico formado se filtra, cualguier
fase acuosa se discarta y el filtrado se ajusta a pH 2.0
a 2,2 con hidrdxido sddico al 40%. El1 disolvente se cone-
centra in vacuo a este pH 2 aproximadamente una d4cima par-
te por volumen y se agrega el 257 por volumen de agua, Por
el ajuste a pH 4.0-4.2 y enfriamiento a 59C. con agitacidén
la tetraciclina cristaliza de la solucidn. Después del fil
trado, lavado con pequefias cantidades de agua y el secado,
la tetraciclina contiene menos del 3% de clorotetraciclina
y @8 pura en aproiimadamente el 854. El1 agua madre contie-—
ne aproximadamente el 35% de clorotetraciclina y el 65% de
tetraciclina, sobre una base de actividad. '
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Los siguientes ejemplos ilustran métodos modificados
para el aislamiento de la tetraciclina del extracto de di-
solvente orgdnico.

Ejemplo 4 )

Una fase de butanol rico, después de la extraccidn,
que contiene aproximadamente 5000 ¥ /ml. de actividad y
que represente el 80% de tetraciclina y el 20% de clorote-
traciclina se acidula a un pH de 1.7 a 2.0 con 4cido sul-
fdrico al 40% y se trata con Darco G-60 (carbdn decoloran-
te) (i gr./litro de disolvente)., La mezcla se agita a tem=-
reratura ambiente durante una hora y se filtra y lava con
el 5¢, por volumen, de butanol saturado de agua. Cualquier
capa acuosa se separa y se discarta, y se agrega el 5% por
volumen de agua destilada a la fase de butanol. La mezcla
se ajusta a un pH de 4.2 a 4.4 con hidréxido sddico al 40%.
Después de cinco horas de agitacidn a $-10¢C., se filtran
108 cristales, se lava con una pegquefia cantidad de agua ¥y
se seca. Los cristales, gque representan aproximadamente el
65% de la actividad en la fase de butanol original, contie-
nen aproximadamente el 97% de tetraciclina y el 3% de clo=-
rotetraciclina, y tiene una actividad de aproximadamente
1000 ¥mg. El agua madre contiene aproximadamente el 40 al
45% de clorotetraciclina y aproximadamente el 55 al 60% de

tetracicling. .
Ejemplo 5
(Extraccidn inversa de butanol
‘rico)

1,500 ml, de sclucidn de butanol que contiene tetraci-
clina rica liberada de calcio (obtenida segén el método del
Ejemplo 3 se mezcla con 250 ml, de agua y se ajusta a un pH
de 9.5. Despuds de 15 minutos de agitacién, se separan las
capes y se extrae el hutanol otra vez a este pH con un 250
ml, sdicional. Las capas acuosas se combinan y acidulan
con 4cido clorhfdrico dilufdo a un pH de 4.2. Ia tetraci-
clinea cristaliza de la solucidn y se filtra y seca. Un pro
ducto de aproximadamente el 50% de le tetraciclina original
mente presente en la solucién de butanol rico se obtiene
con una pureza de aproximadamente el 85%.

El precipitado de tetraciclina formado en los ejemplos
1 a 5 pueden ser tratados posteriormente para formar una ’
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base libre purificada, segin se ilustra por el siguiente
ejemplo.
' . Ejemplo €

El precipitado crudo de tetracielina obtenido por el
procedimiento del Ejemplo 2 se disuelve en un disolvente de
acetona acuosa al 50%, se ajusta a un pH de 2 mediante 4ci-
do clorhfdrico, de suerte gque la concentracién final de la .
tetraciclina en el disolvente resulte 800 mg. de actividad
por 10 ml, de la mezcla de disolvente. Cuando se haya di-
suelto toda la base cruda, se agrega el 24 (p./v.) de car-
bén (Darco G-60), y lz mezcla se calienta a 50eC, durante
1C minutos bajo agitacidn. TLa mezcla a continuacidn se £il
tra y se lava la torta con la suficiente acetona acuosa al
504 para desplazar el disolvente rico retenido. E1 combi-
nado filtrado y lavado se calienta ahora a 45eC., y el pH
se eleva a 4.2 mediante hidrdxido sddico al 40% durante un
periodo de 10 a 15 minutos., La citada mezcla, a continua-
cidn, se deja enfriar a la temperatura ambiente (aproxima-
damente media hora, y se dejz reposar durante de ttes a cua
tro horas hasta la eristalizaciédn completa. Seguidamente
se filtran los cristales, se rebaja en acetona (1 gramo hime|
do/10 ml.), se filtra y se seca bajo vacfo a 30-35C, E1
producto cristalino puro posee una pureza de aproximadanmen
te el 72/80%. Es de un color amarillo obscuro y contrasta
con 950-1000 unidades mg. La pérdida de actividad en el
lavado de acetona asciende solamente a 1-2%, encontréndose
el resto en el agua madre de pH 4.2. '

Las bases de tetraciclina cristalina formadas en los
ejemplos 1 a 6 pueden ser counvertida® en una sal de adicidn
4cida, segidn se ilustra en el siguiente ejemplo.

Ejemplo 7

4 gramos de la tetracielina cristalina formada por el
procedimiento del Ejemplio 6 se rebaja en 100 ml, de agua
saturada de butanol. Seguidamente se reduce.el pH a2 2.5,
utilizando 4cido clorhfdrico concentrado. 4 ccntinuacién
se filtra la mezcla y se concentra la solucién de butanol
bajo vacfo a 359C. a una cuarta parte cdel volumen, E1 con-
centrado se enfrfa a SoC durante de 4 a 5 horas hasta la
eristalizacidn completas A continuncidn se Tiltra el clor
hidrato de tetraciclina eristalina, se lava con 50:50 buta-
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nolshexano (sproximadamente % ml./gramo hdmedo), luego con
hexano (aproximadamente 10 ml./gramo himedo) y se seca ba=-
ja vaclo a 30eC,). E1 »roducto de clorhidrato de tetraci-
clina cristalino es aproximadamente 1 75% szobre una base
de actividad de material gatisfactorio, y contrasta alre-
dedor de 1,000 u./mge

La base libre asfmismo puede ser convertida en una sal
de adicidn 4cida (v.g., clorhidrato), disolviéndola en clo-
ruro de hidrdgeno metandlico, ¥y agregando un alcohol supe-
rior, como pentasol. .

Substituyendo otros 4cidos, como dcido nftrice, por
4dcido clorhfdrico en el Ejemplo 7, se forman las correspon-
dientes sales de adicidn 4cida.

Puede realizarse la invencidn de distintas maneras den
tro de 1la esencia de las reivindicaciones adjuntas.

N C T A

En resumen: la Patente de Invencidn cuyo registro se
solicita recaerd sobre las reivindicaciones siguientes:

1) Un método para purificar y separar antibidticos, ca_
racterizado porque incluye la separacién de tetraciclina de
un caldo de fermentacidn gue la contiene, que comprende tra
tar un filtrado de dicho caldo con un disolvente orgdnico
substancislmente immiscible en el agua & un pH alcalino pa-
ra formar una solucidén de la tetraciclina en el disolvente,
¥ recuperar la tetraciclina de dicha solucidn.

2) Un método, seg¥n la Reivindicacidn 1), caracteriza-
do porque el disolvente orgdnico se selecciona de la clase
gue consiste en alcoholes, cetones y ésteres substancial-
mente immiscibles cnn el agua. .

3) Un método, seg¥n la Reivindicacidn 1), caracteri-
zado porgue el disolvente orgdnico es un alcanol inferior
de mds de tres dtomos de carbono.

4) Un método, segdn la Reivindicacidén 1), caracteriza-
do porque el disolvente orgédnico es butanol. '

5) Un método, segin la Reivindicacidn 1), caracteriza-
a0 porgue la tetraciclina se recupera de dicho disolvente
mediante extraccidn inversa conm agua a pH alcalino, una vez
separado cualquier ién cdlcico presente en la citada solu~
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cidn,

6) Un método, segin la Reivindicacién 1), caracteriza-
do porque la tettaciclina se recupera de dicho disolvente
por ajuste del p” de dicha solucidén a un valor de aproxima-
damente 3.8 a aproximadamente 7.0 para precipitar la tetra-
ciclina,

7) Un método, segin las reivindicaciones 1) y 6), ca=
racterizado porque la solucién de tetraciclina en el disol-
vente se concentra y trata con agua antes del ajuste del pH,

8) Un mé%odo, segdn las reivindicaciones anteriores,
cargcterizado por lz separacidn de tetraciclina de una mez-
olm de 1z misma con clorotetraciclina que comprende disole-
ver 1la mezcla en un disolvente y ajustar el pH de la solu~
cidn resultante a un valor de aproximadamente 3.8 a aproxi-
madamente 7.0 para precipitar la tetraciclina de la misma.

9) Un método, cezdn las reivindicaciones 1) y 8), ca-
racterizado porque el pH se ajusta a un valor de aproxima-
damente 4,0 a aproximadamente 4.5, '

10) Un método, seg¥n las reivindicaciones 1) y 8), ca=-
racterizado porque el disolvente es una mezcla de disolven-
te orgdnico substancialmente irnmiscible en el agua y agua.

11) Un método, segin las reivindicaciones 1) y 10), ca |
racterizado porque el disolvente es una me zcla de butanol y
agua.

12) Un método, segdn las reivindicaciones 1) y 8), ca
racterizado porque el disolvente es una mezcla de un disol-
vente miscible en el agua y agua. -

13) Un método, segin las reivindicaciones 1) y 12), ca_
racterizado porque el disolvente es una solucién de acetona
Y agua,

14) Un método, segdn las reivindicaciones anteriores,
caracterizado por la separacidn de tetraciclina de un cal-
do de fermentacidn que la contiene, que comprende tratar un
filtrado de cultivo separado de dicho caldo con un disol-
vente orgédnico substancialmente inmiscible en el agua a un
pH alcalino para formar una solucidn de la tetraciclina en
el disolvente, separar dicha solucidn, concentrarla para
precipitar impurezas de color, separando dichas impurezas,
agregando agua a la solucidn restante, y zjustar el pH de
dicha restante solucidn a un valor de aproximadamente 3.8
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& aproximadamente 7.0 para precipitar la tetraciclina.

15) Un método, segdn las reivindicaciones 1) y 14), ca_
racterizado por la separacidn de tetraciclina de un caldo
de fermentacidn que la contiene, que comprende tratar un fil
trado de dicho caldo, que contiene la citada tetraciclina
e iones cdlcicos, con un disolvente orgdnico substanciad-
mente inmiscible en el agua a un pH alcalino para formar una
solucidn de la tetracicling en el disolvente, separar dicha
solucidn, acidular la solucidn con al menos un 4cido cuyo
anién forma una sal insoluble con cualquier idn cdlcico en
dicha solucidn, separar dicha sal, concentrar la solucidn
resultante, agregar agua a dicha solucidn y ajustar el pH
de dicha solucidn a un valor de aproximadamente 3.8 a apro-
Ximadamente 7.0 para precipitar la tetraciclina.

16) Un método, segin las reivindicaciones anteriores,
caracterizado por la separacidn de tetraciclina de un ex-
trado de disolvente orgédnico substancialmente inmiscible en
el agua, alcalino, de un filtrado de cultivo de un caldo de
fermentacidn de Streptomyces productor de tetraciclina, gue
comprende mezclar dicho extracto con egua, y ajustar el pH
de 1a mezc¢la resultante a un valor de aproximadamente 3.8
a aproximadamente 7,0 para precipiz«r 1. 2traciclina.

17) Un método, sehdn las reivindicaciones 1) y 1€), ca
racterizado porque el pH se ajusta a un valor de aproxima-
damente 4.0 a aptoximadamente 4.5,

18) Un método, segin las reivindicaciones anteriores,
caracterizado por la separacidn de tetraciclina de un ex-
tracto de disolvente orgdnico substancialmente inmiscible
en el agua, alcalino, de un filtrado de cultivo de un caldo
de fermentacidn de Streptomyces productor de tetraciclina,
que comprende acidular el extracto con al menos un 4cido
cuyo anién forma una sal insoluble con cualquier idn cédlci-
co en dicha solucidn, separar dicha sal, agregar agus a di-
cha solucién y ajustar el pH de dicha soluciédn a un valor
de aproximadamente 3.8 a zproximsdamente 7,0 para precipi-
tar la tetraciclinae.

19) Un método, segdn las reivindicaciones 1) y 18),

caracterizado porque el pH se ajusta a un valor de aproxima-
damente 4,0 a aproximadamente 4.5.
20) Se reivindica por ¥ltimo, como objeto sobre el que
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ha de recaer la Patente de Invencidn gque se solicita: "UN
HETODC PARA PURIFICAR Y SEPARAR ANTIRIQTICOSY.

Todo conforme queda descrito en la presente Hemorisa,
que consta de catorce pdginas escrites a mégquina.

fadrid, a 28 de febrero de 1956.
ATFONSC UNGRIA
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