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La presente invención se refiere a métodos para puri­

ficar y separar antibióticos, y más particularmente para 
recuperar tetraciclina de un caldo de fermentación u otro 
medio acuoso que contiene el antibiótico y contaminadores 
genéticos, y para separar tetraciclina de una mezcla de es­
tos con clorotetraciclina.

Con anterioridad a esta invención, se ha demostrado 
que un potente antibiótico, llamado tetraciclina, se halla 
presente en los líquidos de cultivo obtenidos cuando espe­
cies de ciertos gáneros de Streptomyces se desarrollan en 
o sobre medios nutrientes líquidos (véase, por ejemplo, Mi- 
nieri et al., Antibiotic Annual 1953-1954, 81-87). Además 
se sabía que cuando la tetraciclina se produce mediante un 
proceso de fermentación, la tetraciclina formada está mez­
clada con varios contaminadores genóticos (sólidos y líqui­
dos) que a menudo incluyen un segundo antibiótico, la clo­
rotetraciclina, formada simultáneamente. Sin embargo, con 
anterioridad a esta invención no se conocía un método sen­
cillo y eficaz para separar la tetraciclina de los sólidos 
(V.g., micelios, esporas y otros sólidos sedimentables), 
otros antibióticos (v.g., clorotetraciclina) simultáneamen­
te formados y materiales inactivos en el medio de cultivo.

Por consiguiente, un objeto de esta invención es el de 
proporcionar un método perfeccionado para recuperar tetra­
ciclina de un caldo de fermentación que la contenga y con­
taminadores genéticos.

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

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

Un cuarto objeto de la invención es el de proporcio­
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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vención, que esencialmente comprende tratar el filtrado de 
un cultivo dá un Streptomyces productor de tetraciclina con 
un disolvente orgánico sobstancialmente inmiscible con el 
agua a uh pH alcalino, y recuperar la tetraciclina del di­
solvente. los disolventes apropiados que pueden utilizarse 
en el proceso de la presente Invención incluyen alcoholes, 
cetonas y ásteres. Entre los alcoholes substancialmente in 
miscibles con el agua pueden mencionarse los alcandés infe­
riores de más de tres átomos de carbono (v.g., butanol, pan­
tano!, o pentasol y hexanol), cicloalcanoles (v.g., ciclo- 
hexanol metílico) y aralcanoles (v.g., alcohol bencílico). 
Ejemplos de cetonas substancialmente inmiscibles en el agua 
convenientes son los alcanones de más de tres átomos de car­
bono (v.g., etilcetona metílico) y cicloalcanones (v.g., ci- 
clohexanone metílico). Ejemplos de ásteres substancialmen­
te inmiscibles en el agua operativos son los ácidos grasos 
inferiores de cellosolve (v.g., acetato de cellosolve). De 
estos, los alcoholes substancialmente inmiscibles en el agua 
son preferidos, siendo de particular preferencia los alca- 
noles inferiores, como el butanol.

Previamente a la extracción de la tetraciclina del fil­
trado de cultivo del disolvente orgánico, un cultivo entero 
(caldo) de un Streptomyces productor de tetraciclina se a d  
dula a un pH inferior a 5.0 (preferentemente inferior a aprô  
ximadamente 2) con un ácido tal como ácido clorhídrico, sul­
fúrico o nítrico, y el líquido de cultivo se separa de los 
sólidos de cultivo residuales, como por filtración o cen­
trifugación. El filtrado de cultivo acidulado, que contie­
ne la mayor porción de la tettacilcina en el caldo y asimis­
mo contiene cualquier clorotetraciclina producida, se extrae 
entonces con los disolventes orgánicos substancialmente in­
miscibles con el agua.

Bien sea antes de, con o despuáe de la adición del di­
solvente orgánico substancialmente inmiscible con el agua 
extractor, el filtrado de cultivo se trata con una base, co­
mo hidróxido sódico, 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 máxima extracción, el disolvente orgánico (v.g., buta­
nol), se agrega al filtrado en cantidades que varían de aprjo
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ximaáamente el 13% a aproximadamente el 50% por volumen.
La capa de disolvente orgánico así formada se separa ahora 
y trata como sigue para recuperar la tetraciclina en ella 
disuelta.

Sin embargo, antes de recuperar la tetraciclina resuJL 
ta conveniente que las impurezas de color en la solución de 
disolvente orgánico se separen, concentrando la solución a 
aproximadamente una quinta a aproximadamente una dácima par 
te de volumen por destilación al vacío a un pH de un valor 
de aproximadamente 7.0 a 8.5 (preferentemente aproximada­
mente 8.0 a 8.5)y despuás de lo cual las impurezas de color 
se precipitan y separan por filtración. Asimismo, resulta 
conveniente que cualquier ión de calcio presente en la so­
lución de disolvente orgánico (introducido por el medio de 
fermentación y afectando favorablemente la extracción de 
la tetraciclina dentro del solvente orgánico) se separe por 
el hecho de acidular la solución a un pH de aproximadamen­
te 1.5 a 2.5 (preferentemente a aproximadamente 1.7 a apro­
ximadamente 2.0) con un ácido o mezcla de ácidos, uno de 
cuyos aniones forma una sal insoluble con el catión de cal 
ció (v.g., con ácido sulfúrico o ácido oxálico), para pre­
cipitar el ión càlcico como dicha sal (v.g., sulfato càl­
cico u oxalato càlcico) y permitir la separación de la mis­
ma por filtración.

A continuación la tetraciclina puede ser separada de 
la solución de disolvente orgánico mediante una variedad 
de procedimientos. Así pues, la solución, una vez separa­
do el ión càlcico, puede ser sometida a extracción inversa 
con agua a un pH básico (preferentemente a un pH de aproxi­
madamente 9.5, en el que la constante de distribución para 
un sistema de agua/butanol es de aproximadamente 6). La 
capa acuosa ahora se ajusta a un pH de aproximadamente 3.8 
a 7.0 (preferentemente a aproximadamente 4.0 a 4.5) con un 
ácido, como ácido clorhídrico, para cristalizar y precipi­
tar la base de tetraciclina.

Un mótodo preferido para separar la tetraciclina de 
la solución orgánica, no obstante, implica el ajuste de la 
solución de disolvente orgánico a un pH de aproximadamente 
3.8 a aproximadamente 7.0 (preferentemente a aproximada­
mente 4.0 a aproximadamente 4.5), con o sin concentración
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de la solución por destilación al vacío.(en el caso de que 
la solución no haya sido concentrada previamente para la 
separación de las impurezas de color) y con la adición 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 efectúa median 
te un ácido, como unnácido mineral (vg., ácido clorhídrico 
o ácido sulfúrico), si la solución se encuentra en su valor 
pH básico original, o mediante una base, como hidróxido só­
dico, si la solución ha sido hecha demasiado ácida para pre 
cipitar los iones cálcicos.

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 efectúa una separación inesperada, casi 
cuantitativa, de tetraciclina de cualquier clorotetracicli- 
na residual. Bajo estas condiciones, la clorotetraciclina 
resulta relativamente soluble en el disolvente orgánico 
acuoso y, por lo tanto, permanece en su mayor parte dentro 
de la solución, 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 fuá prevista por la naturaleza 
química de los respectivos antibióticos o sus constantes 
de disociación.

La tetraciclina precipitada puede ser sometida a puri­
ficación posterior y/o convertida en una sal de adición áci. 
da por cualquiera de cierto número de procedimientos alter­
nativos. Según un método, la base de tetraciclina se di­
suelve en uno de los disolventes orgánicos acuosos anterior 
mente citados (preferentemente butanol húmedo), tratada en . 
solución con el ácido deseado a un pH de aproximadamente 
1.5 a aproximadamente 2.5, (preferentemente aproximadamente 
2.0) y filtrado para separar materiales inactivos insolu­
bles. Entre los ácidos utilizables pueden citarse el áci­
do sulfúrico, el ácido clorhídrico, el ácido fosfórico, el 
ácido oxálico, el ácido cítrico, el ácido sulfámico y el 
ácido nítrico. El agua y una porción del disolvente orgáni­
co se separan ahora por destilación azeotrópica bajo vacio, 
y el concentrado resultante se enfría, si es preciso, a una 
temperatura de 5sC. a aproximadamente 20sC. (preferentemen-
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te a aproximadamente 5sC.), ddspués de la cual la sal de 
adición ácida de tetraciclina se precipita y se recupera 
por filtración.

La tetraciclina cruda, asimismo, se puede purificar 
disolviéndola en una mezcla de agua y uno de los disolven­
tes orgánicos substancialmente inmiscibles en el agua ante­
riormente citados, o sólo en agua, o bien en una mezcla de 
agua y un disolvente orgánico miscible con el agua, como 
metanol, etanoih, 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 continuación para 
separar las impurezas insolubles. El filtrado ahora se 
ajusta a un pH de aproximadamente 3.8 a aproximadamente 7.0 
(preferentemente de aproximadamente 4.0 a aproximadamente 
4.2), por tratamiento con una base como hidróxido sódico.
En el caso de utilizarse un disolvente orgánico acuoso, se­
gún se indicó anteriormente, y el pH sea de aproximadamente 
3.8 a aproximadamente 7.0, la tetraciclina se precipita, 
mientras la cldrdtetracielina es relativamente soluble y 
permanece en la solución. Así pues, este procedimiento al­
ternativo tiene utilidad general en la separación de la clô  
rotetraciclina y tetraciclina, independientemente de la 
fuente inicial de los antibióticos; por esto, también pue­
de ser utilizado, ínter alia, para la separación de cloro­
tetraciclina de tetracáclina cuando esta última se produce 
a partir de una hidrogenación anterior.

Por lo tanto, por la práctica de esta invención, no 
solamente se aísla la tetraciclina de las impurezas inacti­
vas normalmente encontradas en un caldo de fermentación, pe 
ro asimismo de cualquier clorotetraciclina que haya sido 
producida durante el periodo de fermentación, siendo posi­
ble dicho aislamiento por el hecho de que a un pH de apro­
ximadamente 3.8 a aproximadamente 7.0, la clorotetracicli­
na resulta mucho más soluble en un disolvente orgánico acuo 
so (como acetona húmeda o butanol húmedo) que la tetraci­
clina. En una solución 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 solución.

Los siguientes ejemplos ilustran la invención:
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Un caldo de cultivo entero formado por un proceso de 
fermentación utilizando Streptomyces sp. ATCC 11.834. según 
se describe más detalladamente en la solicitud Serial N9 
443,952 y que tiene una actividad de tetraciclina de aproxi^ 
madamente 1200 y/ml., se trata con ácido sulfúrico al 40% 
a un pH de 1.5 a 2.0 y se filtra. Al filtrado se agrega 
una quinta parte del volumen de butanol, y se ajusta el pH 
a 9.0 mediante un hidróxido sódico al 40%. La fase de bu- 
tanol rico se separa y se lleva a un pH de 8.0 (mediante 
ácido clorhídrico.concentrado), se concentra a una sexta 
parte de volumen por destilación in vacuo y se filtra uti­
lizando un 1% (p./v.) de Hyflo (sílice de diatomeas). Al 
filtrado se agrega una cuarta parte del volumen de agua, la 
mezcla se calienta a 50°C. y se acidula con ácido clorhídri 
co concentrado a un pH de 4.0. La base de tetraciclina se 
cristaliza en aproximadamente el 30-50% de producto de ac­
tividad total, basado sobre un caldo que contiene 1 mg./ml. 
de aproximadamente el 70-75% de tetraciclina.

Ejemplo 2
Un caldo de cultivo entero formado por un proceso de 

fermentación utilizando Streptomyces sp. ATCC 11.834. según 
se describe más detalladamente en la solicitud Serial Ns 
443,952, y que tiene una actividad de tetraciclina de apro­
ximadamente 1,500*y/ml., se trata con ácido nítrico concen­
trado para ajustar el pH a 1.5 a 2.0. El caldo acidulado 
se filtra a continuación en presencia del 6% (p./v.) de 
Hyflo. Al filtrado ácido se agrega butanol acuoso al 19% 
suficiente para hacer el 25% de una fase de butanol separa­
do. Ahora se agrega hidróxido sódico al 40% para ajustar 
el pH a 9.5, y la mezcla se agita durante media hora a tem­
peratura ambiente. La fase de butanol se separa, y cuales­
quiera sólidos formados durante la extracción se separan 
por centrifugación. El extracto de butanol se concentra 
ahora a un pH de 8.0 a 8.5 (por tratamiento con ácido clor­
hídrico a una quinta parte de volumen por destilación al 
vacio, después de lo cual el pH del concentrado cae a apro­
ximadamente 6.5. El concentrado se filtra para separar im­
purezas sólidas. Al filtrado se agrega una cuarta parte 
por volumen de agua y la mezcla se ajusta a un pH de 3.8 a
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4.0 por tratamiento con ácido clorhídrico conceMBrado y se 
enfría a 5-103C. Los cristales que se forman se separan 
por filtración y se secan en un desecador para producir te- 
traciclina cristalina que contiene aproximadamente el 10% 
de humedad. El producto es de aproximadamente 35-41% (ba­
sado sobre el caldo entero) de 650-700 ^mg. de actividad.

El procedimiento del Ejemplo 2 puede ser modificado fi 
trahdo el caldo de cultivo entero a un pH de 1.5 ó 1.0 con 
el empleo 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 está dentro del filtrado.

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

El siguiente ejemplo ilustra un proceso para la recu­
peración de tetraciclina de un filtrado de caldo y la sepa­
ración de los iones cálcicos del mismo.

Ejemplo 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 ácido nítrico concentra­
do y se agita durante media hora. Después 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 hidró- 
xido sódico al 40%. El butanol rico (aproximadamente 75 
litros) se separa por centrifugación y s e  acidula a pH 1.7 
a 2.0 con ácido sulfúrico al 40%. Después de una hora de 
agitación, el sulfato cálcico formado se filtra, cualquier 
fase acuosa se discarta y el filtrado se ajusta a pH 2.0

con hidróxido sódico al El disolvente se con­
centra in vacuo a este pH a aproximadamente una décima par­
te por volumen y se agrega el 25% por volumen de agua. Por 
el ajuste a pH 4.0-4.2 y enfriamiento a 590. con agitación 
la tetraciclina cristaliza de la solución. Después del fil 
trado, lavado con pequeñas cantidades de agua y el secado, 
la tetraciclina contiene menos del 3% de clorotetraciclina 
y es pura en aproximadamente el 85%. El 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 orgánico.

Ejemplo 4
Una fase de butanol rico, después de la extracción, 

que contiene aproximadamente 5000 y/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 ácido sul­
fúrico al 40% y se trata con Barco 0-60 (carbón decoloran­
te) (i gr./litro de disolvente). La mezcla se agita a tem­
peratura 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 hidróxido sódico al 40%. 
Después de cinco horas de agitación a 5-109C., se filtran 
los cristales, se lava con una pequeña cantidad de agua y 
se seca. Los cristales, que 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 ^fmg. El agua madre contiene aproximadamente el 40 al 
45% de clorotetraciclina y aproximadamente el 55 al 60% de 
tetraciclina.

Ejemplo 5
(Extracción inversa de butanol 

rico)
1,500 mi. de solución de butanol que contiene tetraci­

clina rica liberada de calcio (obtenida según el método del 
Ejemplo 3 se mezcla con 250 mi. de agua y se ajusta a un pH 
de 9.5. Después de 15 minutos de agitación, se separan las 
capas y se extrae el butanol otra vez a este pH con un 250 
mi. adicional. Las capas acuosas se combinan y acidulan 
con ácido clorhídrico diluido a un pH de 4.2. La tetraci­
clina cristaliza de la solución y se filtra y seca. Un pro 
ducto de aproximadamente el 50% de la tetraciclina original, 
mente presente en la solución 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, segán se ilustra por el siguiente 
ejemplo.

Ejemplo 6
El precipitado crudo de tetiaciclina 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 áci­
do clorhídrico, de suerte que la concentración final de la 
tetraciclina en el disolvente resulte 800 mg. de actividad 
por 10 mi. de la mezcla de disolvente. Cuando se haya di- 
suelto toda la base cruda, se agrega el 2% (p./v.) de car­
bón (Darco G-60), y la mezcla se calienta a 50sC. durante 
10 minutos bajo agitación. La mezcla a continuación se fil. 
tra y se lava la torta con la suficiente acetona acuosa al 
50% para desplazar el disolvente rico retenido. El combi­
nado filtrado y lavado se calienta ahora a 45sC., y el pH 
se eleva a 4.2 mediante hidróxido sódico al 40% durante un 
periodo de 10 a 15 minutos. La citada mezcla, a continua­
ción, se deja enfriar a la temperatura ambiente (aproxima­
damente media hora, y se deja reposar durante de ttes a cusa 
tro horas hasta.la cristalización completa. Seguidamente 
se filtran los cristales, se rebaja en acetona (1 gramo hdme 
do/10 mi.), se filtra y se seca bajo vacío a 30-353C. El 
producto cristalino puro posee una pureza de aproximadamen 
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%, encontrándose 
el resto en el agua madre de pH 4.2.

Las bases de tetraciclina cristalina formadas en los 
ejemplos 1 a 6 pueden ser convertidas en una sal de adición 
ácida, segán se ilustra en el siguiente ejemplo.

Ejemplo 7
4 gramos de la tetraciclina cristalina formada por el 

procedimiento del Ejemplo 6 se rebaja en 100 mi. de agua 
saturada de butanol. Seguidamente se reduce,el pH a 2.5, 
utilizando ácido clorhídrico concentrado. A continuación 
se filtra la mezcla y se concentra la solución de butanol 
bajo vacio a 35eC. a una cuarta parte ¿el volumen. El con­
centrado se enfria a 59C durante de 4 a 5 horas hasta la 
cristalización completa. A continuación se filtra el clor 
hidrato de tetraciclina cristalina, se lava con 50:50 buta-
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nol:hexano (aproximadamente 5 ml./gramo húmedo), luego con 
hexano (aproximadamente 10 ml./gramo húmedo) y se seca ba­
ja vacío a 3090.). El producto de clorhidrato de tetraci­
clina cristalino es aproximadamente el 75% sobre una base 
de actividad de material satisfactorio, y contrasta alre­
dedor de 1,000 u./mg.

La base libre asimismo puede ser convertida en una sal 
de adición ácida (v.g., clorhidrato), disolviéndola en clo­
ruro de hidrógeno metanólico, y agregando un alcohol supe­
rior, como pentasol.

Substituyendo otros ácidos, como ácido nítrico, por 
ácido clorhídrico en el Ejemplo 7, se forman las correspon­
dientes sales de adición ácida.

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

N___0 T__A

En resumen: la Patente de Invención cuyo registro se 
solicita recaerá sobre las reivindicaciones siguientes:

1) Un método para purificar y separar antibióticos, câ  
racterizado porque incluye la separación de tetraciclina de 
un caldo de fermentación que la contiene, que comprende tra 
tar un filtrado de dicho caldo con un disolvente orgánico 
substancialmente inmiscible en el agua a un pH alcalino pa­
ra formar una solución de la tetraciclina en el disolvente, 
y recuperar la tetraciclina de dicha solución.

2) Un método, según la Reivindicación l), caracteriza­
do porque el disolvente orgánico se selecciona de la clase 
que consiste en alcoholes, cetones y ásteres substancial­
mente inmiscibles con el agua.

3) Un método, según la Reivindicación 1), caracteri­
zado porque el disolvente orgánico es un alcanol inferior 
de más de tres átomos de carbono.

4) Un método, según la Reivindicación 1), caracteriza­
do porque el disolvente orgánico es butanol.

5) Un método, según la Reivindicación l), caracteriza­
do porque la tetraciclina se recupera de dicho disolvente 
mediante extracción inversa con agua a pH alcalino, una vez 
separado cualquier ión cálcico presente en la citada solu-
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6) Un método, según la Raivindicacién 1), caracteriza­
do porque la tettaciclina se recupera de dicho disolvente 
por ajuste del pH de dicha solución a un valor de aproxima­
damente 3.3 a aproximadamente 7*0 para precipitar la tetra- 
ciclina*

7) Un método, según 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 pE?

8) Un método, según las reivindicaciones anteriores, 
caracterizado por la separacién de tetraciclina de una mez­
cla de la misma con clorotetraciclina que comprende disol­
ver la mezcla en un disolvente y ajustar el pH de la solu­
cién resultante a un valor de aproximadamente 3.8 a aproxi­
madamente 7.0 para precipitar la tetraciclina de la misma.

9) Un método, según 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, según las reivindicaciones 1) y 8), ca­
racterizado porque el disolvente es una mezcla de disolven­
te orgánico suhstancialmente inmiscible en el agua y agua.

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

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

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

15) Un metodo, según las reivindicaciones 1) y 14), ca_ 
racterizado por la separación de tetraciclina de un caldo
de fermentación que la contiene, que comprende tratar un fil. 
trado de dicho caldo, que contiene la citada tetraciclina 
e iones cálcicos, con un disolvente orgánico substanciad- 
mente inmiscible en el agua a un pH alcalino para formar una 
solución de la tetraciclina en el disolvente, separar dicha 
solución, acidular la solución con al menos un ácido cuyo 
anión forma una sal insoluble con cualquier ión càlcico en 
dicha solución, separar dicha sal, concentrar la solución 
resultante, agregar agua a dicha solución y ajustar el pH 
de dicha solución a un valor de aproximadamente 3.8 a apro­
ximadamente 7.0 para precipitar la tetraciclina.

16) Un mótodo, según las reivindicaciones anteriores, 
caracterizado por la separación de tetraciclina de un ex- 
tratto de disolvente orgánico substancialmente inmiscible en 
el agua, alcalino, de un filtrado de cultivo de un caldo de 
fermentación de Streptomyces productor de tetraciclina, que 
comprende mezclar dicho extracto con agua, y ajustar el pH 
de la mezcla resultante a un valor de aproximadamente 3.8
a aproximadamente 7.0 para precipitar u, ;otraciclina.

17) Un mÓtodo, se^ún las reivindicaciones 1) y 16), ca 
racterizado porque el pH se ajusta a un valor de aproxima­
damente 4.0 a aproximadamente 4.5.

18) Un mótodo, según las reivindicaciones anteriores, 
caracterizado por la separación de tetraciclina de un ex­
tracto de disolvente orgánico substancialmente inmiscible 
en el agua, alcalino, de un filtrado de cultivo de un caldo 
de fermentación de Streptomyces productor de tetraciclina, 
que comprende acidular el extracto con al menos un ácido 
cuyo anión forma una sal insoluble con cualquier ión càlci­
co en dicha solución, separar dicha sal, agregar agua a di­
cha solución y ajustar el pH de dicha solución a un valor 
de aproximadamente 3.8 a aproximadamente 7.0 para precipi­
tar la tetraciclina.

19) Un mótodo, según 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 último, como objeto sobre el que
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480.- ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita: "UN 
METODO PARA PURIFICAR Y SEPARAR ANTIBIOTICOS".

Todo conforme queda descrito en la presente Memoria, 
que consta de catorce páginas escritas a máquina#

Madrid, a 28 de febrero de 1956. 
ALFONSO ENGRIA
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