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MEMORIA DESCRIPTIVA
paéa. solicitar
PATENTE DE INVENCION
an
ESPARA
por VEINTE afios
a nombre de AMERICAN CYANAMID COMPANY, entidad norteamericana,

egtablecida en 30 Rockefeller Plaza., Nwevea York, N,Y, Estados

IR RS AN

Unidos de América, por:

UN PROC EDIMIENTO DE REPINACION DE ANTIBIOTICOS DE TETRACI-
CLINA IMPUROS"

Esta invencién se refiere a la refinaciénde b
antibié'hicos de tetracicline lmpuros y es particularmenfa' '
atil rers la; refinacién de clorotetraciclina.

: Iltsde d descubrimiento de los antibiéticos de

’cetrmiclina, clorote’craciclina, oxitetraciclina, tetraci-
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clina y bromotetraciclina se hen ideado numerosos procesos
de recuperacidn de estos materiales en forme farmacédutica-
mente aceptable., A¥n cuando algunos de estos procesos son
relativemente sencillos, le presente invencidn proporciona,
sin embargo, un proceso todavia mejor de obtencidn de dichos
materisles en forme muy pura con un minimo de operaciones de
tratas lento usando disolventes y equipo poca coetosos.,

Un proceso ya conocido de recuperacidn de cloro-

tetraciclina a partir de caldos de fermentacién-consiste en

insolubilizar clorbtetraciclina, filtrer la solucidn y extreer ;-

la torta de filtrgoién.con un disolvente ofgénico. De este
disolvente se obtiene luego el antibidtico por cristaliza-
ciénuredﬁciendo_el volumen y la temperatura de la solucidn.,
Aungque este proceso es sencillo no es, sin embargo completa~-
mentexsatisfaotorio, puesto que los rendimientos son rela-

tivamente bajos y la calidad del producto no es tan buena

como seris de desear. La presente invencidn represente un cla- :

ro mejoramiento con relacidn a este procedimiento porque pro-
porciona rendimientos considerablemente mis sltos y se obtie-
ne una celidad farmacéuticemente pura y aceptable de antibid-
tico en la primera cristalizaciédn.

Aunque la presente invencién es mrticularmente
Util en el aislamiento y la cristalizecidén de la clorotetra-
ciclina, se ha encontrado también que es itil en & saisla-
miento de otros antibibticos de la serie de la tetraciclinsa,
teles como los indicados anteriormente. La descripcién si-

guiente de la invencién se referiréd principalmente a la re-
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cuperacién de una celidad terapetitica de clorotetraciclina
e partir de liquidos de fermentacidbn que la contengan, Se
comprenderé, por supuesto, que estos mismos principios'gene-
raeles son aplicables a la refinacién de otros antibidticos
de esta serie a partir de soluciones acuosas que los conten-
gan, .
De acuerdo con la invencién, se proporciona un
proceso para refiner antibidticos de tetraciclina impuros
que consiste en trémariun‘antibiético de tetraciclina impuro
con un disolvehte orgénico polar gue contenga por lo menos
1 equivalente molecular de une ssl del grupo que formm el
cloruro magnésico, el cloruro célcico, el clorurc de estron-
cio, el cloruro de cinec y el cloruro bérice y recuperar luego
el antibidtico en forma purificada de la solucidn resultm te.
BEn la realizacidén de la invencidn aplicada & la
refinacién de clorotetraciclina impura; S e prepara unse solu-—
cidn écida de la clorotetraciclina impura y se filtra a un pH
de aproximeadasmente 1,5 rare separar las impurezas insolubles.
La concentracién de iones hidrbgeno de la soluciédn
se eleva despuds hastae que esté comprendida entre los valores
de pH 4 y PpH 12 con un &lcdli que puede incluir materiales
tales como amoniaco, hidréxido aménico, hidréxido potésico,
hidréxido addico, hidrﬁxiéo célcico, hidréxido bérico, ¢ arbo-
nato sédico, trietilamina y otras aminas y anélogos. Emto con- ?
duce & la formacién de un precipitado insoluble de la cloro- :
tetraciclina si hay iones calcic presentes en la solucién.,

Ordinamiamente, h&y bastantes iones calclo mresentes en los
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1iguidos de fermentacién y el ajuste de la solucidn con nue-
vag cantidades de caléio es ‘generslumente innecessrio. Debe
haber por lo menos 1 mol de idn de calcio por cade mol de
clorotetracicling con$a1ida en la solucién cuyo pH se ele-
ve con el 4lcali. Cuando se ha de purificar clorotetracicli-
ne cruda por el proceso de le presente invencidén no es nece- ?
sario formar el precipitado insoluble que se discute., El1
mterial ¢ rudo puede=extraerse, gl ge desea, de acuerdo con
el procedimiento que se describe & continuacién.

En lugér de iones de caelcio le solucidn puede
contener una cantidaé equivalente de iones de bario o de
nmegnesio, pues estosgiones tienen poco més o menos le misma
accidn insolubilizedore que el calcio.

Le temperatura de la precipitacidén no es cri-
tice, siendo adecuadé‘cualquiera comprendida entre la de
congelacidbn, 02 C., & une temperatura a la cual la clorote-
traciclina es inestéble, 502C, eaproximadamente, El precipi-
tado se forms rapldamente. No son necesarics largos periodos
de agitac16n, 31embra, envejecimiento, e tc. A las concentra-
ciones Sptimas de iones hidrégeno, pH 7 — pH 9, la clorote-
tracicline precipita de la solucidn en forme de una sd com-
pleja insoluble casi cuentitativemente,

Al mrecipitado se afiade un asuxiliar de la
filtracidén tel como tierra de diatomaceas y la o lucidn se
filtra. Si se deaea5serpuede emplear centrifugecidn u otro’
medio de separacién del precipltado insoluble de sus ago.as
m&dres.
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Corrientemente né¢ es recesario lavar el precipitado.
. Sin embergo, se he enéontrado que un exceso de agua en la
torte de filtracidbn e§ un claro inconveniente porqgue, en
géﬁéral,:resaltan rendimientos bajos cuando hay presente
% 5 demasiade agua. Por &sto, la torta de filtracién se debe
. dejar libre de agua pbr lavado con un poco de m tanol anhi-
dro o’de otro disolvente, o la torta se puede prensar 0 86-
‘car de otras maneras para reducir el contenido de agua.
La operacidn siguiente del proceso es une operacidn
10 critica y distingue la presente invencién de los procesos
anteriores, Estia opefacién consisté en fragmentar la torta
de filtracidn y convértirla en une papille con metanol u 3
- otros disolventes del tipo que més adelante se mencionaréd L
gue contengan una pe@ueﬁa cantidad de cloruro de magnesio

15 o cloruro célcico u otra sal divelente, tal como clururo
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bérico, cloruro de eptroncio, clururo de cinc y anélogos.
Por alguna rezén deséonocida, le presencia del cloruro de
nagnesio o de las otfas sales citadas en el disolvente in-
crementa grandemente su éoier de disolucidn hasta el punto
2 de que se extraen prpporciones éxtremadamente elevadas de
la clorotetraciclina contenida en la torta de filtracidn. la
teoria de este fendmeno no se conoce, pero es probable gque
intervenga 1aAformac16n de sales complejas y/o alcoholatos
en los cusles el cl@ruro de megnesio, el disolvente orgéni-
25 co y la sal de clordtetraciclina contenidos en la torta de
filtracidn intervienen todos. | :
Con el fin ée ilustrar los Hhdnencs més mriicular-
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mente, se da la descrﬁpoién siguiente. Un volumen de caldo -
de fermentacidn que cdntenia clorotetracicline procedente
de un fermentador se éezclé con un volumen igudl de agus

¥ la concentracidn degiones hidrégeno de la solucidn se
ajustd a pH 1,5 con-é&ido sulfiurico. La solucidn se £iltrd
después. La torta de filtracidn se volvié a transformer de
nuevo en unae papilla ¢on 1-1/2 volilmenes de agua. E1 pH se
ajustd nuevamente a 1;5 ¥y la torte vuelta & transformar en
papilla se calenté a T02 C., despuds se enfrid a la tempera-
ture ambiente y se filtrd. Los dos filtrados se juntaron
luego mra dar aeproximadamente 2-1/2 litros.

La solucién anterior se ajusté después a pH 8,7
con hidréxido sddico # se effadieron 15 gramos de auxiliar de
la filtracidén de tieria de diatomaceas. La solucibén se fil-
tré después y la torta de filtracidn se convirtid en papi-
lle con 170 mililitroe de alcohol met{lico. Esta papilla
se dividié luego en 5§partes igueles. Se aiiadid cloruro
megnésico a las varia% partes alicuotas segin se ve en la
'éigﬁiente table. Los ?orcentajes de cloruro de magnesio se
expresen sobre la base de peso/volumen, es decir, 12,5 par-
tes en peso de Mg012.%H20 se lleveron a 100 partes en volu-
men con m tenol. La papille se agitd durante un rato y des-
pués se filtrd. La t@rta de filtracibn se volvié a transfor-
mar en papilla con 1@ gsolucidn d e metanol que contenia clo-

ruro de magnesio comd entes. Los filtrados de cada parte

se ensayaron luego pare ver su contenido de clorotetracicline.

Los resultados fuero# los siguientes:
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Table I

Parte % MgClp.6Hp0 Primera ex-  Segunda ex- Total -

alicug traccidn. traccidn,
ta
A 12,5 po/Ve 81,0 % 12,7% 93,7 %
B 6,2 78,8 20,3 99,1
c 3,2 54,4 45,2 99,6
D 1,5 36,4 59,2 95,6
E 0 1,2 1,2 2,4

Como se verd, una solucidn de metanol gue contenfa

12,5 % de MgCl,.6Hp0 extrajo 81 % del total de antibidtico con-
tenido en la torta de filtraccidn en una sola extraccién. En
dos extracciones con una solucién &l 3,2 % de MgCl,.6H0 se
recuperd un totel de 99,6 % del antibidtico presente en la tor-
te de filtracién. Cuando en el metanol no hebia nada de cloruro
de magnesio, solo se recuperd el 2,4 % de la actividad.

Sustancialmente se obtienen igusles resultados con

el cloruro célcico como se verd en la siguiente tabla:

Tabla II
Moles de Primera extraccién Moles de Segunda extraccidén
1,5 65,7 1,0 17,7
3,0 . 6746 2,0 19,2

La torte de filtracién gque se transformé en una
papilla con metanol que contenia'cloruro de megnesio estaba
formade. t{picamente por 50 % de sblidos, de los cuales 4 partes
eran clorotetraciclina, 12 partes impurezas insolubles y 10
partes auxiliar de la filtracidén de tierra devdiatomaces. Se

comprenderéd que las proporciones de estos varios componentes
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pue den variar ampliamente. Las proporciones relativas de los . ;
diversos componentes insolubles de la torta de filtrecidn no -
son criticas, El contenido de humedad debe mantenerse tan

bajo como sea posible, perd se obtienen buenos resa:ltados
cuando puede ser tar alto como de T5 % dei re so de la torta.

T{picemente, une torta de filtracidn de la com-
posicidn aceba de indicar se convertiria en papille con unas
100 partes en volumen de metanol que corntuviese 1 -5 partes
en peso de cloruro de magnesio 6Hn0. Cuanto mds entibidtico
de tetraciclina haya contenido en la torta de filtracidn més
cloruro de magnesio seréd necesario. Alin cuando la teoria del
proceso no se conoce, parece ser gue debe haber por lo menos
1l equivalente molecular de cloruro de magnesio por cada equi-
valente mole cular de clorotetraciclina o de otro antibidti-
co de tetraciclina en la torte de filtracidn que se esté
tratando.

Pera recuperar la clorotetraciclina del extrac-
to metandlico, es preferible wncentrar el extracto por des-
tilacién en vacio hasta que la clorotetracicline comience a
precipitar, Una parte importente de este procedinmientoc es
recuperar 1los cristales de clorotetraciclina en forma de sal
dcida, por ejemplo, el clorhidrato. Por &l guna razén desconc-
cida, si la concentracién de la clorotetraciclina resulta
suficiente en la solucién metanélica & medida que ésta se eva-
pora, se deposita un material gomosoc diffcil que puede ser la
sal de magnesio o alglin completo de la misme con clorotetra-

ciclina, o puede ser clorotetraciclina neutra. Este material
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es muy diffcil de trabajar y es conveniente, pues, que el
pH de la solucidn metandlice se ajuste & pH 3 o menos Guran-
te la eveporacién de manera que cuando comiencen a deposi-
tarse cristales de la solucidn dichos cristales estén en
forma de una sal Acida.

Aungue el meténol es un disolvente preferido
de la preéente invencidn, se pueden emplear otros alcoholes
alifédticos inferiares, tales como, alcohol etilico, alcohol
propilico normal y alcohol butilico normal, ¥y ecetona, tetra-
hidrofurano, 2-etoxietenol y otros "“cellosolves" y otros
disolventes polares.

En los ejemplos siguientes se dan shora reali-
zaciones especificas de procedimientos particulares.

Ejeuplo 1 |
Una parte alicuota de 3 litros de filtrado

écido combinado o reunido, refinado (CAFP), (caldo de fermen-
tacidn acidificado y filtrado), que contenia 2720 g/ml., se
ajustdé a pH 8,7 con hidréxido sddico 9,5 N y se agitd duran-
te 15 minutos. E1 precipitado Que se formd se dejé sedinentar
por la noche a 52 C. La solucidén que flotabe se decanté. El
precipitado sed mentado se mezcld con 15 g. de "Hyflo" (tierra
de diatomaceas) y se filtréd. El sdlido se convirtid en una
papilla durante 30 minutos con 175 ml, de una solucidn meta-
nélica de cloruro de magnesio (0,025 mg./ml.) y se filtrd.
Se hizo una segunda extraccidn del sélido utilizando 100 ml.
de la solucidn metandlica seguida de un lavado de la torta

con 50 mi. de metanol. hes extractos se juntaron y se concen-
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traron por destilacién en vacio hasta 60 ml, Durante la

concentracién se afiadieron 30

ml, d e metanol que contenifan

4 ml. de dcido clorhidrico concentrado pars impedir la pre-

cipitacién de clorotetracicline neutra. La solucidn concen-

trada se ajusté a pH 1,9 con &cido clorhidrico concentrado

y los cristales que se formaron se dejaron envejecer durante

24 horeas. Los cristales se laveron con "Celloéolve" (2-etoxie—fl

tanol), con agua y con isopropanol.

Ensayo de los cristales: clorotetraciclina

986 gemmas/milfsramo (AF); rendimiento, % = 78,7 (basado en

el ensayo Af).

Segin s e verd del andlisis anterior el producto

gque se obtiene es farmacéuticamente aceptable y se puede usar |

en la mayorifas de las formulaciones. de clorotetraciclina sin

purificacidn.

Ejemplo

2

Ocho gramos de una clorotetraciclina cruda

himeda con disolvente que contenie 535 gammasfmiligremo de

clorotetraciclina se transformaron en pepilla con 40 ml.

de 2-etoxi-etanol que contenia 2 moles de MgClo.6H-0 hesta

que se disclvieron., Le solucidn se filtrd y el pH del fil-

trado se ajustd a 0,80 con 4cido clorhidrico. Los cristeles

que se formaron se envejecieron durante un periodo de 24

horas. Los cristeles se filtraron y se levaron con 2-ctoxi-

etanol, agua e isopropanol. Los cristales secos pesaban

3,83 gramos y dieron en assayo
hidrato de clorotetraciclinas

969 gammas/miligremo de clor-

el rendimiento por ciento de
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fcrudo & cristeles fué de 86,7,

j Esta solicitud,que corresponde & la presentada en
- Estados Unidos de Américe el 10 de Junio de 1.955, bejo el
ENﬁmm 514,766, se acoge & los beneficios del articulo 51

j del vigente Estatubo sobre Propiedad Industrial.

N O T a

PE AT aB e mM 4=

Los puntos de invencidén propia y nmeva que se

| Presenten pars que sean objeto de esta Patente de Inven-

cién en Espafia, por VELNTE afios, son los siguientes:
12 .- Un procedimiento de refinacién de antibidti-
cos de tetraciclina impuros, ceracterizado porque se trata
un antibidtico de tetraciclina impuro con un disolvente
orgénico poler que contenga por lo menos 1 equivalente mo-
lecular de unea sal del grupo que formen el cloruro de mag-
nesio, el cloruro célcico, el cloruro de estroncio, el
cloruro de cinc ¥y el cloruro de bvario y luego se recupersa
el antibidtico en forme purificada de la soluciédn resulten-
te. |
22 ,- Un procedimiento de acuerdo con le reivindi-
cacién 1, caracteiizado por el hecho de gue el disolvente

orgénico polar es un alcohol alifético inferior.,

-11 -
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32.~ Un procedimiento de acuerdo con las reivindica-
cidn 1 & 2, caracterizado por el hecho de que @ &antibid-
tico se recupera'en forma purificada reduciendo el volumen
de la solucién en disolvente, acidificando dicha solucidn
a un pH menar de 3 y recuperando uns sgl dcida del antibib-
tico de dicha solucién.

42 ,~ Un procedimiento de acuerdo con cualguiera de
las reivindicaciones 1 & 3 para la recuperacién de un an-
tividtico de tetraciclina purificado a partir de un liquido
de fermentacidén gue lo contenga, caracterizado por las ope-
raciones preliminares de ajustar el pH del liquido de fer-
mentacidn & un pH inferior & 4 y preferiblemente inferior
e 1,5, recuperar materisl ihsoluble, sajuster el pH de la
solucidn a entre pH 4 y.pH 12, recuperar el precipitado
resultm te ¥y tratar luego dicho preecipitado con dicho
disolvente orgénico polar y dicha ssl. -

52,~ Un procedimiento de refinacibn de antibiéti-'.
cos de tetracicline impuros,
Tal'y como se ha descrito en la Memoria qgue
antecede, y para los fines gque se han especificado.
Esta Meﬁoria consta de doce hojas escritss

por unsg sola cars.

Madrid, -8 JUN 1g56
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