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tibi&ticos; ¥ principalmente de la estreptomicina. De mo-
do mfs concreto, concierne a un método sencillo y econdmico
para produclir el sulfato del antibidtico a partir de otra
de sus sales.

Con referencia a la fabricacién de la estreptomicinay
el invento atafie a la preparacidn de sulfatos de estrepto=
micine y de dlhidrostreptomicina a partir de cloruro de calé'
clo y triclorhidrato estreptomicina, conocido también por
complejo de cloruxro cilcicq y estreptomicinae

Para algunas aplicaciones de la estreptomicina se
prefiere emplear el sulfato de estreptomicins mejor gme la
gsal compleja de cloruro cdlcico, Por conziguiente, intere-~
saba descubrir un procedimiento sencillo y eficaz para con~
vertir el cloruro de calcio y triclorhidrato de estreptomiZ
cina en sulfato de estreptomicina,,

Se han empleado diversos métodos, pero los conoci-
dos hasta ahora han sido laboriosos, exigen reactivos caros,
y acarrean pérdidas importantes. Por ejemplo, métodos an=~
teriores de convertir complejo de cloruro célcico y estrep—
tomicina en sulfato de estreptomicina han comprendido la me-
tdtesis del complejo de cloruro célcico con un sulfato de me=
tal. Asd se precipita sulfato cdlcico, pero se introducen
otros iones metdlicos en la solucién del sulfato de estrep—
tomicina. Después de separar de la solucidn el sulfato cél=
cico mediante Ffiltracidn, el filtrado ha de someterse luego
a complicadas extracciones y precipitaciones para eliminar
de la solucidn los iones metélicos y los iones cloruro inters
puestos; estas operaciones implican diversas medidas, y reac—
tivos costosos. Ademds, el 1lfquido inicisl merma bastante,
porque el ion cloruro aumenta la solubilidad del sulfato de

estreptomicina en metanol,.
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El sulfato de dihidrostreptomicina es una forma y una
:}~ sal de estreptomicina conveniente para algunas aplicaciones..
Pare obtenerlo, segin un procedimiento ya conocido, el com-—
plejo de cloruro cédlcico se hidrogena, a clorhidrato de di-
5 hidrostreptomicina. E1 cloruro célcico se retira de la so=
“ lucién afiadiendo carbonato a;génticd; que reecciona para for—
mar sales insolubles, carbonato cdlcico y cloruro de platae
Despuds de filtrar, se agrega el filtrado sulfato aménicoy
y asd se forma sulfato de dihidrostieptomicina y cloruro amé-=
10 nico en solucidn. Luego se afiade metanol, a fin de precipitay
el sulfato de dihidrostreptomicina, como se hace con el sul=~
fato de estreptomicinaes Y como el método del sulfato de es=
treptomicina, el de la ﬁihidrostreptomiéina comprende diver-—
sas fases y rcactivos caros; y d4 ocasién a importantes pér=
15 didas de 1lfquido inicial, porque el cloruro amdnico aumenta
la solubilidad del sulfato de dihidrostreptomicina en meta-=
nole.
Hemos descubierto un procedimiento para convertir el
complejo‘de cloruro de calcio y estreptomicina en sulfato de
20 egtreptomicine o sulfato de dihidrostreptomicina; relativa~
mente sencillo y econémico; sin grandes pérdidase
Este procedimiento comprende: 12, poner unsa solucidn
de material gque contiene estreptomicina‘en contacto con una
columna de resina intersnidnica en el ciclo de sulfato) en
25 condiciones de circulacién que producen poca o ninguna pre=
cipitacidn de sulfato de calcio dentro de la base de resina;
y 29y emplear parte del sulfato de estreptomicina contenido

en ;l efluente de la columna para mezclarlo con el complejo-

de cloruro de calcio y estreptomicina en la siguiente tanday

30 a fin de precipitar del complejo de cloruro de calcio y es~

treptomicina una porcidn mayor de calcio en forma de sulfato
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cdlcico, antes de introducir le solucién en la columna de
la resina interanidnica. Ie porcidn del efluente de la co-—
lumna que contiene en abundancia sulfato de estreptomicinag
(denominada en lo sucesivo fraccidn rica) se sigue tratapdo
bara obtener sulfato de estreptomicina seco de pureze sa=
tisfactoriaj; o bilen; tras una filtracidn preliminar; y sin
extraer de ella el sulfato de estreptomicina, se hidrogena
directemente para producir unas solucidn de sulfato de dihi-
drostreptomicina, que se trata luego para obtener sulfato
de dihidrostreptomicina seco de pureza satisfactoria..

"En la tanda inicial, une solucidn acuosa de complejo
de cloruro de calcio y estreptomicina se introduce én una
columa cerrada por encime del lecho de resinae. Empleamos como
material resinoso una resina interanidnica (de permutaci&nl
o intercambio de aniones) en el ciclo de sulfato. Con pre—~
ferencia; esta resina‘es un pexmmta aniones orgédnico nitro-
genado, que debe su capacidad de intercambio esencialmente
a grupos aménicos cuaternarios, y gue generalmente se desig-
na con el nombre de resina interanidnica muy bdsicaes Pre=
ferimos emplear la resina interanidnica muy bésiqa conocida
por Amberlite IRA-400, que proporciona al mercado la Casa Rohm
& Heas Companye ‘

Le metdtesis efectuada en la columna de resina du-
rante esta tanda inicial se representa por la siguiente ecua>
cidn:

[(Estreptomicina.BHCl)aoGaclaj + Resins, sulfato —»

Complejo de cloruro cfleico
y estreptomicina

[‘Estreptomicina)2&3H2804] + caSO4 + Resinai cloruro
Sulfato de estreptomicina (en solué .

.e¢idn so- (1)
bresaturada)
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Al abrirse paso la solucidn de carga que contiens

» estreptomicina, a través del lecho o fondo de resina, 1os.
R iones cloruro son reemplazedos por iones sulfato, y provo-

can un estado de'sobresaturacién respecto al sulfato cél=
5 cico dentro del lecho de resinae. $S1 la velocidad de cirou-
lacién no es adecuada para desalojar la solucidn sobresatus=

rada de sulfato antes de producirse aistalizacién, ésta y

le precipitacidn concomitante de sulfato cdlcico reducirén

10 ticoy y el final ”taponardm” le columna.

Hemos comprobado que la operacidn se hace préctica
manteniendo constente la velooidad de clrculacidn del mas
terial por la columna, a un nivel en el que la precipita-~
cidn de sulfato cdlcico es escasa o nula dentro del lecho

15 de resina. El ritmo de circulacién al nivel adecuado se
puede mantener de muy diversos modoss En una instalacién
de proporciones industriales; la velocided de circulacidn
se mantiene en forma conveniente introduciendo aire compri=
mido por lo alto de la columna, de modo que el alre ejerza
20 presidn sobre el fldido por encima del nivel superior del
lecho de resina, con la columna cerradas entoncew para que
pueda funcionar a presidne. La velocidad de circulacién del
1fquido a través del lecho de resina se mantiene al nivel
conveniente ajustando una vdivula para variar la presién del
25 aire por encima del nivel de f1dido sobre el lecho de resgi=
nae En general, la presidn del aire en lo alto de la colum=
ne es pequefia al comienzo de la tanda, y aumenta a medida que
€sta avanza., Tambidn se puede mantener el ritmo de avance
del 1fquido a travds del lecho de resine por medio de una
30 bomba que inyecte la soluciénren la capa de regina; este es

un método conveniente en instmlaciones de pequefia escalsae
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' Un tercer modo de mantener la velocidad de circulacidn del

1fquido a través del lecho de resina congsiste en retirar
en vacfo el efluente, re ulando el grado de vacfo utiliza-—
doe

Con el material resinoso preferido, Amberlite IRA-~
400, en el ciclo de sulfato, la velocidad de paso de la so=
lucidn a travds de la capa de resins es con predileccidn tal
gue el lapso de contacto superficial de la solucidn en la
capa de resina viene a ser de 15 a 60 minutos, y mejor de
25 a 50 nminutos. Estas cifras se obtienen dividiendo el
volumen del lecho de resina por la velocidad de circulacidn

del lfquido efluente. Por tanto, para un lecho de resina

dadoy cuanto mds lento sea el avance tanto mds largo es el
+iempo de contacto superficial, |

81 la velocidad de paso de la solucién gque contiene
estreptomicina a través del material resinoso preferido se
reduce a un punto en que el lapso de contacto superficial
excede substencialmente de 60 minutos, tiende a producirse
una precipitacidn apreciable de sulfato cdlcico demtre de
le capa de resina, lo cual impide que slga circulendo la so=
lucién a través de ella. Si se deja persistir esta situa=
cidn ein rectificar, la circulacién de material desciende &
un valor insigriificanteo, .

Cuando el ritmo de circulacién se mantiene de modo
que no preciplta sulfato odflcico dentro del lecho de resingy
la precipitacidn suele producirse poco después de dejar
el lfquido efluente lz colwma. Pero esto no importa, por-
que entonces puede retirarse fdcilmente el precipitado has~
ciendo pasar la solucién con las particulas de precipitado
a través de un filtro apropiados | ”

El efluente de la columna de resina serd de compo=
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sicidn veriable, seg¥n es sabido. La primera porcidén o
¥ fraccidn es de agua desalojada del lecho de resina, y se
desecha. En la segunda fraccidn de efluente, a veces de—
nominada *fraccidn previa”, el sulfato de estreptomicina
5 en solucién estd relativamente dilufdo, y se recoge de mo-—
” nmento en un recipiénte adecuado.

La fraccidn previa vd seguida de una poreidn de
efluente'en la que el sulfato de estreptomicina se halla reé»
lativemente concentrado y también libre de ion cloruro;

10 esta porcidn se conoce por "fraccidn rica” o "fraccién con-
vertida”. Despuds de apare;er por primer; ve; ion eloruro
en el eflusnte (primer indiclio de gue la carge ha "pasado”
a la descarga), £ste contieﬁe una mezcla de los cloruros
y sulfatos de estreptomicine y calcio; y se designa por ”

-

15 fraccién mixta”.. ,
Segin nuestro invento, las fracciones ricas se tra=

tan hasta obtener sulfato de estreptomicina o sulfato de
dihidrostreptomicina finales, o se aplican con provecho en
otra forma, mientras que las fracciones previa y mixtas (o’

20 cualguiera de ellas, sola o en grupos) se utilizan como éi;
solventes para mds complejo de clorurc cdlcico y estrepto=
micina en una vasija de preparacidn de cargas; el sulfato
de estreptomicina contenido en las fracciones previe y mix=

tas reacciona con el complejo de cloruro cdlcico y estrep=

25 tomicina para precipitar sulfato cdlcicoe

La reaccidn que se desarrolla en la vasija de pre~
paraciéh"de cargas en este tiempo puede representarse por
la siguiente ecuacidn:

[(Estreptomicina;3Hél)Z.Caclé] * [(Estreptomicina)2.3HZSQ4]

30 a’complejo de clorurc cdleico "Sulfato de estreptomi-
y est:eptomicina cina
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—> 3 CasO, + [(Estreptomioina.sﬂcl)]
(Parte en so—' Priclorhidrato de (11)
_lucidn y par= estreptomicina, S
te sdlidog

Como en el recipiente se introduce un exceso del
complejo de cloruro de calclo ¥y estreptomicina; despu&s de
desarrollarse la anterior reaccidn (II) hay clorhidrato de
estreptomicina y cloruro cdleico disueltoss

Entretanto; la resina interidnica de la columna se
regenera por procedimientos coirientes pera restituirla al
ciclo de sulfato. Con preferencia, la resine se lava lo ,
suficiente, una vez regenerada; pera que el pH de la lava-
dura finel se aproxime a 4e . ;

La mezcla de carge contenida en la vasija de prep@%
raciény después de la reaccidn anterior (II), se filtra pa=
re separar el sulfato cdlcico precipitadéj y luego se hace
pasar a través del lecho de resina.

La circulacién de material e travds del lecho de
resina se mantiene relativamente constante, a un ritmo aproi
piado para que no precipite apenas sulfato cdlcico en el
fondo de resina,

Durante la tanda siguilente (o cualquiera de las sg&
cesivas), la metdtesis que se produce en la columna de res
gina se represente por la siguiente ecuacidn:

[ Bstreptomioinal3HCl] + E(Estreptomicina.}ﬁcl)zocaclz] +

Triclorhidrato de - Complejo de cloruro cdlcico
estreptomicinag i y estreptomicina

+ Resina, sulfato —» [(Estreptomicina)z.3H280;} + Resina)

Sulfato de
egtreptomicina

cloruro + GaSo4 (III)

(en solucidn
-sobresaturada)

Como antes se ha lndicado, es importante vigilar la
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velocidad de oirculacién del efluente, y tomar medidas para
¥ mantenerla constantes.
El 1fquido que sale de la base de la columna (efluen~
te) se divide en fracciones, como en la tanda primera. Se
5 desecha la fracci&h del agua desalojada. L& fraccidn previa
se retime para emplearla mds tarde como carga 1{quida para
la columna, o como disolvente al preparar una solucidn de
carga destinada a una tanda ulterior. Ia fraceidn rice se '
lleva a un recipiente apropiado, y la frmccidn mixta se transi
10 porta a otra vasija, con objeto de utilizarla mée tarde en
le. preparacidn de una solucién de carga para uns tanda sub=
siguientes.
Es preferible proceder de manera que se consiga en
la fraceidn rica la méxime concentracién posible de sulfato
15 de estreptomicina, y se alcance el rendimiento mayor que se
puedas La restitucidn al ciclo de la fraccidh previa y de
las mixtas no sdlo contribuye a mejorar el efecto dtil, evi-
teando la pérdida de la estreptomicina que contienen, sind
que sirve también para eliminar del sistema, de un modo sen—
20 cillo; una cantidad apreciable de material inorgdnico inde~
seable (calcio) sin introducir ninguna substancie inoportnnal
en el sistema; y sin exponerse a perder estreptomicina al ex-~
traer tal substancia del mismo (poxr ejemplo; precipitanio en
une solucidn de metamol), ) '
25 Para contribulr a lograr y mantener una concentras=
cién elevada de sulfato de estreptomicina, el lecho de resina
se prefiere substancialmente de longitud mayor'que su did-
metros Esto reduce las proporcilones de la dilucidn producis=
da por le mezcla de la solucidn de carga con el agua conte—
30 nida al principio en el lecho de resina. ZEn el modo preferi=

do de reslizacidn del invento, el lecho de resina forma una
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columna de unos 10 pids de alturae
} Esta metdtesis interidnica de complejo de clorato
de cdlcio y estreptomicina o sulfato de estreptomicina ha
resultado ser practicable con soluciones acuosas concentra—=
5 das del mencionado complejo, que contengan no menos de
390.000 unidades por mililitro de estreptomicina base para
la tanda inicial, y no menos de 420,000 unidades por mili=
litro de esteptomicina base para tandas sucesivas.
Al preparar sulfato de esteptomicina final de la
10 fraccién rica de la columne, el sulfato cdloico remanente
(es decir, el disuelto aifin en la solucién acuosa) se preci~
pita por adicién de metanol a la solucidn; y luego_sé fils
tra ésta para retirar el precipitadoe. E1 filthe se agre-
ga despufs lentemente & metanol, y entonces precipita el.
15 sulfato de estreptomicinae Esta solucidn se'pasa por un
filtro o une centr{fuga, y la pasta retenida en el filtro;
después de seca, es el sulfato de estreptomicina final.
Cuando se prepara y aisla un sulfato de dihidros~
treptomicina de la fraccidn rica de la columna, esta fraccidn;
20 una vez separado por filtracidén el sulfato cdlcico que haya
precipitado, se hidrogena convenientemente, empleando hii
drégeno & unas 20 libras de presidn manométrice y un cata=
lizador adecuado, como dxido de platino. Después de filtrar
para eliminar el catalizador, la solucidn se trata con mes
25 tanol para precipitar el sulfato cdlcice remanente, se fil-
tra para separar el precipitadoi ¥y luego se aflade metanol
y unos cuantos cristales de cebo para precipitar el sulfato
de dihidrostreptomicina contenido en la solucidn. Esta so=

lucién se pasa seguidamente por un filtro o una centrffugaj
30 y la torta del filtro, una vez desecada, es el sulfato de
dihidrostreptomicinge finale
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trar las formas especi{ficas de realizacidn del invento,; pero
debe entenderse que estos ejemplos no han de considerarse
como limitativos del invento en modo alguno.

5  EJEMPIO A.=

Piepg;acign de la columna.

Una columna de vidrio de 3 pulgadas de didmetro se
cargd con 7 litros de la resina interanidnica Amberlite IRA-
400 (fabricada por Rohm & Haas Company), en el ciclo de clo-
10 ruro; Ia altura de la capa de resina era de 5 piés. '
Se pasd por la resins en corriente descendente una
gsolucién acuosa de dcido sulfdrico al 5%, hasta que el 1{-
quido efluente de la resina salid esencialmente 1libre de io~
nes cloruro., Iuego se lavd la columna con 40 litros de aguaj
15 de arriba"abaj63 seguidos de una solucidn acuosa de hidrdxido
sédico, de abajo arriba, hasta gue el efluente de la columna
salid esencialmente exento de iones sulfato. ILa resina se
lavd con 40 litros de agua en corriente descendente, y luego
con solucién acuosa de dcido sulfifrico al 5%, en igual sen=
20 tido, hasta que la resina estuvo esencialmente en la foma gde
sulfato. Cada una de estas corrientes se pasé a razén de
450/ml/minuto, Iuego se lavd la resina con agua; de arribe
ebajo; hasta que el efluente did un pH de 2;7 y reaccién ne-
gativa de iones cloruro y sulfato; y volvié a lavarse la re=
25 sina en sentido inversoj se deJ§ sedimentar, y el agua se de-

j& escurrir hasta el nivel del lechos:

Tands iniciale

La solucidn de carga estaba constitufda por 6,58 li~
tros de complejo de cloruro cdlcico y estreptomicina disuel—~
30 t0, con una concentracidn aproximada de 217,500 unidades de

estreptomicina base por mililitro., Esta concentracién se men<
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cicna a veces més adelante como u/mle

La solucidn de carga se pasdé de arriba abajo a tra4
vés de la resina, a razdn de unos 130 a 140 mi. por minutoy
lo ocual prpporciOné un tiempo de contacto superficial de SC
a 54 minutos. Después se pasd agua a la misma velocidad; ¥
prosiguid la operacidn hasta que el peso‘especifiéérdel
efluente volvid a ser de 1,00s Se retird una fracoidn de
agua desalojada, y luego otras 17 fracciones numeradas, cada
una de alrededor de 900 ml.; seguides de una fraccidn final
de 7300 mililitrose

La fraceidn de agua desalojada y las fracciones 1 y
2 no contenfan estreptomicinae ILas fracciones 3 y 4 conte-
nfan estreptomicina velativamente dilufda, y la concentra-
oibn en la fraccidn 4 era de unas 105.000 u/mle ZLas frac—
ciones 5 a 9 eran ricas, substancialmente exentas de ion clo-—
ruroe Una dg ellas tenfa una“concentracién no menor de unos
215,000 u/mle Reunidas, dieron une concentracién aproximade
de 197,000 u/mle La penetracién de ion cloruro se produjo
en la fracecidn 10;'de modo que las fracciones sucesivas 1l a
14 fueron las mixtas; La copcentracién en la fraccidn 14 era
muy baja, de unas 3.600”u/h1.‘ En las fracciones 15 a lé; la
ooncentracidn de estreptomicine fué todavie menof.

No se encontraron dificultades hidrdulicas en esta
tanda; 10 cual demuestra que no habdfe precipitacidn aprecia-
ble de sulfato cdlcico en el lecho de resina, en estas con~
diciones de circulacién, que pudiese intefrumpir el paso de
1fquido a través &el lecho mientras en €ste se desarrollaba
la reaccidn (I) antes descrita. El sulfato cdlcico préoiJ:
pitd en muestras de cada una de las fracciones 4 a 12, des=
pués de dejarlas en reposo por separado;

Las fracciones ricas 5 alp se trataron para obtener
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sulfato de estreptomicine final del modo ya descritoy, y
dieron un producto anhidro con una potencia de T44 u/mg.
Segunda tanda..

La columné‘;ﬁpleaaa para la tanda primera del ejem-
plo A se'regeneré mediante lavado con una solucidn acuosa de
sulfato sddico al T# (grado de reactivo); de arriba abdajo, ’
a 460 ml, por minutoinhasta que el efluente did reaccidn ne=
gative de iones cloruroe A continuacién se lavé con agua,
de arriba abajo, & razén de 460 ml., por minuto, hasta que
el efluente did reaccidn negativa de iones sulfato. Luego
se lavd la resina en sentido inverso, se dej6_sedimentar; y
el agua se hizo escurrir hasta el nivel del lecho.

La solucidn de carga se prepard en un recipiente
adecuado reuniendo las fracciones 3, 4, 10, 11, 12; 13 y 14
de la tanda inicial; las dos primeras contenfan sulfato de
estreptomicina a concentracidn relativamente baja, y las
demds enumeradas eran las mixtas y contenfan uns mezola de
los cloruros y sulfatos de estreptomicina y calciosi A eg~
tas fracciones reunidas se afiadieron 2,05 Kgs. de comple=
Jo de calcio y estreptomicina, y agua suficiente para com-—
pletar T7;0 litros. Precipitd entonces sulfato cdlcicoj se=
gin indica la reaccidn (II) antes descritae Esta solucidn
se £11tré luego para retirar el prévipitado. EL filtrado
tenfa una concentracidn aproximada de 254.000 unidades de
estreptomicina base por mililitros. Se pasaron en corriente
descendente 6,5 litros del filtrado a través del lecho de
resina, del mismo modo y & velocidad igual que en la prime;
ra tandae No hubo dificultades hidrdulicas, lo cual indica
que mientras se desarrollaba en el lecho de resina lavreaci
cidn (III) antes descrita, no se produjo precipitécign apre;

ciable de sulfato cdlcico en la resina, en estas condicio=
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nes de circulacidn, que pudiese interrumpir el peso de 1f=
quido a través del lecho de resina. 7
Se tomé una fraccidn de agua desalojade de 2,000 ml.y
seguida de seis fracciones de 1.500 mle. y de dos fracciones
5. (Ty é) de 2,000 mle y 4,000 gl.; respectivamente, Las fracs
ciones 3y 4 ¥ 5 eran las ricas, substancialmente exentas de
ion cloruro, y contenfan reunidas sulfato de estreptomicina 
a la concentracidn aproximeda de 220.000 unidades de estrep=
tomicina base por mililitro. Ie penetracidén de ioﬁ cloruro
10 se produjo en la fraccidn 6, de modo que &sta y la 7 eran
las mixtas, w
Las fracciones ricas se trataron para ovtener sul-—
fato de ;streptomicina final del modo ya descrito. las
fracciones mixtas se retuvieron para una tanda subsiéuiené
15 tee
EJEMPIO B.=

Preparacidn de la columne.

Una columna de vidrio de 10 pids de altura y 1 pul=
gada de diémetro se cargd con 800 mle de la resina interid~
20 nice Amberlite IRA-410 (fabricada por Rohm & Haas Company)e
Le resina se dispuso en el clelo de sulfato lavéndola con
une solucidn acuosa de sulfato sddico al 7% (grado de reacs
$ivo), en corriente ascendente a razén de 52 ml. por minuto,
hasta que el efluente no presentd indicio alguno de ion clo=
25 ruro (por enséyo visual con nitrato argéntico)s ILa resina
se lavd despuds con agua; de abajo arriba, al ritmo de 52
ml., por minuto, hasta que el efluente no dié indicios de
ion sulfato (por ensayo visual con cloruro bdrico), Se de-
jé sedimentar la resina, y la columna se dejé escurrir hasta
30 el nivel del lecho, que, una vez sedimentado, medda unos 5

piés de altura.
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Tanda iniciale.
} Ia solucidn de carxga consistid en 940 ml, de una
solucidn acuosa de complejo de cloruro cdlcico y estreptqmii
" eina; con una concentracién aproximada de 371.000 unidades
5 de e streptomicina base por mililitro. Esta solucidn se pa—~
sé de abajo arriba sobre la resina a razén de 27 ml, por miZ
note; 1o cuel did un tiempo de contacto superficial de 296
minutos. v
La primera fraccidn, de 500 ml,; era esencialmente
10 . de agua égsalojada. Le segunda, de 300 ml., era la ricaj
de sulfato de estreptbmicina substanciglmente libre de clo-
ruro, con una potencia de 266.000 u/ml. Las fracciones
tercera y cuarta; de 80O y 300 ml,; respectivamente, eran
las mixtas,
15 La fraccidn rica se tratd para obtener sulfato de

estreptoﬁicina final del modo antes descritos

Segunda_tandaq

Una columnsa auplicada, preparada a2 semejanza de la
columna empleada en la primere tanda de este ejemplo ﬁj se
20 cergé con una solucidn dividida en dos partess La primera
consteba de 750 mls de la fracoién 3 de la tanda inicial
(con una concentracién aproximada de 303.000 u/ml.), que se
hizo pasar hacla abajo sobre la resina a 1a misma velocié
dad de la tanda iniciale 8Siguid luego la segunda parte;
25 compuesta de 280 ml. de la fraccién 4 de la tanda inicialf
a la que se agregaron 195 ge de complejo de cloruro de cal;
clo y estreptomicina, con una concentracién resultante apro=
ximada de 365.000 u/ml. Se afiadid hidréxido ecflcico para
ajustar el pH de la solucidn a 5,0, y luego se filtrd la so-
30 lucidn para separar las seles célcicas no solubles, en pri=

mer término sulfato célcico. E1 filtrado se pasé en corriens
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te descendente sobre la resina al mismo ritmo que la tanda
inicial. Le primera fraccidm, de 450 ml. era esencialmente
de agua desslojada; la segunda; de 400 ml., era la rica, de
sulfato de estreptomicina substancialmente exentg de clbrui
ros, con una potencia aproximada de 238.000 u/ml. La ter=
cera, de 800 ml.; era la hixta.

¥o hubo dificultades hidréulicas con la tanda inic
ciel ni con la segunda, lo que indica que no preeipitd sul-
fato cdlcico en cantidad apreciable denfro del lecho de re—
sina,

EJEMPIO Co=

Piéﬁafacigngge la columnsa,

Una columne de vidrio de 1 pulgads de didmetro y
unos 20 pids de longitud se cargd con 1,550 mle. de resina
interanidénica AMBERLITE IRA-400 para disponer un leeho o
capa de 10 piés de éifuré{ La resina se regenerd con doi~
do sulfrico normal, gue se hizo circular de arriba abajo a
razdn de 100 ml/minuto, hasta reducir a una proporcidn in=
significante el ion cloruro en el efluente. Ia resina se
lavd despuds con agua, de arribe abajo; a razdn de 140 ml/
minuto, hasta hacer subir el pH del efluente & 3,1 poco més
o menose E1 lecho se fluidificd, se dejd sedimentar y se

escurrid hasta el nivel del mismo,

Tenda iniciale

iﬁ édluciéﬁ &e carga se prepard disolviendo 500 g.
de complejo de cloruro célcico y estreptomicina en agua su=
ficiente paraobtener 1300 mle de solucidn. 8e ajustd el pH
a 4,5 con hidrdxido cdicico, y la solucidn se £iltrd para
eliminar sales insolubles, como carboneto cdlcico), intro=
ducido en concepto de impureéa con el hidréxido cdlcico,

Del filtrado, con una concentracidn aproximade de 369,500
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u/mi.; se paseron en corriente descendente 1200 ml, sobre
la resina, empleando una microbomba en funcionamiento con;i
tinuo para mantener la circulacidn al ritmo de 45 ml/minuto.
Esto proporciond un tiempo de contacto superficial de 34,5
minutos. Agotada la solucidn de carga, se hizo pasar agua
a través de la columna.

Le primera fraccidn, de 750 ml., era esenciaslmemte
agua desalojada. ILa segunda, de 250 ml., contenfa sulfato
de esireptomicina en cantidad relativamente dilufda (unas
1664000 u/ml)s La tercera, de 750 ml;} era la fracéi6n,ricg
de sulfato de esfreptomicina substancialmente exegﬁa de clo-
ruros, con una potencla aproximada de 339,000 u/ml. ALas
fracclones cuarta y quinta, de 500 y 250 ml;} respectivamen-—
te, eran las mixtas} y contenfan aproximadamente 270,000
w/mle y 63.600 u/ml.

Segunde tandﬁ.

Se regenerd la misme columna empleade pars la tande
iniciel de este ejemplo C, como se hizo para le tanda ini=
ciale

La solucidn de carga se prepard em un r ecipiente
adecuadof reuniendo las fracciones 2, 4 y 5 de la tanda ini-
cial del ejemplo C y afiadiendo 500 g. de complejo de cloruro
cflcico y estreptomicina, ajustando el pH a 5,5 con hidrd>
zido cflcico y filtrando; y afiadiendo agua suficiente para
que el filtrado dlera 14350 ml. de solucién de carga; que
tenfa uns concentracidn aproximada de'336;000'u/hi. Se pa=
saron 1300 ml. de esta solucidn, de arriba abajo; sobre. la
resine, empleando la bomba como en la tanda inicial; y man=
teniendo el mismo ritmo de circulacidn que en la primera
tanda. Agotados los 1300 ml. de solucidn de carga;”éé;;nir

ministré agua a la columna,
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La primera fraccidn, de 750 ml., era esencialmemte
agua desélojada. La segunda, de 250 mle., contenfa sulfato
de estreptomicina ;n cantidad relativamente dilufda (unas ,
170,400 u/hl;)} La tercera, de 850 ml., era la fracoidn ris
ca de sulfato de estreptomicina substancislmente exenﬁa de
cloruros; con una potencia aproximada de 295.500 u/mle ILas
fracciones cuarta y quinta, de 500 y 250 ml., respectivamente,
eran las mi;tas; que contenfgn alrededor de 238,000 y de
464500 u/mls,; respectivamente.

Tercera tandae

La columna utilizada para las tandas primera y segun—
de del ejemplo C se regenerd andlogemente a lo descrito pare
la tenda inicial; pero empleando un lavado acuoso mds pro-—
longado para ajustar el pH del efluente a 3,15 poco més o
menos. Después de dejar en reposo durante la noche, el pH
del 1fquido efluente del lecho de resina habfa ddsminufdo;
de modo que el lecho se volvid a lavar para elevar el pH del
mencionado efluente & 3,0.

la solucién de carga se prepard en un recipiente ade-
cuado, reuniendo las fracciones 2, 4 y 5 de la segunda tanda
del ejemplo C y afiadiendo 570 g. de complejo de cloruro cél=—
cico y estreptomicina, ajustando el pH & 5,5 con hidrdxido
de calcico, y filtrandoe. La torta del filtro se lavd con
agua; y el filtrado y los 1{gquidos de locidn se reunieron para
elevar el volumen de la solucidn final a 1300 ml., con una
ooncentracidn aproximada de 450,000 u/mls La torta seca pe=
s8 34,1 gramos, h

La columna se tratd como en las tandas anteriores
de este ejemplo C, empleando 1,200 ml. de la solucidn como
carga, j luego agute |

La primera fraccidn, de 750 ml.; era esencialmente
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agua desalojada. La segunda, de 250 ml., contenfa sulfato
de estreptom}cina é concentracién apreciable (alrededo: de
215,000 u/mle)e La tercera, de 750 ml., era la fraccidn
rica de sulfato de estreptomicina substancielmente exgnta de
cloruros, con una potencia aproximada de 355.000 u/ml, Las
fracoiones cuarte y gquinta, de 500 y 250 mle) respectivas
mente, eran las mixtas; y contenfan alrededor de 272,000 y
de 564300 u/mle), respectivamenté.

Cada una de las fracciones que contenfan estrepto-
micina en las distintas tandas de este ejemplo C se ajustd
a un pH de 4,5 con hidrdxido de calci&. -

Finguna de estas tandas del ejemplo C did precipi~
tacidn aprecisble de sulfato cdlcico dentro del lecho de
resine, y la bomba sirvid eficazmente pars mantener la velo-
cidad de circulacidn del 1fguldo a travds del lecho de re—
sine al nivel degeado, vencienﬁo cualquier tendencia a des=
cender a medida gque avanzaba la tanda.

EJEMPIO Do- . _

Sulfato_de dihidrostreptomicinas

Partes de fraccliones ricas de las columnas tratadas
conforme se describe en los precedentes ejemplos A; ByC
se hidrogenaron para producir sulfato de dihidrostreﬁtomicié
nee El procedimiento empleadoc para su preparacién y ais—
lamiento fueron los ya descritos en esta memorie.

La valoracidn con maltol dél producto finel o refi-
nedo; obtenido de fracciones ricas de diversas tandas, did
1,9 a 2;5 u/mg.y; lo cual indica que en el producto no guedaba
précticemente sulfato de estreptomicina no hidrogenado. Ios

cloruros eran menos de 0,1%, y la ceniza sulfatada oscild

‘entre 0,00% y 0,16%. Solucilones del producto equivalentes a

200.000 unidades de estreptomicinavbase por mililitro eran
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claras en todos los casos menos en uno, en gue se observé un
ligero. enturbiarisento. La escasez de cenizas y la claridad
de la solucién son indicios de ausencia de cualquier canti-~
dad apreciable de sulfato cdlcico en el pr@ducto;

CONCLUSION.= |

Segﬁﬁ resulta evidente de lo expuesto, nuestro pro-
cedimiento es sencillo y econdmico y sirve para convertir
directamente complejo de cloruro célcico y estreptomicina en
sulfato de estreptomlicina. Se utilizan en £l concentracio-
nes elevadas del complejo, y'se obtienen concentraciones ele=
vadas del sulfato, sin dificultad; no hay apreciable desper=
dicio o pérdida de estreptomicina, por lo que la eficacia del
procedimiento es grande. ZE1l subsiguiente aislamiento del
sulfato de estreptomicina, o la hidrogenacidn directa de la
solucidn de esta sal ¥ el aislamiento del sulfato de dihi-~
drostreptomicina se facilitan por no introducirse productos
que compliquen las separaciones ni den ocasidn a pérdidas

epreciables.,
———=== N o0 =o A fmmme——

Se reivindica como objeto de esta patente:

le= Procedimiento quimico para convertir el complejo
de cloruro célcico de un antibidtico en la sal sulfatada co=
rrespondiente, que comprende el contacto de una solucidn acuo=
sa del complejo de cloruro célcico con une resins interanid-
nica en el ciclo de sulfatos

2¢= Procedimiento segiin la reivindicacidn 1, en el
que el antibidtico empleado es complejo de cloruro cflecico 'y
estreptomicinas | |

3= Procedimiento segéin la reivindicacidn 1; en el
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que el tiempo de contacto es insuficiente para que pre-=
cipite sulfato cdlcico dentro del lecho de resina.

4.- Procedimiento segfn la reivindicacidn 3, en el
que el tiempo de contacto estd comprendido entre 15 y 60 mi-

5 nutos.

5= Procedimiento segin la reivindicacidn 1, que
comprende precipitar el sulfato célcioq del efluente des=
pués de salir éste del lecho de resina; filtrar la solucidn
para eliminar el sulfato cdlcico precipitado, y recuperar el

10 filtrado para aprovecharlo como provisidn de sal sulrfatada
del antibidtico.

6o- Procedimiento segiin la reivindicacidn 5, en el
que el sulfato cdlcico se precipita afiadiendo metanol al
1fquido efluente.

15 Te- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, en el
gque la resina interanidnica es una resina permuta caniones
fuertemente bdsica en el ciclo de sulfatos

84— Procedimiento segin la reilvindicacidn 2, que com=~
prende recuperar el lfguido efluente en fracoionés separa-

20 das, obtenlendo una fraccidn rica de sulfato de estrepto—
micina en solucidn acuosa substancialmente exenta de iones
cloruro, y una fraccidn mixta que contiene una mezcla de
los clorurcs y sulfatos de estreptomicina y calcio; mezclar
la fraccidn mixte con mds complejo de cloruro y estrepto=

25 micina, a fin de preparar una nueve solucidn de carga para
la resina; filtrar la solucidn de carga adicional para eli-
mingr el sulfato célcioo,preoipitado, y poner en contacto
el filtrado resultante con el lecho de resine en una tanda

giguientes. _
30 9.% Procedimiento segin la reivindicacidén 2; en el

que la solucidn acuosa de clorurc clecico y estreptomicina
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tiene unsa concentragidn aproximade de 100.000 a 500.000
unidades de estreptomicina base por mililitro.

10.— Procedimiento quimico para convertir el com-—
plejo de cloruro cfleico de un entibidtico en la sal suls

fatada correspondiente.

Esta memorie consta de veintidds péginas; escritas

POTr une s0la carae.
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