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MEMORL A DESCRIPTIVA

para solicitar.
PAYTENTE DE I‘JVE\?CIQN
en
ESPA Na
por = VEINLE .aﬁos )
& noubre de ANERICAN CYAii'AIﬁID GQMP}*&\TY, entﬁid’ad'nm'tegmericaﬂa;,'ﬁ'

establecida en 30 ch'cke’feller \Plaz'a.\, Nueve York, N.¥., Es*téf-'t

dos Unidos de A.mérica, por:

Ol ZETOLO DB REEMION BE TLTRACICLINA”

Esta invencién sg refiere & la refinscida oF
la purificaecidn de 19. fe@racié}iﬂa; Més particularmente, e
presente inveneién ée rﬁkiere~ ﬁ un Aproceso de recuperacién ‘
- me,,cr_a,do' pa.ra la extraccaéu de. tetraciclina de moetoa ﬁs far-l

mentacidn o &e sold.&os q‘v.e cont.:.enen tetraczclzn& m aeoeia-—
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Se han encontrado con81derables dificult ades paurs desarro-

llar procesos de refin301on practlcables comer01almsnte pa-

ra le reecu peraclénfd $raeicline de mostos de fermentacidn.
Podria‘supbnerse pdr B8 semejanzas estructuralss que exis-"
ten entre lé;clorbtef?ﬁéigliné y lu tetracicline que los ;
proceédimientos de purific&qién'que son satisfactorios pa-
ra la refinacién~de*ié'claréﬁatraciclina lo serian ta.vién
parabla refinaeiéﬁLde'la tétréciclina. Conffariamente a lo
esperado, sin embaroo, ésto no he resultado ser siempre asi.
Cuando la tetraciclina se recupera por uno de lcs mejores
procediwientos dssarrplladas-para la recuperacidn de la clo—
rotetracicline, es deeir,:pcr:el procedimienﬁo descrito en

la patente americana‘ndmero 2;655.535, de Pidacks y colabo=-

radores, que impiic& ila exﬁraccién de la clorotetracicline

del mosto de fermentaaién con butanol normal & un pH de 1,3

aproxi madunente, segulda de la concentraci éna €l exiracto

de buvarol ¥ la recuner301én ae la clorotetracicliina del wis-~

mo en Forma de sal écaéa, se ha vigto que se ootienen recu-
peraclones ouy bagas &el orden del 20%, de productos miy
mElos. Al parecer,. vsta $-1:} éebe a que en la reC“peracién
'de le tetraciclina del exﬁraﬁ%e de buvanol deido, se prodﬁ-'
ce una gren debradacién de la tetraclcllna v la formacidn
Vﬁgrlmpurezas HALY colorea&as que se recuperan juhto con ;a“

a o i

tetraciclina. Four 00L31gu1en§ , el proceso Ge Pidacks y.co-

laboradores no se puede usar pars la refinacidn ue lu te-

tracicliina.

presente invencién comprende:una

- Egencialmente,:
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extraccidn por disolvente de la tetracicline de solucionén‘,
acuosas tales_cbﬁo mes tos de fermentacidn, o de sdlidos que.
cortlenen tetraéiclina eh asociacidn con lmpurezas de feruen-
tacidn, por el usé de un disolvenie orgénico, td como buta;
nol norual o'metil-isobutil~cetona, por ejemplo, en pregen=
cia de un oompuestd'de amonio cuabernario seglin se describe
més adelante. La tetracicliha ge disaelve en la fase disol-
vente orgénica y puede aislarse'de eila por cualquiera de los
diversos procedimientos gue SQ enumeran mds detul l: damenie

& convinuvad én pra proaucir altos rendimientos Ge tetraci-
cline de celidad fermaceftiocs.

La~presen€e invencidn se realiza preferihleiien—
te ajustandc prinefo gl nosto de feruentacidn z uvn pH de
G,5 & 3,0 y, preferivlemente, de 1 & 2, para solubiiizar
la tetracicline puesto que toda ella no estd disuelita en
el mosto-fermwentado. ?araveéﬁe fin se puede ewplear cual-
guier &cido minerel fuerte, &l como Hoido ciorhidrico, &ci-
do sulfirico, o ééidg fostérico. El mosto acidificedo se fik-
tra después para:sepa;ar'la tetraciclina solubilizada..cdmo>
una meie cbpsiderable de la actividad quéda en la_fori& de
filtracién, se recupefa aq&ella éxtrayendo la terie coﬂ.agua

.acidificada a uﬁ'pH'de gpré#imadamente 2,0+ Los filtrados |

se Juntam luego para seguirlos tratando.

Es necegario ajustar la concenbracidn del csl-

cio enr e. moso o la del filtradc antes de extraer la tetra—

o e i L R

ciclina con el disolvente orgdrico. Se ha visto que la canbi-
dad de czicio en el sistema es bastante critica. Ord naria-

menie, el calcio &gba[sgpararse para evitar la formacidn de L




un pesado pru01§1tadp de tatr&clcllna durante la operacidn
de exuraccidn el cual no es féeilmente disuelto por el di-'
solvevue. Por ¢t ra parte, na se puede exﬁfaer tetr301cllna
pura en el leolventa orgénico 81 no hay presentes liones- de
calcie. Al plrecer, ae fcrma un complefo de idn calcio,
ﬁetraclcllna v campue@to de anonio cuaternarlo que se ex-
trae fé01*mente en 1a fase disolvente. Aiortunadumenu

hemos descubierto que lasg eantlaaaes ex0931vas de’ 1onea ae
calcio se pueden separar del ‘sistema por preclpitacién en
forme de oxelato célcio sin que se separe,,61n embargo, de~
masiado qélcio. Parece ser»qﬁe la solubilidad del oxalato
cdlcio .en ‘laso:snéicio‘hes: d@. proceso es ta que guedsa en
sclucién vestante caleio para former el complejo soluble
en el disolventé orgénico ¥y que se ovtiene una extraccién>
mucho mejqr‘que la que Sé;ﬁrcduciria si se quitase todo el
calcio. El exceso de cslcio se separa aiiadiendo deido oxéli-~
co u oxalato aménico bien directamente en el mosto o e él
filt rado del mosto o bien en la solucidn acuosa de la cual
se desea exiraer 1a tetraslcllna.

B fll rade écido descalcificado se mezela das~
pués con unsa cantiaad apropiade de un compuesto de gmgnme»”
cuaternario, ééﬁo es, con un halwro de alquil-trimetil-aﬁé-

‘nio o un haluro de dimlquil-dimetil-amonio, y un disolven-
te crgénimo,tal.cqméfﬁutanéi’normal, o preferiblemente me-
til-isobutil-cetona, y el pH del filtrado se ajusta dentro
de la zone de pH de 8 & 12 y preferiblemente de 9 & 10, por
ls adicién de hidréxido sbdico. Da tetraciclina pasa de le
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fase acuosa & le fate disolvente. ILa disiribucién de la
tetraciclina se reelize preferentemente en el disolvente

orgénico, de manéra que o pequeuo volumen de dlsolventeA'

con respecto al volumei acuoso “pasta para al'trasﬁaao C Om=—=

pleto. En genersl, hemoavhailado que se puede user aatls—
factorizmente une cantidaa ﬁe disolvente orzénico eompren—
dide entre alrededor de 5% y alrededor de 50%. Preferivle-
mente, se usa de aproximademente 1l0% a eproximadamente
20%, pero elflimite*guyeribf viene fijado lnicamente por
consideraciones de coste. La fase disolvepte que cbntiene
la tetraciclina se separa luego de le iase acucsa ‘gue con-
‘tlene‘las impurezeas -de fermgntacion por medios corrientes,
| Se pueden usér diwersos disolventes orgénicos

en la operacidn dé'exfracéiéﬁ.-SOn disolventes preferidos
los alcoholes aliféticos‘iaiefiorea que no son miseibles
con el 2eue talesidoﬁo bﬁfaﬁol, alcohol amilico, etc.,
tarbién podemos. usar’ dlsolvenues tales como el clorofor-
mo, En general 1os dlsolventes preferiaos son orgénicos,
polares e 1nmisczbles con el agua. Le metll-lsobutil-oetana
-es un alaolvente Y preferldo puesto que ‘se ha viste que
CE extremadaﬂente selectlva en su facultad pare extraer i
le tauraclclina ael filtrado écxao acuoso NG para de3ar

1as 1mpurezas en 1& fase &ODOS&.

Hemas enco ’rado que los compuestos de amo-

-nio cuaternurio eon C1&Qs'gor el nomnre ce "Arquads® son

partlcukarmenta a\_c&ee, %emo soportes pare el prceceso de

extracec én por:’z&f&Vantas que aqmi se describe Como se

ha 1na1¢aao an stos compueatogrson cloruros




de elquil-trimetil-amonio o cleorurcs de dialguil-dinetili-
amonio v se pueden.representarvpor la férmula R-H(CH3)3GI
o R,R! —N(GH3)201, en iés cugles R es un grupo de cadena
larga que tiene por lo meﬁos 8 &tomos de carbono. R' puede
ser un grupo alquilo que tenga de 2 a 20 4tomos de carbono.,
Estos CQmpuestoé’de amorio cuaternario parti-

culares son vendicos en el mercado por la Armour Cowpany ba-
Jo'la marce regisitrada de "Arguad!. Existen diversos compﬁes—
tos de esta clase que se difersncic en cuante a la longitud
vy 8l maero de grupos alguilo de cadena lerga unidos gl dto-
1o de nitrégeno. En el cu&dro'siguienﬁe se G4 una lista de al-
gunos "Arquada! repressnietivos existentes en el comercio ¥y
gue pueden usarse ventacsamente cn la realizecidn de la pre-
sente invencidn:

Composicidn media de ingredienties activos de diversos

Arquads (2)

Grﬁpo sus- Dongitud Arquad Arquad Arquad Arquad Arguad Arguad Arquad
iy :

tituyente  de la ca- 12 18 ¢ 8 ) HT
deng de :
carvono.
Octilo 8 - - - & - 8% -
Decilo 10 - - - % - % -
Dodecilo 12 9% - - 47 L .
Tetradecilo 14 Q% - 18% - 184 -
Héxadecilo 16 - 90% 6% 8% 1066 8% 304
Octagecilo 18 - e 9 5% 1% 10% 0%
Cetadecenilo 18 W 4% 1% 55 35% - -
Uctadecadienile 18 - - - - 456 - -

Eg
fae

Mo
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(a) Los "Arquads" 2C y QHTIson cloruros de diaslquil-dimetil
amonio. Todos los demés son cloruros de alquil-trimetil-
amonio. | A

La—ébmpdsigién que nos otros preferimos usar y
con l& cual hemos obtanidollos me jar es resuliados es el
"arquactloe", que se tiene entendido que es un cloruro de
ponoalguil-trimetil~amonio en el que los grupos alquilo con-
sisten en 90% de hoexadecilo, 6% e octadecilo y 4% Ge oc-
tudecenilo, Por @.gﬁna razdn d esconocida, esie conpuesio cua-—
ternario pervicular parece gue 8 especialusnie selective
pera daf un proaucto- de tetraciclina wés purc. La cantidad
de los enteriares compuestos de amonio cuafernario’que ha
resultado ser Gtil e el proces ae extraccidn por disoclivern-
Ltes descriio oscila entre gproximidumente medio mol de cmme-
puesto cuaternario por mol de tatracic;ina vy 3 moles de Cous
puesto cxauefnarlogpor mol de tetraciclina.

El pr%ce&imiento de extraccidn por sopcrte
degerito conduce a&una excelente separacidn e la tetraci-
clina cel mosto de; fezment cidn. Aungue no es completamen-
te ge: urc, es proodmle gque la tétraciclina se encuentre real-
mente presente en la fage disolvente en forms de complejo
ién de calcio-tetraciclina-Arquad puesto que, como se ha
diclio antes, €5 necesuria una cantidad definida de idn de
caleio para que se produzca la extraccidn y el "ARguad' ac-
{48 de Lozmo de unidn para lstetracicline de alsuna mane”ab
desconocida con el fin de faciliter su trasiado desde la

fase zcucsa & la fase disolvente.

-7 -
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,ptros disolventes orgduicos tales como 2-propancl, buivano.

Dgspués ael proeedimiéhto de extraccidn, el exiracto
ue disclvente se puede traxar de diversos 0GOS para aig-
lar de &1 la mecraCLcllna. Uno ae estos tretamientos im-
plica la crlstallzaclén;ugxlQlornlarato de tetraciclina

Gireciasente por le adicidn de un zlcancl inferior o un

alcanol inferior de alcoxi dinferiocr, por ejemplo, 2-etoxi-

etenol, & eguida de acicificacidn con dcido cloriidrico. Ade-

mée de 2-etoxi-etanol se pueden usar en e ste procedimiento

etc,

L1

51 se desea, se puede aiclar tetraciclina neutra del

extracto de disolvente por adicidn de agua y ajuste del pH

dentro de la gamae conprendida enitre 3 vy 7. Bl volumen de
azus no es critico, siewndo satis:aciorie una propdrciéﬁ
de b% a 50% del volumen de disolvente,

Otro procedlqlento de aiclamiento se descrwbe en
la sclicitud de EE,UU, de Mendelsohn y colaboradores, ni-
mero Ge serie 518.961, presentada el Z2Y de Jjunio de 1.955.
B pocas palebras, e ste proceso COﬁsiste-en poner en cén;
tacto un extracto en disclvente orgénicd de tetraciclins,
por ejemplo, butanol norwal, con agus acidulaca & un pH
ce 1,5 a 2,5, Les dos fases se wezclan y se separan y la
sal 4cida de tetraciclina pasa a la fase acuosa, Este ex-
tracto en szua acida se neutreliza luego wmedisnte la adi-
cidn de una base'a un ph de 4 2 8 después de 1o cuval cris-
talize de la zolucidn tetrecicline neutra bruta.

Un procedimiento 959901a*1en e preferido para el

-8 -
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1

aislaniento de tetraciclina del exitructc en disolvente cons-

vituye el cobjeto de 1l solicitud co-pendiernte de Smith,

Mars y wuller solicitvade al tiempo que ésta. Este proceso

conziste en s eparay la tetracicline del extracto en disclven-

te en forma de compuesto de tetraciclina y urea mediante la
adicidn de una solucidn acudsa de urea. Lo mezcla se agita
¥ el pH se ajusta dentro de la zcna 2,5 a 6,0 mediante la
adicidn c¢e uvn &cido apropiad . EL coupuesto de tetraciclina
¥y uwrea se sepzra por precipitacidn, E1l compuesio de tetra-—
ciclina y urea tiene una relacidn molar de tevraciclina a
urea e uno & uno. El compuestc de tetreddcline y urea pus-
de tratarse de diversos modos sexlin se describe enilarso—
licivud de EE.UU; anites mencionada con el fin de recuperar
de é1 le tetraciclina.

Los cristales de entioidtico producidcos por los
antericr es orocesos de aislsmiento coumprenden ordinarismen—
te de Y7 a 100% de tetraciclina pura ueutia y s pucden tra
former en clorhidrato de tetracicline de celidad coirforme a
las especificaciones perivinentes por un seuncillo procesc en

una sola fase gue cousiste en fo:war un lode o papilla de

tetracicline neutrs con buianocl, 2-ctoxietancl y dcide clor-

nidrico.
Le invencidn se describe . &s detalladamente en
unidn e los siguientes e emplos especiiicos.,
_EJEPLO 1
Dos litros de mosto de teitracicliine gue .o en

el aidlisis 5100 zammas por millliiro se acidificaron con

-9 -
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bdeign sulftrico &l 25% a pH 1,8, se agitaron ﬁurante 40
minvios y se filtraron con gruda ds 20C graao% a8 “Hyflo
Super-cel". Los sdlidos se corvirl eron en una capllla
ex 1,5 litros de ague a 4590., se ajusizron a vH 1,89 con
2,5 wililitros de &cido sulfur*co al 25%, se agiteven du-
Ve 40 minuios y e Tiltraron., Los filtrados se junta-
ron, se trataron con 88,2 gramos de oxalato amdnico, se

agltaron durante 30 minutos & la tenperatvra ambiente,

se aslamacenaron a 49C, durante 2 horas y se filtrarcn.

La torte de filiracidn se lavd con EO'mililitfos de agua
vare lograr la recuperacién coupleta de, le actividad. 4
los 2,97 litros de extracto acucso, se aﬁadieron;306 i
lilitros de metil—isobutil—cetona y 15 wmililiitros de clo-
ruro de cetil-trimetil-amonio (Arquead 16) al 50% y la mez-—
cla se ajustd é P 8,86 por tretamiento con 23 mililitros
de FaCil 18X. Desﬁués de agi%arAdurente 20 minuvios, se se-
peraron las vos fases. La fase acuosa se sratd con 10C
miifiiiros de ;etil-isobutilégetona, 6 miiflitros de clo-
rvro de cetil-trimetil-amonio (argued 16) @ 50% y 2 mi-
lili%ros de iaDH 18H pare ajuster el pi a &,8. La mezcla
se azxitd durante 20 minuios, se separd ; la fase acuqéa
ge extrajo coﬁ otre poreidn ce 1CC miiflitiros del mismo -
disclvente. Los exivacios reunidos e aszitaron ccun 40
miiilitros de agua v el lavado wcuoso se serard y se tird.
Se sieciud wn segunde levedo con 4C miliiidros de agua,
usasndo hidrdxido sddico para ajustar el pF a 11,5, antes

de filtrar y seéparar., La solucidn en metii-imobulil-ceions
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lavede con asua 86 extrajo con LZ% wmililisros de 3.U8,

- -

ubilizendo 5 wililitros de foido clorhidrico ccncentrado
pera ajusiar el pii a 1,6. Se realizaron dos extracciones

nds, aca une de ellas con 55 milili: .ros, afisdlende decido
gura asuetar el pH & 1,6. Los extrgctos acu.sos rernidos

aron G0s veces agitdndclos con 20 wililitros de eclo-

n
[]
1~
4
<,
o

roforao. AL exiracto luvadeo se aiistieron 3,5 mililitros
Ge vuiencl y la uwezcle se tratd con 1C pramos de "Versene"
( sal tewr sédica del £oi&o t leno-@ianina-tetra-acético)
ai 80% pars obtener un gH de 5,8. Despuls de enveecimlen—
to durarte 6 horas a la temperatura aiblente 16 horas
& 42C., el producto se L£iltrd, se lavdé dos veces can Y
mililitros de "Versene® al 5%, se ajustd a pE 5,8 con FC1,
ge lavd dos veces con 5 mililitros de agua y se secd en
el vacio a 402C, Se obtuvo un.rendlm-euqo de 6,55 gramos
de tetrucicline neutra que en el ardiisis did 1032 saimas
por i fsranc.
EJELPLO 2

Dosg cientos éetenta y ocho litros de wmosto de
teiraciciina que did en el anflisis 4450 gemm:s por mili-
litro se ajustaron a pH 1,8 por L. adicidn de Jcido gul-
férico concentrado, se trataron con 1,8% (pes/vol lumen) de
oxalato amdnico y se filtreron wediunte el weo de un auvxi-

lizr de la filtracién (Hyflo). La Lorte de filtracidn se

voivié & convertir en papailla en un voluvuen de Beue & 4590.3

mluad del volumen &el mosto, se reajustd & pi 1,8 y se

filtrd. Los filt rados reunidos se trataron con 2,1 eguive-

- 11 -
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lentes Ge cloruro de cetil-trimetil-ei.ouio (Arquad 16) (Fo-

mando coio base el contenido de tetraciclina) y 12% (volusen/

voiumen) de metil-isobutil-cetons. La mezcla se ajustd a pH 5
1¢ con sclueidn de hidrdxido sddaico @l 50%, se agitd duran-
30 winutos y se dejd sedmentar dvrants 30 minutos, paw

safo cuyvo Liempo la fase disolvente se decantd, se Tiltrd

ge 1lavd con 20% de su volumen de agua & oH 10. Una vez
separaca el agua, guedaron 32 litros de extracto. A 1 litre %
del extracto se aﬁa&iercn,300 mililitros de 2-stoxi-stanol
y 145 mililitros de &cido clorhidrico concentrado para adus-
tar el pH e 1,8. La mezcla resultante se «nvejecidn con agi-
tacidn durarte 48 hores a la tenperatura ambiente. Los cris—
tules de ciorhidrato .de tetraciclina se filtraron, se lavarcn
con G,5 (volumen/volumen) de disolvente nuevo de la uisua
couposicidn que las aguas madrés, luego con 60 mililitros de
2=-propeiiol ¥y, finalmente, con 60 miiilitros de bdter. El pro-
cueto se secd en veelo auxante 4 haras & 5CyC, para dar
i¢,9 gra.os de clorhidrato de tetruciclina ¢ rudo gue en el
andlisis acusd 904 gammas por milisraso, lo que representa .

un rendiuiewto de 69,5% & partir del mosb.
EJENPLO 3

Une pox clon ﬂe 200 mlllil ros de extracto ﬁe motile

isobutil-cetona @arificado (preparado como en el Egsmplo 1)

gque dube 40,500 genmes por mililitros se tratd con 32 wili- £
litros de solucidn acudsa.satﬁrada de urea y 3¢ mililitros
de agua, Se anadlé uo1do clorniurlco concentrado para reog—

Jar el pH desde 9,0.a 545 La.mezcla se co@ggé en un ssitador
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rotatorio duraunte 16 horas, se ajusté el pH a 3,0 por

3 2,54 d durant
nveve adgicidn de dcido clorhfdrico y se &, itd durante
tras 45 horas ué recivitd Tiltrsd
otras 4 horas mas, El producto gue preciziiso se 11l ’
se luvd con asue vy se secd en el vacio & 50¢C. Se obtuvo
un rendiziento de 7,80 gramos de compuvesto de tetracicli-
na v urea que en el andlisis didé 938 semuswas por milfgra-
mo, lo gue repgresenta 90,3% del rendimlento calculado.

o]

Esta solicitud, que coriesponte & la prese
teda en Estados Unidos de América el 11 de iiayo de 1.956,
bajo el nimero 584,169, se acoge & los benslicios del ar-

ticulo 51 del vigente Estatuto scbre Propiedad Industrisl.

=0 =C =, N O T A .=0=0=

Los puntos de invencién propia v nusva
que se presentm pare que sean obleto de esta Patente de
Invercidn en Espana, por VEINIE afios, son los siguientes:

19;- Un método de refinacidn de tetraciciie
na gue ineluye la acidificacidbdn Gel mosto de feruentacidn
nIra solubilizar'la tetraciolina'contanida e &1, las ope-
raciones gue comprenden ajustar el contenido de idn dGe
calcio con el fin de;reducif 1é concentracidn del idn cde
calclo, afiadirle un compuesto de amonio cuaternzrio ele—

¢ido dsl grupo gue forman los haluios de alguil-trimetil-

-13 -
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amonio y log heluros de dialqvil~dime%il—amonid, ajusvar
el pii de la solucidén acucse entre § y 12, extraer la te-
traecicline de la solucidn acuosa con un disolvente orgé-
nico y aislar despuds le tetraciciina del extracto de
disolvente orgénico. |

22 ,~ E1 método de acuerdo con la reivindica-
cidn 1 en el gue el disolivenie orgénico es un alcohol
alifdiico inferior.

3¢ .- E1 mdtodo de acuerdo con la reivindicacién
1l enn el gue el disolvente orgéniqo es el butanol.

42.- E1 mdtodo de acuerdo con 1alreiviﬁﬂica-
cidn L en el que ol di&blvente orgénico es una metil-alquil-
celtona inmiscible con el agua.

¢ ,~- E1 método de acusrdo con la reivindica-—
cién 1, en el gue el disolvénﬁe orgénice es la metil-iso-
butil-cetona.

62 .~ E1 método de acuerdo con la reivindica-
cidn 1 en el gue el compuesto de amonio cuaternario es el
clorvro de cebil-trimetil-amonic.

72.~ E1 método de acuerdo cen la reivindica-
cibn 1 en el que la tetracicline se aisla del extracto de
disolvente or:énico por contacto del exiracto de disolven-
te con una solucién acuosa de urea y separando luego el
compuesto de tetraciclina y urea asl formudo del exﬁraéto
de disolvente. o

8¢ .- En un método-de refinacidn de tetracicli-

L@ gque incluye la acidificacidn del mosto de fermentacidn

- 14 -
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para solubilizar la tetraciclina coutenida en é1, las
oﬁeraciones gue couprenden ajustar‘el contenido de ibnde
calcio & un niveal correspondienae al de la solubilicad del
oxalato chlcico, afladirle un coumpuesto de amonio cuaterna—
rio elegide del grupo que forman los Laluros de alquil~
trimetil-amwonio y los haluros de dialquil-dimetil-amuonio,
ajuster el pH de la solucidn acucse entre § v 12 aproxi-
wadamnente, extraer la tetraciclina de la solucidn acuosa
coir un disolvenie orgénico y eislar despuds lc tetracicli-
na del extracto de disolvente orgénico.
92.- El método de acuerdo con la reivindica-

cidén & en el que el disolvente orgénico es el butanol.

10¢.~ E1 método de acuerdo corn la reivirdica-
cibn § en & que el disolvente orgdnico es la metil-isobu~
tiil-cetona,

11¢,- El método de acuerdo con la reivindica-—
cidén & en el gue el cloruroc de amonic cuaternarioc es el
cloruro de cetil~trimetil-amonio.

12¢.~ E1 método de acuerdo con le reivindicss
cidén € en el que le tetraciclina se aisla del extfacﬁo de
disolvente orgénico poir contecto del extracic de disolven-
te con una solucidn acuosa de urea y Sepapando luego el |
conpuesto de tetraciélina'y‘urea asi forma&o del extfacto

ae disoliventc,

138~ Un método,§e refinacidn de tetraciclina;ﬁff

Tal ¥ como se hae descriso en lag llemoria gue
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auiecede ¥ pare los fines que se i especificzdo,
Esta Hemoria consia de quince hojas y la pre-

sente, escritas & méquina por uns sola cara.
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