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MEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
PATENTE DE INVENC ION
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Unidos de América, por:
WN PROCEDININTO DE EATRAER ANTI3IOTICOS DE CLOROTETRACICLINA
Y/0 TETRAC ICLINA®

-

Este invento se refiere a la extraccion de antibidticos
de clorotetraciclina y/o tetraciclina & partir de mostos de
fermentacidn que los contengan.

Se ha propuesto en el pasado extraer la clorotetracicline
e partir de ligquidos de fermentecidn mediante un procedimiento
que comprende la acidificacién del caldo pare solubilizar la
clorotetraciclina seguida de la separacién de los micelios ad-
lidos por filtrEcién y extraccidén de la clorotetraciclina del
filtrado con un disolvente orginico y un agente de actividad i
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superficial. El proceso de extraccidn gque utiliza disolventes
orgénicos se ha aplicado hasta ahora solamente a los filtrsdos
qne contienen actividad y no a los propios mostos de fermen-
tecibn,

Hasta ahora no se ha considerado posible extraer directa-
mente la clorotetraciclina del mosto porque se pensd que los mi-
celios s6lidos actunaban de algin modo reteniendo la clorotetra-
cielina y evitando asf su fdcil extraccién por medio de disol-
ventes. Por consiguiente, todos los procedimientos antiguos han
filtrado invariablemente el mosto obteniendo un filtrado que
contiene actividad antes de efectuar una extraccién de la cloro-
tetraciclina,

Congideraciones andlogas se aplican a la extracecidén de te-
traciclina de mostos gue contengen tetraciclina y asimismo a la
extraccidén de ambos antibidticos juntos a partir del mismo mos~
to, puesto que es sabido que se producen ambos, clorotetracicli-

na y tetraciclina, en una fermentacion con §. aureofaciens.

El presente invento s2 refiere a una simplificacidén de
los procedimientos antiguos medisnte la cual se he descubierto
ahora que en determinedas condiciones es posible extraer cloro-
tetracicline y/o tetraciclina directamente a partir del mosto
8in tener que f£iltrarlo para separar los micelios sélidos tal
como se creyd necesario hasta ahora,

De acuerdo con el invento, se crea un procedimiento de ex-
traccién de entibiéticos clorotetraciclina y/o tetraciclina &
partir del mosto de fermentacidén que los contenga, que comprende:

(1) Acidificacién del mosto a un pH entre unos 0,65-2,5
para solubilizar los antibiéticos contenidos en 41,

(2) Ajuste del contenido en ion calcio y magnesio del mos-
to entre unos 10 y 456 mg por gramo de antibiético en el mostoe.

(3) Adicién al mismo de un compuesto de amonio cuaterna-
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r1o Que tenga la férmula; 2 3 9 l 3 2

N+
r/|
3 R
4

En la que R es un redical alquilo inferior o bencilo,

R o3 una cadena érasa larga, R y R son radicales alquilo
iﬁferiores, ¥R ¥y R cuando sesconsgderan juntos representan
una cadene carb%nada divalente de 8 a 5 Adtomos de carbono.

(4) Ajuste del pH del mosto entre unos 5,5 y 11, y

(6) Adicion de un disolvente organico polar, inmiscible
en agua, para extraer los antibidticos del mosto tratado.

Una ventaja del invento asdeméds de la extraccién directa
de los antibiséticos del mosto, es que pueden obtenerse rendi-
mientos aumentados, que ascienden al 10% de aumento o més, so-
bre la extraccién de clorotetraciclina y/o tetraciclina a par-
tir del filtrado que contiene la actividad. Este aumento en el
rendimiento es debido, en parte, a la elimimcién del trata-
miento scido en callente de la torta filtrada que era necesa-
rio en los procgdimientos antiguos para separar la asctividad
de la torta y que provocaeba siempre alguna destruccioén de la
activided. El presente invato por tanto, no solo ventajoso
econdmicamente puesto Que evita una fase de la préctica anti-
gue que se pensaba hasta ahora que era esencial, sino que al
mismo tiempo es fdcil de realizer y dd4 lugar a rendimientos
elevados de material puro, rendimientos mejores, en efecto,
qQue los que se obtiwnen ordinariamente cuando la clorotetraci-

clina o tetracicling se extrae del filtrsdo acidulado.
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Una ventgja del presente invento reside en el hecho de que
evita 18 necesidad de man:jar grandes voldmenes de agua que eran
necesarios en los procedimientos antiguos. Con objeto de extraer
la activided méxime de un filtrado acuoso es necesario emplear dos
voldmenes y medio de agua sobre el voldmen de mosto e incluso es-
to no produce la extraccidén completa. En las fermmentaciones en gran
escala puede observarse gque supone una €norme carga para le recu-
peracidn de la clorotetraciclina o tetraciclina a partir de un
filtrado acuoso semejante,

Otra ventaja mds del presente invento es que produce rendi-
mientos elevados de material esencialmente puro, de calided far-
mecéutica, esto es, de una pureza de 95-97%., La pureza samentada
puede resultar del tratamiento con un agente reductor segdn se
describe con méds detalle en lo que signe. La clorotetraciclina y
tetraciclina producida por los procedimientos antignos precisa
ordineriamente dos rdcristalizaciones en butenol 4cido para que
cunpla las normas de espzacificacién.

Una ventaja méds de la clorotetraciclina pura producida me-
diante este invento es que wede reducirse a tetraciclina direc-
temente sin més procedimientos de recristalizacidn o purifica=~
cidn,

Pare rcalizar el invento aplicdndolo a la extraccidn de
clorotetraciclina a pertir de un mosto que contenga clorotetra-
ciclina, la primera fase es acidnlar el mosto para solubilizar la
clorotetraciclina contsnida en el. £1 mosto se acidula hasta un
pH de sproximadamente 0,6 a 2,5, y de preferencia hasta un pH de
1,3-1,4 con cualguier écido mineral fuerte como el 4Acido clorhi-
drico, dcido smnlfurico, é&cido fosférico o andlogos. Este trata-
miento 4cido se realiza a temperatura ambiente., El mosto acidula-

do se agite durante un breve perfodo de tiempo pera solubilizar
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la clorotetraciclina y, a continuacidn, se afade una cantidad de-
terminedea de #Acido oxdlico u oxalato aménico pare sjustar el con-
tenldo en ion calecio y magnesio del mosto hasta un nivel predeter-
minado. in relacidn con esto, se ha encontrado que el proceso de
extraccidn con vehiculo que se estd describiendo no resulta bien
pare la extraccién de clorotetraciclina del mosto a menos que el
contenido en ion calcio y magnesio del mosto se ajuste a un nivel
muy definido. Se ha encontrado gue si el contenido ion calcio y
magnesio del mosto se ajusta entre unos 10 mg a 456 mg por gramo
de clorotetraciclina presente en el mosto, puede obtensrse una
extraccidén satisfactoria de la actividad del mosto. Si se dejan
en el mosto cantidades de estos iones muy por encima o0 por deba-
Jo de esta cantidad, tiene lugar una extraccidén ineficaz de la
actividagd.

No estéd completamente claro el por qué de esto, aunque se
ha observado que no puede extraerse en el disolvente orgédnico
clorotetraciclina pura si se hallan ausentes los iones calcio y
81 estéd presente demasiado ion calclo en la masa o mosto se for-
ma un precipitado denso de clorotetraciclina durante la fase de
extraccidn que no se disuelve fédcilmente por el disolvente orgé-
nico. Sin embargo, segdin se indicd anteriormente, cuvardo el con-
tenido en ion calcio y magnesio de la masa se ajusta dentro de
los 1limites entariormente indicedos, la extraccidn de la cloro-
tetraciclina por ¢l disolvente orgénico tiene lugar fécilmente
y produce buenos rendimientos de material puro.

Una vez que se ha completado la precipitacidén de la centi-
dad deseada de ion, con objeto de ajustar el contenido en calcio
y magnesio de la masa hasta el grado adecuado, se le afiade a la
masa descalcificada una cantided adecuada de un compuesto de amo-

nlo cuaternario segin se describiréd méds en perticular en lo que
SR
...5,,
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signe. En general, la cantidad de compuesto de amonio cnaternario
puede oscilar desde aproximadsmemte medio mol de compuesto cua-
ternario por mol de clorotetraciclina a unos tres molas de com-
puesto cuaternario por mol de clorotetraciclina, La masa se agi-
ta a continuacién y el pH de la misma se ajusta a un pH entre

5,5 y 11 y, preferentemente, alrededor de 8,4;8,6, con hidroxido
8édico. Se afiade entonces a la mezcla con agitacidén un disolven-
te orgénico, preferentememte un 10y del volumn de la masa 0O mése
Pusde utilizarse hasta 50% o més de disolvente pero no se ha en-
contrado ninguna ventaja especid con cantidades mayores y en
proporciones superiores resulta antieconémico., La mezcla se agi-
ta y se filtra, preferentemente por medio de un euxiliar de‘fil-
tracidén como la tierra de distomeas. La clorotetraciclina pasa

e la fage disolvente y el filtrado se deja estar hasta que las
dos fases se separan y l= fase disolvente se decanta a continue-
cidén. la torta f£iltraeda se pone en suspension con nuevo disolven-
te y se filtra otra vez y los dos extractos de disolvente se
reunan psra el tratamiento posterior.

En la fase de extraccién pusde utilizarse una gran variedad
de disolventes orgénicos polares insolubles en agua. Entre los
disolventes que pueden emplearse se incluyen el butanol y simi=-
lares., Son disolventes preferidos las metil-alquil=~cetonas, como
por ejemplo metil-butil-cetona, metil=-propil-cetona, etc., Se
han obtenido resultados especialmente buenos con metil-isobﬁtil—
cetone, puesto que este disolvente se ha encontrado que es muy
selectivo en su capacidad de extracclén de clorotetraciclina de
la masa y de eliminacién de las impurezas.

Los compuestos de amonio cuaternario gue son de utilidad
como portadores en el proceso de extraccién con disolventes
aqui descrito pueden representarse por la sigulente férmula gene-
ral;



 *

lo

15

20

26

Ry |

4

en la que R es un resdical alguilo inferior o bencilo, R es
1 e
une cadena grasa larga, por 1o menos de 8 &tomos de carbono,

R es un radical 2lquilo inforior, R es un radicel alquilo in-
3 4
ferior, y cuando R y R se consideran juntos representan urma
1 4
cadena carboneda divalente de 2 a b6 &tomos de carbono. Asf, el

nitrégeno puede former parte del anillo heteroclfclico como en
los compuestos del tipo de la Onamine RO, como los representados
8 continuacidn:
R
R2~\\\ ] //// §1
N &
3 4

en donde R, R, R y R tienen el significado indicado anterior-
l 2 3 4
mert; e,

Log compuestos de amonio ouaternario conocidos como YArquads®

son portedores especimlmente eficaces en el proceso de extfa-
ccidn con disolventes aqui descrito. EBstos compuestos son prin-
clpalmente cloruros de alquiltrimetilamonio ¥ pueden represen-
terse por la formula R-N(CH ) Cl en la que R es un grupo alquilo
de cadena larga que tenga pgralo menos 8 &tomos de carbono.
Bstos compuestos de amonio cuaternario particulsres se
venden por la Armour and Company con el nombre comercial de “Ar=

queds". $Se halla disponible una gran variedad de compnestos de

-
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este tipo en los que varla la longitud y ndmer> de grupos al-

quilo de cadena larga unidos al 4tomo de nitrégeno. A continua-
¢ién se rslacionsn algunos "Arqueds® representativos que se he-
llan disponibles comercialmc;nte y q\le pueden utilizarse con

ventajJa en la reelizacidén del presente invento.

COMPOS IC JON MEDIA DT IKGREDIMT IS 40 TIVOS "ARQUADS®

- [R—— - —— P - - - - - - . -

Grupos Longitud de Arqued arquad Arguad
sustituyentes la cadena carbonade 12 16 18
Octilo 8 - - -
Decilo 10 - - -
Dodecilo 1g 90% - -
tetradecilo 14 9% - -
Hexadecilo 16 - 920% 6%
Octadecilo 18 - 6% 93%
Octadecenilo 18 15 4% 1%
Octadecandienilo 18 - - -

Grupos sus- Longitud de Arquad arquad Arquad Arquad
tituyentes la cadena carbonesda C 8 2C 2HT
Octilo 8 8% - 84 -
Decilo 10 9% - 9% -
Dodecilo 12 47% - 47% -
tetradecllo 14 18»% - 18% -
Hexadecilo 16 =7 10% 8 20%
Octadecilo 18 77 10% 10% 704
Octadecenilo 1s 5% 254 - -

Octadecandienilols - 45% -
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El Arquad 16, que se considera que €8 un cloruro de alguil-
trimetil amonio de cadena larga en el que los grupos alguilo
congtan de 90% de hexadecilo, 6% de octadecilo y 4% de octade-
cenilo, se prefiere en particular puesto que parece sar pecu-
liarmente selectivo para producir un producto més puro de clo=-
rotetraciclina.

Otro compuesto de amonio cuaternario que 2s un portador
de utilided on ent 2 proc-co 2¢ 21 roiacto conocido como "Ona-
mine RO" que se vende por la Onyx Oil 4And Chemical.Compan&.

Se considera qu2 es un derivcdo de imidazolina sustituido so-
litle en aceite que contiesne una cadena grasa larga en combinae-
cidén con grupos amino e hidroxilo,.

A continuecién del proceso de extraccidén descrito, la
clorotetraciclina pnede racuperarse del extracto disolvente
mediente une serie de procedimientos. Un método preforido es
la acidificacidén directa para racuperar la clorotetraciclina
como sal de un 4cido mineral, esto ss, el clorhidrato. Con ob-
Jeto de efectuar este procedimiento de aislamiento, al extrac-
to disolvente preparado segin se describid en lo anterior se
le afiaden unos 5ml de agua por cada gramo de clorotetraciclina
presente en la masa. la mezcla se acidula a continuacidn con
écido clorhifdrico concentrado hasta un pH alrededor de 0,4-0,5.
Después de agitar durante 18-84 horas para dejar que tenga lu~
gar la cristalizacién, los cristales de clorhidrato de clorote-
traciclina se filtran, se lavan con agua, se lavan con un
Alcoxi infoarior)-alcanol infarior, por ejemplo 2-etoxietanocl,
¥ a contimmacidn con un alcohol inferior, por ejemplo isopro-
panol, y a continuacién se seca en vacfo.

Los productos obtenidos mediante el proceso de extrag-
clén con disolvente antes descrito son, generalmente, de cali-

dad superior por todos conceptos, excepto en su aspecto visual.
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Aparent emente, el gunas de las impurzzas colorsadas que normalmen-
te se separarian por filtracidén de la masea acldulada se arrastran
conjuntamente en este proceso y le comunican un asp:acto griséceo
o0 pardo al producto cristalino. Zsta dificulted que surge como
resultado de la extraccidén dirscta de la masa pusde eliminarse
fécilmante por tratamiento del extracto en el disolvent: con un
agente reductor como el hidrosulfito sédico. Se prefiere rzali-
zar este tratamiento en condiéiones écidas, Por tanto, el extrac-
to en metil-isobutil-cetona, despuéds de la adicidn de agua, se
ajusta & un pH entre 1 y 4, aproximadamente, y de preferencia al-
rededor de 1,8 con 4cido sulfdrico. &3 esencial que esta acidifi-
cacidn se realice con un 4cido que no provoque la cristalizacién
prematura del producto. Bl hidrosulfito sédico se agrega enton-
ces en una proporcién de unos 0,3 a 0,6 gramos por 100 ml., Esta
proporcidén es bastante criiica puesto que un exceso tiende a pro-
vocar une coloracidén parda en el producto final. La mezcla trata-
da se agilta a continuacidén enédrgicamente durante un breve perlo-
do de tiempo antes del nuevo tratamiento. & continuabidn se efec-
tda unea acidificacién hasta un pH alrededor de 0,5 mediante la
adicidn de dcido clorhldrico concentrado. =ntonces se afiaden apro=-
xinadamente 075 gramos de cloruro sédico por 100 ml de extracto
de metil-isobutil-cetona para compensar la falta de lon cloruro
exlstente a causa de la acidlificacidn preliminar con 4cido sulfd-
rico. La mezcla se abandona algin tiempo y los cristales se reco-
gen segin se describiéd anteriormente en relscidén con la fase de
alslamiento.

El invento no estd limitado al hidrosulfito sdédico como
agente reductor pudiendo utllizarse otros agentes reductores co-
mo por ejemplo didxido de azufre, sulfito sédico etoc.

Los procesos de extraccién y aislamiento descritos ante-
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riormente en relacién con masas Que contengan clorotetraciclina
pueden aplicarse sin cambio sustancial a la reecupsracién de
tetraciclina a partir de masas que contengan tetraciclina, asi
como en la recuperacién de ambos amtibidticos a partir de la
misme masa. las condiciones generales de la extraccidn, esto
es, pH, proporcién de disolvente, cantidades de portador, etc.
se ha encontrado que, en general, son esencislmente andlogas

a las descritas con detalle en relacidn con la extraccidn de
clorotetracicline directamente de 1la masa.

Se ha encontrado, sin embargo, gque mientras la clorote-
tracicline, prodvucida por extraccién directa de la masa preci-
se un tratamiento con agente reductor con objsto de conseguir
un prodncto de un aspecto visual satisfactorio, dicho trata-
miento no es necesario en el caso de la tetraciclina., E1 pro-~
ceso de extracclén directe de la tetraciclina de la mé&sa cuan-
do se realiza en las condiciones de operacién preferidas, an-
teriormente descritas, produce en general un producto de aspec-
to visual satisfactorio sin tratamiaito con un agente reductor.
Se ha encontrado que esto es particularm=nte cierto cusndo la
mesa se somete a tratamiento poco después de la recogide y no
se deja estar durente wn periodo de tiampo cordderable antes
de la extracciédn,

La tetraciclina puede aislarse del extracto en disolven-
te por acidificacion directa recup:rando el clorhidrato de te-
tracicline esencialmente del mismo modo que se ha descrito re-
firiéndose sl m2todo prefiorido de recuperacidn de clorotetraci
clina & partir del extracto en el disolvente. Ademés, la tetra-
ciclime puede aislarse como base libre poniendo en contacto el
extracto de tetraciclina en metil-alquil-cetona con agua aci=
dulada a un pH en el intervalo de 1,5 a 2,0, separando la fase

’".//"

=11l=
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« acuosa resultante que contiene la tetraciclina de la fase disol-

vente, ajnstando el pH de la fas: aenosa en 21 intarvelo de

2 a 4 y recuparendo la tetraciclina neutra por cristalizecioén
de la fase acuose, Este proceso que se describe méds en particu-
lar vy se reilvindica en la solicitud Patente espafiola n® 236,407
es particularmente ventajoso pars la obtencién de prodﬁctoa de
un color superiore.

Otro procedimisnto para aislar la tetraciclina del extrac
to en el disolvente, y gue puede utilizerse ventajosamente aqui
supone el contacto del extracto en ol disolvente con urea acuo=-
ga v la separacldn de la tetracicline en forma de compuesto
de tetraciclimures del gne puede regenerarse con facilidad la
tetraciclina pura. &1 proceso, que es el objeto principal de
la solicitud de Petente espafiola n? 232,357 purmite un camino
excelente de aislamiento de tetracicline & paertir del extracto
en el disolvante,

Los cristales de antibidtiéo producidos por medio del pro
ceso de aislemiento anterior contienen ordinariamente de 97
a 100% de tetraciclinea neutra pura y pueden convertirse en clor-
hidreto de tetraciclina de calidad de las especificadliones me-
diante un proceso sencillo en una fase que supone las suspen=—
816n de la tetraciclina neutra con butanol,2-etoxietanal y éci-
do clorhfdrico.

El invento se describird con méds d:talle en relacién con
los siguientes ejemplos especificos.

EJEMPLO I.
EXTRACCION DE ~LOROTETRACICLINA DIRACTAL:NTE DE LA ASA .

Una porcién de 3 Kg de mmsa de clorotetraciclina que d4 un
ensayo de 5.800 gammas por ml se ajusta a un pH 1,4 por adicién
de 4cido sulfdrico al 25/k. Despuds de agltar durante 30 minutos,



236132

gse afladen 75 g de oxalato amdénico monohidratedo y la mezcla se
agita durente 45 minntos. A la mezcla se le ailaden 54 ml de
Arquad 16 en forme de solucidén en isopropanol a 504, y el pH
B8e ajusta & 8,5 con hidréxido sédico al 25%. La mass ge extrae
5 a continuacidén aglitando enérgicamente durante 20 minutos con
600 ml de metil~isobutil-cetona., A la mezcla se le afiaden 120 g
de Eyflo y la mezcla se filtra, El filtrado se deja sedimentar
durante 3 hores al cabo de las cuales se separa la fase disole-
vente. La torta filtrada se vuelve a poner en suspensidén en
1o 450 ml de metil-isobutil~-cetona, se filtra y se lava con 50 ml
de metil-isobutil-cetona., Los extractos en el disolvente se com
binen dendo un volumen total de 980 ml que d4n un ensayo de

16,000 gammas por ml lo que representa una recuperacién de 90,2%

~ 15 EJRMPLO II
REUPIRAC ION DE © LORHIDRATO DE ¢ LOROTETRACICLINA,

A 654 ml de extracto en metil-isobutil-eetona preparado
como en el sjemplo I gque d4 un ensayo de 16,000 gammas por ml,

se le afladen 65 ml de agua y el pH se ajusta & 0,5 por adicidn

2o de 8 ml de 4cido clorhidrico concentrado. Le mezcla se agite &
temperatura ambiente durante 17 horas, despuéds de lo cual los
cristales resultantes se filtran, se lavan con 15 ml cada VveZ
de ague, 8-etoxietanol e isopropanol y se seca a vacio a 40%C

25 durante 16 horas., Se obtiene un rendimi=mto de 9,74 g de clor-

hidreto de clorotetraciclina gue dé un ensayo de 987 gammas por
mg, lo que representa un rendimiento total del 82» de la masa.
El produncto, que es de aspecto pardo, algo verdoso tiene una

Eigz de 0,13 a 460 milimicras,
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TRATAMIZNTO QN AGENT 2 RUDUCTOR,

A 100 ml de extracto en metil-~isobutil~cetona, preparado
como en el ejemplo I que d4 un ensayo de 17.800 gammas por ml,
se le afiaden 15 ml de agua y el pH se ajJusta a 1,8 con 4cido sul~
fdirico al 25%. A la mezcla se le afiaden 0,3 g de hidrosmulfito
86dico y la megcle se agita energicamente durante 10 minutos,
después de lo cual el pH se ajusta a 0,5 con 4cido clorhidrico
concentrado, Para suministrar mds iones cloruro se &fiaden 0,5
g de clormro sédico. La mezcla se agita durante 20 horag, se fil-
tra, se lava con agna, 2-etoxietanol e isopropanocl y se seca en
vacio, Se obtiene un rendimiato de 1,68 g de clorhidrato de clo-
rotetracliclina que d4 un ensayo de 973 gammas por mg, lo que re-

presenta un rendimiento de esta etapa de 92/4. El producto, que es

de aspecto amarillo brillante, tiene una E %ﬁ; de 0,22 a 460
milimicres.
EJEMPLO IV

EXTRACCION DE TUTRACICLINA IR CTAMENTE DB IA (ASA .

A 2 litros de masa de tetraciclina que dd un ensayo de
6,200 gammas por ml se le ariaden 40 g de d&cido oxdlico para ajus-
tar el pH a 1,5 y la mezcla se aglita durante 30 minutos. Referi-
do a la potencia de lo masa, se afiaden 24 ml (un equivalente)
de Arquad 16 en forma de solucién al 50% en isopropanol. Des-
puéds de agitarlo durante 15 minutos se afiaden 400 ml de metil-
isobutil~cetona y el pH se sjusta a 9,5 con hidréxido sédico. L&
mezcla se agita enérglicamente durante 20 minutos después de o
cﬁal se afiaden 80 g de Hyflo y la mescla se filtra. El sxhracho
en el disolvente se separa después de la fase acuosa agotads.

Le torta filtrada se vuelve a poner en suspensién en la fase
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w acuosa agotada y se afiaden a ella 200 ml de metil-isobutil-ce-

tona frasca. Después de agitado durante 30 mimmtos, la mezela
se filtra y el extracto s2 separa, los extractos combinados,
en total 575 ml d4n un ensayo de 18.600 gammas por ml, que re-

presenta un rendimiento de 87,8%.

ETEMPLO V
LAVADO CON AGUA DEL ZXTRACTO EN MWIII-ISQOBRUTIL~C ETONA

Una porcién de 555 ml de extracto en mztil-isobutil-cetona,
preparado como 2n el ejomplo Iv, se lava con 272 ml de agua, pre-—
viemsent e ajustada a un pH de 9,5 con hidrdéxido sdédico por agita-
cién Qqurante 20 minutos y separacién. Z1 extracto lavado 520 ml,
da un ensayo de 19.450 gemmas por ml, un rendimiento de z2sta fa-

se de 98, 3%,

EJH®IPIO VI

EXTRACCION POSTIRIOR COI AGUA DEL 'XTRACTO TN DISOIN ITE LAVADO

A B00 ml de extracto en metil-isobutil-cetona, preparado
como en el ejemplo V se le afisden 150 ml de agua y el pH se ajusé
ta a 1,2 por adicién de dcido sulfurico, despnés de aglitar duran-
te 30 &inutos las fases se separan, &l extracto acuosa 1656 ml,
as! obtenido da un ensayo de 56,000 gammas por mililitro, que

represente un rendimiento de esia fase del 95j.

EJRIPTO VII

RICUP RACION DU THETRACIC LINA NEUTRA

Una porcidén de 145 ml del extracto acuoso obtenido como en
el ejemplo VI se ajuste sucesivemente e pH 1,6, 2,0, 2,6, 5,09 y
finalmente 3,6 por adicidn de hidrdéxido sddico al 15%, agitando
la mezcla durante 15 a 20 minntos en cada caso. Uespuéds de aban-
donarlo con agitacién a pH 3,6 durante 16 horas a temperatura am-
biente, el producto eristalino se filtra, se lava con agua y se
seca en vacio a 408, Con ello se otiene un rendimiento de 7,4 g

~oy

14~
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de tetraciclina neutra que da un ensayo de 1,008 gammas por mili-
gramo, un rendimiento de esta fase de 92,1 El producto asf ob-

tenido es de aspecto visual amarillo brillante.

EJEMPIO VIII
EXTRACCION DE ZIOROTETRACICLINA DIR iCTALENTE DE LA LASA

1.500 mililitros de una mase de clorotetraciclina gue da un
ensayo de 6,600 ganmas por mililitro se ajusta & pH 1,5 con dci-
do sulfirico al 25». Se afladen 36 g de oxdlato aménico y la mez~-
cla se agita durante 45 minutos. A la mezcla se le afiaden 26 mili-
litros de Onamine Rol. Se afiaden 600 ml de metil-isobutil-cetona
y el pH se &justa a 8,5 con hidrdxido sddico al 26#. La masa se
agita durante 20 minutoa, A la mezcla se le afiaden 45 g de Hyflo
¥y la mezclae se filtras. Bl filtrado se deja sedimentar v la fase
disolvente sz separa, La torta filtrada se pone en suspensién con
300 ml de metil~isobutil=-cetona y se filtra. Los filtradoa se
combinen y los extractos en el disolvente se separan de la fase
ecuosa dando un volumen totzal de 780 ml que dan un ensayo de 10.250
gemmas por ml, lo que repr2ssnta un rendimiento del 77,85%.

1) La Onamine RO se viende por la Onix 0il And Chemical Com=-
pany ¥y se cree que es un derivado sustitufdo de imidazolina solu=-
ble en ecelte que contiene una cadena grasa larga en combinacidn

con grupos amino e hidrdéxilo.

RTUP R ION DIZ SIOVHIDRATO DE CLOROT RTRACIC LIEA

El extracto en metil-isobutil-cetona del ejemplo VIII se le
afinden 100ml de agua y el pHi se ajusta a 0,9 con dcido clorhidri-
co concentrado la mezcla se deja estar durante 24horas se filtra
y se leava con vn voluman de 2-etoxietanol, 1 volumen de agua y &
continnacidn 1 vol¥men de isopropanol. 3e obtiene un rendimiento de
7.2 gramos que tiene una E%éh de 0,19 a 460 milimicras.

’i//é; -
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Bsta solicitud que corresponde & la presentada en E.U.&. ol

2l de Diciembre de 1l.956, bajo el ndmero 629.773, se acoge a 1lOs
bsneficlos del artfculo 51 del vigente BEstatuto sobre fropiedad

Industrial.

-NOTA-

Los puntos de invencidén propia y nueva que se presentan pa-
ra que szan objeto de esta Fatente de Invencidén en Espafie, por
VZINTE afos, son los siguientes:

12,- Un procedimi:nto de extraccidn de los antibioticos
clorotetraciclina yfo tetraciclina a partir de una masa o mosto
de fermentacidén gue los contenga,caracterizado por

(1( acidificacidn de la masa a un pH aproximadamente de O,5-
2,6 para solubilizar los antibioticos cont=nidos,en ella

(8) ajuste del contsnido en iones calcio y magnesio de la
masa entre unos 10 y 45 miligramos por gramo de antibiotico en la
mesa, ‘

(3) Adicién a la miszme de un compuesto de amonio cuatarna-

rio que tenga la Lférmnlae;

Ry
~
&
//// iy
Ry |
R,
en le que R, es un redical &lquilo inferior o beneilo, R2 es une

cadena grasza larga, R3 y R4 son radicales alquilo inferiores, y
cunando Rl y R4 ge considz2ran juntos representan una csdenae carbo-
nada divalente de 2-5 Atomos de cdrbono,

(4) ajuste del pH de le mesa entre 5,5 y 11 eproximadaments,y

~16-~ bis
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{b) adicidn de un disolvente orgdnico polar, inmiécible
con agua, para extraer los anti.loticos de la masa tratada.

2%2,- Un procedimi=nto de acuzrdo con la reivindicazcién 1,
caractarizado por @l hecho de que en la frcse (1) la masa se
acidnla a un pH de 1,3 a 1,4.

32,- Un proccedimiento de acuerdo con las reivindicociones
1 o 2, caracterizado por el hecho de que en la fzse (1) le masa

gse acidula con un dcido mineral fuerte a tamperaturs ambiente.

42,- Un procedimiento de acuerdo con cuslguiera de las
reivindicaciones 1 a 3, caracteorizado por el hecho de que el con-
tenido en idén calcio y magnesio de la masa sBe ajusta en la fase
(2) por adicién de una cantidad predetorminade de iones oxalato.

5%,~ Un procedimiento de acuerdo con cuaslquiera de les
reivindicaciones 1 & 4, caracterizado por el hecho de que la
cantidad de compuesto de amonio cuaternario afiadida en la fase
(3) es aproximadamente de 1/2 & 3 moles de dicho compuesto por
mol de antibidtico,

68,~ Un procedimisnto de acuerdo con cualquiera de las
relvindicaciones 1 a 5, caract:rizado por el hecho de que ol
pH de la masa se ajusta en la fase (4) aproximadamente a 8,4
a 8,6.

72,- Un procedimiento de acuerdo con cualguiera de las rei-
vindicaciones 1 & 6, caracterizado por el hecho de gue la canti-
dad de disolvente afiadide en la fase (5) es por lo menos el 10%
del volumen de la masa.

8%,= Un procedimiento de acuerdo con cualouiera de las rei-
vindicaciones 1 a 7, caracterizado por el hecho de gue el discl-
vente afladido en la fase (5) es unea metil-alquil-cetona.

92,~ Un procedimiento de acuerdo con cuaslquiera de las rei-

vindicaciones 1 a 8, caractarizado por el hecho de que cuando el

=]
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extracto en el disolvente orgdnico contiene clorotetracicline se
somete a la nueva serie de stapas siguientes para mejorar el as-
pecto visual del producto final: ajuste del extracto en el disol-
vente orgénico @ un pH entre 1 y 4, adiecidn de un agente reductor
&l extracto acidulado, aislamiento del antibidédtico del extracto en
el disolvente por acidificacidn del extracto y a continuacién re-
cuperacidén del antibidtico.

10%.~ Un procedimiento de extrasr antibioticos de clorotetra-
ciclina y/o tetraciclina.

Tael y como se ha descrito en da Memoria que antecede y con
los fines que se han especific:do.

Hata MNemoria consta de dieciocho hojas escritas a mdquina
por mna sole care, R
Medrid, 7 4 GIC. 357

P.A.
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