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MEMORIA DIESCRIPTIVA

que se pregenta para unir a la solicitud
ae

PATENTE DE INVENCION
formilada el 28 de Noviembre de 1960, con el N¢© 262.812
‘en
ESPANA
por VEINTE afiog ;
a nombre de AMERICAN CYANAMID COMPANY, entlidad nortea- .
mericana, establecida en 30 Rockefeller Plaza, Nueva -
York, N.Y., Estados Unidos de América.
por:
" UN PROCEDIMIENTO DE OBI#NER DESMETILCLORO-
TETRACICLINA PURIFICADA "

Este invento se reflere g la refinacibén de deg~
metilclorotetraciclina y més particularmente a un proces-
dimiento me jorado para extreer desmetlilclorotetracicling
de los mostos de fermentacldn que la contlenen,

Las desmetlltetreciclinas, desmetiltetracicliha
misma y desmetilclorotetraclclina (V—cloro~6-desmetilte;~
traciclina) son miembros de una nueva famllla de antiblé~
ticos de tetracicline que se describen y reivindlcan en:la
patente americana N¢ 2,878.289 de MceCormick y col.~- Las

desmetiltetraclclinas allil descritas se producen por cier-

tas cepas mutantes de Streptomyces aureofaciens derivedas
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del producto aislado de suelo productor de clorctetraci-

clina S. aureofaciens A-377 descrito en le patente ameri-

cana N2 2,482.055 de Duggar y deposltado en el Northern
Regional Research Lsboratory, Peoris, Illinols, como =
NRRL 2209.- Las nuevas cepas productoras de desmetilte-
traciclina se derlvaron por tretamiento de A-377 con -
agentes mutagénicos.- Cultivos de lass nuevas cepas pro-

ductcras de desmetiltetraciclina de S. sureofaciens es-

tan depositados en le American Type Culture Collection,
Washington, D.C., bajo los nfimeros de acceslén ATCC =
12651, 12562, 12653 y 12554, |

La desmetilclorotetraciclina, en comparaciéné
con el antibidtico de amplio espectro bien coﬁocido te-
tracicling, consigue singularmente une actividad antibib-
tics mucﬁo meyor contra organismos susceptibles con uné
cantidad de droges mucho menor; posee una estabilildad né-
tablemente mayor en los fluldos del organlsmo; y tiene?-
una reslstencia mejorsda s la degradscién y un indlce =
bajo de liberacidén renal, al mismo tiempo que soports -
niveles altos de actividad antibiétlca durante periodos
prolcngados.

Se han experimentado conslderables dificultades
al desarrollar un procedimiento de refingeidn que fuers
practicable en escala comerclal para la recuperacidn de
desmetilclorotetrsciclina del mosto de fermentacidn.- -
Podria suponerse, a causa de las analogias estructurales
entre clorotetracicline y desmetilclorotetraciclina que
los procedimientos de purificacldn que fueron satlsfacto~
rios para la refinacidén de clorotetrsciclina serian tam=

bién satisfactorios para la refinacidén de desmetilcloro~
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tetraciclina.~- 3in embargo, en contra de lo esperade;”

no @a sucedido asf.~ Cuando se intenta recuperar des?
metilclorotetracliclina por uno de los mejores procedi-
mientOS‘desarfollados para la recupefacién de clorote;
tracicling, p.eJ., el procedimiento descrito en la pa-
tente emericana Bo. 2,655,536 de Pideacks, que se besa
en la extraccién de clorotetrsciclina del mosto de fer=
mentecidén con butenol normal, a un pHde 1,5, aproximaT
damente, seguldo de concentrgcidn del extracto butanb-
lico y recuperacién de la clorotetraciclina como sel =~
fclda, se ha encontrado que se obtienen rendimientos -
muy pobres, de alrededor de 35%, de desmetilcloroﬁetra%
clcling impura.- Evidentemente, ésto es debido a que,
en la recuperacién de desmetllclorotetraciclina a par-
tir del extracto butendlico Acido, hay una degradacién:
considergble de la desmetilclorotetracicling y forma--
cién de lmpurezas muy coloreadas que se recuperan junt&
con la desmetilclorotetraciclinae.- GCémo consecuencia,i
el procedimiento de Pidacks no puede usarse satisfacto-
riamente para la reflnecidén de desmetilclorotetracicli-
na. |
De gcuerdo con el invento, se proporciona un
procedimiento pera obtener desmetilclorotetracielina pu-
rificade de un mosto de fermentacién que la contiene en
forma de un precipitado de metal alcalinotérreo, que com=
prende ajustar el mosto a un pH Acldo pera solubilizaer la
desmetilclorotetrgciclina, filtrar el mosto, reduclr elf
contenido de ion 1libre de metal alcalinotérreo del fil=-
trado a un nivel predeterminado, afiedir un compuesto de1
emonio cuaternario.y un disolvente orgénico inmiseible con

agua, ajustar la mezela & un pH alcalino, y extraer la -




10

156

20

25

30

2628 . 2

desmetilclorotetraciclina de la fase dlsolvents org££i~
¢o.- EL entibidtico puede aislarse de la fase disolven-
te de cuslquier modo convenlente segin se indica con =
mas detalle més adelante. |
El presente invento se realiza preferiblemente
gcidificando primero el mosto para solubilizsr los anti-
bidticos que contlene.~ En general, se producen peque--

flas cantidades de clorotetracicling biosintéticemente =

por la nueva ceps mutante de S. aursofaciens Junto con =

pequeiians cantldades de desmetiltetraciclina y le desme~-
tilclorotetraciclina deseada.~ El mosto se acidifica &
un pH de 0,5-2,5, aproxlmsdamente, y preferiblemente a'~
un pH de 0,8-1,5, aproximademente, con cualguler écido -
mineral fuerte, tal cémo &cido sulfdrico, &cido clorhi--
drico,acido fosférico o andlogo.- EL mosto acidificade
se flltra paras separar la desmetilclorotetracicling soiu-
billzada y cualquler clorotetraciclina y desmetiltetraéi~
clina que pueda contener.- Usualmente, se deja una por-
cibén del antibidético en la torta de filtracién, pudiendo
recuperarse por extraccién de la torta de filtracién ch
agua acidificgde a un pH de 1, aproximgdamente.- Las =
Impurezas y los materiales del mosto sin disolver se se-
paran nuevamente por filtrecidén y éste filtrado secundg-
rio se afiade 8l filtrado primario para formsr un filtra-
do acido combinsdo.~ Este filtrado Acido combinado se -
trata degpués con acido oxéliéo o con oxalato ambénico, -
en la proporcidén de 0,5% & 3,0%, eproximsdamente, calcu-
ledo con relacidén gl vollimen del mosto usado, con el fip
de eliminar el exceso de iones calcio y/o magnesio pre--

sentes.
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La cuestidn de la eliminacién del exceso de

iones calcio es muy importante.- No se puede extraer
desmetilclorotetraciclina en el digsolvente orgénico si
estan eusentes los lones calcie.- 3in embargo, sl exis-
te una cantidad excesliva de calcloy, se forma un precip;~
tado dengo de la sael chdlcica de desmetilclorotetracicli-
ne durente la extraccién y no’se digsuelve por el disol%-
vente orginico.~ Ajustando convenlentemente los iones =
celcio medlante el empleo de écido oxdlico en las propor~
ciones esgpecificadas arribe, se forma, sin embargo, un‘-
complejo de iones calclo, deametilclorotetraclclina y 3-
compuesto de amonlo cuaternarlo, que se extrae fécilmenF
teo en la fase disolvente orgénlco.- Es convenlente afiedir
el &cldo oxdlico o sal del mismo, después de la operascidn
de flltracidn Aclida, mejor que antes de dicha flltracidn

Aclda, ya que se necesltan menos centidades para la descal-

cificacibén del flltrado Acido que las que gse necesitan para

descalcificar el mosto de recoleccidn.

Después de la precipitacién de la cantided ne=
cesarig de lones calclo y magnesio, se separan por f;l--
tracién los oxslatos metélicos que se han formado.~ So=-
bre el filtrado &dcldo descalcificado, se afiade une can--
tldad convenlente de un cloruro de slcohiltrimetil amo—;
nio o un cloruro de dialcohildimetilamonio.-  En general,
la cantidad de compuesto de amonio cuaternario puede es-
tar comprendida entre, aproximadamente, 0,5 moles de com~
puesto de amonio custernario por mol de desmetilclorotes-
traclelina y, aproximaedamente, 3 moles de compuesto de =

amonio cuaternario por mol de desmetilclorotetracicling.=

Sobre la mezcla de flltrado &cido, &cido oxélico y com=
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puesto de amonlo cuaternarlo, se afiade una cantidad con-

veniente de un disolvente organico, inmiscible con agua,
estable, relativamente Inerte, que tiene un punto de =
ebullicién comprendido entre, aproximadamente, 60¢ C. j
150¢ C, y una relgcién de dlstribucidn de antibidtico ==~
sgua~dlsolvente de, por lo menos, 1 a 5 en favor del di-
solvente orgénico.~ Hemos encontrado que las metil alL—
cohll cetonas, son extrsordinariamente efectivag como =~
disolventes en éste procedimiento.- ILa cantidad de di--
solvente metil alcohll cetona que se usa esta comprendi-
da entre, aproximsdamente, 5% y, asproximsdamente, 50% i-
del volfimen del filtrado.~ Son metil alcohll cetonas -
adecuadas que pueden usarse en &ste procedimiento:.metil
butil cetona, metll propil cetong, metil isobutil cetoﬁa
y metil amll cetona.~ La metil isobutil cetona es el di-
solvente preferible, ya que parece que funciong de un ﬁo-
do particularmente favorsble en la extraccidn de la des-~
metilclorotetraclicling del filtrado acuoao;

La mezcle de filtrado dcldo, &cido oxélico, =
compuesto de amonio cuaternario y disolvente metil alco-
hil cetona se agita y el pH se gjusta a un valor compren-
dido entre 8 y 12, y preferiblemente a 9-10, aproximads-
mente, por adicién de una soluciédn al 50% de hidréxido ;
sbdico o hidréxido embénico.~ E1l hidrdxido aménico es la
base preferida en ésta operacidn, ya que hay un incre- -
mento en la recupergcién de la desmetilclorotetracicling
de 5%, sproximademente, en comparacién'con el uso de hif
dréxido sédico.- Ademés, el color de la desmetilcloro-;
tstraciclinag mejora también considerablemente.- Después

de la adicién de hidréxido aménico, se contintia la agltae-
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c¢lén dursnte 30 minutos o asi, y la mezclae se somete lue-

go o separacidn de fases, por ejemplo, en una centrifuga,
que separaré la fase de materiales insolubles, la fese =
disolvente orgénico y la fase acuoséo— La fase materia-
les insolubles y le fase acuosa se tiran y la desmetil--
clorotetracicling se aisla de la fase orgénica como se =~
indica con méds detalle después.
Hemos encontrado que los compuestos de amonio

cuasternario conocldos con el nombre de Arqﬁads gon vehi-
culos particularmente efectivos para el procedimiento de

extraccidén con dlsolvents anteriormente descrito.- Cé@o

se ha indicado, éstos compuestos son cloruros de slcohiltri-

metilamonio o cloruros de dialcohildimetilsmonio y pus--
den representarse por la férmula |
R-N' (CHg)g01™ o R,R’-N* (CH,),C1”
donde R es un grupo de cadena large que tiene por lo me-
nos 8 &tomos de carbono y R'puede ser un grupo aleohilo
que tlene de 2 a 20 Atomos de carbono.- Se dlspone de =
una clerta varieded de compuestos de &sta clase, diferep-
tes en cuanto a longitud y nlmero de grupos alcohllo de' =
cadena larga unidos sl 4tomo de nitrégeno.- En la listg
que se dé a contihuacién figuren algunos Arquads repre- =
gentgtivos que se encuentran en el comsrcio y que pueden

ugerse ventajosamente en la reslizacién del presente in=

vento.
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Compuestes Arqued

Longitud :

Grupos de cadena 2¢t et ¢ 0§ 12 16
sustituldos carbonada % 4 % % % %
Octilo 2] 8. - 8 - - -
Decilo 10 9 - 8 —_— - --
Dodecilo 12 47 -~ 47 -- 90 -
Tetradecllo 14 18 -~ 18 -~ 9 ’%
Hexadecilo 16 8 30 8 10 == 90
Octadecilo i8 10 7 5 10 =-- 6
Octadecenilo 18 - ~-- 5 35 1 4
Octadecadienilo 18 - Y 1 - J—— -

1; Arquad 2C y Arquad HT son cloruros de dialcochildime~
tilamonlo.~ Los demas son cloruros de alcohliltrime-
tilamonio.

El compuesto Arqusd que nosotros preferimps'-
emplear y con el que hemos obtenldo los mejores resulté-
dos es Arquad 16, gue se admite que es un cloruro de al=-
cohiltrimetilemonio de cadens larga en el que los grupos
gleohilo estén constituldos por 904 de hexedecilo, 6% de
octadecllo y 4% de octadecenilo.- En egsencia, es el clb~
ruro de cetlltrimetilamonio.~ Este compuesto se prefiefe
particularmente s ceusa de su bajo coste y del hecho de -
qQue parece gue es especlalmente selectivo para dar desmé—
tilclorotetraciclina més pura.

Despuds del procedimiento de extraccién degeri~
to, la desmstilclorotetraciclina puede recuperarse del -
extracto del disolvente de varias maneras.~ Un método =
preferido es recuperar 1ls desmetilclorotetraciclina com&
sal de édcido minersl, p.ej., en forma del hidrocloruro.-
Egto puede realizarse afiadlendo al extracto del disol~- -

vente metll alcohil cetong una casntidad convenieﬁte de =~

—8-

o

- -
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egua, usualmente de alrededor de 10% en vollmen del vo-
ltmen de extracto.- La mezcla se acidifica después con
écido clorhidrico concentrado a un pH de 1,5-2,5, abro-
ximedamente (a pH 0,E, cristaliza el hidrocloruro de -
desmetilclorotetracicling ).~ Le fase dlsolvente orgh-=-
nico y la fase acuosa se mezclsn por agitacidn y 1uego%
se separan.- La sal acidas de desmetilclorotetracicliné
esta ahora contenlda en le fase acuosa que se trata cop
sal, preferiblemente cloruro sbébdico, se pone en contac=
to con un alecenol Inferior, tel como butanol normel, y
luego se concentra el extracto butandlico.- 'Despﬁés se
aflade un alcoxi (inferior)-alcenol(inferior) tal cémo -
2-stoxietanol, se ajuste el pH a 1,0 con Acido clorhi-«
drico concentredo, vy la mezcla se siembra y se envejecé
para efectuar la cristalizacién de la desmetilclorote-=
traclclina.- ILos cristaglss de hidrocloruro de desmetll=
clorotetraciclina presentes se recogen por filtracién,:-
se lavan con uns mezcla de un alcgnol inferior y un al-=-
coxl (inferior)-alcanol (inferior), ¥y finalmente §€ §o==
can en vacfo. |
El procedimlento de aislamiento descrito arri;
ba puede simplificerse, si la potencla del mosto de fer-
mentacldn original es suficientemente elevada.~ 8i la -
concentraclén de desmetilclorotetraciclina excede de 500
microgramos por mililitro, se preflere el sigulente pro-
cedimiento: el extracto cisolvente se mezcla con un vo--
1fmen de agua lgual a 4% a 10% del vollmen de extracto =
digsolvente.- EL slstema bifésico se acidifica con acido
clorhidrico concentrado hasta que el pH de la fase acuo;

se os 0,5, sproximadamente.~ Cristellza el hidroclorure
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de lg desmetilclorotetracleline ¥y se recupera por fil-

~

tracidn.

Un procedimlento de aislamiento particularmen=
te preferido se funda en alslar sulfato de urea desme~
tilclorotetraciclina, afisdiendo aproximadasmente 5% de =

una solucidn scuosa saturada de urea sobre el extracto

" de desmetilclorotetreciclins en metilisobutil cetona.-

Esta solucidén se ajusta luego s un pH de 1, aproximada?
mente, con Acido sulfirico concentrado, con lo cual pre=
clpite un complejo de sulfato de ureg-desmetilclorotetra-
ciclina.- La desmetilclorotetraciclina pura puede regé-
nerarse luego fhcilmente haclendo una papilla en agua ¥
acidificando a un pH de 1, sproximadaments, con &cido -
clorhidfico, para formar hidrocloruro de desmetilclorOf
tetraciclinag purificado.~ ZEste procedimlento de aisla;
miento es particularmente ventajoso porque resulta des=~
metilelorotetraciclina muy purificadas que esté libre de
formas epiméricas.

El invento se describird mls detalladamente :

en relacidn con los sigulentes ejemplos especi{ficos.

- ——— - -

e S O B e S G R A S W G W G Gy s P wm NS A DS R D e G P G u Y WS D e G M e ke G A - e

S5e ajustaron 2 kg. de un mosto de fermenta--'
cidén que contenia desmetilclorotetraciclina, s un pH -
de 1,8 medlante adieidén de &dcido sulfirico.- Se afia--
dieron 150 gramos de Hyflo Super-Cel (sgente auxillar
de filtrecidn de tierra de distomeass) y la mezcla se =

agitd durante 30 minutos antes de filtrar.- La torta
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de flltracidn se extrajo nuevamente con agua calientekg
un pH de 1,7, y se filtrb.~ Estos dos filtrados Acldos
se combinaron y el filltrado acido comblnedo se tratd con

31,9 gramos de oxalato smbnico; se agitd durante 30 miw

nutos y se filtrb.- Sobre 2660 mililitros de éste fil-

trado acuoso se afigdleron 319 mililitros de metil 1so—€
butil cetona y 12 mililitros de cloruro de cetiltrime=-
til amonio a1 50% (Arquad 16) en isopropanol.- La mez-
cla se ajustéd a pH 10,0 con hidréxido sbdico, se agité‘
durante 30 minutos y luego gse dejaron separar la fase ~
orgénice y la fase acuosa.- Se retlrd la msyor parte -

de la fase acuosa.~ La mezcla bifédsica restante se fil-
trd usando Hyflo Super=Cel y el filtredo se guardd .~ Qa
torta de filtracidn se lavé con .70 mililitros de metil-}
isobutil cetona, y luego se combind el lavado y el fil-}
trado gusrdado.~ La fase dlsolvente se separd y se lavd
con 45 mililitros de sgua a pH 10.~ El ggua de lavado se
gepard y se tird.~ ILa fase disolvente se extrajo dos vé-
ces: primeramente con 70 mililitros de agua apHZ2 ¥y luégo
con 35 mililitros de agua a un pH aenélogo.- EHstos dos ex-
tractos de agua de retorno se combinaron, se afiadieron 3
gramos de sal tetrasbddica de Acldo etilenodiaminatetracé-
tico (Versene) y el pH se ajustd a 6 con solucién diluide
de hidrdxzido sbédico paras precipitar desmetilclorotetrsci-
¢lina neutra en forma cristaling.- El rendimiento a papr=

tir del mosto de desmetilclorotstraciclina fué 40%.

EJEMPLO 2

W e " o - ———— " - ——

Recuperacibén de hidrocloruro de 7-cloro-6-desmetiltetracicling

Sobre 13 litros de mosto que contenisa desmetil=
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clorotetraciclina se aﬁadieroﬁ 1500 gramos de Hyflo éﬁ-
per-Cel.- La mezcla se ajustd a un pH de 1,3 con écidb
sulfirico, se agltd y se filtrbd.~ EL filtrado se guar-
dé y la torta de filtracidn se extrajo nuevamente con =
agua csliente a un pH de 1,3, luego se filtré y el fil~
trado se guardbd.- Los dos filtrados &cidos se combina-
ron,‘y sobre los 22 litros de filtrado &cido combinado’
se afladieron 300 gramos de oxalato sménico.- El pH de
la mezcla se ajustd a 1,8 y la mezcla se sagitd después
y se filtrb6.~ Sobre el filtrado acuoso se afindieron %
1600 mililitros de metil isobutil cetona, 51 mililitros
de cloruro de cetiltrimetilamonio al 50% (Arquad 16) y
se ajustd el pHa 9,3 con 375 mililitros de solucién de
hidréxido sbédico 18N. |

La mezcla se agitd y se filtrd, y el filtrado
se guardd.- La torta de filtracidn se lavd con 100 mi+
1ilitros de metll isobutil cetona que luego se combing=
ron con el flltrado.~ Sobre 1260 mililitros de 1la fasé
disolvente, se afindieron 160 mililitros de agua.- La =
mezela se secldificd con 5,6 mililitros de &cido clorhi~
drico 12N y se sgltd.~ EL extracto ecuoso se separd de
la fese disolvente.~ Sobre los 173 mililitros de extrec-
to mcuoso de retorno, se afiadieron 82 milillitros de buta=-
nol normsl y 17,4 gramos de cloruro sbédico.- La mezclg se
agitd entes de separar la fase acuosa y la fage disolven~
te orgénico.- Los 99 mililitros de extracto en butanol -
normal se concentraeron a 60 mililitros en vacio a 30~35°
Ce~ e aﬁadié una porcidén de 15 mililitros de-2~etox1$ta~
nol, se ajustd el pH a 1,0 con 2,1 mililitros de Acido ~

clorhidrico concentrado y la mezcla se sembrd y se envejecid.
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Los crlstales que ss formaron se separaron por filtra=~

cidn y se laveron primero con 15 mililitros de une mez=-
cla 1:3 de 2~etoxletznol y butanol normal, y luego con -
15 mililitros de &ter.~ Los cristales lavados se seca~~-
ron en vacio a 402C.- Resultaron 6,21 gramos de un prd-
ducto que dabs el andlisls 921 meg./mg. y representaban

un rendimiento de 31,2% celculado a psrtir del mosto. =

EJEMPLO 3

- - Y. - -

Recuperacién de hidrocloruro de 7-cloro-6-desmetiltetrgclicling

Se ajustaron 4 kilogramos de un mosto de ferf-
mentacidén que contenig desmetilcléfotetraciclina, que daba
al sndlisis 1540 meg./ml., a pH 1,3, con 130 mililitros
de solucién de &cido sulfdrico al 25%, se agité durante
SO'minutog y se f£iltrd, usando 100 gramos de Hyflo-Super-
Cel.- Kl filtrado se guardbé.- La torta de filtrecién se
convirtid de nuevo en una pepllila con 2 litros de agua a
502 C., se acidificd a pH 1,5, usando solucidn de écido‘—
sulfirico el 25%, se agltd durente 30 minutos y se filtrd.
Los filltrados se combinasron psra dar 5600 mililitros de‘un
f1ltrado &cido combinedo.~ Se separd una cantidad de 1870
mililitros de filtrado acldo (egulvalente a un tercio dél
lote total), y se descalcificd de la maners siguiente: §e
afledleron 26,7 gramos de 4cldo oxalilco sobré le parte aliu
cuote de filtrado &cido, y la mezcla se agltd hasta que, se
hebfa disuelto completamente ol &cido oxdlico.~ Despubg =
se ajustd el pH a 2,0 con soluclédn de hidréxido sbddlco él
26% y la mezcla se dejbé en reposo a temperatura embiente -
(25¢ f 52 G, ) durante una hora, para dar lugar a ls preci-~

pitacidén de oxalato célcico.- El precipitedo de oxalgto -
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cdlcico se separd por filtracidn, dendo 19680 mililitros
de filtrado &cido combinedo descalcificado.~ Una parte
alicuota de 990 mililitfos de éste filtrado se trats pa-
ra pasar a hidrocloruro de desmetilclorotetraciclina del
modo sigulente: une cantidad de 5,2 mililltros de Arouad
16 (33%, acnoso) se afiadld sobre los 990 mililitros del
filtrado.~ Adsmés, se afladieron también sl filtrado 100
mililitros de metiligsobutilcetona.- FE1 pH de la mezcla
se ajustdé a 9,5 con solucién de hidréxido sddico al 25%.
La mezcla se agitdé durante 30 minutos, luego se filtrd,-
y el filtrado se dej6 en reposo dursnte 30 minutos, Dpara
separar las dos fases.~ La fase disolvente se gepard bor
decantacidén y se mezeld con 7 mililitros de agus.- EL -
pH de éste sistema bifésico se ajustd a 0,5 con 1,2 miii-
litros de acido clorhidrico concentredo.- Despuds de én;
vejecer durante 19,5 horag en un agitador, los cristales
formedos se sepsraron por filtracién & se lavaron sucesi-
vamente con metil isobutil cetona y cloroformo.- Log -
cristales lavados se secaron luego en vacio a 602 C. du=-
rante 5 horas.- Se obtuvieron 0,895 gramos de hidroclof-
ruro de desmetilclorotetracicling, que dabg gl sndlisis

1% :
991 meg./mg. y tenfa un B ® 460 my, de 0,645.~ El ren-

dimiento fué 57,5%.

EJEMPLO 4

P e L et

Se sjustaron 4 lotes separados de 1400 litros’
de mosto que contenia desmetilclorotetraciclina, a pH =~
1,0, con Acldo sulfirico al 25% y se afiadld agente auxi;
ligr de filtracidén Hyflo al 2% (peso/vollmen).- 3e agi#

té el mosto durante 30 minutos y luego se filtrd sobre %

-~ 14 =~
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un filtro de vecio rotatorio pre-revestido.- El filtrado
del mosto acido se recogid y la torta se convirtid nue-
vemente en una papilla en 50% de agua (volimen/voliémen)

a temperatura ambiente (26¢ % 52 C.).- Se ajustd el pH

de la papills a 1,0 con Acido sulfirlco al 25% y se mezcld du=
rante 30 minutos.~ La papilla se celentd a 602 C. ¥ lue-
go se filtrd sobre el mismo filtro pre~revestido.-~ EL -~
filtrado, convertido nuevamente en papllla, se enfrib a =
temperatura ambiente y se combind con el filtrado del mos~
to acido pare extracecidn.- La torta agotada se tir6.~? Se
afladid Acido oxalico, 2% del mosto original (peso/ﬁolﬁﬁen)
sobre el filtrado Acldo combinado, y se ajustd el pH.a 1,5
con solucidn de NaOH gl 50%.~ El lote se sgité luego du-=-
rente 30 minutos para completar la precipitacidén de oxgla-
to cédleico.~ Je afiadld Arquad 16 (solucidn en agua al 33%)
sobre el filtrado Acldo combinado "oxelatado" & un nivel =~
de 4,8 ml.gm. de desmetilclorotetracicling en él mosto y -
s afindid metil 1sobutil cetona, 10% del filtredo &cido =
combinado (volimen/volfimen) al tanque de extraccidn.- Hl-
pH se ajustd a 9,0-9,5 con solucién de NaOH al 50% y el lo-
te se agltd dursnte 30 minutos para facllitar la extrac--~
cidén en le fese disolvente.~ ElL extracto de metlil isobu-=-
t1l cetona se separd de la centrifugé de extraccidén y se -
recogld para tratemlento posterior.- E1l filtrado &cido -~
combinado agotaedo y el lodo se tiraron.-~ Se afiadid unflo%
de agua de la cafleris (volimen/volumen) sobre el extracto
de metil isobutil cetona y el pH se ajustd a 0,8-1,0 con ~
dcido clorhidrico concentrado y se envejecid durante unas

15 hores a &ste pH con agitacién constante a temperatura

amblente.
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Despubs de completado el envejecimiento, los

cristales se separeron de las aguas madres bifésicas por

filtracibn.-

El hidrocloruro de deamestilclorotetraci-

cling bruto se 1avd por desplazamiento dos veces con 1%

de volimen de mosto de metil isobutil cetons.-

Todag =

las corrientes de filtrado se enviaron a la recuperacién

de disolvente y los cristales se secaron en vacio a 502G,

durante unas 16 horas antes de pesar y tomar la muestra

para el andlisis.- Los resultados del ensayo se dan en

la Tabla I & contimiacidn:

Otros cuatro lotes separados de 1400 litros -

(Ne 5, 6, 7, 8) de mosto que contenia desmetilclorote~~

traciclina se trataron como se ha Indicado arribg, con’

excepclén de que se usd solucién de NH,O0H al 28% como

base para le extraccibn, en lugar de solucién de NaOH al

50%.- Los resultados de los sngayos se indican en la -

Tabla I, & continuaciédn:

NH@OH vs NaCH

o
.k 20 “’

Anflisis’
Desmetil~ Desmetil- Espec- Micro- ¢
. Potencia clorotetra- tetraci- tro-fo- biold- Elom®.
Lote de mosto Bruto clclina clina tométri-gico .
No. mcg./ﬁl. % mcg./ﬁg. mcg./hg. co. % & 460 mpm
1 1270 44.8 79 58 1010 1053 0.28
2 1340 41 .4 890 139 1014 861 0.41
3 1230 41.6 835 102 911 855 0.60
4 1790 43.5 889 52 942 8985 0,34
Promedlo 1407 42.8 898 88 960 916 0,41
5] 1310 58.0 910 90 o 891 0,26
6 1200 61.8 200 120 983 1001 0.24
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8 790 65.5 909 82 1039 9681 0,23
Promedio 1030 64,53 908 104 1002 978  0.25

Se obgervara, por los datos anteriores, que,
tanto en lo que se reflere al rendimiento de producto
bruto como al color del producto finel, el procedimlen-
to con NH&OH es superiof al procedimiento con NaOH.

Esta soliclitud, que corresponde a la presenta;
da en E.U.A, el 9 de Diclembre de 1959, bajo el N2 888,332
se gcoge a los beneficios del articulo 51 del vigente Es-

tatuto sobre Propledsd Industriasl,

NOTA

Los puntos de invenclén proplas y nueva que se
presentan para que sean objeto de &sta Pafente de Inven-
cién en Espafila, por VEINTE afios, son los sigulentes:

12,~ TUn procedimiento de obtenér desmetilcloro~
tetraclicling purificeda, a partir de un caldo de fermen--
tacibn que la contiene en forms de un precipitado de me--
tal alcalinotérreo, caracterizesdo por ajustar el mosto a
un pH 4cldo, para solubilizar le desmetilclorotetracicii—
na, filtrar el mosto, reducir el contenido en lones de -~
metal alcalinotérreo libres del filtrado a un nivel pre--
determinado, afiadir un compuesto de amonio cuaternario y

un digolvente orgénico inmiscible con agua, ajustar la -
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mezcla a un pH alcelino y extraer la desmetilclorotetra-
clclina de la fase de disolvente orgénico.

22.« TUn procedimiento segin el punto 1¢, carac-
terizado porgque el mosto se ajusta primero a un pH acido
de 0,5 a 2,5 y con preferencia de 0,8 a 1,5.

2,- Un procedimiento segin los puntos 12 & 2%,
caeracterizado porgue el contenlido en iones de metal alca-
linotérreo se reduce sfiadiendo Acido oxélico y/u oxalato
ambnico.,

42, TUn procedimliento segin cualquiera de los -
puntos 1% g 39, caracterizesdo porque dicha mezcla disol--
vente se ajusta a un pH glcalino de 8 a 12, afiadliendo un
dlcall tel como hidrdéxido amdnico.

52.- Un procedimiento segin cualquiera de los -
puntos 12 g 49, caracterizedo porque el compuesto de amo-
nio cugternario se elige del grupo que comprende cloruros
de trimetll- o di~alcohil dimetll-amonlo con alcohilo de
cadena largae. |

62.~ TUn procedimiento segin cuslguiera de los =
puntos 12 g 59, caracterizado porque el disolvente orgé--
nico es una metllalecohllcetona.

72.- Un procedimlento segin el punto 6#, carac~
terizedo porque ls metilalcohilcetons se usa en una caﬁ--
tldad que oscils desde aproximadamente 5% hasta aproxima=
damente 50% en volfimen referido gl filtrsdo Acido.

82.,- Un procedimiento segin cualquiera de 1o§ -
puntos 192 g 72, caracterizedo porgue la desmetilcloroté~~
traciclina se alsla de la fase de disolvente orgénico afin-
diendole una solucldn scuosa saturada de ures, ajustan&o -

el pH a 1 aproximadamente por la adicidn de Acido de mane~-
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ra que se forme un complejo de desmetilclorotetraciclinéF
urea-acido y regenerando desmetilclorotetraciclina pura -
poniendo en suspensidn el complejo en egua y ajustando el pH
a 1 aproximadamente, con lo cusl ocurre cristelizacidn de la
desmetilclorotetracicling como sal de &cido.

92,~ UN PROCEDIMIENTO DE OBTENER DESMETILGLORé—
TETRACICLINA PURIFICADA. |

Tal ¥ cbmo se ha descrito en la Memoris que ante
cedey, ¥ con los fineg que se han especificado.
Esta Memorls conste de dieclnueve hojas escrites

por una solg de sus carss.

Madrid, ) '"“ : ;

- 19 =




	Bibliographic data
	Description
	Claims



