PATENTE DE IXVENCION

Por VEI X T E afios
en Ispafia, a favor de la razén social 7HOVIONE?”,
Sociedad Industrial y Comercial de Productos
Quimicos,'Ltda., entidad portuguesa, estableci-
da en FORTUGAL, Travesia de Moinho de Vento, neo,
6; cuya ratente se refiere a: |

”YROCESO DY FERKENTACION v AISLALIENTC DE LOS

FRODUCTOS ACTIVOS DE TA KISHA”.

.+Q+.+'+.+.+'+.+.

Y ORTA DESCRIPTDTI VA

Lg fermentacidn de varias especies de estrep-
tomices y el sislamientc ¥ purificacion de los pro-
ductos del metabolismo de accidn bacteriana de los
mismos, fud objeto de numerosisimas patentes Y DU~

5= blicaciones cientfficas,

/ oo
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Un grupo muy importante de estos produc—
tos de accidn antibacteriana son las fetraci-
clinas, especialmente:

Oxitetraggglggg&:, producida por el ”strep-
tomices rimosus” (Sobein et al.: U.S. Iatent.
ne. 2.516.080, 1950 de Chas. Ffizer & Co. Inc.);
"Streptomices Platensis” (licGuire; Canadian Patent'
ne. 520.836, 1956.; Brit. ratent. ne, 713.705,
1.954, de Eli Iilly & Co); ”streptomices griseo-
flavus” (Krainsky A. Zbl, T, Bakt /II/i.9l4, 41,

639.); "streptomices armillatus” (Mancy et gl.:

10, -

Ann. Inst., Fasteur, 1.954, 87.580); ”Sfreptomices
vendafgensis” (Stehman A, et gl.: Schweitz, Iat,
ne. 531.988, 1.958) y "streptomices varsovensig?
(Kurilowicz. Indian Patent{ Apl, ne, 70,954,
1.960), " |

Clorotetracmiina, Producida por eli”strepto—

15.-

mices aureofaciens” (Duggar Ann. N.Yy. Acord. Sci,
51, 177, 1948. de Lederle Lab.);
20, — Ietraciclina, producfda por 1a estirpe de
los "streptomices aureofaciens” en medio nutri-~
tivo exento de iones de ecloro J por el ”strepto-
‘mices viridifaciens” (Heinemann: U.S. Patent,
ne. 2.886.595, 1.959, de Bristol Lab, Inc.),
25, - sin hablar de otras tetraciclinas de ménor im-

Portancia,
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A pesar de que la presente lista eéta le~
jos de ser completa, parece que hemos demos—
trado que las diferentes tetraciclinas estdn
producidas por las variadisimas estirpes de
estreptomices, las cuales, por otra rarte, son
Tdeilmente aislables de la tierra de cualquiey
punto geogrdfico,

El presente invento relata esencialmente la
produccidn y aislamiento de tetraciclina, cloro-
tetraciclina bajo la forma de base o sales y,
ademds, la preparacién de nuevos derivados de
las tetraciglinas en general, de ihte:és alte~
mente elevado, ya sea para el aislamiento de las
tetraciclinas, ya sea para uso médicoldirecto,
debido a sué Propiedades farmacoldbgicas favqra—
bles.

El microorganismo usado durante lé fermen-
tacidn es el ”strephomices lusitanus”, estirpe
aiclada y seleccionada por nosotros y debIdamen-
te diferenciada de las estirpes ya conocidas,
desde el punto de vista morfoldgico y de com-
rortamiento fisioldgico, de acuerdo con la ta-
bla adjunta.

A pesar de que otros numerosos ensayos de
diferenciécidn han sido ejeétuados, nosotros re-
latamos Unicamente una seleccidn escogida, se-

gun los ensayos habituales para la diferencia~

cidn de especies de estreptomices, como es deg-
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pfende de la lectura de las patentes citadas an—
teriormente. |

En la table adjunta incluimos una eStirpe,el
estreptomices sp. (V.S. 117), amparada por la
patente portuguesavnQ. 56.308 (aislada por hoso-
tros), productora de‘dehidrotetraciclina,‘dada la
gran senejanza entre las dos estirpes, hasta el
punto de que el ”streptomices lusitanus” y el
Pstreptomices sp.” (V.S. 117), pueden ser consi-
derados como bertenecientes a la misma especie,
aungue seanvproductores de sustancias metabdli-
cas, bien diferenciadas. A pesar de ello, la di-
ferencia de las otras especies, hasta ahora des-
critas, es absolutamente caracterfstica,

La estirpe de “Streptomices lusitanus”, es
productora de clorotetraciclina y, natu:almente,
de tetraciclina en medio litbre de iones de cloro.

La estirpe de "streptomices lusitanus;, sien-
do altamente seleccionada y dando concentréciones
de producto activo, superior a 7 gr/l, presenta
todas las ventajas para uso ‘industrial, pero po-
demos también usar, por el simple hecho de la pa~
tente portuguesa n?2. 33,767, haber sido abandona-
da (Bol. Prop. Ind ne. 3, pdgina 400, 1.960), las
estirpes ATCC. 11.652, 11,653 y 11.654, ahora del
dominio publico en Yortugal, en lugar de la nues—

tra, aunque con un rendimiento menos favorable pa-
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ra laproducecidn del caldo fermentado de la te-
traciclina o para clorotetraciclina, usando en

el caldo una concentracidén de iones de cloro ele-
vada,

Aunque la nuevae estirpe ”streptomices lu-
sitanug”, caracterizade por su elevadisimo ren-
dimiento, casi dos veces mayor que la mds alta
referencia de la lectura de las patentes, es de
por sI, un resultado cientffico de gran alcan-
ce, la presenta solicitud de patente presenta
caracterIsticascbsolutamente nuevas del aisla-
miento de productos activos, sea bajo la forma de
‘tetraciclinasya conocidas, o bajo la farma de
nuevo g deriﬁados de las mismas,

Estos nuevos derivados son de los productos
de la reaccidn de las tetraciclinas con diaminas

de la fdrmula:

R L COFEy
K !
R3 R4

en la que Ry y R 5 son grupos bencénicos o ben—
cflicos, sustitufdos o no, Rp y Ry hidrdgenos o
grupos alquilos hasta 4 dtomos, en cualquier com-
binacidn, y x representa un numero de 1 a 3.
Todavia, los nuevos derivados diamInicos,
Pueden existir como complejos metalo-aminicos,

cuando la precipitacidn es efectuada por adicidn
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-de hidrdxidos_metélicos alcalinos o alcalino-
térreos. La forma exente de metales se obtie-~
ne por adicién de amonio para la Precipitacién
de nuevos complejos,
5y La produccidén de los nuevos derivados de
tetraciclina; Pvuede ser hecha por varios méto—
dos diferentes, siendo los'principales:\
a) Fermentacién de un caldo adecuado por
cualquief estreptomices, productor de tetraci-
10, - clinas en presentia de una de las diaminés cita~
das mds arriba, o una sal de la misma, bor ejém-
Plo diacetato de dibenciletilenodiamina, segui-
do de purificacidén, como se indica mds adelante:
b) Adicién al caldo ya fermentado dé una ami-;:
15, - na previamente identificada;
¢) Reaccién entre la misma amina y una tetra- . .
ciclina ya purificada, | Dty
La presente solicitud se refiere esencialmen— =
te a los nuevos derivados.de la clorotetraciclina
go;_ y de la tetraciclina, siendo derivados diamInicos
de otras tetraciclinas, tales como los de la di-
metil-deoxi-oxi-dehidro- tetraciclinas, etc, ob-
Jeto de una futura solicitud, |
Los nuevos complejos diaminicos estdn carac-
25,; ' terizados POr su gran insolubilidad, formando bao~
se en medio alcalino y sales dcidas en medio dci-

do. La estabilidad de estos complejos (ya sea en




5=

100-'

20 4=

250"

282850
medio dcido o alcalino), es mucho mds elevada
que la de las tetraciclinas respectivas, 10
que rermite, juntamente con la gran insolubi-
lidad selectiva, llegar a un alslamiento y puri-
ficacidn mgs simpleg y de rendimiento muy eleva-
do.

Poderos hidrogenar el complejo diamina-clo-
rotetraciclina en medio ligeramente alcalino o

neutro en presenciade un catelizador, como por
ejémplo el paladio, resultando el complejo dia-
minico de la tetraciclina,

Lz obtencidén de la tetraciclina simple, a
partii de estos complejos bdsicos, puede ser efec-
tuada, por ejémplo, por acidificacidn hasta el pH
correspondiente al punto isoléctrico de la tetra;
ciclina respectiva, en medio orgdnico y después
la precipitacién de la tetracilina correépondien~
te por adicidn de agua.

Si la acidificacidn sobrepasa el punto iso-
léctrico,'hasta la acidificacién fuerte (pH 2 has-
ta 0,1), se obtienen sales dcidas de las tetra~
ciclinas, o en presentacidn de clorato de s0dio
las sales dcidas de los complejos diamInicos de
las tetraciclinas,

Es interesante subrayar las ventajas primor-

diales del uso de las diaminas pera el alslamiento

de las tetraciclinas, resultando una purefla muy
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elevada (97 - 100% después de la primera cris—
talizacidén, partiendo del caldo  fermentado)

¥ rendimiento del 60 hasta el 90%, conférme

a las condiciones,

Dada la gren insolubilided de los derive-~
dos diaminicos citados, el proceso puede ser
aplicado a la recuperacidn de productos acti-
vos de los licores de descarga (agua mai) de
cualquier proceso de aislamiento de las te~
traciclinas, resultando el complejo respeetivo‘
en estado bastente puro, el cual puede ser uti-
lizado directamente como suplemento de ia alimen-

tacidn delganado, dada su inocuidad y fdcil ab-

‘sorcidn o, todavia, para la recuperacidn de la

tetraciclina pura correspondiente.

La preocupacidén del complejo diamfnico se
efectda por adicidén de 1,0 - 5,0 gramos por li-
tro de ditenciltilenodiamina diacetato (bBEDA)

a un nmedio de cultivo, antes de la ferméﬁtaéidn.

E1l medio puede ser uno de los usuales, tal como:

Amido.l.'.'.‘.‘i"..‘ 60 grélmos

Oleo (lard-o0il)..... 1,8% v/v.
Herina de Cacooette. 3 gramos.
Carbonato de caleclo. | 4 gramos,
Sulfato de amonio .. 4,5 gramos.,
Clorato de amonio..; 1,5 gramos;

Agua de aurido trigo
(corn steep) 4 gramos por
: litro,.
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Despuéds de 120 horas el titulo llega a 6~
10 gramos por 1itro. Despuds de acidificado v
filtrado el caldo, se precipita el complejo dia-
minico por adicidn de amonfaco 10% hasta pH 8 -
8,5 0 comyplejo metal-diaminico por adiciénvde
hidréxido de calcio hasta pH 8,0 - 8,8, Eventual-
mente la adicidn DBUDA en esta fase aumenta el
rendimiento, E1l precipitado es estable, al contra-
rio de las sales metdlicas de la tetraciclina v
no se observa, despuéds de 36 — 48 horas de re—
bos0, en esta mojado, una destruccidn inferior
al 1%,

El precipitado filtrado y blen enjugado,
sin ningin otro secado, es suspendido después
en celosolve y acidificado con CH 1, hasta pH
0,3 -~ 2,Q bajo agitacidn, Kanteniendo la_agité—
cidn durante algunas horas, el hidroclorato buro

reclpita, teniendo una pureza de 98 -100% y

se

ke

rendimiento del 55% hasta el 75%. In el caso de
ailadirse, antes de la acidifacidén, clorato de
sodlo & la suspensidn (10 a 20% en peso Lor com—
paracidén al paso del pfecipita&o tdsico) se ecris-—
taliza el complejo diamfnico bajo la forma de sal
de CH 1, teniendo un rendimiento en actividad de
un 75 ; 9955 ¥ una bureza dn hidroclorato de con-

plejo 97 - 99%,
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El complejo dibenciletileno diarmtnico de
la clorotetracicling puede ser hidrogenado con
la mayor facilidad por via catalftica, usando
carbdn depaladio (3 a 10%), como catalizador

vy celosolve o alcohol butflico como disolvente

Ul
.
I

y tetraciclina para mantener bdsico el pH. Es
de subrayar que los cristales del couplejo obte-
nidos después de la primera oristalizacidh deoi-
do, son de tal grado de pureza que pueden ser
10,—~ hidrogenadog con buen rendimiento, sin reéris—
talizacidn suplementaria, en cuanto los proce-
sos hasta ahora conocidos requieren, por lo me-
nos, una cristalizacidn mds antes de la hidroge-
nacidn,
15—~ Se dan los siguientes ejémplos para la ilus—
tracidn del presente invento, sin restringir, sin

embargo, su amplitud alos lImites de los mismos:

1)e- Se inoculan 300 litros de medio de cul-
20 .- tivo esterilizado como se espécifica en la pédgina
4 de la menoria descriptiva, conteniendo 2,5 gra-
mos de dibenciletilenodiamina diacetato (DBEDAY
por litro, con una suspensidén de esporas de ”Strep—'
tomices lusitanus”. La férmentacidn se efectda a

262C, bajo agitacidn, de manera aerdbica sumergi-

N
w
.

{

da. bajo una sobrepresidén por inflamiento de ai-

=
2
~

re equivalente a 0,5 kg/cm’, Despuds de 120 horas
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el tItulo en complejo divenciletilenodiaminico
de clorovetraciclina, equivale a una actividad
de 9,2 §ranos por litro, expresado en activida-
dad de clorotetraciclina, Despuds del filtrado
del caldo acidificado con dcido sulfurico diluf—
do, el tftulo desciende, debidd a la disolucidn
a 5,8 gramos, por litro, Se ailaden otros 0,3
gramos por litro de DBEDA, con el fin de-obte—
nexr una mayor exceso‘y 1,5 gramos por litro de
una sal de amonio cuaternario de alquilp (poxr
ejémplo “Arquade 16”) y se aflade una so;ucidn

de 10% de amonfaco, hasta ©pH 8,2, El precipita-
do se filtra con una filtro adecuado y se lava
con agua; Una vez bien enjugado el precipitado,
mojado pasa a 7,2 kgs., Se suspende este precipita
do. en6,300 c.c, de celosolve y se afiade deido |
clorhfdrico concentrado, bajo fuerte agitacién,
hasta alcanzar pH 0,45 y se aflinden 864 gramos

de clorato de scdio, Despuds de 12 horas de agi-

tacidn,se filtran los cristales, se lavan con ce— -

losolve, alcohol isopropIlico y agua, obteniendo
1.75% gramoé de complejo, teniendo una actividad
de 835 gramos por litro, Rendimiento 63,5%. E1
complejo puro asi obtenido tiene un punto de fu;
sidn de 223 - 231°C con descomposicidn, empeszan-
do a obscurecer a 209¢ C[a(]DZZO (C,1,5 en 1:

1 dimetiltormamida~metanol).
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2) Se aflade, a 250 litros de caldo acidifcado
y filtrado, fermentadc por el estreptomices ATCC
11.65%, conteniendo 3,6 gramos de actividad por
litro, 250 gramos de DBEDA y 250 gramos de “Ar-
quad 14”7 y se ajusta el pll a 8,3, Despuds del fil-
trado y lavado se obtieneh 6,7 kilés de precipita~
do mojado. Suspendido el mismo en 6,000 c.c. de
celosolve, se acidifica con écido'clorhidrico
concentrado hasta pH 1,4, afladiendo 804 gramos
de clorato de sqdio. Deépués de 8 horas se fil-
tra, se lava con celosolve y alcohol isobutilico,
Actividad 870 /(g/g. Rendimiento: 72%t. Punto de
fusidn 226 -229¢C, con descomposicidn, hahiendo
obscurecido desde 216¢ (3E0D- 215 (¢, 1,5 en me-
tanol).

3) Se Procede como en el ejdémplo 1, pero el

caldo de la fermentacidn estd libre de iones de

-cloro, teniendo la siguiente composicidn:

- Harina d€ SOJ8 seeeeseseesss 35,0 gramos. -
~ ADLIA0 tevesusesercncesresnns 5,0 7

~ Caseina predigerida ........ 1,0 gramo,
Hitrato de S0G10 vevessnsesoses 3;0 gramos,

-~ Carbonato de S0A10 seeesssse 0,4 »

por litro de agua libre de iones de cloro, y su
cristalizacidn final en medio dcido, pasa a un pH
de 1,8, El rendimiento en tetraciclina DBEDA hidro-

clorato, es de 1,203 gramos, teniendo una activi-
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dad de 841 Mg/g.

4) Se afladen a 22 litros de caldo acidi—
ficado y filtrado, conteniendo 56 gramos de

cloro tetraciclina, 22 gramos de Versene”

' (sal de amonio cuaternario), 14 gramos de

DBEDA y amonfaco (10%) hasta pll 8,3, Despuds
de filtrado y lavado se obtienen 164 gramos

de precipitado mojado, Se suspende este bre-~
cipitado en 170 c.c. de celosolver, se adifi-
ca hasta pH 0,4, con dcido clorhldrico con-
centrado, omitiendséiiadirciorato de sodio, Se
obtienen 37 gramos de clorotetraciclina clorhi—
drato, con una actividad de l.OOOzjlg/g. y el
rendimiento eg de un 66%.

5) Se afiaden a 21 litros de caldo filtra—
do y acidificado, conteniendo 96 grémos de clo-
rotetraciclina, 30 gramos de Versene”, 24 gra-
mos de DBEDA y se ajusta el pH a 8,4 cbmo and-

nfaco de 10%. L1 precipitado mojado pesa 785 gra.

mos, Después de ser suspendido en 700¢c.c. de ce-

losolve, se acldifica hasta pH 0,4 y se afaden
96 gramos de clorato dé sodio, Despuéds de 12
horas de agitacidn, se filtran los cristales
& se lava con celosolve, alcohol isopropflico
¥y agua. El producto seco pesao 91 gramos, te-
niendo una actividad de 838/~é/g; '

6) Se afiaden a 6 litros de caldo filtrado y

acidificado, conteniendo 35 gramos de clorote-
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traciclina, 9 gramos de “Arquad 16” y 8,8 gra-
mos de DBEDA y se ajusta el pH, a 8,5 con hidré-
xido de'caicio, se filtra, se lava y se seca el
precipitado, E1 complejo calcio~DBEDA-clorote-
traciclina base as® obtenido, tiene una activi-
dad de 78/”é/g.

7) Se disuelven 500 gramos de dibencile-~
tilenodiamina-clorotetraciclina~hidroclorato
en 2.000 c,c. de celosolve y 290 c.c. de tris-
tilaming y'se afladen 50 gramos de carbén pa-
ladio (10%), en un aparato de hidrogenacidn, Se
hidrogena entonces la mezcla de reaccldn a 45 -
502 C. bajo una presidén de 2,4 kg/cm3 hésta ab-—
sorber 1,1 gramos mole de hidrdgeno, Después
se ajusta el pH 4,5 con dcido clorhidrico
(15%) y se ailaden 14 litros de agua. La base de
tetraciclina se precipita teniendo una actividad
de 8214 z/g. humedad 17,5%. Rendimiento 79%.

8) Se aflade a una solucidn acuosa concentra-
da de 1 kilo de clorotetraciclina hidroclorato
puro, 260 gramos de DBEDA y se ajusta el pH
a 8,3 con amonfaco (10%) y se filtra y lava
el precipitado formado., El rendimiento en com-
plejo DBEDA-clorotetraciclina base es de 96%,

: 9)'Se Procede cémo en el ejemplo 8, pero
en vez de clorotetraciclina se usa tetraciclina
clorhidrato. Una vez dbtenida la base mojada, se

suspende en 1,800 c.c. celosolve y se ajusta el
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PH a2 1,8 con deido clorhfdrico concentrado y se
afladen 120 gramos de clorato de sodios. Desgpuds
de la agitacidén, se filtra y se lava el ?recipi~
tado cristalino, resultando el clorhidrato del
complejo de DBEDA~tetraciclina. Actividad 845
Me/e. Rendimiento 91%,

Se afladen a 1,000 litros de agua;mai de des-
carga de aislamiento clorotetracicling (obtenida

después de la precipitacidn por medio de comple-~

'jo cdlcico-magnésico, segin el proceso ya cono—

cido), teniendo una actividad 0,35 gr/l, 100 gra~
mos de DBEDA y se ajusta el pH a 8,3, Se filtra,
se léva.y se seca el precipitado. La actividad .
del filtrade es de 0,06 gr/l., El complejo bdsi-
co asl obtenido, sirve para la preparacidn de su-
rlemento de la alimentacidn del ganado; |
Descrita convenientemente la naturaleza .
del aétual invento, asl como la forma de poderlo
llevar a la prdctica para convertirlo en una
realidad industrializables, se hace la aclara-
cidn de qﬁe en el mismo serdn susceptibles de
introducirse todas aquellas modificaciones de
detalles que las circunstancias y la prdctica
pudieran aconsejar, siempre y cuando que con las
variantes que se introduzcan, no se cambie, alte-
re o modifique la esencialidad del objeto des—

critos
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Se declaran como de propiedad y novedad pa—
ra todo el territorio espafiol, el contenido de

las siguientes,

REIVINDICACIONES:

13).- ¥roceso de fermentacidén y aislamien-
to de los pfoductos activos de la misma, carac-
terizado por el hecho de fermemtar, de manera su-
mergida y aerdbica, un medio nutritivo acuoso,
conteniendo hidratos de carbono y dzoe orgdni-
co asimilable aAsales minerales, por microorga—
nismos, especlialmente con una nueva .variedad de
Estreptomices sp. debfdamente diferenciada de
las variedades ya descritas a una temperatura
de 24 C a 30 C,

28) .- froceso de fermentacidn y aislamiento
de los prodﬁctos activos de la misma, de acuerdo
con lé reivindicacidn l2,, que se caracteriza
por el hecho de que la sustancia activa es la clo-
rotetraciclina en cuanto el medio contenga iones
de cloro, |

38) ¢~ Proceso de fermentacidn y aislamiento
de los productos activos de la misma, de conformi- :
dad con la reivindicacidn 12,, caracterizado por
el hecho de que la sustancia activa sea tetraci-
clina, en cuanto el medlo estd prdcticamente libre

de iones de cloro,.
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48) .- froceso de fermentacidén y aislamiento
de los préductos activos de la miema, de confor-
midad con las reivindicaciones anteriores, carac-—
terizado por el hecho de ser recuperados los anti-
5.; bidticos, del caldo de fermentacidn.
52) .~ Proceso de fermentacidn y aislamiento
de los prbduotos activos de la misma, caracterizdn-
dose por contar cor tetraciclinas de rendimiento
- muy elevado, medios de cultivo fermentado, con-
10,~ teniendo cualguiera de las sustguncias antibacte~ -
rignas pertenecientes al grupo de las tetracicli-
nas; caracterizédndose ademds por el hecho de que

el producto activo es precipitado del caldo aci-

dificado y filtrado, tajo la forma de nuevos COm-
15— plejos, por adicidn de una amina orgdnica de fdér-

mula general:

Ry - 111 -— (o) _~—- I'I —-— Ry
! !
B3 Ry
20;— en la que R, y R2 son grupos bencdnicos o bencl-

licos, sustituldos o noj; R, y R7 son hidrégenos
o grupo alquilo hasta 4 dtomos de carbono en cual-
guier combinaclidn, la x representa un ndmero de 1
a 3; o una sal de la nisma amina de preferencia s0-
25 e luble en agua, y ajustar el pH entre 7 a 9,5.
62) .- froceso de fermentacidén y aislamiento de

los productos activos de la misma, caracterizado
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Por el hecho de ser la amina dibenciletilenodia-
mina kajo la forma de acetato 7 el pH ser ajus-

tado por medio de bases inorganicas, de prefe-

N
10

rencia de un metal escogido del 12 ¢ grupo del
sistema periddico de kendelief, en cualquier com—
binacidn, juntanmente de una manera facultativa con
sales de los mismos metales.

72) e~ Froceso de fermentacidu y aislémiento
de los productos activos de la nlsma, caracterizado
por el hecho de poner en Intimo contacto ios nievos
complejos metalo-aminicos, de las tetraciélinas 0bw=
tenidas segin las reivindicaciones 42 y SQ, con un
dcido mineral en presencia de los disolventes orgd-
nicos;

82).~- Lroceso de fermentacién y ailslamiento

de los productos activos de la misma, caracterizado
Por el hecho de ser el disolvente un alcohol infe-
rior, tal como metflico, isopropilico o butilico,
rezclados eventualmente coun alcoxietanoles inferiow-
res y el dcido ser dcido clorhfdrico concentrado,

92),- froceso de fermentacidn y aislamiento
de los productos activos de la misma, caraciverizado
por el hecho de someter sucesivamente el caldo fer-
rzentado obtenido segun las reivindicaclones segunda,
tercera u onceava & 1log proceso descritos en las

reivindicaciones 52, 63, T2 y 8s,
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108),~ Trocesc de fermentacidn y aislamiento
de los_productos activos de la misma, caracteriza-
do por poséer tetracidina del caldo fermentado
por una~de las estirpes de Lstreptomices ATCC
11.652, 11.655 v 11.654, caracterizdndose ademds,
ror el hgcho de someter este caldoc a los procesos
sucesivos, como quedan descritos en las reivindi-
cacliones 52, o6&, 72 y 8&,

115).— froceso de fermentacidn y aislamiento
de los productos actives de la misma, caracteri-
zedo por el hecho de fermenitar un nedio nutriti-
vo adecuado, de maners sumergida, zerdbica, por los
microorganiémos especificados en las reivindicécién
anterior, en presencia de una cantidad de ionesg
de cloro, no habitualmente elevada.

122),~ +*roceso de fermentaciodn y alslamiento
de los productos activos de la misma, caracteri-
szado por el hecho de hidrogenaxr cataliticémente
el nuevo complejo metalo-aminico de la clorotetra—
ciclina, obtenido segiun la reivindicacidn 92, en
presencla de un catalizador, tal como platino o
paladio, fineamente dividido, btajo una waterial

z

inerte y de un disolvente a una presidn de 1 a 3
kg/cmz., de manera que la hidrogenacidn transcu-
rra en medio neutro o alcalino.

132) .~ +roceso de fermentacidn y aislamiento

de los productos activos de la misema, caracteriza-

do por poseer sustancias antibacterianas, pertene-
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clentes al grupo de.las tetraciclinas, caracteri-
zdndose ademds, por el hecho de afiadirse a los li-
cores de descagra, obtenidos por cualquier proceso,
durante la fase de precipitacidn 2lcalina, una aning
e orgédnica, conforme queda caracterizado en las rei-
vindicacidn 58, y ajusta el pH entre 7 7 9,5
14¢) .~ ”IROCESO DE FERMENTACIOE Y AISTAKIELTO
DE LOS FRODUCTOS ACTIVOS DE LA LISLA”
Todo ello conforme se describe y reilvindica
10, - en la memoria que antecede que consts de VELLIE ho-
Jas, e scritas a mdquina por una sola de sus‘caras,
acompaiiada de una tabla ilustrativa,
A efectos de 1a brioridad, y de contormidad con
lo dispuesto en los convedios 1nuerna01owaleg de los
15— que Esypaila es signataria, se reivindieca expre samen—
te la obtenida en la solicitud formulada el dia}
2% de Julio del afio 1.96C, en Lisboa, bajo el ni-

mero 37.424, e

Madrid, de(Eov‘ mbre 1,960

{ yd
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