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MEMORIA DESCRIPTIVA
pare solicitar
PATENTE DE INVENCIORN
en
EsSPaAf&
por VEINIE éﬁos
& nombre de AMERICAN CYANAMID COMPANY, entided norteamg
ricana, establecida en 30 Rockefeller Plaza, Nueva York,
NoYo, Estados Unidos de América; pors
"UN PROCEDIMIENTO PARA OBTENER DESMETILCLOROTETRACICLI-
NA PURIFICADA™ -

Egte invento se refiere a la purificacidn de des~
netilclorotetraciclina y més particularmente a un proce
dimiento mejorado para la recristalizacién acuosa de —-
desmetilclorotetracicling de manera que se produzcan =—-—
rendimientos elevedos de productos terapduticamente ve-
liosog,.

Lag desmetiltetraciclinas, la desmetiltetracicli-
ne misma y la desmetilclorotetrgciclina (7-cloro=b-des~
metiltetracicling) son miembrog de una nueve femilis de
antibidticos de tetraciclina que estén descritos y rei-
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vindicados en la patente americamna No. 2,878.289 do ~—
McCormick y cols Tas desmetiltetraciclinas allf descri-
tag se producen mediante ciertas cepas mutantes deriva-

das de Streptomyces sursofaciens derivadas del material

aislado del suelo §. gurcofacieng A-377 productor de —-
clorotetraciclina, descrito en la patente smericana Nos
2,482,055, de Duggar, y depositado en el Northern Reglo
nel Research Laborefory, Peorie, I1linols como NRRL -~
2209, les nuevas cepas productoras de desmetiltetracie-
cling se derivaron por tratamiento de 4-377 con agentes
mutagénicos; Cultivos de lag nusvas cepas productoras -
de desmetiltetracicline de S, gureofaciens estédn deposi
tados en la American Type Culture Collection, Washing—

ton, DeCs, bajo los nimeros de accesién ATCC, 12551, —-
12552, 12553 y 12554,

Te desmetilclorotetraciclina, en comparacién con
el antibidtico de amplio espectro bien conocido tetraci
clina, consigue singularmente una actividad sntibidtica
mucho mayor frente a organismos susceptibles con canti-
ded nmenor de drogay posee una estabillidad notablemente
mayor en los f1iidos del organismo; tiene mayor resige-
tencia g 1§ degradacidén y une menor velocided de livera
cién renal, soportende 2l mismo tiempo elevados niveles
de sectividad antibidtica durante periodos prolongados.

Ia desmetilclorotetraciclina, Unico producto de -

fermentacidn de una cepa mutante de Streptomyces aureoc~

faciens, estd casi inverisblemente asociads con peque~-

fiag centidades de desmetilteiraciclina que es también -
un producto de la fermentacidn, Es precigo efectuar des

puds una separacidn de estos dos antibidticos, o por lo
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menog recuperar desmetilclorotetraciclina en una forma

muy purificada, libre de desmetiltetraciclina, Aunque -
estos dog antibidticos pueden sepsrarse de modo efectl-
vo por técnicas de cromatografis sobre papel, esto no -
es préctico en operaciones comerciales en gran escala,-
habiéndose reslizadec esfuerzos con vistas a desarroller
un procedimiento comercial préctico para le separacién

de desmetiiclorotetracidlina esencialmente purs, de des
metiltetraciclina,

Uno de los procedimientos mejores para la purifi-
cacidn de clorotetracicline y tetraciclina es el descri
to por Winterbotton y cone., en la patente americana No,
2,671,806, Este procedimiento se funda en disolver clo-
rotetracicling bruta, por ejemplo, en un disolvente or-
génico hidroxilado, tal como un elcenol inferior, usan-
do ung base nitrogenads, ps. ej. trietilamina, que sirve
pera neutralizar y solubilizar la clorotetraciclina,
Las inmpurezes no disueltas se separan por f1ltracidn ¥y
por reajuste del pH del filtrade con écido clorhidrico
al nivel deseado, se precipita hidrocloruro de clorote-
tracicling purificado.

Este procedimiento, aunque es eminentemente ade~-
cuado para la purificacidn de clorotetraciclina y tetra
ciclina porgue de un producto tergpéuticamente valioso
de elta calidad, no estd exento de clertos inconvenien-
teg, particularmente porgque implica el uso'de digolven-
tes orgénicos hidroxilados y bases orgénicas que hacen
que el coste del procedimiento de preparascién sea eleva
do. Ademds, y esto es aquf de la méxima importancie, la

recristalizacién de desmetilclorotetraciclina de los di
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solventes orgénicos del procedimiento Winterbotton, De
ej. butanol y 2-etoxletanol, no efectila una reduceidn -
apreciablemente en la degmetiltetraciclina, de manere -
que el producto final tiene un porcentaje excesivo de -
desmetiltetraciclina para las normas egpecificadas.

De acuerdo con el invento, se proporciona un pro-—
cedimiento para obtener desmetilclorotetraciclina puri-
ficada a partir de deasmstilclorotetraciclina bruta que
contenga tembién desmetiltetraciclina, que comprende &i
golver diche desmetilclorotetraciclina bruta en agua =
por adicién de &lecali, filtrar le solucidn parae seperar
las impurezas insolubles, y acidificar el filtrado con
un &cido mineral, con lo que se preciplta unaz sal de -
cido minersgl de desmetilclorotetraciclina sustencilalmen
te libre de desmetiltetraciclina. For tanto, el presen-
te invento alcanze un resultado que no se puede CONoo~—
guir con el procedimiento Winterbottom, a saber, una se
paracién de desmetilclorotetraciclina purificada libre
de desmetiltetracicline y de impurezas de fermentacidne

Al poner en préctica el presente invento, se hace
une, papilla en agus de desmetilclorotetraciclina bruta,
producida por fermentacidn de una cepa productora de des
metilclorotetraciclina de S. gureofaciens, segin se deg
cribe en la patente de lMcCormick antes mencionada, SO--
bre une base de peso por volumen y que puede ser del or
den de 1:10, a un pH comprendido entre 7-9, aproximada~
mente, agitando hasta que se obtiene una solucién com-—
plets, La solucidn se filtra despuds para separar impu-
rezas de fermentacién no disueltag. Puede usarse cual-—

quier hidréxido de metal alcalino adecuado, tal como hi
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dréxido sddico, hidréxlde potdsico, etc., para hacer el
necesario ajuste de yH., El filtrado alcalino se acidifi
ca después con un &cido minersl fuerte, p. ej. £cido —=
clorhidrico, por ejemplo a un pH de 0,5-1; y preferible
mente & 0,6-=0,7, pera obtener los rendimientos méximos.
Ia solucién dcida se envejece con agitacidn durante 20-
24 horas a temperatura aproximasdemente smbiente, y los
cristales precipitados de hidrocloruro de desmetilcloro
tetracicline que se formen se recogen por filiracidn, -
se lavan con una mezcla de acido clorhidrico concentra~
do en agua ¥ se secen en veclio a 502 C., aproximademern—
tee

Une modificacidn de este procedimiento se funde -
en el empleo de un sistema disolvente bifésico compues-
to de agua ¥y un disolvente inmiscible con agna, tal co=-
mo un disolvente de metilalcohilcetona, p. ©j. metiliso
butilcetone, metilpropilcetona y andlogos. Esto da como
resultado el mejoramiento del aspecto del producto fi--
nal, ya que se producen cristales de color amarillo cla
ro, que son convenientes. Preferiblemente, el gigtemg -
digolvente bifdsico se compone de partes igusles do -~
agua y metilisobutilcetona, |

En todo caso resultan rendimientos elevados de la
desmetilclorotetraciclina degeada, y ambos procedimien-
tog efectian la separacidn buscads de desmetilclorote—-—
traciclina purificada de la deasmetiltetraciclina y las
impurezes de fermentacién asociadas.

Bl invento se describirdé con mayor detalls en re-
lacidn con los siguientes ejemplos especificos,

EJEMFLO 1
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Se prepard una papilla de 50 gramos de desmetil-~
clorotetraciclina bruta, que daba el andlisis 1015 meg.
/meg., v contenia 83 meg./mg. de desmetiltetraciclina, -
en 500 mililitros de agua. Se ajustd el pH del disolven
te a 9,0 mediante adicidn de 23 mililitros de solucién
de hidrdxido sddico al 25 ¢ (peso/volumen). ILea papilla
se agltd durante 15 minutos antes de efectuar la s0lu—
cién completa. La solucidén se pasdé a través de un fil--
tro de vidrio sinterizado pre-revestido con Hyflo Super
~Cel (agente auxiliar de filtracidén de tierra de diato-
meas), El filtrado se acidificd con 27 mililitros de dci
do- clorhidrico concentrado a pH 0,65. la solucidn acidi
ficada se envejecid, agitando, durante 20 horas a 252 C,
Losg cristales formados se recogieron luego por filtrg~—
cién, se lavaron dos veces con cantidades de 25 milili-
tros de soiucién de écido clorhidrico el 5 ¢ (volumen/
volumen) y se secaron en vac{o a 500 C; durante 24 horas.
Resultaron 45,49 gramos de material, El valor del ensa~-
yo esgpectrofotométrico del producto final fué 1010 mcg/
mge E1 rendimiento de hidrocloruro de desmetilclorote--
trecicling fué 91 7, El contenido de desmetiltetracicli
na del producto fué 2,3 meg./mge. "

LJEMELO 2

Se prepard una pepilla de 10 gramos de desmetil~-
clorotetraciclina brute, que dabz sl andlisis 969 meg./
nmg. y contenia 16& meg./mg. de desmetiltetraciclina, en
un sistems disolvente bifdsico compuesto de 100 milili-
tros de agua ¥y 100 mililitros de metil isobutil cetona.
La papilla se alcalinizé & pH 9,0 por medio de una solu
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cibn de hidrdxido sddico al 25 ¢ (peso/volumen), El ma-

terial bruto se disolvid completemente en 15 minutos.
La.soiucién se olarificd por filtracidn y el filtrado -
se ajustd a pH 0,65 con deido clorhidrico concentrado.
Fl filtrado acidificado se agltd y se envejecld durante
24 horas a 20-252 C, Al terminar este perio&o de enveje
cimiento, los cristales formades se recogleron por file
tracién, se lavaron con dosg porciones de 10 mililitros
de 4cido clorhidrico a1 5 % (volumen/volumen), més: dos
porcioneg de 10 mililitros de metil isobutil cetonsa, ¥y
se secaron haste peso constante en vacio a 502 C, EI va
lor del emsayo especirofotamétrico del producto final -
fué 1002 meg./mg. No se detecté deesmetiltetraciclina.
E1l rendimiento de hidrocloruro de desmetilclorotetraci-
clina fué 80 ¢ (sobre base ponderal) y 88 % (sobre base
de ensayo ponderal); Un mejoramiento neto en el calor -
de los crigtales se acusaba por el cambio en lg densi--
dad optica [El?é a 460 194:.] desde 0,49 para el produc
lcm,
to bruto hasta 0,25 para el producto final.

La presente sollcitud que corresponde & la presen
tada on E.U.ds, 61 9 de Diciembre de 1959, bajo el nime
o 858,330, se acoge a los beneficios del articulo 51 -
del vigente Egtatuto sobre Propiedad Industriel.

N 0T A

Loz puntos de invencidn propie Y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-

te de Invencidén en Espafia por VEINTE afiog, son 108 Si—e
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10.~ Un procedimiente de obtener demmetilclorote-

gulentes:

traciclina purificada, a partir de desmetilclorotetraci
clina bruta que lambién contiene desmetiltetracicling,-
caracterizado por disolver dicha desmetilclorotetraci--
clina bruta en agua por la adicidn de dlcsli, filtrar la
solucidn pera eliminar impurezas insolubles, ¥y acldifi-
car el filtrado con un écido mineral, con lo cual preci
pita wne sal de écido mineral de desmetilclorotetraci-m
clina sustencialmente exenta de desmetiltetraciclina.

22~ Un procedimiento segin el punto 12, caracteri
zado porque el dlcali se afiade a un pH de T a %

i

32, Un procedimiento segin los puntos 18 o 29,
caracterizado porque el filtrado se geidificz & uvn pPH -
de 0,5 a1 y, con preferencia, 0,06 a 0,7,

48,- Un procedimiento seglim los puntos 12, 22 o -
32, caracterizado porque se usa un sistema disolvente -
de dos fases compuesto de agus y de un disolvente immig
cible con agua, tal como metilalcollcetons.

52, Un procedimiento segin cumlquiera de los pun
tos 12 a 42, caracterizado porque el dcido minersl es -
dcido clorhidrico,

62,~ Tn procedimiento para obtener desmetilcloro-
tetracicling purificeda.

Tel y como seﬂha_deacrito'en la Memoriz que ante~

cede y pare log fines que se han especifieado;
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Esta Memoria consts de nueve hojas escrifas a mé-

. guina por unea sola cars.
Madrid, - 7.0
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