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MEMORIA DESCRIPTIVA

que se scompafia a la solicitud de Patente de Invencifm por

veinte afios, en Espafia, por "Un procedimiento de separacibn

-de tetraciclinas de sus soluciones acuogas", a favor de "INS-

TITUTO DE FARMAGOLOGIA ESPANOLA, S.L.", Pundacibén Marqués de
Urquijo, domiciliada en Madrid, Alcald, 95.

El proceso de separar de sus soluciones las substan
cias actives, suele plantear en la quimica preparativa gran-
des problemas, queée se ﬁacen especialmente agudos en 1o que to
ca & la obtencidn de antibibticos, por la labilidad de &stos
al calor y a los cambios bruscos de pH, as{ como por la peque
fila concentracibén con que se presentan en la @iéolucién, ya
que'generglmente sé.obtienen por métodos.mierobiolégicos ¥y ne
cesitan del empleo de soluciones de medio.acﬁoso que son cuan
titativemente. enormes en comparacibn con el sblide activo an-
tibibtico separable. |

Esta dificultad hace Que determinados procedimien-
tos de obtencién sean, degde el punto de vista de su explota~

cién industrial, rigurosamente prohibitivos, ya que el produg

"to aun en el caso de que haya sido obtenido econémicamente,

no puede separarse del medio acuoso de cultivo o caldo si no
eg medisnte grandes y costosas instelaciones y el empleo de
absérbentes o disolventes selectivos.

Esto es particularmente cierto en el caso de las te
traciclinas. Las técnicas en uso pars la menipulacién de sus

caldos y la separacidn del activo son tan costosas que en al-
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gunog casos no tienen le menor valldez industliel procesos

que en el laboratoric parecen adecuados para la separacién de

lee tetraciclinas de los caldos de cultivo.

', Tales dificultades pueden OOnsiderarse-satisfactof
riamente resueltas con el prooe@imientor6onstitutivo de la in
vencién para que se solicite la presente patente, procedimien
to éconémicq ¥ que no requiere.instalaciones costosas ni espe
clales, sino que.puede~éer llevado & cabo en las comuneé de
que ordinarismente estan dotados tanto el iaboratorio como la
1ndusfria quigica mis elemental. |

 Ia investigacién realizada en el laboratorio con el .
‘objeto de separar‘de sus soluciones acuocsas las tetraciclinas
ha damnstrado ¢laremente los siguientes hechos:

_ Es, sin dude alguna, ?osible seﬁara; las tetracicli
nas por a&iciﬁn,AaiAmedio acuoso donde se encuentrsn disuel-
tas, de una sal de alcalinotérreoc y ajuste del pH de la mez-
cla a valores supéeriores a 4'5, generalmente entre 6*'5 y 8.

Y como pars la obtencién de tetraciclines se parte
generalmente de sus caldos de fermentacién previamente acidi-
ficados con doidos-~con frecuencia 4cidos minerales.fuertes?,
una "vez aﬁédida la sal alcalinotérrea, ¢ la solucién de ésta,
hey que elevar el pH~por adicién de 4lcali concentrado, para

evitar mayor dilucidén; y asi la precipitacién comienza al al-

canzarse el pH adecuado.

Ello se ha comprobado en la prigtica del laborato-
rio procediendo con soluciones de clorhidrato de c¢loro- oxi-
¥ tetraciclina disueltas en'agua con un pH inicial de 2'5-2'8,
¥ utilizando como sales alcalinotérreas precipitantes; entre
otras, c¢loruros cdleico y magnésiéo-y nitratos alcalinoterreos.

Pudo verse que la simple adicién dé estas sales no

caugd precipitacibn ni varié el pH; pero medisnte adicibn de

‘soluciones de amoniaco se llevaron las mezclas & pH préximos
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& la neutralidad y superiores a 4'5, y entonces, al alcanzar

estos valores de pH, se obtenia preoipitacién voluminosa de

.un producto amarillento que, una vez lavado y seco, demostrd

conténer précticamente toda la actividad del antibibtico de
referencia. _ . ‘ '

Los incouyeﬁiéntes del procedimiento son,'sin em—-
bérgo,‘gﬁandes. En primer lugar la filtracidn resulta diff-
¢il y lenta, problema que, si bien en el laboratorio no sig-
nifica dificultad mayor, lo es muy grande a efectos de pani-
pulacidn industrial.

. ~ Por otra parte, la neutralizacién con el hidréxide
sménico disuelto, eleva légicemente el volumen a filtrar, lo
que contribﬁya tambiéh,a que ls operacidén inﬁustria;.se alar
gue.

Ademds, estudiada la estabilidad de soluciones de
tetraciclinas disueltas en agua a pH neutro y alcalino, se
ha comprobado que la clorotetraciclira especlalmente, es po-

co estable -a pH éuperiores a2 5; y se ha visto que la neutra-

-lizecidn rdpida y brusca de soluciones dcidas de tetracicli-

nas, -~y partioulazmente‘en el caso de la clorotetraciclina-,
produceien el antibibtico una parcial inactivacidn, mayor o

menor segln la concentracién de la miéma‘yila brusqhedad del

~ selto de pB. Y como en un procesc industrial la neutraliza~

cién habris de tramscurrir répidemente, es clarc, que si en
la separacién del antibifitico quieren obtenerse buenos resul-
tados, la dificultad de tal‘método precipitatorio debe obviar
se mediante una menipulacibén adequada. .

A la eliminmcidén de tales inconvenientes se han en—
caminado los estudios y los expérimentos'que hen desembocado
en la invencidn del. procedimiento, que constituye el objeto

de ls patente que ahora 36 301101£a; procedimiento eficaz, cd

- modo y econfmico, que no rgquiere ninguna instalacién particu
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El procedimiento tiene como fundamento la puesta en
{ntimo contacto de la solucibén, incluse &cidey de une tetraci-
cliné, (que puede ser solucibn de clorhidrato) con substancias
gintéticas o naturales de sales alcaiinojérreas ¢ ricas en e~
lles, tales gue, siendo pféoticamente insolubles en el agua,
fijen le tetraciclins en forma de complejo insoluble, incluso
modificando el pH de la solucién, por reaccibn del medio proba—
blemente 4cido de la solucién antibibtica con el componente del
g6lido rico en alcalinotérreo afiadido como precipitante.

" Como consecuencisa préctica del procedimiento euando
ge selecciona debldamente el producto fijador del antlbiético,'
se congiguen las notables ventajas gsiguientes:

iﬂm-Al afiadir. el fijador en forms de producto sélido
se evitan dilucionés innecesarias de los caldos 0 soluciones an
tibidticas, con la consiguiente economia de manipulaciéﬁ.

28 -En el,caso‘de partirse de soluciones écidas del
antibibtico, tal seleccién adecueda del sélido fijador determi

na que al mismo tiempo que la fijacién del antibiético sobre el

' s6lido, vaya produciéndose el ajuste de pH necesario para que

dicha fijacién sea, por un lado, lo suficientemente lenta para

. que el antibibtico no se inactive ¥, por otro, sin embargo su-

ficientemente.répida'paré que el proceso se pueda emplear indug
trialﬁente gin pérdidas indebidas de tiempo de operacibn. Como
la neutrslizacién va produciéndose simultédneamente a la fija-
cidén del antibidétice sobre el producto s6lido precipitante o
"fijadorf} el ajuste de pH {a siendo gradual y de acuerdo con
las necesidades de precipitacién.

Lo dual, adeumés de ser ceausa de una mayor economia en
cuanto al'balancé de éctividad, se traduce en una simplifice-
cidn del proceso, pues permite sliminar, si asi se desea, la &

dicién de neutralizantes, siempre molesta y engorrosa, y el
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congiguiente gumento de volumen del 1fquido neutro & manipu~

lar.

38.-Se¢ pueden comseguir, asimismo, productos finales
ricos en el antibidtico, que a las virtudes de la actividad
plenamente conservade, de éste, unan otras que hagan al conjun
to més adecuado pars el posterior uso a que -tales productoé se
destinen. As{, por ejemplo, si paré fijar 1la clorotetraciclina
partiendo de sué solucioﬁes acuosas 4cidas, se emplea harina
dg huesos, se consigué un pfoducto final de.precipitaoién de
antibi6tico que demuestra contener la actividad del caldo de
fermentaqién'o de la solucibdn acuosa de partida, y que puede
empléarse directamente como corrector de pieﬁsﬁs, con lé‘doble
ventaja de comportarse como unm nutriente animal y simulténes~
mente como um corrector antibidtico de dieta. _

'Aéémés, conocida la importencia de los iones alcalino-

ferreos ¥y entre.eilosrel calcio, para reguler el equilibric de
absorcibn de lés tetréciclinés, constituye un punto ge interés
que, dade el gran excedente de iones caleio en dicha composi~
cibn, al adninistrarse directamente tal producto obtenido por
el procedimiento objeto de patente, se regula el pasc del. enti-
bidtico en el tracto intestinal del animal, reduciendo al mini-

mo la absorcidn intestinal del antibvidtico, con lo cual éste

. permanece casi Iintegramente -en el tubo digestivo, ejerciendo su

accibn sébre la flora microbiana intestiﬁal del sujeto.

42,~-E1 empleo del fijadof seleccionada es beneficioéO'
para el proceso industrial de oéteneién, por fecilitar la fil-
tracién, siempre diffcil, de.los precipifados tefraciclinicos.
En efecto, al realizarse en el proceso una verdadera fijacién
del antibibtico sobre el soporte alcalinotérreo, basta con gra-
duar el tamafio gfanular-del so@orfe para conseguir una filtre-
cidn perfecta, 10 que no se consigue cuando la precipitacién de

la tetraciclina tiene lugar por reaccibn entre soluciones, ya
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que entonces, incluso en soluciones medianamente concentfadg;,
la precipitacién ocurre instenténeamente al glcanzar el pH &~

decuado, y para evitario habria que proceder, bien a una neu~

“tralizacién previa'y adicibn lentisims de la sal precipitante,

_bien a la adicidén de la sal soluble o disuelta y a la neutrali

zacibén lenta de la mezcla. En ambos casos, el tiempo reguerido
para obtener productos perfectamente filtrables serfa largo j
muy grande el'nﬁmeré'de,posibles variables, de dificil control,
que influenciarian el proceso de cristalizaciéa.

Y ha de tenerse en cuents que el alargamiento de la

filtrgcién es, en los procedimientos c¢lésicos, un grave incon-

veniente desde el punto de §ista.industrial;-por cuanto gque

frecuentemente requieren selecciones de métodos adecuados de

filtracidn, siempre costosos, aparte de Que 8icho alargamiento

ofrece el peligro de inactivaciones del antibifitico por su per

manencia: en medios a pH en que sus soluciones pierden més répi
damente la actividad.

58.~Consecuencia de la ventaja gue acaba de citarse

-y en relacién con la enumerada como segunda, es otra més, la

de que el hecho de que el ajuste adecuado de pH se efectie por
la seleccién del soporte fijador y de que la filtracién se fa-
cilite por la eleccién adecuada del tamafio de particula, hace
posible que el procedimiento objeto de la patente que se soli-
clta éea aplicado éara obtener una sefaracibn contiﬁua o gemi~
continua. '

| Para procedef en opéracién semicontinua basta cargar
columnas con el soporte y alimentarlas-éon la. solucibn de la
tetraciclina de que se trate, hasta llegar ul agotamiento desea
do. Looe liguidos que afluyen dé ia coluﬁﬁaipueden abandonarla
précticamente agotados del antibidtico. . '

Para trabajar en pfoceso continuo basta utilizar co-

lumnas de hélice o vagonetas de tipo clésico y proceder a la
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parcelacién a través de la cerga, bien en pro o contra corrien

te, siguiendo las técnicas usuales de este esquema de trabajo

‘continuo para ambas fases g6lida y liquida, y regulando, como

es légico,; la velocidad de alimentacién y de carga.

Asi enumerades sus ventajas, & continuacién van a
precisérse las caracteristicas del procedimiento comstitutivo
de la invencidn. Son éstas:

18.-Una precipitacién de fijacién de antibiético al
estado insoluble mediante la puesta en contacto intimo de la
solucibén que contenga el antibidtico bien con una sal poco so-
luble de metal,alcalinotérreo, bien con un producto prictice~
mente insoluble, natural o sintético, que la contenga.

28,-El empleo de la solucibn acuosa del antibibtico,
que ademés puede oonteqer.impurezas debidas a la fermentacién
(caldos). y/o sales minerales u orgénicas solubles, disueltas
conjuntamente con él antibibético, siempre que éstas no inter-
fieran en la formacién del compuesto insoluble del antibiéticq
—ja que como tal ha de separarse- y que no se precipiten con-
juntamente con €1, si se.deseafseparar el.antibgético a mayor
estédo de pureza.

Tales impurezas o sales insolubles pueden, en su ca-
s0, ser separadas conjuntamente con el antibidético, précipitag
do éste en presencim de aquéllas, mas si se desea obtener el
antibiético.en mayor estado de pureza, basta eliminar los aje—
nos insolubleg por una filtracién previa a la precipitacién del
antibibtico.

38.-Porque el precipitante o "fijédor“ es bien una
sal précticemente insoluble en el medio acuoso en‘que se en-
cuentre disuelto el antibiético, tal como fosfato clcico o nmég
nésico, carbonato cdlcico o magnésico, oxalstos alcalinoterreos,
bien productos naturales, como apatito e hidroxiapatito; bien

productos naturales que contengan éstas u otres sales alcalino
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terreas poco solubles, tales como harina de huesos. e

wd s rads

48 ,~Por que se procede a la precipitacién en medios
con pH bdntfolados, superiores a 4'5, generalmente entre 6'5 y
8'0. | | '

CGomo para la obtencién de tetraciclinas se parte de
sus caldos de fermentacién previamente acidificados con 4cidos
~generalmente ﬁinerales fuertes~ para cblmoda separacién o des~

truccién‘dei}micelio, es interesante la posibilidad, que este

Atprocedimiento ofrece, de que 1la geleccibn adecuada del anibn

que forma la sal alcslinotérrea, permita que el‘ajuste.del pH
ge efectie al mismo tiempo que le fijacidén del antibibtico. .

Asi, por ejemplo, se ha visto experimentalmente qué
al tratar con cantidad suficiente ¢ mas que suficiente, de fog
feto tricdleico, caldog de fermentaqiénificbs en clorotetraci-
clinq,'pre@iamsntéiéci@ificados con acido ciorhidrico,_filtfa—
dos ‘sobre sopofte inerte y con un pH de 2'8, el pH del medio-
se elevaba, sin ﬁecesidad de afiadir ningin otro neutralizante,
a 645-7'0, y ello al mismo tiempo se precipitaba el,antibi6ti-
¢co0 hasta dejar el caldo pricticamente egotado.

58 ,~Por la filtrécién subsiguiente a la precipita-
cibn después de que las sales alcalinoterreas estén suficiente
tiempo en presencia de la tetfaoiclina separable, al pH de ac~
tuacibén, para que la reaccidn se completé‘al'estado deseado.

62.~Por que el activo precipitado se separa, siguien
do las téenicas conocidas de separacién sélido-1iquido (p.e.,
céntrifugacién, filtracibn, etc.) del medio acuoso que lo con-
tenia.. . (

- 78.,=Por la posibilidad de desecar mediante las téeni

. cas ueuales (desecacibn a vacio, a presibén y temperstura am~

biente, etc.) 1os productos obtenidos segin el procedimiento
deserito. '

Como ejemplos de manipulacibén se dan con cardcter a~
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claratorio perc no limitativo, los siguientes:

Ejemplo 18.-A un litro de caldo de fermentacién de

" obtencibn de clorotetraciclina, con una actividad de 5.850 u/

zl., acidificado a pH 2'5, se le afiadieron 150 grs. de fosfe—

to tricdleico finamente pulverizado, agitando durante la gdi-'

‘¢ibén y manteniendo la agitacibn durante una hora, a temperatu-

ra ambiente. Transcurrido el tiempo‘de contacto,.se‘sepafé el

" liquido del s6lido por filtracibdn con succibn, el sblido agota

do en 1iquido se lavé con 100 c.c. de agua déstilada en dos la

vedos, se agoté finalmente por succién durante 15 minutos y el

g6lido obtenido se desecd a tempersturs ambiente, en habitaciénm
seca y bien ventilada, hasts peso constante.

. Se obtuvieron 214 grs. de producto seco con una acti-
vidad de 28.500 meg./gr. en clorotetraciclina base.

Los liquidos filtrados demostraron estar précticamen

te egotados en la actividad antibiética (158 u./ml.) y el pH

de los mismos se elevd esponténeamente durante la operacidn has

$8 S‘i.

Ejemplo 22 .-Una columna cromatogrifica de 25 mm. de
dlémetro se cargd con 50 grs. de harina de huesos finsmente mo
lida, operande por manipulacibn en seco, segin técmica ordina—
ria} alcenzd una altura.dé 110 mm., dendo una densidad aparente
de 0'77 grs./cc.

Colocadg verticaimente, se dejan fluir a su través
200 c.c. de solﬁcién de clorhidrato de clorotetraciclina en a~
gua preparada por disoluoiéﬁ de 1'5 grs. de clorhidrato de te-
tracicliﬂa en 250 c.c. de égua,:salucién cuyo pH era de 5'8.

Ia solucidn antibidtica se afiade sobre la columna de
jéndola percolar lentamente & través de la harina de huesos.
Perminade la percolacibn, se recogieron en el colector 175 c.c.
de efluyente, con una actividad de 205 u./ml. y un pH de 6'2.

.. Retirado el s6lido de la columna y lavado dos veces
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con 25 c.c. de agua destilada, eliminades las aguas de lavado
y secaéb después, dié una actividad de 22.200 mcg./gr. de clo
rotetraciclina base, con un peso de 49'6 grs.; lo que demues-
tra que précticamente toda la actividad ha quedado- retenida

en el soporte de carga y.qﬁe ls filtrac;én del agotado y ia e

- levecidn de pH se han efectuado expontédneamente por el simplé

contacto. _
Ejemplo 3¢.-A una solucién de -clorhidrato de tetra-
ciclina que contiene 2 grs. de tetraciclina en 200 c.c. de so-

lucibn sb afiadieron 10 grs. éevcarbonato cdlcico, agitando la

. mezcla durante 15 minutos.

Ajustado posteriormente el pH a 7'S y agitada la mez

cla 15 minutos més, se filtré por vacio. Lavado y seco el pro-

ducto, se valoré, dando 175.000 mecg./gr. de tetraciclina base
con un peso de 9'9 grs.

Ejemplo 42.-A 200 c.c. de una solucibn de oxitetraci
clina con 2 grs. de ésta, se afiadieron 10 grs.de fosfato magné ;
tico, ajustando el pH a 7'S. EL producto obtenido después de
filtrado, lavado vy seco.pesé 9'8 grs. y, valorado, 416 una ac—

tividad de 180.000 mcg./grs. de oxitetraciclina base.

N O' TA.
Descrito suficientemente el procedimiento objeto de
la patente que se solicita, se declara que la esencia del mis~

mo, nuevo y de propie invencibn, es 1o que se concrets en las

‘reivindicaciones siguientes:

18,-Un procedimiento pars separar tetraciclinas de

sus soluciones acuosas, casracterizado por poner en intimo con—

- tacto estas soluciones con cantidas suficiente o més que suf17

ciente de un producto natural o sintético que sea o coutenéa
sal poco soluble de alcalinotérreo en centidad tal que, al pH
de actugcidn, fije el antibidtico sobre el excedente no disuel

to de dicho producto natural o sintético afiadido a la solucién.
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22,.~Un procedimiento para separar tet%ﬁbiclinas de -

sus soluciones acuosas, segin da primera reivindicacién, carsc
terizado por gque los proquctos fijadorés sintéticos son sales
(fosfatoé, carbonatos, oxalatos) de iones alcalinoterreos, par
ticularmente &e calcio y megnesio.

3§}th/procedimiento paré separar tetraciclinas de
sus soluciones acuosas, segin la. primera reivindicacién, carac
terizado bor que los productps fijadbrés.naturales son spatito,
hidroxiapatito y harina de huesos.

28,-0Un proeediﬁiento.para separar tetraciclinas de

sus soiuciones'acuosas; segin lag reivindicaciones anteriores,
Qéracterizado, ademds, por que la tetraciclina puede separarse

formando directa e inmediatamente. con el fijador productos de

.alimentaci6n'y correccidén de dietas animales.

58,-Un procedimiento para separar tetraciclinas de
sus soluciones acuosgs, segin las reivindicaciones anteriores,

caracterizado, ademds, por que se trabaja sobre diferentes so-

-luciones acuosas del antibidtico, con posibilidad pero sin ne-

' gesidad de especificos ajustes de pH ni concentraciones previas

en las diluciones usuales.
62.~Un procedimiento paras separar tetraciclinas de
sus soluciones acuosas, segin las relvindicaclones anterlores,

caracterizado por que ls solucidén scuosa del antibiético es un

celdo de fermentacibn.

78.-Un procedimiento para séparar tetraciclinas de

sus soluciones acuosas, segin las reivindicaciones 13 a 52, ca
racterizado por que la solucibn mcucsa del antibibtico es una
solucibn del antibibtico o mixta de entibiéticos y productos
que no impidan la £ijacién de éstos.

. 8 ,-Un procedimiento para separar tetraciclinas de
soluciones acuosas, segin las reivindicaciones anteriores, ca-
racterizado por la eleccibn del fijador s6lidoe y del tamafio de

sus particulas en funcibén de la facilidad o dificultad del pro
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ceso de filtracibn necesarias para trabajar-en procesos discon~

tinuos, continuos o semicontinuos,

- 98.~Un procedimiento para separar tetraciclinas de

sus solucliones acuosas.

.Todo segin se describe y reivindica en la presente
Memoria descriptiva gque consta de doce hojés debidamente folia
das y escritias & méguina por una sola de sus caras.

Madrid, 21 de noviembre de 1.963.

El Agente. -
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