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usual quitar primeramente del medio de cultivo el micelio

El presente invento se refiere

a un procedimiento para precipitar bvase de tetraciclina en
formé cristalina.

En la preparacidén de tetraciclina un medio de

cultivo acuoso conteniendo tetraciclina se somete a un proce

dimiento combinsdo de recuperacidn y purificacién. Cuando es

te procedimiento es ejecutado por medio de extraccidon, es

del microorganisme que ha producido le tetraciclina. Después

de esta la tetraciclina es extraida con un disolvente orgini
co, al que han sido afiadidos soportes, si se desea, con un
valor pH tal que se disﬁélva en la fasé organica tanta tetrJ—~
cilina como sea posible, manteniéndose el volimen de diche
fase considerablemente menor que €l del medio de cultivﬁ.
La fase orgénica resultante contiene tetraciclina en forma
concentrada, y algunas de las impurezas que estuvierom pre-
sentes en el medio de cultivo, no son tranafer;daa & la fae-
se orgénica, de modo que la tetraoic;iﬁa tanto se concentrad
r&, como en cierte extensidn se purificard. La tetraciclina
as{ purificada en parte después es aislada de la fase orgé-
nica, por ejemplo, por extraccién sobre agua, a un valor pH

al que le tetraciclina es mucho més soluble en la fase acuo+




10

16

20

26

301090

‘larse como base de tetraciclina por cristalizacidén. La base

~ 1a solueidn concentrada por desecacidn de congelacién.

sa que en el disolvente orgénico. 8i se hace uso de volver
a extraer sobre agua, el voldmen del agenté extraqtor,’en el
presenté caso la fase acuosa, se mantiene considerasblemente
menor que el volumen de la fase orgénica, de médo que la so-
lucidén de tetraciclina es ulteriormente concentrade, Al mis-
mo tiempo algunas de las impurezas que estuvieron presentes
en la fase orgénica, permanecen en dicha fase. De esta mane-
ra se obtiene una solucidn acuosa concentrada de tetracicli-
nay Qe la que la principal parte de las impurezas originale~
mente presentes en el medio de cultivo han sido eliminadas.
Lasg extracciones arriba mencionadas puedeﬁ ser
repetidas hasﬁa que se obtenga ﬁna solucidn conteniendo la

tetraciclina en tal forma pura y concentrada que pueda ais-

libre de tetraciclina que primerc cristaliza de la solucidnm,
puede purificarse ulteriormente por una serie de recristali-

zaciones o0 la base de tetraciclina puede ser recuperada de

As{ la situacidén es que hasta ahora habfa sido
necesario ejecutar un némero relativamente grande de pasos
de purificacidén con el fin de obtener una eliminacién eficaz*
de impurezas y un precipitado cristalino puro de base de te=
traciclina, , .

Cuando se produée tetraciclina por fermentacién

al emplear un microorganismo produciehdo tanto tetracicline,

como clorotetraciclina, es frecuéntemente deseable adoptar
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adoptar medidds contra la formacidén de clorotetraciclina,
Es conocido de varias maneras el suprimir la formacidn de
clorotetraciclina, pero no se ha conseguido evitar completa-
mente tal formacidn.

Ahors se ha encontrado que es posible, en un s04
lo paso, precipitar bvase de tetraciclina pura diréctamente
en forma cristalina y en gran rendimiento desde una solucidy
acucsse impura conteniendo tefraciclina, pdr un procedimien-
to simple sin ﬁrecipitar gsimultédneamente clorotetraciclina,
sl la hubiera.

El presente invento se basa en la nueva y sor-
prendente observacién de que la base de tetraciclina puede
ser precipitada diréctamente en forma cristalina y en elevad
do rendimiento y de gran pureza cuando se cuwida del efecto
parcial de que ciertos ésteres.de acido fosférico o fosforod
so estén presentes en una concentracidén edecuada en estado
disuelto en un disolvente orginico que sea inmiscidble o 1li-
geramente miscible con asgua, parcialmente de que no estén
presentes ninguna clase de iones de calcio u otros iones de
metal capaces de formar coﬁpuestos complejos con tetracielid
na, en la gsolucidn acuosa conteniendo tetraciclina en centi+
dades tales que una parte apreciable de la tetraciclina es-
té enlazada en forma compleja. “ » |

Cuango se observan estas medidas, a partir de
una solucibn acuosa impura de tetraciciina, es posible_dbte-

ner la tetraciclina cristalizada en tal estado puro Gue es




10

16

20

35

3016380

_estar presente en la solucidn acuosa.

-iones de celcio y otros iones de metal capaces de formar conf-

diréctamente aplicable -para fines terapéuticos y ha sido si-

multéneamente liberada de la clorotetraciclina, que pudiera

Por consiguiente, el procedimiento segin el in-
vento se caracteriza porque se aiiade a la solucidén acuosa

conteniendo tetraciclina, que estd principalmente libre de

puestos complejos de tetraciclina, un disolvente organico,
en que esté disuelto un diéster o monoéster de écido ortofosge
férico o fosforoso, ¥y sjustando el valor pH de la solucién
acuosa & 3;8, preferéntemente 5-7, antes o después de afadin
el disolvente orgdnico, después de lo ocual se separa de ello
la base de tetraciclina cristalizada,
vDe antemano no gse podia anticipar que las impu-

rezas contenidas en la solucidn acuosa de partida, por este
tratémiento, pudieran quedar en una gran extgnsién-en le f a-
se orginica, de modo que la base de tetraciclina cristalina
precipitada posée un alto gradoc de pureza.

' - En el caso de que la solucidn acunosa ge tetraci-
clina también contenga clorotetraciclina se obtiene_por el

ﬁrocedimiento presente una eliminacidén eficaz de la cloro-.
tetraeic}iﬂa?;odo que 108 cristales de tetraciclina resultaﬁL
tes puéded satisfacei inmedidtamente las demandas de pureza
que normalmente Qélimponen en lo que concierne a preparacio-
nes de tetraciclina. As{, ha resultado gque, cuando se emplea.

el procedimiento segln el invento, se puede obtener, para
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estan libres de clorotetraciclina adn cuando el material de

todos 1os fines précticos, cristales. de tetraciclina, que

partida contenga incluso cantidades muy considerables de
clorotetraciclinag.

8i la solucidn acuosa de partida conteniendo
tetraciclina solamente contiene una cantidad insignificante
de tetraciclina, el rendimiento de base de tetraciclina purT
es bajo, aunque es posible ébtener un precipitado de_drista»
les de tetraciclina al emplear una solucién conteniendo te-
traciclina en una cantidad tan baja como alrededor de 5060
unidades por milflitro. Bm la prédctica las soluciohes de
tetraciclina contendrén usualmenie mucha mis tgtraciclina
¥, por lo tanto, estarén bien adecuadas para el objeto del
invento. 7

Los ésteres de 4cido fosférico y fosforoso em=
pleados tienen que contener por 1o menos un dtomo de hidrd-
geno disociable en la molécula y ser solubles en el disolven-
te orgénico. La solubilidad requerida se procura porque el
radical organico, que constituye parte de la molécula de
éster, tiene tal‘naturaleza niaréfoba que se suprime la na-
turaleza hidréfila de la parte de acido fosférico o fosfo-
roso de la molécula de ééter en tal extensién qde el éster
se haga soluble en el disolvente orgdnico empleado. Bs fé-
cil, por simples experimentos, determinar cuales son los
ésteres dentro del grupo definido, los qué son aplicables

para el propdsito del invento. En el caso de que se haga
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uso de diégteres, los dos radicales organicos pueden ser

idénticos o diferentes. Particularmente son ésteres apropiad

do los de Acido di-(2-etilhexil)-fosférico y del dcido dinod.

nil-ortofosférico. C;ando se usan estos -ésteres, sé obtiene
en buenos rendimientés una excelente purificacidn de la te-
traciclina y eristalizacidén de la misma.

Dichos ésteres pueden utilizarse en concentra-
ciones relativamente variables. Ordiﬁariamente. més de 25 %
de peso serd inapropiado, devido a viscosidad incrementaéa
de la fase orginica. Usualmente se hace uso de concentraciod

nes menores llegando hasta alrededor de 1 % de peso. Una cof

centracién de los ésteres de alrededor de 5 % de peso da bu%'

nos resuitados en muchos casos. Un alcance adecuado de con-
centracién es desde 2 a 10 % de égso.

‘B disolvente, en que se disuelve el éster em-
pleado puede ser elegido entre una larga serie de disolven-
tes orgénicos que son inmiscibles o sdlamente ligeramente

miscibles con agua. Se obtuvieron excelentes resultados al

emplear, por ejemplo, butilacetato, cloformo, alcohol amflid

co y cetona metilisobut{lica. La cantidad del disolvente ord -

génico depende del &ster empleado, de su concentracidn, ¥y
de la cantidad y naturaleza de las impurezas presentes. Eg
necesario gue estas ﬁltimas.se_mantengan digueltas en el Ji-
sélvente orglnico oonteﬁiendo disuelto en el mismo éster enw
pleado con el fin de que la base de tetraciclina pueda ser

obligada a cristalizar. Con el fin de ilustrar este eatado
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de cosas puede mencionarse que, cuando s€ usa una solucién
acuosa cruda de tetraciclina con un contenido de tetiraciclis
na de 25.000 unidades por mililitro y butilacetato como 4di-
solvente orgénicooon un contenido de &cido di-(2-etilhexil)

orto-fosférico en una cantidad de 5 % de peso, puede obiened

se un‘rendimiento de base cristalina de tetraciclina de al-
rededor de 85 % cuande se hace uso de una proporcidén de vo-
ldmen entre el butil-acetato y la solugidn cruda de tetraéi-
clina de 135..

Los iones de caleio y otros iones de metal que
forman compuestos complejos pueden haber sido elimihados de
la solucibn acuosa de tetraciclina antes de la cristaliza-
eidn de 15 base de tetraciclina, por ejemplo, por intercam-
bio de iones o precipitacidn, ¢ pueden mantenerse enlazados
al complejo durante la cristalizacién. Puede hacerse uso de
la posibiiidad antes mencionada porgue se aflade a lg 80luw
cién acuosa de terraciclina un agente gelante que tenga un
efecto formador de gelato mis fuerte sobre dichos iones de
metal que la tetraciclina, antes de la oristalizacidn. Un
agente gelante ﬁarticularmente conveniente es, por ejemplo,
dcido tetra-acético de etilenodiamina,

El présente pr&cedimiento se ilustra ademds en
los siguientes ejemplos. En esta relacidn ge 1lama la aten-
cidn sobre el hecho de que una unidad de tetraciclina co-
rresponde a 1 /ﬂg de hidrocloruro de tetraciclina , y que

la base de tetraciclina cristaliza con agua de cristal que
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agua y lejfa de sosa 10 N hasta pH = 5,5. Se continda agi-

' se obtiene base de tetraciclina cristalina pura conteniendo

“4cido conteniendo 12.000 unidadés de tetraciclina por milf-

sélamente puede eliminarsge por secado vigoroso, por eJGmPiO

a 60°C al vacfo durante 12 hores.
EIEMFLO 1

‘ A 100 litros de un concentrado acuoso dcido de
una mezcla de 66 % de tetraciclina y 40 % de clorotetracicli-
na preparada por extraccibn de.un liquido de fermentacidn
con butilacetato, a que se hag afiadido 2,5 % de dcido die
(2~etilhexil)-fosférico con pH néutro y volviendo a extraer
sobreragua acidulada por la adicidén de 4cido fosférico, se
agregan 24 litrosvde una solucién al 5 £ de &cido di-(2-eti}-
hexil)-fosférico en butilacetato, 24 litros de una solucién

al 40 % de 4cido tetrécético de etileno-diamina de sodio en

tando durante dos horas., La mezcla se deja durante l2 noche
y ge Tiltra despuds de lo cual el precipitade resultante es

lavado con agua y butilacetato y se. seca al vacio. Por elle

menos de 5 % de clorotetraciclina en un rendimiento de 70 %,

que puede cénvertirse diréctamente en hidrocloruro de tetra

cicline USPE.

EJEMPLO 2

A 89 litros de un concentrade crudo acuoso

¥

gramo se afiade agitando vigorosamente 13 1litros de una solu

cién al 40 % de &cido tetracético de etilenodiamina de so-

dlo y lO'litroside una solucidén al 10 % de dcido di-{g-etil
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‘cloruro de tetraciclina USP.

' BIEMPLO 3

hexil)-fosférico en butilacetato, después de 1o cual el pH
es ajustado & 6,4 afiadiendo lejia de sosa 10 N, Después de
reposar durante una noche se ejecute un procedimiemto de .
filtrado ¥y el precipitado resultante es lavado con agua y‘
butilacetato y se seca al vacio.‘El rendimientO»importa
1012 gramos de base de tetraciclina pura de 885 umidades

por miligremc que puede convertirse directamente em hidro=-

16 gramos de tetraciclina cruda preparada por
extraceidn de butanol de liquido de cuitivo seidisuelven eﬁ
léd ml de agua y 4cido clorhidrico concentrado hasta pH =
1,3, se filtra y lava con agua hasta que se obtengan 140.m1
de fﬁltrédo. A 130 ml de esto conteniendo‘4,9 g de tetraci-

clina y 0,3 g de clorotetraciclina y alrededor de 0,5 g de
caloio se afiade 1 ml de &cido di-(2-etil-hexil)-fosférico,
9 ml de butilacetato y 16 g de 4cido tetracético de eileno-
diamina disuelto en 10 ml de agua y 16 ml de lejia de sosa
10 N, despuéds de lo cual se ejecuta una agitacidn vigorosa .

Y el pH de la mezcla se ajusta a 6,4, Después'de haﬁer cesa

¥

do la cristalizaciéﬁ, la mezcla es filtrada y los cristales
son lavados con 16 nl de agua y 16 ml de butilacetato, Por
ello se obtienen 4,76 g de base de tetraciclina de cdor amal
rillo clare teniendo wna activided de 960 unidades por milfp
gramo de tgtracicliha, aque son diréctamente aplicables en lr

produccidén de hidrocloruro de tetraciclina USP.
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6 g de tetraciclina cruda conteniendo alrede-
dor de 0,3 g de calcio y alrededor de 2,5 g de tetraciclina
son suspendiidos en 40 ml de agua y se afiade 4cido sulfirico ‘
hasta pH = 1,5, La mezcla es filtrada y el ﬁrecipitado gue
principalmente congiste en sulfato de calcio, se revudve en

20 ml de agua a pH 1,5, se filtra de nuevo y se lava con

¥

agua., Por ello se obtienen 87 ml de filtrado, al que se afiaf
den agitando vigorosamente, 20 ml de butilacetato, 1,5 g

.de deido di-;(2-etilhexil)—orto-fosférico y lejia de sosa
10 ﬁ hasta pH = 5,8. Después de haber cesado la cristaligza-
cidn, los cristales son filtrados para extraerlos, se lavan
gon 10 ml ;e agua y 8 ml &e butilacetato y se seca el vaciol
El rendimiento asciende a 1,55 g de base de tetracicline
pura, de 1013 uni?ades de tetraciclina de actividad por mg;
que pueden convertirse diréctamente en hidrocloruro de te;
traciclina USP.

EJEMPLO 5

A 250 ml de concentrado erudo acuoso &cido con

Ll

teniendo alrededor de 7 g de tetraciclina se afiaden 50 gl
de butilacetato y 10 ml de Lensodel A (Lensédel A se prepa-|
ra por Shell en Gran Bretaila y contiene co&o compongnta ace-
tivo fosfato de dinonilo de sodio) y 65 ml de una.solucién
él 40 % de écido tetracético de etilenodiamina de sodio,

después de lo cual el valor pH se ajusta a 5,8 agitando vi-

gorosamente, Despuds de haber cesado 1la cristalizecidn, se
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sacan los cristales filtrando, se lavan con agua ¥y butilace-
tato y se secan al vacio., El rendimiento asciende 2 73 % de
bage de tetracicliﬁa que puede usarse diréctamente para pre-
parar hidrocloruro de tetraciclina USP.

EJEMPLO 6

A 266 ml de concentrade crude 'acuosc acido cond
teniendo 27.056 unidades de tetraciclina por ml y 5.000 uni-
dades de clorotetraciﬁlina'por wl, se ahade agitando vigorod
samente 46 ml de metilisobutil cetona, 2 g de &cido die(2-
etilhexil)-fosférico, 50 ml de una solucién al 40 % ée deide
tetracético de etilnodiamina y lejia de sosa lO N hasta pH=
6,6. Después de haber cesado la cristalizacidn, lbe criaté—_
les son separados por filtrado lavados con 15 ml de aéua y
5 ml de metildisobutil cetona y_sé secaron en vacio, El ren-
dimiento asciende a 4,5 g de base de tetraciclina puia te-
niendo una'aotividad de 981 unidades por my, que son diréce
tamente aplieables para preparar nidroclorure de tetraciclis
na USP,

Entre otros ésteres, que han sido eﬂsa&adoa ¥y
que sob adecuados para el propdsito del invento, pueden men4
cionarse los siguientes: Decilfosfito, z;etil-hexil-fosfato

decilfosfato, laurilfosfato y octil-fenil-fosfato. -:
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la presente patente de invencidn

comprende las siguientes reivindicacioness:
_ 1. Procedimiento pars precipiter base de tetra-
ciclina en forma cristalina desde una solucidén acuosa conte-
niendo tetracilina, conteniendo por lo menos 5,000 unidades
de tetraqiclina por mililitro, caracterizado por afiadir a la
solucidn conteniendo tetraciclina, éue estd principalmente
libre de iones de calcioyde~otros iones de metal capaces de
formar compuestos complejos con tetraciciing, un disolvente
orgénico que es inmiscible o ligeramente miscible con agua
y en que se disuelve diéster o monoéster de doido orto-fos-
férico o 4cido fosforo£o, y ajustando el valor pH de la soluf
cién acuosa .a 3 - B, preferéntemente a 5 - 7,-antes o des-
pués de afiadir el disolvente orginico, después ds lo c#al la
base de tetraciclina crigtalizada es separada. o

2= Pfocédiﬁiénto:éegﬁn la reivindicacién 1,
caracterizado porque se emplea como éster de dcido fosféricop
el &cido di-{2-etilhexil)- o dinonil-orto-fosférico.

5.~ Procedimiento segin las reivindicacione; 1
é 2, caracterizado por emplear el éster de 4cido fosférico
en una cantidad de dos a 3iez por ciento de peso,

4,- Procedimiento segin las rei&;ndicaciones

precedentes, caracterizado por anadir a la solucidn acuocsaa
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de tetraciclina, antes de la cristalizaoién un agente gelans
te teniendo un efecto formador de gelato gsobre iones de cals
cio y los iones de metal anilogos mé; fuerte que la tetraci+
olina. |

5.~ Procedimiento segin la reivindicacién 4, cat
racterizado por emplear &cido tetraacético de et;lenodiaminT

coﬁo agente gelante.

6.~ Procedimiento para precipitar base de tetrat

ciclina en forma cristalina.

Segln se descride y reivindica en la presente

~0=Q=0=




	Bibliographic data
	Description
	Claims



