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La presente invenoidn se refiere a un proceso de extraccidén

"y purificacidn de tetraciclina producida Por fermentacidne

Estas mejoras, reducen de manera sustancial, los disolventes
necesarios o los eliminan totalmentes

Cuando la tetraciclina fué préducida por primera vez, era
un subproducto derivado de la clorotetraciclina. M4s tarde la te-
tracielina, fué producida qufmicamente por hidrogenacidn catalfl-
tica de la clorotetraciclina« Reclientemente la tetraciclina se
produce casi exclusivamente por fermentacidn en orden a razones
econdmicas vy por se mds dificil la extraccidn o purificacidns E1
producto es fermentado v filtrado ¥y centrifugado para retirar el
cimulo de microorganismos solidos, y permite a la tetraciclina serx
filtada por varios procesoss Uno de los métodos mds corrientes es
el peecipitado por la extraccidn de actividades antibidticas, en
forma de complejo, con calcio o magnesio o una mixtura de cloratos
de alquildimetilamonico o algquiltrimetilamonico conoeido. El anti-
bidtico obtenido por este proceso, va todavia contaminado aungue en
pequeflas dosis y ello ha obligado a estudiar un nuevo método de
purificacidn que consiste en una extraccidn de producto filtrado
a 7,5-8,5, con un solvente gue contenga oxigeno ¥y sea similar al
agua (tal como butanol), seguido de una dilucidn en un solvente
rico en antibidtico con un hidrocarbonate alifdtico ¥y lavadas con
agua conteniendo acido clorhidrico.

El proceso protegido por la presente Patente, determina la
obtencidn de un caldo fermentado y acidificado con dcido sulfdrie

co de graduacidn comprendida entre 1,5 a 3,0 (con preferencia 2,0)
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i centrifugadd v filtrado con auxilio de un producto de filtra-
cidén y yase correspondientes El lfguido limpio, es lievado lenta=~
mente a una graduacién de 8,8 ~ 9,1, con sosa cadstica al 20%,
agitdndose y separdndose por filtrado o centrigufacidn las sales
de calecioc o magnesio de teiraciclina. La masa mojada es suspendie
da en un 10-12 del volumen del caldo filtrade con un disolvente
gimilar al agua v qgue contenga oxfgenoa. Tal solvente puede ser
nwbutanol, acetato de nwbutilo, acetato de isoamilo 0 metilisobuw
tilcetona« Puede ser.lavado a 1,5 = 2,5 (de preferencia 2,0) con
acido sulfdrico y acondiciondndose clorato sddico (30-150 ¢grs. por
litro de solvente hidratado), especialmente se escoge elrn~butanol
como solventes En estas condiciones se descarta la mixtura y se
separa el solvente rico en antibidtico, llevdndose a pH 10 con
hidroxido de sodio y se agita 4~ 8 veces con igual volumen de
aguas. Estas soluciones acuosas juntas son llevadas rdpidamente a
pE 1,5 - 2,5 y tratadas con carbdn activo, {0,1-10%) para remover
las impurezas. Se agrega 4cido o~xdlico solido (0,5-2,5 grs« por
litro) elevdndose a pH lentamente y agitédndose constantemente enw
tre 3,8 a 4,3, con sosa cadstica al 20%. Al cabo de 3-Shoras a
temperatura ambiente se cristaliza la tetraciclina base pura ¥y

se procede a la separacidn de los cristales por medio de un file
tro de vacio o de un hidroextractors El producto se seca con un
secador de lento fluido a 602C. El rendimiento varianéntre 75 y
90% y la pureza de la base puede conseguirse al 99% con ligeros
vestigios de cenizass

Por este proceso es posible obtenerse un producto muy puro
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vy también una notable reduccidn del costo de produccidn, debido
a la disminucidn de las cantidades de solvente empleados También
al ser eliminado este ¥ltimo solvente, altamente inflamable, se
evita el peligro de explosidna

También es posible establecer por la invencidn, un nuevo sis~
tema para llevar a cabo otros usos de solvente gue pueden ser come
pletamente eliminados, reduciéndose notablemente el gasto de pro-
duccidn y el peligro de explosidna. A tal fin, la masa mojada con-
tenlende las sales de calcio y maghesio de tetracielina, suspen~
dida en agua y acidificado cuidadosamente con acido sulfdrico
concentrado, se pueden obhtener una solucidn que contengé practica=
mente toda la tetraciclina en un decimo del volumen original del
caldo fermentado v filtrado. Después de separados el sulfato de
calcio formado, la solucidn purificada con carbdn activo, acido
oxalico y ferrocianato de wotasio, la tetraciclina base se cris=
taliza aumentando lentamente el pll entre 8,8-4,8, en presencia de
1l a 3 grss por litro de una sustancia complejante de.agentes deriw
vados del dcido etilenodiaminotetracetico.

Los ejemplos siguientes dan a conocer a tftulo de ilustracidn,

la manera como el invento puede ser pueste en prdctica sin que

exista ninguna limitacidn en su proteccidna

Ocho litros de caldo fermentado conecentrado, conteniendo
§795/ug/ml de actividad tetraciclinica es llevado a pH 8,8.9,9

con sosa caustica al 20%, y centrifugado después de agitado du=

rante una horaa

L
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Bl caldo reducido contando apenas 270/ ug/nl de tetraciclina

es desprecliado y[o bprecipitado cuando contenga tetraciclina en

forma de compdejo y suspendido en 0,8 litros de m-butano hidratado
siendo elevado al pH ajustado a 2.0 con Zcido sulfdrico al 50%
Se incorporan 150 gramos de clorato sodico guinicamente puro y
se agita esta disolucién completa ¥y se reajusta al pH« Después
de filtrar la suspensidn y llevar el solido con 0,4 litros de mebu=
tanol a pH 2,0, el solvente rigo en tetraciclina, es separada la
solucidn salina que contenga impurezas. Un andlisis de estas dos
fases, muestra que la fase orgdnica, (950 mla.) contiene 45545/ ug/
ml. de tetraciclina, en tanto que la fase acuosa (350 ml.) contie-
ne cerca de 2075/ ug/ mls

La solucidn butanolica es lavada 5«6 veces con agua alcalinie
zada con soga entre pH ¥0 y la fase orgdnica gqueda agotadas Al pH
de las aguas de lavado reuridas, se ajustan rdpidamente a 1,5«2,0
juntandose 20 grs« de carbon activado y se agita durante 45-60 mi-
nutoss La solucidn limpia obtenida después de la separacidn del
carbdn, es tratada con dcido oxalico en proporcidn de 0,5 grs« por
litro ¥ el pH es llevado lentamdnte en agitacidn constante entre
3,8~4,3, Se extraen muestras para realizar analisis periddicos,
de modo que al tratarse la curva de cristalizacidn y pasadas tres
horas, los lfcuidos acuosos solo contienen 1.:400/ ug/ mle de tetra=
ciclina. Los cristales son cntonces separados por filtracidn al
vacio o por centrifugacidn v secados en estufa de vacio a 60% Ca
£l rendimiento es de 91, 8% en 56 grs. de tetraciclina cristaliza=

da, conteniendo 89, 2% de base y 10% de humedad (98, 9% referido




§a

10.~

15e=

204~

%5.-

325059

2 sustancia seca)s
EIEPLO 3

B diez litros de una'solucidn de tetracieclina bruta, conte-
niendo 6.500/ ug/ ml., se junta un gr.de clorato de calecio y se
ajusta al pH entre 8,8-9,1 con sosa caustica al 15% con agitado
constante. Pasados carenta y cinco minutos, el solido existente
en suspensidn, es filirado entero o filtrado despreciado por prem
sentar apenas 300/ ug/ mls de actividad. El solido en que existe

la mayor parte de actividad antibidtica, es resuelto en un litro

de agua y llevado a pH 1,5-2,0-, con acit clorhidrico concentrados

Despuéds de este filtrado, la solucidédn acuosa tiene una actividad

de 38.000/ ug/ mle. de tetraciclina y un volumen de 1le670 mls v es
tratada con 20 grs. de carbon activado ¥ 0,5 gr. de ferrocianato

de potasio siempre con el pH a 2.0. Despuéds de haber sido realizaw
da la separacién del carbén la solucidn se agita con 20grs. de aci=
do oxalico ¥y es llevado al pH a 2,5 con sosa cadstica.,El oxalato
de mlcio formado, es separado por filtracidn y al filtrado que
contiene 87.600/ ug/ ml. de tetraciclina, se agregan 2 grs. de

sal disddica del acito etilenodiaminotetrawacetico y se aumenta al
pH lentamente para 3,8-4, 1 a £fin de provocar el cristalizado de
tetracielina base pura. Después de cuatro horas, la cristalizacidn
termina y come sus aguas de filtrado, cuentan sus cristales
2.000/. ug/ ml., son guardadas para reutilirarlas. La base cristae
}ina filtrada y lavada con agua desmineralizada, se desea en un se-
cador de aire caliente a 60% C«, dando 41 grs« de producto con una

actividad 95, 1% v una humedad 2, 1% siendo su rendimiento global

6 0-7:; »
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Descrita suficientemente la naturaleza de la invencidn, se
hace constar expresamente que cualquier modificacidn-de detalle
gue se introduzeca en la misma, se considerard incluida dentro de
esta proteccidn legal, en tanlto cque no altere ¢ modifique esen=

cialmente su finalidad caracteristica.

Por dltimo se declaran de novedad y propia invencidn, las

" siguientes:

REIVIHNDICACIONES

1%, . Un procedimiento en la extraccidn y purificacidén de un
antibidtico de largo especltro, caracterizado esencialmente porque
comprende la acidificacidn de caldo fermentado a pH entre 1,5 a
3,0, seguido de una filtracidn, ajustando el pH a 8,8-9,1 y file
trando, situando en suspensidn la masa en un 10, 12 del volumen
del caldo filtrado de un solvente orgdnico que contenga oxigeno y
es inmiscible como el agua, adicciondndose clorato de sodio y rea-
lizdndose un lavado de la fase orgdnica con agua a pH 10, siguien-
do la purificacidén de la fase acuosa lleéada a pH comprendido en-
tre 1,5«2,5 por medio de carbdn activado, aci&o oxalico y ferro=
cianato de po{asio y criétalizacion de la tetraciclina, por aumen=
to del pH en un valor comprendide entre 3,8 y 4,3

284 Un procedimiento en la exiraccidn vy purificacidn de un
antibidtico de largo espectro, segdn la anterior reivindicacidn
caracterizado porque en la fase de extraceidn con el solvente ore

génico inmispbible como el agua y eliminado, siendo la masa filtrae

da a pH 8,8-9,1 y puesta en suspensidn en un 10% del volumen ori-
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ginal de agua acidificada con acido sulfdrico concentrado, el pree
cipitado formado es separado y purificado por carbdn activado,
acido oxalico o ferrocianato de potasio vy también con sales del
acido etilenodiaminotetrawacetico.

3%2.« Un procedimiento en la extraccidn y purificacién de un
antibidtico de largo espectro, segdn las anteriores reivindicacioe
nes, caracterizado esencialmente porque el solvente que contiene
oxigeno y es inmiscible como el agua ¥y un alcohol con acetona ali-
fatica o un acetato de alguiloes

42, . Un procedimiento en la extracecidn y purificacidn de un
antibidtico de largo espectro, segun las anteriores reivindicacio=-
nes, caracterlizado esencialmente porque el solvente ntilizado es
n=butanole.

58, ~ UN PROCEDIMIEHTC EN LA EXTRACCION Y PURIFICACION DE UN
ANTIBIOTICO DE LARGO ESPECTRO.

Todo ello tal y como se reivindica en la presente memoria

gue consta de OCHO hojas escritas por una sola de sus caras v a

Madrid,
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