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MEMORIA DESCRIPTIVA

que se presenta para unir a la solicitud
de
PATENTE DE INVENCION
formulada el 7 de Febrero de 1.967, con el nim. 336.517
en B
ESPANA
por VEINTE afios
a nombre de CHAS. FFIZER & CO.,, INC, entidag norteamerica-
na, establecida en 235 East 42nd Street,Nueva York, N.Y.,
BEstados Unidos deAmérica, por:
"PERFECCIONAMIENTOS EN EL PROCEDILIIENTO PARA OBTENER UN
COMPLEJO IE UN ANTIBIOTICO DE TETRACICLINA".
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La presente invencidn se refiere a un procedi-
miento perfeccionado pare recuperar antibidticos del tipo
de la tetraciclina. lds en particular, la presente inven-
cidn se refiere a un procedimiento perfeccionado para re-
cuperar antibidticos del tipo de la tetraciclina, que for-
man complejos de aumonio cuaternario, de soluciones y sus-
pensiones acuosas de los mismos.

El objeto de la invencidén es proporcionar un

método pars extraer selectivamente antibidticos del tipo

de la tetraciclina, de caldos de fermentacidn que los
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contienen, por formacidn de complejo del antibidtico con
un nuevo tipo de sal de amonlo cuaternario. Las salggs‘
de amonio cuaternario Gtiles en la invencidn son los-ha=
luros de trimetil-(2-metil-glcohilo de cadena larga);éﬁo-

LR

nio, corrientemente conoeldos como beta-aminas cuater?i—
zadas, Se ha hallado inesperadamente que esias betaiémk-
nas cuaternarias son mucho més selectivas, para forméf

complejo con el antibidtico del tipo de la tetraciclins

contenido en fil+trados descalcificados de caldo de fermen-

"

tacion, gue los haluros de alcohilo de larga cadens. ret—
tilinea-trimetilamonio nomalmente usados pars formar ¢§m—
plejo con estos antibidticos. Ademds, se ha hallado que

la selectividad de estas beta-aminas cuaternizadas es de
tal grado que se pueden eliminar, sin sacrificio de la
calidad del producto, las posteriores etapas de tratamien—
10, normalmente regueridas, para purificar la tetracicli~
ne. extraida por formacidn de complejo con saleg de amonio
cuaternario, tales como lavado de la torta de tetracicli-
na con alcohol, descoloracidén con carbono, y diversas eta-
pas de blangueamiento, conocidas por las personas fami-
liarizadas con la técnica. Ain otro objeto de la invencidn
es proporcionar un métodopara obtensr un antibidtico con
un contenido mucho menor de sal residual de amonio cua-
ternario. También se ha hallado que el procedimiento de
la invencidn produce antibidticos que tienen mayor bio-
potencia y color perfeccionado, frente a los antibidticos
obtenidos por formacién de complejo del antibidtico con
sales de trimetil-slcohilo de larga cadena- rectilinea-
amonio cuaternario. Otro objeto de la invencion es propor-
cionar un método para obtener mayores rendimientos de
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antibiétigos recuperado de caldos de fermentacidn, Los
mayores rendimientos de antibidtico usable que se pueden
obtener por el procedimiento se pueden atribuir a que

se obtiene un producto puro gue no requiere repetidas re-
cristalizaciones, con sus consiguientes pérdidas de pro-
ducto.

El uso de sales de trimetil-alcohilo de larga
cadena rectilinea~amonio cuaternario, para extraer anti-
bidticos del tipo de la tetraciclina, se expone en las
petentes EE UU. 2.875.247, 2.734.018, 2.871.264 y 2.873.276.
En la patente EE.UU, 2.875.247, expcedide a Sidney Martin
Fox y otros, se reivindica un método para extraer tetra-
oiclina y clorotetracicling, formando complejos del anti-
bdtico en una masa de fermentacidn descalcificada, a pH
de aproximadamente 5,5 a 11, con una sal de amonio cuater-
nerio; someter el complejo a extraccion con una metilal-
cohilcetona; separar la cetona, y aislar de élla el anti-
bidtico. En esta patente se exponen varios métodos para
purificar la clorotetraciclina y tetraciclina obtenidas
por este procedimiento. Por ejemplo, los cristales de
cloro-tatraciclina obtenidog del complejo, por acidifica-
cidn, requieren ser lavados con agua, un alcoxi inferior-
aleanol inferior, y finalmente ser levados con un alcanol
inferior, antes de ser secados a vacio. Ademds, se descri-
be que los eristales secos requieren mas tratamiehto, con
un agente reductos, para blanquear las impurezas clorea-
das que son arrastradas en este procedimiento. Se indica
que los cristales de tetraciclina preparada por el proce-
dimiento de la invencidn requieren nueva formacidn de sus-

pensidn en butanol-2-etoxietanol y dcido clorhidrico, para
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obtener tetraciclina de calidad Ge especificacidn. Ademds
el procedimiento, como se expone en los ejemplos de ﬁ§ta
patente, requiere tratamiento con un coadyuvante de fil-
tracidn, seguido por repetidas extracclones con disolvens
te, para obtener un producto adecuado. ~:

En la patente ZE.UU. 2.734.018, expedida & Pas-
quale Pavl Minieri y otros, sesxpone el uso de mezclas de
cloruros de alcohiltrimetilamonio y cloruros de dialco=
hildimetilamonio para extraer tetraclcling de un fiitfa—
do obtenido de un caldo de Ffermentacidn. Esta patenﬁg;eXF
pone el ugo de metanol para lavar el clorhidrato de"tef
traciclina cristalizado, obtenido del complejo exento de
color. En la patente EE.UU., 2871.264, expedida a Pasqua-
le P. Hinieri y otros, se expone la preparacién de comple~
jos de tetracliclina-amonio cuatermario, con diversas sa-
les de amonio cuaternario que contienen al menos un grupo
alcohilo de larga cadena rectilinea. Ia patente EE,UU.
2.873.276, expedida a Edwin W. Blase, reivindica el uso
de sales de alcohilo de cadena rectilinea-amonio cuater—
nario, para formar complejo con oxitetraciclina.

Ia presente invencidén se refiere a un procedi-
miento para obtener un complejo de un antibidtico de te-
traciclina, partiendo de un medio acuoso que contiene un
antibidtico de tetraciclina producido por fermentacicn
obtenido de un caldo de fermentacidén filtrado descalcifi-
cado, haciendo reacclonar con é1 al menos una cantidad
equivalente molar de una sal de amonio cuaternario, a un
pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 12, donde la

sal de amonio cuaternario tiene la férmulas
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donde R eg alcohilo que tieme de 9 a 18 dtomos de carbono,
v X es cloruro, bromuro y yoduro. Con el término antibié-
ticos de tetraciclina producidos por fermentacién se quie-
re decir, desde luego, aquellos antibidticos de tetraci~
clina producidos por fermentacidn, entre los que se in-
cluyen la tetraciclina, oxitetraciclina, clorotetracicli-
na y T~cloro-6-desmetiltetraciclina, Mas especificamente,
la invencidn se refiere al procedimiento en que el pH esta
comprendido entre aproximademente 8 y 11, Ademés, en la
invencidn se incluye especificamente el procedimiento en
gque el complejo de antibidtico con amonio cuaternario
antes indicado se deja precipitar y se filtra del siste-
ma acuoso. En la invencidn se incluye también el procedi-
miento en que el complejo de antibiftico y amonio cuater-
nario se pone en contacto con un disolvente orgdnico po-
lar inmiscible con asua, para exiraer del medio acuoso
el complejo de antibidtico con amonio cuaternario, sepa-
rando el extracto disolvente y aislando luego el antibid-
tico del extracto disolvente. En la invencidn se incluye
especificamente el procedimiento en que el antibidtico es
tetraciclina, en que el antibidtico es oxitatraciclina,
clorotetracicling, y también en que el antibiético es 7-
cloro-6-desnetiltetraciclina.,

Una realizacion especifica de la invencidn com—
prende descalcificar un caldo de fermenbtacidn que contie-

ne ‘tetracleclina, oxitetraciclina, clorotetraciclina o
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T-cloro-6-desmetiltetraciclina, afiadiendo al mismo dcido
oxdlico, o una sal soluble de dcido oxdlico, para precipi-
tar oxalato célcico, y filiras el calde., También es posi-
ble, pero no preferido, obtener el complejo cuaternafid
de antibidtico, por eate procedimiento; a partir de ié to-
talided del caldo, sin descalcificar ni filtrar. i )

Como es sabido bien, por las personas familia-
rizadas con la técnica de la fermentacidn, en el ocaldo de
fermentacidn y filtrado hay presente una pequefia coﬁééﬁr
tracicon de idn magnesio. Se ha hallado que la pequeﬁé;can—
tidad de idn magnesio normaslmente presente en el ca;dq:fa-
cilita el método de la presente invencidn. Despuds de
descalcificar y filtrar, el filtrado resultante se ajusﬁa
a un pH de aproximadamente 5 a 12, y preferiblemente de
8 a 11, con un reactivo basico, y se le afiade una canti-
dad molar eguivalente de una beta-amina cuaternizada. EL
filtrado acuoso se puede también ajustar al pH antes in-
dicado después de la adicidn de la sal de amonio cuater-
nario. Aunque se puede afiedir a la mezcla menos de una
cantidad molar equivalente de la sal, el método mas efi-
caz y econdmico comprende afiadir al filtrado al menos una
cantidad molar equivalente, y preferiblemente un exceso
de sal,

Las sales particularmente Utiles en la inven—
cidn son los cloruros de trimetil-2-metilalcohilamonio
en los que el alcohilo tiene de aproximadamenteiO a apro-
ximadamente 19 dtomos de carbono, Son compuestos ilustra-
¥ivos el cloruro de trimetil-2-metildecilamonio, cloruro

de trimetil-2-metiltetradacilamonio, cloruro de trimetil-

—-2-metilhexadecilamonio, cloruro de trimetil-2-metilnona-

5. 536917
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decilamonio, y similares. Aungue las sales cloruro son
las sales preferidas e ilustradas, se pueden usar los yo-

duros, bromuros, sulfatos y nitratos, cuando se dispone

de éllos. Se dispone en el comercio de muchos de los com-
puestos de amonio cuaternario de la invencidn, en forma

de mezclas,de la Armour Chimical Divieidn de Armour and
Company. Estas mezclas se venden con el nombre registra-
do de Arquad I-11 y Arquad L-15. Se cree que el Arqued
I~11 es una mezcla consistente principalmente en cloruros
de trimetil-2-metilalcohilamonio en los que el alcohilo
tiene de aproximadamente 10 a aproximadamente 13 dtomos

de carbono. Se cree que el Arquad L-15 es una mezcla con-
gistente principalmente en clorurosg de trimetil-2-metilal-
cohilamonio en los que el alcohilo tiene de aproximadamen—
te 14 a aproximadamente 19 dtomos de carbono. Como sera
conocido por las personas versadas en la técnica, tales
gsales de amonio cuaternario se pueden preparar haciendo
reaccionar alfa-olefinas obtenidas del petrdleo con clo-
ruro de hidrdgeno, obteniéndo el cloruro de 2-metil-alco-
hilo de cadena larga. Este producto se puede hacer reaccio-
nar con dimetilamina, obteniendo N,N-dimetil-2-alcohilo

de cadena larga~amina, que es cuaternizada con un haluro
de metilo, tal como yoduro de metilo, obteniendo el halu-
ro de trimetil-2-metilalcohilamonio.

La mezcla de reaccidn obtenida afiadiendo al Fil-
trado la sal de amonio cuaternario se deja reaccionar du-
rente de aproximadamente 15 min hasta varias horas, segun
el tamafio de la muestra. Desde luego, los periodos de
tiempo més lergos producen algo de degradacidén del produc-

$0. En general, basta éon 15 a 30 min para hacer reaccio-
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nar una tanda de 37.850 a 95,000 litros de filtrado, con
agitacidn adecuada. Bl precipitado coloidal del complejo
que se produce se puede filtrar de la wezcla, y secar. ba
filtracidn y secado se efectlan por cualquiera de loé:ﬁg—
todos con que estan familiarizadas las personas versa@as

en la técnica. Preferiblemente se usa un filtro prense pa-

3 -' i
rg operaciones a escala de produccion, y se usa un horno

guen economias significativas en el tiempo de procedimien-
$0. EL complejo cuaternario de antibidtico, en forms de
torta seca, es 0til para alimentos psra animales, y‘paré
almacenar el producto en forma estable. EL complejo de
antibidtico-amonio cuaternario, de la mezcle de reaccidn
se puede poner también en contacto con un disolvente orga~-
nico polexr inmiseible en agua, para extraer el complejo
del sistema acuoso. La solucidn en displvente organico

se separa, y el antibidtico se puede aislar del complejo
en solucion.

Cuando el antibidtico se ha de usar en su forme
de sal, o como base, la mezcla acuosa del complejo cuater-
nario de antibidtico, del filirado, seexirae con un disol-
vente organico polar inmiscible con el agua, Son adecua-
dos una amplia variedad de tales disolventes, para la pre-
sente invencion y la seleccion del mismo no es particu-
larmente critica. Entre los disclventes preferidos, a
causg de su disponibilidad, se incluyen las cetonas alifa-
ticas saturadas que tienen al menos 5 y hasta 7 gtomos
de carbono, tal como la metilisopropilcetona, metilisobu-
tilcetona, diisopropilcetona y metilisoamilcetona. Tanm-

bién son eficaces los ésteres acetato alifdticos inmisci-
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bles con el agua, que tienen de 5 a 7 atomos de carbono,
tal como el acetato de n-butilo, acetato de isobutilo, a-
cetato de amilo y acetato de n-propilo. Los alcanoles pre-
feridos son aquellos cue tienen de 4 a 5 dtomos de car-
bono, *al como alcohol n~butilico, alcohol isobutflico,
alcohol sec~butilico y alcohol amilico. También son efi-
caces los hidrocarburos aromabicos, tal como benceno, to-
lueno y xileno, igual que los hidrocarburos clorados tam
les como cloroformo, dicloruwro de etileno y tricloroe-ti-
leno. Aunque el volimen total de disolvente y el nimero

de extracciones no son factores criticos en el procedi-
miento de la invencidn, se ha hallado que la exiraccidn

se efectla preferiblemente, respecto a la econdmia y efi-
cacia en la extraccidn de la mdxima cantidad de antibidti-
co, con gproximadamente un volumen isual del volumen to-
tal de filtredo, y preferiblemente en uma multiplicidad

de extracciones usando para cada extraccidn porciones

del volumen total de disolvente. Desde luego, también se
obtienen rendimientos econdmicos mediante exiracciones
imicag.

El antibidtico se recupera de la solucidn del
mismo en disolvente anles mencionada, por cualquiers de
los métodos bien comocidos por las personas versadas en
la téenica. Bntre estos métodos se pueden mencionar la
preparacidn de la sal cdleica del antibidtico. En este
método se aflade wma sal cdlcica, tal como cloruro cdlci-
co, a la solucidn del complejo en el disolvente organico,
y cristaliza de ella la sal cdlcica del entibiético. Los
cristales se filtran y secan, obteniendo un producto puro
y estable, Un método alternativo que también es bien cono-
cido por las personas familiarizadas con la %écnica, impli-

356517
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ca afiadir agua a la solucidn del complejo en el disolven—
te orgénico, y acidificar hasta un pH de aproximadamente

1,5 con un &cido mineral, con lo gque el antibidtico es .
extraido a la fase acuosa. La agitacidn de las dos fages
durante corto tiempo facilita la extraccion. Después)éé
separar las fases, el disolvente orgdnico se puede centii-
fugar, para aislar més de la fase acuosa. #as porciones
acuosas se combinan y ajustan a un pH de aproximadamenﬁé
3 a aproximadamente 4, con un reactivo basico tal como
hidrdéxido sddico acuoso, hidrdxido potasico, hidréxiﬁé*;
aménico, o similares. La base libre cristaliza de la‘sqiu-
cidn, Los cristales se filtran, se lavan con un alcanol
inferior, y se secan a vacio, obteniendo el producto phro.
Ejemplo 1

Se afiaden 40 g de dcido oxdlico a 6 litros de
caldo de fermentacidn de tetraciclina, y se ajusta la aci~
dez a un pH de 2,0, con dcido sulfllrico. La mezcla se .-
gita durante 30 min y se filtra. Bl filtrado, que contie-~
ne 1312 Y /ml, se divide en porciones de 1500 ml. Se afia-
de a las muestras Arquad I-15 (al 50% en isopropanol/agua),
en las cantidades relacionadas en la Tabla I, y la acidez
ge ajusta & wn pH igual a 9,0, con hidroxido sddico acuo-
so gl 50%. Das muestras se someten a exiraccidn con 100
ml de metilisobutilcetona. El extracto de cetona se anali-
za por andlisis de absorcidn wltravioleta, para determi-

nar la concentracidn de tetraciclina.

Huestra Arquad L-15 (50%) Tetraciclina, ‘3// .
A 1 28,500
B 2 37.300
¢ 3 43,930

~10 4-:5 25 €§ Ei ‘§ j?
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Losg extractos en cetona son transparentes, de
color cagtafio ogcuro, y no contienen impurezas no disuel-
tas observables,

Ejemplo 2

A tres muestras de 1,8 litros de caldo de fermen~
tacidn de detraeciclina, filtradas y descalcificadas, 'se
afladen, respectivamente, 12 ml, 9,6 ml y 7,2 ml de Arguad
I~-11 (solucidn al 50%). Ia acidez de cada mezcla se ajus-
t§ & un pH igual a 9,0 con hidrdxido sédico acuoso al 505
Se afiadid a cada muestra metilisobutilecetona, 350 ml, y
ge agitd la mezcla durante 30 min. La cetona se descantd
de la porcidn acuosa, y se afializé para determinar la te-

traciclina, con los resultados que se muestran en lg Tabla

2o
TABLA 2
Muestra Arquad L-11 Cetona extractora Hillones de uni-
ml. ) conc. de tetraci-~ dades.
clina (YW/ml).,
A 12 16.430 6,0
B 9,6 15.975 6,1
¢ Ts2 17,780 _ By 1

Los extractos en cetona fueron transparentes y
de color comparable al del extracto obtenido con Arquad
I-15 en el Bjemplo 1. Cuando se aplica este método a cal-
dos de Termentacidn descalcificados y filtrados que con-
tienen oxitetraciclina, clorotetraciclina y 7=-cloro~6-
desmetiltetraciclina, se obiienen resultados similares,

Ejemplo 3

A. Se afiadieron a dos porciones de 4 litros de

un caldo de fernentacidn de tetraciclina, descalcificado

336517
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y filtrado, que contenfa 6000 Y7/uml, porciones equimola-
res de una mezcla de cloruro de alcohilo de larga cadena
rectilinea~trimetilamonio (Arquad 2C) y de una mezcls |

de cloruro de 2-metil-~alcohilo de cadena larga«trimetiia—
monio (Arquad I-15) respectivamente. Da acidez de oadé
nuestra se ajustd a pH izual a 9,0, con hidrdxido sodl-

co acuoso al 25% se afiadieron a cada una 1300 ml de metiso-
butileetona, y se agitaron las mezclas durante 30 miﬁ%iée
gepararén las fases organicas y se determind la tetr%éil-

clina, con los siguientes resultados:

Muestra  Volumen metil- }Chnl Hillones de Rendimiento
isobutil cetona unidades por etapas.

B-15 1.225 nml, 18. 084 22,1 92%

"2¢ 1,220 ml, 16. 276 19,9 83

3. Se afiadieron 300 ml de asua destilada a cada
une de varias muestras de 1 litro de los extractos de ce-
tona de la operacidn A. Lo acidez se ajustd a 1,5 median-
te decido sulfirico acuoso al 25%, con agitaoién. Las mues-
tras se agitarén durante min adicionales, y se separaron
las fases, Las fases acuosas ricas se filtraron y se deter-
mind la tetraciclina, con los siguientes resultados:

luestra Volumen de ~X7h1 IMillones de unida~ Millones

agua des por 1000 ml de de unida-
cetona des totales
2C 285 ml. 53,000 15, 1 18, 4

C. Ims acidez de los extractos acuosos de la par-
te B se ajustd a un pH igual a 3,5, con hidrdxido sddico
acuoso al 25%. Después de un periodo de granulacién de 3
horas, se filtraron de cads nuestra cristales de tetraci-
clina. Los cristales se lavaron con agua destilada y fi-

nglmente con una pequefla cantidad,de alcohol isopropi {lico,

e 956317

lmﬁ-

-

"y

)



para facilitar el secada. Luego se secaron los cristales
durante 12 horas a 602C, a vacfo, resultando lo que se

indice en la tabla 3.

TABDA 3

Tetraciclina nroducto
willones de unidades

Muestra Sal Arquad- totales (1) Total

I-15 16,8 g 19 795

2 16,7 g 17 T1%
10 (1) Andlisis por absorcidn ultravioleta

Andlisis de productos

Muestra
gigﬂs%ggenoia de la solu~ %;15 $urp;a_ . 2C
ansparente se—~s-s lopurezas no
disueltas presentes

15 Cenizas 0, 00% 0,21%

Agua (3) 10, 8% 11, 2%

Arquad residual (4) 114 pom 3;7 ppm

Biopotencia (5) 992 }’/hg 836 /mg

Colox , Amarillo Claro Canela
20 Epitetraciclina (&) 4,9% G,y 4%

(2) 1 g en 10 ml de metanol que contienen 1 ml de acido

clorhidrico 3W:

(3) Andlisis por absorcidn ultravioleta

(5) létodo turbidimétrico, determinacidn microbioldgica.
25 organismo de emsayo: Klebsiella pneumoniae, ATCC 10031

(6) Aislamiento del epimero por cromatografis en papel,

segida por andlisis por absorcidn ultravioleta.

Pata ovbtener wn producto de pureza equivalente
a la de la muestra de Arguad L-15, la nuestra de Arguad

30 2C requerirfa una o mds recristalizaciones adicionales,

. 336517
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con una pérdida de rendimiento de aproximééémenté 10% por
cada recristalizacidn.
Ejemplo 4 R

Cuando se afiaden 45 ml de Arquad L-15 (50% éﬁ'
isopropanol/agua) a 6,4 litros de un caldo de fermenﬁé;
cibén filtrado y descalcificado, que contiene 4792 }7@1
0 30,7 millones de unidadeg de tetraciclina, se ajusté
el pH a 9,0 con solucidén acuosa de hidréxido sédico al
50%, ¥y se agita la mezcla durante 30 min y se deja presci-
pitar, el producto resultante, complejo de tetraoiciiﬁé—
amonio cuaternario, se obtiene con gren rendimiento y .
excelente pureza.

Se obtienen resultados similares cuando se apli-
ca este método a caldos de fermentacidn filtrados y degm
calcificados que contienen oxitetraciclina, clorotetraci-
clina o T-cloro-6-desmetiltetraciclina.

Esta soliciitud que corresponde a la presentada
en los Estados Unidos de América el 3 de Agosto de 1.966,
con el nimero 569.801, se acoge a los beneficios del ar-

ticulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

¥N O T A
Los puntos de invencidn propia y nueva que se

presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten-

te de Invenocidn, en Espafia,por VEINTE afios, son los si-~

336517

gulentes.
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1.~ Perfeccionamientos en el procedimiento para
obtener un complejo de un antibidtico de tetraciclina,
partiendo de un medio acuoso que contiene un a@tibiético
de tetraciclina producido por fermentacién, obtenido de

5 un caldo de fermentacidn filtrado y descalcificado, ha~-

ciendo reaccionar con €l al menos una cantidad equivalen-~
te molar de una sal de amonio cuaternario, a pH de apro-
ximadamente 5 a aproximadamente 12, caracterizado por
el hecho de gque dicha sal de amonio cuaternario tiene la

10 férmila

H
!

R - ? - CH3

! X~
CH3 - §+ - CH3

!
CHB

donde R es alcohilo que tiene de 9 a 18 dtomos de carbo-
no, y X es cloruro, bromuroc o yoduro.
20 2.~ Perfeccionamientos gegim la reivindicacidn
1, caracterizados por el hecho de que dicho medio acuoso
ge ajusta a un pH de aproximadamente & a 11.
3.~ Perfeccionamientos segim la reivindicacidn
1, caracterizados por el hecho de que el complejo de an-
25 tibidtico con amonio cuaternario se deja precipitar y se
filtra del sistema acuoso.
4.~ Perfeccionamientos segin la reivindicacidn
1, caracterizados por el hecho de que el complejo de anti-
bidtico con amonio cuaternario se pone en contacto con

30 un disolvente organico polar inmiscible con azua, para

. 316517

1.%2.G Y



10

15

20

20367 LI,

extraer de dicho medio acuoso el complejo de antibidtico
con amonio cuaternario, separando el extracto disolvente,
v aislando luego el antibidtico del extracto disolveéﬁgé
5.~ Perfeccionamientos segin la reivindicaqi&n
1, caracterizados por el hecho de que dicho antibiéti§9

s .

eg tetraciclins.
6.~ Perfeccionamientos segim la reivindicacidn
1, caracterizados por el hecho de que dicho antibidtico

y

es oxitetraciclinae.

7.~ Perfeccionamientos segim la reivindicabién
1, caracterizados por el hecho de gue dicho antibidtico’
es clorotetraciclina.

8.- Perfeccionamientos seglin la reivindicacidn
1, caraclterizados por el hecho de que dicho antibidtico
es T-cloro-6-desmetiltetraciclina.

9.~ Perfeccionamientos en el procedimiento para
obtener un complejo de un antibidtico de tetraciclinae

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an-
tecede y con los fines que se han especificado.

Bgta Memoria consta de dieciseis hojas escritas
por uma sola cara. 13 ABR.H

Madrid,
P.A.
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