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NUH PaCCLlI oLy MO PARA DA wdluACCIOn Ly LA CallwlHa—
CICLIKA B LGOS CALbiw Di CULSIVOM,

Bsta invencidn trata de un piocediuiento para la
extraceidn de 1s oxitetreciclina de loo caldos de culbi-
vo. Se scbe gque lu oxitetiaciclinag no puede precipitarse
mas aue parcialinente do log calaos de culiivo, uespués de

sepolacion del ulcelio, por alealinizacidn direcia de los
calaos de cultivo, pormansciendo uns convi.ad considerg—
ble de este antibidiico en eitedo disuelto en las 2oua8
de vrecipitecidn.

Los proc-ulmienios de extraccidn, utilizs«os hasta
ahora, palian ecte ivconveniente efectuando la alcalini-

vacidn en presenciz de salcs de amonio cuateirarias,tales
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como lag conocidas bajo la marca de Ldbiica “Arquads" y

loz iones metdlicos, lo vue di Lwwr a la Fown=cidn us com
leg complejas de la oxiteiraciclina solubles en =ia, ou-
uicndo ex.vacrse Taciluenie por wedio de aicolvsites e
permiten recuperar cesi Lotalimentve el wubtiniduico conteni-
G0 2n el caldo.

HBowos Drocedl ddenivos Incluyen win esidnrao inCJuvcuiug
tes, swoeclaluente, cue 2l prodvcte finel coutisns ¢ .01
clempre trazas mac 0 H&nos fensivleg ue walelr CUlriors. iro
entraccelon de ecle complejo Ge oxibtetrzeicling e Ler winibe
costosa.

¥ oparticul-r, swoin 1z i:veneidn, la exwraceiln de
1o oxivetiecicling de los csldvs Ge culvivo ce =ieciin =in
utilizar sales cuavernusize ue amonlo o uicolvsuies, por
acidificacidn directa de log caldos de culiivo.

Bn particular, sesin la invencidn, 1o oxite .raciclips
Puede recuperaise casi tovalmente del caldo ds cu.1ivo sc-
tuando de la forme sigulente:
Se scldifica el cslao de cultivo, hasgte un pH de £ roroni-
maGamente con dcido sulfurico, de forma wue se solubilice
el untibiéﬁiop v ze ageguie su paso a fase lfoulda, ¥ ce
agresa un coadiuvainie de 1iltracidn al caldo que se {ilura,.
Se teaia el celdo filtrado con dcido oxdlico de forwe que
se precipite la meyor parte del calcio en el caldo, &€ deja
descangar v se filtra el oxalato precipitado. Se agress amo
A

niaco al filtrado hasta un pH de 6, vy se agrega 3'5 a 4 Kgs

de carbonato de sodio por m3 de caldo y smonidco harta un
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PH de 8, &-9'56, La oxitetraciclina se prcc¢p1ua cawl total-
mente en forima de une sal compleja de calclo-amonio-imnzgnesic
pudiendo voriar su grado de pureza entre 70 y &5%. El pro-
ducto complejo precipitado se recoge por filtraccidn y se
lava en filiro de agua desminerslizade.la toria de i{iltra-—
cidn se seca en vacio a uns tempersitura ¢us no cobre pase
los50¢ C., hesta una nunecad residual que no exceda del 5%.

Bl producio pruto es asi obtenido se puriiica recupe-
r4ndolo con »lcohol metflico annidro ¥ agregdnaole. sucesiva~
mente una solucidn uve Scido clornfdrico raseoso en el alco—
hol metvf{lico anhidro. La oxitetrsciclina pses o solucidn,
estando favorceiznuo su golubilivad en el alcohol por la
prosencia del cloruro clorhidrico. Las impurezes insolubles
e fil-ran v ce soveian otra solucidn de dcido clorufarico
caseoro, al alcohol metilico anniuro, de rorwa cue se preci-
pite el clorhidrato dc oxiteuwracicline, -ue e ilecoge bor
filtrecidn, se l:uva con alconol metflico deido ¥ sucesiva-
mente con alcohol metilico pure, ¥y finslimente =g seca en
vacio.

Bs ilgualmente pogible scidificar el caldo de cultivo
directamente con dcido oxdlico que e utiliza en una canti-
dad bal que no elimine totalmente el calcio presente, aci-
dificer sucesivamente el caldo con dcido sulfirico hasta un
pH de 1'9 - Z y proceder a continuacidén como se ha ueserito
antes,

EJEMPLO-1

P~

Se acidifican 5 litros de caldo de fermentacidn, con
una proporcidén en oxitetraciclina de 4200 'V/cc, por me-
dio de dcido sulfurico, hasta un pH de 1,9, removiendo
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continuamente. Se axrega el caldo acidificado &CC g, de

un coadyuvante de filtracidn Gel tipo hapituel, e re—
mueve aln wurante vna media hora aproximedanerte, ce
filtra y se trata el filtrado clarc con 35 g, ue 4cidgo
oxdlico. Se remusve podo durante cualro horas, con el
Tin de asepurar la precipitacion de la mayor parte ael
oxalato de calclo, y se filtra. e lleva el filuiedo
limpio a un MH de 6 con agregacién de amonisco, asi—
ouds e arreran 38 g. de carbonato de sodio, ¥ se vuel
ve a elevar el pH a 9,4 con amoniaco. legnués ue SU mi
nutos sproximadamente, se filtra ls basge precipitzda
en forma de un complejo. Las aguas madres que sulen Llig
nen una proporcidn de oxitetraciclina de 60V/ce. &l
compejo de tetraclclina preclpitado se lave enl el Iil-
tro incluso con agua desmineralizeda haste la neutis—
lidad, a continuacidn se seca en vacio a una tempera~
tura no superior a 5C¢C., hasta un contenido recidual
de agua aue no exceda al 5%.

El producto bruto seco se reduce a polvo fino, y
a continnacidn se recupers con alcohol mebilico anhi-
dro hasta una concentracidén de complejo de oxitetraci-
clina de 150.000\6/00. Se agresa a continuacidn, remo—
viendo y enfrisndo, una splucién de dcido clorhidrico
gaseoso en el alcohol metilico anhidro hasta pH de 1,5.
La oxitetraciclina pasa a =olucidn, y'gsta solucidn es
tratada con carbén y filirada. |

Se arrega la solucidn limpia obtenida de olra cen
tidad de solucidh de dcido clorhidrico en el alcohol
met{lico anhidro, equivalente a la cantidad azrerada
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al principio, cebando la precipitacién por mudio de la
asresacién de clorhidrato de oxitetraciclina y mante-
niéndols a continuascidén en una camara rrigorfiica du-
rante dog horas. Se [iltra y e=e lava el precipitodo de
clorhidrato de oxitetraclclina formsdo, al principio
por una solucidn de decido clorhfdrico en el alcohol
metilico anhidro, ¥y a conbtinuacidén con alcohol meli-
iico puro, ¥y finalimente se geca el producto en el hor
no en vecio. ol clornidrato de oxiteiraciclina obteni
do tiene una pureza de 99/100f.

Las aguaz madies cue galen tienen uns proporeidn
de oxitetraciclina te 14.300"V7cc.

BJERPLC-2

Se tratan divectasente 5 1litros de caldo de cul-
1ivo, con una proporcidn de oxitetraciclina de 3900
V/ce, con 35 g, de Acido ozdlico agitendo continua-
mente, llevando el pH o 1,9 con dcido sulitirico 1:1.
we a lta durante media hora, se asregan 100 g. de un
coadyuvente de riltracidn nebitual ¥ se iilira en va-
cfo. e arregs omontico ~l filtrado limpio hogta un
pH 8 ¥ a continuacidn 20 g. de cerbonato de sodio, y
se 1leva a un PH de 9,4 con amoniaco. Despuds de media
hora se filtra el cauplejo precipitado, gue re lova
con agua hesta le neutralidad ¥y a continuecidn se seca
en vacio hasta una tempersiura que no exceda de 502C,
Bl producto bruto tiene una actlvidad, expresada en
clorhidrato de oxitetraciclina, de 780 Vwr; las aguas
madres tienen una proporcidn de oxitetraciclina de
72¥/cc.

Bl producto bruto se purifica a continuacidn por
precipitacidn en forma de clorhidrato de osltetracicli
na de la forme deccrita sn el eJeiplo precedente.

vo/ e



135.

140,

145,

150,

155,

-o- 573904

REIVINDICACIONZS | onceee 18

LitlliEng o~ PHCCEDIITLITO PanA LA SLHACCION Us Guitaiod
CICLINA pa LO-Z CALLOS Duw CULTIVO, carcteri-
zado por el hecho de que la extraccidn =e eiectus sn
ausencla de dlsgolventes ¥ de saleg de aigonio cimteriie—
rias por acidificacidn directa de log celdos Gs culii-
vo, filtracidn del micelio y precipitecidn del =nii-id
tico con amoniaco v bicarbonato de sodio.
TaGUNDA o= PROCEDIETGHTO Paadh LA HIrcACCION wl CoIVieead
CICLINA D Lin CALLUS ua CULKIVG, caracteri-
zaGa por el hecho de que la aditicacidn =e eieciua con
jcido sulfirico y decpués de riliracidn Ge micelio, con
acido oxdlico.
Tuiolild o= PHOCHDTEIWYC PARA LA oPRACCICH D8 GAITEYRA
CICLINA D& L{o CALDCS D CULLIVO, caracteri-
zada por el hecho de que se lleva a cabo la acidiiice-
cién del caldo de cultivo, antes de la Tiltracidn del
micelio con dcido oxdlico, y a continuaciln se acidifi
can con acido sulitrico.
CUALA »— PHOCEDIMIENTC FARA LA EXTRACCION D& Ciltsiuid-
CICLINA DE LOE CALDOS D CULYIVO.
Todo ello tal ¥ como se @describe en la vressn
te memoria que consta de sels hojas foliadas ¥y mecsno-

erafiadas por una solda de sus caras .y otra de vlanos
para su mejor compresidn.
Madrid, a 25 de Noviembre 1.969
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