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Procedimiento para la purificacidén y recuperacidn
de clorhidrato de 7~dimetilamino-6-desmetil-6-de—
soxitetraciclina e partir de una solucidn acuosa

del mismo.

AMERICAN CYANAMID COMPANY, entidad norteasmericana,
residente en Berdan Avenue, Township of Wayne, Estg
do de New Jersey, EE.UU. de A.
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La presente invencién se relaciona con un pro-
cedimiento pera la recuperacidén de T-dimetilamino-6-
desmetil-6-desoxitetracicling purificada a partir de
soluciones amcuosags de la misma, como con un licor ma-

dre de cristalizacidn. Mds particularmente, se refig
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re a la preparacidn de un complejo de cloruro de calcio de

"N

clorhidrato de 7-dimetilemino-6-desmetil-6-desoxitetracicli~-
na y la regeneracidén a partir del mismo de T-dimetilamino-6-
desmetil~6~desoxltetraciclina purificada por medio de una
reaccidén de metdtesis.

El compuesto 7=dimetilamino-6-desmetil-b6-desoxitetra~
cielina (de aqui en adelante referido por su denominacién ge
nérica "minociclina") es un antibidtico valioso producido
por la metilacidén reductiva de 7—(N,N'-dicarbobenciloxihidrg
cino)~6-desmetil-6~desoxitetraciclina,

Métodos convencionalmente empleados para ls recupera-—
cidn por cristalizacidn de monoclorhidrato de minocicling
sufren de una pérdida por solubilidad en el orden de 10-30
mg/ml, correspondiendo a pérdidas de rendimiento de 6-18 %.
El licor madre en la cristelizacidn de monoclorhidrato de mi
nocicling contiene impurezas concentradas, primordiaslmente
en la forme de epi-minociclina. El presente procedimiento
estd dirigido a la recuperacidén con buen rendimiento de una
forma muy purificada de monoclorhidrato de minociclina como
un complejo de cloruro de calcio, a partir de estos licores
madre como as{ tembién otras soluclones acuosas del mismo.

Se sabe que minocicling forma quelatos con calcio a
valores de pH por encima de 5,6, que contiene 1 a 2 moles de
calcio por mol de minociclina. Estos quelatos son relativa-
mente insolubles en agua. Intentos para aislar quelato de
calcio de minociclina a partir de licores madre en la gama de
pH de T7,5-8,5 resulta en productos que eran extremademente di
ficiles de filtrar. Ademds, estos productos contenian epi-mi

nociclina en la gama de 22-28 %.

Ahora sé ha descubierto que la aislacidn a un bajo pH
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de aproximadsmente 3,5, en presencia de cloruro de ealcio,
lleva a la recuperacién de un complejo de clorhidrato de mi-
nociclina~cloruro de calcio que tiene buenas caracteristicas
de filtracidén y un bajo contenido de epimero. A un pH de
3,5, se aisld materiel que £iltrd bien y tenfia un contenido
de epimero de solemente 3,4%. Este material exhibid un com~
portemiento de solubilidad que difiere de clorhidrato de mi-
nociclina o sus quelatos de calcio. Cuando se aisla de soly
ciones dilufdas, como ser licores madre de minociclina, co-
mienze a cristalizarse a un pH de 2,8, se vuelve a disolver
a un pH de 4,3-4,4 y se reprecipita a un pH de 5,8 (presumi
blemente como un quelato). En una solucidén concentrada la
precipitacidn comlenza & un pH de 1,4. En contraste, clorhi
drato de minociclineg no comienzs a precipitarse hasta un pH
de 2,2 y no comienza a disolverse de nuevo hasta aproximada-
mente un pH de 6,5.

Un andlisis elemental del material aislado a un pH de
3,5 en presencia de cloruro de cslcio coincide con aquel de
un producto que tiene la composicién (minociclina.HC1),.CaCl,
nH,0 donde n puede ser un entero de 7 a 13, inclusive, de-
pendiendo del grado de secado. ELl contenido de cloro de la
moléoule es demasiado elevado para un quelato, por lo tanto,
el compuesto es un complejo de cloruro de caleclo y clorhidrg
to de minociclina. Como se ha mencionado prevismente gquela=
tos de calcio de tetraciclina son conocidos. Este producto,
en base s andlisis espectrofotométrico, de titulacidn y ele-
mental no es un quelato sino una sal doble (o complejo) ocon
cloruro de calcio, poseyendo 1/4 mol de clorurc de calcio por

mol de minociclina HCl. Quelatos, aislados a pH superiores,

contienen 1 a 2 moles de calcio por mol de minociclina neutra



10.

15.

20.

25.

30'

| varian de 27-89 % de la actividad espectrofotométrica en el

516683

¥y generalmente no contiene ningin ién cloruro.

En la préctica, el complejo de cloruro de caleilo~clor=-
hidrato de minociclina puede aislarse en la gama de pH de
3,1-4,2, si bien se obtiene una minima solubilidad en la ga-
ma de pH de 3,3~3,9. Ia relacidn moler de calcio a minoci-
clina puede variarse de 0,3 a 1,2, con una gama Optima de
0,5-0,9. La adieién de aproximadamente 15 % a aproximadamen
te 20 % p/v de sales de cloruro ionizables, como ser cloruro
de amonio, cloruro de sodio, o cloruro de potasio, reduce la
solubilidad del complejo y apreciablemente aumenta la canti-
dad de precipitacidén. El producto puede cristalizarse a tem
peraturas de aproximadamente 0% a aproximadamente 40°C. Se~ |
rd obvio que pueden obtenerse simileres, pero no necesaria-
mente Sptimos, resultados utilizando otras sales de calcio
tal como acetato de calecio, nitratoc de caleio, etec.

Se obtienen caracteristicas de filtracidn y rendimien—
to dptimos agregando el cloruro de calcio a la solucidn de
minociclina a 40°C ¥ luego enfriando lentamente la solucién
a 0%. Ie suspensidén se envejece un minimo de 2 horas a 0°C
antes de la filtracidn para mejores resultados. De esta ma=
nera, dependiendo del porcentaje de impurezas y la potencia

del licor madre, se obtienen rendimientos de minociclina que

licor madre. Rendimientos t{picos son 60~65 %. En todos los
casos el nivel de impurezas en el producto estd en el orden
de 3-4 % con epi-minociclina como la impureza principal.

El contenido de minocicling del complejo precipitado
puede regenerarse mediante una reaccidén de metdtesis para

romper el complejo y separar el componente del cloruro de

calcio con relacién al componente antibidtico. Ia separacidn
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se logra mediante una descomposicidén doble que produce una
sal de calcio insoluble en agua. Para este fin se puede em-
plear dcido clorhidrico, dcido ldurico, dcido oxdlico, dcido
palm{tico, o dcido tartérico por lo cual se producen las co-
rrespondientes szles de calcio insolubles en agua que se re-—
cuperan por filtracidn. El procedimiento de regeneracidn
preferido involucra el tratamiento de una solucidén de dcido
clorhidrico diluida en el complejo con dcido oxdlico, separan|
do por filtracidn el oxalato de calcio resultante y regulan-
do el pH a aproximedsmente 4,0 por lo cual se cristaliza de
la solucién el clorhidrato de minociclina.

La presente invencidén se describird con mayor detalle
en combinacién con los siguientes ejemplos especificos.

EJEMPLO 1 -~ Preparacidn de complejo de monoclorhidrato de mi-

nocielina—-cloruro de calecio

Se agregaron a 250 ml de licor madre, derivado de re-—
cristalizacidn de clorhidrato de minociclina (representando
32,2 mg/ml de minociclina.HCl anhidra), 5,18 g de dihidrato
de cloruro de calcio. Se reguld el pH a 3,5. Se filtraron
los cristales que se formaron, se lavaron con 5 ml de agua y
se secaron a 40°C en vacfo. EL rendimiento era de 2,66 g de
material representando 813 mcg/mg de clorhidrato de minocicli
na anhidra (26,9 %). El producto contenia 1,6 % de calcio y
27,5 meg/mg de epi-minociclina.

EJEMPLO 2 - Preparacidén de complejo de monoclorhidrato de mi-

nocicling~cloruro de calcio

Se agregaron a una mezcla de 18,8 ml de cloruro de cal
cio de 0,5 molar y 3,33 ml de deido clorhidrico 6N, 10 g de

clorhidrato de minociclina (representando 858 mcg/mg como mi-

nociclina neutra). Se redujo el pH de la mezcls a 1,35 con
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HCl 6N y se agregd a la solucién resultante hidréxido de so- |

dlo 5N en incrementos. A un pH de 2,0 la suspensidn que con-
tenia precipitado se volvié muy espesa para egitar, requerien
do la adicidn de 20 ml de agus. A continumeidn se reguld la
suspensién a un pH de 3,5, se agité durante 1 hora, se filtrd
v el precipitado se secé en vacio a 35°C. El rendimiento era
9,57 g de un producto anarsnjado que espectrofotométricamente
representé 800 meg/mg como minocicling neutra y 864,4 mcg/mg
como clorhidrato de minocicline anhidra (89,3 %).

Andlisis calculado pare (023H27N307.H01)3-0a012.12H20:

C, 47,97; H, 5,95; N, 7,30; Cl, 9,24; Ca, 1,74; pérdida al
secarse, 9,39; ensayo espectrofotométrico (como clorhidrato
de minociclina anhidrs), 85,8,

Helledo: C, 48,10; H, 6,15; N, 7,25; C1, 8,90; Ca. 1,73; pér-
dida al secsrse, 10,25; ensayo espectrofotométrico, 86,1.

EJEMPIO 3 - Preparacidn de complejo de monoclorhidrato de mi-

nociclina-cloruro de calcio

Se agregaron 225 g de cloruro de sodio a 1,5 litros de
licor madre de cristalizacidén de minociclina, representando
10,800 mcg/ml como minociclina neutra, y la solucidn se calen
t6 a 40°C. Se agregd una porcidén de 31,9 ml de solueidn de
cloruro de calecio 1 molar y luego el pH se reguld a 3,5. ILa
mezcla se enfrid a 5°C. A continuacidén se envejecid la sus—
pensidn cristalina resultante durante 6 horas = 500 y se sepa
ré el producto por filtracidn. Despuds de secar en vacio =
40°C se obtuvo 15,35 g (72,0 %) de material que representd
760,2 meg/mg como minociclina neutra y que contenfa 1,71 %
de calcio y 17,8 meg/mg de epi-minociclina,

BJEMPLO 4 ~ Conversidén de complejo de clorhidrato de minoci-

clina~cloruro de ecglcio en clorhidrato de minoci~-
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Se disolvieron 7,56 g de complejo de clorhidrato de mi
nociclina-cloruro de calcio (representando 730,4 meg/mg como
minociclina neutra y que contenia 1,565 % de calcio), en 15,1
ml de geido clorhidrico 1N, seguldo por 848 mg de dihidrato de
gcido oxdlico. Se reguld el pH de la mezcla a 1,9 con hidrd-
xido de sodic 5N y se agregaron a la misma 80 mg de carbdn sg
tivado, Darco G~60(:l Se 2gité lam suspensidn durante 2 horas
a 5°C, se f£iltré a travéds de tierra de diatomeas, Celite® y
se lavd la torta con 5,8 ml de solucidén de cloruro de sodio
al 5 %. Se reguld el pH del filtrado y lavado combinados a
4,0 con hidrdxido de sodio 5N y se envejecid la suspensidén
resultante de cristales de clorhidrato de minociclina 1 hora
a temperstura embilente y durante la noche a 5°C. Se separd
el producto por filtracidn y se levd con 3,8 ml de solucién
de cloruro de sodio al 5 4. Se volvieron a disolver los crise
tales himedos en 5,12 ml de una solucidn preparada mezclando
4,8 ml de geido clorhidrico concentrado con 29 ml de agua, se
traté 15 minutos con 90 mg de Darco G—6OO ¥y se filtrd a tra
vés de GeliteO . Se lavd la torta de filtro con 1,91 ml de
agua y el pH del filtrado y lavado combinados se reguld a 4,0
con hidrdxido de sodio 5N. Luego se envejecer durante la no-
che a 5°C el producto se separd por filtrgoién, se lavd con
5,8 ml de agua y se secd a 40°C en vacfo. Se obtuvo asi 4,28
g (68,8 %) de clorhidrato de minociclina que representd 887,1
mcgﬁmg como minociclina neutral que contenia 11,6 meg/mg  de
epi-minocicling.

~-NOTA -~

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, asi

como la maners de reaslizarlo en la préctica, debe hacerse cons
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tar, que las disposiciones anteriormente indicadas, son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren
su principio fundsmentel. Tembién se hace constar que el in-|
vento corresponde a una Solicitud de Patente, presentada en
Norteamérica, con fecha 11 de mayo de 1972, bajo el nimero
252.175, acogiéndose por lo tanto a los beneficios que conce-
den los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo que
constituye la esencia del referido invento y por lo que se so
licita Patente de Invencidn por 20 siios en Espefia, sobre:
PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION Y RECUPERACION DE CLORHI-
DRATO DE T7=-DIMETILAMINO=6-~DESMETIL-6~-DESOXITETRACICLINA A PAR
TIR DE UNA SOLUCION ACUOSA DEL MISMO; caracterizdndose por lo
siguiente:

18.~ Procedimiento para la purificacién y recuperacidn
de clorhidrato de T-dimetilamino-6-desmetil-6-desoxitetracicli
na a partir de una solucidn acuosa del mismo, caracterizado
porque se agrege cloruro de calcio a la solucidén acuosa de
clorhidrato de 7-dimetilamino-6~desmetil-6-desoxitetraciclina
en ung relacidén de 0,3 mol de cloruro de caleio a 1,2 mol de
tetraciclina mientras se mantiene el sistema a un pH entre
3,1 ¥y 4,2 y se recupera el complejo de monoclorhidrato-cloru-
ro de caleio asi formado, seguldo por regeneracidén de la sal
de clorhidrato por una reaccidén de metdtesis.

28, Procedimiento segin la reivindicacidn 1, caracte-
rizado porque la reaccidén de metdtesis se realiza con dcido
oxdlico, en un medio zcuoso.

38,- Procedimiento segin la reivindicaecién 1, caracte-
rizado porque se incluye como primera etape la adicién de

15 % a 20 % peso/volimen de cloruro de sodio a la solucidn

acuosa de clorhidrasto de T-dimetilemino-6-desmetil-6-desoxite

e
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traciolina.

48,~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac=—
terizado porque se disuelve el cloruro de calcio en una so-
lucidn en relacidén molar de cloruro de calecio a clorhidrato
de T-dimetilamino-—6-desmetil~-6~desoxitetraciclina dentro de
la gama de 0,3 a 1,2; se regula el pH de la solucidn hasta
dentro de la gama de 3,1-4,2; se separa el complejo de clo=-
ruro de calcio, asi precipitado, de clorhidrato de T=dimetil
amino-6-desmetil-6-desoxitetraciclina a partir de la suspen-
sién resultante; se disuelve el complejo en dcido clorhidricd
diluido; se disuelve suficiente dcido oxalico en la solucidn
de complejo para reaccionar con sugtancialmente todos los igo
nes de calcio presentes; se elimina el oxalato de calcio asi
precipitado de la suspensidn resultante; se regula la solu-
cidén clarificada hasta un pH dentro de la gema de 3,0-5,0; y
se separa el precipitado de clorhidrato de T~dimetilemino-6-
desmetil~6~-desoxitetraciclina as{ formada.

58,~ Procedimiento para la purificacién y recuperacidn
de clorhidrato de T-dimetilamino-6-desmetil-b6-desoxitetraci-
olina a partir de una solucidn acuosa del mismo, tal y como
queda sustancialmente descrito en la presente Memoria.

Ests Memoria consta de 9 hojas, escritas a maquina
por uns sola cara. | AR 0
Madrid
AMERICAN CYANAMID C(';)MPANY
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