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pare solicitar
* PATENTE DE INVENCION
en
EsPpalta
por VEINTE afios

a nombre de CHAS. PFIZER & CO., INC., entidad norteameri-
cana, establecida en 11 Bartlett Street, Brooklyn, Nusva

York, Estados Unidos de América, por:

"UN PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION
'DE UN ANTIBIOTICO BASICO"

Este invento estéd relacionado con un mé-
todo nuevo y extraordinariemente dtil d@e recuperacidén de
cietos antibidticos bdsicos. En particulaer, se relacio-

na con la recuperacicon de ciertos antibidticos gque poseen
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grupos fuertemente badsicos, por medio de una serie de pa~
sos que suponen el uso de resinas cambiadoras de idn.

Para la recuperscidn de compuestos anti-
bidticos se han empleado una gran variedad de métodos.
Estos comprenden generplmente procesos de mﬁchae feages,
para obtener los productos extraordinariemente puros ne-
cesarios en la terapéutica de enfermedades infleccioses.

La separacidn del material activo 48 una variedad de im-
purezas, tanto organicas como inorgénicas, que se encuen-—
tran en los caldos de fermentacidn requiere frecuentemen-
te la preparacidn de derivados complejos o sales, como las
sales de ciertos colorantes dcidos y otros dcidos orgdni-
cos. Luchos de los procesos comprende el uso de disolven-
tes organicos para la extraccidn dé antibioticos de la so-
lucidén acuosa. Frecuentemente los procesos de extraccidn
se llevan a cabo en sparatos sumamente complejos como los
extractores de Podblelnak.

Las resinas cambiadoras de ién se han u-
tilizado extensamenye como una fase de los procesos para
la recuperacion de antibidticos basicos, particularmente
compuestos como la estreptomicina. Tales procedimientos
se han descrito en les U.S. Patents Nos. 2,541,420,
2,528,188, 2,528,022, y 2,667,441. Algunos de estos mé-
todos han utilizado ;resinas cambiadoras de idn que poseen
grupos carboxilo como principales grupos activos cambis-
dores. Sin embargo, casi invariablemente, la preparacién

de antibidticos bédsicos puros amorfos o cristalinos, o
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sus sales, ha requerido el empleo de fases como la pre-
cipitacidn selectiva fraccionada o fraccionamiento por
extraccidn con disolventes y otros métodos, ademds del
uso de resinas cambiadoras de idn, para asegurar la for-
macién de productos de elevada pureza.

Se ha descubierte shora que 1l0s antibid-
ticos bdsicos, incluyendose compuestos como la estrepto-
micina, viomicina, dihidrdestreptomicina, hidroxiestrep-
tomicina, estreptotricinae, mannosodoestreptomicine y neo-~
micina, que generalmente poseen grupos fuertemente bdsi-
cos, como grupos guanidino, pueden purificarse mmy con-
venientemente empleando una serie de fases que comprenden
el empleo de una purificacidén con resinas dcidas cambias
doras de idén. Estos antibidticos son los que formen con
los dcidos minerales sales sencillas gque Presentan en so-
lucidn acuosa un pH prdximo s la neutralided. Este pro-
cedimiento tiene muchas ventajas sobre los procesos pre-
viemente utilizaedos para la purificacidn de antibidticos
bdsicos. En particular, el procedimiento no requiere el
empleo de disolventes orgénicos, ni necesita el uso de
écidos orgdnicos complejos como determinedos colorantes,
dcido picrico, d4cido de Reinecke y otros agentes simila-
res para conseguir un alto grado de purificacidn del an-~
tibidtico. En este promedimiento es efectiva una insta-
lacidn relativamente sencille, que puede utilizarse para
méds de uno de estos antihidticos. Ademds, puesto que se

emplea el mismo tipo de aparatos en cada uns de lgs fa-
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ses, puede eliminarse la adquisicion de diversos tipos
de material y la instalacidn d&e recuperacidn de antibid-
ticos estar limitada a su forma més sencilla.

Una ventaja totaslmenté inesperada del
procedimiento presente, es que la formacién de pirdgenos
¥y productos anglogos a la histamins, que aparecen & mne-
nudo en la recuperacidén de antibidticos bédsicos, parti-
cularuente cuando estos productos estdn en contacto con
disolventes y se mantienen en pH bdsicos durante largos
periodos de tiempo, parece ser totalmente evitada en el
método presente. Esta es una de las ventajas mds dtiles
del procedimiento, ya que frecuentemente es necesario em-
ﬁlear una fase separada del procedimiento para la separa-
cién de pirdgenos.

Para llevar acabo el procedimiento pre-
sente, una solucidn impura de antibidtico basico, como
por ejemplo, un caldo antibidtico filtrado, se hace pasar
primeraniente, a un pi que oscila de débilmente &cido a
débilmente bdsico (p.ej. 6,0 a 9,0), sobre une resine cam-
biadora de ion que tenga como grupos cambiadores prinei-
pales grupos carboxilo y que se haya preparado por polis
merizacidn en forma de cuentas del dcido metacrilico o,
preferentemente, de un ester del Adcido metacr{lico y de
un 6 a un 12% aproximadamente de un compuesto aromético

divinflico como el divinilbenceno, diviniltolueno, divi-

nilnaftaleno, etc., como material formador de encadenamien-

tos transversales. Si se whilize un ester para formar
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le resina, los grupos ester de la resina deben ser, des—

de lﬁego, hidrolizados a grupos dcidos. Tales resinas

gse venden por la Rohm & Haas Company y se conoccen comer-
cialmente con el nombre de fébrica como “Amberlite IRC50".
La resina esta, por lo menos parcialumente, en forma de
sal y ajustada a un pH en equilibrio, del neutro al lige-
ramente bdsico (de 7 a 8 eprox.), por medio de un dlceli
(p. ej. hidréxido sddico o hidrdxido potésico) antes de
entrar en contacto con la solucidn antibidtica. E1 anti-
bidtico absorbido en la resina, se eluye entonces de la
resina cambiadora de idn por medio de un dcido diluido,
preferentemente un dcido mineral, como el dcido clorhi-
drico dailufdo o el dcido sulfurico deluido. Esta fase
del proceso y las fases siguientes del mismo pueden rea-
lizarse en un proceso de "dos torres" como se describid
en la U3S. Patent N2, 2,528,188, El eluato obtenido de
la resina se ajusta, de preferéncia répidamente, a un

pH que sea dé neutro a ligeramente bdsico, esto es, de
6,0 & 9,0 aprox., preferentemente de 7,0 a 8,0, Esto
puede hacerse separado el exceso de &cido, como se des-
crive més adelante, 0 por adicidn de un agente alcalino,
por ejemplo, hidrdxido sddico o potdsico. Ia solucidn ob-
tenida dé este modo, si bien es mucho més pura sobre ba-
se seca de 10 que es una solucidn tan impurs como un cel-
do de fermentmcidn, tiene ciertos usos, por ejemplo, en
veterinaria o en usos agricolas. La solucidn se pone lue-

g0 en contacto con une segundas resina de permutacidn io-
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La segunda resina cambiadora de 1én dti-
lizada para llevar a cabo la siguiente fase de purifi-
cacidén del presente procedimiento, es también una resi-
na cambiadora de catidn sintética. Se:trata de una re~
sina de porosidad considerable, esto es, capaz de absor-
ber una gran proporcidn de bases orgénicas de peso mole-
cular bastante alto, ( por encime de 150 aproximedamen-
te). Estas resinas estdn caracterizadas por un aumento
relativamente grande del volumen al contacto con la re-
sina seca con agua o de conversidn de la forma salina
de la resina en la forme dcida. ILas resinas de pordsi-
dad baja, presentan poco cambio en volumen. ZEstas resi-
nas de elevada porosidad pueden prepararse por copolime-~
rizacidon de un éster del 4tido acrilico con una pequefia
proporcion (de un 1 a un 15%) de un compuesto aromdtico
divinflico, como el divinilbenceno. Alternativamente
puede utilizarse un copolimero de un ester metacrilico
¥y une proporcidn baja (de un 1 & un 4%) de un compuesto
divinilaromdtico. ILa saponificacidn de los productos
resultantes, que se preparan en forms de cuentas, pro-
duce resinas de dcidos carbox{licos, porosas, cambadores
de catidn. La Amberlite XE89, fabricada por Rohm & Haas
Company, es una forma especialmente buens dé este ma-
terial. Se ha encontrado gue estas resinas obsorben,
en un tiempo de contacto relativamente corto, un anti-

bidtico bdsico, como la viomicina, neomicina, o estep-
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tomicina, en una exgensidn del 504 o més de la capaci~
dad tedrica de la resina. Esto no es verdad en el ti~
po de resina utilizado en la primers fase del procedi-
miento presente, esto es, la Amberlite tipo IRC50, que
gsolamente absorbe estos compuestos, durante un periodo
préctico de contacto, en una extensidn de un 10 & un
20% de su capacidad total. En la préctica de la segun-
da fase de este proceso, la resine cambiadore de idn se
convierte primero parcialmente en une sal de un catidn
de metal alealino, como el sodio, por ejemplo, lavando
con una solucidn acuosa dilufde de hidrdxido sédico has-
ta que el pH de equili®rio sea el neutro al ligeramente
bdsico (es decir, aprox. pH 6 & 9). ILa solucidn de an-
tibiético, obtenida de ka primera columna cambiadora de
idn por elucidn con dcido mineral dilufdo, se trata pa-
ra destruir las sales; por ejemplo, puede neutralizarse,
¥, con objeto de disminuir la intréduccidén de sal, el
deido eluyente puede ser el dcido sulfirico dilufdo y
el agente de neutralizacion hidrdxido bérico, en cuyo ca-
so se separa sulfato bdrico que se elimina. Alternati-
vamente, el exceso de dcido puede separapse con uns re-
sina cambisdora de anidn o el agua puede separarse por
ejemplo secando a partir del estado congelado, después
@&e neutralizar con una amine orgénice que forme una sal
soluble en disolventes con el &écido utilizado para ls
elucidn de la resina. El reemplazamiento del agua con

un disolvente adecuado permite la separacidn de la sal
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del antibidtico. Un procedimiento como este se descri-
be en la U.S. Patent N2, 2,560,891, Pueden utilizarse
otras combinaciones de un dcido y una base que formen

unga sal isoluble.

La solucidn antibidtica parcialmente pu~

rificada, de la elucidn de la primera resina, se hace

pasar en contacto con la segunda resine cambiadora de
idn, preferentemente en une columna, y este proceso se
continua hasta que la resina elegida alcance el equili-
brio con el antibidtico. Con esto resulta que une gran
parte de los cationes presentes en la solucidén de alimen-
tacion pasan a través de la columne sin ser absorbidos.
Es relativamente fécil comprobar muestras de la solucidn
de antibidtico que asbandona la columna y determinar cuan-
do esta solucidn tiene aproximadamente la misme concen-—
tracidn de antibidtico que la que entra en la columna.

En este momento, se detiene la adicidn a la columna y

se eluye el antibidtico con dcido mineral dilufdo. Si

se emplea dcido sulfuirico, el exceso de dcido puede se-
pararse por precipitacidén con hidrdxido bdrico o poi o=

tros métodos indicados mds adelante. ILa solucidn puede

usarse luego para varios fines.

Frecuentementé¢ el producto obtenido del
contacto con la segunda resina esjhna pureza tan eleva-
da que el material puede secarse y utilizarsebdirectamen-
te con fines terapéuticos, sin una purificacidn posterior.

La presencia de pequeflas cantidades de materias colorea-
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das puede eliminarse por absorcidn en carbén, si se de-
sea, pero esta no es una fase esencial del procedimien~
to. Debe hacerse resaltar que si se utilize unse resina
del tipo XE89 antes de la resina del tipo IRC50, en la
primera fase se absorberdn en la resina grandes cantida-
des de impurezas coloreadas y meteriales de alto peso mo-
lecular junto con el antibidtico. El empleo de la Amber-
lite IRC50 como segunda fase no supondria casi ninguna
purificacidn apreciable. Ademas, el uso de repetidos
tratamientos con un tipo Unico de estas resinas no al-
canzaria el mismo alto grado de purificacidn de un modo
tansencillo. En general, las impurezas inorganicas se
reducen més fdcilmente por el presente procedimiento,

que presenta mayor selectividad en la recuperacidn de
entibidticos.

Ambos polimeros, del tipo utilizado en
la primera fase del proceso y en la segunds, se preparan
preferentemente en forma de cuentas y la polimerizacidn
en esta forma puede llevarse a cabo por tratamiento de
la mezcla de mondmeros en suspensidn acuosa con un pord-
xido. Detallas para la preparacidn del tipo de resinas
utilizado en la segunda fase dé este procedimiento se
dan en la solicitud Seriel N2, 288,951 presentada el 20
de Liayo de 1952, por Edwin N. Lightfoot Jr. Estos polf-
meros que son eantrecfuzados holgadamenye y porosos se
encontré que son sumamente efectivos en la absorcidn de

una gran proporcidén de antibidticos béwmicos. De aquf
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résulta la absorcion de una cantidad de antibidtico
que se aproxima a la capacidad tedrica de intercambio
de la resinae en las condiciones de equilibrio. Esto
no es verdad en el tipo de resine cambiadora de idn
utilizada en la primera fase del proceso, gue, en las
condiciones usadss normalmente pars la recuperacidn de
antibidticos, no se aproxima en su capacidad de sbsor-
cidn al valor del efuilibrio.

Cuando se empleas caldo de estreptomici~
ng como material de partida para los dos pesos descri-
tos anteriormente, la solucidn obtenida por elucidn del
segundo tipo de resine cambiadora de idén puede tener u-
na potencia ten elevada como 20 a 30 miligramos de anti-
bidtico (base) por centi{metro cubico y puede tener sobre
base seca una purezs del 70% o mas en peso. Si se desea,
puede alcanzarse un grado superior de pureza utilizando
uné fase posterior de purificacidn que puede efectuarse
antes o después de la segunda resina tipo dcido carboxi-
lico. Esta supone el contacto con una resina cambiadora
de 16n de dcido sulfdnico con porosidad baja y que posee
une elevade proporcldn de componentes que formen enlaces
transversales., Estae fase se lleva a cabo con la resina
cambiadora de idn en la forma dcida, esto es, como dcido
sulfdnico libre. Pueden utilizarse en particular resi-
nas que sean copolimeros de poliestirenos sulfonados y
compuestos ardmaticos divinflicos, como el divinilbence=-

no. Tales resinas existen en el comercio con el nombre

- 10 -~
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registrado “"Dowex 50". Egtas contienen proporciones
variables dé divinilbenceno como componente que forme
enlaces transversales. Una pr0por616n de un 16% apro-
ximadamente de divinilbenceno es muy adecuada. Con es-
te objeto pueden utilizarse proporciones algo més ele-
vadaes o inferiores, esto es, entre un 10 y un 25%.
Cuando se utiliza une resina como esta
en su forma dcida, esto es, a un pH bajo, retiene poco
0 ningin antibidtico bdsico de la solucidn que estd en
contacto con ella. Sin embargo retiene cationes inor-
génicos y varias impurezas organicas en tal extensidn
que la solucidn, después de un contacto relativamente
corto con la resina & un pH bajo, esto es, de 1,0 a
2,5 aproximadamente, tiene una pureza elevada. Esta
fase del proceso se lleva a cabo preferentemente con
la resina en una torre. El &cido libre que queda en la
solucidn efluente se neutraliza a continuacidén. Es pre-
feriv¥le usar dcido sulfirico en la fase previa y después
dé llevar a cabo el contacto con la resina se separa el
exceso de acido, que no fué necesario para combinarse
con el antibidtico bésico, en forma de sal, por precipi-
tacidn, como un reactivo como el hidrdxido b&rico. Ia
solucidn que queds después de separar la sal precipita-
de, es una forma altamente purificada del antibidtico.
Este material puede ser filtrado, obteniendo una solu-
cidn que puede utilizarse directamente en terapéutica,

en la nutricidn animal o para otros usos. Puede dese-

- 11 =
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carse, por ejemplo, por liofilizacidn, dando un produc-
to que es muy adecuado paras incorporarse a productos far-
macéuticos. Esté prédcticamente libre de pirdgenos y
contiene ipoco o ningiun meterial histaminico. ILa solu-
c¢idn puede estgrilizarse y combinarse con estabilizado-
res u otres sustancias convenientes.

Cuendo se utiliza este proceso (en tres
fases) para le purificacidn de estreptomicine, se ha en-
contrado que el producto tiene une purezse que se &proxi-
ma al 95%. Debe advertirse que el procedimiento no con-
sigue la separacidn de la estreptomicina B, que no es
perjudicial pero que posee une actividad inferior a la
de la estreptomicina. 3Si se desea obtener un producto
que contenga una proporcidn particularmente baja de es-
ta materia, debe elegirse un caldo de fermentacidn ade-
cuado. Debe hacerse notar también ge: el procedimiento
presente elimina muy eficienpyemente una impureza ordina-
ria y perjudiciel de la estreptomicina comercial, esto
es, el material inactivo estreptidina.

En muchos casos es posible cristalizar
el antibidtico bdsico en una forma de elevada pureze
concentrando el elusto acuoso de la segunds resine y a-
findiendo un disolvente orgdnico miscible con agua, co-
mo el metanol o el etanocl. En algunos casos en los gue
el antibidtico impurc (esto es, caldo de fermentacidn
antibidtico), utilizado como producto de partida, es de

calidad muy pobre o contiene impurezas organicas e inor-

- 12 -
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génicas en alto grado, es conveniente efectuar la puri-
ficacidn de tal solucidén por contacto del material bru-
to con los tres tipos diferentes de resinas cambiadoras
de idn en serie. Cuando se hace esto, el orden que se
prefiere es aquel en el que se hen descrito anteriormen-
te las fases del proceso de cambio idnico; esto es, se
utiliza primero la Amberlite IRC50, resina de haja ca-
pacidad, del tipo dcido metacr{lico-divinilbenceno, en
una forma que esté parcialmente meutralizada. Como se-
gunda fase se utiliza el producto mds poroso de saponi-
ficacidn ester acrilico-divinilbenceno y, finalmente,

la solucidn parcialmente purificada se somete & una pu-
rificacidn posterior poniéndola en contacto con la re-
sina Dowex 50 del tipo dcido sulfénico, con muchas unio-
nes transversaeles, obteniéndose una solucidn con un alto
grado de pureza. Si las fases 2 y 3 de este proceso en

tres fases se inveimten de orden, el grado de purifica-

cidn alcanzado es especialmente alto, pero no tan completo

como el que se alcanza mediante el orden antes elegido.
Debe sefialarse que los antibidticos forman sales defini-
das con todas las resinas carboxilicas, actuando la re-
sina como un dcido polibdxico macromolecular. Las se-
les de los antibidticos con las resinas son utiles para
fines como el enriquecimiento de los piensos.

Se ha encontrado también que, incluso
aunque se omita una de las fases antes mmncionadas de

purificacidn por dcidos cerbox{licos, se alcanze no obs-

- 13 -
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tante un notable grado de purificacidn del antibidtico
bruto si la fase inicua de purificacidn por dcido car-
béxi{lio va seguida de una fase de purificacidn por un
dcido sulfdnico. Un notable grado de purificacidn del
antibidtico se obtiene por contacto de una solucidn a-~
cuose impura de un sntibidtico bésico con una resina que
tenga como grupo cembiador activo principal redicales
carboxilo, elucidn del antibidtico de la resina con dci-
do y contacto de la solucidn del antibidtico con une re-
sina cambiadora de idn del tipo dcido sulfdnico en la for-
ma gcida.

El elusto obtenido separando el antibid-
tico del primer tipo de resina, esto es, la resina del
tipo dcido carboxilico, por medio de una solucidn dilui-
da de dcido minerasl, es particularmente adecuado para
una purificacién posterior por contacto con uns resina
canbiadora de ién que tenga como grupos cambiadores prin-
cipales es radical dcido sulfdénico. La primera fase del
proceso es eficaz para separar el antibidtico de ciertas
impurezas presentes en la solucidn acuosa impure utilize-
da como material de partida, particularmente impurezas
orgénicas que estdn presentes ordinariamente en gran ex-
tensidn dn los caldos de fermentacidén filtrados que con-
tienen entibidticos bésicos. Sin embargo, en el antibid-
tico bruto eluido, obtenido del primer tipo de resina
quedan cantidades aprecisbles de diversas impurezas, par-
ticularmente materias inorgdnicas, pero también ciertas

subgstancias orgdnicas. El eluato dcido de la resina cam=

- 14 -
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biadora de idn de tipo dcido ecarboxilico puede purificer-
se lo mds eficazmente por contecto posterior en su esta-
do écido con la resina de tipo acido sulfdnico.

El antibidtico en la solucidn decido que
entra en contacto con la forms acida de la resine tipo
dcido sulfdnico, no se absorbe sobre esta en extensidn
apreciable. Sin embargo une veriedad de impurezas, par-
ticularmente substancias inorgénicas, pero también mate-
riag orgdnicas, son separadas selectivamente de la .solu-
cidn dcida por la resina tipo dcido sulfdnico, obtenién-
dose une solucidn de antibidtico bdsico altamente puri-
ficada. En muchos casos, la pureza de la solucidn es
tanelevada que el antibiotico puede cristalizarse direc-
teamente de la solucion concentréndola cuidadogamente,
por ejemplo en vacio a baja temperatura o por concentra-
cidn y adicidn de un disolvente miscible con agua que
no disuelve la sal del antibidtico. En algunos casos,
es necesario ajuster el pH de la solucidn antes de con-
centrar, puesto que puede haber tendencia a descomponer-
se algo del producto si se efectda la concentracidn en
condiciones de esidez elevada. Efectdando el procedimien—
to presente segin se sefiald antériormente, puede utili-
zarse dcido sulfirico pare la elucidn del antibidtico
absorbido del primer tipo de resina utilizada, esto es,
la resina de tipo dcido carboxilico. Alternativamente,
pueden utilizarse otros écidos como el dcido clorhfdri-

co, dcido bromhfdrico, etec. ELl exceso de dcido puede

- 15 -
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separarse de la solucibn obtenida después del contacto
con ls segunda resina cambiadora d&e ion formando una
substancia débilmente soluble. Por ejemplo, si se ha em~
pleado dcido sulfirico, puede afiadirse hidrdéxido o carbo-
nato bdrico a un pH adecuado y el sulfato bédrico preci-
pitado puede separarse entonces de la solucidn antes de
concentrarla y aislarla le sal purificada o cristalina

del antibidtico. Si se ha empleado &dcido clorhidrico

"para eluir la primera resine, entonces el exceso de dci-

do puede separarse por adicidn de un agente como el car-
bonato de plata, Alternativemente pueden utilizarse cier-
tas resinas cambiadoras de anion pare ajustar el pH de

ls solucidn acuosa por separacidn del exceso de sacido.
Después que la resina ha sido separade de la solucidn
acuosa, la solucidn de antibidtico puede concentrarse
para recuperar el antibidtico purifiecado o cristalino.

En general, las sales &cidas dé los antibidticos bdsi-

cos tienen un pH en solucidn acuosa en el intervalo de

4,0 a 6,5 aproximedamente.

Durante el desarmollo del procedimiento
presente es conveniente mantener las soluciones de los
antibidticos a pH bajos, esto es pH por debajo de 2,5,
durante un tiempo mfnimo. As{, después de la elucidn
del antibidtico de la primera resina, el contacto con
la segunda resina debe hacerse con una répidez prudencisal
¥y el efluente de la segunda resina debe ajustarse enton-

ces a un pHE adecuado, esto es, por lo menos 4,5 sprom.,

- 16 -
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sin excesiva pérdida de tiempo. Segin se seiiald ante-
riormente, las soluciones de entibidtico obtenidas por

el procedimiento presente poseen un grado de pureza po-—
co comin y, en muchos casos, es posible utilizar el e-
fluente ajustado procedente de la segunda resina direc-
tamente sin tratamiento posterior, como la cristalize-
cidn. Soluciones de esta naturaleza pueden ger utili-
zadas, por ejemplo, en veterinaris. Puede ser convenien-
te concentrar teles soluciones y afiadir agentes estabi-
lizantes antes de disponer el producto para tales usos.
La esterilizacidn puede efectuarse frecuentemente por
fultracidn de la solucidn por un aparato adecuado. De-
re selialarse que los productos del presente invento es—
tén considerablemente libres de pirdgenos y contienen
pocas o ningunas materias histam{nicas, que frecuentemen-
te presentan dificultad con antibidticos purificados

por otros procedimientos, ya que necesitas fases mmy de-
talladgs y definidas para separar estos materisles.

Se ha encontrado que el tratamiento de
soluciones acuosas impuras de antibidticos basicos con
resinas tipo dcido carbox{lico como las descritas (es-
t0 eg, resina tipo Amberlite IRC~50) puede revetirse,
obteniendo una solucidn purificada del antibidtico dque
tenga una pureza incluso mes elevada, y que se presta
wgs facilmente a la purificecidn posterior por contac-
t0 con las resinas tipo dcido sulfdnico descritas ante-

riormente. Un tratamiento posterior con resinas tipo
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dcido carboxilico o écido sulfénico no contribuye a in-
crementar la pureza del antibidtico en una extensidn a-
preciable y, segin se sefiald antes, el producto del tra-
tamiento con la resina tipo dcido sulfdnico puede a menu-
do cristalizarse sin-una purificacidn espec{fica poste~
rior. El empleo de la Amberlite tipo XE-83 seguido del
uso de la resina tipo dcido sulfdénico no consigue un gre-
do tan elevado de purificacidn.

Entre los antibidticos gue pueden puri-
ficarse por el procedimiento presente estdn la estrepto-
micina, viomicina, dihidroestreptomicina, hidroxiestrep-
tomicina, estreptotricina, menosidoestreptomicina, neomi-
cina y otros de le misme naturaleza. Todos estos contie-~
nen gruspos fuertemente bdsicos, como grupos guanidino,
¥y pueden purificarse con facilidad inesperada por el pro-
cedimiento del presente invento.

Los ejemplos siguientes se dan a modo de
aclaracidn y no deben considerarse como las uUnicas for-
mas de llevar a cabo este invento. Debe ehtenderse que
la proteccidn estd solamente limitade por la redaccién

de las reivindicaciones anexas.

Ejemplo I
Sellend une columna con unse resina camn-

biadora de catidn de tipo dcido carboxilico Amberlite
IRC5C. ZEsta resina se llevd al equilibrio con solucidn

de hidroxido sédico dilufdo hasta alcanzar un pH de 7,5.
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El caldo de fermentacidn de estreptomicina, gque habia
giffo filtrado en condiciones acidas, ae ajustdé aprox.
a neutralidad con hidrdxido sdédico y la solucidn del an-
tibidtico se hizo pasar por la columna cambiadora de idn.
uestras del efluente procedente de la columna se anali-
zaron per{odicamente hasta que se encontrd que la concen-
tracidén de estreptomicina en el caldo que abandona la co-
lumna ora en esencisa misma que la del que entra en la co-
Jumna. Se interrﬁmpié la introducidn de solueidn y la
resina se lavd con varios volumenes de agua. Se eluyd
entonces el antibidtico de la resina con solucidn de &~
cido clorhidrico 0,35 K. Cuando ei eluato deja la colum-
na se neutraliza con hidrdxido sddico. Se encontrd al
anglizar la egtreptomicina total en el eluato, que se ha-
hia empleado aprox. el 15% de la capacidad total de la
resina para la absorcidn del antibidtico. Focas de las
impurezas orgenicas presentes en el caldo original ha-
bian quedado retenidas en la columna, pero el eluato, que
contenf{a 10 mg de estreptomicina por centimetro cibico,
contenis también unos 20 mlg por centimetro cibico de so-
lucidn de sales inorganicas (determinadas por evapora-
cidn de una muestre medida e incineracidn en presencia de
deido sulfirico). La solucidn contenia también unos 4
wiligramos por centimetro cdbico de impurezas orggénicas
coloreadas sin idéntificar.

Se prepard una segunda columna que con-

tenfa 115 centimetros cibicos de resina cambisdora de ca-
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tidn tipo dcido carhox{lico Amberlite XE89. Ia resina
se 1llevd al equilibrio con hidrdxido =médico = un pd 7,8.
El eluato neutralizado de la columna precedente se intro-
dujo en la segunda columna. A intervalos periddicos se
ensaeyd la concentracién de estreptomicina del ligquido que
abandona la columna. Después de haber sido alimentada
la columna con un total de tres litros de solucidn de es-
treptomicina parcialmente purificada, se encontrd gque no
se separaba més antibidtico, esto es, gque la concentra-
cidn del antibidtico en el 1iquido que sale y en la ali-
mentacién eran iguales. Se interrumpid la adicidn a la
columna y esta se lavd con agua. Se eluyd entonces el
antibidtico con solucidén de dcido sulfdrico 0,36 ¥, El
exfleso de dcido en el eluato se neutralizd rdpidamente
con solucidn de hidrdxido barico. EL sulfato bérico pre-
cipitado se filtrd y se analizd la estreptomicina en la
solucidn acuosa. Se encontird que se habia utilizado
aproximadamente el 50% de la capacidad de la resina pa-
ra la absorcidn de la estreptomicina. El eluato conte-
nfa unos 30 miligramos de antibidtico como base por cen-
timetro cubico y unos 6 miligremos por centi{metro cubi-
co, de sales inorgénicas {(si se determinan como sulfato
calcinado). Solamente quedd retenido en el eluato un
tercio aprox. de las impurezas coloreadas presentes en
la alimentacidén dé la: segunda columna.

Se prepard una tercera columna que cone

tenfa 30 centimetros cibicos de un copolfmero sulfonado
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de poliestireno y aprox. 16% en peso de divinilbenceno
(disponible como Dowex 50-X16). La resina se tratd con
deido sulfirico dilufdo para convertirla completamente
en la forma dcida y se lavd entonces con agua para sepa-
rar el exceso de &cido. El eluato de la columna ante-—
rior neutralizado se afiadié a la columna de Dowex 50-X16,
hasta que el pH del liquido que sale de la columna pre-
senta un ascenso definido. En este momento se habian
recogido aprox. 660 centimetros cibicos de efluente.

Se neutralizd répidamente con hidrdxido bdrico y el sul-
fato bdrico precipitado se filtrd. Prdcticamente se
consiguid la recuperacidn cuantitativa de la estreptomi-
cine de lsfolumna. Ia solucidn tenfa una concentracidn
de 25 mg por centimetro cibico de estreptomicinag base

y solamente 0,62 mg de sales inorgénicas por centimetro
cubico (como sulfato calcinado). Por concentracidn de
la solucidn & vacio, tratamiento con una pequefia canti-
dad de carbdn activo y adicidn a varios volimenes de
metanol se produce un precipitado de sulfato de estrep-
tomicina de elevada purezs. Este producto se filtrd

y secd en vacfo. Se encontrd que contenia 1,64% de ce-
nizas y la potencia del producto si se corrige para las
materias voldtiles se encuentra que es aprox. 790 micro-
gremos por miligramo, compasrsda cidn una potencia tedri-
ca de 798 microgramos por miligramo para el sulfato de

egtreptomicinsa.
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Ejemplo IT
Caldo de fermentacidn de viomicina fil-

trado se ajustd a pd 7,5. El andlisis indicd que conte-
nfa 300 micrograemos de antibidtico por centimetro cubi-
co de solucidn. Este material se afiadid a una columna
que contenia resina Amberlite IRC50 ajustada a pH 7,5
con hidrdxido sédico dilufdo. La solucidén antibidtico

se afiadid a la columna hasta que la concentracidn del

‘entibidtico en el 1fquido que sele era muy prdxims a la

de la solucidn de alimentacidn. Le columna se lavé en-
tonces con agua y el antibidtico se eluyd de la resina
con solucidn de dcido sulfirico 0,35 N. EL eluato de
le columne se neutralizd rdpidamente con hidrdxido bé-
rico y el sulfato bérico precipitado se filtrd. El e-
luato neutralizado contenis unos 8 miligramos de viomi-
cina en forme de base por centimetro cibico y 7 miligre-
mos de cenizas de sulfato por centimetro cibico. Se ha-
bia utilizado aproximadamente un 12% de la capacidad to-
tal de la resina en la ahsorcidn del antibidtico.

Une porcidn del eluato de la columna
snterior (200 litros) se afiadid a un pH 7,5 @& una co=-
lumna que contenfa 3.750 centimetros cibicos de resina
Amberlite tipo XE89, que habia sido ajustada previamen-
e a un pH 7,5 con hidrdxido sddico dilufdo. Lea resina
absorbid el antibidtico viomicina en una extensidn de
un 80% de su capacidad total de cambio. La adicidn de

la solucidén de viomicina parcislmente purificada se con-
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tinud hasta que el 1{quido que sale de la columna tenia
aproximadamente el mismo contenido en antibidtico que
la solucidn que se introduce. Se interrumpid entonces
la adicidn y la columna se lavd con agua. El antibid-
tico se eluyd con solucidn de dcido sulfutico 0,358 y
el eluato se neutralizé rdpidamente con hidrdxido bdri-
co. El sulfato bdrico precipitado se filtrd y el elua~-
to se concentrd a vacio a temperatura moderadamente ele-
vada hasta un volumen de 11 litros. El andlisis de une
muestra demost®d que el concentrado contenfa 102 mili~
gramos de viomicine (como base) por centimetro ecibico
¥y solamente 5 miiigramos de cenizas (sulfato) por cent{-
metro cdbico. El tratamiento del eluato con carbfn ac~
tivo separd una pequefla cantidad de color resicual. La
adicidn de 2 voldmenes de alcohol metflico a la solu-
cidn acuosa produjo la cristalizacidn del sulfato de
viomicina. Este producto pesd 1275 g después de dese=-
cado en vacfo. Contenia uno por ciento de cenizas y
9,3 por ciento de materiak voldtiles. La potencia se
encontrd ser, una vez corregida para la materia volé~
+til presente, aprox. 805 microgramos por miligramo. La
potencia teorica del sulfato de viomicina puro es 820
microgramos por miligramo. As{, se alcanza una pureza
extraordinariemente elevadae, mediante el sencillo pro-~
cedimiento descrito.

Bjemplo IIX

Se aciduld caldo de fermentacidn de neo~
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micina y, después de filtrado, se neutralizd. Este ma-
terial contenié aprox. 730 microgramos de neomicina por
centimetro cudbico. Ciento cuarenta litros (140) de la
solucidn se suministraron a una columna que conte-nis
un litro de resine cambisdora &e idén tipo dcido carbo-
x{lico Amberlite IRC50, que se habia ajustado aproxims-
damente a neutralidad con hidrdxido sodico diluido. Se
alcanzd una absorcidn casi cuantitativa del antibidtico
en la resina. Ia resina se lavd con agua y se eluyd en-
tonces con solucidn de deido sulfurice al uno por chen~
to. Fl eluato se enutralizd enseguida con hidrdxido ba-
rico y el sulfato basico precipitado se filtrd. Ia so-
lucidn filtrada se analizd encontréndose que contenia

10 miligramos de neomicina (como base) por centimetro
cubico y aproximademente 8 miligramos de cenizas de sul-
fato por centimetro cubico.

Une porcidn de la solucidn de neomicina
parcialmente purificada, neutralizada, obtenida de la
columna de Amberlite IRC50 se suministrd a una columns
de Amberlite XEB89, que se habfia ajustado a un pH de 7,0
aprox. con hidrdxido sdédico dilufdo. Ia solucidn se a-
fiadid a la columna hasta que se detectaron cantidades
apreciables del antibidtico en el liquido que sale.

Ia columne se lavd con aguas y se eluyd entonces con so-
lucidén de dcido sulfirico al uno por ciente. El exceso
del dcido en el eluato se neutralizd con hidrdxido bé-

rico y el sulfato bdrico precipitaedo se filtrd. El elua-
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contenia aprox. 20 miligramos de neomicina por centime-
tro cibico y 5 miligremos de cenizas de sulfato por cen-
timetro cdbico. Se hizo passr a través de una columna
que contenis resine Dowex 50-X16 en la forme dcida. Préc-
ticamente se separaron todaes las cenizas del material con
poca 0 ninguna pérdida de neomicina. E1 liquido que sa-
le de le columna se neutralizd con hidrdxido bérico. El
precipitado se filtrd y el color residual se separd con
una pequefla cantidad de carbdn activo. La solucidn pu-
rificada se afladid sobre varios volimenes de metanol y
la neomicina precipitade se filtrd. El producto conte-
nia uno por ciento de cenizas de sulfato ¥y 3,2 por cien-—
to de voldtiles. La correccidn para el materiel volatil
did andlisis de aprox. 650 microgramos por miligramo,

en comparacidn con 670 microgramos por miligramo de sul-
fata de neomicina puroc. El producto obtenido por este
procedimiento relativament-e sencillo se ha encontrado

que es muy adecuado para usos terepéuticos.

Ejemplo 1V

Caldo de fermentacidn de estreptomicina
filtrado, conteniendo una potencia antibidtica de 800
mcg./cm3., se hizo pasar a través de una columna qQue con-
tenfa resine Amberlite IRC50 a un pi de 7,%. El antibid-
tico se eleuyd de la resina con dcido clorhidrtco 0,35KN
y el. eluato se neutralizd con hidrdxido sddico. En la
absorcidn del antibidtico se utilizd sprox. el 15% de

la capacidad de la resina. FEl eluato contenfa eproxima-
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damente 7 miligramos de antibidtico por centimetro cd~
bico. Una porcidn de este material se hizo pasar a tra-
vés de une columna que contenia 100 cm3 de resina tipo
Amberlite XE89 a un pH de 7,5. El antibidtico se elu-
y6 de la resina con dcido sulfdtico dilufdo. El elua~
to contenia unos 18 gramos de estreptomicina y unos dos

gramos de cenizas. Aproximadamente el 50% de la capaci-

" dad total de la resina tipo XEB9 se habia utilizado en

le absorcidn del antibidtico. El eluato se neutralizd
con hidrdxido sddico y se hizo pasar s través de una co-
lumna que contenfa 30 cm3 de resina Dowex tipo 50-X16
en la formae dcida. El liquido que sale de la columna
se neutralizd en seguida con solucidn de hidrdxido bé-
rico. El precipitado de sulfato bérico se filtrd. E1
filtrado se concentrd en vacio y se decolord con carbén
activo. La solucidn obtenida de este modo 8e afiadid a
varios volimenes de metanol para precipitar el sulfato
de estrptomicina. El producto se filtrd y secd. Su en-
sayo did 775 meg/oms y contenfa solamente 0,7% de ceni-
zas. Una elevada proporcidn del antibidtico en el cal-

do original se recuperd de este modo.

Ejemplo V
Ungfolumna que contenia 33 litros de
Amberlite IRC50, que habie sido ajustada previamente a
pH 7,5 con solucidn de hidrdxido sddico, se alimentd con
caldo filtrado de fermentacidn de neomicina a un pH de

745. Cuando la resina no absorbio mds neomicina, se de=-
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tuvo la slimentacidn y la columna se lavd con agua elu-
yéndola entonces con solucidn de dcido sulfdrico al 1%.
Se recogid un "heart cut" (aquella porcidn gque contiene
la mdxima concentracidn de antibidtico) de unos 170 1li-
tros de eluato de pi 2,1. Contenia una concentracidn de
neomicina de 12,0 mg/cm3, de sdlidos totales de 31 mg/cm3
y de cenizag de gulfato de 7 mg/cm3. Esto representabu—
na purificacidn considerable comparada con el caldo de
fermentacidn. ILa solucidn antibidtice se neutralizd con
hidrdxido bdrico y el sulfato bdrico se filtrd. E1 fil-
trado se siladid a una columna que contenia resine Amber-
lite XE89 que habfa sido ajustada previamente con hidrd-
xido sddico a pH 7,5. Una vez que la columne se hubo sa-
turado de neomicina, se eluyd con dcido sulfirico al 1%
¥ el exceso de dcido se neutralizd con hidrdxido bérico.
El eluato contenfs 19,5 mg/cm® de neomicina, 40 mg/cm
de sdlidos totales y 7 mg/cm3 de cenizas de sulfato.
Este solucidn se hizo pasar a través de una resine Dowex
50-X16 a un pH dcido. El 1l{quido que sale de la colum-
na se neutralizd con hidrdxido sddico. Se encontrd que
contenie 15mg/bm3 de neomicina, 23mg/cm3 de sdlidos to-
tales y O,1mg/cm> de cenizas de sulfato. ILa solucidn
acuosa se concentrd cuidadosamente s vacio a baja tempe-
ratura y el sulfato de neomicina se aisld por precipita-
cidn con etanol. El producto desecado se encontrd que
ten{a una potencia de 660 mcg/mg y unas cenizas de 1,0%.

Esto representa un producto de elevada pureza muy adecua-
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do para usos farmaceéuticos.
Ejemplo VI

Un caldo de fermentacidn de estreptomi-
cina que tenia una potencia de aproximadamente 750 uni-
dades por centimetro ciubico se filtrd después de ajustar
el pH a 2,5 aproximadamente. ILa solucidén filtrada se
hizo pasar por una coluuna de resina Amberlite IRC-50
e un pH de aproximedamente 7,5, esto es, el caldo de
fermentacidn se ajustd a 7,5 con hidrdéxido sddico y la
resina se puso en equilibrio a este pH por contacto con
una solucidén dilufda de hidrdxido sddico. Después de
absorber el antibidtico en la resina, la columna se la-
vé con un pequefio volumen de agua y los lavados se dese-
charon. El antibidtico se eluyd entonces, utilizando u-
na solucidn de dcido clorhfdrico 0,35 N. Una vez que to-
do el antibidtico se hubo desplazado de la columna de re-
sina el eluato se neutralizd con solucidén de hidrdéxido
sédico. El eluato contenfa unos 7 mg de antibidtico por
centfmetro cdbico de solucidn. Esta solucidn se hizo pa-
sar por una segunda columna que contenia Amberlite IRC-50
equilibrada a pH 7,5. Cuando la resina no absorbid més
estreptomicina, se interrumpid la slimentacidn y la resi-
na se eluyd con dcido sulfurico 0,35 N. El exceso de &-
cido sulfurico se separd de la solucidn dcida con hidrd-
xido barico. La solucidn impura contenia aproximadamen-
te 6% en peso de impurezas sobre el peso total de produc-

to bruto en solucidén. Esta solucidén se hizo pasar por
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una columna que contenia resina tipo Dowex-50-X16 en

la forma dcida. El lfquido que sale se neutralizd con
hidrdxido bdrico y el sulfato barico resultante se fil-
tré. Después de concentrar cuidadosamente la solucidn
acuosa a vacio, se tratd con una pequefia cantidad de
carbdn decolorante se filtro y se vertid en metanol.

El sulfato de estreptomicina precipitado se filtrd y
secd. El producto seco did un ensayo de 745 microgra-
mos de estreptomicina por miligframo y contenia 0,6% de
cenigag.

Ejemplo VII

Un caldo de fermentacidn de neomicina
filtrado que contenia 500 microgramos de neomicina por
centimetro cibico, se ajustd a pH 7,5 y se alimentd con
é1 una columna que contenia 33 litros de Amberlite IRC50,
que habia sido ajustada previamente a pH 7,5 con solu-
cidn de hidrdéxido sddico. Se continud la alimentacidn
hasta que la resina no absorbid mds neomicina. ITas co-
lumnas se lavaron con agua para separar el caldo residual
y el antibidtico se eluyd entonces con solucidn de dcido
sulfirico al 1%4. El primero de los eluatos que contenia
poco antibidtico se separd. La solucidn siguiente, que
contenia elevada proporcidn de antibidtico, se recogid.
Esta tenia un volumen de 170 litros y un pH de 2,1. La
solucidn contenf{a 12,5 mg de neomicina por cent{metro ci-
bico, 33 mg de sdlido total por centimetro cibico ¥ 5 nmg

de cenizas por centimetro cibico (en la forme de ceniza
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de sulfato). ILa solucidn parcialmente purificada se a=-
fladid a una columna que contenfa 35 litros de resina
Dowex-50~X16 en la forma dcida. El 1{fquido que sale de
la columna, que contenf{a el antibidtico, se neutralizd
con solucidn de hidrdxido bdrico y el sulfato bdrico se
filtrd. La solucidn purificada se tratd con una peque-
fia cantidad d&e carbdn decolorante y se faltrd. Esta so-
lucidn contenfa solamente 0,04 mg de cenizas por centi-
metro cubico (cenizas de sulfato). Por concentracidn
de la solucidn en vacio a baja temperatura y adicidn

de la solucidn concentrada sobre metanol se aisld un
producto sélido. El precipitado sdlido se filtrd, se
lavé con un pequeilo volumen de metanol y se secé. Bl
sulfato de neomicina asi obtenido did un ensayo de 670
microgramos por miligrame y contenfia solamente 0,55% de

cenizas.

Ejemplo VIIT

Un caldo de fermentacidn de viomicina
filtrado se ajustd a pH 7,5. BEsta solucidn contenfa a-
proximadamente 300 microgremos de viomicina por centi{me-~
t$o cubico. Se &afiadid a una columna que contenia resi-
na Amberlite IRC~50, que habia sido previaumente ajusta-
da a piH 7,5 con solucidn de hidrdxido sédico. La solu-
cidn se afiadid a la columns hasta que empezd a aparecer
una cantidad apreciable de antibidtico en el 1{quido que
sale de la columna. La colwmnna de resina, con el anti-

bidtico absorbido, se lavd con un pequefio volumen de
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agua y el antibidtico se eluyd entonces con solucidn

de dcido sulfurico 0,35 H. El exceso de &cido en el
eluato se neutralizdé con hidrdxido barico, 15,6 litros
de esta solucidn se hicieron pasar por una columna, que
contenf{e 1350 cent{metros cibicos dc resine Dowex~50-X16.
El 1{quido dcido que sale d¢ la columna se neutralizd
con hidréxido bdrico y el sulfato bdrico se filtrd. La
solucidn acuosa se concentrd entonces cuidadosamente a
vacfo y la solucidn acuosa concentrada se decolord con
carbdn activo. El sulfato de viomicina cristalizd de
la solucidn por adicidn de 2-1/2 volUmenes de metanol.
Se obtuvieron 147 gramos de sulfato de viomicina cris-
talino, que did un ensayo de 790 microgramos por mili-
gramo. Este producto conten{a 0,2% de wenizas y 4% de
materias voldtiles. Cuando se corrige para estas impu~-
rezas, el producto tiene una potencia de 824 microgra-
mos po miligramo, que estd muy prdxime de la potencia

tedrica del sulfato de viomicina puro.

-NOTAS-

Los puntos de invencidn propis y nueva

que se presentan para que sean objeto de la presente
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solicitud de Patente de Invencidn en Espafia, por VEINTE
afios, son los siguientes:

12.-~ Un procedimiento para la purifica-
cidn de un antibidtico bdsico, caracterizado por poner
en contacto una solucidn acuosa impura del entibidtico
con una resina cambiadpra de idn de dcido carboxflico
de porosidad limitada y por 1o menos parcialmente neu-
tralizada, elufr el antibidtico de la resina con un ééié
do dilufdo y poner luego en contacto el eluato de le
citada resina, bien con una resina cambiadora de idn de
dcido carboxilice por lo menos parcialmente neutralize-
da y de elevada porosidad, o bien con una resina, cam-
biadora de idén, de dcido sulfdnico.

22 ,~ Un procedimiento de acuerdo con la
reivindicacidn 1, caracterizado por el hecho de que el
eluato de la primera resina citada, se pone en contacto
con la mencionada resina cambiadora de idn de dcido car-
boxilico de elevada porosidad, se eluye de ella con un
dcido dilufdo y se pone en contacto después con la cita~
da resine cambiadora de ién de dcido sulfénico.

3¢.- Un procedimiento de acuerdo con las
reivindicaciones 1 6 2, caracterizado por el hecho de cue
la citada resina cambiadora de idn de dcido carboxilico
de porosidad limitada, es un copolimero de dcido metacri-
lico y de un 6 a un 12% &n peso de un compuesto aromdti-
co divinflico, que estd por lo menos parcialmmnte neutra-

lizada, la citada resine cembiadors de idn de dcido car-

- 82 -



v

f

10

15

20

25

227164

boxflico de porosidad elevada es un copolimero de gdcido
acrilico y de un 1 a un 15% en peso de un compuesto aro-
mético divin{lico o un copolimero de dcido metacrilico

y de un 1 a un 4% de un compuesto aromatico divin{lico,
la cual estd por lo menos parcialmente neutralizada, ¥y
le citada resina cambiedors de ion de dcido sulfdnico es
un poliestirenc sulfonado copolimerizado con un 10 & un
25% de @n compuesto divinil-sromdtico.

42,- Un procedimiento de acuerdo con las
reivindicaciones 1 6 2, caracterizado por el hecho de gque
la solucién acuosa impuras es un caldo de fermentacidn
filtrado.

52.- Un procedimiento de acuerdo con las
reivindicaciones 1, 2 6 3, caracterizado por el hecho de
que el antibidtico es estreptomicina, neomicina, viomici~
na, estreptotricina, dihidroestreptomicina, hidroxiestrep~
tomicina o manosidoestreptomicins.

62.~ Un procedimiento de acuerdo con cual-
quiera de las reivindicaciones precedentes, caracteriza-
do por la filtrecidn de un caldo de fermentacidn de un
antibidtico bdsico, el contacto del citado caldo & un pi
de b6 a 9 aproximadamente con le mencionada resina cambia-
dora de idn tipo dcido carboxflico de porosidad limitada
v que est-d4 equilibreda a un pH de 6 a 9 aproximasdamente,
la elucidn del antibidtico de la citada resina con dcido
mineral diluvido, el ajuste del pH del eluato de 6 a 9

aproximadamente, el contacto del eluato con la citada re-
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sina cambiadore de idn tipo dcido carboxilico de porosi-
dad elevada, que estd en equilibrio a un pH de 7 a 8 a-~
proximadamente, hasta que la citada resina se aproxime
a la saruracidn con el antibidtico, la elucidn del anti-
bidtico de la citada resina con écido mineral dilufdo,
el contacto del eluwato con la citada resina cambiadora
de idn tipo dcido sulfdnico que estd en la forma dcida,
la separacion del antibidtico de la resina, la separacidn
del exceso de écido mineral de la solucidn de antibidti-
co y la recuperacidn del antibidtico a partir del filtra-
do.

72.~ Un procedimiento para la purifica-~
cidn de un antibidtico bésico.

Tal y como se ha Bescrito en la hiemoris
que antecede ¥y para los fines que se han especificado.

La presente iemoria consta de treintai-

cuatro hojas escritas a méquina por una sola cara.

imaria, 7 MAR 1956,
;%3A‘

/

—
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