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tProcedimisnto mara separar canamlicina 4 de una mezcla que
1a conbiene junto con otras substanclag!
memzzzz § 000 § mmmm—

Memoria descriptiva
dgte invento se refierc a la canamicina, y més cone

cretamonte a un procedimiento para separar canamicina A, @l
antibibdtico buscedo, de mezclas crudas o soluclones gue con=

tengan esta substancls mezclada con canamicina B, que no inte-
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ress por ser més téxica, y otros materiales que puedan exis-
tir en tales mezclas impuras.
Le cgnamicina, antibiético producido por fermentacién

de varias cepas de Streptomyces cenzmyceticus, ha demostrado

poseer propiedades antibiéticas beneficiosas contra varias esm-
pecies de bacterias grampositivas y gramnegativas. 3e ha com-
probado que estas propiedades antibidticas favorables obede-
cen a le presencis de una substancis designada por canamici-
na 4, ¥ que corresponde a la siguiente estructura quinica de-
signada como Formule 1 en la hoja de grificos y férmulas ane-
xa a esta memoria. | ,

La canamicina A aparece en los fermentatos mezclada
con otras formas de canemicina, cuyas estructuras se descono-
cen alm, y diversos otros materiales, entre ellos substancias
insolubles en agua, seles e impurezas de color. La denoming=-
cién de canamiecina B se ha dado a la forma de cenamicina que
con la A se éneuentra en la proporcién més elevada. Otra fore
ma de canamicina, que ha recibido el nombre de canemicine C,
existe posiblemente en cantidades muy pequefias. Mientras que
la cengmicing 4 ha demostrado tener propiedades antibidticas
ventajosas, la csnamicina B, que tembién las posee, resulta
algo mbs tdxica que aquélla, y por eso no conviens su pre-
sencia, porque puede contaminarla. No se conoce la toxicidad
de la canamicine ¢, que todavia no se ha aislado.

Las propiedades quimices y fisicaes de lo cansmicina A
¥y de la cenamicing B son tan similares, que se hace sumenmente
diffcil separar estos dos compuestos. Las propiedades de la
canamicinag C se gproximen mﬁcho a las de la cansmicina B, ¥y
en la siguiente descripcién ha de entenderse que las referen-

clas a la casnamicinas B se aplican igudlmente a una mezcla de
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cangmicines B y C. Los procedimientos vsuales de separacién

spenas sirven para sepersr ls censmicina A de la canamicing B.
Lg cristalizacidn de los compuestos o de algunas de sus sales
conocidas, por ejemplo, no las sepsra satisfactoriamente. Las
cenamicinas A y B se han sepafado ung de otra por distribucién
en contracorriente de los derivados salicilidénicos de la
mezcls impurg de canemicinas empleendo un sistema de metanole
agua~cloroformo-venceno (5:4:2:1), pero este procedimiento

no es segtisfsctorio pars operar en gran escala, pues implica
téenicas complicedes de diffcil realizacién. |

Por consiguiente, un objeto del presente invento es
proporcionar un procedimiento que permite separar éanamicina
A de cengmicinag B y otras substancias, y se adapte fécilmente
para operer en gran escals, ademés de ser econdmico y relati-
vamente sencillo.

Otro objeto de este invento es proporcionar un proce-
dimiento de este tipo capaz de aislar canemicing 4 en estedo
esencialmente puro, apropiado para usos farmacéduticos.

Se ha comprobado Altimamente que estos y otros obje-
tos pueden lograrse por medic de un procedimiento crometogré~
ficoy en el qué las canamiginas A4 y B se adsorben sobre uns
resinag de intercembio iénico epropiade, y luego se eluyen
separeds y selectivamente de aquélle. En la préctica, se cree
gue la canamicinag A ¥y lg cenamicing B forman bandas separadas
en une columna cromatogrifica percolendo despacio a través de
le misme una solucidn que las contenge. Mediante elucién con
un digolvente adecuado, se revels la columna de menera que la
canemicine B, més mdvil, se eluye con preferencis antes que
la cenamicing A, menoe mévil. Recogiendo fracciones del elua=

to, es posibie separar as! completamente lg cenemicine A de la
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cananicina B, que no interesa.

Para los fines de este invento, la mezcla de canami-
cings gue se somete a cromatografia puede ser una de las nume=-
rosas mezclas de este gbnero que me obtienen en diversas fases
del procsdimiento de preparacién. isungus el producto impuro de
fermentacidn que contiene las distintas cenemicinas y otras
inpurezas puede emplearse directamente en el procedimiento .
cronatogrifico, conviene utilizer con tal fin una solucidn
més depurada, pues les soluclones muy tefiidas pgeden intoxi=-
car las resinas, y las seles parecen convertir la resine en
1la sal respectiva, indtil en cromatografis.

Zn el procedimiento pars seperar las canamicinas del
caldo de fermentacibén en que se producen, el caldo se cuela
primero para retirar impurezas sflidas, y luego se adsorben
lgs substancias activas sobre una resina intercatibnica 4cida,
como la Amberlite IR(-50=-, y se eluye con ung base débil, co-
mo smonisco, a fin de eliminar diversas sales e impurezas de
color. - ' ‘

Il eluato procedente de estes purificacién inicial con
resine se decolora luego més, por ejemplo, utilizando un car-
bén vegetal activado, como el Darco G-60. Las canamicinas . se
crigtalizan luego en el elnato decolorado como sulfgtos, me=
disnte adicibn de metanol. Los monosulfatos asi formados se
disuelven despuds en agus y se Pasan por una columng que con-
tiene uma resina interanibnice écida, como la Amberlite IRA-~
401, oon lo que la solucién de monosulfato se decolors, y se
obtienen las bases libres. |

Pora la préctica del procedimiento de este invento,
lg mezcla iniciel de cansmicinas se puede obtener del eluato

de la resina intercatiénics, del elusto tratado con carbén
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vegetal, 0, gi interesa una forma muy depuradae como carga, del
elusto de la resine interaniénica. La cargs més satisfactoria
es desde luego la megcla més depursda de canemicinas, ya que
las menos puras eprovechan la columna cromatogréfica para de-
gcolorarse y purificerse, adeﬁés de utilizarla para separar

le censmicine & de la canemicina B, con lo gque dieminuye in-
evitablemente la eficacia de la columnz.

Bl matorial de alimentacién contiené von preferencia
un totel de 5% a 50% de sblidos. Por debajo de este margen,
se necesite un volumen tan grénda que no resulta practico, ¥
por encime del mismo, se ha comprobado que se produce crista-

lizacibdn. Aunque es mejor la separacién cromatogréfica a con-

centraciones elevadas, no conviene utilizarlas superiores a

las del mergen seflaledo, porque le densidad de la solucién
més concentrads es cause de que las resinss mde ligeras gue-
den desplazadas por la solucidn de carga. &n cembio, dentxo
cel margen preferido de concentraciones, el proceso cromato-
gréfico se desarrolle de modo que lae bandes obtenidas son
razonablemente compactas, y la carge no desaloja la resina de
la columneg.

Se hen empleado cargas hasta de 1 g. de cangmicing
aproximadaments por 25 ml. de resina; pero, en general, se
pre=fieren elgo menores. Por ejemplo, la de 1 g. por 50 ml.
de resina ha permitido wa separacidén bien definida sin re-
cargar le resgina.

Les resinas que hen resultado concretamente Utiles
para la separacidn cromatogréfice de canamicina A pueden ca=
racterizarse como resinas poroses de intercambio anidnico
(interanibnicas) del tipo fuertemente bisico de eminas cua~

ternarias. Se conoce un crecido nlmero de estas resinas, de
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las cugles son ejemplos le Amberlite IRA=4CO, la Amberlite
IRA~401, Lg Dowex l-x2, La Dowex 2-x4 y l& permutite SK. Tan~
bién se pueden usgr otras resinas interanidnices de este tipo
general. No es esencial el nfmero de malles; hen dado resul-
tados satisfactorios las resinas de 40 & 200. Todas las re-~
gines se emplean en el ciclo de hidroxilo.

Despuds de poner la solucién de carge en lo alto de
la columna de resgina, y de introducirla por percolacién en
ella, se forme con cuidado un copete de disolvente, y se men=~
tiene luego un ritmo de circulscién conveniente, a fin de re-
velar le columne eluyendo de ella la canemicinae A y la cena-
micina B sin altersr el lecho de resina.

Como disolvente pars revelar la columna, hsg resultedo
satigfactorig el agua, destilede o corriente. 8i se guiere,
pueden emplesrse soluciones acuosas de disolventes orgénicos,
como les de alcoholes o cetonzs, por ejemplo, metanol o gcetow
na. Un disolvente bueno es el ague con 5% de metsnol.También
sirven concentraciones més altas de disolventes orgénicos
migelbles con agus, pero si son excesivas, provocan a veces
cristalizacién de las canamicinags en la columna.,

Lo repldez de circulacidn del disolvente revelador a

través de le columne de resins puede veriarse demtro de limiw-

tes razonsbles, y guards relecién con el volumen de la opers-

cibén. Si easts repidez de circulacidn es excesivﬁ, no permite
alcaenzer el equilibrio entre la resing y la solucibn; =i es
demasiado lenta, hace perder tiempo. Como ejemplo de ritmo
adecuado de circulacién, una columna que contenga un lecho de
400 ml. de resing Dowex l-x2, con 3C pulgadas de espesor, pue-
de revelarse a rezén de 3,5 ml. por minuto. Para este miamo

sistema, une circulaecién de 7 ml. por minuto serfa excesiva.
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Lg elucidn dé la coluwmna crometogréfice produce primero wna
tands preliminer, que incluye los espacios vacios de la columm
de resina y }os hidréxidos inorgénicos; luego la canamicina

B, seguide de ung mezcle de cenemicines B y ¢, y por Gltimo,
la cenamicing 4, que es la menos mévil de todas.

Bs posible seguir el curs de la elucibén en un crome-
tograma sobre tira de papel de las diverses fracciones elul-
des. E1 cromatograma se observa generalmente empleando un €O~
lorante que por conveniencia 9o ha denominado "rojo cromato=-

gréfico"; se obtiene copulando pararrosaniling diazoada con

4cido l-naftol=4-gulfénico. EL procedimiento es marcar tiras

de papel de filtro Whatman nfm. 1 con fracciones del eluato,
cada una de 20 mmg. de canamicinas, y revelar el cromabograma
durante 18 horas con bubanol saturado de agua y que contengs
2% de doido p~toluensulfbaico. Los papeles tefiidos se sumer-
gen luego én rojo cromatogrifico, y el coloramte que sobra se
retira lavando alternativamente con agua cdliente y con eta-
nol. La cenamicing 4, menos mdvil, gparece en forma de mancha
roja con Rp 0,15-0,22, y la canemicina B, més mévil, como men-
cha roja con e 0,25-0,40. La movilidad de la cansmicina C

es aproximgdamente intermedig.

Un cromatograma tipico se expone en la figura 1, donde
las porciones o muestras de eluato me han numerado consecuti-
vemente de 6 a 19, y la tira rotuladas "A+B" es la obtenida rew
velando une mezcla sintétice de canamicinas 4 y B. Puede apre-
ciarse por esta ilustracibén que la cenamicine B, notoriamente
la més mévil de las 408, aparece en las muestras 8 g 12, y en
parte en la 13, mientras que lg canamicina A, menos mévil,
aparece en las muestras 14 g 19, y un poco en la 13, Por tan-

to, las porciones 14 a 19 parecen contener canamicina 4 no
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contaminads de ognemicina B.

Aungue el desarrocllo de croﬁatogramas gobre tiras de
papel ofrece un ingtrumento para determinar cuendo comienza
le elucidn de canamieina A, no se adaepta fécilmente para se-
guir el curso de la misme, & ceusa del tiempo gastado en re-
velar las tiras. Pero pueden emplearse diversas otras téeni-
cas para seguir la eluciln.

| Una de osas técnicas consiste en determinar el total
de adlidos en el eluato, 0 ses el nfmero de miligramos de 86~
lidos por mililitro de eluato. Este valor se obfiene pe.sendo
el residuo que deja la evaporacién de 5 ml. de eluato, y di-
vidiendo este peso por 5. Ss ha comprobado que el total de
sblidos es minimo en el momento en que la csnamicina 4 co=
mienze e aparecer en el eluato. Sin cmbargo, puede comprobar-~
ge que este método adolece de la difieultad de que el tiempo
necesario pars obtener los valores buscados lo hace ineplica=
ble en el terreno industrial.

La medicién del pH es otra técnice posible, ya que ol
PH del elugto pasa por un minimo cuando aparece en ol mimo
cangniocina Aj pero taupoco es satisfactorla para este objeto,
pues las var;aciones de pH son ten pequefias, que no permiten
une diferenciascidn rigurosemente exacta.

Pars observar y descubrir lg presencis de oanamicing
A e puaden emélear reacciones quimicas, tales como el método
basado en la produceidn de una substancia senejante al furfu-—
ral, a partir de canamicina A, por le accibn del 4cido sul-
flricos. Una solucidn que contiene gproximademente 1 mge de
cenamicina base, 6 ml. de agua ¥ 4 ml. de &cido sulffuico
concentrado, se mezecla Intimsmente. La mitad de esta muestra

se tiene en un befio de hielo, y se emples como testigo en dl
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espectrofotdémetro, y la otra mitad se calienta dentro de um
tubo tapado dentro de un bafio de agua hirviendo, durgsnts una
hora, Ambas muestras se enfrfan luego s temperaturs ambiente,
y se toma la densided Sptica a 2800 3, por medio de un es-
pectrofotdmetro de Backmann (modelo DU). Lg lectura de la
muestra probleme se compara con la de otra tanda tipo de
concentracién conocida en cenemicina basé al mismo tiempo.

El resultado se expresa en microgramos de la incédanite por .
miligramo de la tenda patrén. Sin embargo, se sabe que los
azficares den también reaccibn positiva, por lo que este méto-
do puede suscitar algunas dificultades en casos de posible
presencis de azlicares.

Avaluaciones bioldgicas, como la medicidn de la zona
auxostitica del microorganismo B.subtilis, pueden servir pare
denunciar la presencia de cualquiers de las cangmicings A 0O
B. Ista es la tipica y conocida prueba de la place. En una
placa de Petri que contiene una capa de agar con siembras de
B.sutilig, se colocan seis cilindros de metal (de 0,3 ml. de
volumen aproximado). iIn wio de cade dos tubos so carga una
solucién tipo de concentracién conocida en canamicing, y 1los
regtontes se cargan de la solucién desconoclda. Después de
un lapso de incubgcidn de 18 horas, se mide el didmetro de
las zongs de auxostasis o inhibicién (el antibidticé se di-
funde en el agar y detiene el dssarrollo del microorganismo),
y se compars con el patrén. El resultedo se expresa en micro=
gramos de inclgnita por miligramo de muestra tipo.

En la préctica se observa que, al eluir la columna
cromatogrifica, la actividad bioldgica aparsce en las muestras
primeras, mientras que la aetivided quimice no se presenta |

hasta las porciones dltimas, o sea hasta que comienze e Verse
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la cansmicina A. Pero, adends de las mencionsdas dificultades
propias de las técnicas de valoracidn, el tlempo que requieren
1as hece insdecuadas para seguir la separacibén de las cana~
micinas 4 7y B entro sl

Se ha comprobadc que la medida constante de la reslis-
tivided constituye una técnica conveniente para determinar la
composicidn de sstos eluatos cronatogréficos. Se aprecian dos
méximos de resistividad de los nismos, el primero cusndo co=
mienza la elucién de cenamicina B, ¥ el segundo cuando se ini~-
cig la elucién de canamicingz A. La medicién de le resistivi-
dad es ingtanténea y suficisentemente exacta, dentro de los 1{-
mites que existen durente la elucién de la columna cromatogré-
fica, para permitir una separacién ajustada de csnamicina A y
canamicing B por divigidn en fracclones. Més concretamente,
por medio de un registro con el que puede obtenerse una repre-
sentacién gréfica de diversos valores fisicos, es posible de-
terminar, referido & la misma, el punto en gue la canamiclina
A se eatd eluyendo de la coluﬁna cromatogrifica, y recoger
fracciones sucesivas de canamicina A separade de la canamicing
B.

En la figura 2 se expone una grafica de los Indices de
resistividad obtenidos en una elucién representativas En esta
gréfica, las ordenadas indican los indices de resistividad en
ohm~=om. y 108 nfmeros del oje de sbscisas indicen tiras o por-
ciones numerades correspondientes a las del cromatogrema sobre
tire de pepel de la figurg l. La resistividad del primer volu~
men de eluato, que corresponde aproximademente & 0,3 de resi-
ng v es el més tenue de lg columna, es muy elevada. Las porcio-
nes o muestras 4 a 6, que comprenden el volumen gproximado de

eluato de 0,4 de resing, presenten uns resisctivided muy beje,
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a ceuse de la elucién de hidréxidos inorgéricos. Comenzendo

hecis la porecibn 7, le resigtivided aumenta de pronto hasta
vn méximo, y entonces comienze la elucién de cenenicina B

Ts presencig de esta canemicina B en el elugto se expone en
le porcién de curva cituads sobre la letra "B". Ls decir, que
se eluye cansmicing B con un volwren de colﬁmna sproximado de
0,7 en las muestras & & 13, en unidn de un poco de cenamicina
C, como indice el reselto de le porcién 12. Comenzando en la
porecién 13, la resistividad pasa por otro méximo gl eparecer
cangmicing 4 en el eluasto. La elucién de canamicing & se expre-
ga por le porcibén de la curve situade por encimg dé la letrs
"4y de modo gue se eluye cenamicine 4 con vollmenes de resing
de 2,5 en las muestras 13 & 32. Puede apreciarse que el méximo
indicedo por el deucenso de le curve de resistivided en la |
porcidn 13 de la figura 2 corresponde a lg apﬁricidn de les
menches que marcan le gparicién de cenemicing 4 en el crome-
tograne de tire de pepel de la figure 1, Es decir, que este
cronetogrens atestigua la exectitud del método de la resis-
$ivided pars determinsr la presencia de canaemicins 4 en el
eluato. Fuede adelentarse qUe pera seguir el curso de la elu~
cibn girven oitras constentes fisicas, como el Indice de re-
fraceibn, del mismo modo que la reslstividad del eluato.

Tl invento se comprenderd y sprecierd mejor con refe~
rencie a los siguientes ejemplos, que se exponen con fines de
ilustracién solamente, y no deben entenderse en modo alguno
como limitativos del alcance del invento, segln se define en
las reivindicaciones.

BJIENPLO 18

Se digolvid uns muestra de 35 g. de sulfato cristali-

no lmpuro de cengricing en 230 ml. de agua destilede, parae -
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cbtener una solucidn sl 154. La sclucidn, de color pardo subi-
do, s paséd por une glmohadilla delgade de cofiltrante Super-
cel, para eliminar los materieles insolubles. Il filtrado se
pasb a trevés de wna columne que contenfs 245 ml. de resina
Amberlite IRA=4Cl-, en el clclo de hidroxilo, a fazén de 7 ml/
minuto. Se recogieron 620 ml. de eluato incoloro, y se concen-
traron en vaclo hasta obtener una mlucién que contenfa 25%
de sblidos totales. El rendimiento de la elucién fue de 95%.
Se montb perpendiculermente una columng de Pirex de
4 pies de glture y 1 pulgeda de didmetro internb, con peredes
recias, y se 1llend de una lechads acuosa que contenis 400 ml.
de resina Dowex lex2 de 5C-10C mgllss, en el ciclo de hidro-
xilo, con une alture ée 30 pulgades. La resina se lavd en co~
rriente descendente con sgue destilada desionizeda, de 45000
ohm/cm. de resistivided minima. Sobre sl lechb de resing se
apliceron 40 mll de la carge de golucién al 25% de canemici-
nas ba@e mixtes. Despuée de percolar la cargs en la resina,
ge formé con culdedo un copete de agus destilada desionizeds,
sin elterar el lecho de resina. Le rapidez de circulacién se
mantuvo siempre a 3,5 ml/minuto. Le corriente de eluato se
hize peser, & trevée de un contador, s una célula de conduc-
tividad y a un fraccionador. Medlante un registrador Verien
(modelo G=11lA) conectado s la célula, se obtuvo un registro
continuo de la resistividad; los limites se fijaron en 6000
y 45000 ohm/cm. E1 eluato se recogid en porcilones de 50 ml.
Ademés de la resistividad, se determingron en &1 los sblidos
totales, las actividades quimlce y biolégice y el Indice. de
refraceibn, y se preparb un cromatograme sobre tira de pepel.
Los datos numéricos‘se consignaen en lg tablg 1; el cromato-

grams sobre papel se expone en la figura 1, y el registro de
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resistividad consta en la figura 2.

Teble 1
Porcibn S6lidos totales Val.qpimica Val.biolbgica Indice de
niin. me/ml. me,me. g /mo. refraccién
2 C.04 - - 1.3323
3 C.24 - - 103323
4‘ ' 3’20 -~ - 103334
5 5e26 - - 143334
6 C.5C - - 1.3324
7 0.10 81 85 13323
8 0.48 90 357 1.3323
Q 3016 50 764 1.5326
20 6,02 57 t24 13330
11 5el6 56 &6l J«333C
12 3458 69 728 1.3329
13 2642 543 791 1.3326
14 0,78 833 €6 143237
15 1B8.68 1¢C1 gee l.3352
16 19.04 ocT o7 1le3352
17 1.2 Q2 859 1.3352
18 17.80 SN ¢T76 l.3352
1e 15.66 a4z cel. 1.234¢
oC 13.1¢ cas 1c53 1.3346
21 11.56 1009 845 L1e3343
22 1 9.88 084 019 1.3338
23 Ce22 REOXRS a72 13336
2 7,04 1014 940 1.3324
25 6s23 eTc 961 1.3331
26 450 1046 Q€8 0333
7 3464 1C72 ga7 1.3329
28 2.88 1076 890 1.3327
29 2.20 ‘1084 946 1.3326
30 1.66 1035 940 1.3324
31 1.20 1060 976 l.3324
32 0.82 013 875 1.3323

Por estoe datos puede apreciarse que los minimos ob-
servedos en le rorcién i3 respecto a s61lidos toteles y el In-
dice de refreccién coinciden con el noteble sumento de la
actividad quimice en la porcidén 13, le sparicién de la mencha
de canemicing A en el cromgtogrema de la figura 1, y el méximo
de resistividad indicado por el punto bajo de la curve co=-

rrespondiente de la figurs 2 en la porcién 13. Asf, se ha
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- comprobadc que la porcién 13 marceba el comienzo de la elu~

cibn de cenamicine 4, ¥ que en las porciones 14 a 32 se elufa |
esta cenemicing no contaminads de cenamicines B o C.

Reanltados similares se hen obtenido empleando resinas
Dowex 2-%4, amberlite IRA 40C y Permutita SK. Le resing Do-
wex 1-x8 nc dio resultados satisfgsctorios, acaso por tener
demasiades cadenas transversales.

EJENPIO 28,

Se sometiéron 27 g. de cenemicine impura s cromgtogra= .
ffe sobre 1 litro de resina Amberlite IRA~401, én el ciclo
de hidroxilo. El eluato se recogib en porciones, empleando
4agua como eluente, y se determinsron loe s6lidoé totéles ¥y

los velores quimico y bioldgico. Estos datos se resumen en la

t&bla e
Teblg 2
Muestra Volumen S6lidos totales Vel.quimica Val.biolégica
mle mg/ml. mme/mg mng /e .
Carga 500 52,0 568 288
Vacuo 30C — — ——
Porecién 1 100 O.4 0] 0
2 100 1.0 0 0
3 100 Le3 0 0
2 100 1.8 0 0
5 100 2o 0 104
6 100 347 0 379
7 1L Lol 0 477
& loc 6ol ¢ KoK
¢ 10 6a7 0.9 672
10 100 Ted 54.8 657
11 100 6.0 50.0 833
lz 5C0 Ted 324 1010
13 500 6.0 055 1090
14 1C00 4..C 1423 125¢
18 100C Ay 760 1020
16 100G Te3 665 ao3

betoe catos indican que el minimo de sélidos totales

en la porcidn 1l corresponde al aumento de actividad quimice
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entre las porciones 1l y 12, g caues de lu vresencia de canas
micing # en el eluato.

Se sigué la t8cnice del ejemplo 18, pero empleando
resina Amberlite IRA=401- en el ciclo de hidroxilo para la
depuracibén preliminar de le solucién de cenamicing y pars la
cromatografia, y como elutriente, sgua con 5% de metenol.
Primero se eluyd cenemicira B; e continuascidn, una mezcla de
cenamicina 4 y centidades decrecientes de cenemicine By v
lvego, cenemicina A, como se demostrd por determinacién de los
e6lidos toteles y la resistividad, y por revelaao de un crome-~

v

tograma sobre tirs de pspel.

EJEMPLO 42

Se sigué la misme técnice del ejemplo 3%, pero emplean
do como elutriente agus con 5% de scetons. Los resulitados fue-
ron los mismos del ejemplo 38. |

Se siguié la técnics del ejemplo 12, pero cargando
une muestre de 40 ml. de solucién al 25% de cenemicina base
impura, concentrada y decolorada, obtenida entes de cristeli~
ey ¢l svlfato de canemicina impuro. Los resultados demuesw
tren que hebia canamicing A en las filtimas porciones del
elueto, no conteminedes de cenamicina B ni de cenamicine C;
éote se descubrid en un punto casl equidigtente de los de ca~
ngmicine A y cenamicing B en un cromatograms sobre papel. Re-
sultedos similagres se obtuvieron empleandgbsts carge entes
de decolorarle con carbén vegétal Tarco G~6C.

LIEMPLO 68 |

Se siguib el procedimiento del ejemplo 12, pero em-

pleando como cargs 60 ml. de une solucién de cansmicina sl
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25%. Los resultedos fueron similaeres & los del ejemplo 1%.

EJEMPLO 78

Se sigud la téenice del ejemplo 12, perc empleando
como cerga 20 ml. de solucién de cenamicing =l 50%. Los resule-
tados fueron anélogos = log del ejemplo 18.

Los ejemplos precedentes muestran que el procedimién—
t¢ original de sste invento permite una separscidn cum tite-
fiva ¥ completa entre canémicina Ay Qanamicinas By Ce La
técnice puede adaptafse fécilmente a operaciones industrie~
les, sirviéndose dé varios métodos pare determiner el pumto
en que el eluato contiene la cansmicina 4 que interesa. La me-
dicién de la resistivided o del {ndice de refraceidn, en par-
ticuler, es nuy {til pars seguir el curso de ls elucibn. Sin
embargo, debe tenerse en cuenta que en un Proceso industrial
reiterativo, en el que las condiciones se mantienen -gproxi-
madamente igusles en tendas sucesivaes, seris posible recupe-
rar la canamicing A no contamingde de canamicines B o C, re-
cogiendo simplemente el eluato en un momento prefijado del
proceso de elucibén. Ademés, pueden emplearse otros métodos
pere seguir el curso de la elucidn sin apartarse de la fina-
1lided y 2lcence de este invento.

———m=g N0 T A i=stteew

Se reivindice como objeto de esta patentes

l.~ Procedinmiento para separar canamicing A de una
mezcla dgue la contiene junto con oiras substencias, especial-
mente de une mezcle que contiene cenamicinas A y B; el cual
comprende cargar ese mezcla en una columna gue contiene ung
resing porosa interanibnice fuertemente bésice, y eluir de
t2l columna la cansmicins A sepaerade de la cenamicineg B.

2.= Procedimiento segﬁn la reivindicecién 1, en el que
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lg resins interaniénice (de intercembio o pernutscién de enio-
nes) es del tipo de amina cuaternaria.

3e— Procedimiento seglin la reivindicacién 1, en el
gque le resing interanibnice estd en el ciclo de hidroxilo.

4+= Procedimiento segln la reivindicecién 1, en el
que la elucibn se efectfia empleando agus como eluente o elu-
triente.

5.~ Procedimiento segln la reivindicacién 1, en el
que la elucibn se efectfia empleando como elutriente une solu~-
cién acuosa de un disolvente orgénico miscible con agua.

6.~ Procedimiento pars separer cansmicina & de uns
mezcla que la contimne junto con otras substencias, especigle
mente de una mezecla que contiene cenamicinas 4, B y C y otras
impurezes; el cual comprende percolar diche mezcla a través
de une columne provista de une resina porosa interanidnica
fuertemente bésica, que adsorbe selectivemente la cenemicing
A y la B, y eluir de dicha resine la cenemicina 4 separada de
las canemicinas B v C.

T.~ Procedimiento pare separsr cengmicina A de una
mezcla que le contiene junto con otras substancias; especial=-
mente de una mezcla de cenemicina A y B; el cual comprende
adsorber una y otra en una columna de resine porose intera~-
nibrice fuertemente bésica; eluir de‘dicha colvmng la canami~
cina B, y eluir luego la cenemicins A no contamineds Ge la B.

8+~ Procedimiento pars separar cansmicing A de une
mezcla gue la contiene junto con otras substanciaes, especigl~
mente pers recuperar cenamicina A pura de una mezcls integra-~
de esencisalmente por canamicing A y cenamnlcing Bs el cuel
comprende paser la mezcla e través de una columna que contie=

ne une resing porosa interanibnice fuertemente bésice, que
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edsorbe selectivamente la canemicina A y la B; pasar un eluen-
te a travds de la columng, pers eluir primero la canemicing B -
¥ luego la censmicing 4, y recuperar de fracciones abropiadas
del eluato la canamicina 4 no contaminads de canemicine B.

' 9,- Procddimiento segln le reivindicacién &, en el
que lg canamicing 4 se recupers recogiendo fracciones del
eluato en un punto determinado del proceso de elucidn.

10.~ Procedimisnto segfin la reivindicacién-B, en el
gue las fracciones ae donde se recupera la canamicing 4 se
eligen por referencie a ung veloracidén de la resistividad del
eluato., |

11l.= Procedimiento segfn la reivindicacién 8, en el
que las fracciones de donde se recupers la canamicina A se
eligen por referencias a une valoracidén del Indice de refrac-
cién del elusto.

12.~ Procediniento segln la reivindicacién.8, en el
que la resing de intercambio de eniones es del tipo de emina
cuaternaria.

13.~ Procedimiento segln la reivindicacién 8, en el
gue la resins intersnibnica estéd en el ciclo de hidroxilo.

14 .= Procedimiento segln la reivindicacién 8, en el
que el eluente o elutriente es sgua.

154~ Procedimiento seglin la reivindicacién 8, en el
que el eluente es uns solucidn acuose de un disolvente orgé-
nico miscible con aguas . ‘

16+~ Procedimiento pars separar canemicina A de une
mezcle que la contiene junto con otras substanciss.

Este memoris consts de dieciocho pégines, escrites
por una sole cerg.
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