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PROCEDINIENTO PARA AISLAR AWPIBIOTICOS HIDROFILOS
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Solisitante; CIBA SOCIEIE ANONYME, entidad sulza,

regidente en: BASILEA ~ (Suizma)
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El ailslamiento de los sntibibticos hidrdriles
de las sclucienes de fermeptacldn presenin frecuente nen

te grandes dificultades cusnrdo ol entibidtico o encusn,

tra preégente Jjunito con otras sustancias qe vienen pro--

2 e

piedades flsicms y quimices mimilaoves, Une de los :
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ivs eaplsados en dstes casos para ézﬁ.gaﬁeﬁjﬁ antle

bidticos debilmente dcidos o debilmente bésicos congistbe

en absorber el antibidtico en intercambilsdores de iones.

Egte método se emplse también para el aislamiento de la
5 cefaloesporina C. Aguf existe el problems no solucionado
hasta ahorg en forme satisfactoria de la reducida capaci
dad de absorcidén y selcctividad de los intercambiadores

de iones. Estos pueden .absorber con gran capacidad ¢l an

tibidtico de las soluciones puras &e-oefaloesporina C pero no
10, " gin epbargo de las goluciones "impurificadas" obtenides de
| la fermentacién. Asi, por ejemplo, el empleo de intercamﬁi§~
dores de iones a base de poliaminas, poliestirenocs o acido
poliacrilico no da una absorcidén de cafaloesporina € satig
factoria de las soluciones de cultivo. Tampoco se logra en
15, for@a safisfactoria, me@iante combinacidn de distintos;inu
tercambiadores de iones, por ejemplo, écidos y bdsicos, sg
parar las impurezas y después absorber de la solucidn pre-
viamente purificada sin grandes pérdidas el antibidtico.
Se ha descubiato ahora que la cefaloegporina C -

sc puede adsorber de las soluciones en las cusles se encuep

20.
tra en mezcla con las impurezas que provienen de la fermen-
tacidn con resinas de adscrbeidn macroporosas, no iénigas,
con gran superficie, ¥y en gue con ello se puede 10grﬁf es—-
pecialmenté wna purificacién previa satisfactoria de 1&5,-
o5 soluciones de fermentacidn que contiensn oefaloesporina Ce
.

Las resinas mencionadas adsorben sorprendentemente la cefs
lossporina C fuertemente hidrdfila cuantitativamente de ——
1aé soluciones mencionadas, especialmente de las solucio--
nes de fermentaocidn, mientras no sdsorben la mayor parte -

30 de las demds sustanciss existentes on ls soluecidn. De esta
L]
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de la cefaloesporina C y elulr casi cuantitatblvamentio

la cefaloesporing O adsorbida, por ejemplo, con alcolig
les ecuosod. Dg cepacidad de la resing de adsorboidn ~
se puede aumentar mediante una eliminacidn extrachiva
previa de las impurezas lipéfilas. DLa extraccidn se -
efectia preferentemente en la zona de pH doido, por ~

e jemplo s aproximadamgnte 2, ¢on un disolvente no misél
ble en agua o mezcla de disolventes, o prefereutemeﬁte
con un intercambiador de iones 1{guido, por ejemplo, ==
"Amberlite" LA-2 en un disolvenbe o megcla de digolven-
te no miscibles con agua en la zona pH de aproximademen
te 2-7. Como disolvente no miscible con agua entran, ~-
por ejemplo, en consideracidn los hidrocarburos alifati
cog, cicloalifétieos, arslifdticos y sromiticos con 'un'A
méximo de 12 &tomos de carbono, que en caso dado estén
sustituidos por &tomos de haldgeno, tal come bromo, fluor,
especialmente cloro, por ejemplo, hexano, heptano, ciciohg_
zeno, bencina, éter de petréleo (p.eb, 110-1409) qUeT05e~
no (p.eb. 210-2402), tetracloruro de carbono, cloroformo,
cloruro de metileno, cloroformo metilico, eloruro de eti~
leno, pewrcloroetileno, perfluoretilenc, bromuro de isopro
pilo, benceno, tolueno, xilenos, ademds los ésteres, espe
cialmente el éster de alquilo inferior de feidos grases -
inferiores, tales como el dster acético,el acetate de bu-
tilo, el acelato da amilo, las cetonas, tales como 18, e
$ilisobutil cetona, la metilisoamil ceotona, los éteres, ~
tedes como el diisopropiléter, los alcoholes no miscibles
0 poco miscibles con agua, tales como butanol; 2~etillbuts

nol, etilhexanol,; ciclopentancl, ciclchexanol.
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' "'De las soluciones de la cefalossporina C obteni-

- das por elucidn de la resina de absorcidn micryporosa se.
puede purificar el antibidtico mediante Llos intercambisdo=-
res de iones usuales de manera g g6 puede precipitar de

5 sus eluados directamente como dcido libre o crigtalizar en
forma de ung sal de dificil solubilidad. ELl producto asi -
obbenido es sdecuado para su witerior elaboracidn directa
al dcido T-amino-cefsloesporaico y sus productos de acilacidn
activos. | ‘

10. B El procedimiento de la presente invencidn se ca--
racteriza, por lo tanto, porque la éefaloe5porina C se ad-
sorbe de las soluclones en las cuales se encuentra en mez-
cla con las impﬁrezas que provienen de la fermentacidn, en
caso dado despuds de una purificacidn previa exfractiva‘é-'

15, con disolventes lipofilos y/o inﬁercam?iadores de ioneé eﬁ 

la zona de pH de agproximadamente 2 - T, en resinas de absbf—

cién no idnicas, macroporosas, con gran superficie.

Como resinas de absoréﬁéﬁ no iénices, macroporg .
sag, entran en considéracidn las resinas con estructura —
20, - bésica, aromidtica con un @iémetro prgmedio de poros de -

4 = 20 nm, preferentemente 7 - 10 nm, especialmente las re
sinas de poliestireno con una superficie de 100 - 1.000 mz/g,
por ejemplo, los copolimeros de estireno-divinil-benceno -
(derla firma Rom & Haas Cof) conocidas bajo'ld marcé'ﬂAm—
25, beriite" XAD-1, XAD-2, XAD-4, XAD=5 y otras. o

. El tretamiento con la resina de 8bsorcibn se —
efectia convenientemente a un pH de 1 a 8, preferentemente
de 2 a 3, Este pH se puede graduar wediente un dcidc arbi-
trario, por ejemplo, un dcido orgdnico, tal como el dcido

30 oxdlico o mediante un dcido minsral, tal como acido clorhi
. . .
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drico, dcido fosfdrico o, especialmente, deido sulflirico.
Es ventajoso acidificar el caldo de fermentacidn entes de
le filtraecién y despuds, como eg usual, filirar conveniente
mente en presencia de un agente auxiliar de filtracidn.

La solucidn de cultivo, en caso dado previeamente
extraida, se pone en la formas usual en contacto con g re-—
gina de absorcidn. Preﬁgrentemente 80 trabaja oon columnas
gue contienen el lecho de resina. La absoreién se efeotis
entonces durante la percolacidn de la solucién a través do
la columna. E1 percolado no conbtiene antibiético, o sola——
mente en cantidades reducides. Con agus g8 expulsa el res-
to de la solucidn fuera de la columna. Tampoco ¢l percolae
do de lavado contiene antibiftico o solo en cantidades nuy
reducidas.

Parag eluir el antibi5tico de la resina se pueden
emplear mezcias de agua y disolventes orgdnicos miscibles
con agus, especlalmente soluciones acuosas de élcanol. Es
especigluente adecuasdo el isopropanol acuoso al'10~20 %

Para la regenerscidn de la resina son adecuadas’
las soluciones acﬁosas alcalinas o acuoso-glcohdlicas, —-
.por ¢jemplo, una mezcla de metanol y agua (1:1) que es 1~-N
en lejla sédica. Los residuos de lejia sbdica se pueden -
eliminar por ejemplo mediante lavado con dcido, por e jem-
plo, dcido sulfdrico y/ovaguég Pars la reéeneracién e ——
adends adecuado, por ejemplo, el hipoclorito de sodio acug
803 elAagente de oxidacidén se puede retirar de la columna
con, un agente de reduccidn, ﬁor e jemplo, solucidn de bisul
fito aédico o tiosulfato sédico. En combinacidn con 1og .
agentes de regensracién mencionados puede completar lg re-’

generacifn un tratamiento con acetonsn o mezclas de agua~ -
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El mencionado procedimiento de la absorcién. y

RS S it

regeneracidn de la resgina se puede realizar, como 68 COE
tumbre, en tandas o en forma continus en columnas indivi -
dugles o columnas combinadas.

E1l eluado quw contiene la cefaloesporing C as
puede seguir purificando en la forma usual, preferente-—-.
mente en intercaggiado?es de iones bdsicos, tales come ~
" pmberlite" IR-4B (fepol—poliamina con grupos amiﬁq pri<
marios y secundarios), "Amberlite® IRA-68 (Polimero de -
dcido metacrilico), "Amberlite" XB-265 (poliamina), =
"Tmac" 4 13 T § "Imac" A 17 P (de la firma Imacti-Maabsch).
Estos interoambiadoreé de iones muestran para la sbsorcidn
de la cefaloesporina C del eluado una mayor capacidéd que .
del filtrado de cultivo. De las soluciones asi purificadas -
ulterio?mente se puede precipitar ls cefaloesporina €, por
- jemplo, desgués de concentrar, como dcido libre, por e jen
plo; mediante disolventes orgdnicos miscibles coﬁ aéua, tg
les como acetona o isopropancl, o se puede aislar;en-forma
de un comple jo de metal pesado microcristalino, de dificiln
solubilidad, por ejemplo, de un complejo con cobre, mercu~
rio, cadmio, plomo, menganeso, hierro, cobalto, niquel, o
especialmente en forma del comple jo de cinc (vdase la :
patente Belga n¢ 754.565.) '

La invencién se describe en los ejemp1?s~siguié§
tes. Las temperaturas se indican en grados centigrados.

Una golucidn de cultivo, queyen forma conocide s
s¢ obtiene por cultivo de la cepa productorg de lg cefaloeg

porina C de la clase Cephalosporium en wn celdo de cultivo,



s -'”'sbﬂe1¢1¢a, despuds dc alcanzar el maximo de iarprod acidn
de cefaloesporina ¢, a 152C¢ y con aqldo sulfirico gl 50 %
(6/V) se acidifica a wn pH de 2,8~3,0. El micelo y log —
componentes del caldc de cultivo ineolubles se separgn -
5 por filtracidn bajo adicién de agentes auxiliares de fil-
tracién (por ejemplo, "Dicalite"). EL filtrado de cultivo
asi obtenido tiene un ﬁH de 3; dste contiene 2y1 g de cg
faloesporina C y 5,4 %.de residuo seco. Lsta tenldo de m—
marrén. '
10. 6 l.de "Amberlite" XAD-2 se introducen junbo -
con agua en la forma ususl péra los intercembiadores de -
lonesg en una columna de cristel de 10 om. de didmetro. Bl
lecho de reasina tiene una altura de 76 cm. A través de eg
ta columna se pasen 6 1.del filtrado del culiivo obbenido
15, segin ol método arriba descrito a una velocidad de 6 1/ho
ra. Bl filtrado se desplaza a la misma velocidad de paso
con 3 1.de agus desionlizada y 1a columna se eluye con al-—
cohol imopropilico acuoso al 10 %. Los percclados deAab- _
sorcin y de lavado se recogen en‘frabciones de 1% litros,
20, los eluados de color amarillo-naranja en fracciones de 1 11
tro. La “"Amberlita" XAD—Z_se regeners con 6 litros de gl--—
cohol metflico acuoso al 50 %; que esil—ﬁ en lojfa y el -~
agente de reuenerac:on se lava con agua. Lz columng esta -
entonces’ llsta para una nueva absor veibn .

El resultado de la absorcidn eluclon ed ol £ e
25+ guienie° gproximadamente un 65 ~ 70 % de impurezas del fil
trado del cultivo se encuentran en las fracciones inacti-~-
vas de percolacién y lavado asi como en las dos primerss =

fracciones de eluado que solo contienen ura traza de cefo-

30, loesporina Ce
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TLas fracciones de eluado biologicamenté acti~
vag tienen un volumen de 12 litros y contienen un 95 %
de la cefaloegporina C existente en el filtrado de cul~- '
tivo, asi como un 20 - 25 % de las impurezas del filtrg,
do de cultivo. Las fracciones de eluado activas estén -
libres de aniones inorgdnicos.

E jemplo 2.

4 litros de un filtrado de cultivo, que contig

ne 2,2 g. de cefaloesporina C por litro y que se obtiene
segin el método descrito en el ejemplo 1, pero que se acid;'
fied con decidc oxdlico en lugar de deido sulfirico, sé pa-
56 a una velocidad de 12 1/h a través de la columna desery
ta en €1 ejemplo 1, llenada con "Amberlite" XAD-2, El per-
colado se desplaza con 3 litros de agua desionizada y'la'¥
columna se eluye con un total de 12 litros de aleohél is0~
prépilico acuoso gl 10 %. Para la regenerscidn de la " A
berlita" XAD-2 se pasa solucidn de hipoclofito sédico; qﬁe
contiens un 3 % de cloro activo, y después 4 litros de so-
lucidn al 0,2 % de bisulfito de sodio a través de la colunm
na. Después empieza de nuevo el ciclo mediante la- absor-
cifn de 4 litros de filtrado de cultivo. Bl rendimiento —-
promedio de-varios ciclos. consecutivos en cefaloesporina C
asciende a un 85,2 % en las fracciones de elugdo activas,
que estdn libres de aniones inorgdnicos. Un 9,2 % se ene—
euenifah en las primeras fracciones de eluado que ain con
tienen aniones inorgénicos y que se pueden recuperar Vole
viendo a adsorber. Los eluados principales actives contig

nen un 30 - 35 % de las impurezas ccrtenidas en el filtre -

do de cultivo,
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30 litros de un filtrado de cultivo que se obtig
ne gegun el método descrito en ol ejemplo 1 y que contiexe
2,10 g. de cefaloesporina C por litro se pasa a uua veloci
dad de 30 1/h a travdés de una columna .con 30 litros de "Am
berlite" XAD-2. E1l didmetro interior do la columns ascion-
de a 15 cm. E1l filtrado de cultivo se desplaza con 15 Llii~
tros de agua desionizaéa ¥y la columna se éluye con 60 Liw~
tros de alcohol isopropilico acuoso al 10 %. Iia velocidad
de elucidn asciende a 60 1/h. La cantidad prineipal de la
cefaloesporina C ge encuentra en 45 litros de eluado. Ia
"Amberlita" XAD~2 se regenerg a conlinuacibn mediante pa-
sadas consecutivas de 15 litros de le jia sbdica le;rlo .
litros de dcido sulfirico 0,2-N y 10 litros de agua. Deg-
pués comienza de nuevo el ciclé por obsorciln de-jo 1w~
trog de filtrado de cultivo. ELl rendimiento pfomedio de -
varios clclos consecutivos en oefaloeaporind C en ias ——
fracciones de eluado activas, que estén libres deAéniones
inorgdnicos, asciende a un 95 %. Aproximademente un 3 % -
de la cefaloesporina C se encuentra en las primeras fraccig
nes de eluado que aun contienen iones de cloro ; de gulfa-
to., De estas fracciones se obtiene el antibiético volvien~
do a adsorber. Los eluados principalés activos contienen un
28 % de 1a sustancia seca existente en ol filtrado de dulti
vo. "Amberlite" IRA-68 se sugspende en isopropanol acuoso al
10 % y se introduce en uns columns de gas con un didmetro -
interior de 5 cm. El volumen de llenado asciende a 1 litro.
A través de esta columna se pasan 45 litros del'eluado arri
ba obtenido. La solucién.de'adsorbcién contiene 1367 mg. dé

cefaloesporing C por litro con una propercidn en mgteria sd
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lide d2 un 0;684 %, La velocidad de absorecidén asciende
a 10 1litros/h. La sclucidn de sbsoreibn se desplaza -
con 1 litros de aguae Bl porcolado de absorecién y de lg
vado contiene un 3 % de la cefaloesporina C empleada ¥

50 sproximadamente un 35 - 40 % de los impurezas existen—-
tes en la solucidn de absorcidn .

La cefalocsporina C se eluye con tampén de ==
acetato de piridina, pﬁ 5,5. E1 tempén es 0,44 molar en
piridina ¥ 0;2 molar en écido aoét;co. Lo velocidad de

: elucidn es de 1 litro /hora. Un 92,3 % de lsa oefalcespg'
10 . rina C empleada se encuentra en 3 litros de eluado de -
las fracciones principales con un contenido de 18,5 g«
de cefaloesporina C por litro. Otro 3 % se encuentra en
1,25 litros de las fracciones secundarias.
i Las fracciones principales con un pH de 4,9 -
15. se mezclan con 185 g. de acetato de cinc. A la solucidn
cla?a se agregan bajo egitacidn, en el plazo de 20:ming
tos, 3 litros de isopropanol. Hacie final de la édiciéﬁ'
comienza. a crisgtalizar el comple jo de cefaloesporina-~C-
20. ;cinc. La mezcla se enfrig a 2° y se agita durante 4 ho
ras a esta temperatura. EL precipitado se filtra en vacio
y se lava dos veces, cada una con 300 cc. de agua y una -
vez con 300 ce. .de acetona y se seca en vacio a 402. El ~
rendimiento asciende a 36,6 g. de complejo de cefgloesﬁo— ’
rina-C-cine como polvo blanco con wn coﬁtenido determina—

25,
4 - .
do por medicion de la absorcién en ultravioleta de wn —-

91,6 %.
Ejemplo 4.
La gbsorcién/elucidn descrita en el ejemplo 3

en "Amberlite" IRA-68 ge efectin en forma andloga com ——
30, )
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"Amberlite" XE-265, adsorbiéndeose 50 litros del eluado -
de XAD-2 obtenido segin el ejemplo 3. Bl percolado de e
adsorbcidén y lavado contiene un 5,9 % de la cefaloeSpo:Q.
ne C empleada y aproximadamente un 40 - 45 % de les impu
rezas existentes en la solucidn de adsorbeion.

‘ La cefaloesporing C ss eluye como se hg deseri
to en el ejemplo 3 con tampén de acetato de piridina. Un
75,4 % de la cantidad de cefaloesporina C se encuentra ~
en 4 litros de elugdo de las fracciones principales con
un contenido de 12,05 g. de cefaloesporina C por litro.
Otro 9,5 % se encuentran en los 2,75 litros de las frag
ciones secundarias.

Tas fracciones principales se concentran por =
evaporacién a 400 co. y el concentrado se vierte bajo —
agitacién en 4,8 litros de isopropanocl. Bl precipitado -
voluminoso se filtra en vacio, se lava con 200 cc. de —
isopropanol y 200 cc. de acetona y a continuacién se se-
ca en vacio a 40%, Se obtienen 45 g. de un polvb beige -~
que segin la comprobaciln bioldgica se compone en un —-
84,3 % de cefaloesporina C. El rendimiento de la precipi
tacién asciende a un 56 %y De la lejfa madre se puede ob
tener en su mayor parte. ls restante cefaloesporina C deg.
pués de concentrar y volver a precipitar. -

Ejemplo 5. ' N ' \

Una columna de cristal de 2,5 om. de didmetrc
se alimenta con 200 cc. de "Ambsrlite" XAD-~2 en agua. —-
200. cco de filtrado de cultivo, que contiene 1,96 ge de
cefalossporing C por litro y que se obtiene segﬁn el e~
ejemplo 1, se acidifica con gcido sulfurico a un pH de 2

y se pasa a una velocidad de 400 ce/hr a través de la "Am
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berlita® XAD-2. Bl filtrado se degplaze con 100 ce. de -
agua desionizade y la cefaloesporins C se eluye con iso-
propanol acuoso al 10 %, La columna Se regenera segun el .

nétodo descrito en el ejemplo 2 y nuevamente se emplea -

- para la 8absoreibn. Las fracciones de percolacidn y de -

lavado no contiene ninguna cefslcesporina C., En las pri-
'meras fracc;ones de eluado, QUB atn contienen aniones ——
inorgénicos, se encuentran un 6 % en las restantes frac-
ciones de eluado un 90 % de la cefaloesporina contenida
en el filtrado de cultivo. '
Ejemplo 6.

30 litros del filtrado de cultivo obtenido se-
gin el método del eaemplo 2 con 2,12 g. ce cefaloespori-
ng C y‘ unog 34 g. de impurezps por litro se eytraen enw_
un extractor a contracorriente con 15 litros de und sclun -
cibn de wn 5 % de "Amberlite" LA~2 (basec libre) en etll—
hexanol. Lag partes disueltas en el filtrado de cultivo -
extraido se reducen de aproximadamente wn 3,6 % g aproxi
madamente un 3,35 %. 12 litros del filtrado de cultivo - .
extraldo se ajustan con deido sulfirico al 50 % a un pH
de 2'7, se pasa a una velocidad de 6 litros por hora a
través de 6 litros de "Amberlite" ZAD-2 y se desplagza -
con 3 litros de agua de31onlzada. La pasada no. conticne
ninguna cefaloesporina C. La cefalossporina C adsorbida .
se eluye con un total de 12 litros de isopropancl’ acuo-
50 al 10 %, El eluado contiene un 97 % de la cefaloespo
rina contenida en el filtrado de cultivo (apr oximademen
te un 2% ge encuentra en una fra001on.prev1a salina), -
En el eluado existente ain un 15 % de las impurezaz del

Tiltrado del cultivo.
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La "Amberlita" XAD-2 ge regenera come 5€ ha =~
descrito.eh ol e jemplo 2 y adicionaglmente se percola con , -
3 litrog de acetona—agus en proporoeidn L:l. Ld acetona -
se desplaza cou agua, despuée de lo cual la columns estd
liste para una nveva adsorbeidn.

- O T A -~

Dascfita sufiéiontemenﬁe la nafuraleza dél'inveﬁ
t0, asi como lu mancra de realimarlo en.lé prictica, debe
hacerse constar gque las disposicionss enteriornente Indiog
das son suceptibles de modificaciones de detalle en cuanto
no alteren su principio fundamentsl; bambien se hace cong~
tar que el 1nyepuo ge refiere a una solicitud de patcnten'
presentzdas en Suiza, con los nos: 7286/69 de 13 de mayo
de 1969, 3702/70 de 12 de msrzo.de 1970, acogiéndose por
lo tanto, a los beneficios que conceden los Conveidos Iin-
Yernaocionalies en vigor, siendo lo gque constituye la>0““n“
cia del referido invento y por lo gue se solicita patente
de invencidn por 20 aﬁos;sobre:PROGEDIHIENTO PARA AISLAR
AFPIBIOITCOS EIDROFILOS, caracterizédndose por lo siguiente?

1.-Procedimiento yara aislar entibidticos hidrd-
filos, espscialmente la cefalossporina C de soluciones en,
las cuales se encuenira en mez cla con las inpurezas ndc “fo
viene de la ?ermenﬁacién, caracterizado porgue las soluci.o=
nes,'en ceso dado Cesmpuds de una purific acidn prevﬁa por ex
traceibn con disolvente 1ipéfilos,x/o intercembiadores de
iones liguidos en la zona pH de apoximcdamente 2-7, se tro-
tan en resinas dc absorcidn no idnicas, HACTOPOrOSES con

gran superiicle. e

28,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1, -
caracterizado porque comec resina de sgbsorcibn se enples

una resine con una superficie de 100 a 1.000 n/g.
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8 ,~ Procedimiento segin la reivindicacidn

. ]

. ©
2, caracterizado porgue como resina d¢ absoralén 8 emn~
plea una resina con un didmetre de poros promedio T-10 nm.

| 48, Procedimiento segin una de las reivindica-
cioneg 1 - 3, caracterizado porque como resina de absor-
éién ge emplea una resina reticulada con una estructura -
basica aromética.

58 .. Procedimiento segin una de las reivindica-

ciones 1 a 3, caracterizado porque como resina de abszor-
cidén se emplea un polimero de estlreno macroporoso reticu

1sdo con un divinil bhenceno.

68, Procedimiento segin una de las reivindica-

ciones 1 -~ 5, caracterizado porque el tratamiento con.la

resing de ahsorcién se efectia en soluciones con un pH
de 1 - 8,

7§.~ Procedimiento segin ung de las reivindi-
.caclones 1 - 5, caracterizado porgue el tratamiento con
la resina de sbsorciln se efectia en soluéiones con un
pl de 2 - 4.

88 ,~ Procedimiento segin vna de las reivindi~
caciones 1 - 7, caracterizado porague como solucién de -
partida se emplea el filtrado de un caldo de fermentia~— .. .
cidn aeidificado al pH necesaric.

g, Prpcedimiaﬁto segin una de 1as reivindicg ‘
ciones 1 - 7, éaracterizado porque como solucidn de par-
tide se emplea el filtrado de un caldo de fermentacidn -

acidificado con 4cido sulfirico 6 deido oxdlico el pH ng

108.~ Procedimiento segin una de las reivindi-

’
caciones 1 - 7, caracterizado porque como solucion de -—-
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partida se emplea un fillrado de cultive que COL WML ifimee
tercambiador de iones liquidos se ha extraldo previamen-
te en un disolvente no miscible con agus a un pH de aprg
ximadamente 2 -~ 6.

De : 118.- Procedimlentio segin una de las reivindse
caciones 1 ~ 10, caracterizado porque para la elucion de
la cefaloesporina C de la resina de absorciln se emplea
wne mezela de agua y de disolventes organicos miscibles

con agua.

128, Procedimiento segin una de las reivindi

10. .
caciones 1 - 10, caracterizado porque para la elucifén de
la cefaloesporing C de la resina de gbsorcibén se emplea

- una mezcla de aguauélcanol inferior.
138.~ Procedimiento segén una de las reivindi-
caciones 1 - 10, caracterizado porque para la elucién de

la cefaloesporina C de la resina de ghgorcién se emilea
isopropancl scuogo. . ‘ '

148,- Procedimiento- segin una de las reivindie-
‘caciones 1 ~ 13, caracterizado porque le resina se rege-
20. hera con soluciones acuosas alcalines o acuosas-elcohdli
cad.

1557— Procedimiento segin una de las reivindica
ciones 1 - 13, cafacteriiadd porqué la resing se regenera
con metenol acuoso alcalino. :

168&,~ Procedimiento segin una de las reivindi-

254

caciones 1 ~ 13, caracterizado porque la resina se rege-

nera con hipoclorito de sd8dio acuocso.
178,~ Procedimiento segin uns de las reivindi—
. i '

cacicnes 1 - 16, caracterizedo porque el procedimiento -

ge realiza en forma continug. -



188.~ Procedimiento segin uwna de las reivi
caciones 1 - 17, caracterizedo porque la zolucidn obteni
d ° . o ' . -
ay que conbtiene la cefaloesporina §, se sigue purificando
con intercambiadores de iones y la cefaloesporira C se —-
5 - e ’ o
. aisla, en caso dado, en forma libre o en forma de sus so~
les o bicn comple jos.
198, Procedimiento pars el aislamiento de la
cefaloesporina C segin descrito en los ejemplos. |
20.~Procedimiento pavs aislar entibidticos
10. hidrofilos, tal y como queda sustvancialmente deserito on
la presonte Hemoria e ilustrado en los dibujos adjuntos.'

Esta lemoris consta de 16 hojas escritas a mé-

guinz vor una sola cara.

OCILTE ANONYME

.. GOMEZ ACEBO Y MODE!
». 3 Flrmador B. Homéadez Rub
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