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'|de fermentacidn.

PROCSDILIENTO PARA IA FURIFICACION DE BICICLQMICIEA

Ia presente invencién se refiere a ua nuevo procedi-

lniento parz la purli icacién de 12 biciclomicina, lias parti-

vcularmente se refiere ¢ un nuevo procedﬂﬂ enoo para la pu-

rificecibn de la biciclomicina mediante el uso de una resi-
nza de adsorecibn noAiénicé macroporé. ‘

La biciclomicinaAes-unAaﬁﬁibiStico conocido aislado
del caldo.de fermentaciéﬁ»&e unza. cepa. del género Sitrepiomi-~
ces, ceballes acl cual se cxponen en THE JOUREAL OF EIEIBIC-‘
TICS, vol. XXV, N2 1o, 560 575 y en la solicitud de Patenue
Alemans 2150593 en le cuel la blClclomﬂcﬁna se des 1gna come’
substancia WS—4545. .

En la2 bidliografia preceaen te c1uada se descrlben j e
cedimientos que utilizan una columnz de carbén activo, celu-
losa, dcido- silfcico 6 tierra de infusorios para la sepsra-

cién y purificecién de biciclomicina a pertir de um caldo

‘Sin' embargo, no ha conducldo a resul fado’ saulsfacto—'
rio prdctico utilizar los citados prooedlmlen%os‘precedenﬁes
en lez fabricacidén indusirial Qe biciclémicina debido 2 que
reguiere rglativamenﬁe‘muchas etapas,para'la separacidn ¥

purificacidn de biciclomicina, de modo qQue la recuperacidén

de biciclomicinz es relativamente pobre, - - -

Asi pues, €OmOo resultado del estudio de un procedimier-
to mes §til désde el punio de vista indusfrial los autores
de esta 1nven016n han uescublerto un proceulmlento nuevo pa*l
ra la puv 109016n de bmelelomlcin° como una etapa de la re-
cuperacidén, mediante el cual se puede cbiener la biciclomi~
cinz con rendimiento ﬁés 2lto que mediante log procedimisn~

tos precedentes, . Ademds, se debe indicar que este procedi-
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Jmiento nuevo es mas sencillo y cémodo en su realizacién

préctica y mas econbmico 2 escala industrial debido a que
la resine agotade se puede regenerar para ser utilizeda de
g P -

nuevo,

.

Por consiguiente, es objeto de la presente invencién
proporcionar un procedimiento nuevo pars la pufificacién

de biciclomicine utilizando una resina de adsoreifn no ibni-
ca macroporo,

Ctro objetivo de 1a rresente invencidn es proporcio-
rar un procedimiento nuevo pafayla'purifiéacién de bhiciclo~
micira, mediante el cuzl la biciclomicina se obtiene con
rendiniento mayor éue por los procedimientos precedentes.

Un otjetivo ulterior de la ﬁreéenﬁe invencién es rro-
porcionar un procedimiento péra la purificacién de biciclo-
micina sencillo, cdémodo & econdmico, ‘

Ia presente invencién se‘basa'en la observacidén de que
le biciclomicina se puede adsorber de una disoluciln acuosa
que la contiene mezcleda "con impurezas por'u@a resina de ade-
sorcién no idnica ﬁacroporo 7 se puede eluir de la resina
con sistemas disolventes hidrofilicos, B
| Iz resina de adsérpidn no idnica macroporo que se ubi-
liza de acuerdo con la presente invencidﬁ es conocida y zus~
de ser unza resina enitrelazada de esiructura bésiéa arordti-
ca, Las resinss preferides son polimeros de estireno entre-
cruzados con divinilbenceno, Ejemplos de tales resines son
Amberlite XaD-1, XAD-2, ZiD-4, XAD-7 y, XAD-8 ( nombres cozerd
ciales, rsbricante: Rohn & Haes Co.);ADiaioﬁ H?i10; P 20;
HP 30, HP 40 y HP 50 (nombre comercial, fabricante: Iitsu-
bishi Kasei Co., Ltd.); Hitachigel N2 3010. (nombre cozerciel,

fabriconte: Nissei Sengyo Co., Ltd.),

o
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"EL procedlmlenuo pa*a la pur1f10ac16n de bw01clom1c1na

B} utllizanao 12 resina de adsorcibn no 16n10a macronoro de la

presente invenclén es aplicable a cualcuier aisolucién Beuo-
sa gue contengz biciclomicina junto con impurezas. Teles e~

jemplos son un filirado de celdo de cultivo preparadd per

Is¢ mediante cultivo de microorgenismos que producer biciclo-

"~ imicina en un medio nutritivo y une disolucidn de culiivo

L d

prdviamenﬁe extfaida asi como una disolucibn acuosa que con-

3y

tiene material s6lido impuro con owclclomlcwna gue =e sepa-

ira y purifica en algin gra&o preévio & un filirado del czldo

de cultivo mediante métodos conven01onales tales como.un -
tratamlenuo opcional del filitrado con un d1solvente adecua~ -
do para la exitraccién x/o;con una columna de carbén ac%ivo,
celulosa, dcido silicico o tierra de infusofios._

En caso ae utlllzaf un fll rado de cululvo es conve-

-

niente uulllzar una dlsoluclén de oultlvo opcaonalmente preé
extraido, y la disolucidn de cultivo_opcionalemnﬁe pre-ex-'
traida sexpone en cOntacuo con una resina de adsorcld
iénica macr0poro uel modo huolfual, preferlblamen ub i;i—
zendo columne que tiene el lecho dz resina, En esita pre-ope-
racmén, es convenlenue eczdlflcar el ca,do de ;ermen clén

- .

antes de filtrarlo ¥ luego f*l‘rarlo del modo habzuunl me-

jor en . presencia de un filtro COﬁglementaao. I

Ia disolucién acuosa que contiene biéiclomicina mezcle~
de con impurgzas s€ pone en COntacto con la resina de adsor—

cibn 1o 16n1e cronoro de un nodo convﬁn01ona1, or ede“

mle

plo de moao dlscOnilnuo o a travée de columna;-La b1c*01o—

eicine adsorblda se puede elulr de.la resina con un sistema

disolvente hlavo;illco B wj7'_,.‘ -”{

Para eluir la b1c1clom101na de la resina, se pueden

P -
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utilizer sistemaes disolventes hidrofilicos, nor ejemplo
A b & i

diazlquil cebonss inferiores izles como acetona, metil etil
cetonz y metil isobutil cetonz, y un alcohol inferior tal
n-butanol o

como metznol, etznocl, n~-propznol, isopropanol,

isobutenol, También se puedien utilizaf mezclas de las ente-
riores dialguil cevonzs inferiores J alcoholes inferiores,

pueden utilizar mezcles de agra y ste-
res alouflicos inTeriores de 4cidos alcenoicos inferioras

(por ejemplo, zcetato de metilo, acetato de etilo y zcetato

.

des butilo) ¥ 2l alcohol 1n1er10r anterlormentﬁ mencionado,

Bl +tretemiento de lz disolucidn acuosa gue coantiene
biciclomicina mezciada con impurezas en le resing de adsor—
¢idn no idnica se lleve a_cabo ventajosemente a va loies de
pH de 2 a 8§, preferiblemente dedaTy 1os valores de pH
dcidos se pueden alcanzar wtilizando cualquier éCluO que se
desee, por ejemplo un dcido orgénico tal como el écido oxd-
lico o preferiblemente un écido mineral tal como deido clor-
hifdrico, écldo LOSLériCO o preferlblemente deido sulfidrico.
Iz rezeins agotada se puede reaener““ de modo convencional,
por ejemplo, lavendo la citafda resina con un2 disolucién
acuose glealina o0 acuosa-zlconblica alcalina.”Jxﬁ

E1l eluato 2sf obtenido se somete a tratemientos con-
vencionales tales como concentracién, liofiljzacién y cris—
talizacidn pare obﬁener crisfales puros de biciclomicinalﬁue

es completamente adecuada para sexr utlllaada como nedlc me N

*

tOQ' . . - L 7-_- }

Los sigu 1untes ewemplos se vresenoan con el pronésiuo

y .;

de 1lu5urar la nresenue iuvenoidn.

Ijenplo 1 . ,; e ‘}-iu;i;

4 un caldo de cultivo que se prepara cultivando Strep—
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'plementado material vendido por.Shcwa Kagaku Xogyo Co., L%ds)
“jy luego lz2 mezcla se filtra, Un litro del'filtradoﬂobtenido

{(contenido en bieiclomicina:2,25 £) se pssa a itravéds de una

leluye la biciclomicina con 1 litro de mezela dg acetona a-

»:.'Laemplo 1..

tomices ‘sapporonensis ATCC 21932 a-30eC durante 120 ‘horas
en 20 litros de un medio nubrit sivo que conulene 5% de al~
nidén de patata, 3 % de hearinas de semillas de algoddn, .1 %
de SO,8g.TH,0, 1,09  de P0,H,%, 0,74 % de ?o4m¢aé.12320,

se afiade 1 % de Radiolija (merca ccmer01al, un filtro com-

columne rellena de resina de adsorcidn no iénica macrogsoro,
Amberlita X&aD-4 (didmetro interno de la colujna‘ 5 om, altu-

2132 cm). Después que 1a columna se ha lavado con a2zuz se -

gua 21 50 % haste obtener $00 ml de eluato. Bl eluato se
concentra para eliminer la zcetona y el ague, Al residuo ob-
Fenido se afiaden 150 ml de una mezcla de 1sopr0panol-aceta~
to de etilo (1: 2) con aglta01én ¥ a continuzecibn se filir

la disoluecidén. E1 filt rado se concenitra a presibén reducida
para. obtener 1,65 g de orlstales de b101clom%clna (pureza;
casi 100 %). | -
A Recuperado: T3 % ‘ ' L

emplo 2 7

f‘.‘l
1o

1,8 g de cristalés de biciclomicina (pureza:casi 10C%)
e obtienen por un procedimiento susftancialments el mismo=que
El escrito en el Ejemplo 1 pero utilizendo 1,2 liiros de
iisolueidn acuosa de metanol al 50 % como disolvente pera -

la elucibén en vez de acetona zcuosa 2l. 50 %Autilizada en el

Recuperaao. 860 % ) L 7

Eiemplo 3 - ‘ ‘ S N
Dos litros de disolucidn acuosa due contiene 10 g de

HHW --mmmmmmmmwmmmm
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-a través de une colunnz rellena de resinz de adsoreidn no

iénica macrojoro, Amberlita ?ADu4-(“‘ametro interno 4e is

-de disolucidn ac.ose de 1@ovronanol al )Op pura obiensy

Streptomyces zriseoflavus var, bicyclomyceticus FER;-2 Ilo.

nz de soja, 1% de Ebios (nombre comercial) (obienido sor

- . . N o«

-

cristales impuros de Biciclomicine (purezas 90%) se paden

A

columna: Sen., a1rufa- 32 omn. ). Despues que se ha lavedo

1a columne econ azus se sluye le blClclom*01n° con 1 ll»*o

50C rl, &e eluaio, 1 elu 50 se concenira 2 presidén reduei-

da pare cbiener £,3 ¢ cristelese da b;cic¢0m101na {zurs-

e
e

-

& faTart
zas czsi 10C%), .

Recugerado 06p,

Ziennlo 4, © ot

Veinte litros del filtrado (contenido an bieiclemici-

na: 2g.) del czldo de culbivo gue se prepera por culbiv T0 28

1805 2 302C duranbe 120 horas eh 20 litros de un medio nu-
tritivo que contiene 2% ¢e almidén de patata, 1% de harine

de semilles de algoddn, 1% de harine de gluben, 1% de heri-

Ebics Yakuhin Co., Ltd), 2,715 de PO452K ¥ 1,4%'d6 P04H2:a2.
12H,0 se pzsen & Gravés de una colusne rellena con resine
de a&aOTC;dﬁ no 16»10& BECTOPOTO, nmberlita KAD-4 (didmetro
1n$erno de la co¢umna: Sem. 2liuras32 cm ). Despues gue
se ha lavado la columna con agua, el material activo se‘

eluye con acetona acucsa 2l JOQ. Bl eluato e concentira. a

cresids refucida y se liofilize Daf& dar un’ rolvo zmoxrto.

Al polvo se aﬁa&en 50 ml me me‘ﬂ ol para ex»raer loq m’“

rlalec 1n;o1u91es. La dlaolac én 3 concencra

pera der un v iduo 31nu"oao. El reeiduo se pssa a
de vrna columna de gel de gflice y a cons 1ﬂuaci6n Se 4dosarro-

lla le cqlumna con nna mezela de cloro;ormo: metanol (1Czi}.

—
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2 nreszén,reduclua, ya contlnu3016n ze seccﬁastaob er

s an,

Se reco~e la- *r cc16n ,Culva J la u¢solu016n se concenura

-

un zolve blanco, Z1 polvo =& Qristaliza

b}
Low}
<]
L]
d-
P
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" n
o
W
Q
(et}
et
©
]

pae para obtener 1,5 gr. Ge cristeles de biciclomicina (pu-

Recuperado: T5%, . -
Eienzlc 5.

Un 1litro y medio del 7i t“"do del caldo Ge culiivo
viciclomicine: 3,37 gr.) obﬁen-"os ror un
procedimiento sustancizlnmente el wisn 6 cue el dsescrito en
1 se paéa a-%ravés de une columpa rellema con
resinza dé'adsorgién ro idnica macropor oro, Dizion HP 20 (8ié-
mesro interno de ie columna: ) cm., aituraE 32 cm.) Deanuei
cue 15(001&3&5 se ha lavedo con BCV ml de agua se eluye
la biciclomicina com 600 ml. de acetona ‘acuosa’el Roﬁg‘Se-
recoze 1l fr;c016n active, y a cOnulna3016n 1u isoluciédn

se conce ntra ‘a nreal6n reducida, DeS“ués que ge ha obtenldo

i o :
el resid ue se Tava eon nrb gﬁo Ly y a conumauaolér ge Gon—~

z

centraa“?29516n reduncide, Se £fade gl residuo una zezcla Ce

jsoprozanol: aceialo Ge etilo (1:2) y despues que se han

-

extreido ios mat eriales 1n~olubles, se- concenura la diso-

lucidn 2 prasién reducide para . obtener 2,52 g. de cristales

de ticiclomicina (pureze: casi 100%). T

- Recuperados: 75%.

En regumen, le Paient e de Invencibn gue se solieita

aeberé recae sobre_ as 'gulenues

P F R A ¥

ﬁJI"TfDICnCICH”S

Un procedimienoo para‘la purificacida de biciclo-

-
+

~

picina ue se cava0uerwza uor ueaar una disolu016r acuosa,

-

que conti eﬂe b1c1clom101na .unuo con impurezas en contacto
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ublclo1cmlci1 zasorbids de la resina con un sigteme Giscl-

bésica aromdtica es un polizero de estileno macroporo reti-
r P

con ure resinps de adsorcidn no idaiea mecropore y eluir la

vente niaroiilico.

s reivindicscidn

o
0
[o]
3
{t

2, Un procedimiento ds acusxd

-
o]
td

1, en e cuz l& CGisolucién acuosz e utilice en un filtrado

1, en ¢l gue la digoiucidn scuosza =8 uvilize erd una (isciu-
cifn e cultivo pre-sxtrcide qus contiene biciclomicingz,

4. Un procedimiento de zcuardo con 1o reivindicacién

“

mieira, S : .

5, Un procedimiento de souerdo con la reivindicceiénm
1, en el que la resina de’ edsorcién és una resina reticu- -
lada macroporo Ge esiructurs bésice arondtica,

6. Un procedlmlento de acue"’o con la re1v1pdi ceibn
5, en el gue la resinz enirelzzada macroporo &e egtruciura
culado con divinilbenceno.

7. Un procedimiexnto defacue”do con le reivindicscidn

-

‘1, en el gue el sisterz aisolv ente nidroff{lico es una mezcla

-

de agua y un alcanol inferior,

6. Un procedimiento de zcuerdo con la reivindiczcibn

- .

1, en &l que ¢l sistemg_disolvenﬁe hidrofflico es uns 365~
q}é~de-azua ¥y una disl nilcetona 1n-er10r. ,<
| $. Un procedimiento de scuerdo con la relv' ‘caciéﬁ.
T, en el que el zlcanol inferior es mebanol.

10, Un procedimiento de zcuerdo con la reivindicteibn

T, en el que 8l alcenol inferior es stanol, A S

{3
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11. Un procedimiento de acmerdo con la reivindicacidn

T, en el gue el alcanol inferior es prowdnol,

12. Un proceéiniento de zcuerdo con la reiVindicacién

&€, en el cue la diglcuilcetons inferior-.es acetona.

13. Be

ha de recaer

reivindica por ltimo como objeto sobre el que

la patente de invencién que se solicita: UN PR{Q

CEDIMIENTO.PARA LA PURIFICACION DE BICICIOMICINA,
Todo conforme'queda descrito y reivindicado en la.pre-‘

sente memoria descriptiva gque consta de diez péginas mecano

grafiadas. -
X / ‘ -
Madrid, 20 de Enero de 1.975
" BERNARDG UNGRTA
- _— PePe gl T
- T " - _'-cr’-' ~T - )
» . * ! /
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