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La presente invencidn se refiere a un
procedimiento para purificar cefalosporinas, en par=
ticular a un procedimiento para eliminar las impure-
zas por uso deresinas no idnicas, a un pH controlado.

5 FUNDAMENTOS
Los cefalosporinas son un grupo impor-
tante de antibifticos de amplio espectro, que se usan
‘ampliamente en el tratamiento de infecciones bacteria
nas. Los compuestos que han tenido éxito comercial se
10 clasifican como semisintéticos, porque se obtienen
por modificacién quimica de un nucleo central que se
obtiene de fuentes naturales. Como en la mayoria de
155 modificaciones quimicas, los productos se obtie~
nen junto con otros materiales denominados impurezas,
15 que se han de eliminar. Los procedimientos usados an-
teriormente para purificar los productos crudos han si
do ineficaces en la produccidn de material farmacéuti-
camente aceptable, Entre esos procedimientos se inclu-
yen extracciones con disolvente, uso de resinas inter-
.26‘ cambiadoras de iones, cromatografia sobre adsorbentes
usuales, métodos de precipitacién con sales, o uso de
carbdén orghnico activado,
Se ha hallado ahora que adsorbentes pgo
1imeros macrorreticulares sintéticos son iitiles para

25 . eliminar r8pida y eficazmente las impurezas, y dan gran
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des rendimientos de recuperacién de productos de ce-
falosporina y sus derivados intermedios, todos los
cuales tienen un grupo 4cido carboxilico libre,

Las resinas y los procedimientos rela~
cionados con su uso se exponen en las patentes de los
EE,UU. n® 3,531,463, 3.663.467 y 3.725.400. Los proce
dimientos expuestos se refieren al aislamiento de com
puestos organicos solubles en agua apartir de una so-
lucidn acuosa dilufda, o a la eliminacién de impurezas

orgénicas de un efluente acuoso. Se ha expuesto la
descoloreacién de azicar crudo,

Un objeto de la presente invencién es
pfoporcionar un procedimiento para acrecentar la pure-
za de cefalosporinas y sus derivados, con pérdidas mi-

nimas de material,

Otro objeto de esta invencidn es propor
cionar un procedimiento gque implique el uso de adsor=-
bentes polimeros no iénicos, para purificar cefalospo-

rinas y sus derivados.

Otro objeto de esta invencidn es efec-
tuar el procedimiento de purificacién a un pH contro-

lado para que la eficacia sea méxima.

Otros objetos de la invencidn serén evi

dentes de la memoria descriptiva completa.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

En general, los compuestos de cefalos

porina farmacéuticamente importantes difieren entre

si en los grupos que estin en las posiciones 7 y 3

del nficleo cefem. Estos se preparan por acilacidn de
una 7-aminocefalosporina, que puede ser previa o sube-
siguientemente modificada en 1@ posicibdn 3, tal como
por desplazamiento de un grupo acetoxile por un grupo
nucledéfilo. Para los fines de esta exposicidn, la des
cripeién siguiente de la invencidén se esquematizari
como aplicada a la cefazolina, que es un nombre gené-
rico del fcido 7-(l=tetrazolilacetamido)~3~(5-metil~l,
3,4-tiadiaz°1-2—iltiometil)-3-cefem-4-carboxilico. Es-
to no debe ser interpretado como limitacién de la inven
cién. El1 procedimiento aqui descrito es aplicable a
cualquier compuesto de cefalosporina que tenga un gru-
po &cido carboxilico libre, preferiblemente en la posi
cién 4 del nficleo cefem. Entre otras cefalosporinas que
se pueden purificar por este procedimiento se incluyen
las que tienen diversos grupos acilo, tales como tieni
lacetilo, mandeloflo, fenilglicilo, p~hidroxifenilglie
cilo, cianoacetilo, piridiltioacetilo,uk-amino-l,4-q£
clohexadienilacetilo, y similares, en posicidn 7. El
sustituyente en posicién 3 puede ser metilo, acetoxime-

tilo o heterociclicotiometilo, donde el grupo heterocf-
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clico es tetrazolilo, tiadiazolilo, triazolilo, oxa-
diazolilo y similares. Entre otras cefalosporinas den
tro del &mbito de la invencién se incluyen acido 7=
tienilacetamidocefalosporénico (cefalotina), metil-3-
cefem~4=carboxilato de 7-tienilacetamido-~3~piridinio
(cefaloradina), 4cido 7-(¢t-aminofenilacetamido)cefa-
losporénico (cefaloglicina), Acido 7-(ci~aminofenilace~
tamido)desacetoxicefalosporinico (cefalexina), 4cido
7=(d~amino=-1,4~ciclohexadienilacetamido)desacetoxicefa
lospordnico (cefradina), &cido 7-cianoacetamidocefalos
pordnico, &cido 7~(4-piridiltioacetamido)cefalosporini
co, 8cido 7-(4~piridiltioacetamido)cefalosporénico, 4ci
do’ 7-mandelamido-3-(l-metiltetrazol-5-iltiometil)=~3-ce
fem~becarbox{lico y &4cido 7-(3-sidnonacetamido)-3=(5-
metil-1,3,4~tiadiazol-2~iltiometil)=3~cefem~k-carbo-
xf{lico, La invencién también es dtil para purificar
compuestos intermedios tales como 7-ACA, 7-ADCA, &ci-
do 7=-amino-3-(l-metiltetrazol-5-iltiometil)-3~cefem-4=
carboxilico, &cido 7-amino-3-(5-metil-1,3,4-tiadiazol~
2wiltiometil)~3~cefem=4~carboxilico, y similares.

En la secuencia usual para preparar ce=
fazolina, la reaccién final es una acilacién de &cido
7=amino~3=(5-metil-~1l,3,4~tiadiazol-2~iltiometil)=~3=ce-
fem-t=carboxilico con &cido l-tetrazolilacético. Usual

mente se emplea el método de activacidn por anhidrido



mixto. El producto crudo obtenido contiene una varie
dad de impurezas entre las que se incluyen materiales
de partida sin reaccionar, el Acido carboxilico del
anhidrido mixto, y materiales coloreados, que se deno
5 minarén en lo sucesivo alquitranes, cuya estructura
‘ es desconocida,

Se ha hallado que las impurezas se pue
den eliminar por un procedimiento de adsorcidn selec-
tiva sobre una resina no iénica polimera, Por control

10 de pH, las impurezas se adsorben sobre la resina mis
fuertemente que una sal de cefalosporina, tal como la
. sal sbdica o de trietilamonio, que solo se adsorbe dg
bilmente, y por tanto se eluye en primer término,

Las resinas no idnicas polimeras que

15 son Gtiles en el procedimiento son copolimeros reticu
lados de estireno-divinilbenceno, o polimeros reticu-

lados de un éster acrilico. Las resinas tienem un dii

metro medio de poros de 50-250 1 y una superficie es-
pecifica de 100-750 mz/g. Las resinas se usan en el ta

20 mafio de particulas comercialmente disponible de 84l-
297 micras; sin embargo, 177-149 micras dan una efica-
. cia mejorada, Las resinas que son Gtiles en este procg
| dimiento estin disponibles en el comercio bajo las mar
cas registradas "Amberlite XAD=2", "Amberlite XAD-7"

25 y "Amberlite XAD~8" (Rohm and Haas Company, Filadelfia,
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Pennsylvania). Las resinas preferidas son lasuXAD-2"
y "XAD-8", siendo particularmente preferida la "XAD-8
La "XAD-2 es un copolimero reticulado de estireno-di-
vinilbenceno con un didmetro medio de poros de 90 2.
Las “"XAD-7" y "XAD-8" son polimeros reticulados de un
éster acrilico, con un didmetro medio de poros de 80
y 250 X, respectivamente,

Si una cefalosporina tal como cefazoli-
na ha sido aislada de la reaccidn como un sbélido crudo,
se prepara una solucidn disolviendo la cefazolina cru-
da en un tampbdn que tenga un pH mayor que el pKa de la
cefazolina. E1 pH puede estar comprendido entie 3 y 6,5,
siéndo el pH preferido + 0,5 unidades de pH del pka
del 4cido carboxilico que se use para formar el anhi-
drido mixto con &Acido tetrazolacético. .idemds, el pH
preferido es tal que la cefazolina esté ionizada al 99%
aproximadamente, es decir, un pl de 4,5 + 0,5 unidades
de pH. Se conocen muchos tampones itiles, tales como
tampones de formiato o acetato, y la eleccidn y prepa-
racién de tampones con esta variacidén de pll, y sujetos
a la eleccidén de aniones que se describe méds adelante,
estadn dentro de la capacidad de los expertos en la téc
nica.,

Alternativamente, si la reaccién de aci-

lacién se efectla en medio acuoso, cualquier codisolven
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te orgénico puede'ser eliminado por evaporacidén o ex-
traceidén, y se afiade acetato sddico sdlido para hacer

a la solucidn acuosa 0,2M en acetato. La solucidn acugo
sa residual se ajusta a pH 4,0-4,8, si es necesario,
con un Acido o base normal. E1l pH depende del Acide
carboxilico usado en el anhidrido mixto, de que se use
un tratamiento previo de extraccidén, y del tipo de téc
nica de absorbente, a saber en columna o en suspensidn.
El pH preferido es + 0,5 unidades de pH del pKa del &ci
do carboxilico usado en el anhidrido mixto. El concen-
trado acuoso se puede someter luego a extraccibén con
un disolvente orgénico, tal como acetato de isobutilo
Y/é ¢loruro de metileno, para eliminar la mayoria del
fcido carboxilico usado en el anhidrido mixto y ciertos
materiales de partida sin reaccionar. La solucidn acuo-
sa resultante se trata luego con la resina, como aqui
se describe.

Se ha hallado que ciertos aniones retra
san la adsorcidn de los alquitranes, y por tanto afec-
tan adversamente a la eficacia del procedimiento, El
grado de este efecto adverso puede variar en cada cefa
losporina, Son ejemplos de esos aniones fosfato , sulfa
to, tartrato, citrato y etiléndiaminotetraacetato, En-
tre los aniones que no tienen ese efecto adverso se in

eluyen acetato, propionato, benzoato, formiato y cloru

w 8 -



ro. Otros aniones que se podrian elegir para usar en
el tampén pueden ser ensayados, en cuanto a la exis-
tencia de este efecto adverso, haciendo una experien-
cia a pequeria escala y observando los resultados, to-
5 do lo cual estid dentro de la capacidad de los exper-
tos en la técnica. El grado del efecto adverso se pue
de ensayar de la misma manera.,
La solucifén de cefazolina se dispone
en una columna de la resina y se eluye, La cantidad
10 de resina usada es generalmente de 5 a 30 ml por gra
mo de cefazolina cruda. La proporcién entre resina y
’ cefalosporina puede variar en cada cefalosporinaj; sin
embargo, la proporcibn apropiada es facilmente deter-
minada por los expertos en la técnica. Entre los elu=
15 yventes se incluyen tampones, soluciones de acetato sé
dico, soluciones de cloruro sddico o similares. En ge
neral, los tampones serin los mismos que eran Gtiles
para preparar la solucién de cefazolina a partir de ce
fazolina sbélida, como se ha descrito antes. Un eluyente
20 tipico es &cido acético 0,1 M, acetato 0,1 M y cloru-
ro sbédico 0,2 M, La eficacia del procedimiento respec
to 4 la maxima recuperacidén de cefazolina y méxima eli
minacién de alquitranes se puede ajustar por variacidn
de la fuerza ibnica y naturaleza del anién en el elu-

25 vyente., A medida que se aumenta la fuerza idnica se eliw=

22,2,75 9 -
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minan mis alquitranes, y tienen lugar pérdidas aumenta
das de cefazolina,

La mayor parte del producto se eluye
con los primeros varios volimenes de columna del elu
yente. Esta solucidn se puede pasar luego por una co
lumna corta de allmina, para eliminar las trazas fi-
nales de impurezas coloreadas. Dependiendo de la can
tidas de impurezas presentes en la cefélosporina cru
da. esta etapa puede no ser necesaria. La cefazolina
se aisla acidificando la solucidn hasta aproximadamen
te pH 1,5 con un 4cido mineral inorglnico o similar,
enfriando y filtrande el producto puro. Se puede hacer
ﬁna adicién de isopropanol a la solucidn &cida para au
mentar la pureza del producto y disminuir el color.

También se puede usar el método de sus
pensidn para poner en contacto la resina con la cefa-
losporina. La resina se afiade directamente a la solu-
cidén acuosa cruda de cefazolina, y la mezcla se agita
durante un cierto periodo de tiempo mientras se ajus-
ta lentamente el pH a 4,5 4 0,5 unidades de pH. La mez
cla se dispone en una columna in situ, y se eluye con
varios voliimenes de columna de eluyente. el método de
suspensidén comprende también afiadir la solucién a 1la
resina ya en una columna, agitar la mezcla para efec-

tuar un mezclado completo, ajustar el pH como antes,

- 10 =
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con agitacibén, dejar que la resina sedimente, y eluir
luego como antes. El producto se puede hacer pasar
luego por una columna de alimina, y se aisla de la mig
ma manera que en el método en columna., E1 método de
suspensidédn aumenta la eficacia y reproducibilidad del
procedimiento de adsorcidn en resina, Sin embargo, pue
de ser necesaria una extraccidén preliminar, como se ha
descrito antes, para eliminar las impurezas que estén
presentes procedentes de la reaccidn.

Las resinas XAD y la al@imina se pueden
mezclar entre si en el método de suspensién, o se pue-
den usar como dos columnas en serie. La combinacidn
de los dos adsorbentes en el método de suspensibén pa-
rece dar resultados mejorados, lo gue indica que estd
teniendo lugar un efecto sinérgico. La eficacia mejora
da se observa particularmente si se afiaden los adsor-
bentes a una solucidén de cefazolina cuyo pH sea aproxi
madamente 1,25-2,25 unidades mayor que el pl del tame
pon eluyente que se usarid. Luego se ajusta lentamente
la mezcla a aproximadamente el pH del tampdén, se agita,
se carga como rellano en una columna, y se eluye como
se ha descrito antes, Un método alternativo que también
da una eficacia mejorada consiste en ariadir los adsor-
bentes a la solucibdn de cefazolina, ajustar a pH 6=6,5,

agitar, y ajustar lentamente a pH 4-4,5. También, se

- 11 -
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pueden afiadir los adsorbentes a una solucidn dg cefaw=
zolina con un pH de 6-6,5, vy ajustar luego lentamen-
te a pH %-4,5, con agitacibén. Cuando se usa cualquiera
de los métodos de ajuste de pH aqui descritos, los ad
sorbentes pueden ser la resina y al@mina mezcladas, o
la resina sola.

Como alternativa al uso de una columna,
la cefazolina pura puede ser alufida de los adsorben-
tes haciendo pasar disolvente sobre un lecho de filw
tro del adsorbente, Por ejemplo, en el método de sus
pensién se puede rccoger el adsorbente sobre un apara
to de filtracién, y hacer pasar el aluyente a través
Ael mismo, ya sea por flujo por gravedad o con ayuda
de vacio o presidn.

Las resinas pueden ser regeneradas y
usadas repetidamente. La regeneracidén se efectfia la-
vando la resina con hidrdxido sbdico 0,2 M, metanol
acuoso al 50%, o hidréxido sbédico al 0,1% en metanol
acuoso al 50%, La resina se enjuaga concienzudamente
con agua, ¥y luego con el eluyente, antes de ser usada
de nuevo.

El procedimiento aqui expuesto da ren-
dimientos me jorados de productos mds puros que los que
se obtienen por los viejos procedimientos, tales como

extraccidén con disolvente, decoloracién y similares,

- 12 -



Por ejemplo, la cefazolina se obtiene con un rendi-
miento global de aproximadamente 55~60% a partir de
dcido 7-amino-3-(5-metil-1l,3,4~tiadiazol-2-iltiome-
til)-3=-cefem=-b~-carboxilico crudo, cuando se usan los
5 viejos procedimientos de purificacibén, Cuando se usa
el procedimiento de la invencidn, el rendimiento glo
bal a partir de &cido 7-amino-3-(5-metil-1,3,i-tiadia
zol=-2~iltiometil)-3ecefem=~4~carboxilico crudo es de
aproximadamente 80-85%. Ademds del rendimiento mejora-
10 do obtenido con el nuevo procedimiento, el material ob
tenido tiene mayor pureza, y la etapa de purificacidn
preliminar del material de partida puede ser elimina-
da.
Los siguientes ejemplos ilustran la in-
15 veﬁcién, pero no se han de interpretar como limitati-
vos del &mbito de la misma. En los ejenplos se usan los
siguientes tampones:
Tampdén A: acetato sbédico 0,1 M, &cido acéti-
co glacial 0,1 M, NaCl 6,2 M
20 Tampdn B: acetato sbdico 0,1 M, 4cido acéti-
co glacial 0,1 M, NaCl 0,1 M
EJEMPLO 1
Se elimina en vacio la acetona a par-
tir de una mezcla de reaccidn de acilacidn de agua~ace-

25 tona, y el residuo acuoso (50 ml, que contiene 4 g de cg

22.2075 - 13 -
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fazolina) se hace 0,2 M en acetato sbédico. La solucidn
se ajusta a pH %,3-4,8 con HC1l diluido, y se dispone
en una columna de XAD-8 (75 ml). Se eluye la columma
con tampbén A, y el aluato se hace pasar por una colum
na corta de al@imina neutra. La solucidn resultante se
diluye con un tercio de su volumen de isopropanol, y
se acidifica con HC1l hasta pH 1l,4-1,6. El precipitado
de cefazolina blanca se recoge y se seca.

EJEMPLO 2

Se disponen en una bureta de 100 ml
al@mina neutra (6 ml), una capa de lana de vidrio, ¥y
luego resina XAD-8 (48 ml), y se lava la columma con
agua y luego con tampén B. Se disuelve cefazolin cru-
da (1,816 g, 4 milimoles) en tampén B, con ayuda de
bicarbonato sédico (275 mg), y se dispone em la colum
na, Se aluye sal sddica pura de cefazolina usando tam
pén B (185 ml). La acidificacidn del eluato con HC1
diluido de cefazolina (1,172 g).

EJEMPLO 3

Se 1ava.resina (XAD-7,30 ml) con meta=-
nol y agua, y se carga una suspensién en una columna,
y se vuelve a lavar con agua, Se dispone en la colum-
na una solucidn de cefazolina cruda (£54 mg), acetato
sédico trihidratado (300 mg) y bicarbonato sédico (60

mg), en una cantidad suficiente de agua para tener y ml

- 14 =
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de solucidn., La elucidn con acetato sbédico al 1% da
buena separacidn de las impurezas polares coloreadas
y de cefazolina. Las fracciones se ensayan en cuanto
a la presencia de cefazolina, por acidificacidn de ca
da una de ellas a pH 1,3-1,6 con HCl diluido.

La repeticidén del anterior método usan-
do resina XAD-8 también proporciona separacibn de las
impurezas.

El uso de resina XAD=-8 y de un tampbn
de acetato (pH 4,7; acetato sbdico 0,6 M, 4cido acéti
glacial 0,5 M) para tres volumenes de columna, segui=-
do por acetato sbdico al 1% en el método anterior, da
una separacidén me jorada.

EJEMPLO 4

Se disuelve cefazolina cruda (2,3 g)
en tampén A (20 ml) con ayuda de Na2003 sdlido, para
dar una solucidén que tiene pH 6,5. Se afiade lentamen-
te XAD~8 (10 ml), y la solucidn se ajusta a pH 4,8
por adicibén lenta de HCl diluido. Se afiade lentamente
alimina neutra (4 g) a la mezcla, mientras se mantie=-
ne el pH a 4,8, Tras agitar durante 15 minutos la mez
cla se carga en una columna por encima de 4,5 g de
alGmina neutra, y se eluye con 2 voliimenes de columna
de tampdén A y luego acetato sbddico al 2%. El eluato

se acidifica hasta pH 1,8 con HCl diluido, y la cefa-

- 15 =
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zolina purificada se recoge: 1,9 g.
EJEMPLO 5

Una mezcla de reaccidn de acilacidn
de agua-acetona (44 ml) se diluye con agua hasta un
volumen de 75 ml, se estratifica con un volumen igual
de acetato de isobutilo, y se ajusta a pH 4,4, La fa
se acuosa separada se hace 0,2 M en acetato sddico,
Yy se ajusta a pH 6,5 con carbonato sddico. Se afiade
resina (XAD-8, 150 ml) y se agita, y la mezcla se ajus
ta a pH 4,4-4,8 con HCL diluido. La suspensidén se dis-
pone en una colummna y se eluye con tampém .. E1 elua-
to se hace pasar por una pequeiia columna de alimina,
se.diluye con un tercio de su volumen de isopropanol,
y se ajusta a pH 1,5. Se recoge la cefazolina pura,

EJEMPLO 6

La mezcla de reaccidn cruda se obtie-
ne de la acilacidén de &cido 7-amino-3-(5-metil-1,3,4-
tiadiazol-2-iltiometil)=-3~cefem~4-carboxilico (118 g,
87,6% de pureza) con &cido tetrazolacético por el mé-
todo del anhidrido mixto, y el codisolvente acetona se
elimina por destilacidn en vacio, Ll residuo acuoso
(1183 g) se estratifica con acetato de isobutilo (1,2
litros), se ajusta a pH 4,1 con 1IC1 concentrado, y lug
go, tras separacidn de las capas, se somete a extrac-

cidn eon cloruro de metileno (1,2 litros). La solucidn

-16-
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acuosa se pone en contacto con XAD-8 regenerada (1152
ml, previamente lavada con tampdn A), y se ajusta a
pH 6,0-6,5 con trietilamina, La suspensidn agitada se
ajusta lentamente a pH 4,6 con HCl concentrado. Tras
agitar durante 20 minutos, la suspensidn se carga en
una columna que se conecta de manera que el eluato pa
se a una segunda columna que contiene aldmina (576 g).
Se pasa tampbén A (7,5 litros) por las columnas, y se
recoge un total de 10,1 litros de eluato. Se puede
usar vacio o presidén para mantener un caudal de apro-
ximadamente 4 litros por hora por litro de resina., Se
afiade isopropanol (2 litros) al eluato, y la solucidn
se ajusta a pH 2 con un Adcido mineral. Tras enfriar,
la cefazolina se recoge y seca, 110,4 g (rendimiento
del 81,2%).
EJEMPLO 7

Se disuelve Acido 3=-(5-metil-l,3,4-tia-
diazol=2-iltiometil)=7=D(~)mandelamido~3~cefem~4-carbo
xilico crudo (10 g) en tampdén A (50 ml) con ayuda de
bicarbonato sédico (1,76 g). La solucidn se ajusta a
pH 6,3 con bicarbonato sddico, y luego se aiade XAD~8
(100 ml), La suspensidén agitada se ajusta lentamente a
pH 4,7 por adicidén de 1IC1, La suspensidn se dispone en

una columna y se eluye con tamp6n A. E1 eluyente se pa

sa directamente a través de una columna de allmina (158h

- 17 =
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y luego se acidifica hasta pH 2. El producto purifi-
cado se recoge y seca,
LJEMPLO 8

Se suspende &cido 7-amino-3-(5-metil-~1l,
3,4-tiadiazol-2-il)~3~cefem~4~carboxilico (40 g) en
acetato sbdico 0,25 M (400 ml), y se efectda la diso-
lucidén por adicidn de un equivalente de trietilamina
(16 m1), La solucidn se vuelve a ajustar a pH 8,5 con
IIC1 3N, sin hacer que precipite nada de material. La
solucidn (635 ml) se dispone en una columna de XAD-2
(600 ml) dispuesta de manera que el eluato de esa co-
lumna pasa directamente a una columna de alimina., La
calumna de XAD-2 se eluye con una solucidn de acetato
sbdico 0,25 M que se ajusta a pH 8,5 con trietilaminae
Los eluatos se recogen en fracciones y se acidifican,
y el compuesto precipitado purificado se recoge.

EJEMPLO 9

Se disolvid &cido 7-aminocefalosporéni-
co (2 g, grado de pureza de 78,6%, color amarillo oscu
ro) en 20 ml de dihidrdgeno fosfato potdsico 1 M, con
ayuda de trietilaminaj; la solucidn final tenia pl 6,0,
La solucidn cruda se hizo pasar por una columna gque con
tenfa 25 ml de XAD-2, £l Acido 7-aminocefalosporénico
pasb en los dos primeros volfimenes de columna de eluyen

te. Las fracciones se combinaron y acidificaron a pl
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3,6, para precipitar 1,304 g de un producto beige cla
ro, con un grado de purcza de 89,2%,

La presente solicitud que corresponde
a la presentada en iistados Unidos de América, el 23
de Enero de 1974, bajo el N2 435,911, se acoge a los
beneficios del Articulo 51 del vigente Sstatuto sobre

Propiedad Industrial.,

RETIVINDICACIONES

Los puntos de invencidén propia y nueva,
que se presentan para que sean objeto de esta solici-
tud de Patente de Invencidn en Espaiia, por VEINTE arfios,
son los que se recogen en las reivindicaciones siguien
tes:

la,- Procedimiento para purificar una ce
falosporina que contiene un Acido carboxilico libre,
que comprende: (a) poner en contacto una soluciéﬁ AcU Ow

sa de dicha cefalosporina, teniendo dicha solucién un
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pH de 3 a 6,5, con un adsorbente, siendo dicho adsor-
bente una resina polimera no idnica macrorreticular,
siendo dicha resina un copolimero de estireno-divinil
benceno reticulado o un polimero de &ster acrilico re
éiculado, y eluir dicha cefalosporina de dicho adsor-
bente con un eluyente, siendo dicho eluyente una seolu
cibén acuosa que tiene un pH de 3 a 8,5; (b) acidifi-~
car los eluatos, que contienen la cefalosporina, hasta
un pH menor gque su pKaj; y (c¢) recoger la cefalosporina
precipitada resultante.

22 ,~ Procedimiento seghn la reivindica-
cidn 12, que comprende: (a) o bien poner en contacto
una solucidn acuosa de dicha cefalosporina, teniendo
dicha solucidén un pH de 3 a 6,5, con una mezcla de ad
sorbentes, siendo dichos adsorbentes dicha resina y
alimina, y eluir dicha cefalosporina de dichos adsor-
bentes con dicho eluyente, o bien poner en contacto
dicha solucidn acuosa de dicha cefalosporina con di-
cha resina, eluir dicha cefalosporina de la resina con
dicho eluyente, y hacer pasar el eluato a través de
alimina; (b) acidificar los eluatos que contienen la
cefalosporina, hasta un pH menor que su pKaj y (¢) re
coger la cefalosporina precipitada resultante,

34,- Procedimiento segin la reivindica-

¢idn 22, donde la solucidn acuosa de la cefalosporina
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se pone en contacto con una mezcla de los adsorben~-
tes.
ba,~ Procedimiento segin la reivindi-
cacidn 22, donde la solucién acuosa de la cefalospo-
5 rina se pone en contacto con la resina, se eluye la
cefalosporina &e la resina con una solucidn acuosa
tamponada a pH 3 a 8,5, y el eluato se hace pasar a
través de allimina,
58,- Procedimiento segin la reivindi
10 cacidn 42, donde la resina es un copolimero de estire
no=divinilbenceno reticulado.

' 628,~ Procedimiento segin la reivindi-
cacidn 42, donde la resina es un polimero de &steracri
lico reticulado.

i5 738.~ Procedimiento seglin la reivindi-
cacidn 23, donde la cefalosporina es cefazolina, ce-
falotina, cefaloridina, cefaloglicina, cefalexina, ce
fradina, &cido 7-cianoacetamid@cefalosporénico, acido
7-(4-piridiltioacetamido)cefalosporinico, 4cido 7-man-
20 delamido-3-(l-metiltetrazol-5-iltiometil)~3-cefem=4-
carboxilico, acido 7=(3~sidnonacetamido)-3-(5e-metil-1,
3,4~-tiadiazol-2~iltiometil)-3-cefem-4-carboxilico, &ci
do 7~aminocefalospordnico, &cido 7-aminodesacetoxicefa
losporfnico, fcido 7-amino-3=-(lemetiltetrazol=5-iltio-

25 metil)-3~cefem~b-carboxilico, y Acido 7-amino=3-(5-me-
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til-1,3,4-tiadiazol-2-iltiometil)-3~cefem-4~carboxi
lico.

82,~ Procedimiento segin la reivindi-
cacién 62, donde la cefalosporina es cefazolina.

92,- Procedimiento segin la reivindi-
cacibén 82, donde la resina es un polimero de éster
acrilico reticulado, que tiene un tamafio medio de po
1ros de 250 X.

102,~ Procedimiento segln la reivindi
cacidén 92, que comprende poner en contacto la solu-
¢idn acuosa de cefazolina, que tiene un pH 4-6,5, con
la resina, ajustar el pH a 6 a 6,5, ajustar el pH a
44,6, y eluir con eleluyente,

112,- Procedimiento segfin la reivindi
cacidén 92, que comprende poner en éontacto la solu-~-
cién acuosa de cefazolina, que tiene un pH 6-6,5, con
la resina, ajustar el pH a 4-4,6, y eluir con el elu-
yente,.

122,- Procedimiento segin la reivindica
cibén 102, donde el eluyente es un tampdn de acetato
que es acetato sédico 0,1 M, Acido acético glacial 0,1
M, ¥y cloruro sédico 0,2 M,

138,=- Procedimiento segin la reivindi-
cacibén 112, donde el eluyente es un tampén de acetato

gue es acetato sédico 0,1M, &cido acético glacial 0,1M,
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y cloruro sbdico 0,2M,
142,- Procedimiento segiin la reivindi-
cacidén 23, que comprende: (a) poner en contacto una
solucidén acuosa de cefazolina, que tiene un pH de & a
5 6,5, con un polimero de éster acrilico reticulado que
tiene un tamafio medio de poros de 250 R; (b) ajustar
la suspensidén a pH 4 a 4,6; (c) eluir la cefazolina de
la resina con un tampdon de acetato que es acetato sbdi
co 0,1M, Acido acético glacial 0,1M, y cloruro sbédico
10 0,2M; (d) pasar el eluato por una columna o un lecho
de alimina; (e) acidificar la fraccidn que contiene ce
fazolina del eluato de la altmina, hasta pH 1,5 a 2,
con un dcido mineralj y (f) recoger el precipitado de
cefazolina resultante.
15 152,~ Procedimicnto segin la reivindi-
cacidén 12, donde la resina es un copolimero de estire
' no-divinilbenceno reticulado.
162,- Procedimiento segin la reivindi-
cacidn 18, donde la resina es un polimero de éster acri
20 lico reticulado.
178 .- Procedimiento segfin la reivindica-
cibn iﬁﬂ, donde la resina es un polimero de &ster acri
lico reticulado, con un tamafio medio de poros de 250 R.
182,.~ Procedimiento segln la reivindi=-

25 cacibn 172, donde la cefalosporina es cefazolina.
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194,~ Procedimiento segln la reivindi-
cacién 12, gue comprende: (a) poner en contacto una
solucidn acuosa de cefazolina, que tiene un pH de & a
6,5, con un polimero de &ster arilico reticulado, que
tiene un tamafio medio de poros de 250 R; (b) ajustar
la suspensidén a pH 4 a 4,6; (c) eluir la cefazolina de
la resina con un tampén de acetato que es acetato sb-
dico 0,1M, Acido acético glacial 0,1M, y cloruro sédi
co 0,2M;.(d) acidificar la fraccibn que contiene cefa
zolina del aluato, hasta pH 1,5 a 2, con un acido miw
neralj y (e) recoger el precipitado de cefazolina re-
gultante.

203;— Procedimiento segln la reivindi-
cacién 18, donde la cefalosporina es cefazolina, cefa
lotina, cefaloridina, cefaloglicina, cefaiexina, ce-
fradina, Acido 7-cianocacetamidocefalosporanico, acido
7-(4-piridiltioacetamido)cefalospé6rinico, &cido 7-man
delamido-3-(l-metiltetrazol-5~iltiometil)-3cefem-ki-
carboxilico, Acido 7-(3-sidnonacetamido)}=-3=(5~,etil-1,
3,%-tiadiazol-2~iltiometil)-3-cefem-&-carboxilico, Aci
do 7-aminocefalosporanico, Aacido 7-aminodesacetoxicefa
losporénico, 4cido 7-amino-3-(l-metiltetrazol-5-iltio=-
metil)=3-cefem-b.carboxilico, y dcido 7=amino=3«(5-me-
tilel,3,3-tiadiazol-2~iltiometil)-~3~cefem=4-carboxfli-

CO,.
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JMM/ .

212,~ PROCEDIMIENTO PARA PURIFICAR UNA
CEFALOSPORINA,

Tal y como se ha descrito en la lMemoria
que antecede, y para los fines que se han especificado.

Lsta Memoria consta de veinticinco ho-

jas escritas a maquina por una sola cara,

Madrid,

PJA,
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