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> REF: File 1316

Esta invencidn se refiere & un nuevo procedimiento
para la pufificacién de la sustancia PR-1923. Kds especial-
mente, se refiere a un nuevo procedimiento de purificacidbn
de la sustancia FR-1923, uniilizando una resina no idnica me-
croporosa de zdsorcidn.

Ia sustencie PR-1923 es un antibidtiocs conocido aiss:
lado del caldo de fermentacidn de une cepa del génexro

Streptomyces, comoc -se describe or ejemplo, en la publica-
5 + P JEmDL Oy

cidn de patente alemzna 2.242.599,
En dicha iiterstura de la téchnics asnterior, se deg-
criben procedimientos que utilizan cmebdén activo, une resi-
fabricado por Pharmacig Co. ) pere sislar y purificar 12 sus
tancia RP-1923 de un caldo de fernmentacidn.
Sin embargo, los procedimientos anteriores no han
conducido a resultados satisfacﬁorioé en la manufactura ine

.

Sustrial de sustencia FR-1G23 porgue reguieren un nimerc re
lativamente grande de operaciones psra el alslamiento y la
purificacibén de la sustancias FR-1923, ds manerg que la recud

neracibn global del antibidtico es relativamentie escasi.

j

Como resuliado de sxtensos estudios, 195 inventores
han encontrado shors un nuevo procediniento para la purifi-
cacién de la sustanéia FR-1923 ccmo etapa en la recupera~
cifn de la misma, mediante el cual pusde obtenerse sustancis
FR-1923 con meyor rendimiento que por los procedimientos
anteriores. Ademds, este nuevoe procedimiento es mis senci-
1lo y mds conveniente en lg préchica 7 nds econtnlico a esca-
1g ipduswrial POI‘{ ue la regins agotads puede ser regene:c‘a&a
para ser uillizads ds nusvo, .

Por congiguienie, un objetc da esta invencion es
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proporcionar un nuevo procedimiento pera la purificacidn
de sustancia FR~1923 utilizendo une resina macropoross no
iénica de adsorcidn.

Otro objeto de esta invencibn es proporcionar un
nuevo ﬁrocedimiénto para la purificacidén de sustancla Fh-
1923, mediante el cual se obtiene sustancie FBR-1923 con ma-
yor verdimiento que ppf los procedimientos de la técnica
anterior.

Otro objeto de esta inyencién es progorcionar un
procedimicnto més sencillo, wds conveniente y mds econbmi-
co para la purificacidn de la sustancis FR-1923.

Cono ya se ha dicho, ssta invencidn proporcione un
rnuevo procedimlento para la purifioacién de la sustancia
FR~1923, utilizendo una resina macroporosa no idnica de

edeoreidn, gie comprende métodos alternativos en el uso de und

. resine macroporosa no idnica de. adsorcidn: uno de elles es

' un método en el gue una solucidn acuosa que contiene la sus

tancia FR-1923, junto con las impurezas, se pone en contzo-

| to con una resina macroporosa no idnice de adsorcildn, des-

puds de lo cusl le sustancia FR-1923 adsorbida se eluye,
por- ejemplo, con un sistema disolvente nidrofflico (en ade-
lante denominade convenientemente método A); el otro es un
método en el que una solucidn acuosa que contiene la sus-
tancia FR-1923, Junto con las impuregzes, se pons en contao-.
to con una regina macropoross no idénica de adsorcibén satu~
rade de. sustancia FR-1923 psra adsorber las impurezas y la
sustancia FR~1923 se recupera de la solucidn pasada (denconis

nado en 2delante método B). Egtos dos métodos sliernativos

se explican con mis defalle en lo que sigue.

ey oo
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cién, de scuerdo con el método A de esta invencidn, es eplid

- vando un microorganismo productor de sustancia PR-1923 an

¥étodo A ' )

Ds acuerdo con el método 4 de esta invencidn, se
ﬁroporciona un procedimiento para la purificgcién de la
sustancié FR-1923, en el que una solucidn actosa que cone
tlene sustancia FR~f9é3, junto con impurezas, se pone en
contacto con una resina macroporosa no iépica de adsorcidn,
despuds de lo cual la sustancia FR-1923 adsorvida se eluye;
por ejemplo, con un sistema disolvente hidrofilico.

Ies resinas wacroporosas no idnicas Ge. adsorcién
utilizadas de acuerdo con esta invencién pueden ser resinas

reticuladas con una estructura bédsica aromdiica. Las resins

29
22

preferidas son 1ds'polimeros de estireno,reticulados con did
vinilbenceno. Son ejemplos de’estas resinas el Amberlite
XAD~1, XAD-2, XAD-4, ZAD-7 y ZAD-8 (marca registrada, fabrid
cante: Rohm and Heas Co.), Diaion HP 16,.HP 20, HP 30, HP
49,»y HP 50 (marca registrada, fabricante: Hitsubishi Kasedl
Co.; Ltd) e Hitéchigel n¢ 3010 (marca registrada, fabrican-
te: Nisséi Sanqu Co.,-Ltde)g | |
El procedimiento de purificacibn de la sustancia

FR-1923 utilizendo la resina macroporosa no idnica de adsor-

cable a cualauier solucidn acuosa que contengs sustancia
FR-1923 junto con impurezes. Son ejemplos de estas solucio-

nes un filtrado de cz2ldo 48 cultivo per sg preparado culti-

un medio nubtritivo y una soluclén de caltivo pre-extraida
asi como unz solucidn scuosa que contiene raterial sdlido
cru@o conteniendo sugtencia FR—1923 (vego polvo crudo o
cristales crudos contenlendo sugtancia FR-1¢23) aue primero
es aislado y purificado haste cierto pannto a vertir de wn
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; la sustancla IR—1923 en meuolas con impurezas con la resi-

: na no idnica de zdsorcidn se reallza venisa josanente & un

opcionalmente pre~extrafda con une resina macropoross no

" bida es elaida de M rcsiss, por ejémplo con nn sistema i~

filtrado del caldo de cultivo por métodos convencionzles,
tales como un tratamiento_opcicnal del filtredo con un di-
solvente apropiasdo pare la extraccién y/o por adsorcidn sc-
bre carbdn activa. ‘

Cuahdo se atilize un filtredo de cultivo, es vente~-
joso utiligar una solucidn de cultivo opcionalmente pre~ex-

traida, siendo puesta en contacto este sclucidn de cultivo

idnica de adgor016n en la forme habitual, preferibvlemente
utilizando una columua gue contiene un lecho de resina.

El tratemiento de la solucidn acuose que contiene

Valor del pH comprendido entre 2.y 7 ¥ prefew:b]emente an--
tre 4 y 6. Pueden elcenzarse los valores dcidos del pH de-
seados utilizando cuslquier &cido conveniente, por ejemplo
un dcido oréé 1co, como aClQO oxédlico o preferiblemenic un
dcido minersl, como dcido clorhidrico, fosforioo o sulfiriad
Ademds, el tratemiento de la soTu016n acuose que
contiene sustancis TR-1923 en mezcla con impurezaes con la
resine no idnica de adsorciln se- lleva a cabo ventajosamen-

te en el caso de que las lmpurezas sean uns sal ¢nor34nlow,

como cloruro sddico blfoafato gb6dico y ortofosfato disddioc

{2

I este Létodo, la solucibn acuosa gue contiene sug

!

tencia FE-1923 ea mezcla con impurezas e pone en contacto
coit la resing izcropoross no idnica de adsorcidn para adsor

ber lz sustencia FR.1623, en la forme convenclional, poxr

&)

ejenplo mediante una operacién discontinua o una operacidu

4 - ) o - R
en columna, desgneés de lo cual la sustencis FI-1923 adsor-

*
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crigtaline qus con.frecuencic es suficientemente pura pera

" Ké%odo B

‘contecto con una resing mecroporosa no iinice de adscreiln,

las impurezes y la sustanciz FR-1923 se rscupsre Ge lz s0-

solvente hidrofilicb.

Los gistemas disolventes-hidrofilioos utilizados pz|
ra elulr la sustancia FR-1923 de la resina sén, por ejcmplo
une dialquil(inferior)cetona‘(vog. acetena vy metil-etil-ce~
tona) y un aleanol inferior (veg. metanol, etanol, n-props-
nol, isopropanol, n-~butancl e isobdténol)i También puedea
ntilizarse mezclaé de la dialqail(inferior)cqtona ¥y el alcz
nol inferior anteriores.

Ademds, tambisn pueden utilizarse mezclas de agua
o de un ésferralquilico inferior de un &cide &lcanoico in-
ferior, por ejemplo acetato de metilo;, zceiato de etilo ¥
acetato de butilo,’con el alcanol inTferior o la dialqudl-
(iqferior)cetona anteriores. Adends, pusde utilizerse un
gren volumwen Ge agua y una solucidn acuasalalpalina (pre-
feriblemente a pH 8-13).

El eluato eel obtenido.se trata por métodos conver~
cionéleé tales como concentraciép, ajuste de pH, liofiligze-

cibn y recristelizacidn pars obtener le sustancis FR~1923
uso como nedicinae.

Ds scuerdo con el método B de esta invencibn, so
preporcions un procedimiento pesre la purificacidn ds la =ug

tancia FR-1923 en el gue una solucidn acuose. gue contiene

la sustencia FR-1923, junto con les imrurezas, se poné en

joa]
[

turads previemente con sustancia FE-1323, pare adscrber

lueidn pasada.

Este método se bzsa en el heche Ig que la capacidisd
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de adsdroién de una resira mecroporosz no idnica de adsor-
cidn pawa la sustancia FR~1923 es menocr que la capacidad de
adsorcibn de impurezas especificas tales como materias co-
lorantes procedentes del caldo de fermentacitn y un iséme-
ro de la sustancias PR-1S23. Haciendo ugo de la diferencia
de afinidades de la resinz mzcroporosa no idnica de adsor—
cién entre la sustancie FR-1¢23 y las impurezas especifices
estas dltimes son selectivemente adsordidas sobre la resina
saturada con susténcia FR-1¢23 desde una solucidn acunosa
gue contiens sustancia FR-1323 junto con las imnurezas ¥ la
sustanrcia Fﬁ¥1923 se recuccra de lz solucidn pagads.

‘ Le capacidad ée‘adsoroién Gé una resgina macCIoporose
no idnice Ge adscrcibn pars la sustencia FR-1923 veris con
el egtado de la selucidn scoiocsa que contiene la sustencia
PR-1823, junto con las inparezaé ¥y con la clase de reging

macroporosa ho idnice de adsorcidn. 4 coentinuacién damo

&

glexplos de la éapacidad de adporcidén de sustancia FR-1923
por parie de una resiné racroporose no idnica de edsorcidn.
Los sigulentes datos se obtienen ponisrido en cenbacto con
la resina una solucién regvuladora Ge fosfato 0,24 (pH 4)
que contiens la sustanciec FR-1923.

Ejemplos de ls cavnacided de adsorcidn ds sustencie FPR~1623

2

Aproximademente 10 &/1 de Diaicn HP-QO '

Aproxizedarente 18 g/l de Amberlite FAD-4

Ia resiza nacroperces no idnics de adsoreidn, sztu-
rade con susiancis FH~19:3, se prepafa poniendo en contecis
una solucidn acuosa gue ceontiens sugtencia PR-1S23 coan una
resina mecroporose ho idnics de 2dsorcidn, donde diche solu
ciou es preferiblemente reuira o ligevsmenie nloalina.

(I K 4 . + g, o . s Lot K
Cowo ejennlos Ge resing macroporose o ionles de
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i sustancia FR-1923 en la solucidn.acuosa de sustancia FR-1923

adsorceidn, podemos citar los mismos ejemplos mencionados
en el métoéo L. ,

El procedimiento pars la purificacién de sustancia
FR~1923 utilizendo la resins macroporosa no idnica de adsor-
cidn, de acuerdo con el método B de esta invencidn, es apli
cable a cualquier solucidn acuosa que contenge sustancia
FR-1923 junto con impurezas, como en el caso del método A
antes menciohado, cuyos ejemplos pusden citarse también
agul. Especialmente, cuando las imparezas son materias colow
rantes o un isdmero de la sustancia FR-1923 en le solucidn
acuhosa, este método B da mejores resultados. '

~Cuando se'pone'eh contacto una sclucidn acuoéa quea

contiene sustancia FR-1923 junto con iﬁpurezas con la resi-
na mécroporosa no idnica de adsercién satursda con sustan-
cis FR-1923, esta §ltima no puede ser adsorbida todavia mds
sobgé la resing y, por otra perte, las impurezas son selec-
tivamente adsorbidas sobre ella.

El volumen de resina macroporose no iénica de aésorQ

cidon @ utilizar en este método varia con el conienido de

e lmpureszes y con el tipo de resina z utilizar y, gensralmen—
te, pueds ser de?l litro por cada 100-500 g de sustancia
PR-1923 en la solucidn acuosa.

Ia sustancia FR-1923 ge recupera de la solucidn gque

o
o)

etraveszde la resina, que se obtiene pbniendo en contac-

ok

- T . .
¢ una sclucion acuosa de systancia FR-1923 e impurezas con

la resine necropoross no idnica de =dsorcidn saturade de

3« la recuperacidn puede efectuarse por méto

N

sustanciz FR-15
dos convenclonales tales como ejuste Gel pH, tretsmiento con

4 o . W S - . s . . ] ~
‘carbon active, concenitracidn, liofilizacidn y recristaliza-~

£
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cién para dar sustancia PR-1923 cristalina que con'frecqu
cia es suficientemente purs para uso Como Ledicina.

Adends, una c‘olu.CJ.on acuosa que contiene sustancia
FR-12823 junto con impurezes se pone en contacto con una re-
sina'maﬁroporosa'no idnice de adsorcién, saturada de sus-
tancia FR-1923, pare adsorber les impurezas y después la
coluima se lava con un peguefio volumen de agua pers obtensr
la sustencia FR-1923 que permanccia en. el espacio sisuado
ensre la.resina ¥ la coluxna.

Te regina sgotada puede ser regenerads por métodos
converncionales, v.g. lavando dicha resing con una solucidn
acuosz 0 hidroalcohélica alcelina relativamente Tuertss
V El método B es es superior al método A ¥ e5 mds cén—
veniente de practicar y nds econdmico a escala indush
por les siguientes razones. El método B no requiere un proce-
go para la elucidn de la sustancia FR-1923 de la resina y el
volurzen de la resina utiliﬁada pare purificar el métode B
! eg menor del 10 % reséecﬁo al utilizado en el método A, aun-
‘que la recuperacidn y la pureza de la.sustancia FR-1923 son
casi iguales en ambos métodos.

Los siguientes enzayos ge dan con fines comparaiivos
entre el método A ¥ B como procedimiento parz la purifica-
cién de sustancia FR-1923. '

Tos ensayos comparativeos se realiszan utilizande los
wismos cristalss crudos de sustancia FR-1923 v la misma ré-
gins en el mismo Voiunen en embos métodeos. Feroel voluaen ds
los cristales crudos de sustancia FR-1923 en el wesode A
estd seleccionado dentro de la capacidad de la resing pare
adegorper sustancie FR-1923 y el volumen deo los crisgizles

[2
»

o
2

¥

crudos d2 12 sugtarcia FR-1923 utilizado en =) médodo B
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método A:

solucidn se afiaden 150 g de cloruro sédico y ague hasie un

_10 _

alrededor de 20 veces el ntilizado en el método A.

(I) Copscidad de adsorcién de sustancia FR-1923 por

la vegina Dision HP 20

Se disuelven 1,4 g de sal sbdica de sustancia FPR-192
(purezas 95 %) en 1 litro de solucién reguladora de fosfato
0,2 (pH 450)« Ie solucibn se ajusta & pH 4,0 con dcido clor
hidrico 5K ylagitando. Ia sclucidn (concentrscibn de sustan-
cia FR-1923: 1310 v/mi) se pasa por una columna rellena con
100 ml de Diaion HP 20 (didmetro interno de la columnas
300 mm, aliura de relleno-de la resina: 160 mm) a une velo-
vided VB = 1 ("VE'= es la abreviatura de "velocidad e spem
cial"). Ia solucidn pasada se recoge en fracciones @s 100 ml
E1 céntenido de sustancia FR-1923 en la solucidn pasads se

determine por bloensayo ntilizando Pseudomoras geruziliosa.

la cepacidad de adsorcifn de sustancia FR-1923 por la resi-
na Diaion HP 20 se calecula en el momento en que la concemtbras
cibn de sustancis FR~1923 en la solucidn pasada es izual a2
la concentracibn de la solucidn de partida (1310 »/ml), dan
do un valor de 10,4 g /1. '

(II). Purificacidn de la sustenciz FR-1923 por el

Se suspenden 9,5 g de pristalés crudos de sustancia
FR-1923 (contenido en sustancia FR-1923: 7,9 g) en 2,5 litrod
de sgua. le suspensidén se sjuste a pH 7,5 con una solucidn
gouose do kidrdxido sdlco 6 pere disolveria. Después la

solucidp se ajusia & pl 6,0 con dcido clorhidrico 68 v & la

volumen de 3 litroes. Ie solucidén ge pasa por una columng re-

L3

1lene con 1 litre de Dieicn HP 20 (didmetro interno de le
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. columne: 77 mn, elfure de relleno de la resinar 230 )

. una velocidad VE = 1., la sustancia FR-1923 edsorbida ge ol

‘ye con msitanol acuosc al 30 % y después la columna se lava

con agua. Se recoge la fraccién activa (1950 ml) y ge concen
tra a presibén reducida. Bl concentrado se ajusta a p 2,¢
con agitacibn y se deja en reposo durente la noche en el
frigorifico pars former cristales. BEstos dltimos s recogen
por filtracidn y se-secan. Los resuliados se encuentran en
la giguiente tabla(

(III) Purificscidn de la susiaucis PR-1923 vor el

método B: -

En 2 litros de agua se suspenden 200 g de epristsles
crudos de susbancia FR-1923 (contenido de sustancia FR-1523:
168 g) que son los mlamos cristales crudos uiilizados en el
ensayo (II). Ta suspensidn se ajusta a pH‘;,z para disolver—
la. Ja solucidn se hace pasar por una coluwana rellena con
1 1litro de Dimion HP 20 sctura do de sustencia PR-1923 (did-
metro interno de la columna: 77 mm, altura de rellenc de la

resing: 230 mm) a una velocidad VE = 1. Se pasan 4 litros de

azua a tra vé* de la columna. Se recogen 45C0 ml de fraccione

0

actives de la solucidén pasada y a la solucidén obienida se

afiade agua para dar 16 litros de solucidn. Ia solucidn se
ajusta a pH 2,5 con agiitecidn y despuds se deja en repos
durante la noche en el frigorifico para former cristeles.
Estes ultimos se recogen por filfracién y se secan. Dlos re-

sultaedos se encuentran en la sipuiente table.
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Wétodo A Método B
Capacidad de la resgina pa- 9,5 g/1 de 187 g/1 de re-
ra el ftratemiento de cris- resine sina
talés crudos de sustancia : :
FR‘_'1923 o B
Recuperacidn de cristales 752 8 160 g
Pureza de los cristsles 92,7 % 98,4 %
Recuperzcifn caleulada de
sustancis FR-1923 84,5 % 93,6 %

Ios resultados anteriores indican que el wvolumen de
sustancia FR—1923‘tratado por ¢l métedo B es alrededor de
20 veces el volumen tratado por el nétédo A; aungue la pure-
za ¥y la recuﬁéracién de sugtancia FR-1923 son casi igueles
en ambos rétodos, respéctivamen%e.

Ios siguientes ejemplog se dan con fines ilustrati-
vos de este invencidn.

] EJBMPI0 1‘
! A un caldo de cultivo preparedo cultivande Egg@ﬁﬁgg

uniformi s var. tsuyamenensis Azce 418u0 e 30°C durents 120

horas, en 150 litros de un medioc nutritivo gue conbiens, en

0y, 3

3

=
i

0
~

5 de glicero]f 2 % de harine de- semillg de algoddn,

o]

2 % de levadura secz, 2,18 % de fo fauo dinidrdgeno pOLéS"

co, 1,43 % de dodecshidrato de fosfato ki drégeno disodico,
0,5 % de neptshidrato de cloruro nagnésicd, s afiade un 6 G
dé Radiolite (marca registrada, auxﬁl r de filiracidn ven-

dido por Showa Xegaku Kbgyo Cou sy LL ) y aespués se filtra

[ -3

& mezcle. Se hacen pesar 3 litros del filtrado obtenido
(conté;ido én sustvancia FH~1923: 3030 mg) & sravés 48 unz
columns rellene con una resina macroporosa no idnica de gl
relbn, Dizion HP 20 (didmetro interno de le columna: 8 om,
altura de relleno de la resipa: 26 cn) a uvna velocided

VE = 1. Ia cclumne se lave con sgue y después la suste.cia
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FR-1923 se eluye con una’ solucidn acuosa de metanci al 20
Loé 3 litros de eluato obtenidos se concentran a presién ro-
ducide y después se ejustan a pH 2,5. I solucién se deja en
reposo en el frigorifico pars dar 2490 mg de cristales inco-
loros de sustancie FR-1923.
EJEXPIL.O 2

Un caldo de cultivo que s prepara pricticamente de
la misra forma descrita en el Ejerplo 1 se zjusta a pH 4,0
con deoido sulfurico dilufdo y después se fildrs el caldo de
culbivo. Al filtrado obtenido se afiade un 6 % de Radiolite
después de lo cual se filtra la mezcla. Se hacen pagar 900
ml del £iltrade obtenido.(éontenido en sustancia FR-1923:
774 ng) a través de une columne rellena con una reging mecro
porosa 1o ibnica de adsorcidng Amberlite XAD-4 (didmetro in-
terno de la coclumnas 3,6 om, altura de relleno de la resina:
30 em) & una velocidad VB = 1. Después la columna se lava
con ague y la sustancis FR-1923 se eiluye con acetona acuoua
el 20 % ILos 600 ml de.eluato obtenidos se concentren a pre-
sidn reducida, se ajustan a pH 2,0 con dcido clorhidrice
diluido y después se dejaﬁ en reposo én un frigorificc para
dar 365 nmg de crigtales iﬁooloros de sustancie FR-1923.

_EJEI'vIE;LO 3

Se pasan 300 ml de un £iltrado de cultivo (pH 4,0),
obtenido prdcticamente de la misma Fforma que en el Ejemplo 1
a traﬁés de unz columna de una resina macropofosa no idnica
de adgorcidn, Diéion EP 20 (didmetro interno de la columﬁa:
3C mm, z2ltura de relleno de la resinat 160 ) & una veloéi~_
¢ad VE = 1. Ia columna se lava con agua y después la susten
cia FR-1923 se eluye con unaz solucidn acucsa de hidrlxido

£oan " - g ! \ . . :
sédico (pE 12,0)» Lo 600 wl de fraccidn activa obtenidos se
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-concentrado se gjusta a pH 2,5 con dcido clorhidrico 6N

"en el frigorifico para dar 10,0 g de cristales incoloros

recogen y concentran hasta 15 ml bajo presidn reducida. El

misntres se agita, después de lo cuzl la solucidn se igja
en reposo durante 24 horas en el frigorifico para dar 360 mg
de cristales incoloros de sustencia FR-1923.
i Se suspenden 20 g de‘polvo crudo de sustanéia PP-1923 -
(contenido de sustencia FR-1923: 10,2 g) en 6,2 litros de
agua. Ie suspensidn s¢ ejuste a pd 8,1 con una soluciin
acuosa de hidrdxido sddico 6Y y después se afiaden 50 g de
cloruro sédipo & la solucidn. Ia solucidn se pasa a bravds
de une columa de una resine machporosa no iénica de adszor
cién, Diaion HP 20 (didmetro interno de 1= columnas 8? wm,
gltura de relleno de la resinz: 520 mn) & una velocidad
VE = 1. Ia columna se lava con agus y después la sustancia
PR-1923 se eluye con solucidn acuosa de wetanol al 30 %. -
Se rescogen las fracciones activas obtenidas (4,48 litros)
v después se concentran hasté un volumen de 400 ml Tajo pred
sidn reducida. El concentrado se ajusta a pH 2,5 con dcido

1.

clorhidrico 6N y después se deja en reposo durants la noche

de sustancie FR~1923.
EJEMPTO 5

Se suéﬁenden 18 g de polvo crudo .de susténcié FR---
1923 (contenido de susiancie PR-1923: 10,2 g) en 360 ml de
agua y después la.suspensién se ajnsta a pH 7,0 von solucidn
aciosa de hidréxido sédico & para disolveria. Ia solucidn
se pasa por une colusna rellena con une resina macroporosa
no iénica de adsorcibn, Amberlite XAD-8 (diduetro interno

de la coluzne: 30 mm, eltura de relleno de la resina: 160
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m) saturada de sustaneia FR-1923, a una velocidad VE =

“
1

-9
despuds de lo cual se pasen por lg columne 400 ml de agua,
Je recogen T00 ml de fracciones actives procedentes de lg
solueidn paseda y despuds la solucidn se concentra a DY G
sidn reducide hasta un volumen de 200 ml. EL concentrzdo
obtenido se ajusta a pH 2,5 con deido clorhidrico 6, con
agitecién y despuds se deja en reposo en un frigorifico
durante 24 horas para dar 10,13 g de crisiales Incolcros

de sustancia FR-1923.

- EJZIPLO 6
Se suspenden 18 g de polvo crudo de susitancia FR-{92
(contenido de sustancla FR~1923: 10,2 g) en 360 mi de agas
y se gjuste a pH 7,0 con solucion acucse de aldro ridc 503di~
co 6H para disolverlez. Ia solucibn se pase por una columng
rellena con una regine mecroporosa no idnice de adsoveidn,

Amberlite FAD-4 (didmetro interno de la columna: 30 mmg
SEYC

eltura de relleno de lz resina: 160 mm) saturade de

aau
=

tancia FA-1923,a une velocidad VE = 1, después de lo cual
se pasan 540 ml de agua.a través de le' columna. Se recogen
900 ml de fracciones activas a partir de la solucidn pzsa-

da .y después la solucidn se concenira a presidn rsducida

hasta un volumen de 350 ml. Bl concentrado obteride se ajus
ta a pH 2,5 éon decido clorhidrico GJ, con agitacidn y des-
pués se deja en reposo ‘en un frigorifico durante 24 horas
para der 9,41 g de cristales inco“oros de susgtancia Pa-1522
EJERLO 7
Se suspenden 19 g de polvo crudo de sustancia Fi-
19?3 (conténido de sustancia FR-1923: 10,7 g) en 380 ml de
agua y Gespués 1z 'suspensidn se asjusie a pH ”,O €0 solu-
cidn ecuosa de hidrdxido sddico 6 pare disolverla. Iz so-

L A s V7 e S trhn 5 o st 4 b e e

e m—e s

.‘)
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de lo cual se pesan por la columna 400 ml de agua. Se rco~

e columna rellena con ung resina maCrovoross no idnics del

-16 .

lucidn se pasa por una columna rellena ds resina maoroporo—.
se no idénica de adsorcibn, Amberlite XAIL% (didmetro inter-—
no ae le columna: 30 mm, altura de rélleno de la reginas
160 mm) saturada de sustancia FR-1923, 2 una velocldad
VE = 1, después de lo cual se hacen pasar por la columna
400 nl de agua. Se recogen 700 ml de fracciones activas a
partir de lg solucidn pasadé v Aespués la soluéién obtenidar
se ajuste a pH 2,5 -con decido clorhidrice 68, con agitacidn
y se deja en repoéo en un frigofifico para dar 10,28 g de
cristales incoloros de sustancia FR-1923.
T EJEMPI0 8

Se suspenden 19,;5 g de polvo crudo de sustancia
PR-1923 (contenido de sustancia IFFR-1923: 1;,16 g) en 395 11
de sgua y la suspensién se ajusta a pH ;,5 con solucidn aoug
se de hidréxido sédico SN pera disolverla. Ia solucién se
pesa por una columna rellsna con una regina mecroporesa ho
idnica de aésoréién Diaion HP 2¢ (didmetro interro de la
columng: 30 mm, altura de relleno de la resina: 160 mm) sa-

turads de sustancia FR-1923, a una velccidad VE = 1, despuds

gen- 600 ml de fracciones sctivas a partir de.la solucidn pe-
sada y después la solucidn obtenida se ajusta a pH 2,5 con
dcido clorhidrico 6W, con egitacibén y se deja en reposo en
un frigorifico para dar116,8 g de cristales incoloros de
s#stancia PR-1923.
BIEEPTO 9
Se pasan 15 litros de un filtrado de cultivo (pE 4,0

(contenido de sustancis FR-1923: 14,25 g)g obtenido préctiqg

i~
L]

mente de la miswa forma que en el Ejemplo 1, & traveés de
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adsoreiln, Diaion HP 20 (didmetro interno de la colamna:
110 um, altura de relleno de la resina: 550 um) a una velo-
cidad VE = 1. Ia columnz se lava con 5 litros de agua y des
pués.la sustancja FR-1923 se eluye con una solucidn souosa
de metenol 8l 30 %. Se recogen 7940 ml de fracciones acti-
ves y despuds se ajusta a pH 3,3 con deido clorhidrico 6.
Ia solucidn se pasa por una columna de aldmina (dcida, Gidw
metro intersno de la columna: 46 mm, altura de relleno de
la alimina: 300 mmj}e. Ia columnha se lava con 500 ml Qe sgua
y después la sustencia FR-1923 s=e evuye con una solucidn
acuosa de bifosfato potdsico 0,3M. Be recogen 800 ml de
fracclones activas & después se conceantran a presiém redu-
cida hagta un volumen de 800 ml. El concentrado se sjusta
a pH 2,2 con dcido clorhidrico 6§ mientras se agita y des-
pués Ja solucién se deja en repozo durante la noche en w
frigorifico para dar 11,94 g de cristales incolords de sns-
ancia FR-1923.
BIEPLO 10
Se pasen 30 litros de un'filtrado ge cultivo (pH_4,0

(contenido de sustancia FQu1923 32,4 g), cbtenido précticad

4]
<
L6
W
)]
(0]

mente por el wismo método que en el Ejemplo 1, a tr
una columna rellena con une resina macroporosz no idnica de
adsorcibn, Diaion HP 20 (diéme%ro interno de la columna

140 =m, elture de relleno de la resginas 600 mm), 2 una ve-
locidad VE = 1. Ie columna ge lava con 10 litros de agua y
después la sustancie FR-1923 se eluye con una solucidn acuo
sa Ge hidrdxido sddico 0«O1u« Je recogen 30,1 litros de ‘
fraceiones activas y aespues Se ajustan a pH 3,3 con £cido
clorifdrico &He Ia solucidn s pasa por una columin de ali-

wine (deide, didmetro interno de 1o columma: 77 am, allu
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ra de relleno de la alGmina: 440 mm). La columna se lava
con 2 litros de agua y después la sustancia FR-1923 se elu-
ye con una solucidn acuosa de bifosfato potésico 0,3M. Se
recogen 12,3 litros de fracciones activas y después se con-
centran a presidén rTeducida hasta un volumen de 1600 mm. El
concentrado se ajusta a pH 2,2 con acido clorhidrico 6N,
con agitacién y después la solucidén se deja en reposo duran|
te la noche en un frigorifico para dar 25,95 g de cristales
incoloros de sustancia FR-1923,

En resumen, la patente de invencidn que se solici
ta debera recaer sobre las siguientes:

RELVINDICACIORES

1. Un procedimiento para la purificacidén de un
antibidtico que consiste en poner en contacto una solucidn
acuosa que contiene sustancia FR-1923, junto con impurezas,
con una resina macroporosa no idnica de adsorcidn para ad-
sorber la sustancia FR-1923 y eluir de la resina la sustan-
cia FR—1925 adsorbida con un sistema diéolvente hidréfilico
0 con una solucién acuosa alecalina, o péner en contacto una
solucidén acuosa que contiene sustancia FR-1923, junto con
impurezas, con una resina macroporosa no ibnica de adsor-
cibén, saturasda previamente, de sustanbia FR-1923, para ad-
sorber las impurezas y recuperar la sustancia FR-1923 a par
tir de la solucidn pasada. '

o -'u2. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
que consiste en poner en contacto una solucidn acuosa que
contiene sustancia FR-1923, junto con impurezas, con una re
sina macroporosa no idnica de adsorcidn para adsorber la
sustancia FR-1923 y eluir de la resina la sustancia FR-1923

adsorbida con un sistema disolvente hidrofilico o con una




N N

10

18

20

25

30

- 19 -

solucidn acuosa alcalina.

3. Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
que consiste en poner en contacto una solucidn acuosa que
contiene sustancia FR-1923, junto con impurezas, con una
resina macroporosa no idnica de adsorcién, saturada previa-
mente de sustancia FR-1923, para adsorber las impurezas y
recuperar la sustancia FR-1923% a partir de la solucidn pasg
da. .

4, Un procedimiento segin las reivindicaciones 2
o 3, donde la solucidn acuosa que contiene la sustancia
FR-1923 es un filtrado delicaldo de cultivo que contiene
la sustsncia FR-1923.

5. Un procedimiento segin las reivindicaciones 2
o 3, donde la solucidn acuosa que contiene la sustancia
FR-1923 se utiliza en una solucidn de cultivo pre-extraida
conteniendo la sustancia FR-1923.

6. Un procedimiento segin las reivindicaciones 2
o 3, donde la soluciédn acuosa que contiene la sustancia
FR-1923 es una solucién acuosa de material sbélido crudo
conteniendo sustancia FR-1923,

7. Un procedimiento segin la reivindicacidn 3,
donde la solucién acuosa que contiene la sustancia FR-1923%
es una solucidn acuosa que contiene sustancia FR-1923 junto
con materias colorantes.

8. Un procedimiento segin la reivindicacién 3,
donde la solucién acuosa que contiene la sustancia FR-1923
es uné solucidn acuosa que contiene sustancia FR-1923 junto)
con un isbémero de la sustancia FR-1923,

9. Un procedimiento segﬁn'las reivindicaciones 2

o %, donde la resina de adsorcidén es una resina macroporosa
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“donde la dialquil(inferior)cetona es acetona.

- 20~

reticulada de estructura basica aromatica.

10. Un procedimiento segin la reivindicacién 9,
donde la resgsina reticulada macroporosa de estructura bésicJ
aromdtica es un polimero macroporoso de estireno reticuladg
con divinilbenceno.

11. Un procedimiento segin la reivindicacién 2,
donde el sistema disolvente hidrofilico es una dialquil(ind
ferior) cetona, un alcanol inferior, una mezcla de dicha
dialquil~cetona y dicho alcanol inferior o una solucidn
acuosa de dicha dialquil(inferior)cetona, de dicho alcanol
inferior o de una mezcla de ambos,

12, Un procedimiento segin la reivindicacidn 2,
donde la elucidn se lleva a cabo con una solucidn alcalina
a un pH de 8 a 13,

13. Un procedimiento segin la reivindicacién 11,
donde el sistema disolvente hidrofilico es una mezcla de
agua y un alcanol inferior.

14, Un procedimiento segin la reivindicacidn 11,
donde el sistema disolvente hidrofilico es una mezcla de
agua y una dialquil(inferior)cetona.

15. Un procedimiento segin la reivindicacidn 13,
donde el alcanol inferior es metanol.

16, Un procedimiento ségﬁn la reivindicacidn 13,
donde el aléahol inferior es etanol.

17. Un procedimiento segin la reivindicacién 13,
donde e;?élcahol inferior es propanol.

18. Un procedimiento seglin la reivindicacién 14,

19, Se reivindica por dltimo como objeto sobre el

que ha de recaer la patente de invencidn que se solicita:
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UN PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION DE UN ANTIBIOTICO.
Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de veintiuna pagi-
nas mecanografiadas.
Madrid 26 marzo 1975

BERNARDO UNGRTA
P P% ”}%

v/
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