AISTERIO DE INDUSTRIA o
ELISTRO DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL ES & 445.054 A

FECHA DK PRESENTAGION

10.2.76

PATENTE DE INVENCION

ESPANA
@ PRIORIDARES:
@NUM:HO @ FECHA @ PALS
548,466 10.2.75 Bstados Unidos
@F!CKA DE PUBLICIOAD QMSIFIGAGION INTERNACIONAL. DA‘":NTE DE LA QUE ES DIVISIONARIA
CA2D

‘@ TITULO DK LA INVENCION

‘  UN PROCEDIMIENTO PARA LA SEPARACION DE G'
ZAS DEL CALDO DE FERMENTACION, y

¢ DE LAS IMPURE

- - v _
e ’ ‘ "'” ot
{
@) soucivantem ety ; o Yo . .
MERCK \& §0.,, mc. e ;ﬂ‘g
Y % it - < A5y 4
‘Q"‘m‘:/, (0 WA BT
DOMICILIO DEL l%\'l

126 East Llncln Avenue RAHWAY P.O. 'Box 2000 New Jersey, Estados
Unidos.

v

@ INVENTOR (ES)

Seemon Pines, estadoumdense .

-
@ TITULAN (ES)

@ NEPRESENTANTE

D. BERNARDO UNGRIA GOIBURU

UNE A-4  MOD. 3106 UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA DE LA MEMORIA



10

16

20

25 .

30

RESUMEN DE TA INVENCION

la cefamicina C se concentra y purifica sometiendo

wn caldo de fermentacidn que contiene cefamicina € a la si=-
guiente secuencia de operaciones: filtracidn a pH dcido, adso
cidn del filtrado en carbén activo, separacidn del antibidti-
co adsorbido por contacto del carbdn con una mezcla de agua
y un disolvente orgdnico polar, contacto del eluato con una
resina cambiadora de anidn y elucidn de la resina con una so
lucidn salina a un pH de 5,5 a 10 aproximadamente.

ANTECEDENTES DE IA INVENCION

Esta invencidn se refiere a la concentracidn y purifi
cacidn de cefamicina C. Mds especialmente, se refiere a la
concentracidn y purificacidn de cefamicina C a partir de un
caldo de fermentacidén que la contiene.

Ia cefamicina C es un antibidtico de cefalosporina
con la siguiente formula -estructural:

]
HOOC-?H—CH2~CH2—CH2—C-N———
NH2

O H ocH
J 3

0
- I
0/ ~F CHz-o—c—NHz

COOH

Ia preparacidn de este antibidtico por un proceso de fermen-
tacidén ha sido descrita por Stapley y colaboradores, Antimi-
crobial Agents and Chemotherapy, Septiembre 1972, pdgs. 122-
131. En este procedimiento, es necesario separar el producto
deseado de grandes volimenes de un liquido que contiene gran
des cantidades de materias indeseables., Esta separacidn es
laboriosa y cara.

Por consiguiente, un objeto de esta invencidn es pro-

porcionar wn método mejorado para la obtencidn de cefamicina

[ 53
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C a partir de un caldo de fermentacidn. Otro objeto es pro-
porcionar un método de concentracidn y purificacidn de ce-

famicina C a partir del caldo de fermentacidn en el que se

ha preparado. Otro objeto es proporcionar un procedimiento

sencillo y econdmico de concentracidn y purificacidn de la

cefamicina C a partir de un caldo de femmentacidn. Estos y

otros objetos de esta invencidn resultardn evidentes en la

descripcidn que sigue.

COMPENDIOQ DE IA INVENCION

Ia cefamicina C se concentra y purifica sometiendo
un caldo de fermentacidn que contiene cefamicina G a la
giguiente secuencia de operaciones: filtracidn a pH écido;
adsorcidn del filtrado sobre carbén activo, separacidn del
antibidtico adsorbido por contacto del carbén con una mezcla
de agua y un disolvente orgdnico polar, contacto del elua-
to con una resina cambiadora de anidn y elucidn de la resi=-
na con una solucidn salina a un pH comprendido entre 5,5 y
10 aproximadamente.

DESCRIPCION DETALLADA

Ia cefamicina C se prepara por el proceso de fermen
tacidn deserito por Stapley y colaboradores, supra. Al fi-
nal de la fermentacidn, la cefamicina C se encuentra en un
gran volumen de liquido que contiene grandes cantidades de
materias orgdnicas e inorgdnicas indeseables. De acuerdo con
esta invencidn, la cefamicina C presente en este caldo de
Termentacidn se concentra y purifica mediante una secuencia
de operaciones que implican uma acidulacién, filtracidn,
adsorcidn sobre carbén, lavando opclonalmente el adsorbato
en carbdn con agua y después eluyendo con una mezcla de

agua y un disolvente orgdnico polar, contacto del eluato con




10

156

20

28

30

una resina cambiadora de anién y elucidn de la resina a wn
pH de 5,5 a 10 aproximadamente. Ias operaciones de este pro-
cedimiento serdn descritas ahora con detalle.

A. E1 caldo de fermentacidn se acidula g un pH de
2,5 a 4,5 aproximadamente, de preferencia a un pH alrededor
de 3,5, por adicidén de dcido, preferiblemente un 4eido mine-
ral por razones de economia y todavia mejor dcido sulfirico.
El caldo acidulado se filtra a continuacidn, preferiblemente
después de afladir un auxiliar de filtracidn como, por ejem-
plo, tierrg de diatomeas.

B. El filtrado se pone en contacto con carbdn activo
gue, opcional pero preferiblemente, ha sidc previamente tra-
tado con un decido mineral y deSpdés lavado con agua de mane-
ra que se ha eliminado sustancialmente la glcalinidad de las
cenizas, preferiblemente adsorbiéndolo en una columna de car-
bdn donde el carbdn tiene una gran porosidad y un tamafio de
poro relativamente grande as{ como una buena resistencia fi-
sica de manera que las particulas de carbdén en el fondo de 1ls
columa no son trituradas por el peso de las particulas de
carbdn de la parte superior de la columna., Preferiblemente
el tamafio de las particulas de carbdn es tal que atraviesan
un tamiz de 12 mallas de las normas Tyler y es retenido en
un tamiz de 40 mallas Tyler. Un carbdn adecuado es el carbdn
Pittsburgh CAL., Ia adsorcidn tiene lugar durante un tiempo
de pseudocontacto de unos 15 minutos a 90 minutos {tiempo
de permanencia del filtrado en la columna).

C. El carbén activo que contiene el antibidtico ad-
sorbido es después opcional pero preferiblemente lavado con
una cantidad de agua suficiente para desplazar las materias

indeseables pero que al mismo tiempo no ejerza prdcticamente
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ningin efectc sobre la cefamicina C gdsorbida.

D. A continuacidn, el carbén que contiene la cefami-
cina C adsorbida se pone en contacto con una mezcla de agua
y un disolvente orgdnico polar en cantidad suficiente para
desorber la cefamicina C. El disolvente orgdnico polar pue-
de ser, por ejemplo, una cetona, un alcohol o un éster. Ias
mezclas preferidas son una mez¢la 1:1 (en volumen) de acetond
¥ agua, agus saturada con butanol o ung mezcla saturada de
acetato de etilo en agua.

E. la mezcla de agua y el disolvente orgdnico polar,
conteniendo la cefamicina C desorbida, se trata después con
ung resine cambiadora de anidn que retiene la cefamicina C
en la columna y permite gue paseila mezcla de agua—~disolven-
te e impurezas. En general, aunque funciona bien cualguier
resina cambiadora de anidn, no todas las resinas cambiadoras
de anidén son igualmente eficaces. Se prefieren las resinas
cambiadoras de anidn débilmente bdsicas. Son ejemplos de re-
sinas adecuadas las resinas IRA 45, IRA 47, IRA 68 e IRA 93,
manufacturadas por Rohm and Hags Company.

F, Después la resina cambiadora de anidn se eluye con

una sal con un pH de 5,5 a 10 aproximadamente, preferiblemen-|

te un pH superior a 7. las sales adecuadas son Na3P04, Na,HPO
NaCl o NaHCO3. Ia cefamicina C en el eluyente estd enriqueci-
da de unas 20 a unas 70 veces con respecto a las impurezas
que la acoﬁpaﬁan en el caldo inicial. Alrededor del 45 al 65
de la materia orgdnica en el eluyente es cefamicina C.

Ios siguientes ejemplos ilustran esta invencidn sin
limitar la misma a ellos.

EJENPIO 1

A 568 litros de un caldo de fermentacidn que contiene
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cefamicina C, preparado en la forma descrita en la patente
estadounidense 3.770.590, se agrega una cantidad de dcido

sulfurico 3N suficiente para ajustar el pH a 3,5 seguida de|
1,54 kg de tierra de diatomeas (Hyflo -Super-Cel). El caldo
acidulado se filtra despuds por un filtro de tambor y el fif
trado se introduce en una columna de carbdén activo (Pitts-—
burgh CAL) con un volumen del lecho de 44,3 litros de carbdy
y se pasa a-través del lecho de carbdn a una velocidad tal
que el tiempo de permanencia en la columna es alrededor de

30 minutos.

Después el carbdén que contiene la cefamicina C ad-
sorbida se lava con alrededor de 2 volumenes del lecho de
agua para desplazar de la columna las materias indeseables

que permanecieron con el filtrado residual.

A continuacidn la columna de carbdn se pone en con-
tacto con 4,5 volumenes de lecho de una mezcla 1:1 en volu~
men de acetona y agua. El primer medio volumen de lecho de
efluente se desprecia y el efluente restante que contiene
la cefamicina C desorbida se pasa a través de una columna
que contiene 44,3 litros de resina cambiadora de anidn IRA &.

Después la resina se eluye con una solucidn 0,5M
de Na3PO4. Se desprecian los primeros 15 litros de eluyente
y los 225 litros sucesivos se recogen para su posterior
transformacidén. Alrededor del 52 % de la materia orgdnica
en esta parte del eluyente estd constituido por cefamicina (
mientras que endcaldo de fermentacidn de partida solamente
alrededor del 3 % de las materias orgdnicas era cefamicina C}
Ia cantidad de cefacimina C medida en el eluyente es el 62 i

de la cantidad presente en el caldo original.
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EJEMPLO 2
Se repite el procedimiento del BEjemplo 1 a excep-
cién de que en este caso el carbdn activo ha sido sometido a
un tratamiento previo con &cido.
El tratamiento previo con Adcido del carbdén consiy
te en pasar un volumen del lecho de &cido sulfdrico 1N a tra
vés de la columné a2 una temperatura superior a 502C. Tespués
la columna se lava en corriente ascendente con agua a una
%emperatura superior a 509C y después se lava con agua sin
calentar hasta que el pH del efluente es superior a 4,0, Al-
ededor del 58% de la materia orginica en esa parte del elu-.
Fente de la resina cambiadora de anidn que se recoge esti -
constituida por cefamicina C mientras gue en el caldo de fer
mentacidén de partida solamente alrededor del %% de la materia
brgdnica era cefamicina C. La cantidad de cefamicina C medidal
en el eluyente es el 71% de la cantidad presente en el caldo
priginal.
En resumen la patente de invencidn que se solicita

deberéd recaer sobre las siguientes:

RETVINDICACIONLES

1. Un proqedimiento para la separacidn de cefamicL
na C de las impurezas del caldo de fermentacidén gque consiste
en filtrar un caldo de fermentacidén que contiene cefamicina C
o un pH de 2,5 a 4,5 aproximadamentie, adsorber el filtrado so
bre carbbén activo gque opcionalmente puede haber sido tratado
con un dcido previamente opcionalmente lavar con agua ¢l car-
bén, separar la cefamicina C adsorbida del carbén por contac-
Lo de este Ultimo con una mezcla de agua y un disolvente orgéd

Lico polar, poner en contacto el filtrado'desorbido con una rg

5ina cambiadora de anidn y eluir la resina con una solucidn -
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'salina a un pH de 5,5 a 10 aproximadamente.

2., Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, don-
de el caldo de fermentacidn se filtra a un pH de 3,5 apro-
Ximgdamente.

3. Un procedimiento segin la Relvindicacidn 1, don-
de el carbén activo tiene un tamafio de particula inferior a
unas 12 mallas ¥ superior a wnas 40 mallas segin las normas
Tyler.

4. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, don-
de el disolvente orgdnico polar es acetona.

5. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, dond
de la resina cawbiadora de anidn es una resina cambicdora
de anidén débilmente bdsica. '

6. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, don-
de la resina es eluida con Na3P04.

7. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, don
de la resina es eluilda a un pH superior a 7.

8. Un procedimiento segin la Reivindicacidén 1, don-
de la cefamicina C adsorbida en el carbdn activo se lava cor
agua antes de poner en contacto el carbdén con una mezcla de
agua ¥y uﬁfdisolvente orginico polar.

9. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1, don-
de el carbén activo ha sido previamente tratado con deido
hasta que se ha eliminado esencialmente la alcalinidad de
‘1as cenizas,

10. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 1 que
consiste en filtrar wn caldo de fermentacidn que contiene
cefamicina C a un pH de 3,5 aproximadamente, adsorber el
filtrado sobre un carbdn activo previamente tratado con deis

do, de un tamafio de particula inferior a unas 12 mallas y

superior a unas 40 mallas (normas Tyler), lavar el carbbn
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con agua, separar la cefamicina C del carbén por contacto de
este Ultimo con una mezcla aproximadamentc 1:1 en volumen de
acetona y agua, poner en conbtacto el filtrado desorbido con
una resina cambiadora de anibn débilmente basica y eluir 1la
resina ‘con NaBPO4 a un pH superior a 7.

7. Se reivindica por Ultiwo como objeto subre el
gue ha de recaer la patente de invencibn gue se solicita: UN
PROCEDIMIENTO PARA LA SEPARACION DI CEFAMICINA C DE JAS IMPU|
REZAS DEL CALDO DE FERMENTACION.

Todo conforme gqueda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de nueve paginas me

canografiadas. '

adrid, 10 de febrero ge 1976

BERNARDO UNGRIA
‘pop- ’
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