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caldo de fermentacibn que contiene cefamicina C a la siguie%

" concentracibn y purificacidén de cefamicina C a partir de un

" de fermentaci6n ha sido descrita por Stapley ﬁ colaboradores

‘gfandes cantidades de materiales indeseables. Esta separa—

-2 - REF: 16039

RESUMEN DE LA INVENCION

La cefamicina C se concentra y purifica sometiendo un

te secuencia de -etapas: filtracidn a pH 4cido, paso a-través
de una resina cambiadora de ién catibnica de dcido metilen—
sulfénico, lavado con una corriente acuosa con una baja con-
centracidn de éefamicina ¢ y elucidn empleaﬁdo la corriente
acuosa anferior de la etapa previa, recirculada y mantenida
a pH elevado, '

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Este invencidén se refiere a la concentracibn y purifi-

cacibn de cefamicina C. M&s especialmente, se refiere a la

s

caldo de fermentacién que la contiene.
_ | -
La cefamicina ¢ es un antibidtico de cefalosporina de

| .
la siguiente férmula estructurals
!

e

2 ?ocﬁ3”’ .
HOOC~("§H-‘CH2~CI-I2-T-CH2..Q_N____‘/ » ﬁ ~
" B
M o /N CHy-0-C-NHy

0
’ COOH

Ta preparacidn de este antibidtico medignte un proceso

A

\

Antimicrobial Agents and Chemotherapy, Septiembre 1972, pigs

122-131. En este procedimiento, es necesario separar el pro-|

ducto deseado de grandes volfmenes de l1fquido que contienen

cibén es laboriosa y cara.

|-
Existen diversos pro¢edimientos para la preparacién de
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" ca la adsorciln de cefamicina § en carbdn activo, seguida de

rificacibn secuencial en columnas de resina da lugar & una

* adicional. ' _ '

cefamicina ¢ purificada. La patente estadounidense 3.733.320
se refiere & un procedimiento en miltiples etapas que impli
ca por lo menos dos columnas de resina, una catibnica y la

segﬁnda anidnica., La patente pstadounidense 3.983,108 impli-

elucidén con un disolvente. Estos dos procedimientos producen
rendimientos menores que el procedimiento de esta invencidn,
debido en parte a la descomposicidn del producto. Un incon—
veniente del procedimiento con carbdn es el gran consumo de

disolvente relativamente caro mientras que el proceso de pu-
corriente dilufda que requiere un tiempo Ge concentracidn

Por consiguiente, ﬁnrobjeto de esta invencidn es pro-
porcionar un método hej?rado paré la obtencién de cefamicing)
0 a partir de un caldo ae fermentacibn. Otro objeto es pro-
poreionar un método de concentraciln y purificacién de cefa
micing Crg partir del caldo de fermentacién en el que ha gi-
do preparada. Otro objeto es‘proporcionar un procedimiento
sencillo y econémico para concentrar y purificar la cefami-

cina C a partir de wn caldo de fermentacién. Estos & otros

1

objetos de esta invéncidn,resultarén evidentes en la siguien
t¢ descripeidn., , ' o

GOMPENDIO DE TA TNVENCION @ -

La cefamicina C se concentra y purifica sometiendo un

[

caldo de fermentacién que contiene cefamicina C a la siguien

te secuencia de etapas: filtracibén a pH 4cido, paso a través

de una resina cambiadora de catidén del tipo de dcido metilen
sulfénico, lavado con una corriente acuosa que contiene una

. I
pequefia cantidad de cefamicina €, desplazamiento parcial em-~
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 pleando una solucidén al 10 % de NaCl y despuds elucidn em-

sente en este caldo de fermentaclén se concentra y purlflca

| lér? filtrar, pasar por una columnd cambiadora de ibn, lavar

. dcido mineral por razonps de economfa y todavia mejor HéSO

pleando esta corrien e re01rcu1ante, a pH ajustado, proceden
te de las dos etapas anteriores.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENGION

ILa cefamicina C se prepara de acuerdo con el procedi-
miento de fermentacién descrito ﬁoi‘Stapley ¥y colaboradores,
supra. Al terminar la fermentacidn, la cefamicina ¢ se en-
cuentra en un gran volﬁmen de 1fguido que contiene cantida~
des importanfes.de sustancias orginicas e inorginicas inde-
seables. De acuerdo con esta 1nven016n, 1la cefamlclna C pre-

-
mediante una secuencia de operaciones consistentes en acidu-]
\ f -

con un caldo acuoso agotado que contiene una peéquefia canti-
dad de cefamicina ¢ y despuds eluir el caldo acuoso agotado
recirculante é PH elevado. Cada etapa qeré descrita ahora
con detalle, Una condiciéh importanfe mantenida a lo largo
de ‘todas las-etapas‘és una temperatura de las sustancias
reaccionantes coyprendiéa enﬁ&e 0 y«5°C para reducir al mi-
nimo las pérdidas por descomposicidn.

A. El caldo de*feimentaoi&n se acidula a pH 1,5 a 4,5
aproximadgmente, préfer;blemente a pH de 1,8 a 2,5 aproxima~

damente, mediante la adjcién de un 4eido, preferiblemente un

Despufs el caldo acidulado se flltra, preferiblemente des—

pués de agregar un auX111ar de filtracidn como tierra de dia

tomeas por ejemplo, | \

» .Be E1 filfrado sl h?ee descender por una resina cambia
dora de catibn, prefer blemente una resina cambiadora de ca-

tién de 4cido metllensulfdnlco, con un tamafio de partfcule
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comprendido aproximadamente entre 30 y 60 mallas de las nor-
mas estadounidgnsés de tamices. Una resina adecuada es la
Duolite C-3, marca registrada de la Diamond Shamrock.Corporg
tion. EL filtrado se pasa a un caudal de unos 0,6 a 2 voli-
menes de lecho por hora, de manera que el tiempo de pseudo-
contacto estd comprendido entre uncs 20 y 100 minutos (tiem-
po de permanencia del filtrado en la columna). .

C. bespués la colﬁmna se lava con agua 0 con uns Co=-
rriente acuosa que contiene una pequefla cantidad de cefami~
cina C, obtenida de una fraccidn de colas de una operacién
previa, que‘generalmente contiene entre 5 y 6 % de la cefa-

micira C de la carga original. Se utiliza un volumen sufi-

" ciente. de agua de lavado para'desplazar una vez el volumen

de la columna,

D. Después la columna se désplaza por lo menos parciall
mente eluyendo con hasta un volumen de lecho de una solucidn
acuosa de cloruro sédico al 5-15 % y preferiblemente alrede-

4

dor del 10 % ,

E. Las corrientes de las etapas C y D se combinan des-
pués y se hacen circular de nuevo a través de la columna, Se
agrega una cantidad suficiente de una base adecuada, como
hidréxido sédico, para elevar el pH a 7-8 aproximadamente.

Eéta corriente se hace pasar después a través de la columna

para eluir la cefamicing C. Se alcanza el punto final cuando

el pH de la corriente de salida estd comprendido. entre 5 y

645, preferiblemente 5:9. Generalmente esto supone una recir
culacién de 3 a 5 horas o 10 a 15 veces.

La‘soiuci6n purifiéada concentrada puede utilizarse
después para preparar la cefamicina C purificada sélida o
tratarse después quimicajgnte para formar derivados antibié«

.

/

_/' |
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' actividad del'filtrado combinado con todas las aguas de la-~
’vado de la torta del filtro es de 0,7 g/lltro. EL pH se ajus

“ta a 1,8-con écldo sulfﬁrlco dlluido. Este materiel se intro

‘dilufdo). Se prosigue el procedimiento hasta que el pH del

efluente es superior a 5,5. Despuds la columna se desplaza

ticamente activos.
Los siguientes ejemplos ilustran esta invencién.
‘ EJEMPLO 1 |

Una columna de 23 galones (87 Litros), de 12 pulgadas
(30 cm) de didmetro, se llena con la resina cambiadora de
ién Duolite G-3 con un tamafio de partfcula comprendido entre
los tamices de 40 y 60 mallas de las normas estadounidenses.
Un caldo de fermentaci&n de cefamicina C se acidula a pH
3,5 por adiéién.de 4cido sulfdrico dilufdo (10 %), requi-
riéndose aproximadamente un 5 % de 1a solucién de 4eido en
volumen, Se agrega tierra de diatomeas como auxiliar de, £il-

tracibn y se filtra el caldo de fermentacién., EL t{tulo de

duce a un caudal de 2- 3 volumenes de lecho por hora hasta
que se han cargado un total:de 6,9 volimenes de lecho. La
resina se lava despﬁés con un volumen de desplazamiento
(aproximadamente 15 galones,156,8 litros) de agua fria, al
mismo caudal. Despuds se introduce en la columna una S01u= .
cidén eluyente constitufda por 2 kg'de cloruro sédico disuel-
tos en 10 galones (37,8 litros) de agua fria. La cefamici-

A . '
nd G se eluye de la resina haciendo recirculan esta solucién

ajusta continuamente a 7,0-8,0 mediante la adicidn de hidré-

xido sédico ailufdo (5 %) a la corriente (se requieren alre-|

dedor de 3-4 galones (11,3-15,1 litros) de hidrdxido sddico

! .
con 50 galones (189 litros) de agua enfriada y se divide en

l

i

. . . |
a través de la columna; el pH de la solucidén recirculante sel
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dos partes, una fragcidn rica y una fraccidn de colas. La
fraceidn rica contiene el 90 % de la cantidad original de
cefanicina C yila fraccidn deAcola es el 1 %, La péfdida de
cefamicina C a través de la resina es del 5 %, La temperatu-
ra de las sustancias reaccionantes se mantiene a 07590 duran)
te boda la operacidn, '

EJEMPLO 2

Se ubiliza el mismo procedimiento de alimentacidn que

"en el Bjemplo 1.a excepcién de que se emplea uns columna e

200 galones (757 litros). El tftulo de actividad de la ali~-
mentacién es de 1,01 g/litro. Se introducen en la columna
: i

4,7Tvolﬁmépes de lecho de aiimentaci6n a un caudal de 3,5 g

"lones/hinuto (13,2 litros/minuto). Una fraccién rica de

400 galones (1514 1litros), obtenida despuds de recircular al
PH gjuétado, contiene 94 % de la cefamicina G. La fraccidn
de colas contiene un 4 % de cefamicina C,

En. resumen, la Patente de Invencidén que se solicita de

4

berd recaer sobre las siguientes:

RAL‘IVINI‘)ICAGIONES

1. Un procedimiehto para la separacién de cefamici-
na C de las impurezas del caldo de fermentacidén que consiste
ens a) filtrar un caldd de fermentacién gque contiene cefami-
cfna C a un pH de 1,8 g 2,5 aproximadamente; b) pasar el fil
trado a través de una esina cambiadora de catién, con un ta

mafio de particula comprendido entre los tamices de 30 a 60

mallas de las normas e'tédounidenses; ¢) lavar la columna
con 1 6§ 2 volimenes de lecho, de agua o de una corriente acuo
sa dilgida que contien %na %equeﬁa cantidad de cefamici~
na C; 4) desplazar hagta un iolumen de lecho con una solu-

cién acuosa de cloruro sédico al 10 %; e) eluir con las co-

H
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rrientes recirculantes combinadas procedenteé de las dos
etapas anteriores, habiendo ajustado el pH'de estas corriend
tes recirculantes a un valor comﬁrendido entre 7 y 8 apro-
ximadamente y £) recupersr la solucidn de cefamicina C con-
centrada purificada, siendo realizado todo el proceso a una
temperatura comprendida entre 0 ¥y 5°C aproximadamente.

2. Un procedimiento seghn la reivindicacibn 1,
donde el pH de la etapa a) es 1,8 aproximadamente.

3. Un procedimiento segin la relv1ndicac_o“ 1,
donde la resina cambiadora de catidn es una resina - dﬂ ;cldo
metilensulfbnico.

H 4, TUn procedimiento segfin la reivindicacién?l,
donde la solucidn de cefamicina C concentrada purificada
presenta un pH del punto final comprendido entre 5 y 6,5.

| _ 5. 8e reivindica por dltimo como objeto wwbre el
que ha de recaer la Patente de Iﬂvencién que se solicita:
UN PROCEDIMIENTO PARA IA SEPARACION DE CEFAMICINA C IE LAS
IMPUREZAS DEL CALDO DE FERMENTACION.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la

presente mempfia descriptiva que consta de ocho pdginas me-

canografisdas.

) Madrid, 3D mayo 1.978
BERNARDPO UNGRIA
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