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P- 72.867 l!ojn núm. 1

1 Esta invención se re f ie re  a un método para la  se­

paración de una mésela da cefalosporinas que comprende a l  

menos dos de lo s  compuestos de cefalosporina sigu ien tes, a 

saber, desacetilcefa losporina  0 (a la  que de aquí en adelan

5 te  se liará re fe ren c ia  abreviadamente cono D-CPC), desaceto- 

x i-cefalosporina  .0 ..(de.aquí-.en adelante, DA-CPC) o eefaloc- 

porina C (de aquí en adelan te, CPC), en cualquiera de e l la s .

Los productos D-CPC, DA-CPC y CPC, que t ie n e n ,la s  

fórmulas e s tru c tu ra le s  presentadas abajo, son todos e llo s

1 ° compuestos intermedios im portantes va liosos para’la  produc­

ción de cefalosporinas sem isin té ticas.

. 15

ILbT+ • ' ' ' .
. )CH - (Clip)-, -  CONIÍ-i----•'

^  - o ^ V W  :
" ■' COOH 

E: -0C0CIL----CPC. . . . . . . . . .  0 - .
: -OH ----D-CPC

: -H ----DA-CPC 5 ’

20 Generalmente se exige un procedimiento complicado 

para a is la r  CPC, D-CPC y DA-CPC separadamente a p a r t i r  del 

caldo de fermentación de un microorganismo que produce y acu 

mala concurrentemente dos o más miembros de CPC, D-CPC y 

DA-CPC ( ta le s  como la s  cepas d e sc rita s  en la  patente de

25 ES.UU. 3.979.260, patente de Canadá 1.016.091, patente b r i ­

tán ica  1.474.740, por ejemplo). A sí, aunque la  separación de 

esto s componentes ha sido llevada a cabo hasta  ahora por ero 

m atografía en columnas de ce lu lo sa ,' una separación sa tis fa c -
/
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to r ia  puede conseguirse solamente cuando: (1 ) e l  caldo de 

cu ltivo  o f i l t r a d o  se concentra previamente a un volumen lo30
16109
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jilas pequeño posib le , (2) se emplea una cantidad muy grande 

do celu losa, y (3) se in v ie rte  mucho tiempo para la  elución 

a trav és  de la  gran cantidad de celulosa y la  concentración 

del producto de elución obtenido. Sotas y o tra s  desventajas 

han hecho que e l  procedimiento convencional que u t i l iz a  ero 

mato g rafía-en  columna de celulosa re su lte  in sa tis fa c to r io  

para f in e s  comerciales. Se ha intentado también reemplazar 

la  celulosa con carbono activado para la's operaciones croma 

to g rá fica s  (p. e j .  patente de S3.DU. 3.926.973), perü t a l  

procedimiento se ha propuesto únicamente para separar CFG, 

cefalosporina N y pigmentos unos de o tros, y I 03 autores de 

la  presente invención no conocen en absoluto que se haya em 

picado nunca carbono activado para la  in torseparación  ele ' 

CFG, D-CPG y DA-CPC. ' :

En algunos casos (p. a j .  patente de EE.TJÜ. 

3.979.260), patente de Canadá 1.016.091, patente b ritá n ic a  

1.474.740, e tc . ) ,  se ha empleado carbono activado en un' sim 

pie medio de pu rificac ión  para p u r if ic a r  soluciones acuosas 

b ru tas que contienen dos o más miembros de CPC, E-CPC y 

BA-CPO, pero este  adsorbente no se ha empleado nunca para, 

la  Ín terseparación de derivados de cefalosporina.

Tas investigaciones emprendidas para d e sa rro lla r  

un método de separación de una mezcla de cefalosporina en 

sus componentes ta le s  como CPC, E-CPC y EA-CPC condujeron a 

lo s autores de la  presente invención a l  descubrimiento de 

que puede conseguirse una in terseparación  comorcialmente 

id ea l de E-CPC, DA-CPC'y CPC por adsorción de éstos compues 

to s  sobre carbono activado y rea lizac ión  de una elución 

fraccionada da lo s  mismos con agua que puede contener un p£ 

que río volumen de un disolvente o d iso lventes orgánicos. Bs-30
16109



5

10

; /  15
3

]
\] ' -

I

30
16109

! f o j a  r u irn .

_ ta  invención C3 lia desarrollado sobre la  base del descubri­

miento a rr ib a  indicado. 3 s i  a invención se r e f ie re ,  por con-

' s ig u ien te , a oa método de sesaraoion ind iv idual de ta le s  

compuestos cío cefalosporina aprovechando sa d iferen te  a c t i ­

vidad para e l  carbono activado en agua gas contiene 0 a 20 

por ciento  (voluenen/volumen) de uno o varios, d isolventes or 

gánicos. I,;ás particularm ente, la  invención es re f ie re  a un 

método de separación indiv idualizada de B-CPC, 2A~0PC y CFO 

caracterizado por poner en contacto una solución acuosa-bru 

ta  que contiene a l  menos dos miembros de CFO, D-OFC y DA-CrC 

con carbono activado para adsorber la s  cefalosporinas sobre 

e l  car-bono y e fec tuar una elución fraccionada de la s  mismas 

con agua que contiene 0 a 20 por ciento  (volumen/volumen) 

de uno o v ario s d iso lventes orgánicos,

la  solución acuosa b ru ta  de CPC, B-Ci-O y B á - S l a

la  que es ap licab le  e l  método de e s ta  invención es una-„soxu 

ción que contiene a l  menos dos miembros de C?C, B-CPC y .. 

BA-CFC, y puede ser cualquiera de loa caldos de ferm enta-; 

ción de cefalosporinas y caldos parcialmente purificados de 

fermentación fie cefalosporinas, p. e j .  e luatos de resinas_ 

cambiadoras de ion , concentrados, aguas madres de c r i s t a l i ­

zación, e tc é te ra . Guando e s tá  presente B-CPC, es p a rtic u la r  

mente ventajoso a p lic a r  e l  método de e s ta  invención a una , 

solución oarcialmente purificada  que contiene c ie r ta s  sa les .

Así, la  adsorción 'sobre carbono activado es in tensa cuando 

están  simultáneamente presentes sa les ta le s  como halaros de 

m etal a lca lin o  o de metal a lc a lin o -té rreo  (p. e j ,  cloruro 

de sodio, cloruro de po tasio , cloruro de magnesio, e tc . ) ,

' su lfa to s  de metal a lca lino  (p, e j .  su lfa to  de sodio, e tc , ) ,  

n i t r a to s  de m etal a lca lin o  (p, e j . n i tr a to  de sodio, e tc , ) ,
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.formiatoo ele n e ta ! a lca lin o  (o. e j .  form iato de sodio, ele. ) ,  

ace ta tos de metal a lca lin o  (p. e j .  ace ta to  de sodio, e tc . ) ,  

c it ra to s  de metal a lca lino  (p. e j .  c it ra to  de sodio, e tc . ) ,  

y/o fo sfa to s  de m etal a lca lino  (p. e j ,  fo sfa to  de sodio, 

e tc .)  en una proporción de 0,01 a 2 moles y, preferiblem en­

te ,-  0,05 a - 0,5 moJ.es. • • ■ ■
31 carbono activado cae se emplea para lo s  f in e s  

de «fita invención puede ser cualquiera de 103 carbonos a c t i  

vados obtenidos por activación con vapor de agua o a c tiv a ­

ción con productos químicos (p. e j .  cloruro de zinc) de 'car 

bono de se rr ín , carbono de cáscara de coco, carbón y otros 

m ateria les carbonosos, aunque son particularm ente deseables 

lo s  carbonos activados con cloruro de zinc, Adicionalmente, 

es deseable que ta le s  carbonos sean granulares y tengan'’ una 

granulom etría comprendida entro 2 m  y 297 mieras (10  á 5Q 

m allas),
En la  rea lizac ió n  de e s ta  invención, dicha solu­

ción acuosa bruta oue contiene a l  menos dos miembros d e - ,? 

CFG, D-Cro y DA-CPC se pone primeramente en contacto con car 

bono activado para adsorber de este modo dichos solutos so­

bre e l  carbono.

Cuando se emplea una columna para la  adsorción, 

es ventajoso v e rte r  la  solución desde e l  extremo superior 

de la  columna de t a l  modo que pueda obtenerse una mayor e f i  

c iencia  de elución . Si bien la  longitud de la  columna y la  

velocidad del contacto deben seleccionarse de modo apropia­

do, dicha velocidad de'contacto  es normalmente 0,1 a 2,0 VE 

(VE representa velocidad espac ia l, que se defino como la  re  

lación  del volumen de m ateria l de entrada a l  volumen del es 

pació de reacción, esto es, la  zona ro llona  de la  columna,
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_en condiciones normales y por unidad de 1;lampo) y, p re fe r i­

blemente , está  comprendida entre  0,5 y 1 *0.

Los compuestos considerados, esto es, a l  menos 

dos miembros de CrC, D-GPC y DA-CPC, que se han adsorbido 

así' sobre e l  carbono activado, emergen de la  columna en e l  

orden de D-CLC, DA-CrC y CPC cuando se eluyen- con una solu­

ción acuosa que contiene 0 a 20 por ciento (voluaen/volu- 

iíien) de un disolvente orgánico (o cuando' e l  disolvente orgá 

nico tiene  una so lub ilidad  in fe r io r  a 2Oí (volumcm/volUnten) 

con respecto  a l  agua, una solución'acuosa cue contiene 'e'l 

mismo disolvente ha.sta e l punto de saturación como máximo). 

El. disolvente orgánico puede ser prácticamente cualquier di 

'so lvente que sea soluble incluso en una proporción mínima 

en agua. Sin embargo, por consideraciones económicas, son 

ventajosos alcoholes que tengan preferiblem ente 1 a 8 á to ­

mos do carbono (p. e j . metanol, e tano l, propanol, alcohol- 

iso p ro p ílico , butano!, alcohol iso b u tílic o , alcohol am íli­

co, a lcohol isoam ílico, ciclohoxanol,. e t c . ) , é te res  que 'ten  

gan preferiblem ente 1 a  6 átomos de carbono (dioxano, te t r a  

h idrofurano, é te r  m e t i l- e t í l ic o , e tc . ) ,  cotonas que tengan 

preferiblem ente 1 a 6 átomos de carbono (acetona, m e ti l - s t i i  

-cetona, d ie t i l-c s to n a , e tc . ) ,  e s te re s  que tengan p re fe r i­

blemente 1 a  12  átomos de carbono (p. e j ,  ace ta to  de e tilo ,, 

ace ta to  de b u t i lo ,  e tc . ) .  El disolvente orgánico puede u t i ­

l iz a rs e  como una mezcla de loo diso lventes a rr ib a  indicados. 

De estos d iso lven tes, lo s  más deseables son lo s  alcoholes, 

siendo e l  mejor e l  metanol. El procedimiento de elución más 

simple es uno en e l  que l a  concentración del disolvente no 

se v a ría  en e l curso de la  elución, aunque puede emplearse 

también un procedimiento de elución con una concentración
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«variada del d iso lvente. Por ejemplo, cuando se ha adsorbido 

D-CPC, es ventajoso r e a l is a r  una primera elución con agua 

' como disolvente para recuperar una fracción  que contiene 

D-CPC solo y, después, una segunda elución con una solución 

acuosa que contiene 0,1 a 20 por ciento (volumen/volumen) 

de un disolvente orgánico. Para asegurar una e fic ie n c ia  de 

separación mejorada, pueden u til iz a rs e  cromatografía y 

o tros procedimientos que se emplean convsncionalmsnte en la  

técn ica  de la  crom atografía en columna. El eluato se recoge 

en fracciones a lícu o ta s , y la s  fracciones r ic a s  en cada com 

puesto de cefalosporina deseado pueden detectarse por un 

procedimiento de detección adecuada (p, e j .  cromatografía er 

capa delgada, e le c tro fo re s is  sobre papel, crom atografía.en 

fase líqu ida  de a l ta  e fic ie n c ia , e tc .) .  " i

Las fracciones que contienen e l  compuesto conoide 

rado en o a rticu la r pueden reu n irse , n eu tra lizarso  con une 

base t a l  como NaOH, KOH o amoníaco, concentrarse, l i o f i l i -  

zarse , t ra ta r s e  con un disolvente o tra ta rs e  de la s  re s tan ­

te s  maneras ru t in a r ia s ,  para obtener la  sa l correspondien­

te .  SI conjunto de la s  fraccionas, o una solución acuosa de 

la  sa l correspondiente derivada de e l la s ,  puede desalarse 

también con una resina  cambiadora de ion para obtener e l  

ácido l ib re  y después, finalm ente, concentrarse, p re c ip ita r  

se por adición de un d iso lven te, l io f i l iz a r s e  o p u rif ic a rse  

de cualquier otro modo por un procedimiento establecido pa­

ra  a is la r  e l  compuesto en la  forma l ib re ,  ¿demás, la s  f ra c ­

ciones que contienen e l  compuesto considerado pueden poner­

se en contacto directamente con un agente de ac ilac ión , re -  

' c aperando se e l  derivado soluble en .grasa re su lta n te  por ex­

tracción  con un d iso lvente. El procedimiento de purificación
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1 .a rriba  mencionado y o tros 'pacden u t il iz a ra s  solos o en una 

combinación adecuado,.

lo s  ejemplos sigu ien tes tien en  por objeto i lu s ­

t r a r  e s ta  invención con mayor d e ta lle  y no deben in te rp re ­

ta rse  en modo alguno como lim itan tes  del alcance de la  in ­

vención. En e s ta  memoria descrip tiva,, "g!1, "mg" 5. "1", '.’ml'j'b 

"p", "vol", "15", "min", "h", "diana'1, "temp", "r.p.m ."

"CEAS", "GOD", "UY", "RUI" e "IR" son abrev iaturas de "gra­

mo", "miligramo", " l i t r o " ,  " m il i l i t ro " , "centím etro", "pe­

co", "volumen", "IJol", "minuto", "hora", "diámetro", -"tempe 

ra tu ra " , "revoluciones por minuto", "cromatografía líqu ida  

de a l t a  e fic ie n c ia " , "croraat o g ra fía  eri caca delgada", "os- 

pectro de rayos u ltra v io le ta " , "espectro de resonancia mag­

n é tic a  nuclear", y "espectro de rayos in fra rro jo s" . Las*re­

sina s-~ denominadas "Amberlite" son productos fabricados por 

Rohm ana Reas Co. en 3E.UU. Gomo carbono activado de grafio 

cromato gráfico  se u t i l i s a  uno fabricado por Tafeeña Chemical 

In d u sti 'iss , Itfi. en Japón.

Sjemolo 1

En 25 l i t r o s  de tampón de acetato  de sodio (pH .. 

6 , 0, 0 ,2  11) se disuelven 25 g de cada uno de lo s compuestos 

CPC, DA-CPC y D-OPC, y la  solución se hace pasar a través 

de una columna (25 cm de diámetro x 163 cm de a ltu ra )  de 8,0 

l i t r o s  de carbono activado de calidad croma!ográfica suspen 

dido previamente en agua, a VE = 1,Ó (80 l i t r o s /h ) .

La columna se lava con 80 l i t r o s  de agua, seguido 

por e l  paso de 240 l i t r o s  de EtOIí a l  1(̂ 1 a TE = 1,0 (80 l i -

U dJí» núsn. í

n",

« que

30
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t r o s /h ) .  El eluato  se recoge en fracciones de 8 l i t r o  

se ensayan cor CIAS. la  OIAS da una curva de elución que co 

corresponde a la  primera mitad de le. f ig u ra  1. Esta claro
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.que D-CPO y U/i-C'.'C se eluyen según dos patrones d is tin to s , 

(lúcelo hacerse pasar una cantidad adicional do NtOH a l  1O1,* 

para e lu ir  CFG, pero con objeto de economizar tiempo de elu 

cion y  obtener una curva de alucien mejor defin ida, e l e lu - 

yente se reemplaza por BtCH a l  20£ y e l  e luato ae recoge en 

fracciones.de 8 l i t r o s ) .  Guando so ensaya por CLAN, se ob­

tiene  una curva de elución que corresponde a la  segunda mi­

tad de la  fig u ra  1. Cada fracción  se ap lica  a una placa ero 

m atográfica de capa delgada de polvo de celulosa m icrocris- 

t  a liñ a  (loicyo la  se i ,  X.K., Japón) y se revela e l  cromato'gra 

na con n-butanol-ócido acótico-agua (3 :1 :1 , v o l/v o l) , y se 

seca a l  a ir e .  la  Imagen formada por reaccióncoloreada Con . 

n inb idrina  muestra una mancha para cada uno de lo s  valoras 

Rf = 0,15 para D-CÍC, Rf = 0,2C para CiC y Rf ■- 0,30 para 

DA-CFG. '

la s  fracciones náms, 10 a 17, que son r ic a s  en,

D-CTC, se combinan, se a justan  a plí 6,5 con ITaOH y se con­

centran a presión reducida, Al jarabe re su ltan te  se añade- 

etanol para c r i s ta l i z a r  e l  D-CPC como sal nono sódica. lo s 

c r is ta le s  se recuperan por f i l t r a c ió n  y se secan. Por é l  .

procedimiento an te rio r se obtienen 20 g de D-CPC. Na.3,5

H o. Se encuentra que este  producto es idéntico  a una mues­

t r a  au tén tica  de D-CPC.Na en propiedades f í s ic a s ,  químicas 

y b io lóg icas, p. e j ,  espectro antim icrobiano, cromatografía 

en papel, CCD, UV, RI¿N e IR.

Después de e llo , la s  fracciones núms, 18 a 28, 

que son r ic a s  en DA—OI-D, se combinan, se a ju s ta  a pH 6,5 

con NaOH y se concentran a 'p res ió n  reducida. Al jarabe r e ­

su ltan te  se añade e tano l, después de lo  cual se c r is ta l iz a  

la  sa l DA-CPG.Na. los c r is ta le s  se recuperan por f i l t r a c ió n
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_y se secan. Por e l  procedimiento a n te rio r  se obtienen 18 g 

de la  s a l  DA-CFC.íía. Se encuentra que e ste  producto es idén 

t ic o  a una muestra au tén tica  de sa l DA-CPC.lía- en propieda­

des f í s i c a s ,  químicas-y b io lóg icas, p. e j .  espectro antim i­

crobiano, crom atografía en papel, CCD, UV, IR y RM.

Por último., la s  fracciones núas. 41 a 51, que son 

r ic a s  en CPC, se combinan, se a ju stan  a pH 6,5 con NaOH y 

se concentran a presión reducida. Al jarabe re su lta n te  se 

añade e tano l, después de lo  cual se separa la  sa l CPC.Íía* en 

forma de c r is ta le s ,  lo s c r i s ta le s  se recogen por‘f i l t r a c ió n  

y se secan. Por e l  procedimiento a n te rio r  se obtienen 15 g ' 

de CPC.iTa.RFTgO* Se encuentra que estos c r is ta le s  son id en ti 

eos a una muestra au tén tica  de sa l CPC.lía en propiedades.’f  í  

s ic a s , químicas y b io lóg icas, p. e j .  espectro antim icróbia- 

no, crom atografía en papel, CCD, UV, IR y RLlí.

Se toman 5 gramos do cada una de e stas  sustancias 

CPC, D-CPC-y DA-CPC y se disuelven cada una de e l la s  en 50 

mi de agua. Sendas columnas re lle n a s  cada 'una con 15 mi-ele 

Amberlite IE-120 (forma Ii+) se lavan previamente y se en­

f r ía n  con agua f r í a  a 52C. la s  soluciones a rr ib a  indicadas 

se desalan pasándolas a tra v é s  de la s  columnas a VE = 3 -  5, 

y todas y cada una de la s  soluciones desaladas se l i o f i l i -  

san. Por e l  procedimiento a n te rio r  se obtienen 3,2 g de CPC, 

3,5 g de D-CPC y 3,3 g de DA-CPC.

Ejemplo 2

Se pasan 250 mi de tampón de c itra to  de sodio (pll 

8 ,0 , 0,2 M) que contiene 2.475 y /m l de CPC y 2,200¡>f/mi de 

D-CPC a trav és  de una columna (2 cm de diámetro x 32 cm de 

a ltu ra )  re lle n a  con 100 mi de carbono activado de calidad 

croraatográfica a VE -  1,0 (100 m l/h). Da columna se lava
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-con 100 mi do agua pura y, luego, se hace pasar metanol a l  

% a VE = 1,0 (100 ral/h), con lo que se obtienen 200 mi de 

un primer o luato . Los contenidos de CFG y D—CPC de este  p ri 

mor oluato se ensayan por CLAE. El cromatograma muestra que 

e l  e luato  contiene 523 mg (rendimiento, 95?-') de D-CFC, sin 

prácticam .nte evidencia su stanc ia l alguna de CFG. La colum­

na a n te rio r se riega  posteriormente con metanol a l  %  a VE 

= 1,0 para recoger 30 mi de una segunda fracción  y, luego, 

30 mi de una te rc e ra  fracción . Después de e l lo ,  se pasa-me­

tan o l a l  20-;- a VE = 1,0 para obtener 340 mi de uñ cuarto, 

e lua to . Xa te rce ra  fracción  (30 mi) obtenida con metaño1 a l 

20?í, y la  muestra se ensaya por CLAE. El cromato grama mues­

t r a  la  presencia do 464 mg (rendimiento, 1%) de GPG, sin  

prácticamente evidencia sustanc ia l alguna de D-CPC, Las, 

fracciones a rrib a  indicadas se concentran y c r is ta liz a n  re s  

pectivamente como en e l  ejemplo 1 para recuperar 430 mg de 

D-CPC.Na.3,5 HgO y 390 mg de CPC.Na.PHgO.

Ejemplo 3

436 mi de tampón de aceta to  de sodio (pH 7,0 0,-2 

K) que contiene 269 mg de GPC y 1.522 mg de D-CPC se pasan 

a trav és  de una columna (2 cm de diámetro x 64 cm de a l tu ­

ra) que contiene 200 mi de carbono activado de caliciad cro- 

na tográfica  suspendido previamente en agua, a VE -  1,0 (200 

ml/h.), con lo que se adsorben la  D-CPC y la  GPG, Despu.es de 

e l lo ,  se pasa cetona a l  1jSi a 102C a VE = 1,0, recogiéndose 

e l  eluato en fracciones de 50 mi. Cada una de la s  fra c c io ­

nes se ensaya por CCD como en e l  ejemplo 1 y la s  fracciones 

apropiadas (fracciones núms. 2-12 en este  ejemplo) se combi 

nan y se ensayan por CLAE. El cronu.itograma muestra la  p re­

sencia de 1.430 mg (rendimiento, 94?-) de D-CFO, sin  sustan-
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.oralmente evidencia alguna dé CPC. Desoués de e llo , una ves 

que se han recogido la s  fracciones miras. 14-24, se hace pa­

sar acetona a l  204 a VE -  1,0 hasta  caía se obtiene la  f ra c ­

ción r - 29. Se combinan la s  fracciones núrns. 14-29 y se en­

sayan lo s  contenidos de D-CPC y CiC uel conjunto por CLAE. 

Este cromato grana muestra la  presencia de 172 mg da CPC 

(rendim iento, 63,95'-), sin  evidencia alguna de D-CPC. Se 

c r is ta l iz a n  cada uno de esto s e luatos como en e l  ejemplo 1 

para recuperar 1,2 g de P-CPC.lTa.3,SHgO y 150 mg de % 

CPC.Ga.2H20.

Ejemplo 4

441 mi de tampón de aceta to  de sodio (pll 7 ,0 , 0,2 

LT) que contienen 272 ing de CPC y 1.539 mg de D-CPC se some­

ten  a crom atografía en una columna (2 cm de diámetro x 64 

cm de- a ltu ra )  de 200 mi de carbono activado de calidad cro- 

m atográfica suspendido previamente en agua, a VE = 1,0 (200 

m l/h), con lo  cae se adsorben la  CPC y la  D-CPC. Después de 

lavar la  columna con 200 mi de agua pura, ce pasa cetato  'de 

e t i lo  a l  15'. a 102C a VE = 1.,0, recogiéndose e l  eluato e i r '' 

fracc iones de 50 mi. Cada una de la s  fracciones, se ensaya 

por CCD, se combinan la s  fracciones apropiadas y lo s conte­

nidos de D-CFC y CPC del conjunto se ensayan por CLAE. la s  

fracciones ndms. 2—18 contienen 1.462 rag (rendimiento, 9 55-) 

de D-CPC, sin  evidencia su s tan c ia l alguna de CPC, Se encuen 

t r a  que la s  fracciones ñoras.' 20-25 contienen 233 mg (rendi­

miento, 85, 65-) de CPC, sin  evidencia su stanc ia l alguna de 

D-CPC. .

Ejemplo 5

447 ral d'e tampón de aceta to  de sodio (pll 7 ,0 , 0,2 

M) que contienen 275 mg de Ci-C y  1,560 mg de D-CPC se hacen
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_ pasar a trav és de ana columna re lle n a  con 200 mi de carbono 

activado do calidad cromatográfica suspendido previamente 

on agua, a VE = 1,0 (200 ml/h),- con lo  que se adsorben la  

CPC y la  D-CPC. Después de lavar la  columna con 200 mi de 

agua pura, se hace pasar te trah id ro fu rano  a l  0,1 ¡b a 10SG a 

YE = 1 ,0 , recogiéndose e l  eluato en flucciones de 50 mi, 

la s  fracciones ndms. 1-15 contienen un to ta l  de 1.443 mg de 

D-CPC (rendimiento, 9 2 ,% ), sin  evidencia sustanc ia l alguna 

de CFC. Después de e llo , se pasan 250 mi de te tra h id ro f  ura­

no a l  0,51 a 102C y a VE = 1 ,0 , seguido por e l  paso de te ­

trah id ro f urano a l  1£ a 10eC, de nuevo a V3 = 1 ,0 . Las" f  rac ­

ciones ndms. 21-33 se combinan y se ensayan por CLAE. El 

cromatograma muestra la  presencia de 213,2 mg de CPC (rendí 

miento, 78/-), sin  evidencia su stanc ia l alguna de D-CPC.

Ejemplo 6

250 mi de tampón de form iato de sodio (pH 6 ,0 , 0,2 

14) que contienen 1.125 mg de CPC y 1.075 mg de D-CPC se Jha- 

cen pasar a través de. una columna de 200 mi de carbono act 

vado de calidad cromatográfica suspendido previamente e'njJ 

agua, a VE = 1 ,0  (200 ml/h)» con 1° I a3 se- adsorben CPC y. 

D-CPC, La columna se lava con 200 mi de agua pura. Después 

de e l lo ,  se pasan 800 mi de agua"a 102C y. a VE = 1,0 (2C0 

m l/h)? recogiéndose e l  eluato  en fracciones de 50 mi. Des-; 

pues de e llo , se pasan 1,100 mi de motanol a l  a VE =

1,0 , Las fracciones núns. 5-16 contienen 908 mg de D-CPC 

(rendimiento, 84$), sin  evidencia su stan c ia l alguna de CPC. 

Las fracciones miras. 18-38 contienen 825 mg de CPC (rend i­

miento, 73/0, sin  evidencia su stanc ia l alguna de D-CPC.

Ejemplo 7

Un matraz dcSakaguchi de 2 l i t r o s  se l le n a  con30
16109

IH
--
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_ 300 mi de un medio áe cu ltivo  de siembra compuesto por 3 ,0 / 

de sacarosa, 1 ,%  de ex tracto  de carne, 0 ,5 / da l ic o r  de nía 

ceración de maíz y 0,155- de CaCO ,̂ e inoculado con Cedíalos 

poriurn acremonium ÜTCC 14553. 31 matraz inoculado se incuba 

en un aparato de sacudidas a lte rn a tiv a s  a 28 2C durante 3 

d ías . Por o tra  p a rte , un depósito de fermentación de 50 l i ­

t ro s  de acoro inoxidable se carga con 30 l i t r o s  de un medio 

compuesto por 3,0'/ de sacarosa, 5 ,2 / de harina  de soja cru­

da, 0 ,5 / de DL-metionina y 0,15?’ de CaGO ,̂ e s te r i liz a d o ■ del 

modo ru tin a r io  y en friado . El medio del depósito se inocula 

asépticamente con e l  cu ltivo  ds~ siembra a n te rio r , y se l l e ­

va a cabo la  ferm entación bajo agitación  y a ireación  a 28 2C 

(a ireac ió n ,' 100//min; 200 r .p .m .) . Después da 120 horas de 

ferm entación, e l  caldo se. separa y se f i l t r a .  Se ensayan 

lo s  contenidos de CPC y D-CPC del f i l t r a d o  por CláE. Los re 

nultafios son 135}f/ml de CPC y 25 y /m i de D-CPC, 4 25,7 l i ­

t ro s  de este  f i l t r a d o  se añade pen ic ilinasa  (Schnars-Ifemi 

Co., L td ,) , con 3.0 que la  cefalosporina N se descompone por 

completo. La solución se a ju s ta  a pH 4,0 con ácido su lfú r i­

co d ilu id o , se separan por f i l t r a c ió n  la  matex'ia insoluble 

y se e n fr ía  e l  f i l t r a d o  a 102C y se cromatografía en una co 

lumna (10 cm de diámetro x 64 em áe a ltu ra )  de 5 l i t ro s .d e  

carbono activado de calidad  crom atográfica suspendido previa 

mente en agua. La columna se lava con 5 l i t r o s  de agua pu­

ra .  Después de e llo , se lle v a  a cabo la  elución con acetona 

acuosa a l  40/ a 102C y 15 l i t r o s  del eluato  se enfrían  a 

102C y se hacen pasar a trav és de una columna (3 cm de diá­

metro x 71 cm de a ltu ra )  que contiene 500 mi de /umberlite 

IRA-402 (forma de a ce ta to ) , con lo que se adsorben la  D-CPC 

y la  CPC.- Se lava l a  columna con 2 l i t r o s  de agua pura y,
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* luego} se liova  a cabo la  elución con 2,5 l i t r o s  de tampón 

¿le aceta to  de sodio 0,2 M (10SC, pH 7,0) a VE = 1,0 (500 

m l/h).

E ste-eluato  se hace pasar a través de una columna 

(2 cm de diámetro x 127 cm de a ltu ra )  que contiene 400 mi 

de carbono activado de calidad croraatográfica susoendido 

previamente en agua, a VE = 1,0 (400 m l/h), seguido por la ­

vado con 400 mi de agua pura. Después de e l lo ,  se hace pa­

sar motanol a l  1£ a 109C a Vfi = 1 ,0 , recogiéndose e l  eluato  

en fracciones de 100 mi. Las fracciones míos. 5-11 se 're ú ­

nen, y se llev a  a cabo una CCD'sobre celu losa  m ie ro c r is ta li  

na con un sistema disolvente constitu ido  por n -bu tano l-ac i- 

do acético-agua (3 :1 :1 ). 31 cromato grama muestra una sola

mancha que corresponde austanoial;nente a D-01-C sola para-Hf 

= 0,15, prácticamente sin  evidencia alguna de CPC. La misma 

columna se aluye después con metanol a l  20já a VE = 1,0 y 

la s  fracciones apropiadas (minas. 12-32 en esto caso) so- cora 

binan y se ensayan por CCD en la s  mismas condiciones que 

a rr ib a , 31 cromatograma muestra una sola mancha que co rres­

ponde sustancialmente a CPC sola- para Rf = 0,28, sin  evaden 

c ia  alguna de D-Cl-C. 31 conjunto a rr ib a  indicado de fracc io  

neo ,de D-CPC (núms. 5-11) se n eu tra liza  con RaOH y se con­

centra a presión reducida (temperatura in fe r io r  igual o in ­

f e r io r  a 20-0) hasta  que e l  ácido lib re  de D-Cl-G es 25 a 

30^ (peso/vol). Se añade a este  concentrado e tano l, con lo  

que se forman c r is ta le s .  Después de dejar que e l  sistema 

c r is ta l ic e  a 59C durante una noche, se recogen lo s c r i s ta ­

le s  por f i l t r a c ió n  y se secan. Se obtienen a s í  c r is ta le s  de 

color am arillo pálido de sa l D-CPC.Na. la  c r is ta liz a c ió n  re 

petida  de la s  aguas madres da un to ta l  de 60 mg de sa l



p- H o ja  ni'im. 1 5

10

15

20

25

30
16109

_D-CP0.Ha, Estos c r i s ta le s  brutos se purifican  ulteriorm ente 

y loa  c r is ta le s  de sa l  D-GPC.ITa resu ltan tes- se comparan con 

una muestra au ten tica  de sa l D-CPC.ITa. la s  propiedades f í s i  

cas, químicas y b io lóg icas de e ste  producto están en concor 

dancia s a t is fa c to r ia  con la s  de una muestra au ten tica  de 

sa l D-CFC.Na. Después de e l lo ,  la s  fracciones de CPC (ndrns. 

12-32) se n eu tra lizan  con NaOH y se tra ta n  como se describe 

a rr ib a  con re fe ren c ia  a la  D-CPC, con lo que se p rec ip ita  

CPC. Este procedimiento da un to ta l  de 240 mg de polvo de 

sa l CIO.Na, Esta se p u rif ic a  u lteriorm ente y se compara con 

una muestra au tén tica  de sa l CPC.Na, E xiste una concordan­

c ia  s a t is fa c to r ia  en la s  propiedades f í s i c a s ,  ojumicas y 

b io ló g icas. , . , .

Ejemplo 8

Se pre cu ltiv a  Ce chalo s oor iuin acremonium K-1-21 * . 

(4TCC 20427) como en e l  ejemplo 7, Por o tra  p a rte , un depó­

s i to  de ferm entación de acero inoxidable de 50 l i t r o s  so, 

carga con 30 l i t r o s  de un medio constitu ido  por o ,0}: de sa­

carosa, 5 ,Q'/i de glucooa, 3,<# de to r ta  de cacahuete, 1 

de DI—metionina y 0, 1 57- de CaCO ,̂ e s te r iliz a d o  de la  manera 

ru t in a r ia  y enfriado . E l depósito se inocula asépticamente 

con e l  cu ltivo  de siembra an te rio r y se llev a  a cabo la  f e r  

mentación bajo ag itac ión  y a ireación  a 2820 durante 190 ho­

ra s  (a ireac ión , 100/l/min; ag itac ión  a 250 r,p ,m »). á l  f in a l  

del período de incubación, e l  caldo se separa y se elimina 

3.a m ateria só lida  para obtener 25 l i t r o s  de f i l t r a d o ,  ü l  

contenido de OPC de e ste  f i l t r a d o  es 10.500 Y/ml. Se añade 

a e ste  f i l t r a d o  la  D-CFO obtenida por e l  procedimiento de 

' la  patente de SS.ÜÜ. n2 3.926.729 a una concentración de 

1.000 )r/ml. ' ‘
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V einticinco l i t r o s 'd a 1 f i l t r a d o  a n te r io r  gao con­

tiene  10.500 V /a l de CPC y 1.000 V/¡ni de D-CPC se en frían  a 

1osC y se hacen pasar en serie  a trav és  de ana columna de

2.8 l i t r o s  de Amberlite IRC-50 (forma H+) y una columna de

17.8 l i t r o s  de Amberlite IRA-402 (forma ace ta to ) a un cau­

dal de 17,8 l i t r a s /h ,  con lo que se adsorben la  D-CPC y la  

CPC, Las columnas ce lavan en se rie  con 70 l i t r o s  de agua 

pura a 10-C y la  columna de im berlite  IRA-402 se eluye con 

tanoon de acetato  de sodio a 1C-C (pH 7 ,5 , 0,2 1-3) a l  cauaal 

de 17,8 l i t r o s /h  para recuperar 89 l i t r o s  de eluato (pH 

7 ,5 ) . Pote eluato ce cromatografía en una columna (1 4 'cm de 

diámetro x 136 cm de longitud) de 21 l i t r o s  do carbono a c t i  

vado de calidad croraatográfica suspendido previamente en 

agua, a. 1020 y a l  caudal do 10 l i t r o s /h .  con lo rué se ad­

sorben la  CFC y la  .D—CPC. la  columna se lava con 21 l i ta o s

de agua y se r e a l is a  la  elución con 58 l i t r o s  de mstanol 

acuoso a l  1 a 102C durante 1 hora, a l  caudal de 10 l i —̂ - 

t ro s /h , recogiéndose e l  eluato  en fracciones de u,3 l i t r o s .  

Después de e llo , se pasan 110 l i t r o s  de motan o 1 acuoso-alj 

205-' a 102C a l  caudal de 10 l i t ro s /h ,-  recogiéndose e l  eluato 

en fracciones de 5,3 l i t r o s .
Cada fracción  se ensaya por CCD y la s  fracciones 

mimo. 5-11 que dan una sola mancha de D-CPC para Rf = 0,15 

y la s  fracciones núms, 12-32 que dan una cola mancha de CPC 

para Rf = 0,28 se combinan respectivam ente. Las fracciones 

de D-CPC, esto es, la s  fracciones núms. 5-11, se n e u tra l i ­

zan con NaOH y, después, se concentran y c r is ta liz a n  como 

en e l  ejemplo 1 para recuperar un to ta l  de 15 g úQ c r i s ta ­

le s  de sa l D-CPC.Na, Las fracciones de CPC, esto es, la s  

fracciones núms, 12—32, se n eu tra lizan  de modo análogo, se
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-concentran  y se c r is ta l i s a n  coco en e l  ejemplo 1 para recu­

perar un to ta l  de 135 g de c r i s ta le s  de sal-CPC.Ra.

Ejemplo 9

De acuerdo con e l  procedimiento descrito  en e l  

ejemplo 7, se inca la  Ce p ía lo s por ium acremonium IC-121 (ATCC 

20427) durante 96-horas. A l f in a l  del período de incubación, 

e l  caldo fie fermentación se senara y se elim ina la  m ateria 

só lida  para obtener 26,5 l i t r o s  de f i l t r a d o .  El contenido 

de CPC de este  f i l t r a d o  es 4.700 / /m i .  Se añade a este  f i l ­

trado la  D-CPC preparada por e l  procedimiento d e 'la  patente 

de 3E.UU. 3.926.728 a una concentración de 5.000 / /m i.

Después de e l lo ,  26,5 l i t r o s  de l f i l t r a d o  ante­

r i o r  que contiene 4.700 / /m i  de CFC y 5.000 / /mi de D-CPC 

se en frían  a 102C y se hacen pasar en se rie  a través de una 

columna de 2,5 l i t r o s  de Amberlite IRC-50 (forma H+) y una 

columna de Amberlite IRA-402 (forma aceta to) a l  caudal do 

16 l i t r o s /h ,  con lo  que se adsorben la  CPC y la  D-CPC.'Lás 

columnas se lavan luego en serie  con 64 l i t r o s  de agua pura 

a 10SC y se llev a  a cabo la  elución en la  columna de Amber- 

l i t e  IRA-402 con tampón. de aceta to  de sodio (pH 7 ,0 , 0,2 LO, 

102C) a l  caudal de 16 l i t r o s /h ,  para recuperar 80 l i t r o s  de 

e luato  (pH 7 ,0 ).

Éste e luato  se hace pasar a trav és de una columna 

(14 cm de diámetro x  136 cm de a ltu ra )  de 1.9 l i t r o s  de car­

bono activado de calidad cromatográfica suspendido prev ia­

mente en agua, a l  caudal de 10 l i t r o s /h ,  con lo  que se ad­

sorben la  CPC y la  D-CFC. la  columna se lava con 19 l i t r o s  

de agua f r í a  y, luego, se pasa más agua a 102C a un caudal 

de 19 l i t r o s /h ,  con lo que se obtienen 42,8 l i t r o s  de luí 

e luato  claro  e inco loro . Da CCD de este  eluato da sustan-
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_ cialmcnte una sola mancha de D-CFC. Posteriorm ente, se pa­

san 33,3 l i t r o s  cíe etanol a l  3‘¿ a 102C, y después de sepa­

ra r  9,5 l i t r o s  de la s  fracciones e lu idas en primer lugar, 

se reúnen 23,8 l i t r o s  de la s  últim as fracciones. E stas ú l t i  

mas contienen solamente CPC. A continuación se pasan 57 l i ­

tro s  de e tanol ac.uoso a l  15/< a 102C a un caudal de 19 l i -  

t ro s /h , y e l  eluato  se combina con lo s  23,8 l i t r o s  de e lua- 

to a n te rio r (etanol acuoso a l  % ), El ensayo de este  eluato 

combinado (80,8 l i t r o s )  por CL4.3 demostró la  presencia de 

86 g de CPC, sin  evidencia su stanc ia l alguna de P-CFS.''

Las fracciones de D-CFC y CPC a s í  obtenidas se 

concentran independientemente y se c r is ta liz a n  como en e l 

Ejemplo 1 para recuperar 80 g de c r is ta le s  de sa l D-CFC,Na 

y 66 g de c r is ta le s  de sa l CPC.Ha*

Ejemplo 10

Por e l procedimiento descrito  en e l ejemplo ?, se 

incuba Cebábalosporium acremonium K-121 (ü'lCC 20427) altean­

te  48 lloras, 111 f in a l  del período de incubación, e l  caldo 

so separa y se elim ina l a  m ateria só lida  para obtener 27,^2 

l i t r o s  de f i l t r a d o .  El contenido de CPC de este  f i l t r a d o  es 

1 ,020^ /m l, A este  f i l t r a d o  se añade la  D-CPC obtenida por 

e l  procedimiento de la  patente de EE.TJU, 3.926.729 a una 

concentración de 9.000 tf/m l. i

27,2 l i t r o s  del f i l t r a d o  a n te rio r  que contiene 

1.020 tf/ml de CPC y 9.000 X/ml de D-CPC se en frían  a 102C y 

se hacen pasar en serie  a través de una columna de 2,7 l i ­

tro s  de üm berlite IRC-50 (forma H+) y una columna de 17 l i ­

t ro s  de M b e rlite  IRH-410 (forma aceta to ) a un caudal de 17 

l i t r o s /h ,  con lo que se adsorben la  CPC y la  D-CPC, Después 

de lavar con 68 l i t r o s  de agua f r í a ,  se llev a  a cabo la  elu
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_ción  sobre la  columna de Amberlite IRA—410 con tampon de 

aceta to  de sodio (píl 7 ,0 , 0,2 II, 102C) a un caudal de 17 l i  

t ro s /h , para recuperar 85 l i t r o s  fie eluato (píl 7 ,0 ) . Este 

eluato  se cromatografía en una columna (14 cm ele diámetro x 

130 cm de a ltu ra )  de 20 l i t r o s  de carbono activado de c a l i ­

dad crom atográfica .suspendido previamente en agua, a un cau 

dal de 20 l i t r o s /h ,  con lo que se adsorben la ’ CPC y la  

B-CPC, Después de lavar con 20 l i t r o s  de'agua f r í a ,  se l l e ­

va a cabo la  elución con 75 l i t r o s  cb alcohol isoprop ílico  

acuoso a l  Y¡. a 1Ce0 y a un caudal de 20 l i t r o s /h .  El ensayo 

de este  e luato  (75 l i t r o s )  por CLAB revela  la  presencia,de 

204 g de D-CPC en este  eluato  (75 l i t r o s ) ,  sin  evidencia 

su s tan c ia l alguna de CPC. Después de e l lo ,  se hace pasar a l 

cohol isop rop ílico  acuoso a l  %  a un caudal de 20 l i t r o e /h ,

y después de desechar 10 l i t r o s  de la s  fracciones de cabe­

za, se pasan 60 l i t r o s  más para obtener un eluato claro de 

color am arillo  pá lido . SI ensayo de e s ta  eluato revelo i a ’ 

presencia de 12 g de CPC, Estas fracciones de D-OPC y CPC ■ 

se concentran independientemente y se c r is ta liz a n  para recu 

perar 190 g de c r is ta le s  de sa l D-CPC.IÍa y 6 g de c r is ta le s  

de sa l CPC.lía. . ’

Ejemplo i l

Un matraz Saicaguchi de 2 l i t r o s  se llen a  con 500 

ral de un medio constitu ido  por %■ de glucosa,- 1 de harina 

de -semilla fie algodón, 0,5r de harina  de soja b ru ta , 0,54* 

de ex tracto  de levadura, 0,5f- de peptona y 14- de CaCO ,̂ y 

después de e s te r i liz a c ió n , se inocula con Paecilom.yces car-  

neus G-2237 (XFO 9729). El matraz inoculado ce incuba en un 

aparato de sacudidas a lte rn a tiv a s  a 28^0 durante 3 d ías.

Por o tra  p a rte , un depósito fie fom entación  fie 50 l i t r o s  fie
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acero Inoxidable se carga con 30 l i t r o s  'de mi medio co n sti­

tuido ñor da glucosa, 2g de harina de sem illa de algodón 

y 1$. de CaCO ,̂ e s te r iliz a d o  do la  manera ru t in a r ia  y en fria  

do. Esto depósito se inocula asépticamente con e l  cu ltivo  

preparado a rr ib a  y se llev a  a cabo la  fermentación con a i ­

reación y agitación  a 24ñC durante 164 horas (aireación  20 

litro s /m in , ag itación  230 r .p .m .).

Al f in a l  del período de ferm entación, e l caldo de 

fermentación se separa y se elimina la  m ateria só lida  para 

obtener 25 l i t r o s  de f i l t r a d o .  Este f i l t r a d o  .contiene' /

110 íf/inl de CPC, 30 fr/ml de D-CPC y 155 fl/ml de DA-CPC/Se 

añade a e3to caldo pen ic ilinasa  (Schwarz-íJann Co., L td.) pa 

ra  descomponer por completo la  cefalosporina N y, después 

de a ju s ta r  a pH 4,0 con ácido su lfú rico  d ilu ido , se separa 

la  m ateria insoluble por f i l t r a c ió n .  El f i l t r a d o  se e n fr ía  

a 52C y se crornatográfica en una columna (10 cm de diámetro 

x 64 cm.de a ltu ra )  de 5 ,0; l i t r o s  de carbono activado deáca­

lidad  cromatografía suspendido previamente en agua. Después 

de lavar con agua f r í a , . s e  lleva  a cabo la  elución con-ace­

tona acuosa a l  5Q£ a 52C. B1 eluato  (15 l i t r o s ,  pH 5,0) se 

e n fr ía  a 102C y se cromatografía en una columna de 3»5 l i ­

tro s  de Amberlite IRA-410 (forma Cl“ ), con lo que se adsor­

ben la  OPC, la  D-CPC y 'l a  DA-CPC, Después de lav a r, se lie ,- 

va a cabo la  elución con 10 l i t r o s  de solución de. cloruro 

de sodio 0,2 IJ a 52C y a VE = 1,0 (3,5 l i t r o s /h ) .  Este elua 

to  se pasa a través de una columna (5 cm de diámetro x 300 

cm de a ltu ra )  de 6 l i t r o s  de carbono activado de calidad ero 

natográfica  suspendido previamente en agua, a VE = 1,0 (6 

l i t r o s /h ) .  Después de lav a r, se pasa metanol acuoso a l  5 / a 

52c a VE = 1,0 (6 l i t r o s /h ) ,  recogiéndose e l  e luato  en frac
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_ cioii3s de 1,2 l i t r o s .  Las fracciones se 'ensayan por CCD, Se 

. encuentra que la  D-CPC sale en primer lugar, seguida por la  

DA-CPC, Después que se lia eluido completamente la  DA-CPC, 

se pasa ulteriorm ente metano! acuoso a l  20g a VE = 1,0 (6 

l i t r o s / h ) , con lo que sale finalm ente la  CPC. la s  f r a c c io - ; 

nes r ic a s  en D-CF-C .(fracciones núas. 6-10) se combinan, se 

n eu tra lizan  con IlaOH, se concentran y se c r is ta liz a n  para 

obtener un to ta l  de 35 mg de sa l D-CPC.Nh. Después de e llo , 

la s  fracc iones nums. 11-17 que son r ic a s  en DA-CPC se combi 

naa, se n eu tra lizan  con lia OH, se concentran, c r is ta liz a n  y 

secan, con lo que se obtienen 380 mg de sa l DA-CPC.Na. -¿as 

fracciones náms. 22-40, que son r ic a s  en CPC, se combinan, 

n eu tra liz an  con NaOH, concentran y c r is ta liz a n  para recupe­

ra r  130 mg de sa l  CPC.Na*

Ejemplo 12

Un matraz de Sakaguchi de 2 l i t r o s  se llen a  con 500 

mi de un medio constitu ido  por 5C/  de sacarosa, 1 de liarina 

de sem illa de algodón, 3C/- de l ic o r  de maccración de ir,aíz: y 

0,1 %  de CaCÔ  y? después de e s te r i l iz a c ió n , se inocula’ con 

A nixiepsis peruviana BS-301.67. 31 matraz inoculado se incu 

ba en un aparato de sacudidas a lte rn a tiv a s  a 28-C durante 4 

d ías . Por o tra  p a rte , un depósito da fermentación de 50 l i ­

t ro s  de acero inoxidable se carga con 30 l i t r o s  de un medio 

constitu ido  por de glucosa, 2C¿ de harina de sem illa de 

algodón, 1> de harina  de soja b ru ta , 1$ de l ic o r  de macera- 

ción de maíz, 0,5/- de Dl-metionina y 1?í de CaCO ,̂ se e s te r i  

l iz a  de la  manera ru t in a r ia  y se e n fr ía . Este medio del de­

pósito  se inocula asépticamente con e l  precultivo  obtenido 

' a rr ib a  y se lle v a  a cabo la  fermentación bajo agitación  

y a ireac ión  a  2820 (a ireac ión , 100^; ag itac ión  280 r .p .m .).30
16109
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_De3DU.es de 184 hora3 de incubación, se separa e l  caldo de 

cu ltivo  y se elim ina la  m ateria só lida , con-lo que se obtie 

nen 25 l i t r o s  de f i l t r a d o , El f i l t r a d o  contiene 30 JJ/ml de 

CPC, 110 X/ml de D-CPC y 41 5 V mi cíe DA-CPC.

Se aííade a este  f i l t r a d o  p en ic ilinasa  ( Schvvarz- 

-IJann Co., L td ,) -para descomponer completamente la  cefa los- 

porina N, y después de a ju s ta r  a pH 4,0 con ácido su lfúrico  

d ilu ido , se separa por .f i l tra c ió n  la  m ateria inso lub le . El 

f i l t r a d o  se en fría  a 5SC y se cromatografía en una columna 

(10 en de diámetro x 64-cm de a ltu ra )  de 5 l i t r o s  de 'cárbo-
— j

no activado de grado cronatográfico suspendido previamente 

en agua. la  columna se lava con agua f r í a  y, después, se 

r e a l is a  la  elución con .acetona acuosa a l  40>-, El producto 

eluido (15 l i t r o s ,  pH 5,0) se. pasa ulteriorm ente a través 

de una columna de 2 l i t r o s  de Amberlite IRA-402 (forma ace­

ta to ) ,  con lo que se adsorben la  CPC, la  D-CPC y la  DA-Cl-C, 

Después de lavar, se lle v a  a cabo la  elución con 10 l i t r o s  

de tampón de.acetato  de sodio 0,2 !<1 (pH 7*0 5eC) a YE = 1,0 

(2 l it ro s / ia ) .
•Este eluato se cromatografía en una columna (6 cm 

de diámetro x 208 cm de a ltu ra )  de 6 l i t r o s  de carbono a c t i  - 

vado de calidad cromatográfica suspendido previamente en 

agua a VE = 1,0 (6 litro s /h .)  y , después de e llo , la  columna - 

■ se lava con 8 l i t r o s  de agua f r í a .  Después de este  lavado, se 

pasa alcohol isop rop ílico  a l  1^ (5SC) a VE = 1 , 0 ,  recogién­

dose e l  eluato en fracciones de 1,2 l i t r o s .  l a l  como se com
• /

prueba por un ensayo de CCD de la s  fracciones, sale primera 

monte D-CPC, saliendo a ' continuación DA-CPC. Después que se 

.'ha eluido completamente la  DA-CPC, se pasa alconol isopropi 

lic o  acuoso a l  %  (52C) a VE = 1 , 0 ,  con lo que sale CPC.
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_Las fracciones r ic a s  en D-CFC, esto e s , la s  fracciones núms, 

5-10, se combinan, se a ju s ta  a pll 6,5 con ITaOH, se concen­

tra n  y se c r is ta l iz a n , con lo  que se obtienen 200 mg de sa l 

D-CiOJTa, Después de e l lo ,  la s  fracciones r ic a s  en DA-CPC, 

es d ec ir , la s  fracciones núas. 11-19, se combinan, se a ju s­

tan  a pH 6,5 con ííaOIí, se concentran y se c r is ta liz a n  para 

recuoerar la  sa l DA-CPC, la s  fracciones r ic a s  en CPC, es de 

c i r ,  la s  fracciones núms. 24-43, se combinan, se a justan  a 

pH 6,5 con NaOII, se concentran y se c r is ta liz a n , con lo que 

se obtienen 40 mg de. sa l CPC.Na. '

Ejemplo 13 ’ ' '

Por e l  procedimiento descrito  en e l  ejemplo 7, se 

cu ltiv a  Ce pílalos por ium aeremonium K-121 (/-¡ICC 20427) duran­

te  96 horas. Después de e llo , se separa e l caldo de fermen­

tac ión  y se elim ina la  m ateria só lida para recuperar 25 l i ­

t ro s  de f i l t r a d o .  Este f i l t r a d o  contiene 4.500 ^/m l dé CPC. 

Se anade a este  f i l t r a d o  la  D-CFC preparada por e l  método 

d escrito  en la  patente de EE.UU. 3.926.729 a una concentra­

ción de 5.000 <f/ml, seguido por la  adición de la  DA-CPC.lpre 

parada por M ero ge nación c a ta l í t ic a  de CPC a una concentra­

ción de 5.000 X/ml.

El f i l t r a d o  a n te r io r  (25 l i t r o s )  que contiene 

4.500 y mi de CPC, 5.000 y/ml de D-CFC y 5.000 2f/ml de 

DA-CPC se e n fr ía  a 5SC y se hace pasar en serie  a través de 

una columna de 3,6 l i t r o s  de Amberlite IRC-50 (forma ñ"1) y 

una columna de 22 l i t r o s  de Amberlite IRA-402 (forma aceta­

to ) a l  caudal de 22 l i t r o s /h .  Las columnas se lavan luego 

con 88 l i t r o s  de agua f r í a  en"serie . Después de e llo , se ha 

’ ce pasar tampón de aceta to  de sodio (pH 7,0 0,2 M) a 5SC a 

trav és  de la  columna de Amberlite IRA-402 a 22 l i t r o s /h  pa-30
16109
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_ ra  recuperar 110 l i t r o s  de eluato (plí 7 ,0) .  Esta eluato  se 

hace pasar a trav és  de una columna (10 cía de diámetro x 343 

cm ds a ltu ra )  de carbono activado ds calidad cromatogrdfica 

• suspendido previamente en agua, a un caudal de 27 l i t r o s /h ,  

con lo  que se adsorben la  CFG, la  D-CFC y la  DA-CFC. La co­

lumna se lava con 27 l i t r o s  de agua f r í a ,  seguido por e l  pa 

so de 40 l i t r o s  de agua f r í a  (52C) a l  caudal do 27 l i t r o s / h : 

recogiéndose e l  producto eluido- en fracciones de 2,7 l i t r o s ,  

El ensayo por CCS del eluato demuestra que prim eram entesa­

le  la  L-CPC de la  columna. Seguidamente, se pasa metano!
✓  - '

acuoso al-5/í a través de la  columna, con lo  que se eluyp la  

DA-CPC. L’espués de .1a elución completa de la  DA-CPC, se 'p a ­

sa adicionalmente metanol acuoso a l  20£ a través de la  colum 

na a 27 l i t r o s /h ,  con lo  que se recupera la  C2;C,
j

Las fracciones miras, 5-25? que son r ic a s  en D-CFC. 

se combinan, se a justan  a pH 6,5 con KaOH, so concentran y 

se c r is ta l iz a n •para recuperar 50 g de sa l D-CFC.Ha. Después 

de e l lo ,  la s  fracciones niíms. 26-43» que son r ic a s  en 

DA-CFC, se combinan, se a ju stan  a pH 6,5 con NaOI-I, se con­

centran y se c r is ta liz a n  para recuperar 45 g de 'sal DA- 

-CPC.Na. Finalmente, la s  fracciones ndms. 47-75» que son r i  

cas en CPC, se combinan, se a ju stan  a pH 6,5 con NaOI-I, se 

concentran y s9 c r is ta liz a n  para obtener 30 g de sa l CPC,Na,
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lo s  puntos de invención propia y nueva que se pre 

sentan para que sean objeto de e s ta  so lic itu d  de patente de 

invención en España, por VEIIÍT3 años, son lo s  que se reco­

gen en la s  reiv ind icaciones sigu ien tes;

1S, -  Un método para separar entre s í  desacetilce - 

fa lo spo rina  C, desacetoxi-cefalosporina C y cefalosporiria ■
i i  .

C, caracterizado por poner en contacto una solución acuosa 

b ru ta  que contiene a l  menos dos miembros de entre  cefalospo 

r iñ a  C, desacetilcefa lo spo rina  G y desacetoxi-cefalosporina 

C con carbono activado para adsorber lo s compuestos de -cofa 

losporina sobre e l  carbono y e lu ir lo s  fraccionadamente con 

agua que contiene 0 a 20 por ciento (vo l/vo l) de un d iso l­

vente orgánico, V,.-

2§.~  Un método de acuerdo con la  reivindicación- 

13, en e l  que la  solución acuosa b ru ta  contiene desacetilce  

fa lo spo rina  C.

3 - .-  Un método de acuerdo con .la  reiv indicación  

1S, en e l que la  elución se re a liz a  solamente con agua.

43. -  Un método de acuerdo con la  reiv ind icación  

1S, en e l  que e l  disolvente orgánico es un alcohol , é te r ,  

cetona o é s te r .

5S. -  Un método de acuerdo con la  reiv ind icación  

4a , en e l  que é l  a lcohol es un alcohol de 1 a 6 átomos de 

carbono.

65-,- Un método de acuerdo con la  re iv ind icación  

53, en e l  que e l  alcohol de 1 a 6 átomos de carbono es meta30
16109
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_no l.

72. -  Un método para separar entre  s í  desacetilce - 

falosnorina  C, desacetoxi-cefalosporina C y cefalosporina C,

Tal y como se ha descrito  en la  memoria que an te­

cede, representado en lo s  dibujos que se acompañan y para 

lo s  f in e s  que se han especificado.

Esta memoria consta de v e in tis é is  hojas e s c r i ta s  

a máquina por una sola cara. '

Madrid, 22.DCT. 1379

P.j?.
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