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- Bsta invencidn se refiere a un mdtodo para la se-
paracidn de une meucla de cefalosporings gue cémprende al
menos dos de los compuestos de cefalosporina sizuientes, a
sabar, desacetileefalosporina ¢ (a la que de aguf en adelan
te se hard refersncia abreviadamente como‘D-C?C), desaceto-
-xi~cefalosporina .C-.(de.aqui~en adelants, DA-CPC) .0 cefaloso~
porina C (de agui en adelante, CPC), on cualguicra de ellas.
Los groductos D-CPC, DA~CPC y CEC, que tlenen las
ﬁérmulas estructoralas présentadas abajo, son todos ;lidé
compuestos intermedios importantes valicsos para la pfbﬁﬁc~

cidn de cefaloscorinas semisintéticas.

HEN""\ : 7‘ ‘- .
“.ooé /CH - (CH2)3 -.COJﬁ //(_——g .
L et 170 . 2
_ COoH
’ iz:_ -'ococ:H'3 —-CB

—OH  —-=— D-OEC

-H —~ DA-CPC -

Generalaente sergxige>un orocz@imiento complicado
para aislar CkC, D-CPC y DA-CFC separesdamsnte a partir del.
caléo de fermantacidn de un microorganismo'querproduce vy acyl
mula concurrentenznte dos o nds miembros de CrC, D-Cfc ¥y

DA-CEC (tales como las cepas descritas on la patents de

W

BZ.UU. 3.979.260, patente d= Canadd 1,015,091, patente bri-

tédnica 1,474,740, por ejemplo). £si, aunque la separacidn de

estos componentes ha sido llevada a cabo hasta ahora por cro
. 4 PR

matografis en columnas de celulosa, una separscidn satizfac-

toria puede consezuirse solamznts cusndo: (1) el caldo de

cultivo o filtrado ce concentra previasm:nte a un voluasn lo
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ués peguelo posible, (2) se emplea una cantidad muy grande
de celulosa, ¥ (3) se invieris .aucho tiempo pafa la elucidn
le la gran cantidad de celulosaz y la concentracidn
del producto de elucidn obtenido. Egtas y otras desventojas
han hecho que el procedimiznto convencionﬁl gue utiliza cro
natosrafia en columne de celulosa resulie insatizfactorip
para fines comerciales, Se ha intentado tambidn rsemplazar
la celuloga con éarbono activado para law operaciones croma
tosrdficas (p. ej. patente de EE,UU. 3.926.973), peré f@i
procedimisnto se ha propuesto Unicamente para separaf CP&,
cafalosporina N y pigwentos unos de otros, ¥y los autoréé»de
la presente invencidn no conocen en absoluto que se hayaxeg
pleado nunca carbono cctivado para la interseparaciénxdgf
CrC, D-CIC y DA-CPC. T

En algunos casos (p. sj. patente de EE.UU.
3.979,260), patente ds Canada 1.016.091, patente britﬁnieﬁ
1.474.740, etc.), se ha empleado cerbono activado en un sim
ple m2dio de purificacidn para purificar soluciones acédéﬁé
brutas que contienen dos o mds miembros de CPC, D-CTC y
DA-CPC, pero este adsorbente no se ha empleado nunca para,
la interssparacidn de derivados de cefalosporina.

Las investizaciones emprendidas para desarrollar
un método de separacidén de una nmezcla Ge cefalosporina‘en
3U8 cémponentes tales como CPC, D-CPC y DA-CPC condujeron a
1os autores de la presente invencildn al descubrimiehto de .
que puede conpesguirse una interseparacidn comorcialmente
idesl de D-OPC, DA-CPC y CPC por adscreibn de éstos compues
tos sobre carbono activado y realizacidn de una elucidn
fraccionada de Llos mismos con ajzua que pusde contener un pe

quedo volumen & un disolvente o disolventes orgdnicos, Ls-
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| ta invencidn sz hs desarrollado sobre la buse del descubri-
miznto arrivo indicado. 3otz invencidn se rafiére, por con~
giguisnte, a uﬁ,méﬁodo de seneracidén individual de tales
compuastos de cefalosporina aprovechando su difsrente acti-
vidad para 21 carbono activado en asua quﬁ contiens O a 20
por ciento (volumgn/volumen) de uno o varios disolventes or
sdnicos, Ids particularmsnte, la invencién oe refisre a mn
método de seperacidn individvalizada de D-CPC, Di-CRC y CFC
caractsrizado por poner en contacto vne solucidn acuéééjgrg
ta que contiene al menos dos miewbros de CPC, D-CFC y;EA;CEC
con carbono activado para adsorber las cefalosporinas cobre
el carvono y efectuar una slucidn fraccionads Gz las misties
con asua quu contienz 0 a 20 por ciento (volumen/voluxéfi
de uno o varios disolventes orgdnicos,

1a solucidn acuosa bruta de CFC, D-CEC y DA-Cil g
la gue es aplicablc el método de esba invencidn es una- solu
cidn gue combiene al menos dos miembros de ¢=C, D~CFC ¥
DA-CFC, y pusde ser cualquisra de los caldos de fermentafz‘

cidn de cefolosporinas y caldos parcialmente purif ficados de

o

fermentacidn de cafalosporiznas, p. ej. eluatos de resinas
cambiadoras de ion, cancen*rddos, aguss malraes Ge crlstall—
zacidn, etcdtera. Cuando estsd presente D-CPC, es particulsr
mente veniajoeo aplicar el método de eéta inVeﬂciéh 8 una
solucidén pereialmente purificada que contiene ciertas sales.
Asi, Ja adsorcidn "sobre carbono activado es 1ntcnua cuando
estan slmu¢téneamenﬁe presentes sales tales como haluros de
stal 2lcalino o d> metal alcalino-térrso (v. ej. ¢loruro
de sodio, ciéruro de potésio, clofuro de magnesio; etc.),
sulfatos &e nstal alealino (p. ej. sulfato. de sgdio, atc, ),

nitratos Ge metal alealino (p. ej. nifreto de sodio, etfc.)
o ¥ ?
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acetatos de wetal alealino (p. ej. acatato de éodio, etc.),
citratos Ge mstal alcalino (p. ej. citpato de sodio, etec.),
y/o fosfatos do metal alcalino (p. ej. fosfato de sodio,
gte.) en una proporcidn de 0,01 a 2 moles &, praferiblemen~
te, 0,05 5.0,5 molss. |

31 parbono activado que se emplea para los fines
de esta invencidn puede ser cualguiera ds los oarbonog acti
vados obtenidos por activacidn con vapor de agua o aéﬂi?ﬁ-
cién con prcductoé quimicos (p, 2J. cloruro de zinc):dﬁ‘ba;
bono de'serfin, carbono de cdscera de coco, carbdn y otros
matzriales carbonosos, aunque oon pﬁrticularmente desééﬁiea
los carbonos éctivados con cloruro de zince, Adicionalmonte,
es deseabls gue tales carbanog seun granulares y tengdﬁ?dna
granulometria comsrendida entre 2 mm ¥y 297 micras (10 a 50
mallas).

En la realizacidn de esta invencidn, dicha solu~
cidn acuosa bruta oue contiene al menos dos miembrqs déf;J
CrP3, D=-CYG y DA~CPC se pone primeremente on contacto con can
bono activado para adsorber de este modo dichos solutos so-
bre el carbono,

‘Cuando se emplea una columna para la adsorcidn,
ea ventajoso varter la solucidn desde el extremo superior
de la coia. a de tal modo qua pueda'obtenerse una mayor efi
ciencia de slucidn, Si bisn la lonzitud de la columna y la
velocidad del contacto deben selcccionarse de modo apropia-
do, dicha veloeidad de’ contacto es normalmente 0,1 2 2,0 VE
(V3 representa velocldad espacial, que oe define como la re
lacidn del volumen de material de entrada al volumen del eg

pacio ds reaccidn, asto es, la zona rollena dz la columna,
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normales y por unided de ticmpo) y, preferi-

7

blemente, esta cowmpreandida entre C,5 y 1,0,

Tos compussios

L

considerados, esto es, al menos

dos misabros de CFC, D-CPC y D4-CFC, que se han adsorbido

-

asi sobre el carbono sctivado, smorgen de la columma =n el

orden de D-CXC, DM-CiC y CPC cnando se eluVﬂn con una colu-
cidn acuosa qve contiens 0 a 20 por ciento (voluman/vclu-
men) de un di solvente org génico (o cuzndor ¢l dic ulvenue or*a

nico ti=ne una uoluui*ldqd inferior a 204 (volamen/ﬁclmﬁen)

con respacto al azua, una solucidn acuose cus condiens €l

mismo disolvente hasta el punto de saturacidn como maximo).

Bl disolvente orsdnico puede ser practicamente cualguizr di

solvents qua s2a soluble incl.so an ana proporcidn minine
en ezua, Sin embargo, por consideracionss ccondmicas, son

ventajosos alcoholes que tengan preferiblemente 1 a 8 ato-

mos do carbono (p. ej. metbanol, ctanol, propanocl, alconol

isopropilico, butanol, alcohol isobut{lico, alcohol amili-

co, aleohol isoamilico, ciclohoxanol,. etc.), ¢
gan urmfﬁrlblcwsntﬁ 1 a 6 dtomos de carbono {diozano, tetra

hidrofurano, dter JStl]—etlllCO, efic.), cctonas que tengan

preferiblamente 1 a 6 dtomos ds carbono (acsgbona, metil-stil

-cetona, distil-cetons, etc.), ésteres que tenzan preferi-

o

blemente 1 a 12 ato wos de carbono (p. ej. acetato de etilo,

acetato de butilo, ete.). 31 disolventerorgénicd pueds uti-
comb una mezcla de los disolventes arriba indicados;
Ds estos dizolventes, los mds deseables son los alcoholes,
siendo el mejor el metenol, 31 procedimianto de elucidn mas
simple es uno 2n el qus la concantracidn del disolvente no
se varia en el curso de la vlu01on, aungus pusde emplzarse

-

rrocedimiznto elucidn con una concentracidn

idn un

tamb

’
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|_variada del disolvente. Por ejemplo, cuwzndo ss ha adsorbido
D-CPC, es ventajoso realizar una primera elucibn con azua
‘como disolvente para recuperar una {raccidn que contiene
D-CFC solo y, después, una s2gundz elucidn con una solucidn
acuos2 gue contiens 0,1 a 20 por ciento (volumsn/volumen)
de un disolvénte p;génico. Para asegurar une eficiencia de
separacidn mejorada, pueden utilizarse cromatografia y
otros procedimientos que se emplean convencionalmente en la
técnica de la cromatografia en columnz. E1 eluato sei;écbge
en fraccionzs alicuotaé, vy las fraccionsg ricas en cadn éog

puesto dz cefalosporina descado puaden detectarse por un

procedimiento de deteccidn adecuado (p. el cromatosrafia en

3.

'd
bre papel, cromatogsrafia.cn

-

caps (elgada, electroforesis oo

fase liquida de alta eficiencia, ste.). N
Las fracciones que contisnen el compuesto considg
rado en particular pueden reunirse, nentralizarse con uan
base tal como NaCH, KOH o amoniaco, concentrarse, liofili-
zarse, tratarse con un disolvante o tratarss Ge las redvai-
teg maneras rutinarias, para obtenar la sal correspondien-
te, &1 conjunto de las fracciones, o una colucidn acuosa de
la sal correspondisnte derivada-de ellas, puede Eesaiarse
tambidn con una resina cambiadora de ion para obtener el
dcido libre y despuds, finalmente, concentrarse, precipitar
se por adieidn de un disolvante, liofilizarse o Qurificarse

ds cualquisr otro modo por un procedimiento establecido pe-

[¢3]

ra aislar el conpucsto en la forze libre. Ademés; las frac-
ciones que contienen el compuesto considerado pusden boner-
sz en contacto directamante con un agente de acilacidn, re-
cuperdndose el derivado soluble en grasa resultante por ex-

traceidn ccn un disolvente, Bl procedimisnto de purificacion
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| arriba moncionzdo y otros pucden utilizaorse solos o en una

combinacidn adecusds.
Tos 2jemplos sicuizntes tisnpen por objeto 1lus-
trar esta invencidn con mayor detalle y no deben interpre-

farsz en modo alguno como limitantes del alcanc“ de la in-

vencidn. Fn esta momoria descriptiva, "gU, “mg", "1V, Yamltjc

llpll ’ "VOl“ s "ﬁi” y Hminll ’ thl , Udiémﬂ . 1 me" llr‘p’m. 1t

BOTARY, MDY, WUVM, MRINY e "IRY son abveviaturas de "gra-.

mo¥, "miligramoY, "litro", "mililitroY, ”centimetro";'"§e~
go", “volumen", "iol", "minuto", "hora', "diéma%ro",j”%e}pg
ratura', “"rsvoluciones por minuto", "crpmatografia liq&ida
de alta e;rclnn01=” nerometosrafia aun capa delgada', “é§~_
peciro de rayos ultravioleta”, "especiro de resonauc 1‘ xég-
nética nuclear", y "espectro de rayos 1nLr3rro=o~“. Lésirew
sinzg- denominadas "Amberlite! son productos fabricados pof
Rohm =nd Heas Co., en ZE,UU. Coxo carbono activedo de gradod

cromatozrdfico se utilisa uno fabricado por Takeda Chemical

Industries, Itd. en Japén.

.

Bjemolo 1

Fn 25 litros de tompdn de acetato de sodio (pH

6,0, 0,2 11) se disuelven 25 g do cada und de los compuzstos -

GPC, DA-CPC y D-CPC, y la solucién se hace pasar a través

de unz columna (25 e de dideatro x 163 om de altura) de 80

“

litros de carbono activado des calidad cromatouraxlca uuspen

dido preﬁiamente en agva, a VE = 1 0 (80 lluros/h

- Ia columna s2 lqu-con 80 litros de azuna, ssguido
por el paso de 240 litros de EtOH al 10n a VB = 1,0 (80 1i-
tros/h). Tl elusto ss recoze en fracciones de 8 litros que
se ensayan por (TAE, Ia CLAE da una curva de clucidn gue co

corresponds a la primsra mitad de lo figura 1. Bstd claro

B

1
k]
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_que D-CPC y DA~ CPC se eluyen segun Gos patrOAeu dlgtlntos.

(Tuede hacerre paser una cantidad adicional do BHOH al 108

para eluir CfC, pero con objeto de economizar tiempo de eln

cidn y obtener una curva de s2lucidn mejor dsfinida, el elu-

yente se roemolaaa Dor DtCH al 209 p y el oluato 88 recoge en

.fracciones. de 8 lltroa) Cuando s2 ensaya por CLAL, se ob-

tiens una curva de elucidén que corrssponde a la segunda mi-

tad de la figura 1. Cada fraccidn se aplica a una placa crg

matogréfica dz capa delgada de polvo de celulosa nicrocris-

talina (fokyo Yasel, ¥.K., Japdn) y se revala el cfomafogfg
ma con n-buﬁanol—a01do acético-azua (3: 1:1, vol/vol), f-se
seca al airs, Ia imagen formada por reaccidncoloreada con
ninhidrina muestra una mancha para cada uno ds los valores
Rf = 0,15 para N-CiC, BRF = 0,20 gora CiC y Rf = 0,30 paM
DA-CPC. -
Tas fraccionss ndms, 1C a 17, qua son ricaslen;
D-GEC, s combinan, se ajusten a pll 6,5 con NaOH y se con-
ceniran a presidén reducida, 41 jarabe resultante se afinde.
etenol para cfistalizaf el D-CPC como sal nonosddica. Los
crisiales se recuperan por filtracién y se sescan, Por el
procedimisnto anterior se obiiesen 20 ¢ de D-CPC, Na,3,5
H,0. Se encuentra'que este producto es idéntico a una mues-
tra anténtica de D-CPC.Na on propiedades f£isicas, quimicas
y biolézicas, p. ej. espactro antimicrobiano, eronatograf {a
en papel, CCD, UV, RN e IR. ' '
Decoués de ello, lzs fracciones ndms, 18 a 28,

que son ricas on DA-CPC, se combinan, s2 ajusta a pH 6,5

con HaCH y se concentran a -oresidn reducida, Al jarabe re-

7

sultante s2 ailade etanol, decpuds de lo cual o2 cristaliza

1a sal DA-CP0.Na. Tos cristales se recupsran por filtracidn
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.y se secan, Por el srocedimisnto anterior se obtienen 18 z

de la sal DA-CEC.Ha. S2 encuentra Que este producto es idén
7

tico a una muactra anténtica de sal DA-CPC.Na: en propisda-
des fisicas, quimicas y bioldgicas, p. ej. espzctro antimi-
érobiano, cromatografia en papel, CCD, Uv; IR y RIN, |

‘Por @ltimo, las fracciones ndms. 41 a 51, que son
ricas en CrC, e combinan, se ajustan a pH 6,5 con NalH y
se concentran a presidn reducida. Al jarabe resultante s
gﬁado etanol, Gespuds de lo cual s seuara la sal CPé;ﬁd en
forma de cristales, Los cristales se recogen por‘filﬁfacién
¥y se secan, FYor el procedimisnto anterior se obtienen 15 g
de CPC.Na.2H,0. S¢ encuenira qus estos cristales son iééﬁﬁi

AV |

cos g una nuzstra auténtica de sal CPC.Ha en propiedaéesffi
sicas, quinicas y bioldsicas, p. ej. eapzciro antimicréiia~
no, cromatosrafia en papel, CCD, UV, IR y RIN. e
g toman 5 gramos do cada uné de eatas susténc;as
CPC, D-CPC-y DA-CPC y sz disuelven cada una de ellas en 50
ml de agwa, Sendas columnas rellenas cada una con 15 m1:§¢
Amberiite IR-120 (forma H+) se lavan.previamente ¥y se en-
frian con agua fria a 59C. Las.solgciones arriba indicadas
se desalan pasdndolas a través de las columnas a VE = 3 - 5,
y todas y cada wna de las soluciones desaladas se liofili-
zan, Por el procedimiento anterior se obtisnsen 3,2 g de CIC,
3,5 g de D=CPC y 3,3 g de DA-CTC,
Ejiemplo 2

~ Se pagan 250.m1'de tampdn de citrato de sodio (pH
8,0, 0,2 ) que contiene 2.475Y/ml de GPC y 2,200¥ /ml de
D-CPC a través de una columa (2 cn de didmetro x 32 cn de

altura) rellsna con 100 ml de carbono zctivado de calidad

cromatosrdfica a V& = 1,0 (100 m1/h), Ia columna se lava
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_con 100 ml de azua pura y, luago, se hace pasar metanol al
5. a VE = 1,0 (100 m1/h), con lo quz se obiisnen 200 ml de
un primer oluato, Los contenidos de CvC y 3-CPC de este pri
mer eluato se enéayan por CLAE., Bl cromatograma mussira que
el eluato contiena 523 mg (rendimiento, 95%) de D-CEC, sin
précticam.nte svidencia sustancial alguna de CPC. Ta colum-|
na anterior se riasga posteriormente con medanol al 56 a VE
= 1,0 pera reco;>r 30 ml de una segunda fraccidn y, lu:go,
,

30 ml de una tercera fraccidn. Después de ello, me pasa.me-

v

tanol al 205 a V& = 1,0 para obtencr 340 ml de un cuarto,

)

eluato, Ia tercera fraccidn (30 ml) obtenida con mobanol al

0%, ¥y la muesira se cnsaya por CiAE. 21 cromatograma mﬁgs—
tra la presencia de 464 mz (rendimiento, 75¢%) de CPC,‘ﬁih
précticamente evidencia sustancial alguna de D-CPC. Lés;'
fracciones arriba indicadas se concentran ¥ cristalizan'feg
pectivamente como en el ejemplo 1 para recuporar 430 mjlée
D-0PC.Fa.3,5 Hy0 ¥ 390 mg de GFC.Na. 21,0 S
Ejemplo 3 ' ‘Jlf
436 ml de tampén de acetato de sodio (pH 7,0'O}é
Ii) ouz conticne 269 ng de CPC y 1.522 ng ds D-'C'TE’C se pa.sé.n
5 través de una columna (2 cm de didmetro x 64 cm de altu~-
ra) que contiene 200 ml de carbono activado de caiidad cro-~
natogrifica susPénaido previamente en azua, & Vi = 1,0 (200
ml/h), con lo que se'adsdfben la D-CEC y la CFC, Después de

1,0, recogidndose

ello, se pasa cetona al 1% a 10%C a VB
ol eluato en fracciones de 50 ml, Cada unz de las fraccio-
nes se ensaya por CCD como en el ejemplo 1 y las fracciones
apropisdas (fracciones nims, 2-12 en este ejemplo) se combi'
nan y ss ensayan ﬁor CTAE, Bl cromatograms muestra la pre-

gencia de 1.430 mg (rendimiento, 944%) de D-CFC, sin susten-
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_cialsente evidencia alsuna de CFC, Desouds de ello, una ves

quz S2 han ricozido Jas fracciones nums, 14-24, se hace pa-

sar eeztona al 20 a VE = 1,0 hasta que se obfiene la frac-
cidn n? 29, Se combinan las fracciones ndms, 14-29 ¥ se en-
sayen los contenidos de D-CPC ¥ CEC del cgnjunio por CLAE,
Bste cromatozrama muestra la presencia de 172 mg ds CPC
(rendimiento, 63,9%), sin evidencia alguna de D-CPC, Se

-

cristalizan czda uno dz estos eluatos como en el ejemplo 1

para recuperer 1,2 g de D-CPC.Ka.3,5H,0 ¥y 150 mg de -,

K

C7C, la, 21,0, : L.
. Ejemplo 4 ii

441 ml de tampdn de acetato do sodio (pH 7,0,50,2
1) que condisnen 272 mg de CPC y 1,539 mg de D-CEC se s&ﬁe;
ten o cromatozrafia en una columma (2 cu de didmetro x'64
cn de-altgra) de 200 ml de carbono activado de calidad cro-
matogrdfica éuspenéido previessnts en azua, a Vi = 1,07(260
m1/h), con lo ¢uz s2 mdsorben la CPC y la D-CEC. Desguéé'qe
levar la columna con 200 ml de agva pura, 5 hasa eetata;ge
etilo al 15 = 10%¢ a VE = 1,0, recogidéndoss el elvato on*
fracciones de 50 ml., Cada una de los fracciones, e ensaya
por CCD, sz coabinan las fraccipnés apropladas y los conte~
nidos de D-CEC y CPC del conjunto se ensayan por CTAE, Tas
fracciones nizs. 2—18 contiensn 1,462 ngz (reﬁdimignto, 95¢:)
de D-CPC, sin evidencia sustancial alguna de CPC, Se encuen
tra gue las fracciones ndms, 20-25 contiensn 233 mg (rendi-
ziento, 8%,6¢) de CTC, sin evidencia sustaﬁciél alguna de
D-CPC. | .

Bjemplo 5
447 ml de tampéﬁ de acetato ds sodaio (oH 7,0, 0,2

H) gue conticnen 275 mg de CEC y 1,560 mg de D-CFC se hacen
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| naser a través de una columna rellena con 200 ml de carbono

activado Go calidad cromatosrdfica suspsndido previamente

en aguay a V8 = 1,0 (200 ml/h), con lo que se adsorben la

CFC y la D-CPC, Despuds de lavar la columna con 200 ml de
agua pura, se hace pasar tetrahidrofurano él 0,16. a 10¢C a
VE = 1,0, recogiéndose el eluato en fracciones de 50 ml,
Ias fracciones ndms., 1-15 contienen un total de 1.443 mg de
D~CEC (rendimienfo, 92,54), ©in evidenciv sustancial alguna
de CFC. Despuds de éllo, se pasan 250 ml de tetrahidrofura;
no al 0,5/ a 102C y a VE = 1,0, sesuido por el paso dgtﬁé—
tréhidrofurano al 14 a 1092C, de nuevo a V3 =—1,0. Las;ff;c~
ciones ndus. 21-33 se combiran ¥y se engayan por CLAE, Ei
cromatozrama mussira la presencia de 213,2 mg de CFC (réndi
miento, 797), sin evidencia sustancial alguna de D~CPC;j;
250 ml de tampdén de formiato de sodio (pH 6;0{ O,L
M) que contienen 1.125 mg de CIC y 1.075 mg de D=CPC ée:hé—
cen pasar a través de una colume de 200 ml e carbono'ééﬁi
vado de calidad cromatozrafica suspendido previamsnte éﬁ*:
agua, a V2 = 1,0 (200 m1/h), con lo quz se adsorben CFC v,
D-CPC, Ia columna se lava con ZOO'mi de agua pufa. Después
de eilo, se pagan 800 ml de agna'a 109C y.a VE = 1,0 (2¢0
ml/h), recogiéndose el eluato en fracciones de 50 ml, Des~
pués de ello, se pasan 1,100 ml de metanol al 20% a VE =
1,0, Las fracciones nims, 5-16 contienen 908 mg de D-CPC
(rendimiento,v84%), sin evidencia svstancial alguna de CPC.
Ias Tracciones nidms., 18-38 contienen 825 mg de CPC (rendi-
niento, 73%), sin evidencia sustancial alguna de D-CPC.
Ejemnlohz_ /

Un matraz de- Sakaguchi de 2 litros se llena con
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500 ml de vn medio de cultivo da siembra comouesto por 3,04

de sacarosa, 1,54 de exiracto de carne, 0,57 de 1lcor de ma
ceracién de maiz y 0,155 da Ca003, e inocculado con Cephalos

porium acremonium ATCC 14553, E1 matraz inoculado se incuba

¢n un ararato de sacudidas aliernativas a-2890 durants 3
dias. For otra parte, un depbeito de fermentacién de 50 li-
tros de gcero inoxidabls se carga con 30 litros de un medio
compuesto por 3,04 de sacarona, 3,2% de harina de soja cru-~
dda, 0,5" de DI-metionina y O, 15 de Cacoﬂ, euuerlllz xdo-del
modo rqtlnarlc ¥ enfriado. 21 medio del de epdsito se iapéula
asépticaments con el cultivo ds siembra anﬁerior, Yy ééiiie—
va a casbo la fermentacidn bajo agitacidn y airsacidn a 28 o0
(aireacidn, 1005/min; 200 r.p.m.). Desouds de 120 hofas‘de
formentacidn, el caldo se. separa y se Filtra, Se eneayén
los conLenldos de CPC y D-C»C del filtrado vor CILAR, ﬁbs re
sultados son 135y /ml de CrC y 25%/ml de D-C¥C, 4 25,7711»4

-~

tros de este filtrado se afiade penicilinasa (Schwarz-mann’

Co., Itd,), con lo que 1a cexalo090r11a H a2 deaoomnone por

v

completo. La solucidn se ajusta a pH 4,0 con dcido sulfuri-
co dilvido, se separan por filtracidén la materia insoluble
y se enfria el filtrado a 108C y se cromatozrafia en una co

lumna (10 cm de didmetro x 64 cm de altura) de 5 litros .de

carbono activado & calidad cromatografica suspendido previa

mente en agua, Ia columna se lava con 5 litros deragga Justs
ra, Despuds de ello, se lleva a cabo la elucidn con acetona
acuosa al 405 a 1OQCVy 15 litros del eluato ge enfrian a
109¢ y se hacen pasar a través dz una columng (3 cm de Aid~
setro x 71 em de altura) gue conticne 500 ml 8z Amberlite
TRA-402 (forma de acetato), con lo que se adsorben la D-CEC

y la CPC. Se lava la calvnna con 2 litros de agua pura y,
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| luego, se llova o cabo la elicidn con 2,5 litros de tampdn

de acetato dz sodic 0,2 M (10¢C, pH 7,0) a V& = 1,0 (500
ml/h).

Este-eiua#o se hace pasér a través de una columna
(2 cn de didmetro x 127 cm de altura) que.contiena 400 ml
de carbono activado ds calidad cromatozrdfica susoendido
oreviamente en agua, a VE = 1,0 (400 m1/h), sesuido por la-
vado con 400 ml de agua pura, Despugs de ello, se hace pa-
sar motanol al 1¢. @ 10°C a V& = 1,0, recogidndose el elqgto
en fracciones de 100 ml, Las fraccionss ndms, 5-11 seiiéﬁ»
nen, y se llsva a cabo una CCD'sobre celulosa microcrié@dlé
na con un sistema disolvente constituldo por n—butanol;ﬁéié
do acdtico-azua (3:1:1). Tl cromatograra muestra una sc;g‘
mancha qua corresponds sustancialasnte a D-CLC sola péraﬂﬁf
= 0,15, pricticamente sin evidencia alzuna de CEC. la misma
columna se aluye después con metanol.al 205 a2 Vi = 1,0 y'
les fracciones apropicdas (ndms. 12-32 en este caso) so. com
binan y se ensayan por CCD en las mismas condicionas que - -
arriba, Z1 cromatograma muestra una sola mancha quse cofﬁég—
ponde sustancialwente a CIC sola. para Rf = 0,28, sin évideg
cia 2lguna de D-CFC, El conjunfo arriba indicado de fraccio
nes de D-CPC (ndms: 5-11) se neutralizz con I'a0H y se con-
centra a presidén reducida (tempsraturz inferior igual o in-
forior a 20°C) hasta que el deido libre do D-CEC es 25 a°
304 (peso/vol). Se afade a egte concentrado efanol, con lo
que ss foraman cristales. Despuds de dejar que =l gistena
cristalice a 5%C durante una noche, o2 recogen los crista~
les por filtracidén y se secan. Se obtienen asi cristales de

color amarillo pdlido de sal D-CPC,Na. Ia cristalizacidn re

petida de las aguas madres da un total de 60 mg ds sal
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D=0 e, Bstos cristales brotos se purifican ulteriorments
¥ los cristales de sal D-CFC.Ila resultantes- se coiparan con
una muestra snténtica de sal D-CPC.Ma, Ias oropledades isi
cas, quimicas y ﬁ;olégicas de este producto estdn en concor
dancia satisfactoria con las de umna ﬁuestfa antdntica de

sal D-CEC.Ha. Desnuds de ello, les fracciones de CPC (ndms. | |
12-32) se neutralizan con NaCH y se trotan como se describe
arriba con referencia a la D-CPC, con lo que se precipita
QPC. Este srocedimiento da un total de 240 mg de polvo de

1 C':.-‘C.I\Taf E.t se purifica wlteriormerie y oe canoara con

una muestra autbdntica de sal CP” *c. Existe una concordan-
cia satisfactoria en las propiecdades fisicas, quimicas ¥
bioldzicas.

_2jemnlo 8 9

Se precultiva Cepholosnerium geremoniom K-121
(ATCC 20427) como en el ejemplo 7. TPor otra parte, un depd-

sito de fergentacidn de acero inoxidable de 50 litros s

carga con 30 litros de un medio constituldo por 6,04 de ‘sa-

PPN

carosa, 5,04 de glucosa, 3,0¢ de torta de cacahuete, 1,06

de DI-metioning y 0,15% de CaCO,, esterilizado de lo maners

.

.,

rutinaria y enfri . B1 depdsito se inocula asé pticamente
con el cultivo de éiem@ra anterior y se lleva a cabo la fer
mentacidn bajo agitacién y aireacién a 289 durante 190 ho-
ras (aireacidn, 100%/min; agitacidén a 250 r.p.m.). AL final
del periodo de incubacidén, el caldo se separa y se elimina
la nateria sdélida para obtener 25 litros de filtrado. E1
contenido de CPC de este Tiltrado es 10,500 ¥/ml. Se afiade
este filtrado la D-CFC obtenida por el procedimiento de

Ja patente de BB.UU, n? 3,926.729 a2 una concentracidn de

1.000 ¥ /ml.
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Veinticinco litros-dsl filtrado anterior qus cone-
siene 10.5007%/ml de C°C y 1,000 ¥/ml d> D-CPG se enfrian a
1020 y se hacen pasar en scrie a través de tna columna e
2,8 1itros de Amberlite IRC~50 (forma H') ybuna columna de
17,8 litros de Amberlite IRA-402 (forza scetato) a un cau-
dal de 17,0 litros/h, con 1o que se adsorben la D-CFC y la
CPC. Tas columnas se lavan en sarie con 70 litros de agua
pura g 10%C ¥ ie columna de Amberlite I2A~402 se eluye con
tamvon ds acetato de sodio a 1€ (pH 7,5, 0,2 11) al caudal
de 17 8 litros/h para recuperar 8¢ litros de eluato (nq
7,5). Bste cluato ce cromatorrafia en una columna (11 cm d~

"

didmaztro X 136 cm de longitud) de 21 litros ah carbono actg
vado d2 calidad cromatozrdafica suspendido previwzente gnf
aza, a 1020 y al caudal de 1? litros/h, con lo cus sé~§ﬁ~
sorben la CFC ¥y la D-CFC. Ta cdluﬁna s2 léva con 21 litfds
de agua y se realizz la elucidn con 56 litros de metanol
acunoso al 1¢ a 109C durante 1 hora, al caudal de 10 11»5,5
trou/h, recozidndose el eluato en +"r‘accmncm do 543 lltrog.
Despudés de ello, se pasan 110 llLro~ de thanl “cuoso al
N0y & 109 al caudal de 10 litros/ , recogidndose el eluato
en fracciones dev5,3 litros.
Céda fracoién se ensaya por CCD y lag fracciones

ndms. 5-11 que dan una sola mancha de D»PPC para Rf = 0,15
¥y las fracciones nins, 12-32 que dan unz sola mancha de CEC
para Rf = 0,28 se combinan resnectivamente, Ias fracciones
da D-CPC, eqto es, las fracciones numu. 5-11, se neutrali-
zon con NaOH y, despugs, se concentran y cristalizan como

en el ejemplo 1 para recuperar un Lotal de 15 g de crista-
les de gal D-CFC.Na. Ias fracciones de CPC, esto cs, las

fracciones ndma, 12-32, se neutralizen de modo andlogo, se
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_concentran y se cristalizan como en el ejemplo 1 para recu-~

perar un total de 135 g de cristales de sal CPC,Na.
~ Ejemplo 9
Dz acusrdo con el procedinisnto Gescrito en el

ejemplo 7, o2 incuba Cephalosporium acremoniunm X-121 (ATCC

20427) duronte 96 horas, AL final del periodo de incubacidn,
el caldo Ce fermentacidén se senara y se elimine la materia
s0lids para obtzner 26,5 litros de filtrado. E1 contenlao

de CPC de este filtrado es 4.700¥/ml. Se aiiade a esi;e £il-

trado la D~CEC mreparada por el procedimisnto de’la watante
de EE,UU. 3.926,728 a una concentracidn de 5,000 X/ml
Despugs Le ello, 26 5 litros del filtrado- ante-
rior qus contiene 4,700 ¥ /ml de GFC y 5,000 Y/l G D-;-QPG
se enfrian a 109C y se hacen pasar cn serie a itravés E'S t:ma
colvma de 2,5 litros de Amberlits IRC-50 (forma H') jhﬁia
columna Ge Amberlite IRA-402 (forma acztato) al caadal"rc‘-zér
16 litros/h, con lo que se adsorben la CPC y la D-CFC}‘tLé:s
columas se lavan iueﬂo en serie con 64 litros de agué~§@fa
a 109C y se lleva a cabo la elucidn en la columna de Ambcr-
lite IRA-402 con tampdn de acetato de sodio (pH 7,0, 0,2 Iw'x‘":,
109C¢) al caudal de 16 litros/h, para re'cuperéf 80 litros de
eluato (pH 7,0).
~ Este eloato se hace pasar a través de una columna
(14 cm de dlame'tro x 136 cm de altura) de 19 litros de car-
bono activado de calidad cromatosrdfica sdspendido previa-
mente en agua, al caudal de 10 litros/h, con lo qde se ad-
sorben la CPC y la D-CFC, La columna se lava con 19 litros

de agua fria y, luego, se pasa més agua a 109C¢ 2 un caudal

de 19 lrbrowh, con 1o que se obtisnen 42,8 litros de un

eluato cle:co e incoloro. La CCD de este eluato da sustan-
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|_cialmente una sola mancha de D-CFC. TFos terlormcan, se pa-

san 33,3 litros de etanol el 3% a 10°C, y despuds de sepa-

‘rar 9,5 litros de las fracciones eluidas en vrimer lagar,

se rednen 23,8 litros de las Ultimas fracciones. Bstas dlti
mas contienen solamente CPC. A4 continuacién se pasan 57 li-
tros de etanol acunoso al 15% a 1020 a un caudal dz 19 1li-
troz/h, ¥y el eluato se combina con los 23,8 litros de elua-
to0 anterior (etahol acuoso al 3%), Bl envayo dz este eluato
combinado (80,8 litros) por CIAZ demostrd la pre sencia de
86 g ds CPC, sin'evideﬁcia sustancial alguna de D-CEEC. -

Tas fracciones de D=CEC y CPC asi obtenidaétgg
concentran independientemente ¥ se cristaiizan como en el
Ejemplo 1 para recuperar 80 g de cristales de sal D- LPC ?

y 66 g de cristales de sal CPC.Na
Bijemnlo 10

Por el procedimiznto descrito en el sjemplo 7, se

fata

incuba Cepahalosporium acremonium K~121 (410CC 20427) Gdrsn—

te 48 horas, ALl final del periodo de incubacibn, el caldo
s8¢ sspara y se olimina la materis sélida para obtaner ¢7 2
litros de filtrado., E1 contenido de CPC de este filtrado'es
1,020 25/@1. A este filtrado se afiade la D=CPC obtenida por
el procedimiento de la patente de BE.UU. 3.926.729 a una
concentr'mn.on de 9,000 /ml. o ,
27,2 litros del filtrazdo antorlor que contiens
1.020 ¥/ml de CPC y 9.000 ¥/ml de D~CPC se enfrian a 109C y'
se hacen pasar on serie a través de una columna ae 2,7 li-
4ros de Amberlite IRC-50 (forma V) y wna columna de 17 li-
trog de Amberlite IRA-410 (forma acetato) a un caddal de 17
litros/h, con lo que se adsorben la CPC y la D~CPC, Después

de lavar ccn 68 litros de agua fria, se lleva a cabo la elu
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_cidn sobre la columna de Amberlite IRA-410 con tampdn de

acetato de sodio (pH 7,0, 0,2 H, 102C) a un caudal de 17 1i

tros/h, para recupsrar 85 litros ée eluato (pH 7,0). Este

eluato se cromatorafia en una columna (14 cr de dlamotfo X
130 cm de alunrs) de 20 litros de carbono activado de cali-
dad cromotogréfica .suspendido previamente en asua, a un can
dal de 20 litros/h, con lo que se adsocrben la' CFC y la
D-CrC, Después dé lavar con 20 litros de*mzua fria, se lle-
va a cabo la elucidn con 75 litrosc alcohol L>0pfODWllCO

acuoso al 15 = 1080 y a mn candal de 20 litros/h. El ensayo

) S
de este e pato (75 litros) por CLAE rovela le presencia de

-

L
204 & ds D-CRC en este eluato (75 litros), sin eVLdencia
sustancial algma de C2C, Después de ello, se hace paéér?a;
cohol isopropilice acuoso al 5% a un caudal ds 20 litrof/g,
y desbuds ds desschar 10 litros de las fracclones de caﬂé?

za, Se pasan 60 litros més para obienzr un eluato cla 'Qe

color amarillo pdlido. Bl ensayo de este esluato reveloﬂla“

-J)"

presencia dz 12 g de C]C. Estas fracciones de D-CPC ¥ CEC '

v

gse concenbran indsopendientemsnte y se cristalizan para’reeg
perar 190 g de cristales de sal D-0FC,.Ha y 6 g de cristales
de 1 CPC.Ha.

Biemplo 11

Un ma’ordz' Sakaguchi de 2 litros se llena coﬁ 500
ml de va medio constituido por 5« de glucosa; 1% de'harina,
de -semills de algoddn, 0,55 de harina de soja brgta, 6,5% '
de extracto de levadura, 0,5% de peptona y 1% de caco,, y

después de esterilizacidn, se inocula con Paecilomyces cer-

neus €-2237 (IFC 9729). El meiraz inoculado se incuba en un
aparato de sacudidas alternativas a 282 durante 3 dfas,

Dor otra perte, un dendsito de formentacidn de 50 11tros de
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L acero inoxidable pe carga con 30 lltTOu de un medio consti-

tuido por 8¢ de szlucosa, 2% de harina de semilla de alzoddn

y 15 de CaCO3, esterilizado de la ranera rutinaria y enfria

do, Bote depésito se inocula asépticamente con el cultivo
preparado arriba y se lleva a cabo la fermentacién con ai-
reacién y agitacidn a 249%C durante 164 horas (airsacidn 20
litros/min, a=zitacidn 230 r.p.m.).

A1 final del periodo de fermendacidn, el caldo de
fernentacidn se separa y so elimina la materia s6lida para
obtener 25 litros de filtrado. Bste filtrado contienaal’j
110 ¥/ml de C2C, 30 ¥/ml de D-CFC y 155 %/ml de DA-CPC. ;3
afiade a este caldo penicilinasa (Schwarz-ijamn Co., Itd.) pa
ra descomponer por completo la cefalosporina N y, 'equéé
de ajastar a pH 4,0 con deido sullfdrico diluido, oo Pf;_Iﬁ
la zmateria insoluble sor Tiltracidn, 21 filtrado se enfrié
a 5% y =2 cromﬂtogréflcaen una columna (10 ci de dia uetro
x 64 cm.de altura) de 5, O litros de carbono activado aﬂ ‘ca-
1idad cromatografia suspendido previamente en agua. De puéé
de lavar con agua fria, se llsva a cabo la elucidn con wél
tona acuosa al 500 a 592, Bl eluato (15 litros, pH 5,0) se
enfria a 102C y sz cromatozrafia en una coiamna de 3,5 li-
tros de Amberlite IRA-410 (forma C17), con lo que se adsor-
ben la CPG, la D-CPC y la DA-CPC, Despues de lavar, se lle~
va a cabo la elucién con 10 lltrou de =olu01on de cloruro
de sodioc 0,2 If a 5°C y a VE = 1,0 (3,5 litros/h). Esto elua
%0 se pasa a través de una columna (5 cm de didmetro x 300
om do altura) de 6 litros de carbono mtivado de calidad cro
mtogréfica suspendido previamente en azue, a VE = 1,0 (6
litros/h). Desouis de lavar, se pasa.metanol acuoso al 5% a

5¢C a VB = 1,0 (6 litros/h), recogiéndose el eluato en frag
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_ciones de 1,2 litros. Las fracclonesg se ensayan por CCD, Se
. encuentra gue la D-CPC sale en primer lugar, seguida por la

DA-CPC, Después que se ha eluido completamente la DA-CEGC,

se pasa ulteriormente metanol acuoso al 20? a VE = 1,0 (6
litros/h), con lo que sale flnalmenbe la LPC. Las fraccio--
nes ricas en D—GPG.(fraqciones nfus, 6-10) oe combinen, se
neutralizan con HalOH, se concentran y se cristalizan para
obtener un total ds 35 mg de sal T-CIC.Fh, Despues de ello;
las fracciones nidums, 11-17 que son ricas en DA-CPC se combl
nan, se neutralizan con HalH, se cuqcenuran, crlsLallaaﬂ y
secan, con 1o qus se obtienen 380 my de sal DA ”PC Na. Jas
fracciones néms; 22-40, que son ricas en (ZC, se combinap,,
navtralizan con NaOH, concentran y cristalizan para réé&ée~
rar 130 ng dv sal CPC, Ua. , o

- Biemplo 12

Un matraz Qe Sakaguchi ds 2 litros se llena con 500

"

ml de vn medio constituido vor 5 de sacarosa, 1% de haring

de semilla de algoddn, ( de licor de mmcoracidn de maiz7y-

~ ~

0,155 de uaGO3 y, Ges ég de euter1117a01oq, 56 1nocula con

Anixiepnsis peruviana BJ—301.67.'El matraz inoculado se inen
ba en un asarato de sacudidas alternétivas a 289 durante 4
dfas, Por otra parte, un depdsito de fermentacion de 50 li-
tros de acero inoxidablerse carga con'30 litros de un medio
consbituido por 8% de glucosa, 2% de harina de semilla de
algoddn, 1% de harina de soja bruta, 1% Qe licor de racera-
cién de maiz, 0,5% de Dl-metionina y 1% de CaC0y, se esteri
liza de la manerarrutinaria y se enfria, Este medio del de-
pésito se 1noculo asépticamente con el precultivo obténido
rriba ¥ se lleva a cabo la fermentacidn bajo agitacicn

y aireacidn a 28 (aireacidn, 100%; agitacién 280 r.p.m.).
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| _Despues de 134 horas de incubacidn, se separa el caldo de

caltivo y se elimina la mataria sélida, con-lo que se obtig
nen 25 litros de filtrado. El filtrado contiene 30 ¥/ml de
GPC, 110 ¥/ml de D-CXC y 415 ¥/l de DA-CRC,

Se aiiade a est: filtrado penlclll esa (Schwarz-
~lMann Co., Ltd.) para descomponer completansnte ia cefalos~'
porina N, y despuds de ajustar a pH 4,0 con dcido sulfurico
diluido, se separa por filtracidn la msteria insoluble, z1
filtrado sa.enfria.a 50¢ y se cromatografia cn una columna
(10 cm e diémetro x 64.cm de al%ura) de % litros de ?5@bo~
no activado de grado cronatograflco susne nd do rrcviahén%e
en agua. ia columna se lava con agua fria y, despues, se
realiza la elucidn con acetona acuosa al 40l. El nroducto
eluido (15 litros, pH 5,0) se, pasa ulteriorvasnte a trevd 5
de una colums ds 2 litros de Amberlite TRA-402 (forma ace-
tato), con 1o que se adsorben la OPC, la D-CEC y la DA—mf:c.
Después de.lavar, se 1lsva a cabo la eluciéﬁ con 10 ll*“os
de tampdn de.acetato de s0dio 0,2 N (pH 7,0 58C) a VE ='1,0
(2 lltrog/h) " ' L

- Bste eluato as cromatOPTafla en una columna (6 cm
de didmetro x 208 cm de altura) de 6 litros de carbono acti
vado de éaiidad cromatogréfica.suspendido previamente en

agua a VE = 1,0 (6 liﬁros/h) y, después de ello, la columna

" B8 lava con 8 litros de agua frla. Desnpudés de este lavado, L

pasa alcohol 1sooropilloo al 1% (52¢) a Vi = 1,0, recogien—
dose el eluato en fracciones de 1,2 11tros. Tal como se com

prueba por_un ensayo de CCD de las frac01oneg,'sale primera

monte D-CFC, galiendo a continuacidn DA-CPC. Despuds que se

. ha eluido completamsnte la DA-CFC, se pasa elconol isopropi

lico acuoso al 5% (59C) a V& = 1,0, con lo gue sale CPC.
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s}

racciones ricas en D-CFC, esto es, las fracciones nims,
5-10, =se combinam, se ajuszta a plI 6,5 con FalH, se concen-
tran y sz cristalizan, con lo gue se obiisnen 200 mz de sal

D~CEC,Na, Después de ello, las fracciones ricas en DA-CPC,

o}

-es decir, las fracciones nias. 11-19, se combinan, se ajus~

tan a pH 6,5 con NaOH, se concentran y se cristalizan para
recunerar la sal DA-CPC, Ias fraccilones ricas en CPC, es de
cir, lasrfraccipnes nims, 24-43, se combiﬁan, se ajustan-g
pH 6,5 con NaOH, se concentran y se cristalizen, con lo que

se obtiznen 40 g de. sal CEC.Na,

Ejemnlo 13 N

Por el procedimisnto descrito en el'ejemploif{ f2ls]

cultiva Cephalosporium acremonivm K~121 (4TCC 20427) duran~

rd

te 96 horas, Despuds de ello, sz sapara el caldo de fermen—

-

tacidn y se elimina la materia sélide

Py

para recupsrar 25?ii5
tros de fiitrado. Egte filtrado contizne 4,500 X/ml dé CEC,
Se afinde a este filtrado la D-CEC preparadé pbr el método
deserito en la patente de EE,UU. 3.926.729 a una concéﬁtfa—
cidn de 5.000 Y/ml, seguido por la =dicidn de la DA-Cﬁﬂférg
parada por hidrozsnacidn catalitica de CIC a una éonéentrar
cidn de 5.000 ¥/ml.

_ 1 filtrado anterior (25 litros) que'contiene
4,500 ¥/ml de CEC, 5,000 ¥/ml de D~CEC y 5.000 ¥/ml de
DA-CPC se enfria a 592C y se hace pasar en serie a través de
una columna de 2,6 litros de Amberlite IRC-50 (formaiH+) Vg
una co;umna de 22 litros de Amberlite IRA-402 (forma aceta-
t0) al coudel de 22 litros/h. Tas columnas se lavan luego
con-88 litros de agva fria en serie, Degpués de ello, se ha
ce paser tampdn de acetato de sodio (pH_7,0 0,2 }) a 59 a

través de la columna de Amberlite IRA-402 o 22 lifras/h pa-~-

-
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_ra recuperar 110 litros de eluato {pH 7,0). Esta sluato se

cm de alturaz) de carbono activado dz calidad cromatogrdfica

- suspendido previasente en agua, a un caudal de 27 litros/h,

~
Hoja niun. 54'

hace raser a través de wna columna (10 cm de didmetro x 343

con Lo que se adsorben la CFC, la D-OFC y la DA-CEC. Ta co-
lumna se lave con 27 litros de agua fria, seguido por el pa
so de 40 litros de asua fria (59) al caudal de 27 litros/h
recogidndose el ﬁroducto eluido en fraccioncs de 2,7 litros|
©1 ensayo por CCD del eluato demuéstra gue primeramentera—
16 la D~CPC de la columna. Seguidamenfe, se pasa metaﬁSIi
acuoso al 55¢ a través de la columna, con 1o gus o6 elﬁfélla
DA-CPCG, Despuée de la elucidn completa de la DA-CPC, séjba—
sa adicionslusate metanol acuoso al 20 a través de la colum
na a 27 litros/h, con lo que se recupera la CTC, "jﬁ
Tas fracciones nidms. 5425, éue son ricas en b;éPC,
se combinan, se ajustaﬁ a pH 6,5 con NalH, sc concentran;y
se cristalizan. para recuperar 50 g de sal D-CFC.Ha. Despuds
dé ello, las fracciones ndms., 26-43, gue son ricasen
DA-CPC, 52 combiﬁqn, se ajustan a pH 6,5 con Nald, se.ééné
centran y se cristalizan para recuperar 45 g de'sél DA—
~CPC.Fa. Finalmente, las fracciones ndms. 47—75; gue son ri
cag en CPC, se combinaﬁ, se ajustan a pH 6,5 con NalH, se

concentran y se cristalizan para obiener 30 g de sal CPC,KNa,

i
.

1
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REIVINDICACICTES

Ios puntos de invencidn propia y nueva que se pre

sentan para que sean objsto de esta solicitud de patente de

™

invencién en Espaffe, por VZINTE afios, son los gue se reco-

P

gon en las rsivindicaciones sigunientes

-s

18,- Un método para separar entre si desace@i%pé—
falospérina C, desacetoxi~cefalosporing C y.cefalospd?iﬁa-
c, caracterizadb por poner en con%acﬁo uﬁa solucidn a&&ﬁéa
brute que contiene al menos dos micmbros de entre cefaibgkg
rina C, desacetilcefalosporina C ¥y desacetozi-cefalosp?@ﬁna
C con carbono activado para adsorber los compusstos dé~9efg
losporina scbre el carbono y eluirlos fraccionadamente”gbn
agua que coanbiene 0 a 20 por ciento (vol/vol) de un disol-
vente orginico. : RO

28, Un método de acuerdo con- la reivindicacidén:
18, en el'que la solueidn acuosa bruta conﬁieﬁe dgpacé%iiég
falosporing c.

3%,- Un método ﬂé acuerdo con la reivindicacidn

12, en el que la elucidn se realiza solamente con agua.

42,~ Un método de acuerdo con la reivindicacidn

12, an el que el disolvente orgdnico es un alcchol , éter,

cetona o éster,

52,- Un método de acuerdo con la reivindicacidn
4%, en el que ¢l alcohol es.un<aloohol de 1 a 6 dtomos de
carbono. ) |

62,- Un método de acuerdo con la reivindicacidn

58, en el que el alcohol de 1 a 6 &tomos de carhono es meta
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_nol,

72,~ Un método pars separar entre si desacetilce-
'falor.;porina C, desaoe‘boxi—-cei‘alosporina C y cefalosporina CJ

Pal y como se ha descrito en la memoria que ante-
cede, representado en los dibujos que se écompaﬁan ¥y para
los fines que se han especificado.

Esta memoria consta de veintiséis hojas escritas
a maguina por ana sola cara. .

Kadrid, 220011379

P.4.

Albe e Elzabure -,
Por P s
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