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DESCRIPCION
Procesos de purificacion de teicoplanina
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la tecnologia quimica, mas especificamente a una manera novedosa y
efectiva de purificacion del antibiético teicoplanina.

Antecedentes de la invenciéon

Teicoplanina es un término usado comunmente para un grupo de antibiéticos de glicopéptido a partir de la familia de
vancomicina-ristocetina, producida por un microorganismo flngico tal como, por ejemplo, Actinoplanes
teichomyceticus. Teicoplanina se divulga por primera vez en J. Antibiotics 31 (1978), p. 170-177 como una mezcla
de tres factores denominados teicomicina Ai, A; y As. El factor A, llamado mas tarde teicoplanina A, fue
identificado como el componente principal, el cual se aislé6 mediante cromatografia de columna sobre Sephadex LH-
20™. Teicoplanina A; fue luego reconocida como una mezcla de cinco moléculas (J. Antibiotics 37 (1984), p. 615-
620), las cuales pronto se dilucidaron como estructuras que difieren en la naturaleza de la cadena lateral acilo-
alifatica (J. Am. Chem. Soc. 106 (1984), 4895-4902). Una representacion de compuesto, ejemplificada y tipica, de
teicoplanina se ilustra en la Fig. 1 (R puede significar diversos residuos de alquilo de Cio-Ci1). Estos cinco
compuestos A, constituyen la teicoplanina conjuntamente con otro compuesto principal (As) y algunos otros
compuestos secundarios (por ejemplo Rs-1 a Rs-4).

La mezcla de estos componentes en una variacion de proporcion limitada esta disponible en el mercado como
Targocid® para el tratamiento de infecciones por bacterias Gram-positivas. Ademas de la vancomicina y de los
antibidticos similares a vancomicina, aln sigue siendo un compuesto activo clave contra microorganismos altamente
resistentes.

Se ha hecho una cantidad de esfuerzos para separar teicoplanina de un caldo de cultivo de los microorganismos y
para purificar teicoplanina para lograr un grado farmacéutico. De acuerdo con la primera publicaciéon en US 4239751,
un caldo de cultivo se divide en una torta micelial y en un filtrado. Después del tratamiento de la torta, se extrajeron
ambas fracciones con butanol a un pH &cido y el producto de fermentacion crudo se precipité después de retirar
parcialmente el solvente. Los precipitados se recogieron, se purificaron en una columna de Sephadex LH20 y sobre
una resina de intercambio iénico acida, tal como Amberlite IR-120 y Dowex 50, con aislamiento final del producto
mediante precipitacion a 4°C. No obstante, este proceso es un experimento de laboratorio para aislamiento, el cual
tiene varias desventajas para el uso industrial en vista de su complejidad, calidad, costes y rendimientos.

A fin de mejorar los rendimientos de fermentacién en tal produccion auto-inhibida de teicoplanina, se intento retirar
continuamente el producto adicionando solventes organicos miscibles con agua, tales como acetona, n-propanol, y
acetonitrilo (patente coreana no. 367890), o adicionando una resina de intercambio i6nico muy acida, tal como Dow
XFS-43278.00 y Diaion SK-1 02 (patente coreana no. 118034) a un caldo de cultivo. Pero tales procesos todavia
necesitan grandes volimenes de solventes organicos para extraer teicoplanina provocando problemas de manejo y
contaminacion ambiental.

La solicitud de patente estadounidense 4,845,194 reporta un proceso para purificacién de teicoplanina que involucra
una técnica de intercambio catiénico antes del ajuste del pH. Teicoplanina es eluida a partir de la resina de
intercambio cationico usando una solucion que tiene un valor de pH desde aproximadamente 9 hasta
aproximadamente 12.

Un progreso adicional en el aislamiento de teicoplanina fue hecho mediante el descubrimiento del enlace eficiente de
teicoplanina con resinas hidréfobas, divulgadas por primera vez en la EP 0241758, usando una resina de poliamida
especial y mejorando alin mas la purificacion mediante un proceso de extraccién de teicoplanina a partir de micelio a
un pH alcalino como una simplificacion de los procesos primarios divulgados (EP 0479086). Sin embargo, la pureza
de teicoplanina no fue superior a 85 % y el descoloramiento fue insuficiente.

La introduccion de resinas hidréfobas, preferiblemente aplicadas como una columna antes que en un tratamiento de
suspension, representd otro progreso. La publicacion J. Biochem. 275 (2000), p. 6201-6206 describe el uso de una
resina hidr6foba comercial Dianion HP2 MGL™ con elucion adicional usando solucién de NaOH. Sin embargo, la
estrategia requeria la neutralizacion continua de la solucion de elucién a fin de impedir la epimerisacion del producto
sensible en el medio alcalino. Incluso en compafiia de otras estrategias especiales a fin de obtener teicoplanina
pura, en vista de una pureza de sélo 50 a 60 % (p/p), este proceso de laboratorio es adecuado mas bien para
propésitos distintos del uso como ingrediente farmacéutico.

La patente coreana 321304 divulga una resina de adsorcidon neutra y un paso de cromatografia de afinidad con
inmovilizacién en lectina, usando resinas seleccionadas del grupo que consiste en Amberlite XAD 16, Diaion HP 20,
gel de silice y carbdn activado. Sin embargo, en caso que el caldo de cultivo filtrado, extraido de una solucién
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basica, se adsorba a una resina, tal como Diaion HP 20, se pierde una cantidad sustancial de teicoplanina en el
paso de adsorcion y la pureza de teicoplanina eluida mediante un gradiente de concentracion de metanol es muy
baja. Ademas, es necesario retirar metanol a fin de aplicar la solucién a una resina inmovilizada con lectina. Ademas,
no es deseable aplicar la estrategia en produccion a larga escala debido al coste de las resinas inmovilizadas con
lectina. De acuerdo con la patente coreana 2003/017067, teicoplanina de un caldo de cultivo es adsorbida a una
resina porosa de adsorcion, la resina porosa de adsorcion se lava con acido clorhidrico diluido y la teicoplanina se
desorbe de la resina de adsorcidon usando una solucién mezclada de agua y acetona. La solucién de eluciéon que
contiene teicoplanina se concentra mediante destilacién al vacio, se trata con carb6n activado y se somete a un
proceso de precipitacion; de esta manera se purifica la teicoplanina. Una vez mas, el proceso es insuficiente para
escalamiento debido a la adsorcion irreversible de teicoplanina a la resina, lo cual reduce el rendimiento, y debido al
uso de grandes cantidades de solvente. Por otra parte, es dificil de purificar teicoplanina a 95 % en area 0 mas
empleando solamente un proceso Unico que utilice resinas porosas de adsorcion.

Como alternativa, algunos otros estudios han incluido resinas de fase inversa para separar y purificar teicoplanina
del caldo de cultivo. Por ejemplo, un proceso publicado en Chromatographia 24 (1987) p. 295-301 propuso purificar
teicoplanina usando una resina Lichrosorb™, pero el uso de grandes cantidades de acetonitrilo y el intercambio
frecuente de resina puede aumentar considerablemente los costes de produccion. Otras dos alternativas llevaron a
cabo los métodos cromatograficos sobre resinas de fase inversa mediante maneras adicionales de purificacion. Por
ejemplo, la solicitud de patente coreana 2003/092504 describe la extraccion de productos de fermentacion con
acetona acuosa, seguida de cromatografia sobre gel de silice recubierta con silano, adsorcién sobre carbén activado
en el paso de aislamiento y ultrafiltracion. US 7405267 describe un proceso para purificar teicoplanina de un caldo
de cultivo que incluye un paso primario de purificacion en el que se usa un absorbente sintético, un paso secundario
de purificacion en el que se usa una resina de intercambio i6nico, una resina catalitica 0 una resina quelato, un paso
terciario de purificacion en el que se usa una resina de fase inversa y un paso final de liofilizacién. Por consiguiente,
el uso de la fase inversa mas costosa no puede impedir el uso de adsorbentes adicionales, de modo que no justifica
los costes adicionales.

En resumen, todos los métodos descritos antes ofrecen solamente soluciones parciales que no resuelven la
complejidad del aislamiento y de la purificacion de teicoplanina. La EP 1735337B1 (WO 2005/116059) ha ofrecido la
solucién mas completa para aislamiento y purificacion de teicoplanina hasta ahora. Se devolvi6 al método de
adsorcion sobre resinas hidréfobas, describiendo los siguientes pasos claves de purificacién y aislamiento de
teicoplanina:

- separacion de micelio de teicoplanina disuelta en un filtrado,
- adsorcion de teicoplanina purificada aproximadamente en resinas porosas de adsorcion desde un medio acuoso al
10-40% de alcoholes de C1-C4 0 de acetonas de C3-C4 de pH 6.5 a 7.5, seguida por elucién con alcoholes de C1-C4

acuosos al 40 a 90 % con control cuidadoso de la concentracion de sal,

- adsorcion de impurezas en carb6n activado usando solucion acuosa diluida de alcohol, calculada
aproximadamente a partir de metanol acuoso con maximo 30 %

- desalinizacion mediante adsorcién en resinas porosas, seguida de elucion con alcoholes de C;-C4 acuosos al 40 a
90 %

- ultrafiltracion sobre membranas con tamafio de poro desde 3 - 100 kDa a 0 - 4 kPa de presion usando soluciones
alcohdlicas acuosas diluidas de teicoplanina purificada en concentracién menor a 20 %

- precipitacion de teicoplanina.

Aunque este proceso puede representar la mejor opcion bibliografica para aislar teicoplanina, su reproduccion
presenta de manera sorprendente desventajas considerables:

- la desorcién desde la resinas porosas no es completa (maximo 87.6 %);

- la disminucién en los tamafios de poro en la ultrafiltracion reduce sorprendentemente el paso de teicoplanina a
través de las membranas, aunque los poros son considerablemente mayores que el radio de las moléculas de
teicoplanina, mientras que el uso de poros mas grandes reducen la selectividad, de modo que se requieren varios
ciclos de ultrafiltracién, lo cual incrementa la cantidad media de solvente a volimenes enormes;

- la remocion de impurezas coloreadas sigue siendo el problema principal debido a que los colores no se retiran
completamente ni en el paso de adsorcién sobre la resinas ni durante la descoloracion sobre carboén y ultrafiltracion.

Una publicacion posterior, CN 101423547A, representd una revision de dicho procedimiento completo ajustando una
solucion de teicoplanina a 2,5 hasta 6 siguiendo los siguientes pasos:
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- separacién de micelio de la teicoplanina disuelta en un filtrado,

- adsorcion de la teicoplanina aproximadamente purificada en resinas porosas de adsorcion, seguida de elucién con
una composicion ligeramente acida (valor de pH = 3) de solvente organico miscible con agua y agua

- adsorcién de impurezas en carb6n activado
- utilizacion de nanofiltracion en ejemplos practicos, opcionalmente la mencionada ultrafiltracion.

Los beneficios de métodos de estos pasos previos no estan claramente identificados. La ultrafiltracion como una
alternativa a la nanofiltracién no es clara especificamente porque la masa molecular de teicoplanina se encuentra
entre cortes promedio de nanomembranas y ultra membranas, de modo que su funcién no debe ser la misma.

Por lo tanto, todavia existe una necesidad de un procedimiento completo de aislamiento de teicoplanina con grado
farmacéutico.

Resumen de la invencion

La invencion esta definida por las reivindicaciones.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: ilustra una representacion de compuesto ejemplificada y tipica de teicoplanina.
Figura 2: muestra esquematicamente una des-aminacion tipica de teicoplanina.

Figura 3: proporciona una visién esquematica de un proceso ejemplar segun la invencion.

Figura 4: muestra la porcion de teicoplanina adsorbida como una proporcién entre la concentracién en un momento
del tiempo dado y la concentracién inicial.

Figura 5: Desorcion de teicoplanina e impurezas relacionadas de la resina adsorbente Amberlite XAD16™ con
mezclas neutras de agua-metanol: la dependencia de la concentracién de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte
de impurezas coloreadas relacionadas, expresadas como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados), de la concentracion de metanol se muestra en el diagrama como un resultado de dos conjuntos de
experimentos.

Figura 6: Desorcién de teicoplanina y sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD1600™ con mezclas
neutras de agua-metanol: la dependencia de la concentracion de teicoplanina desorbida (circles) y la parte de las
impurezas coloreadas relacionadas, expresada como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados), de la concentracion de metanol se muestra en el diagrama como un resultado de dos conjuntos de
experimentos.

Figura 7: Desorcién de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD1180™ con mezclas
neutras de agua-metanol: la dependencia de la concentracion de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de
impurezas coloreadas relacionadas, expresada como porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados), de la concentracion de metanol se muestra en el diagrama.

Figura 8: Desorcion de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD16™ con mezclas
acidas de agua-metanol: La dependencia de la concentracion de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de
impurezas coloreadas relacionadas, expresada como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados), de la concentracion de metanol a pH diferente del eluyente (pH = 2 -linea llena, pH = 3 -linea
sombreada, pH = 4 -linea punteada) se muestra en el diagrama.

Figura 9: Desorcién de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD1600™ con mezclas
acidas de agua-metanol: la dependencia de la concentracién de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de
impurezas coloreadas relacionadas, expresada como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados) de la concentracion de metanol a pH diferente del eluyente (pH = 2 - linea llena, pH = 3 - linea
sombreada, pH = 4 - linea punteada) se muestra en el diagrama.

Figura 10: Desorcién de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD1180™ con mezclas
acidas de agua-metanol: la dependencia de la concentracion de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de
impurezas coloreadas relacionadas, expresada como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados), de la concentracion de metanol a pH diferente del eluyente (pH = 2 - linea llena, pH = 3 - linea
sombreada, pH = 4 - linea punteada) se muestra en el diagrama.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 558 581 T3

Figura 11: descoloracion de solucién de teicoplanina con carbon activado en mezclas de agua-metanol: rendimiento
(circulos) y reduccion de absorbancia relativa (cuadrados) en dependencia de la concentracion de metanol se
muestran en el diagrama.

Figura 12: Descoloracién de solucién de teicoplanina con carbén activado en varias cargas: rendimiento (circulos) y
reduccion de absorbancia relativa (cuadrados), en dependencia de diversas cargas de carbon, expresados como
una relacién p/p a teicoplanina, se muestran en el diagrama.

Figura 13: permeabilidad de teicoplanina a través de membranas de ultrafiltracion en diferentes mezclas
metanol/agua: muestras del material permeado del material concentrado se tomaron se analizaron mediante HPLC.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn se describe ahora con mayor detalle mediante realizaciones preferidas y ejemplos, los cuales
se presentan, no obstante, solamente con un propdsito ilustrativo y no deben entenderse de ninguna manera como
limitantes del alcance de la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un proceso econdémico para aislar teicoplanina de un cultivo de
fermentacion de un microorganismo flungico que produce teicoplanina tal como, por ejemplo, Actinoplanes
teichomyceticus en un grado para aplicacion farmacéutica con remocién sustancial de colores.

El término "teicoplanina”, tal como se usa en el contexto de la invencién, se refiere a un antibidtico de glicopéptido
que consiste en una mezcla de compuestos o0 se refiere a los componentes individuales de dicha mezcla. Los
componentes individuales de la mezcla comprenden de manera tipica cinco componentes principales (Az-1, Ax-2, A-
3, Ax-4, Ax-5), un nucleo de glicopéptido As-1 y componentes secundarios tales como RS-1, RS-2, RS-3 y RS-4. Se
hace referencia explicita a la descripcion de los antecedentes de la invenciéon, tal como fueron citados en la
presente. La proporcion de contenido de los componentes individuales puede no ser constante y puede variar de
acuerdo con la cepa utilizada, las condiciones de cultivo o el proceso de purificacién aplicado.

La fermentacion de teicoplanina produce un caldo coloreado de marrén intenso a casi negro, el cual puede
descolorarse gradualmente mediante un procedimiento tecnoldgico seleccionado, por adsorcion y métodos
cromatograficos conocidos por el experto en la materia, a fin de obtener un producto final que esta todavia
considerablemente coloreado con un tono amarillo o cercano al marrén, el cual puede oscurecerse adicionalmente
durante el almacenamiento. Hemos encontrado de manera sorprendente que las impurezas coloreadas pertenecen
a al menos tres grupos fisicoquimicos que no pueden retirarse mediante solamente una operacion técnica. Las
impurezas criticas pueden categorizarse en los siguientes grupos.

Un grupo representa impurezas coloreadas con alto peso molecular las cuales pueden retirarse mediante métodos
de separacion adecuados para grandes moléculas, tales como adsorcién sobre resinas o filtracion con gel. Estas
pueden comprender residuos macromoleculares de estructura celular.

Otro grupo representa impurezas de bajo peso molecular, probablemente menores a 1000 Da, de baja polaridad, lo
cual también origina componentes de célula no especificos que comprenden moléculas con partes de lipido unidas
mediante enlace doble.

El tercer grupo representa productos de degradacion intimamente relacionados, caracterizados en la publicacion J.
Antibiotics 49 (1996), p. 644-650, los cuales se producen supuestamente mediante amindlisis oxidativa. El
reemplazo del grupo amino por un grupo ceto causa un doble efecto: la parte afectada de la molécula se vuelve una
estructura similar a la quinona conjugativa que mueve el maximo de absorcion al espectro visual y la molécula pierde
caracter basico (Figura 2).

De esta manera, la invenciéon proporciona un proceso para una remocion eficiente de impurezas por medio de
adsorcion de componentes particulares disueltos desde el material filtrado del caldo de fermentacion de un cultivo de
un microorganismo fangico que produce teicoplanina, preferiblemente un cultivo de Actinoplanes teichomyceticus,
sobre resinas adsorbentes hidréfobas comerciales o ligeramente polares con mayor elucién selectiva del producto
desde la resina. De acuerdo con la invencion, el proceso incluye el uso de una mezcla de un solvente organico
miscible con agua en una solucién acuosa en varios pasos del proceso de purificacién. Preferiblemente, el solvente
organico miscible con agua se selecciona del grupo que consiste en alcoholes de C1-Ca, cetonas de C3-C4 0 nitrilos
de C,-Cy.

El material filtrado del caldo de fermentacion del cultivo de Actinoplanes teichomyceticus significa aqui un caldo de
cultivo filtrado sin micelio, preparado mediante procedimientos conocidos por un biotecnélogo versado en la materia.

En una realizacion preferida, el proceso comprende los pasos de

a) adsorber teicoplanina a una resina hidroéfoba de adsorcion;
5
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b) desorber teicoplanina de dicha resina usando un medio que contiene agua y un solvente organico miscible con
agua;

¢) tratar una solucion que comprende teicoplanina con carbon vegetal, seguido de la remocién del carbén vegetal;

d) someter una solucién que comprende teicoplanina a un proceso de ultrafiltracion sobre membranas con un corte
de 3-100 kDa, en cuyo caso la solucién contiene mas de 20 % (v/v) de un solvente organico miscible con agua y no
mas de 90 % (v/v) de un solvente organico miscible con agua;

e) opcionalmente concentrar y/o desalinizar una solucion que contiene teicoplanina después de la ultrafiltracion
definida en el paso d) mediante ultrafiltracion sobre membranas con un corte de 1000 Da;

f) finalmente obtener teicoplanina purificada.

La resinas adsorbentes hidréfobas o ligeramente polares, disponibles comercialmente pueden seleccionarse de
resinas de poliestireno o poliacrilato reticuladas, no i6nicas, macroreticulares con un radio de poro de 20 to 500 A,
seleccionadas de, pero no limitadas a, las marcas Hypersol-Macronet®, Amberlite® XAD, Diaion® HP y Sepabeads
SP, o Dowex® Optipore, preferiblemente seleccionadas de la resinas con un radio de poro de 100 a 500 A
seleccionadas de las marcas Amberlite® XAD16, Amberlite® XAD 1600, Amberlite® XAD 1180, Diaion® HP20,
Diaion® Sepabeads SP207, Dianion® HP2MG, mas preferiblemente de Amberlite® XAD16, Amberlite® XAD 1600,
Amberlite® XAD 1180. Las resinas de este tipo adsorben selectivamente moléculas con residuos lipofilicos, incluidas
moléculas de peso molecular ligeramente mayor, tal como teicoplanina, desde soluciones acuosas y dejan
componentes polares de bajo peso molecular, incluidos solutos i6nicos y una variedad de macromoléculas en la
solucién. Las moléculas menos polares se adsorben desde una solucién acuosa que contiene no mas de 30 % (v/v)
de solventes miscibles con agua, preferiblemente no mas de 20 % de alcoholes de C1-C4, cetonas de C3-C4 0 nitrilos
de C,-C4, preferiblemente metanol.

La facilidad de adsorciéon depende del tipo de resina; una adsorcion menos favorable puede compensarse por un
tiempo mas largo de tratamiento. El ejemplo representativo 2 muestra la cinética de adsorcion de teicoplanina en
tres resinas tipicas: Amberlite® XAD16, Amberlite® XAD 1600, Amberlite® XAD 1180. Todas las tres resinas
muestran buena adsorcién, pero algunas de ellas adsorben mas rapido que otras. Usando Amberlite® XAD 1180,
mas del 90% de la teicoplanina inicialmente presente se adsorbe desde la soluciéon en 2 horas, mientras que con
XAD16 solamente se adsorbe 50 %. Una resina con poros mas grandes (por ejemplo Amberlite® XAD 1180)
adsorbe mas rapido que una con poros mas pequefios (por ejemplo Amberlite® XAD16), pero esto puede
compensarse con una particula mas pequefia y un area de superficie mas grande (por ejemplo Amberlite® XAD
1600). Una cinética favorable conduce a una adsorcién en columna mas eficiente, lo cual es importante para la
produccion a escala industrial eficiente de teicoplanina.

Desde dichas soluciones, el adsorbente retira al menos 80 % de la teicoplanina total, preferiblemente al menos 90
%, y de la manera mas preferida al menos 95 % de la teicoplanina total. El proceso de adsorcién se realiza agitando
la resina suspendida en dicha solucién de teicoplanina durante al menos 2 horas, preferiblemente durante al menos
12 horas y de la manera mas preferida durante al menos 24 horas a una temperatura de 0-40 °C, preferiblemente a
temperatura ambiente. Finalmente, la resina que contiene teicoplanina se retira por filtracién y opcionalmente se lava
con agua mediante re-suspension o enjuague. Como alternativa, el caldo filtrado que contiene teicoplanina es eluido
a través de una columna de dicho adsorbente, cargando productos de fermentacién sobre el adsorbente hasta la
saturacion.

En una realizacion preferida, el material adsorbido se libera de una resina mediante elucién con soluciones acuosas
ricas en solvente organico, que contienen preferiblemente al menos 40 % (v/v) de un solvente organico miscible con
agua, seleccionados de alcoholes de C;i-C4, cetonas de C3-Cs4 0 nitrilos de C,-Ca, preferiblemente metanol. La
medida de elucién de teicoplanina desde una resina puede mejorarse mediante adiciéon de un solvente organico. Sin
embargo, la eluciéon no es completa y no es altamente selectiva. Conjuntamente con teicoplanina, también se eluye
la mayoria de las impurezas. La concentracion del solvente organico para elucién de teicoplanina esta limitada por la
solubilidad de teicoplanina en el solvente organico. Por ejemplo, cuando se aplican mezclas de metanol/agua, la
extensién de la elucién de teicoplanina alcanza un maximo a concentraciones de 60 - 80 % (v/v) de metanol
dependiendo del tipo de resina, pero la extension de elucién es alin menor a 60 % de la teicoplanina adsorbida total.
Aumentando la fuerza i6nica mediante adicion de sales, puede eluirse 87.6 % de teicoplanina (EP 1735337B1), pero
la selectividad sigue siendo insuficiente o incluso disminuye; especialmente, la remocion de impurezas coloreadas
es aun mala. En general, adicionar una base al sistema de elucion (J. Biochem. 275 (2000), p. 6201-6206) es otra
solucién, pero la estrategia no puede seguirse en el caso especifico de teicoplanina puesto que la teicoplanina no es
estable en medio alcalino.

De acuerdo con la invencion, el medio de elucién se acidifica preferiblemente; preferiblemente por medio de acido
mineral y de la manera mas preferible por medio de acido clorhidrico. Se ha encontrado de manera sorprendente
que la eficiencia de elucion de teicoplanina es superior a cuando se usan métodos de elucion neutra, descritos en la
técnica anterior. Aln mas, la estrategia segun la presente invencion mejora la selectividad en vista de la remocién de
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impurezas coloreadas, derivadas de dicha desaminacion oxidativa. Los ejemplos 3-5, suplementados por las figuras
correspondientes, muestran eficiencias de elucién de teicoplanina y sus impurezas oxidativas a partir de tres resinas
tipicas (Amberlite® XAD 16, XAD1600 y XAD 1180) como una funcién de la concentracion del solvente organico en
medio neutro con valores de pH 6-7, mientras que los ejemplos 6-8 muestran caracteristicas similares en un medio
acido con valores de pH 2, 3 y 4, respectivamente. Es evidente que en medio neutro, la concentracién relativa de
impurezas coloreadas alcanza 7-12 % de concentracion de teicoplanina tal como se mide en porcentaje en area del
analisis con HPLC a la concentracion de solvente organico donde la desorcion de teicoplanina tiene su maximo. La
concentracion relativa de dichas impurezas en medio acido no excede 6 %, a pH 2 no excede 4 %. Los niveles de
impurezas dos a tres veces mas bajos son considerablemente mas faciles de retirar de modo cuantitativo en los
siguientes pasos de aislamiento de teicoplanina. Ademas, teicoplanina es mucho mas estable en condiciones acidas
que en medios alcalinos.

Los ejemplos 6-8 y las figuras 8-10 ilustran efectos benéficos de un medio acido sobre la extension de la liberacion
de teicoplanina y la selectividad en vista de impurezas coloreadas en un proceso por lotes. Cuando se realiza
elucién con 60 % (v/v) de solvente organico (metanol), el contenido de impureza en la teicoplanina eluida a un valor
de pH de 2 se encuentra por debajo de 3 %, pero cuando el valor de pH se incrementa a 3 0 4 en las mismas
condiciones de elucion, el contenido de impureza se incrementa hasta 8 %. Teicoplanina de grado farmacéutico
tiene permitido un maximo de 5% de impurezas de acuerdo con Ph. Eur. 7.2.

La separacion de teicoplanina de las impurezas coloreadas puede mejorarse mediante elucion continua desde una
columna empacada con una resina cargada de teicoplanina, cuando el proceso se conduce de manera similar a un
proceso cromatografico en el cual primero se eluye teicoplanina, seguido por la elucién de dichas impurezas. Alli, la
selectividad depende del punto de corte de fraccion lateral. Una mejor selectividad usualmente reduce el
rendimiento. Sin embargo, la proporciéon rendimiento/selectividad podria mejorarse usando columnas mas largas,
reduciendo de esta manera el contenido relativo de impurezas por debajo de 4%, preferiblemente por debajo de 2%,
de la manera mas preferida por debajo de 1% en porcentaje en area relativa, tal como se determina por medio de
HPLC.

De esta manera, de acuerdo con una realizacién preferida de la invencion, teicoplanina es eluida a partir de una
resina macroreticular no iénica, reticulada de poliestireno o poliacrilato que tiene un radio de poro entre 20 y 500 A,
preferiblemente seleccionada de Amberlite® XAD16, Amberlite® XAD 1600, Amberlite® XAD 1180 mediante un
medio acuoso que contiene al menos 40 % (v/v) de un solvente organico miscible con agua que se selecciona de
alcoholes de C;-C4, cetonas de C3-C4 0 nitrilos de C»-Cy4, preferiblemente metanol, de la manera mas preferible que
contiene 60-70% (v/v) de metanol, a un valor de pH por debajo de 4, preferiblemente a un valor de pH entre 2 - 2.5.
El valor de pH se regula mediante adicidon de una solucidon acuosa de acido mineral u organico, preferiblemente
seleccionados de acido clorhidrico, acido sulfurico, acido fosférico o citrico o mediante un regulador acido de pH.

En otra realizacion preferida de la invencion, una solucion que contiene moléculas de teicoplanina es tratada con
carbon vegetal activo, en cuyo caso la solucidn contiene al menos 40 % (v/v) de un solvente organico miscible con
agua. La solucién de partida se purifica preferiblemente antes de manera previa por medio de adsorcién/desorciéon
sobre resinas hidréfobas de adsorcidn, mas preferiblemente mediante desorcion con medios acidos. En el caso mas
preferido, la proporcion solvente/agua no se corrige antes del tratamiento con carbdn vegetal, es decir que la
solucién de teicoplanina se transfiere directamente desde el paso previo ajustando solamente el valor de pH a un
intervalo neutro de 6-8.

El tratamiento combinado con resina de adsorcion y carbon vegetal ha sido descrito en la EP 1735337B1 (WO
2005/116059). De acuerdo con la descripcion alli, una solucién etandlica se diluye preferiblemente primero con agua
para alcanzar la solucién con, a lo sumo, 40 % (v/v) de metanol mediante calculo y luego se trata con carbdn
vegetal. Este paso también es obvio para la persona versada en la materia que conoce que los compuestos no
polares se adsorben mejor en el carbon vegetal desde medios mas polares. Los inventores han encontrado de
manera sorprendente que dicha dilucién con agua no es necesaria. El tratamiento puede continuarse sin hidratacion
del medio sin perder la eficiencia de remocién de impurezas lipofilicas; ain mas, la remocion de impurezas es mas
eficiente en mezclas acuosas ricas en metanol. Tal comportamiento es irregular pero se explica de manera hipotética
por la propiedad anfifilica de las moléculas de teicoplanina, las cuales pueden ensamblarse en medios acuosos con
micelas macromoleculares que tienen un nicleo lipofilico. Dicho ndcleo puede ser capaz de atrapar algunas
impurezas lipofilicas evitando que tenga contacto con la superficie de carb6n vegetal.

De esta manera, en una realizacion preferida, el proceso mejorado de purificacion y descoloracion de la solucion de
teicoplanina sobre carbon vegetal activado incluye el tratamiento de una solucién de teicoplanina rica en solventes
organicos que contiene al menos 40 % (v/v) de un solvente organico que se selecciona particularmente del grupo de
alcoholes de C;-C4, cetonas de C3-C4 0 nitrilos de C,-Ca, preferiblemente metanol, mas preferiblemente en 60 - 80 %
(v/v) de metanol. En otra realizacion preferida, la proporcion en peso de teicoplanina/carbén vegetal es de 1 : 0.05 a
1: 2, preferiblemente de 1 : 0.2 a 1 : 1, méas preferiblemente de 1 : 0.5 a 1: 0.8. En este caso, la incubacion se
realiza preferiblemente durante 5 minutos hasta 12 horas, preferiblemente durante 0.5 - 2 horas a 0-60 °C,
preferiblemente a temperatura ambiente. El carbon vegetal activo se filtra luego y la solucion de teicoplanina, con
color amarillo reducido, sigue tratdndose para aislar el producto sélido.
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El tratamiento mejorado con carbon vegetal reduce principalmente los niveles de compuestos lipofilicos, coloreados,
de bajo peso molecular y de otras impurezas que tienen polaridad mas baja.

En una realizacion preferida, la solucion de teicoplanina, previamente purificada de manera sustancial de las
impurezas organicas con bajo peso molecular, sigue tratandose mediante ultrafiltracion sobre membranas que tienen
un corte de 1 kDa a 100 kDa.

La ultrafiltracién es un método que se usa frecuentemente para aislamiento de productos de fermentacién. El
método se usa primariamente para eliminar impurezas macromoleculares. Esto es especialmente importante para
ingredientes farmacéuticos para el uso parenteral debido a que tales macromoléculas pueden tener actividad
pirogénica. Los métodos de ultrafiltracion utilizan membranas porosas que permiten el pasaje de moléculas mas
pequefias mientras retienen moléculas de peso molecular alto. El tamafio de los poros en la membrana es decisivo
con respecto al cual las moléculas pasan la membrana (solucién permeada) y al cual las moléculas tienen un corte
(solucién retenida). Las membranas de corte desde 1 kDa a 100 kDa se usan habitualmente para ultrafiltracién,
dependiendo del propésito. Las membranas con poros pequefios que son permeadas principalmente por solventes y
por sales se usan para concentracion y desalinizacion de la solucidon retenida, mientras que las membranas con
poros mas grandes se usan para retirar moléculas mayores. Este proceso también se denomina diafiltracién. Las
moléculas que tienen un peso molecular cercano al tamafio del poro se distribuyen entre la soluciéon permeada y la
retenida. En el caso de altas proporciones de concentracion solucion retenida/permeada, pueden hacerse correr
varios ciclos de diafiltracién usando solvente fresco con el fin de lograr un rendimiento aceptable del producto en la
solucién permeada.

Se espera que las moléculas de teicoplanina con peso molecular cercano a 1900 Da penetren facilmente
membranas con poros mayores a 5 kDA, de modo que las membranas con un corte de 5 kDa o 100 kDa deben ser
Utiles para una buena separacion de moléculas mas grandes de la teicoplanina. Una gran parte de las
macromoléculas puede retirarse mediante un método de adsorcion sobre resinas no polares, tal como se ha descrito
antes. Sin embargo, este método no ofrece una remocién completa de moléculas mas grandes, dejando de esta
manera una cantidad considerable de pirégenos potenciales, colores macromoleculares y otras moléculas grandes
en la solucion. La EP 1735337B1 describe una ultrafiltracion a través de membrana con 30 kDa o 50 kDa usando
soluciones de teicoplanina con un maximo de 20 % (v/v) de metanol o isopropanol. Un procedimiento de este tipo
puede ser insuficiente en vista de la remocién de pirégenos, porque se requieren membranas de corte de peso de 3
kDa a 10 kDa para la remocion de pirégenos. Ademas, se encontré que la proporcidon de concentracion solucion
retenida/solucion permeada es muy alta cuando se usan membranas con un corte de 30 kDa a 50 kDa, por ejemplo
mas de 80 % incluso en membranas de 50 - 100 kDa usando solucién de alcohol diluida hasta 20 % (v/v). Tienen
que aplicarse varios ciclos de diafiltracién, lo cual dura dias y enormes cantidades de solventes frescos. Usando
poros mas pequefios a fin de obtener un producto no pirogénico, la ultrafiltracion se vuelve casi improductiva al
aplicar métodos del estado de la técnica. Esta observacion es sorprendente y no puede explicarse por el peso
molecular calculado de teicoplanina, el cual es varias veces menor que el corte promedio de las membranas.

De acuerdo con la invencién, la solucién de teicoplanina se trata mediante ultrafiltracion a través de membranas con
un corte de 3 - 100 kDa, preferiblemente de 5 - 10 kDa, en cuyo caso la solucion contiene mas de 20 % (v/v),
preferiblemente mas de 60% (v/v), de un solvente organico miscible con agua, y no mas de 90 % (v/v) de un
solvente organico miscible con agua, que se selecciona particularmente del grupo de alcoholes de C1-C4, cetonas de
C3-C4 0 nitrilos de C,-Ca, preferiblemente metanol, mas preferiblemente 40-80 % (v/v) de metanol, y de la manera
mas preferida 60-80 % (v/v) de metanol. En una realizacién preferida se usa una membrana del tipo de corte de
peso molecular de 5 - 10 KDa y una concentracion preferida de metanol 60-80 % (v/v) en una solucién de
teicoplanina. La proporcion retenida/permeada de la concentracion de teicoplanina no excede 0.65, preferiblemente
no excede 0.4, en cuyo caso la solucion permeada esta visualmente sin color amarillo. Preferiblemente, el proceso
no necesita mas de 6 ciclos de diafiltracion sobre membranas de 5 kDa y no necesita mas de 4 ciclos sobre
membranas de 10 kDa, respectivamente, a fin de obtener un rendimiento por encima de 95 % de teicoplanina en la
solucién permeada, en cuyo caso el color amarillo se retira sustancialmente. Este proceso retira principalmente las
impurezas macromoleculares coloreadas y otras impurezas macromoleculares que incluyen pirégenos potenciales.
En una realizacién preferida, el método se combina con otros métodos para retirar colores de otras clases quimicas.

El beneficio sorprendente de la concentracién de solvente organico incrementada en la solucion de teicoplanina en
la fase de ultrafiltracion, indica adicionalmente que las moléculas de teicoplanina no se disuelven a nivel
monomolecular en soluciones ricas en agua sino parecen ensamblarse en agrupaciones multimoleculares las cuales
no pueden permear los poros de las membranas de ultrafiltracion que en teoria son suficientemente grandes para
una molécula pero no suficientemente grandes para agrupaciones.

La solucién obtenida de teicoplanina se trata opcionalmente de manera adicional mediante ultrafiltraciéon a través de
membranas con corte de 1000 Da con el fin de desalinizar y concentrar la solucién. La soluciéon puede seguir
tratdndose con un anti-solvente seleccionado preferiblemente del grupo de ésteres, nitrilos o cetonas,
preferiblemente acetona, para producir un precipitado blanco de teicoplanina de al menos 95% de area,
preferiblemente de al menos 98% de area.
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En una realizacién preferida, el proceso total para preparacion de teicoplanina con pureza incrementada, que incluye
la remocion de materiales coloreados de diferentes tipos moleculares y de otros productos de fermentacion y
degradacion desde un caldo de fermentacion de un cultivo que produce teicoplanina, de acuerdo con la invencién
comprende los siguientes pasos:

i) preparar una solucién de caldo de fermentacion;
i) adsorber teicoplanina en una resina hidréfoba de adsorcién;

iii) desorber teicoplanina de dicha resina mediante un medio acido que contiene agua y un solvente miscible con
agua;

iv) tratar la solucién obtenida con carbén vegetal, en cuyo caso la solucién contiene al menos 40 % (v/v) de solvente
organico, seguido de la remocion del carbédn vegetal;

v) someter la solucién a un proceso de ultrafiltracién sobre membranas con un corte de 3-100 kDa, en cuyo caso la
solucién contiene mas de 20 % (v/v) de solvente organico;

vi) opcionalmente, concentrar y desalinizar la solucion mediante ultrafiltracion sobre membranas con un corte de
1000 Da;

vii) aislar teicoplanina sélida.

De acuerdo con esta realizacion, el paso i) incluye matar un microorganismo flngico que produce teicoplanina,
preferiblemente un cultivo de Actinoplanes teichomyceticus, descomponer estructuras celulares adicionando un
solvente organico y retirar micelio y otros productos insolubles de fermentacion mediante filtracién o centrifugacién
para producir una solucién transparente pero profundamente coloreada de marrén o casi negro.

La resina hidréfoba de adsorcién del paso ii) se selecciona de resinas macroreticulares, no iénicas, reticuladas de
poliestireno o poliacrilato, con un radio de poro de 20 a 500 A, seleccionadas del grupo de las marcas Hypersol-
Macronet®, Amberlite® XAD, Diaion® HP y Sepabeads SP, o Dowex® Optipore, preferiblemente seleccionadas de
la resinas con radio de poro entre 100 y 500 A seleccionadas de las marcas Amberlite® XAD16, Amberlite® XAD
1600, Amberlite® XAD 1180, Diaion® HP20, Diaion® Sepabeads SP207, Dianion® HP2MG, de la manera mas
preferida de Amberlite® XAD16, Amberlite® XAD 1600, Amberlite® XAD 1180. La adsorcion puede realizarse
adicionando una resina a la solucion revolviendo o agitando adicionalmente durante 1 - 48 horas, preferiblemente
durante al menos 2 horas, mas preferiblemente durante al menos 12 horas, de la manera mas preferida durante al
menos 24 horas a temperatura desde 0-40 °C, preferiblemente a temperatura ambiente. A continuacion, la resina
gue contiene teicoplanina se filtra y se lava opcionalmente con agua mediante resuspension o enjuague. Como una
alternativa, los productos de fermentacién se adsorben cargando la solucién a una columna que esté llena con dicha
resina y a continuacion se lava opcionalmente.

La desorcién del paso iii) puede realizarse por elucion del material adsorbido con un medio acuoso que contiene al
menos 40 % (v/v) de un solvente organico miscible con agua, seleccionado del grupo de alcoholes de Ci-C4, cetonas
de C3-C4 o nitrilos de C»-C4, preferiblemente metanol, de la manera mas preferida que contiene 60-70% (v/v) de
metanol, a un valor de pH por debajo de 4, preferiblemente a un valor de pH de 2-2.5. El valor de pH se regula por
adicion de una solucion acuosa de acido mineral o de acido organico, preferiblemente seleccionado de acido
clorhidrico, acido sulfarico, acido fosférico o acido citrico o por adicién de un regulador acido de pH.

En el paso iv) de esta realizacion, la solucidon primero se concentra opcionalmente y se ajusta a un pH de 6-8
adicionando una base seleccionada de hidroxidos, carbonatos, fosfatos inorganicos, o adicionando un regulador de
pH y luego tratando con carbon vegetal activado. El medio de la solucién usada para el tratamiento de este paso
puede originarse del paso iii), el cual contiene al menos 40 % (v/v) de solvente organico, seleccionado del grupo de
alcanol de C1-C4, acetona o acetonitrilo, preferiblemente seleccionado de metanol, preferiblemente en 60 - 80 % (v/v)
de metanol o se corrige por adicion de solvente fresco para alcanzar dicho contenido de solvente. La cantidad de
carbon vegetal activo en la solucion se mide relativamente al ensayo de teicoplanina. La proporciéon en peso de
teicoplanina/carbon vegetal se encuentra entre 1 : 0.05y 1 : 2, preferiblemente desde 1 : 0.2 a1 : 1, de la manera
mas preferible desde 1 :0.5 hasta 1: 0.8. La solucion se trata con carbén vegetal durante 5 minutos hasta 12 horas,
preferiblemente durante 0.5 - 2 horas a 0-60 °C, preferiblemente a temperatura ambiente. El carbén vegetal activo se
filtra luego para obtener la solucion de teicoplanina con color amarillo reducido.

La ultrafiltracion del paso v) se realiza preferiblemente usando la soluciéon del paso previo. La mezcla puede
corregirse opcionalmente mediante adicion de solvente fresco a fin de que contenga 20-90 % (v/v) de un solvente
organico miscible con agua, seleccionado del grupo de alcoholes de C;-C4, cetonas de Cs3-Cy4 0 nitrilos de C,-Ca,
preferiblemente metanol, mas preferiblemente que contengan 40-80 % (v/v) de metanol, de la manera mas preferible
60-80 % (v/v) de metanol. Las membranas de este paso se seleccionan de las membranas que tienen un corte de 3
- 100 kDa, preferiblemente de 5 - 100 kDa, mas preferiblemente de 5 - 10 kDa. En una realizacién preferida, la
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membrana tiene un corte de 5 - 10 KDa y la concentracion de metanol es de 60-80 % (v/v). En la solucion de
teicoplanina la proporcion retenida/permeada de la concentracion de teicoplanina no exceden 0.65, preferiblemente
no excede 0.4.

La ultrafiltracion del paso opcional vi) se realiza preferiblemente sobre la solucion del paso previo usando
membranas que tienen un corte de 1000 Da. La teicoplanina permanece en la solucién retenida mientras que
algunas moléculas pequefias como solventes y sales inorganicas permean. La solucién debe concentrarse para
lograr la proporcion de solvente y la concentracion de teicoplanina adecuadas a fin de proporcionar un alto
rendimiento en el siguiente paso.

El aislamiento de teicoplanina en el paso vii) puede realizarse de manera adecuada retirando solvente usando
evaporacion, evaporacion al vacio, liofilizacién, secado por aspersién o precipitacion adicionando un antisolvente. Se
prefiere la precipitacion con un antisolvente usando la solucién del paso previo como una solucion béasica y un
solvente organico, preferiblemente acetona, en calidad de antisolvente. El producto precipitado se aisla por filtracién
o centrifugacion y se seca al vacio. Un proceso total de una realizacidon segun la presente invencidon se muestra
esquematicamente en la figura 3.

La preparacion de una composicion farmacéutica que comprende teicoplanina de alta pureza y excipientes
farmacéuticamente aceptables es otro aspecto de la presente invencion. La composicidon farmacéutica de la
invencion es adecuada para administracion parenteral y la dosis terapéutica de teicoplanina de acuerdo con la
invencion en cualquier caso dado dependera de la naturaleza y severidad de la enfermedad que va a tratarse. La
dosis y la frecuencia de dosis también pueden variar de acuerdo con la edad, el peso corporal y la respuesta del
paciente individual. En general, una dosis adecuada del ingrediente activo se encuentra dentro del rango de 50 mg a
800 mg diario, preferiblemente 100 mg a 400 mg, preferiblemente entre 100 y 800 mg de dosificacién diaria total.
Las formas de dosificacion incluyen dispersiones, soluciones, suspensiones, emulsiones, polvos, implantes, en cuyo
caso las formas de dosificacion mas preferidas de teicoplanina son inyecciones de polvo seco e infusiones. En la
realizacién mas preferida, la teicoplanina novedosa descrita en la presente se disuelve en agua estéril y no
pirogénica conjuntamente con estabilizantes, reguladores de pH y aditivos y la mezcla se liofiliza para producir un
polvo amorfo que se reconstituye en liquido preparado precisamente antes de usar. La inyeccion reconstituida puede
administrarse por via intravenosa o intramuscular. La inyeccion intravenosa puede administrarse, por ejemplo, como
un bolo o como una infusién de 30 minutos. La dosificacion es habitualmente una vez al dia pero, en casos de
infeccion severa, debe administrarse una segunda inyeccion el primer dia a fin de lograr las concentraciones
requeridas en suero de manera mas rapida.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran atin méas la invencion. Estos se proporcionan para propositos ilustrativos solamente
y no tienen la intencion de limitar la invencién de ninguna manera.

La cantidad de componentes de teicoplanina en diversas soluciones intermedias o en intermediarios sélidos aislados
y productos finales de los ejemplos experimentales representativos se miden mediante métodos de HPLC en un
instrumento Agilent 1100™. La fase movil A contiene un regulador de pH de fosfato de 5 mM de pH 4.9 y la fase
movil B contiene acetonitrilo. Se detectaron picos cromatograficos a 280 nm, la temperatura de la columna fue de 45
°C y se inyectaron 5 pl de muestra. La separacion se llevo a cabo sobre la columna Ascentis Express C18™, 10 cm
X 4.6 mm, 2.7 um equipada con una precolumna C18, 2 cm x 4.0 mm, 3 um. Caudal de 2.2 ml/min y el gradiente
durante la cromatografia fue tal como sigue:

Tabla 1

Tiempo (min) Fase movil B
0.0 15%
0.8 20 %
0.9 24 %
3.3 25%
4.8 29 %
8.4 41 %
8.7 60 %
9.2 60 %
9.5 15%
11.0 15 %

Los valores se expresan como porcentaje en area de la suma de todos los componentes de teicoplanina o de los
componentes particulares mismos y tienen principalmente un significado relativo o comparativo.
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La transmitancia se mide sobre un espectrometro Perkin Elmer Lamda 25 UV-VIS a 405 nm y a una concentracion
de teicoplanina en las muestras de 40 g/l en agua.

EJEMPLO 1
Aislamiento de caldo de fermentacién crudo

El caldo entero recién hecho, recogido inmediatamente después del final de la fermentacion de Actinoplanes
teichomyceticus fue usado para los experimentos. Un sobrenadante de caldo (caldo clarificado) fue producido
centrifugando el caldo en una centrifuga de laboratorio (Megafuge 1.0R™, Heraeus) a 4000-6000 rpm durante 10-30
minutos. El sobrenadante se filtr6 adicionalmente a través de un embudo de filtro de vidrio sinterizado (porosidad 4 y
5, Schott Duran GmbH) y se analiz6 mas tarde mediante HPLC.

El filtrado claro (permeado) se produjo por medio de una filtracién de flujo cruzado. Se usé un médulo de filtracion de
ceramica (Membralox 1P19-60™) con tamafio de poro de 0.1 um. Se recogié la soluciéon permeada y se analizd
mediante HPLC.

EJEMPLO 2
Cinética de adsorcion de teicoplanina sobre Amberlite XAD16™, Amberlite XAD1600™ y Amberlite XAD1180™

Se pesaron cantidades iguales (4 g) de los adsorbentes Amberlite XAD16™, Amberlite XAD1600™ y Amberlite
XAD1180™ (marca registrada de Rohm & Haas) en matraces de 25 mL, 15 paralelos para cada resina
respectivamente. 20 mL de sobrenadante de caldo de teicoplanina, preparado tal como se describio en el ejemplo 1,
se adicionaron a cada matraz. Los matraces se agitaron vigorosamente a temperatura ambiente sobre un agitador
de laboratorio. Los matraces se retiraron del agitador a intervalos de tiempo predefinidos (cada hora en las primeras
8 horas, seguido por cada 2 horas en las siguientes 4 horas y 4 horas hasta 24 horas). La lechada se filtr6 y se
analizaron muestras del liquido filtrado mediante HPLC. La porcién de teicoplanina adsorbida se muestra como una
proporcion de la concentracién en un momento de tiempo dado a la concentracion inicial en el diagrama (Figura 4).

EJEMPLO 3

Desorcion de teicoplanina y de impurezas relacionadas de la resina adsorbente Amberlite XAD16™ con mezclas
neutras de agua-metanol

26,01 g de resina Amberlite XAD16™ (marca comercial de Rohm & Haas) se pesaron en un matraz de 1000 mL y se
adicionaron 420 mL de filtrado de caldo de teicoplanina. El matraz se agitd vigorosamente sobre un agitador de
laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas se filtré la resina y se enjuagé con 600 mL de agua
desmineralizada. La resina que contenia teicoplanina obtenida se dividié en 10 matraces de 25 mL (1 g para cada
uno) seguido de la adicién de una mezcla de metanol/agua con proporcion de v/v de 0, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 %, cada una en un matraz particular. Todos los matraces se agitaron vigorosamente en el agitador de
laboratorio a temperatura ambiente después de 24 horas se tomaron soluciones de muestra y se analizaron
mediante HPLC en vista de teicoplanina y las impurezas oxidadas, coloreadas correspondientes. La dependencia de
la concentracion de la teicoplanina (circulos) y de la parte de impurezas coloreadas relacionadas, expresada como
un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina (cuadrados), de la concentracion de metanol se muestra en
el diagrama como resultado de dos conjuntos de experimentos (Figura 5).

EJEMPLO 4

Desorcién de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD1600™ con mezclas neutras
de agua-metanol

26,02 g de resina Amberlite XAD1600™ (marca comercial de Rohm & Haas) se pesaron en un matraz de 1000 mL y
se adicionaron 420 mL de filtrado de caldo de teicoplanina. El matraz se agit6 vigorosamente sobre un agitador de
laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se filtr6 la resina y se enjuagé con 600 mL de agua
desmineralizada. La resina obtenida que contenia teicoplanina se dividié en 10 matraces de 25 mL (1 g en cada uno)
seguido de la adicién de una mezcla de metanol/agua con proporcioén de v/v de 0, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
%, cada una en un matraz particular. Todos los matraces se agitaron vigorosamente sobre el agitador de laboratorio
a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se tomaron soluciones de muestra y se analizaron mediante HPLC
en vista de teicoplanina y las impurezas oxidadas, coloreadas correspondientes. La dependencia de la
concentracion de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de impurezas coloreadas relacionadas, expresada
Como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina (cuadrados), de la concentraciéon de metanol se
muestra en el diagrama como resultado de dos conjuntos de experimentos (Figura 6).
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EJEMPLO 5

Desorcidn de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD1180™ con mezclas neutrales
de agua-metanol

25 g de resina Amberlite XAD1180™ (marca comercial de Rohm & Haas) se pesaron en un matraz de 1000 mL y se
adicionaron 400 mL de filtrado de caldo de teicoplanina. El matraz se agitd vigorosamente sobre un agitador de
laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se filtrd la resina y se enjuagé con 150 mL de agua
desmineralizada. La resina obtenida que contenia teicoplanina se dividié en 11 matraces de 25 mL (1 g en cada uno)
seguido de la adicion de una mezcla de metanol/agua con proporcioén de v/v de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,
100 %, cada uno en un matraz particular. Todos los matraces se agitaron vigorosamente sobre el agitador de
laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se tomaron muestras de las soluciones y se analizaron
mediante HPLC en vista de teicoplanina y las impurezas oxidadas, coloreadas correspondientemente. La
dependencia de la concentracién de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de impurezas coloreadas
relacionadas, expresada como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina (cuadrados), de la
concentracion de metanol se muestra en el diagrama (Figura 7).

EJEMPLO 6

Desorcién de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD16™ con mezclas acidas de
agua-metanol

26 g de resina Amberlite XAD16™ (marca comercial de Rohm & Haas) se pesaron en un matraz de 1000 mL y se
adicionaron 440 mL de filtrado de caldo de teicoplanina. El matraz se agitd vigorosamente sobre un agitador de
laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se filtrd la resina y se enjuagé con 600 mL de agua
desmineralizada. La resina obtenida que contenia teicoplanina se dividié en tres conjuntos de matraces de 25 mL,
cada conjunto con 7 matraces (1 g de la resina en cada uno), seguido por la adicion de una mezcla de metanol/agua
con proporcion de v/v de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 %, cada una en un matraz particular de cada conjunto. El valor de
pH del conjunto particular de matraces se ajusté a pH 2, 3 y 4 respectivamente. Todos los matraces se agitaron
vigorosamente sobre un agitador de laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se tomaron
soluciones de muestra y se analizaron mediante HPLC en vista de teicoplanina y las impurezas oxidadas,
coloreadas correspondientes. La dependencia de la concentracion de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de
impurezas coloreadas relacionadas, expresada como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados), de la concentracion de metanol a pH diferente del eluyente (pH = 2 - linea llena, pH = 3 - linea
sombreada, pH = 4 - linea punteada) se muestra en el diagrama (Figura 8).

EJEMPLO 7

Desorcién de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD1600™ con mezclas acidas de
agua-metanol

26.4 g de resina Amberlite XAD1600™ (marca comercial de Rohm & Haas) se pesaron en un matraz de 1000 mL y
se adicionaron 440 mL de filtrado de caldo de teicoplanina. El matraz se agit6 vigorosamente sobre un agitador de
laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se filtrd la resina y se enjuagé con 500 mL de agua
desmineralizada. La resina obtenida que contenia teicoplanina se dividié en tres conjuntos de matraces de 25 mL,
cada conjunto con 7 matraces (1 g de la resina en cada uno), seguido de la adicién de una mezcla de metanol/agua
con una proporcion de v/iv de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 %, cada una en un matraz particular de cada conjunto. El
valor de pH del conjunto particular de matraces se ajust6 a pH 2, 3 y 4 respectivamente. Todos los matraces se
agitaron vigorosamente sobre un agitador de laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se tomaron
soluciones de muestra y se analizaron mediante HPLC en vista de teicoplanina y las impurezas oxidadas,
coloreadas correspondientes. La dependencia de la concentracion de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de
impurezas coloreadas relacionadas, expresada como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados) de la concentracion de metanol a pH diferente del eluyente (pH = 2 - linea llena, pH = 3 - linea
sombreada, pH = 4 - linea punteada) se muestra en el diagrama (Figura 9).

EJEMPLO 8

Desorcién de teicoplanina y de sus impurezas de la resina adsorbente Amberlite XAD1180™ con mezclas acidas de
agua-metanol

26.4 g de resina Amberlite XAD1180™ (marca comercial de Rohm & Haas) se pesaron en un matraz de 1000 mL y
se adicionaron 440 mL de filtrado de caldo de teicoplanina. El matraz se agit6 vigorosamente sobre un agitador de
laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se filtrd la resina y se enjuagé con 500 mL de agua
desmineralizada. La resina obtenida que contenia teicoplanina se dividié en tres conjuntos de matraces de 25 mL,
cada conjunto con 7 matraces (1 g de la resina en cada uno), seguido de la adicién de una mezcla de metanol/agua
con una proporcion de v/iv de 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 %, cada una en un matraz particular de cada conjunto. El
valor de pH del conjunto particular de matraces se ajust6 a pH 2, 3 y 4 respectivamente. Todos los matraces se
agitaron vigorosamente sobre un agitador de laboratorio a temperatura ambiente. Después de 24 horas, se tomaron
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soluciones de muestra y se analizaron mediante HPLC en vista de teicoplanina y las impurezas oxidadas,
coloreadas correspondientes. La dependencia de la concentracion de teicoplanina desorbida (circulos) y la parte de
impurezas coloreadas relacionadas, expresada como un porcentaje en area en comparacion con teicoplanina
(cuadrados), de la concentracion de metanol a pH diferente del eluyente (pH = 2 - linea llena, pH = 3 - linea
sombreada, pH = 4 - linea punteada) se muestra en el diagrama (Figura 10).

EJEMPLO 9
Descoloracién de solucién de teicoplanina con carbén activado en mezclas de agua-metanol

Carbon activado Norit CAl fue pesado (approx. 0.57 g de carbdn activado por g de teicoplanina) en 10 matraces de
50 mL. Se adicionaron 20 mL de solucion de teicoplanina (4.5 g de teicoplanina por litro en una mezcla de metanol-
agua al 0, 20, 40, 60 y 80 % en vol.) a cada matraz. Los matraces se agitaron vigorosamente sobre un agitador de
laboratorio a temperatura ambiente. Después de una hora, se filtr6 la lechada y se tomaron muestras y se analizaron
mediante HPLC. Los espectros de UV de las muestras se registraron por el espectrofotdmetro. En el diagrama
(figura 11) se muestra el rendimiento (circulos) y la reduccion de absorbancia relativa (cuadrados) en dependencia
de la concentracion de metanol.

EJEMPLO 10
Descoloracién de solucién de teicoplanina con carbén activado en diversas cargas

Se pesaron diversas cargas de carbdn activado Norit CA1™ en seis matraces de 25 mL. Se adicionaron 15 mL de
solucion de teicoplanina (5 g de teicoplanina por litro en mezcla de metanol-agua al 80 % en vol.) a cada matraz. Los
matraces se agitaron vigorosamente sobre un agitador de laboratorio a temperatura ambiente. Después de una hora
se filtro la lechada y se tomaron muestras y se analizaron mediante HPLC. Los espectros de UV de las muestras se
registraron por el espectrofotdmetro. En el diagrama (figura 12) se muestra el rendimiento (circulos) y la reduccion
de absorbancia relativa (cuadrados), en dependencia de diversas cargas de carbdn, expresados como una relacién
p/p con teicoplanina.

EJEMPLO 11
Preparacion de teicoplanina cruda mediante adsorcién en columna sobre resina de adsorcion

Una columna a escala de laboratorio de 4.9 cm de diametro se llené con Amberlite XAD-1180™. La altura del lecho
adsorbente era de 84 cm. La capacidad de carga dindmica de XAD-1180 se estimé en al menos 65-70 g de
teicoplanina por litro de adsorbente a 0.5 hasta 1 BV/h. 0.76 BV/h. 57.5 L de solucién permeada de caldo de
teicoplanina, preparada tal como se describe en el ejemplo 1 y que contiene 1.9 g/L de teicoplanina fueron
bombeados a través de la columna a 0.76 BV/h. Después de que termind la adsorcion, se enjuagé el adsorbente con
27 BV de agua desmineralizada (1.14 BV/h), 25 BV de 15 % en volumen de metanol (1.14 BV/h), 6.4 BV de agua
desmineralizada (1.9 BV/h), 0.56 BV de agua desmineralizada pH=2 (1.9 BV/h) y se eluy6 con 50 % en volumen de
metanol /pH=2 (0.38 BV/h). Se recogieron dos fracciones, 1700 mL con 14.8 g/L de teicoplanina y 100 % de area de
pureza cromatografica y 5560 mL con 11 g/L teicoplanina'y 98.29 % de area de pureza cromatografica (Tabla 2).

Se adicionaron 50 g de carbon activado Norit CA1™ a 7260 mL de las fracciones combinadas. La suspensién se
revolvid vigorosamente durante dos horas y luego se filtré el carbdn activado. El filtrado remanente fue neutralizado
con solucién de hidréxido de sodio de pH 2.8 hasta pH 6.6 y se concentré a 1000 mL por medio de evaporacion al
vacio (T<40°C). Para precipitar teicoplanina, se adiciond continuamente acetona al concentrado mientras se revolvia
hasta que la proporcion de acetona: concentrado fue de aproximadamente 11:1. La suspension resultante se filtro
sobre un filtro ceramico (porosidad B4) para recuperar un precipitado que fue lavado dos veces con 100 mL de
acetona y luego secado en un secador al vacio a 40 °C por 20 horas para producir 60.3 g de polvo de teicoplanina
con color semejante al marrén, con una pureza cromatografica de 98.07 % de area.

Tabla 2
Fraccion 1 | Fraccién 2 Precipita do
TA3-1 % en area 17.04 1.27 7.82
TA2 componente principal % en area 55.63 89.08 75.89
TAZ2 otr os component es % en area 27.33 7.93 14.36
TA2 total % en &rea 82.96 97.02 90.25
TA2 + TA3-1 % en area 100 98.29 98.07
Impur ezas > Rt TA2-5 % en area 0 171 1.93

La tabla muestra que una persona versada en la materia puede recoger fracciones tomando en consideracién un
balance entre la economia del proceso y la simpleza técnica, por un lado y los requisitos regulatorios que incluyen
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seguridad para pacientes, por el otro lado. Se pueden recoger cosechas de pureza extrema cercana al 100% sin
impurezas relacionadas detectables. Es posible ademas reducir porciones de fracciones insuficientes usando una
columna mas larga o se pueden usar fracciones insuficientes para un ciclo adicional de tratamiento de columna en el
siguiente lote.

EJEMPLO 12
Permeabilidad de teicoplanina a través de membranas de ultrafiltracion en diferentes mezclas de metanol/agua

Se ensay6 la remocién de impurezas coloreadas desde una solucién de cristales de teicoplanina cruda, preparados
de acuerdo con el ejemplo 11 (5 g/L) en una mezcla de agua/metanol, en una celda agitada de ultrafiltracion Amicon
8050 (marca comercial de Millipore) sobre diversas membranas con un corte de 5, 10, 20, 50 y 100 kDa,
seleccionadas de membranas comerciales de la marca comercial Alfa Laval. En diferentes experimentos se
ensayaron mezclas de metanol/agua de proporcién de viv de 0, 20, 40, 60, 80 % para la permeabilidad. Se
adicionaron 50 mL de solucién a la celda agitada, se inicié la filtracion mediante presurizacion de la celda con
nitrégeno y se ajustdé un agitador magnético a alta velocidad para reducir efectos de polarizacion de la
concentracion. La solucién permeada se recogié en un cilindro de medicion. La filtraciébn se detuvo cuando se
alcanzo6 un factor de concentracion volumétrico (VCF) de aproximadamente 5.

Se tomaron muestras de la solucién permeada y de la concentrada y se analizaron mediante HPLC. Los resultados
de los experimentos se compilan en la tabla 3.

Tabla 3
Tipo de membrana MWCO | C MeOH Cco dP T VCF R Color de
permeado
- kDa vol.% g/L | bar °C - - -
UF X5 pHt 20 53 | 3.0 20 5.6 0.92 incoloro
5 50 5.5 3.0 21 5.3 0.50 incoloro
80 5.4 3.0 20 5.1 0.31 incoloro
20 5.7 3.0 21 5.0 0.94 incoloro
GR 81 PP 10 50 55 3.0 20 5.0 0.75 - |nc0I0rot
80 58 | 20 | 29 5.3 0.63 Igeramente
amarillento
GR 61 PP 20 80 6.0 | 20 | 21 5.0 0.16 ligeramente
amarillento
0 5.4 2.0 20 5.4 0.89 incoloro
GR51 PP 50 80 5.7 3.0 20 5.6 0.02 Amarillo claro
GR 40 PP 100 0 5.5 3.0 20 6.1 0.88 incoloro
EJEMPLO 13

Purificacion de teicoplanina mediante ultrafiltracién

50 mL de solucién de teicoplanina (mezcla de agua-metanol, 2.8 g de teicoplanina/L, pH 7.3), preparada mediante
recoleccién de fracciones de cromatografia después de la desorcidon de teicoplanina de Amberlite XAD1180™ tal
como se describe en el primer parrafo del ejemplo 11, fueron adicionados a una celda UF agitada Amicon 8050™
(Millipore, MA) con una membrana de ultrafiltracién de corte de peso molecular de 5 kDa (marca comercial de Alfa
Laval®) y se inici6 la filtracion mediante presurizacién de la celda con nitrégeno. Se ajusté un agitador magnético a
alta velocidad (200 rpm) para reducir los efectos de polarizacién de concentracién. La soluciéon permeada se recogié
en un cilindro de medicién. La filtracion de lote por cinco veces fue seguida por cinco diafiltraciones, cada una con 40
mL de 80 % en volumen de MeOH. Se tomaron muestras de la solucién permeada y de la concentrada y se
analizaron mediante HPLC. El rendimiento total de la concentracion del lote y de la diafiltracion fue conjuntamente
>95% (Figura 13).

EJEMPLO 14
Preparacion de polvo de teicoplanina

50L de solucion permeada de caldo de teicoplanina a partir del cultivo de fermentacion de Actinoplanes
teichomyceticus, que contenia 2.1 g de teicoplanina fueron bombeados a través de una columna de 4.9 cm de
diametro, cargada con Amberlite XAD-1180™ de 90 cm de altura del hecho. Después de la adsorcion, se enjuagé la
resina con 30BV, 25 BV de metanol al 15% en volumen, 10 BV de agua desmineralizada y 1 BV de HCI diluido con
pH de 2. Teicoplanina fue eluida desde el adsorbente con 50 % en volumen de metanol y pH ajustado a 2 con 10 %
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(p/p) de HCI. Se recogieron cuatro fracciones (en total 7.6 BV) y se determiné la pureza de teicoplanina mediante
HPLC. Se descart6 la primera fraccion (0.5 BV), se siguio purificando la segunda fraccién rica en teicoplanina (4.1
BV, 11.8 g/L de teicoplanina) con un contenido total de impurezas oxidadas, coloreadas de 2.36 % en area, se
mantuvo para repurificacién opcional la tercera fraccion (1.5 BV, 5.2 g/L de teicoplanina) con un contenido total de
impurezas oxidadas, coloreadas de 6.72 % en area. Se descarté la cuarta fraccion con un contenido total de
impurezas oxidadas, coloreadas > 8.5 % en area 1.5 BV).

La fraccion principal se transfirid a un vaso con un agitador mecanico y se adicionaron 0.6 g de carbén activado Norit
CA1™ por g de teicoplanina. La mezcla se revolvié vigorosamente durante 2 horas y se filtré el carb6n vegetal. La
solucién filtrada resultante (6.2 L) fue neutralizada a pH 6.5 con hidroxido de sodio acuoso al 1 % (p/p). El filtrado
neutralizado se purificé ain mas mediante ultrafiltracion de flujo cruzado (SEPA CF Il, GE Osmonics, MN™)
utilizando membranas de ultrafiltracion de lamina plana UF X5 pHt (Alfa Laval) con un corte de peso molecular de 5
kDa, con area de filtracion de 155 cm?®. La solucién de alimentacion se concentro primero seis veces de manera
discontinua, seguido de seis diafiltraciones con 1.5 L de MeOH al 80 % (p/p) cada una. La caida de presién de
transmembrana se mantuvo en 2.5-5 bares y la temperatura del concentrado en 23-25°C. La solucion permeada
(14.2 L, 4.3 g/L de teicoplanina) se concentr6 mediante evaporacion al vacio en un evaporador giratorio para obtener
el concentrado con aproximadamente 80 g/L de teicoplanina. El concentrado (0.76 L) se transfiri6 ademas a un
contenedor de 10 L y se adicionaron gota a gota 7 L de acetona mientras se revolvia vigorosamente la mezcla
resultante. La suspension obtenida se revolvié por otras 2 horas y luego se filtré el precipitado y se sec6 en un
secador al vacio a 40 °C para producir 55.8 g de polvo ligeramente amarillento con pureza de 98.13 % en area.
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REIVINDICACIONES
1. Un proceso para preparar teicoplanina purificada; el proceso comprende los pasos de
a) adsorber teicoplanina en una resina hidréfoba de adsorcion;

b) desorber teicoplanina de dicha resina usando un medio que contiene agua y un solvente organico miscible con
agua;

c) tratar una solucién que comprende teicoplanina con carbdn vegetal, seguido de la remocién del carb6n vegetal;

d) someter una solucién que comprende teicoplanina a un proceso de ultrafiltracion sobre membranas con un corte
de 3-100 kDa, en cuyo caso la solucién contiene mas de 20 % (v/v) de un solvente organico miscible con agua y no
mas de 90 % (v/v) de un solvente organico miscible con agua;

e) opcionalmente concentrar y/o desalinizar una soluciéon que contiene teicoplanina después de la ultrafiltracion
definida en el paso d) mediante ultrafiltracién sobre membranas con un corte de 1000 Da;

f) obtener teicoplanina purificada.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el cual los pasos a) hasta f) se realizan en el orden tal como se
indica en la reivindicacion 1.

3. El proceso de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, que comprende ademas por adelantado un paso de
adicionar un solvente organico a un cultivo de Actinoplanes teichomyceticus, y retirar micelio y otro material insoluble
mediante filtracién y/o centrifugacion.

4. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 3, en el cual la resina hidréfoba de
adsorcion es una resina macroreticular, no iénica, reticulada de poliestireno o poliacrilato, que tiene un tamafio de
poro de 20 a 500 A.

5. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el cual el paso de desorber
teicoplanina de la resina hidréfoba de adsorcién se realiza usando un medio acuoso que comprende al menos 40 %
(v/v) de un solvente organico miscible con agua.

6. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el solvente organico miscible
con agua se selecciona de alcoholes de C1-C4, cetonas de C3-C4 0 nitrilos de C,-Ca.

7. El proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el cual el paso de desorber teicoplanina de
la resina hidrofoba de adsorcion se realiza usando un medio acuoso que tiene un valor de pH por debajo de 4.

8. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el cual el valor de pH del medio acuoso se ajusta mediante
adicion de una solucién acuosa de un acido mineral, un acido organico o de un regulador acido.

9. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el cual el medio de la solucién que se
somete a tratamiento con carbén vegetal se origina del paso b) y comprende al menos 40% (v/v) de un solvente
organico seleccionado del grupo de alcoholes de C;-Ca, cetonas de C3-C4 0 nitrilos de C2-Ca.

10. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el cual la solucién obtenida en el
paso b) comprende 60 a 80 % (v/v) de metanol o se corrige mediante adicion de solvente fresco a fin de tener una
concentracion de metanol de 60 a 80 % (v/v).

11. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el cual la ultrafiltracion del paso d)
se realiza sobre una solucién obtenida en el paso c), la cual comprende mas de 20% (v/v) y hasta 90 % (v/v) de un
alcohol de C1-C4, 0 sobre una solucién obtenida en el paso c), la cual ha sido corregida mediante adicion de solvente
fresco a fin de que comprenda mas de 20 % (v/v) y hasta 90 % (v/v) de un alcohol de C;-Ca.

12. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el cual la ultrafiltracion del paso d)
se lleva a cabo usando una membrana con un corte de 3 - 100 kDa, preferiblemente de 5 - 100 kDa, mas
preferiblemente de 5 - 10 kDa, y/o en el cual la ultrafiltracion del paso e) se realiza usando membranas con un corte
de 1000 Da.

13. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el cual la obtencién de teicoplanina
purificada en el paso f) se realiza mediante aislamiento de teicoplanina lo cual incluye la remocién del solvente
usando evaporacion, evaporacién al vacio, liofilizacion, secado por aspersidon o precipitacion mediante adicién de
antisolvente.
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14. Un proceso para fabricar una composicién farmacéutica que comprende el proceso de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, y en el cual la teicoplanina purificada se mezcla con al menos un
excipiente o vehiculo farmacéutico.

17



ES 2558 581 T3

H OH
R N
H
HO ] \ﬂ/ OH
=] Gl
HO
0 OH .
}\N 0
H o o
o H
o i N MHz
N N
H N H
HM o
HOOC
o
QOH OH
HO
“ho
HO 0
OH
Figura 1

18



ES 2 558 581 T3

EpESI0|00

OH

HO

ZT

7 einbiyg

Iz

| BAIJEPIX0
-4t

UQIDELIWESSR

19



ES 2 558 581 T3

Filtracian Ultrafiltracidn XAD
10000 D
Caldo de H
fermentacion -
de teicoplanina |_] : ;
! . i P
BIOMASA ! REMOCION ! REMOCION DE
| DE FEFTIDD | IMPUREZAS
TR b
v
Ultrafiltracion Ultrafiltracisn Carbén
1000 Da 5000 Da SCtivo

i +
Remocion de sal y .
T, ot Remocion .
-‘F' _._|E-_rt,=._f:ir. ) ._-:ur._._rt ,::r:_nr_ de color Adsorcidn de
de teicoplanina de teicoplanina impurezas
W
Aizlamiento y secado de
teicoplanina
FPohwo de
teicoplaning
Figura 3

20



C teicoplanina [ g/L |

ES 2 558 581 T3

Tiempo de contacte [ h]

Figura 4

4 20
16 8
3 , 5
' 12,
o
ki
%
!
5
(=
E
[ik]
=
#

% MeOH [ vol.% |

Figura &

21



ES 2 558 581 T3

[ ®euesy, | SEpEpRC SEZaUNdW SF 3%

20

80 100

60

[ 15 ] euueidoste) 5

% MeOH [ vol.% ]

Figura 6

&

[eaues;, ] g-gl<'H sezaundun 3p 9%

o 3]
- - o =

—8— Concentracion de teicoplanina
= ImpuneTES; [HL> | 3], VLT

[16] euueidoxal 5

100

Concentration MeQOH [ % vol. ]

Figura 7

22



€ [g/L]

ES 2 558 581 T3

% MeOH [ val% ]

Figura 8

23

1 12

9t de impurezas oxddadas. [ %harea ]



ES 2 558 581 T3

[ eaueey, | sepepxo seZsinduwl sp 9

80 100

60

20

[1/6]1 5

% MeOH [vol.% ]

Figura 9

24



C teicoplaninal g/L ]

ES 2 558 581 T3

= conC. de teicoplaning pH=2
— & — oonc de smicoplaniom pH=d
mmmffe== conc. de tzicoplanima pHed
—8— impurezzs, pH=2
| =B = impurez==, pH=3
=esffe== impurezzs, pHc=4

% MeOH [ vol.% ]

Figura 10

25

16

12

% de impurezas » T2-5 [%area ]



AJAD

AIAD, C/CC

ES 2 558 581 T3

100

40

20

Rendimignto

1.2
3 D @ i

; @] ©
1.0 E . )
0.8
08 B
04
02 } i

OAFAD O 'Rendimients
u_u i 1 i i
0 20 40 60 80 100
%MeOH [ %]
Figura 11
1.00
08 |
06
D4 |
02 o Reduccidn relativa de absorbancia a 360nm (A/AD)
O Rendimiento de teicoplanina (C/CD)
0.0
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

g de carbén actvado por g de teicoplanina [g/g]

Figura 12

26

0.6



Rendimiento total [ % ]

100

&0

40

20

ES 2 558 581 T3

Solucion
inicial

COnC.
de lote

DF1 Dr2

Figura 13

27

DFa




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

