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PATENTE DE INVENCION
en
EsSPaAfNA.
por VEINTE afios

a nombre de HOFFMANN-LA ROCHE, ING., entidad nortesmericens,
establecida en Rgghe Park, Nutley, Nueva Jeraéy, Estados Uni-~
dos de América, por: - . ‘ .

"UN PROCEDIMIENTO DE PREPARAR PENICILINA PURIFICADA",
mrm Emm mAn mon EET ST ENT Mom wos CFR KEG mND RER ECE S

Ests invento se refiere.a 1o elaboracidén de prepara-
4A0s purificados 422 penicilina, L= elaboraci&n de estosg pre-~
parados partiendo da pgoductos brutos es cosa relastivamente
nueva, y poco se sabe acézca de proce@imientos técnicamente
factibles que den satisfactorios resultgdos. Los breparag
dos d2 penicilina impuros cobtenidos de mohoé que producen pe-
nicilina contienen a menudo hasta un 90% de productos secun—
dsrios inactivos, la meyorfa de naturaleza 3cida y algunos

de ellos intensamente coloreados, y la separacidén de la mayo-

{
;ﬁ rfa de, las impurezas, ya que no de todas, es altamente desea-

ble pars obtener preparados terapeuticos~complefamente satis-
factorios. | .

Abrsham y Chsin, en "Ths British Journsl ef Experi-
mental Pathology", vol. XXIII, junio 1942, peg. 103 y siguien-
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tes, describen el uso de éxido de aluminio como absorbente

en una columna cromatogréfica pare la purificacidén de un
preparado bfuto de penicilina libre disuelts en éter, Se-
gin la experiencia de los presentes inventores, este méto-
do no permite una separacidn suficiente de los productos se-
cundarios intensamente colorsados.

Catch y okro, en "Nature", vol. 150, nt._ 3813, pag.
633, 22 de noviemb;e, de 1942, al declr que sus tentatives
de purificar 21 material por =21 procedimiento de Abraham y
chain tenfan poco éxito, desarrolleron un método pars la pu-
riti®acidn »arcinl de penicilins bruta qﬁe consiste en ha-
cer pasar una solucidn de peniciline impura libre en un d4i-
solvznte orgénico, tsl como éter o ecatato amilico, por una
columna:de mel deAsiliée hidretado que contiene una base
inorginica. Los z2ectuslss invantores han comprohado que este

método cromatogréfico es igu-lmente insatisfactorio en cuan-

. t0 2 1s sepsricidén de las imopurezas coloreadas como ocurre

con e8] método de Abrahsm y Chailn,

£a, puas, un objieto del invento dessrrollar un pro-

" cedimiento por 21 sual los prapurados imruros 42 penicilina

se purifiesn suficizntansnte da monera técnicamente eficaz,
par: dar vreparados ineoloros o solo ligeramenta coloreados
que son meno® irritentes, menos tdxicos y mis estables que
los prevarados de penicilina hasta ahora conocidos. Se he
dsscubierto que este objeto puede conseguirse por la purifi-

cacidn zrajucl de un prspsrade impuro, que implica cromato-

" grafisr el prepz:rado impuro en orden reversible (1) hacien-

40 pasar uns anlucidn 32 12 venicilina 1libre impuras en un

disolvente orgdinice por una column# de un silicato de magne-
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sio, ¥y extrayendo la penicilina 4el ebsorvente y (2) hacien-
do pasar una solucidn acuosa de unas szl de metal skalinoté-
rreo 4e la penicilina impura por une columna de 8xido 2lumf-
nico, v aiélando 1s psnicilin= del producto colado,
52 ha descublerto que o el procedimiento (1) solo

o el procedimiento (2) sclo, aplicndos a preparsdos de ve-
nicilina impurosg, rinden un producto vurificedo que es sa-
tisfactoriamente puro para fines terapeuticos v tiene uns
actividad de hasta 1,000 unidsdes Oxford por mg. y eun mis
21t2. Combinsndo los 4os procedimiento hemos descubierto
con sorpresa, Que,_sin téner en cuenta sl orden de las ope~
reciones en el método combinado, resulta un producto con
un grads de purezs mucho mayor del que puede obtsnerse S0=
1o por cuvsalguiers ds los précedimiento v cue estos prepara-
dos 2ltimante purificzdos, aue 8310 tienen lisero color y
pnsean uns actividad de hesta 1.400 unidades Oxford por mg.
pueden convertirse ficilmente y con buen rendimiznto en la
531 sddica da penicilina incolonra, anhidra y cristsline,

| La técniéa anterior no he puesto en clarn la cues-
t1én de si los mohos que producen la penicilina rinden el
mismo principio activo 2n cultivos sup3rficisles y sumergi-
dos en el caso de que se empleen diferentes géneros 4de mohos
productores ds penicilina, Guando se'ap]ica s log métodos
solos o en comrbinacidn, con prepareciones impuras obtenidae
de cultivos de superficie o sumerzidos de diversos géneros
de mohos productores ds penicilina, nos sorprendid observar
que, @ pesar de las d{farencias én 1las caﬁtiﬁadas y netura-
lezu# de las impurezas contenids=s en los materialés brutos

de partida, no sdlo se obtenfan igunslmente busnos resulta-
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dos de purificacidn en ceds $280, sino que también eran 1dén-
tices las respettivas sales sédiéas'cristalinas. As{, en

el sigulente texto y en las rei%indicaciones, cuando nos re-
ferimos & preparados de penicilina & a las salas sédicas
cristalinas obtenidas‘de los mismos, nos referimos a los
preparadoes y sales ootenidos d3 solucidnes resultantes ae
cultivos tanto sup=2rficial eomo sumergido de cgalquier moho
praductor de peniciline.

La purificacién cromatogrifica de prepsrados d2 pe-

"nieilina impuros on forma de solueliones acuosas de sus se-

les A9 metules <leslinotdrreos en coclumnas de 4xido de alu=-
minio =23 nuevai, pues Abr-ham.y Chain; como se hé dicho arri-
b2, hicizron piasar prepsrados brutos de peniciline libre 4i-~
suzltos en éter sobra 6xido de aluminio. IHexwvs descubier-
to que &1 procedimiento es wmuy sencillo y eficaz pzurs la
separrcidn de ls mayoris de los productos sscundsrios colo-
reados e incclorns, Les impurezas usd:sn retsznidas en la
column#, 31 pasC ¢u=2 la peniellins purificada pasa por la

a

rd
coumna y puade Tucllmente aiglers

&

«®

con buen rendimiento del
producto colado, & cree qua asto es una observicidn dUnica.
Las tdcnics antarior no ofrece ninsguna razon gue permita es-
nerarla, v se h~ d2scublerto gue lag sxlas de metales alca-
linos de prrep:rsd4os de venicilinz impuros no dan resultados
de purificacifn satisf-ctorics cusndo se hscen pasar en so-
lucidn z2cuocse por columnas dz2 4xido de aluminio,

’ Tumbi%n se ha d2scubierto que los silicatos de mag-
naesio son’ adsorbentes mucho m:ajores onza2r- lo purificaeidn cro-
matogrifica de prap2radios impuros ie penicilina libre, que

los otros sbsorbentes ys descritos 2n-la bibliograffs. Usén-
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dolos obtenemos rendimisntos mucho més altos de peniciline
purificsds, ya que précticamente no héy destruceidn de agti-~
vidad en este proceso ds purificacidn. ¥l material activo
ﬁuede'lavarse con facilidad del adsorbente por medio de agua
0o 1e¢ un neutrslizsdosr acuoso adecuado,

Los preparados de sal sbdica ds penicilina, alta-
mante purificados, abtenidos por ¢l uso de egtos dos procee~
iimientos, 1 sar tratados con éisolventes ofg?nicos anhi-
dros, por sjemple d= naturalezs cetdnic> o alcohdliea, rine
den preparados cristalinos de 15 gal ghdica de penicilina.
3% obtienen vreparsdns de‘sal sddicn devpeniéilina comple-
tamente incoloros 7 cristalinos,sn forma anhidra, por re-
aristilizanidn 43 una meze'la de dichos Aisolvintes orgéni-
ens, Asi{, smpezando con un prensarado ds penicilina impuro-
de un cultivo sumargido As PehiciIﬁnm notatum, =~énero n?,
832 (Laborstoris Regionel Ssptentrions) de Investigaciones
del Hinisterio ds Agrisulturs de los Kstados Unidos, que en
adelante se liamaré NARL), despuds de puriricnéién cromato-
gréfice ussndo.los dos métodos aquf axnuestos, y recristali-
zacidén ds la s21 sddica altzmente purifticads de mezclsg de
metanol e isopropanol, se obtuvo una sal sédica de penicili-
na cristslina e iuncolera, que se comprobé’ger anhidra, y que
tenfa una rotacidn Sptica constante deE{J??= + 300® en una
solucidn acuo== al 1% a pH 6. Uns muestra d2 unz sal s&diica
de penicilina cristalins anhidra obtenida de msnera snéloga

de cultivos superficisles de Penicillium notatum, género ne,

1249-B21 (NRRL), results ser idéntica por todos conceptos al

preparado obtenido de los cultivos sumafgidos. La actividaed

de ambos prepurados era de unas 1,600 2 1,750 unidades Oxford
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por mg.
Los sigulsntes ejemplos ilustran el invento:
Ejemplo 1.

6 g. de sel magndsica impura de vpenicilina de une
actividad de 350 unidades Ixford por mg. (un total de 2,1
millones de unidades) ss Aisolvieron en 150 cm3 de agua.
Luego 1a solucidn intenszments coloreada se vertid en una

columna {3 em. X 32 em,) de 200 g. de 6xido de aluminio la-

vado con agua de un grado crom.tosréfico., Cusndo la solu-

¢isn hubo pasado = 1o columnu, =21 eromatograms ss desarro-
118 con agua a 7¢ C. 4l oroineto colado se recomid tan pron-
to como mostrd un vestigio d- ccloracifn amerills, y se to-

meron tres Trocciones de 260 cm%} 240 em3 y 236 cm3 respec-

" tivemente, LAs tres fraccicnes se enfriarom luego 7 0 §,

y c<da una 42 ellas, faspuds de ciiificsr a pH 3 com fci-
do fosfdrico al 10%, se exﬁrajo con 300 cm3 de acetato bu-
tilico. £n lugsT de acetsto but{lico, pueden usarse otros
acetatos, cleroformo, étsr y disolvantes orgdnicos simila-
Tres pars extraer 1la penicilica. L2s tras solucionss de acs-
tato butllico, despuls da.secarlns con sulfTato sdiico, fue-~
ron extrz{das con veguenss cintidadys de ﬁnﬁ solucidn acuo-
sa ds hidréxido sddico ¢,1 N, hests que 10s extractos combi-
nados d2 cada un2 de las tres frrcciones llégaron a un pH de

6.5. Luego se congelaron y sazcaron e2n el vaclo. e obtuvie~

"ron tres fracciones de unu sal 3ddica de psnicilinz de ama-

rillo clero, de l3s cuales 1ss dos primaras contenfan préeti-

camante tods ls actividadg,

Freceidnm 3al sddica Actividad Porcentaje recu-
——Dp3so ___ Unidades Oxford/mg peracion de acti-
vidad. .

1.12 g 1.100 59% 90%

0.60 g 1,100 31%



En vez de hidréxido sbdico dilufdo, pueden emplear-

>

se soluciones q‘ carbonato o de bicerbonsato sédico para ex-

. traer 18 penicilina purificeda de su solucién en un discl..
vente orgénico. Usando soluciones o respectivemente suspen-
5 siones acuosas de h}dréxido amdnico, hidréxido 1{tico, hi-
drdxido birico, carb;nﬁto c4leico, carbonszto estrdacico,
carbonato maznésico, Sxido magndsico u otros hidréxidos,
bxidos, carbonatos o bicarhonatos ~1lealines o alcalinoté-
rreos se obtienen las corresnondizntss sales 4> metales al-
io calinos o ale=linotérreos de penicilins nurificadas, después
e congelar y sécar‘lss correspondientes soluciones, .
slemplo 2, *
. Uns solucidn 42 1 &, de .s21 mezndsices de penicili-
| ns bruta, d2 un= potencia de 324 unidadss Oxford por mg en
15 25 em3., de.egua se vertid en un2 columns (1.8 cm. X 15 om.)
de 32 g. 42 4xido alumfnico livado con sgua de grado croma-
X togréficzo. CuandqQ l1a solueidn parda oseura hubo pasado 2 la
alum{na, 21 ernmatograma s~ desarrolld a 7¢ C con sgus edieiow
nal. Bl producto colado se recozié en dos fracciones de 45
20 em3 y 50 om3 respectivamente, tan pronto como mostré el pri-
‘ mer vestiglo de color amarillo, £1 pH de astns soluciones
era de 7.5 ¥ se ajustd a 6.5 con feido fosfdrico diluido,
Luego las soluciones se congelz=ron y seecaron sn el vecio,
Asi se obtuvieron dos frecciones de sales de penieciline pu~
v 25. riricada de amariilo claro, La fraccisn 1 pesaba 0.15 g. ¥
~ tenfa una potancis ds 920 unidadss Oxford por mg; la frac-
cién 2 pesabe 0.14 ¢. y 3ib »n el ensayo 1,128 unidades Ox~
ford por mg, £sto represents una recuperscidn de 90% de le

actividad cont>nid> en el material 4= partide.
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Ejemplo 3, -
3 g, de sal célcica de penicilina 1mpura,de'una‘po_
tencia de 440 unid=adss Oxford por mg. (un total de 1,32 millo~
nes de unidades) se disolvieron en 60 0&5 de agua a 7?2 ¢,
La solucidn intensemente coloreeds se vertid luego en una
columna (2.% cm, x 27 cm.) de 90 g. de 6xido aiuﬁfnicé lava-
do con agua,vde'grado cromatoerdfico. Cu=ndo 1lsa solueidn hu-
bo pasado u 1l columha, 21 eromatogrema se desérrollo con
sgus. 1 oroducto colado s2 rueoeid ton pronto como mostrd
un vestigio de color-cién amarilla, recoridndose en total
360 cm3, &l producto colado s2 enfrid luego a 0 G, ss sci-
dificd a pH 3 con dcide forsfdrico a1 104 v se extrajo con
400 enm3 de ucetato butilico., [Despuds da secar con sulfato
séiico anhidro, 1= solucidn ds »cet=to butflics s extrajo
con peyuefins crntidedes de une solucidn wcuos» de hidrédxido

sbiieo 0.05 N, hastas qu= el pH del extracto llegd a 6.5, Le

sclucidn scvos» se congeld luego v seac? en el vacio, Se ob-

tuvieron 0.62 g. de uns ssl s53ig2 22 penicilina de amarillo
claro, qu¢ en el eﬁsayo did 960 unidades Oxford por mg., ¥
roprasent bs el 67% de 1a sctividad total presente en el ma-
teri:l de partida.
siemplo 4.
25 z. 42 sal sddica de penicilina brvts, que en el

ensayo dsba 380 unidades Oxford por mg. (un total de 9,F% mi~

1lones de unidsdze), se <disolvisron en 1.V00 em3 de agua. La

. ' -, » »
"solueidn se enfrid a 0° ¢, se acidificd con dcido fosforico

dilufdo a pH 3 v 15 penicilin: libre se extrajo =n 1200 . cm3%
de scetito mtflico., Lu2eo 1= solucidn de acebato but{lico

se sncd sobre sulf.ito =dédico enhidro, y se hizo paser & preé-
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8ién de 0.56 Kgs. de nitrdgenp por une columna que comte~
nfe uns mezcla d¢ 150 g. de trisilicato magnésico y 100 g.
de un auxiliar filtrante neutro no adsorbente, suspendido
en acétato butflico, Las dimensiones de la columna eran
8.5 em. x 38 cm, 3e secciond mecénicumente sin ulterior
desarrollo. Ln mayor.parté del tercio superior de ls colume
na conﬁeninbunﬁ raja us moatrabs unn flﬁorescencia may 1i-
gera A 15 luz ultraviolete, De esgta prrte 43 le columns se
obtuvieron 10.46 g, de una s=l birica 49 veniciline purifi-
cada lavando la peniqiiina con un neutralizador fosfético de
PH 7.5, extrayendo 4- ls solucidn neutraliz.dora enfrieda y
acidificsdm (pH 3) 12 penicilina 2n étar y sgiténdola con pe-
quefias cantidefos 4o un: solueidn ccucs: de hidrdxido viri-
co 0,1 N, hrgts <ne el pH del extrocto seuoso hubo llegado a
6.5, Luego 1a soluecidn ﬂcucs@ s2 congeld y secd en al wacio,
L3 potenci~ de 12 g-1 bArics Ae penicilin: purificad:= era de
780 unidades Oxford por mg., Asi sz obtuviaron 8.16 millones
de unidad=s Oxford de¢ materisl gurificado que repressentaban
una recuperscidn des 36%, .

Siempls 5.

16.8 o, de una 83l sddica de penicilin: bruta, que
en el ensayo 4id #12 wnidsdes Oxford por mg. (un total de
6.92 millones d2 unidades) ge disolvieron en 1.000 em3 de
sgua. Lz solucidn se enfrid s 0f ¢, se acidificd com éeido
rosrdrico dildidb a pPH %, y 12 pernicilina 1ibrs se sxtrajo

en 2,000 cm3 de éter, Luego 19 soluci’n de peniciline an

. ’ - ”
. éter se secd sobre sulf=to sddico snhidra. OSe oreperard una

.columna cromstogréfica que medfa 4.5 .cm. x 38 cm., ¥ conte-

nfa 150 g. de trisiiieato magnésico y 100 g. de un suxiliar
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filtrente inesdsorbente suspendido en éter. La solucién ae
peniciline en éter se hizoc pasar por diche columma e presidn
de 0,42 Kgs. Ge nitrégeno vy luego la columna se desarrclld
con 1500 cm3 de éter. Rl tercio superior de la columna con-
tsnfe todo el material activo, Se secciond an tres partes,
Yy la penicilinn ge recuperé en la forms h=abitual por 1ava¢c
con un geutralizador tosrético 42 pH 7.5, De las solucib-
nes neutralizedss frias y acidificsdas se extrajo la peni-
cilina con éter, y del éter se extrajo con hidrdxide bérico
acuoso 0,1 N. Las socluciones ds la sal barica heutra gs oon-
gelarom y secsron 2n el vucio. De la seccién medis del ter-
cic superior de ls colummna se obtuvieron ési 3,89 g. de sal
barica de penicilina purificeds que dié en el ensayo 1,015
unidades Oxford por mg. Esto represents un total de 3,95
millones de unidedes, o se= unj racuperacidn del 57% de la
actividad presente en sl material de partida. £l resto de
la actividad 'se obtuvo ds las dos sscciones restuntes del
tercio superinr de 1la e¢olumne en forma de sal barica de pe=
nicilina menos =nctivs,

Ejempio 5. .

Aislamiento de la sal sddice de penicilina cristaline de cul-

tivos sumergidos de Penicillium notatum (género n*. 832 NRRL).

Bl materisl de partidi~ par: estos experimemtos fué
82l sddica de nenicilina brﬁta de una potencia de 200-%00
unidades Oxford por mg. e vrrepard de oste material en la
forme ordineriz una solucidn dé venicilina libre en acstato
butf{lico, disolviéndolo en agua, scidificando la solucidn
tria a pH 3 con Acido fosfdrico dilufdo y extrayendo la pe-

nicilina libre con scetato but{lico. Lz solucidn de acetato
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but{lico, que conten{a aproximédamente 3.000.000 de ﬁq;da-
des 0xford por litro se empled‘'para la purificscidn crome- .
togréfice sobre trisilicato magnésico, como se describe lue~

€0 en 1,

1, Crometograma sobre trisilicato magnesico,.

Trisilicato magnésico .de grado cromatogréfico, 5 g.

por gramo de material de partide, se mezcld an acetato butf-

lico con 2/% de su peso de un suxiliar filtrante neutro ¥ no

adsorbente, y se vertid én un tubo pars dar una colunna apro-
ximedamente 9 veces ten alte como su didmetro. La solucién
de penicilina en ecetato but{lico se hizo passar yor esta 60~
lumna & una presidn de 0.%25-056 Kgs, de nitrdgeno, y luego
1s columne se desarrolld con acetato but{lico, ussndo un vo-
lumen de disolvente iguel al de. la solucidn primitive. El

producto coledo era smerillo y no contenia materiel activo.

" La eolumna, gue mostraba una serie de fajas, se sedcioné me-

cénicemente, y las partes as{ obtenidas se lavaron con neu-
tralizedor de fosfato de pH 7.5. Las soluciones de neutra-
lizédor enfriadas y acidificadas (pH 3} se extrajeron con
éter, 1la penicilina se velord con hidrdxido bdrico 0.1 N,
y las soluciones acuosas as{ obtenidas se congelaron y se-
caron en el vacio dando sales bérices de peniciline gecas.
Las fracciones de penicilina me jores se encontraron
en el tercio superior de la columna, Se obtuvieron sales bé-
ricas de una potencia haste de 1,000 unidades Oxford por mg.
La recuperacidén de materisl sctivo.en estas fracciones fué
tan alta como de P0%. El resto del material active se en—
contrd en las secciones inferiores de la coluhna.‘ Los pre~

perados més ectivos de la sal bédrica de penicilina se sigule-
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ron purificendec como se describe en el nﬁmero 2 piguiente:

2, dromatograma sobre &xzifc elumfnico,

Una soluciédn acuosa al 20% de la sal bérica de pe-
niciline purificede e hizo passr POT una columna de xido
alumfnico lavedo con agua de grado cromatogréfico. 3e en~
plesron unos 30 2. de 4xidoc aluminico por gramo 4e material
de pertide, La columsa se.desarrolls con agua, recogiéndoe
se un total 4e unos 100 cm% de vroducto colado por gramo de
material de partida, El producto ¢5'2d40 era de color emeri-
110 claro y contenfa el metericl activo, Lu mayor parte de
los productos sacundarios coloreados 25 la penicilina queds-
ron en la columa, _

Del producto colado tr{o; que se acidificS a pH 3
con écido fosfdérico diluido, se recogid en éter l1a peniocili-
ne libre, y luego se convi;tié, en ia forma or%inaria, en la
sal sbdica secn, extrayéndola con hidrdxido sédico acuoso
0.1 N, congelando la solucibdn acﬁosa neutra y secendo en el
vacio., Los preparados as{ obtenidos eren de ¢olor emarillo
tlaro, Su potencia ers tan alta como de 1,400 unidadeg Ox-
ford por mg. La recuperascidn de msteriasl sctivo fud hasta
de 80%.

3. Crietnlizacién de 1a sal sédica de peniocilina,

Los preparados de sal sddice de penicilina altamen-
te activos.obtenidoa en la purificacidén cromatogréfica de lea
penicilina bruta como antes se describe en 1 y 2 pudieron
cristalizarss. Se comprobd que el mejor procedimiento ers
tratar dichos preparades (notencia 1.100-1.400 unidades por
mg)rprimero con acetona seca o 130propanol~seco. Este trata-

miento quita usu#/lmente la mayor parte del color amarillo, de-
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jendo un residuo en polvo précticemente blenco de elta scti-
vidad (unas‘1.4ob-1.500 nnidadés por mg.). - Este materisal

ge cristalizd disolviéndolo én metenol frio y afiadiendo igo~-
Pr°P3ﬁ°1' Después de re-posar en el refrigerador, se forma=
ron ggujas incoloras o grupos de prismas cortos,'qué e pu-

rificaron més reniiiendo la recristslizacidn de igual modo

hast2 que ge vié que 18 rotacidn %ntica permaneefa inaltera-

" ble. ElEk]f? para los prepar=dos més puros se comprobd eer

d§~}-3009 (_+ 152) en una solucibn =2cuos= al 1% & pH 6,

Le potencia de 1= s21 s5iics de peniciline crista-
lina pura as{ obtenida se comprobd ser de por 10 menos 1,600~
1,760 unidades Oxford por mg., em compsracidn con uns penici-
lina normal de 1la comisarf{a de Comestibles y Drogas, con unea
nbtencia de 370 unidefes Oxford por mg. - Sgkomprobd que ers
anhidra, ya que solo se observd una pérdides de peso muy pe~
quefia, cuando la sl cristalina se secd en el vuielio sobre
ventdxido fosforoso. No se observd pérdids de zetividsd des-
pués de 24 horas de secar a S6¢.

Se nnalizaron dos prepsrados de sal sddics erista~
lina. Las siguientes cifras renresentan,los~valores mis ba-
jos y m8s altos obtenidos vara ¢, H. §. S y Na, usendo los

métodos microanalf{ticos conoecldos:

¢ 53.06 - 53.37%; H 4.73 - 5.30% N 7.52 - 7.83%; 58.96~9 10% M 6.53-6.784.

Kjemplo 7.

Alslamiento de sal sédice de peniciline eristalina de culti..

vos superficiales de Penicillium notaﬁum (género nf, 1,249~
B21 NRRL). | ' | |

1, Cromatograma saobre §xido aluminico.

11 &. d=2 sal bvirica de penicilina impura 42 una po-
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tencla de 290 unidades OxfTord por mg. (un total de %410 mi-
llones de unidades) se disolvieron en 290 cm% de agua a 209G,
v 1@ golucidn se hizo pasar por una columna (2.7 om x 41 om)
de 300 g. de Sxido =luminico lavado con agua. Bl producto
coladn se recozid tan'ﬁfonto como mostrd el primer yeatigio
de color amari)lo; toméndose tres frecciones. Las fraccio-
nes segunda y ﬁercera, 1o mismo que una parte slfcuota de

la primera se congelaron vy secaron en el vacio. El siguien~
te cuadro resume los resultados; el pesoc de la éal seces en

1ls primers fraceidén estéd calculado sobre la »srte alfcuots.

BPrédcticamente tode la sctividad estaba presente en esta frac-

~cidn., La recuperscidn fué cuantitstiva.

Fraccidn cantidad 4cl produeto Peso de 1la Bnsayo Unida-
colado 5 sal seca des Oxfor/mg

1 1,320 cm3 ’ 3.5 2 930

2 400 cm? ' 0.25 g 40

3 400 cm3 0,15 g 40

La primers fraccidn se enfrié a 0° C tanfronto como
gé recogid, se wcidificd a pH 2.5 con 4cido fosférico a1 10%
¥y 1&g penicilina libre se extrajo con dos'litros de éter. Des-

pués de secor con sulfato sddico anhidro, l2 solueién de

éter se usé para le purificacidén cromstogréfica sobre trisi-

licato magnésicé como se descrive en el siéuienxe 2.

2. Cromatograma sobre trisilicato magnésico,

La solucidn de penicilins en éter se hizo pasar por

una columna (2.6 cm. x 20 em.) compuesta de uns mezcla de

28 g, de trisilicato magnésico v 16 g. de un auxiliar f£il-

trante no adsorbente, 2 presidn de 0.42 Kgs. de nitrdgeno.
£1 cromatograma se desarroll’ con 400 cm3 de éter. Desnués

de expulsidn o presidn la columna ds triéilicatb.ée corté
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en tres porciones:
A = Parte superior 3 cm --’---; Amarillo brillante.
B = Gontro 10 6@, —-=m--m-me—=m Amarillo débil.
C = fondo 7 cm.' ----------- —— Aﬁarillo dévil con
una faja de emarillo

brillante en la par-
te guperior.

Cada fraceidn se agité con 300 cm3 de un neutrasli-
zador de fosfato 1/15 molar de pH 7.2 y, después de riltra-'
do, se lavd con 200 cm3 de neutralizador reciente. Luego
cada loceidn y lavado combinados se enfriaron a OF ¢, se aci-
dificaron a pH 2.5 con dcido fosférico al 10% y se extraje-
ron con 400 ¢m3 d2 éter. Despuéds de secar, las soluciones
de éter se extrajeron con pequefias cantidades de soluecidn
acuoss de nidrixido s3dico 0.03 N hasta que el pH de los ex-
tractos acuosos llegd a 6.5. Las soluciones de sal sédica
se congelaron luego y secaron #n el vucio dando sales s86di-
cas de smarillo claro, ,

Los resultados se resumen en el sigulente cuadro:

Fraceidn Pego de 1s gal seca Enssyo unidades Oxford/mg

A 0.17 ¢ 457
B 1.20 g - 1A00
c 0.40 g - 286

La fraccidén B contenia un total de 1,92 millones
de unidades, o 60% de ls actividad presente en la sal béri-
ca de peniciline bruta emplesda como material de partida.

) p
Cristelizacidn de 1s sal sédice de penicilina,

La cristalizacidn se realiéé como se deseribe en
el ejemplo 6, primero tratando ls sel sédica de penicilins
altemente purificasds con isopropanol, y luego recristalizén-
dols dé metanol-~isopropanol. Se bbtuvieron as{ prismas inco-

) %
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coloros de 15 ssl sddica ennidre pura, que tenfa una poten-

cla de por lo menos 1.600-1,700 unidades Oxford vor mg. La
rotacidn dptics en unas solucibm acuose & PH 6‘59 encontrd
ser précticamente idéntica a la de la sel sddica cristali-

ne obtenida de cultivos sumergidos de Penicilliun notatum, gé-

‘nero 832. Ei) = 4+ 3100 {*+ 16¢),

Una muastra seeca a 56° =2n el vacio sobre pentdxido

de tistoro aié los siguisntes resultados microanalfticos:

C 52,82 - 53.23%; B 4.72 - 5.07%; N 7.73%; S 8.80 ~ 9.22%; Na6.68 ~6.74%

Bsta solicitud, que corresponde.a la presenteda en
los &stados Unidos de América, el 27 de Junio de 1944, bajo
el Mimero 542,440, se seoze « los beneficios del’artfculo
51 del Estatuto vigente sobre Propledad Industriai.

amzme N 0T A ocz==
R ——

Los vurtos de invencidn propia y nuevs que sSeé pre-
sentan par: que sezn objeto de esta Putente de Invencidn en
Bspafia, son los siguiantas:

) l2, Un procedimiento para purificar un prepsarado
impuro de penicilinz, carscterizado por cromatografiar una
prepafacién impﬁra'dé peniciline libre disuelta en un disol-
vente orgénico, hcciéndole pasar por una columna de un sili-
¢ceto magndsico y extrayendo la penicilina absorbida,

2%, Un procedimiento segin se reivindics en el pmm-
to le,, csracterizado por el hechb de ue el silicsto magné-
sico es trisilicato magnésico,

32, Un procedimiento segdn se reivindice en 108
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puntos 1¢, o 2¢,, car#cterizado por desarrollar la columna
con uh disolvente orgénico, lavar la penicilina adsorbida
en una golucidn acuose, y extraser el lavado enfriedc y aci-
dificado con un disolvente orgénico.

492, Un vrocedimiento segin se reivindics en los
pdntcs 19;, 22, o 32., caracterizedo por aislsr 12 penici-
lina del extractoc como una szl de hetel dcalino o alcalino-
térreo,

52, Un procedimiento segﬁn se reivindics en el
punto 42., csr:cterizedo por =21 hechc de que dicha sal se
eristaliza ds .un disolvente orginico de la misma,

62. Un procedimiento psra purificer un prenarado
impuro ds penicilina, carscterizado vor cromatografisr une
soluéién zeuoss de una szl impurs de megal alealinotérreo
de penicilins hrcisndola psssr por una columna de Sxido elu~
minico, y aisler la penicilina puriricada'del producto‘co~
lado, _ 7

7¢, Un procedimiento sesinr se reivindice en él
punto 62,, caruacterizado por desarrollar dichzs columne con
agus, acigificar el producto coledo frio, 3xtraer la peni~
cilina dal producto coludo acidificado y =2islar 1la penici-
lina de 1z soluciédn as{ obtenida,

8., Un piocedimiehto sezin se reivindices en el
punto 6¢,, caructerizado por al hecho de qug la g8l se ais-
la congelando ¥y sacando el produeto colado,

9¢. Un procedihiento sezin se reivindica en los
puntos 62, o 7%., csructerizado por siglar 1la venicilina co-
mo una sal de metal alcsalino o alcalinotérreoc.

108, Un procedimiento psra purificar un preparado
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impuro de penicilina, caracterizado por tratar dicho jrepa-

rado en dos opermciones por el procedimiento reivindicado
en cualquiera de los pﬁntos 1, a 5¢,, y por el procedimien-
to reivindicado en cualquiera de los puntom 62. a 9¢., en
orden reversible,

112, Un procedimiento de preparar penicilina pu-
rificada.A

Tal'y como se.ha descrito en ls NMemoria gue antece-
de y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diez y ocho hojas escritas

4 méaguina por una sola cara.

Madrid e 43 SEp. 1946

P, 4.
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