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a nombre de HOFFMÁNN-LA ROGHK, INC., entidad norteamericana, 
establecida en Roche Park, Nutley, Nuera Jersey, Estados Uni­
dos de América, por:

"UN PROCEDIMIENTO DE PREPARAR PENICILINA PURIFICADA".
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Esta invento se refiere-a la elaboración de prepara­
dos purificados da penicilina. La elaboración de estos pre­
parados partiendo de productos brutos es cosa relativamente 
nueva, y poco se sabe acerca de procedimientos técnicamente 
factibles que den satisfactorios resultados. Los prepara­
dos de penicilina impuros obtenidos' de mobos que producen pe­
nicilina contienen a menudo hasta un 90$ de productos secun­
darios inactivos, la mayoría de naturaleza acida y .algunos 
de ellos intensamente coloreados, y la separación de la mayo­
ría de, las impurezas, ya que no de todas, es altamente desea­
ble para obtener preparados terapéuticos completamente satis­
factorios.

Abraham y Chain, en "The British Journal of Ixperi- 
mental Pathology", vol. XXIII, junio 1942, pag. 103 y siguíen-
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te», describen el nao de ¿xido de aluminio como absorbente 
en una columna cromatográfica para la purificación de un 
preparado bruto de penicilina libre disuelta en éter. Se­
gún la experiencia de los presentes inventores, este méto­
do no permite una separación suficiente de los productos se­
cundarios intensamente coloreados.

Catch y oiro, en "Natura’', vol. 150, ns._3813» Pag. 
635, 28 de noviembre, de 194-2, al decir que sus tentativas 
de purificar el material por el procedimiento de Abraham y 
Chain tenían poco éxito, desarrollaron un método para la pu- 
rifi<?ación parcial de penicilina bruta que consiste en ha­
cer pesar una solución de penicilina impura libre en un di­
solvente orgánico, tal como éter o ecetato amilico, por una 
columna .de gel de silice hidratado que contiene una base 
inorgánica, los actuales inventores han comprobado que este 
método cromatogréfioo es igualmente insatisfactorio en.cuan­
to a la separación de las impurezas coloreadas como ocurre 
con el método de Abraham y Chain.

Ss, pues, un ob.ieto del invento desarrollar un pro­
cedimiento por el cual los preparados impuros de penicilina 
se purifican suficientemente de manera técnicamente eficax, 
para dar preparados incoloros o solo ligeramente coloreados 
que son menos irritantes, menos tóxicos y más estables que 
los preparados de penicilina hasta ahora conocidos. Se ha 
descubierto que este objeto puede conseguirse por la purifi­
cación graduol de un preparado impuro, que implica cromato- 
grafiar el preparado impuro en orden reversible (1 ) hacien­
do pasar una solución de la penicilina libre impura en un 
disolvente orgánico por una columna de un silicato de magne-
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sio, y extrayendo la penicilina del absórtente y (2) hacien­
do pasar una solución acuosa de una sal de metal dbalinoté- 
rreo de la penicilina impura por una columna de óxido alumí­
nico, y aislando la. penicilina del producto colado»

39 ha descubierto que o el procedimiento (1 ) solo 
o el procedimiento (2) sodo, aplicados a preparados de pe­
nicilina impuros, rinden un producto purificado que es sa­
tisfactoriamente puro para fines terapéuticos y tiene una
actividad de hasta 1,000 unidades Oxford por mg. 7 aun més

«
cita. Combinando los dos procedimiento hemos descubierto 
con sorpresa, Que, sin tener en cuenta el- orden de les ope­
raciones en el método combinado, resulta un producto con 
un grado de pureza mucho mayor del que puede obtenerse só­
lo por cualquiera de los procedimiento 37 que estos prepara­
dos altamente purificados, que sólo tienen ligero color y 
nosean una actividad de hasta 1.400 unidades Oxford por mg. 
pueden convertirse fácilmente y con buen rendimiento en la 
sal sódica de penicilina incolora, anhidra y cristalina.

La técnica anterior no ha puesto en claro la cues­
tión de si los mohos que producen la penicilina rinden el 
mismo principio activo en cultivos superficiales y sumergi­
dos en el caso de que se empleen diferentes géneros de mohos 
productores de penicilina. Cuando se aplica e los métodos 
solos o en combinación, con preparaciones impuras obtenidas 
de cultivos de superficie o sumergidos de diversos géneros 
de mohos productores de penicilina, nos sorprendió observar 
que, a pesar de las diferencias en las cantidades y natura­
leza de las impurezas contenidas en los materialés brutos 
de partida, no sólo se obtenían igualmente buenos resulta-
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dos de purlficación en ceda paso, sino que también eran idén­
ticas las respectivas sales sódicas cristalinas. Así, en 
el siguiente texto y en las reivindicaciones, cuando nos re­
ferimos a preparados da penicilina y a las sales sódicas 
cristalinas obtenidas de los mismos, nos referimos a los 
preparados y sales obtenidos da soluciones resultantes Se 
cultivos tanto superficial como sumergido de cualquier moho 
productor de penicilina.

La purificación cromatogrófiea de preparados de pe­
nicilina impuros en forma de soluciones acuosas de sus se­
les de metales olea]inotérreos en columnas de óxido de alu­
minio es nueva, pues Abraham» y Ghain, como se ha dicho arri­
ba, hicieron pasar preparados brutos de penicilina libre di­
sueltos en éter sobre óxido de aluminio. Hemos descubier­
to que el procedimiento es muy sencillo y eficaz para la 
separación de la mayoría de los -productos secundarios colo­
reados e incoloros. Las impurezas quedan retenidas en la 
columna, -d pase que la penicilina purificada pasa por la 
courana y puede fácilmente aislarse con buen rendimiento del 
nroducto colado, óe cree que esto es una observación única. 
La técnica anterior no ofrece ninguno razón que permita es­
merarla, y se he descubierto que las salas de metales alca­
linos de preparados de penicilina impuros.no dan resultados 
de purificación satisfactorios cuando se hscen pasar en so­
lución acuosa por columnas de óxido de aluminio.

También se ha descubierto que los silicatos de mag­
nesio son'adsorbentes mucho mejores per ' la purificación cro- 
matogrsfica de preparados impuros de penicilina libre, que 
los otros absorbentes ya descritos en la bibliografía. Usan-
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dolos obtenemos rendimientos mucho más altos «Je penicilina 
purificada, ya que prácticamente no hay destrucción de aeti- 
vidad en este proceso de purificación. 21 material activo 
puede lavarse con facilidad del adsorbente por medio de agua 
o de un neutralizador acuoso adecuado.

Los preparados de sal sódica de penicilina, alta- 
menta purificados, obtenidos por el uso de estos dos proce­
dimientos, f;1 ser tratados con disolventes org micos anhi­
dros, por ejemplo de naturaleza cetónice o alcohólica, rin­
den preparados cristalinos de la sal sódica de penicilina.
Se obtienen preparados de sal sódica de penicilina comple­
tamente incoloros j cristsllnos,en forma anhidra, por re- 
cristalización da una mezo? a de dichos disolventes orgáni­
cos, Así, empezando con un preparado de penicilina impuro 
de un cultivo sumergido de Peniciltt.uni notatum, genero nfi .
832 (Laboratorio Regional SeptenlrLonal de Investigaciones 
del Ministerio de Agricultura de los Justados Unidos, que en 
adelante se llamará NRRL), después de purificación crometo- 
gráíice. usando los dos métodos aquí expuestos, y recristali­
zación de ls sal sódica altamente purificada de mezclas de 
metanol e isopropanol, se obtuvo una sal sódica de penicili­
na cristalina e incolora, que se comprobó ser anhidra, y que

» » r  7125tenía una rotación óptica constante de(fvj D = -f 3OOB en una 
solución acuosa «1 1% n pH 6. Una muestra de una sal sódica 
de penicilina cristalino anhidra obtenida de manera análoga 
de cultivos superficiales de PeniciUium notatum, género n*. 
124Q-B21 (NKRL), resultó ser idéntica por todos conceptos al 
preparado obtenido de los cultivos sumergidos-. La actividad 
de ambos preparados era de unas 1,600 a 1,700 unidades Oxford



por mg
Los siguientes ejemplos ilustran el Invento: 

gjemplo 1 .
6 g. de sel magnésica impura de penicilina de una 

actividad de 350 unidades Oxford por mg. (un total de 2,1 
millones de unidades) se disolvieron en 150 cm3 de agua.
Luego la solución intonsamente coloreada se vertió en una 
columna (5 caí. x J>2 cm, ) de 200 g. de óxido de aluminio la­
vado con agua 'de .uri grado cromatográfico, Guando la solu­
ción hubo pasado a lo columna, el cromatograma se desarro­
lló con agua a 7* C. ’¿1 producto colado se recogió tan pron­
to como mostró un vestigio do coloración amarilla, y se to­
maron tres fracciones de 260 cra3, 240 cra3 y 256 cm3 respec­
tivamente. L«s tres fracciones se enfriaron luego a 0« C, 
y cada una de ellas, después do icidificor a. t>H 5 con aci­
do fosfórico el 10$, se extrajo con 500 cm5 de acetato bu- 
tílico. i5n lugar de acetato butílico, puedan usarse otros 
acetatos, cloroformo, éter y disolventes orgánicos simila­
res para extraer la oenicílico. Les tres soluciones de ace­
tato butílico, después de secarlas con sulfato sódico, fue­
ron extraídas con requerios cantidades de una solución acuo­
sa de hidróxido sódico G.l N, hesta que los extractos combi­
nados de cada una de las tres fracciones llegaron a un pH de 
6*5» Luego se congelaron y secaron en el vacio. Se obtuvie­
ron tres fraccionas de una sal sódica de penicilina de ama­
rillo claro, de las cuales las dos primeras contenían précti— 
cama 

Fracción

'1

2

nte toda la actividad.
Jal sódica 

peso
Actividad

Unidades Oxford/rag
Porcentaje recu­
peración de ecti'
vidad.

1.12 g 1.100 59*
90)»

<3.60 g 1.100 31%
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En vez de hidróxido sódico diluido, pueden emplear­
se soluciones carbonato o de bicarbonato sódico para ex­
traer la penicilina purificada de su solución en un disol­
vente orgánico. Usando soluciones o respectivamente suspen­
siones acuosas de hidróxido amónico, hidróxido lítico, fti- 
dróxido bórico, carbonato calcico, carbonato estróncico, 
carbonato magnésico, óxido magnésico u otros hidróxidos, 
óxidos, carbonatas o bicarbonatos alcalinos o alcalinoté- 
rreos se obtienen las correspondientes sales da metales al­
calinos o alcslinotérrsos de penicilina purificadas, después 
de congelar y secar las correspondientes soluciones. .

Ejemplo 2 . •
Una solución' ds 1 g. de sal magnésica de penicili­

na bruta, de una potencia de 324 unidades Oxford por mg en 
25 cm,3» de agua se vertió en una columna (1.8 cm. x 15 oro-.) 
de 32 g. de óxido «lumínico levado con agua de grado croma- 
tográfico. Cuando la solución parda oscura hubo pasado a la 
alumina, el cromatografía se desarrolló a 7? C con agua adíelo-
nal. El producto colado se recogió en dos fracciones de 45

$om3 y 50 om3 respectivamente, tan pronto como mostro el pri­
mer vestigio de color amarillo. El pH de astas soluciones 
era de 7.5 y a© «justó a 6.5 con ácido fosfórico diluido.
Luego las soluciones se congelaron y secaron en el vacio.
Así se obtuvieron dos fracciones de sales de penicilina pu­
rificada de amarillo claro. La fracción 1 pesaba 0.15 &• 7 
tenía una potencia ds 920 unidades Oxford por ragj la frac­
ción 2 pesaba 0.14 g. y dió en el ensayo 1,128 unidades Ox­
ford por mg. Esto representa una recuperación de 90i¡> de lâ  
actividad contenida en el material de partida.
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Ejemplo 3* •

5 g. de Bal calcica de penicilina impura de una po­
tencia de 44-0 unidades Oxford por mg. (un total de 132 millo­
nes de unidades) se disolvieron en 60 er&3 de agua a 7a c.
La solución intensamente coloreada se vertió luego en una 
columna (2.3 cm, x 27 cm.) de go g. ae óxido alumínico lava­
do con agua, de grado cromutogréfico. Cuando la solución hu­
bo pasado a la columna, el cromatogrema se desarrollo con 
agua, iíl producto calado se recogió ton pronto como mostró 
un vestigio de coloración amarilla, recogiéndose en total 
360 cm3* El producto colado se enfrió luego a 02 c, se aci­
dificó a pH 3 con ácido fosfórico al 10$ y se extrajo con 
400 craj de acetato hutílico. Después de secar con sulfato 
sódico anhidro, la solución de acetato hutílico se extrajo 
con pequeñas cantidades de una solución acuoso de hldróxido 
sódico 0.05 N, hasta que el pH del extracto llegó a 6.5. La 
solución acuoso se congeló luego y secó en el vacio* Se ob­
tuvieron 0.Q2 g. de una sal sódipa de penicilina de amarillo 
claro, que en el ensayo dio 960 unidades Oxford por mg., y 
representaba el 67$ de lo actividad total presente en el ma­
terial de partida.

Ejemplo 4 .
25 g. da sal sódica de penicilina bruta, que en el 

ensayo debo 380 unidades Oxford por mg. (un total de 9,5 mi­
llones de unidades), se disolvieron en 1.000 cm3 de agua. La 
solución se enfrió a 0‘:' C, se acidificó con acido fosforioo 
diluido a pH 3 y lo penicilina libre se extrajo en 1200.cm3 
de icetito hutílico. Luono la solución de acetato hutílico 
se socó sobre sulfato sódico anhidro, y se hizo pasar a pre-
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ai6n de 0,56 Kg». de nitrógeno por una columna que conte­
nía una mezcla de 150 g, de trisilicato magnésico y 100 g. 
de un auxiliar filtrante neutro no adsorbente, suspendido 
en acetato butílico, Las dimensiones de la columna eran 
4.5 cm. x 38 cm. 3e seccionó mecánicamente sin ulterior 
desarrollo. La mayor parte del tercio superior de la colum­
na contenía uno faja que mostraba una fluorescencia muy li­
gera a la luz ultravioleta. De esta pr-rte da le columna se 
obtuvieron 10.46 g. cíe una sal bórica de penicilina purifi­
cada lavando la penicilina con un nautralizador fosféticp Se 
pH 7.5, extrayendo d- la solución neutralizados enfriada y 
acidificada (pH 3) la penicilina en éter y agitándola con pe­
queñas cantidades do un' solución acuca vi de hidróxido bóri­
co 0.1 N, hasta r„ue el pH del extracto acuoso hubo llegado a 
6.5. Luego la solución acuosa se congeló y secó en el vacio. 
La potenci*' de la sel barios de penicilina purificada era de 
780 unidades Oxford por mg. Así se obtuvieron 8.16 millones 
de unidades Oxford de material purificado que representaban 
una recuperación de 86%.

iS.1 empl o 5.
16.8 g. de una sal sódica de penicilina bruta, que 

en el ensayo dio 412 unidades Oxford, por mg. (un total de 
6.92 millones de unidades) se disolvieron en 1,000 cm3 de 
agua. La solución se enfrió a 0? C, se acidificó con ácido 
fosfórico diluido a pH 3, y la penicilina libre se extrajo 
en 2,000 cm3 de éter. Luego la solución de penicilina en 

< éter se secó sobre sulfato sódico anhidro. Se prepararé una 
.columna cromatográfica que medía 4,5 cm. x 38 cm. , y conte­
nía 150 g, de trisilicato magnésico y 100 g. de un auxiliar

V
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fíltrente inadsorbente suspendido en éter. La solución de 
penicilina en éter se hizo pasar por dicha columna e presión 
de 0.4-2 Kgs. de nitrógeno y luego la columna se desarrollé 
con 1500 c®3 de éter. El tercio superior de la columna con­
tenía todo el material activo. Se seccionó en tres partes, 
y la penicilina se recuperó en la forma habitual por lavado 
con un nautralizador fosfático de pH 7.5» D® las solucio­
nes neutralizadas frías y acidificadas se extrajo la peni­
cilina con éter, y del éter se extrajo con hidróxide bérico 
acuoso 0.1 N. Las soluciones de la sal bórica neutra se con­
gelaron y secaron en el vacio. De la sección medís del ter­
cio superior de la columna se obtuvieron asi 3.89 g. de sal 
bórica de penicilina purificada q.ue dio en el ensayo 1 .015 

unidades Oxford por tag. Esto representa un total de 3.95 

millones de unidades, o se- una recuperación del 57% de la 
actividad presente en 9l material de partida. El resto de 
la actividad se obtuvo de las dos secciones restantes del 
tercio superior de la columna en forma de sal bórica de pe­
nicilina menos activa.

Ejemplo 6. .
Aislamiento de la sal sódica de penicilina cristalina de cul­
tivos sumergidos de Penicfllium notatum (género n». 832

El material de partid'1 par- estos experimentos fuá 
sal sódica de penicilina bruta de una potencia de 200-300 
unidades Oxford por mg. Be Drenare de este material en la 
forma ordinaria una solución de uenicilina libre en acetato 
butílico, disolviéndolo en agua, acidificando la solución 
fría a pH 3 con ácido fosfórico diluido y extrayendo la pe­
nicilina libre con acetato butílico. La solución de acetato
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butílieo, q.ue contenía aproximadamente 3.000.000 de unida­
des Oxford por litro se empleó-para la purificación croma-, 
togrófica sobre trisilicato magnésico, como se describe lue­
go ©n 1 ,

1 . Orornatograma sobre trisilicato magnésico,
Trisilicato magnésico de grado cromatográfico, 5 g. 

por gramo de material de partida, se mezcló en acetato butí- 
lico con 2/3 de su peso de un auxiliar filtrante neutro y no 
adsorbente, y se vertió en un tubo para dar una columna apro­
ximadamente 9 veces tan alte como su diámetro. La solución 
de penicilina en acetato butílieo se hizo pasar por esta co­
lumna a una presión de 0.35-056 Kgs, de nitrógeno, y luego 
la columna se desarrolló con acetato butílieo, usando un vo­
lumen de disolvente igual al de.la solución primitiva. SI 
producto colado era amarillo y no contenia material activo*
La columna, que mostraba una serie de fajas, se sedeionó me­
cánicamente, y las partes así obtenidas se lavaron con neu- 
tralizador de fosfato de pH 7 »5« Las soluciones de neutra- 
lizador enfriadas y acidificadas {pH 3) se extrajeron con 
éter, la penicilina se valoró con hidroxido bárico 0.1 IT, 
y las soluciones acuosas así obtenidas se congelaron y se­
caron en el vacio dando sales bóricas de penicilina secas.

Las fracciones de penicilina mejores se encontraron 
en el tercio superior de la columna. Se obtuvieron sales bó­
ricas de una potencia hasta de 1,000 unidades Oxford por mg. 
La recuperación de material activo en estas fracciones fue 
tan alta como de ?0$. SI resto del material activo se en­
contró en las secciones inferiores de la columna. Loe pre­
parados más activos de la sal bórica de penicilina se siguie-
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ron purificando como ao describe en el número 2 siguiente*
2, Oromatograma sobre óxido alumínico.
üna solución acuosa al 20$ de la sal Carica de pe­

nicilina purificada se hizo pasar por una columna de oxido 
alumínico lavado con agua de grado crbsiátogréfico. 3e em­
plearon unos 30 g. de óxido alumínico por gramo de material 
de partida. La columna se desarrolló con agua, recogiéndo­
se un total de unos 100 cm3 de producto colado por gramo de 
material de partida. SI producto colado era de color amari­
llo claro y contenía el material activo. La mayor parte de 
los productos secundarios coloreados de le penicilina queda­
ron en la columa.

Del producto colado frío, que se acidificó a pH 3 
con ácido fosfórico diluido, se recogió en éter la penicili­
na libre, y luego se convirtió, en la forma ordinaria, en la 
sal sódica seca, extrayéndola con hidróxido sódico acuoso 
0.1 Jí, congelando la solución acuosa neutra y secando en el 
vacio. Los preparados así obtenidos eran de color amarillo 
claro. Su potencia era tan alta como de 1.400 unidades Ox­
ford por mg. La recuperación de material activo ful hasta 
de 80$.

3. Cristalización de la sal sódica de penicilina.
Los preparados de sal sódica de penicilina altamen­

te activos obtenidos en la purificación cromatográflca de la 
penicilina bruta como antes se describe en 1 y 2 pudieron 
cristalizarse. Se comprobó que el me;jor procedimiento era 
tratar dichos preparados (potencia 1.100-1.400 unidades por 
mg) primero con acetona seca o isopropanol seco. Sste trata­
miento quita usuaímente la mayor parte del color amarillo, de-
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jando un residuo en polvo prácticamente blanco de alta acti­
vidad (unas 1#400-1»500 unidades por mg.). Sste material 
ae cristalizó disolviéndolo en raetanol frió y añadiendo iso- 
propanol. Después de re-poser en el refrigerador* se forma­
ron agujas incoloras o grupos de prismas cortos, que se pu­
rificaron más repitiendo la recristslización de igual modo 
basta, que se vio que la rotación óptica permanecía inaltera­
ble. El para los preparados más puros se comprobó ser
dé -f 3°°B ( 4- 15* ) en una solución acuosa al 1# e pH 6.

La potencia de la sal sódica de penicilina crista­
lina pura así obtenida se comprobó ser de por lo menos 1.60G- 
1*700 unidades Oxford por mg., en comparación con vina penici­
lina normal de la comisaría de Comestibles y Drogas, con una 
ootencia de 370 unidades Oxford por mg, s^feomprobó que era 
anhidra, ya que solo se observó una pérdida de peso muy pe­
queña, cuando la sal cristalina se secó en el vacio sobre 
pentoxido fosforoso. No se observó pérdida de ectividad des­
pués de 24 horas de secar a 56».

De analizaron dos preparados de sal sódica crista­
lina. Las siguientes cifras representan los valores más ba­
jos y más altos obtenidos para 0. H. N. 3 y Na, usando los 
métodos microanalíticos conocidos:

Q 53.06 - 5 3*37$; H 4 .7 3  - 5.30$; N 7.42 -  7*83$; S8.96-9 6,53-6.78$.

Ejemplo 7.
Aislamiento de sal sódica de penicilina cristalina de culti­
vos superficiales de Penicillium ncrtatum (género ng » 1.24Q- 
B21 NRBL).

1. Gromatograma sobre óxido alumínico.
11 de sol bárica de penicilina impura de una po-
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tencia de 290 unidades Oxford por mg. (un total de 3*19 bi­
llones de unidades) se disolvieron en 290 cm3 de agua a 2 09C, 
y la solución se hizo pasar por una columna (2.7 cm x 41 om) 
de 300 g. de óxido ^lumínico lavado con agua. El producto 
colado se recoció tan pronto como mostró el primer vestigio 
de color amarillo, tomándose tres frecciones. Las fraccio­
nes segunda y tercera, lo mismo que una parte alícuota de 
la primera se congelaron y secaron en el vacio. El siguien­
te cuadro resume los resultados; el peso de la sal seca en 
la primera fracción está calculado sobre la oarte alícuota. 
Prácticamente toda la actividad estaba presente en esta frac­
ción, La recuperación fuá cuantitativa.

Fracción Cantidad del producto 
colado_____ _________

1 1,320 cm3
2 400 cm3
3 400 cm.3

Peso de la 
sal seca

5.5 e 
0.25 g 
0,15 g

Ensayo Unida- 
des Oxfor/mg

93040
40

20

La primera fracción se enfrió a 0® C taî farooto como 
se recogió, se acidificó a pH 2.5 con ácido fosfórico al 1 9f> 
y la penicilina libre se extrajo con dos litros de éter. Des­
pués de secar con sulfato sódico anhidro, la solución de
éter se usó para le purificación cromatográfica sobre trisi- 
licato magnésico como se describe en el siguiente 2,

2. Cromatograma sobre trisilicato magnésico.
La solución de penicilina en éter se hizo pasar por 

25 una columna (2.6 cm. x 20 cm.) compuesta de una mezcla de
£

23 g, de trisilicato magnésico y 16 g. de un auxiliar fil- 
* trente no adsorbente, a presión de 0.42 Xgs. de nitrógeno.

El cromatograma ge desarrolló con 400 cm3 de éter. Después 
de expulsión a presión la columna de trisilicato se cortó
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en tres porciones:

A = Parte superior 5 ora — -— —  Amarillo brillante.
B - Centro 10 c m . -------------Amarillo débil.
C m fondo 7 c m . -------------— —  Amarillo débil con

una faja de amarillo 
brillante en la par­
te superior.

Cada fracción se agitó con 500 cm3 de un neutrali- 
zador de fosfato 1/15 molar de pH 7.2 y, después de filtra­
do, se lavó con 200 cm3 de neutralizador reciente. Luego 
cada locción y lavado combinados se enfriaron a Ofi C, se aci­
dificaron a pH 2.5 con ácido fosfórico al 10# y se extraje­
ron con 400 cm3 de éter. Después de secar, las soluciones 
de éter se extrajeron con pequeñas cantidades de solución 
acuosa de bidróxido sódico 0.03 lf hasta que el pH de los ex­
tractos acuosos llegó a 6.5* Las soluciones de sal sódica 
se congelaron luego y secaron en el vacio dando sales sódi­
cas de amarillo claro.

Los resultados se resumen en el siguiente cuadro:
Fracción Peso de la sal seca insayo unidades Oxford/me

A 0.17 e 457 .
B 1.20 g 1.600
C 0.40 g ' 246

La fracción B contenía un total de 1,92 millones 
de unidades, o 60# de le actividad presente en la sal bári- 
ca de penicilina bruta empleada como material de partida.

Cristalización de la sal sódica de penicilina.
La cristalización se realizó como se describe en 

el ejemplo 6, primero tratando la sal sódica de penicilina 
altamente purificada con isopropatj.ol, y luego recristalizén- 
dola de metanol-isopropanol. Se ^obtuvieron así prismas inoo-

i
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coloros de la S8l sódica anhidra pura, que tenía una poten­
cia de por lo menos 1.600-1,700 unidades Oxford por mg. La 
rotación óptica en una solución acuosa a pH 6 se encontró 
ser prácticamente idéntica a la de la sal sódica cristali­
na obtenida de cultivos sumergidos de PenieiUitm nototum, ge­
nero 832. |?G D5= +• 31 os { + 15S ).

Una muestra seca a 56® en el vacio sobre pentóxido 
de fósforo díó los siguientes resultados microanalíticos:

0 52.82 - 53.23%; H 4.72 - 5.07%; N 7.73%; S 3.30 - 9-22%; Na 6.68 -6.74% 
Esta solicitud, que corresponde a lo presentada en. 

los Estados Unidos de América, el 27 de Junio de 1944, bajo 
el Numero 5*2,440, se acoge t, los beneficios dal artículo 
51 del Estatuto vigente sobre Propiedad Industrial,

» 0 T A -«*-»
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Los curtos de invención propia y nueva que se pre­
sentan para que sean objeto de esta Patente de Invención en 
España, son los siguientes:

1®. TJn procedimiento para purificar un.preparado 
impuro de penicilina, caracterizado por cromatografiar una 
preparación impura de penicilina libre disuelta en un disol­
vente orgánico, haciéndola pasar por una columna de un sili­
cato magnésico y extrayendo la penicilina absorbida,

2®. Un procedimiento según se reivindica en el pun­
to 1®., caracterizado por el hecho de que el silicato magné­
sico es trisilicato magnésico.

3®. Un procedimiento según se reivindica en los



puntos I*. o 2®•, caracterizado por desarrollar la columna 
con. un disolvente orgánico, lavar la penicilina adsorbida 
en una solución acuosa, y extraer el lavado enfriado y aci­
dificado con un disolvente orgánico,

4-2. t/n procedimiento según se reivindica en los 
puntos ls., 2s. o 32*, caracterizado por aislar la penici­
lina del extracto como una sal de metal ácalino o alcalino— 
terreo,

5®* Un procedimiento según se reivindicó an el
punto 4S. , caracterizado por el hecho de que dicha sal se 
cristaliza de -un disolvente orgánico de la misma.

Be. Un procedimiento para purificar un preparado 
impuro de penicilina, caracterizado ñor crornatograflar una 
solución acuosi? de una sel impura de metal a] crilinotérrao 
de penicilina haciéndola pasar por un« columna de óxido alu­
mínico, y aislar la penicilina purificada del producto co­
lado,

7®. Un procedimiento según se reivindica en el 
punto 6®., caracterizado por desarrollar dicha columna con 
agua, acidificar el producto colado frió, extraer la peni­
cilina del producto coludo acidificado y aislar la penici­
lina de la solución así obtenida.

Un procedimiento según se reivindica en el 
punto 6®., caracterizado por el hecho' de que la sal se aís­
la congelando y secando el producto colado,

9®. Un procedimiento según se reivindica en los 
puntos 6®, o 7S*, caracterizado por aislar la penicilina co­
mo una 8J3l de metal alcalino o alcalinotórreo.

10® . Un procedimiento para purificar un preparado
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impuro de penicilina, caracterizado por tratar dicho prepa­
rado en dos operaciones por el procedimiento reivindicado 
en cualquiera de los puntos 1® . a 52*» V Por el procedimien­
to reivindicado en cualquiera de los puntos 6®. a 9®., en 
orden reversible.

1.1a* Un procedimiento de preparar penicilina, pu­
rificada.

Tal y como se.ha descrito en la Memoria que antece­
de y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de diez y ocho hojas escritas 
á máquina por una sola cara.

Madrid, a 13 SEP
p . Aü ♦

Atberto.de tizebum

*■>

M/L/L.
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