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PATENTE DE INVENCION .

PRESENTADA el 17 de Julio de 1946, bajo el Némero 174.340,
‘e n
ESPARNA
bpor VEINTE afios

S e

\ & nombre de HOFFMANN-LA ROCHE INC., entidad norteaméricana,
establecida en Roche Park, Nutley, N.J., Estados Unidos de

s

Y  américe, por: »
’ "UN PROGEDIMIENTO DE PREPARAR SALES DE PENICILINA
. DE METALES ALCALIROS Y ALCALINO-TERREOS".
Este invento se refiere a la preparacién de salea de
penicilina de mﬁtales alcalinos y alcalino-térreos.
4 ' Uno de los objetos principales del invento es crear
' unimétodo de preparar sales de penicilina, que es més diree-~
® 5 to, conveniente y econdmico Que ioS empleados ‘hasta ahora y
que se adapta especialmente a la fabricacidén en masa de seles
-'de penicilina. : o | :

En la- actualidad ~ls peniciline se manufactﬁra me-“

T

diante un proaedimiento que implica en esencia las etapas si-

1o ~ guientes:
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(1) Ferméntacidn mediante la cual la pemcilina es
producida en ﬁn medio nutritivo adecuado por:los mohos ﬁro-
ductores de la misma; ) | |

(2) Alslamiento de la penicilina desde el medio
nufritivo,'y purificecidén de lsa misma'msdiant§ métqdos de
adsorcién o de extraccién, que dan por resultado une solu-
cidn relativamente coﬁcentrada'de,penicilinavlibre>en un 4di-
solvente orgénico; y

(3) Conversién de la peniciline libre en sales pre-
paradas para su ®empleo terapéutico, por extraccidn de la pe-
nicilina del disolvente orgénico por medio de una golucidn
o suspensidn acuosa de un reactivo aléalinb, con lo cual sge
obtiene-uga solueidn acuosa de la correspondiente sal de pe-
ﬁicilina,~Seguido por. la congelacién de esta solucidn y dese-~
cacidn al Vacio en eétado'cohgelado, hasta obtener un polvo
seco. | |

El proceso actualmente empleado, tal como ha queda-~

'do bosquejado, es satisfactorio para operaciones en gran es-

céla, en’cuanto concierne a las operaciones de fermentacidn

y aiglamiento de la peniclliha desde el medic nutritivo.

Sin embargo, el procedimiento estd qaracterizadolbor el in-

conveﬁiente de que a partir del estado congeladé, deben se-

carse voléimenes relativamente grandes de la solucidn acuosa

final de la sal deipenicilina, especialmente cuando ha de

pfepararse la sal de calcio. La operacién de secar en esta-

do congelado requiere una refrigeracidn intensa, costosa y

_complicada ¥ un equipo de alto vacfo. Ademés, la elimina-

e¢idn del agﬁh desde el estado congelado precise, incluso en

las condiciones mds ideales del vacfo y de 1§ construceidn
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del equipo, un periodo de tiempo baétante pfolongadbng}ﬁé
completarla. '

v Pars vencer,e; inconveniente del'métodp de deseca-
cién desde el estado cOngelado, se ha propuesto el ampleovdel
cﬁlentamiento dieléctrico como proceéo suplementario para re-
ducir la carga en el equipo para la"desececién finel desde
el estado qongelado (British Medical Journal, 17 de Febrero
de 1945, pdg. 218){_ £n esta operacidn, la concentracidn pre-
liminar por medio del calentamiento dieléctrico va seguida
de ung&aééaoién final de la solucidén coneentrada de penici-
lina en estado congelado. -

De acuerdo con el invento, las seles de peniciline
de metales alcalinos y alcalino-térreos se preparan hacien-
do reaccionar penicilina disuelta en un disolvente orgénico
vi:tualmsnte anhidro con un -compuesto orgénico de'metalfal-
calino o alcalino-térreo. Este nuevo método esté caracteri-
zadp por: | , |

(a) rapidez en la produccidn.

(b) reduccidén de los gastos de explotacidn.

{¢) reduccidn de los gastos de conservacidn.

(d) reduccidn del espacio necesario.

(e) eliminacidn de aparatos voluminosos, complica-
dos y costotos. ]

1f) evitacién del control de las bajas temperstu-
res y del alto vacfo. _

(g) uso de un equipo normal poco costoso y de fé-
cil obtenciéﬁ.

- (h) facilidad de operacidn.

T

(i) gran rendimiento total de sal de penicilina.

S S
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{(j) potencia y estabilidad'adecuadas‘del*producto.

Al practicar el 1nvento,‘las sales metsélicas alca~

'iinas o alecalino-térreas de penicilina,pUeden Ser'produci-

das en forma de polvo seco convenientemente y con shorro

considerable de tiempp, labor y gastos, directamente desde
goluciones de penicilina libre en disolventes orgénipos. .
En generél, el procedimiento‘comprénde la mezcla de ﬁna’séé E
lucidn de penicilina libre en un disolvente ofgéniéo con una
solucidn o suspensidn de un compuesto orgénico de un metal
aicalino o alcalino-térreo en un disolvente orgénico anhidro

o la edicidén del compuesto Srganc-metélico en.formafseca a

-ia gsolucidn de penicilina,

- -

El compuesto érgano-metéitb reacéiona'coh la:penicié]
lina libre disuelta en el disolvente orgénico, para formar
lé correspondiente sal metdlica de penicilina. . LOS'méjéfés
resultados se o?tienen‘cuandOﬂpara reaccionar con la penici-
lina libre se usan caﬁtidadés'estequiométribamente equiva~
lentes de compuestos 6rgéno-metélicoé;

A La,sal de penicilina resultante puede'sef-iﬁsolu-,
ble en 12 mezcla de reaccidn, en cuyo caso la sal sq_sepéfa
por filtracién,‘se lava, y se liberta de disolvente secan-
do en una estufa de vacfo. Sin embargo, si la sal de peni-
cilina es soluble en la mezcla, entonces, para'précibifar
la gal, pusde afiadirse un segundo disolvente que ténga una
baja solubilidad pare ella, Alternativemente, la sal pueds
ser obtenida concentrando o secando laréolucién,reéultante
de ls s=l da'penicilina.

Sé~ha sefialado que la solucidn inicial de penicili-

na en un disolvente orgdnico debe ﬁer'ahhidra, al menos  subs-
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tancialmente. .81 es preciso, la 501u616n~puede ser sometida
a un tratamiento degecador adecuado para conseguir este pro-

pééito cbmo, por ejemplo, mediante el uso de un agente seca-

dor tal como sulfato sédico anhidro, o por separacidn del

agua por destilacidn azeotropica.

Disolventes adecuados que pueden emplearse como t8m
les o en mezclas para la solucidn inicial de penicilina son,
por ejemplo: Esteres, tales como acetato etilico, ‘acetato
but{lico, acetato isopropflico, acetaﬁo amflico, acetato ben-
cflico, butirato etflico, benzoato etflico, malonato diet{~
lico, ester et{licogel fcido furoico; Quetonas, tales éomo

acetona, ciclohexenona, ciclopentanona, etil-metil-guetona,

métil—isobutil-quetbna, dietilquetona, acetofenona; hidro-

carburos halogenados, tales como cloroformo, tetracloruro

de carbono, bicloruro etfilénico, clorobenzol, bromuro et{li-

co; Bteres, con inclusidn de los éteres cfclicos, tales co-~

mo éter dietflico, éter dibutflico, éter di-isopropflico,

dioxano, tetrahidrofurano; ﬁlcohdles, con inclusidn de los

alcoholes €teres, tales como-alcohol 1soprop{lico, alcohol
amflico, alcohol butf{lico, ciclohexanol, ciclopentanol, al-

cohol tetrahidrofurfurflico; Nitrilos, tales como acetoni-

trilo, benzonitrilo, propionitrilo; hidrocarburos, tal como

benzol, toluol, xilol, ciclohexano; y gueto-ésteres, tales

como acetoacetato etflico, acetoacetato butflico, 2-carbeto-
xi-ciciohexanona-l, 2-carbetoxi-ciclopentanona-1, éster me-
tflico del,écido levulinico, y éster etflico del deido levu-
1{nico.

Ejemplos de composiciones de compuestos 6nganb-me-

t4licos para el tratamiento de la solucidn de penicilina son:

£
i
¥
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butdxido sddico en alcohol butilico,.ﬁuthido QSGicp en ciclo-

e

hexanol, isopropdxido potdsico en alcohol isopropflico, malo-

nato dietil cdlcico en acetato butflico, malonato dietil-cdl-

cico en acetato amflico, malonato dietil célcico en metil-

"isobutil-qﬁetona, maloneto dietil sédico en acetato butflico,

malonato dietil sédico en acetato isqgropf{lico, malonato dietil-
sédico en métil-iéobutil-quetona, malonato dietil sédico en |
ciclohexanol,’malonafo diet;l potdsico en acetato amflico,
malonato diet;i cllcico en ciclohexanol, malonato dietil mag-
nésico en acetato butflico, malonato dietil magnésico en me-
t11-isobutilquetona, malonato dietil magnésico en ciclohexa-
nol, malonato diétil magnésico en toluol, acetoacetatq'etil-
sddico eniqcetoacetato et{lico,~écetoaCetato etil-célcico en

acetoacetato etflico, acetoacetato etil-célecico en acetato

but{lieo, acetoacetato etil-gédico en scetato butflico, ace-

ticetato etil-sédico en cloroformo, acetoacetato etilgdlcico
en cloroformo, acetoacetato étil-célcico,en‘éter, acetoace~
tato etil-sddico en éter, acetoacetato etil-cdlecico en benzol,

acetoacetato etil-sddico en benzol, acetilacetona sédica &n

'acetato butf{lico, acetilacetona sédica en cloroformo, acetil-

acetona sédica en acetilacetdna) acetilacetona céleica en ace-
tato amflico, 2~carbetoxi-ciclohexanona-1 sédica en acetato
butflico, fenolato sbdico en‘adetatovbutflico,‘fenolato'po-
tdsico en alcohol Butilico, 1sopropilato sddico en acetato
but{lico, é-carbetoxi-ciclo-hexanona-1 potdsica en aﬁetétO'
butf{lico, 2-carbetoxi-ciclopsntanona-1 potésica'en'metil-isb-
butil quetona, acetoacetafo etil-estrdéncico en acetoadétato
et{lico, abetoacetato etil~1ftico en acetoacetato étilieo,

y malonato dietil-1ftico en acetato butflico. _ .
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‘Se observaréd que en los compuestos drgano-metélicos
y en lbé‘disolventes'empleados para los mismos, as{ como sn
los disolventes usados para la pqnicilinafexiste una gran la-

titud y se sefialan amplias modificaciones. Précticamente pue-

’ de eﬁpleafse todo disolvente orgénico gque tenga suficiente

solubilided para le penicilina.

Para los fines de esta reaccidén, prédcticamente pue~
de emplearse todo compuesto'6rga£o~metélico (dé‘un metal al~
calino o alcalino-térreo) hés o menos soluble. Tales com=~
puestos pueden ser, por éjemplo, sales metdlicas de'éci&os
ofgénicos, alcoholatos, tales como isopropilato sédicd,y n-
butéxido sédico, benciléxido sédico, benci16xido'potésico,

y los correspondientes derivados de cieclohexanol, o fenola~

~tos, tales como fenoldo sédico,>guayacolato sédico, naftdéxi~

‘60'sédico, v compuestos de dsteres del 4cido salicflfco de
metales alcslinos y alcalino-térreos. |
Desde un punto de vista prdetico, considerando el
asunto de la solubiiidad, disponisilidad y coste, se preffe-
re que loé derivados de compuestos orgénicos de meféles al~
calinos o alcalino-térreos contengan el menos un 6ﬁomo de
hidrégeno activado unido & un dtomo da carbono como, por
ejemplo, derivados metélicos de compuéstoé orgénicos que
tengan una.estructura de éster malénico,ﬁg-queto-éster,
1,3-ciano-carbalcoxi, 1,3-ciano-carbonilo, o de 1,3~dicar-
.bdnilo. Por ejemplo, los compuestos preferidos inciuyen
los derivados metdlicos alcalinos y alcelino-férreos de és-
ﬁeres metilico, diétflieo, dibutflico o superiores del 4ci-
do maldnico; los correspondientes ésteres 44 écidos maléni-

cos ﬁaonosﬁbstituidos,tbles como dcido metil-malénico o etil-
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maldnico; ééterQS»de dcido a¢etoaéético, éciddéﬂ\-metil-aceto-
ecédtico, écido gamma-metil-adetoacéﬁico,'épidocx -, gamma-dime~
tii-acetdacético,retc.; esteres de &cido ciano-acético, édcido
_c(-ciano-propiénico, y écido‘ciano-succinico; 2-ciano-ciclo-
héxahona-l, 2»ciano-ciclopantanona~l,c(-ciano-adetofenona, y
oA -ciano-acetons; ciclohexano-l,;-diona, acetil-acetona, X -me-.
til-acetil-acetons, gamma-metil-acetii-acetona y benzoil-aceto-
na. ‘

Del estudio de los disdlventes y de los compuesfos

érgano-metélicos enunciados arriba y de los ejemplos que siguen,

log profesionales comprenderdn como se lleva a lsa préctica el

invento. Se veré que pueden emplearse mezclas de disoiventes

adecuados y mezclas de materiales de tratamiento érgano~metd-
licos, as{ como disolventes o materiales de tratamiento aisla-
dos., Consiguientemente, a los ﬁrofesionales, en vista de las
enseflanzas aquf contenidas, les serdn evidentes muchas varia-
ciones y modificaciones en las realizaciones espec{ficas del
invento. -

Habiendo'bosquejado el proceso general. y la finali-.
dad del invento, se dan los ejemplos siguientes pars ilustrar
procesos espec{ficos pars obtener séles de penicilina mediante
dicho proceso. ‘ ‘

Ejemplo 1.

N A 100 c.c. de solucidn de peniciline en acetato bu-
t{lico obtenida, por ejemplo, acidificando una solucién acuosa
de penicilina ava‘5 y extrayendo con acetato but{lico, y que
tiene un contenido aparente de 1.300,000 unidades de penicili-
na, segun ge determiné por extraccién con hidrdxido gddico acuo-

so a pH ?;4 y“énsayo biolégico de la penicilina obtenida por
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secado liof{lico de este extracto, se afiadieron a'isﬁ.c}lcon
agitacidn, 6.5 c.c. de una solucidn 2.5 N de malonato célcicé
diet{lico en malonato diet{lico. Inmediatamente se formé un -
preciﬁifﬁdo. La égifaeién se continuéldnrante‘S'minutos ¥ lue-
go se centrifﬁgé la mezcla. El residuo se lavd con dos porcio-
nes de 10 ¢.c. de acetato butflico seco y finslmente con dos
porciones de 10 c.c. de benzol seco. El residuo, después de
gsecar a 20 mm. ¥ 50950 durante 3 horas, era un polvo amarillo
claro., Pesaba 2.72 gr. .y su potencia era de 550 unidedes por
mgr. Por consiguiente se obtuvo un total de 1.500.000 unida~
des, o 15% méds gue por extraccidén mediante dlcali acuoso. Se
comprobd que la peniciiina cdlcica retenfa toda su aetividad
incluso despuds de 7 dfas de guardarla a 50¢ C.

Ejemplo 2;

A 100 c.c. de una solucidn de pehicilina en aceta-
to but{lico, con un contenido aparente de 2.300,000 unidades
de penicilina (determinado como en el Ejemplo lj se aﬁadieron
a 152 ¢, con agitaeidn, 11,5 c.c. de una'soluéién 2.5 N de ma-
lonato dietil-sddico #m malonato diet{lico. - Inmediatamente se
formé un precipitado. La agitacidn se donyinué durante 5 mi-
nutos y luegzo sé centrifugd la mezela. E1 residﬁo'se lavé dos
veces con 10 c.c. de acetato but{lico seco, seguido por dos
lavados con 10 c.c. de benzol seco. E1 residuo, después de se-
car a 20 mm. y a 502 ¢ durante 3>hofas, consistf{as en un polvo
amarillo claro que pesaba 4,04 grsg. Era completaménte soluble
en agua, dando un pH de 6.5. La potencia era de 528 unidades
por mgr. As{ se obtuvo un total de 2.600.000-unidadeé,*o 13%

més que por extraccibén acuosa,

Ejemplo 3.
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Se obtuvo penicilina potdsica seca en la mismas for-

~ma que en el Ejemplo 2 usendo malonato dietil-potdsico en lu-

gar del compuesto sddico.

Y Ejemplo 4.

A 70 c.c. de una solucién de penicilina en acetato

butflico, con un contenido éparente de 1.000.000 de unidades

(detérminado cémo en el-ejemplb 1) se asadieron, a 25¢ G, len-
tamente y con agitacidn, 6.8 c.c. de una solucién 1.5 N de ma-
lonato dietil megnésico en melonato dietf{lico. La agitaéién

ge eontinuéd durante S5 minutos. Luego la mezcla se centrifugé
y el residuo ge lavd con acetato butflico seco y luego con ben-
zol. Cuando el residuo quedd libertado del disolvente por se-
cado a 502 C y 20 mm,, durante 3 horas, consistfa en un polvo

emarillo cléro, que pesaba 2.44 grs. y que did en el ensayo

‘525 unidades por mgr., correspondiendo a un total de 1.30Q000

unidades.,
EJEMPLO 5.
200 c.c. de una solucidn de penicilina en acetato

butilico con un contenido aparente de 800.000 unidades (deter-

- minado como en el ejemplo 1), se calentaron & 50¢ ¢ (tempera-

tura del bafio) y vacfo de 30 mm, hasta que se separsron por
destiiacién 18 ¢c.e. E1 residuo se enfrid a 25° ¢ y, con agi-~
tacidn, se le afiadieron lentamente 4.0 c.c. de una solucién
1.3 N de acetoacetato etil-sédico en acetoacetato etflico. El
precipitado finamente dividido que se formé se separé por fil-
tracién, se lavé con acetato butflico seco, 1uegd_con benzol,'!
y finalmente se liberté de disolvente por desecacién en alto
vecio a 1la temperatura ambiente. BSe obtuvo un polvo amarillq

mnuy dmmo, finamente dividido, que pesaba 1.43 gra., Que era
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completamente soluble en agua y que did en el ensayo %25 unida-

des por mgr. As{ se obtuvo un total de 610.000 unidades, co-.

‘rrespondiendo a un rendimiento de 76%. Se obtuvieron otras

220,000 unidades lavendo con agua el filtrado_dei precipitado
dé penicilina sédica del acetato butflico. |
RIEMPLO 6. |
Une parte alicuota de 200 c.c. de la gsolucibn de sce~

tato butflico usada paras el experimento descrito en el Ejemplo
5, se concentrd hasta'ﬁﬁ volumen de 40 ¢.c. por deetilaciég a
50¢ C (temperatura del bafio) y vacfo de 20 mm. 4 los 40 c.c.,
con agitacidn, se afiadieron lentamente a 25¢ ¢, 4.0 c.c. de
una solucidén 1.3 N de acetoacetato etil-sédico en acetoacetato
et{lico. El precipitado se separd pof filtracién y ‘ee tatd exac-
tamente como en-el Ejemplo 5. El ﬁolvo amarilio claro pesaba
1.65 grs. y en el ensayc dié 515 unidedes por mgr., correspon-
diendo a un rendimiento total de 850,000 unidedes, o 6% mds que
las 800.000 unidades recuperadas por_é:tracciéﬁ con 4lcali acuo-

so. E1l filtrado dgl'aceta£o~butilico del preéipitado de peni-
cilina sédica, fué agitado coq agua., Se comprobd que la fase
acuoss tenfa un pH'de‘G.S v que contenfa 20.000 unidades, o sesa,

otro 2.5%.

BIEUPLO 7.

A 100 ec.c. de una solucidn deﬂpeniciliné en aceto- -
acetato etilico;rcon un contenido aparente de 835.000 unidades
(determinado por extraccibn con un neutralizador gcubso y ensa-
yando ls solucibn) se atiadieron lentamente 2,30 c.e. de una so-
lucibn 1.25 N de acetoacetato etil sbédico en acetoacetato etf-
lico. Inmsdiafﬁmente se formé un precipitado y”Qespués de 5

minutos de agitacién a la temperatura ambiente, se'geparé por



[ %

10

15

20

25

- 12 -

filtracidén y se lavé con dos porciodes de 20 ‘c.¢~de benzol

seco. El residuo se secd bajo alto vacfo & la temperatura am-
biente. Se obtuvo un polvo amarillo claro,‘iné,peéuba 1,30
grs. y que did en el andlisis 600 unidades por mgr. Era com-
pletamente soluble en agua. E1l rendim%ento fué de 780.000 uni-
dades o sea del 93%. El filtrado de la peniciline sédica pre-

‘cipitada se extrajo con 10 c.c. de agua y ésta resultd conte-

' ner 160.000 unidedes, o sea, otro 19%.

EJEMPLO 8. \

506 C.C. dé‘nn extracto al cloroformo de peniciline
libre, con un contenido aparente de 2.600.000 unidades (&ter-
miﬁaao‘como en el ejémplo 1) se libertaron de agua congelan-
do a -60¢ ¢ y Piltrando. E1 filtrado seco se concentrd bajo
véc{o de 50 mm. @ 352 C hasta un volumen de 100 c.c. A este
se 1é afiadieron, con agitecidn, 10 c.c. de una soluciébn 2,5 N
de malonato dietil célcico en mddMato dfetflico. E1 precipi-
tado se separd por'filtracién, se lavd con cloroformo anhidro
v se secd & 502 C y vacio ds 20 mm. durante S“horas. El pol-
vo emarillo claro as{ obtenido pesaba 4.68 grs. y did en el

_ensayo 640 unidades por mgr., correspondiendo a un total de

3.000,000 unidedes. Esto representa~un_15% més“de 10 que re-

‘sulté por extraccibn acuosgs.

EJEMPLO 9.

250 c.c. de una solucién de penicilina en &ter, con
un contenido aparente de 790.000 unidades (determinédo como
en el ejemplo 1), se enfriaron a -602 C y el hielo se separd

por filtracién. El filtrado anhidro se concentrd luego &

- 508:6. a 100 mm, 'y 259 C. Al concentrado se le afiadieron

1.75 c.c. de una solucibn 2,5 N de malonato dietil célcico
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en melonato dietilico. La mezcla se sacudid. vigorosamente
durahte 5 minutos a lia temperaturaiambiente ¥y luego se cen-
trifugd. E1 residuo se lavd con 3 porciones de 10 c.c..de~
éter seco, y finakente se secd a 509 C y vacio de 20 mm, du-
rante una hora. El polvo resultante did en el ensayo 620 uni-
dades por mgr., correspondiendo a un total de 860.000 unida-
-des, o sea 9% més que el hallado por extraccién acuosa,

EJEMPLO 10,

400 c.c. de uné solucién de penicilina en acetato
butflico con un contenido aparente de 2.500.000 unidades (de-
terminado como en ei-ejempld 1), se concentraron hasta univin-
men de 80 c.c. & un vacfo de 20 mm. ¥ a 502 C (temperatura del
bafio de Marfa). A 1la solucidén agitada se le afiadieron lenta-

mente a 102 G, 8.7 c.c, de una golucién 1.3 N-de acetona ace-

't11 sbdica en acetonskst{lica. La precipitacién fué inmedia-

“ta. Despuds de 5 minutos de agitacibn, la mezcla se centrifu-

gé. El residuo, después de lavado con acetato but{lico seco
y benzol seco, se libertd de disolvente secsndo al vacfo (20
mm,) & 502 .C. El1 polvo émarillo claro resultante pesaba 3.58
gr., era completamente soluble en agua (pH 7.0) y dié en el
ensayo 880 unidades por mgr. Por tanto, contenfa un total de
3,000,000 de unidades, o sea, 20% mis del hallado en la extrac-
cién acuosa de control.

EJEMPLO 11,

" 100 c.c., de una solucién de penicilina en acetato

but{lico con un contenido aparente de 200,000 unidades (deter-

>\\, minado como en el ejemplo 1), se concentraron bajo un Va&fc

de 20 mm, y & una temperatura del bafio de 50¢ C hasta un volu-

men de 20 c¢.c. Al concentrado se le afiadieron, con egitacidn,
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4.92 c.c; de una solucidn 0.8 de 2~-carbetoxi-ciclohexanona~l
sbdica en acetato butflico. Inmediatamente se formé un pre-
cipitado. Este se depard por filtracidén y se lavd con dos
porciones de 10 c.c. de:benzol seco y luego se secd a la tem=
peratura amblente bajo un alto vacfo. El polvo amarillo cla-
ro resultante pesbd 1.1 grs. ¥y did-en el ensayo 183 unidades
por mgré, correspondiendo a un total de 200.000 unidades. Era
completamente soluble en agua. '

EJEMPLO 12,

A 200 ¢.c. de una solucién de penicilina en aceta~
to but{lico, con un contenido aplirente de 100.000 unidades
(determipédo como en sl ejemplo i), se ‘le éﬁadieron, e€n con=-
diciones anhidras y con agitecién, 80 c.c. de une solucién
al 0.5% de‘fenolato»sédico'en acetona seca. La agitaciéﬁ se
continud Qurante 1 hora a l=z temperafura ambiente. El preci-

pitedo se riltrd, el residuo se lavd con benzol anhidro, y se

'secé a la temperatura ambiente bajo alto vacfo durante 1 ho-

ra, 8e obtuvo un polvo de color canela claro que pesaba 2,2
grs. y que di en el ensayo 440 unidades por mgr.
ETEMPLO 13, '

4 300 c.c. de una solucién de penicilina en acetato
butflico con un contenido asparente de 360.000,unidadesi(deter-
miedo como en el ejemplo 1) se aﬁadihg§$5 con agitacidbn, 11 c.c.
de una solucidén 0.4 N de isopropilato éédico en isopropanol.
La cantidad de reactivo a usar fué determinada titulando una
parte alicuota de la misma solucidn de acetato butflico a pH
9 con hidréxido de sodio acnoso 0.5 N. La adiciﬁn de’isopro-
pilato sédico d4id precipitacién inmediata, La agitaciﬁﬁ se .
continué a 42 C durante 1 hora. El precipitado se filtro, el
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residuo se lavd con benzol anhidro y luego se seed bajo alto
vacfo a 352 C durante 1 hora. La pénicilina sbdica as{ obte-

nida pesabsa 1.4 grs. y did en el ensayo 250 unidades por mgr.

" ETEMPLO 14.

A 250 c.c. de una solucién de penicilina en éter

anhidro con un contenido aparente de 215.000 unidades (deter-

. minado como en el ejemplo 1), se aﬂddieron 125 ¢.c. de n-bu-

tanol anhidro y la solucidén se concentrd bajo vacfo a 25¢ C
hasta un volumen de 125 c,c. A este concentrado se aﬁadieron, 
con agitacidn, 31,4 c.c. de una solucidn 0.1 N de n-butdxido
sédico en n-butesnol, No tuvo lugarhprecipitacién, permanecien-
do la solucién brillante y clara. La solucidn se 115#6 1uego'
a sequedad a un vacfo de 20 mm. y 45¢ C (temperatura del ba-
fio) v los dltimos vestigios de disolvente ée eliminaron bdjo

un vacfo de 1 mm. El residuo, una pelfculas de color pardo os-
curo, quebradiza, parecfa a laca, se molié hasta obtener un
polvo amarillo, p®sando 0.49 grs. Era completamente>soluble

en agua, y su solucidn acuosa tenfa un pH dé 6.7. La poten-
cia era de 500 unidades por mgr., correspbndiendd a un total

de 245,000 unidadés, o sea, 30.000 unidades més que al obte-
nerlo por extraccién acuosa de la solucidn original en éter.

ETEMPLO 15.

_Una solucidn idéntica de penicilina en n-butanol,
neutralizade con 31.4 c.c. de n-butéxido sédico 0.1 N, como
ge describe en el ejemplo 14, se tratd con éter de petrSleo
(30-602 C) hasta que no hubc més precipitacidn, lo cual preci-
sb de 400 cc. de éter de petrdleo. El preéiﬁitado se separd
por filtracidn y se liberté de disolvente‘?or'desecac16n a

502 ¢ y vacio de 20 mm. durente 1 hora. El polvo amarillo
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finamente dividido~resu1tante;‘péééba 0.44 grs., ere complé-
tamente soluble en agua, v ‘su solucidn acuosa tenfa un pH de
6.9. En el eﬁsayo-ﬁié 510 unidades por mgr., correspondien-
do a. un total de 224.000 unidades. Esto puede:compararse fam-
vorablemente eén las 215.000 unidades obtenidas por extrac-
cibén acuosa del extracto etéreo original,
EJEMPLO 16. - o

200 c.c. de una solucidén de penicilina en metil-1so-
bﬁtil-quetona, con un -contenido aparente dé 2.680,000 unida-
des;(determiﬁado como en el ejemplo 1), se concentraron a un
vacfo de 30 mm. y una temperétﬁré de bafio de 50¢ C hasta un
volumen de 160 c.c. A este concentrado se éﬁadieron,'con agi-
tacién, 5.25 c.c. de una solucién 2.9 N de*mﬂona.f’g_; aietil
célcico en malonato dietflico. La precipitacién fﬁé~iﬁmedia-
ta. Despuég de 5 minutos deﬂ&giﬁéciﬁn,'la mezcla ée;filtré
sobre un embudo de Buchner. Elrprecipitadofse 1avé con dos
porciones de 20°c.c. de benzol, y luego se secd eﬁ una ‘estu-
fa de vacfo a 20 mm. y 50° G, durante 3 horas. El p'oﬁro ama-
rillo claro resultante pesaba 4.3l grs. v 418 en el énsaYo
620 unidades por mgr. o sea un total de 2.670.000 uﬁidadés,
Al filtrado claro se afiadieron 400 c.c. de éfer'de petréleo
(30-60¢ C). Se formd un ligero precipitado que se separd
por filtracidn, se lavé con 20 c.c. de &ter de petrdleo y
se sec¢d en una estufa de vacfo a 502 C. El polvo amarillo
claro as{ obtenido pesaba 0,05 grs.y conténia 20.000 unidades,
EJEMPLO ‘17. '

940 c.c. de una solucién de peniciiiﬁa en acetato
butilico, con un contenido aparente de 1;910;6007un1dades (de~

terminado como-en el sjemplo 1), se concentraron hasta un vo-
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lumen de 186 c.c. béjouﬁn vacfo de'éb mm. y una temperatﬁra
de bafio de 50¢ ¢. El concentrado se filtrdé por un tampdén es-
téril de Seitz en un tubo estéril de 250 c.c. de centr{fuga.

A este filtredo estéril se afadieron asépticamente 7.6 c.c.

‘de una solucién 1.8 N de malonato dietil sédico en malonato

diet{lico, que también habfa sido esterilizada por filtrecidn

de Seitz. 8Se formd un precipitado inmediatamente. BSe deposi-

t6 por centrifugacidn; la paréé que sobrensdaba se separd asép-
ticamente, y el precipitado se lavd asépticamente con 20 c.c.
de acetato butflico (100%) que habfa sido esterilizado por
ebullidibn. La suspensién se centrifugd, el acetato but{li-

co se separd asépticamente, y el precipitadd se lavd de nue-
vo con 40 c.c. de benzol estéril, que habfa sido esteriliza=-

do por ebullicidn. E1 benzol se separé asépticamente, y el

‘precipitedo se secd colocéndo el tubo de la centrf{fuga con su

contenido en una estufa de vacfo a 502 C y vacfo de 20 mm.
durante 3 horas..'El polvo amarillo eclaroc de penicilina sbdi-
ca as{ obtenido pesaba 4.0 grs. y did en el ensayo 543 unida-
des por mgr., o sea, un total de 2,172.000 unidades. Este
polvo, cuando se ensayd por la conocida técnica bactereold-
gica, se comprobd que era estéril,
EJEMPLO 18, ‘

£ 500 e)d, de una solucidn de penicilina en éter se-
éo, con un contenido aparente de 1.600.000 unidades (determi-
nado ecomo en el ejemplo 1) se afiadi$, con agitacidn, une so-
lucién‘de 2.6 gr. de oleato céleico en éter. La agitacién se

continué durante 30 minutos, luego la mayor parte del éter se

'separo por destilacién al vaclfo y el precipitado se centrifu-

,85- El producto se lavd varias veces con éter seco. y luego
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se gecd al vacfo. El polvolamérillo claro resultante pesaba

2.7 grs. j di6 en el ensayo 620 unidades por mgr. o sea, un

total de 1.674.000 unidades.
EIEWPLO 19,

A 100 c.c, de una.solucgén de penicilina en acetato
but{lico con un contenido aparente de 2.300.d00 unidades de
penicilina (determinado como en el~ejempio,;) se afiadieron,
con‘agitaciénj 5.23 grs. de malonato dietil-sddico pulveri‘
zadb seco, La agitacidn se continud durante 20 minufos; lue-
go el precipitado formado sé separé por filtracién y se lav&
dos veces sobre el filtro con 10 c.c. de acetétofbutilico se-
co y dos veces con 10 c.c. de.beﬁzol'seco. Después dérsecar
al vacio & 50° ¢, durante 4 horas, se obtuvo un polvo amari-
1lo claro, que pesaba 4,92 grs, Era completamente soluble en
agua, y 416 en el ensayo 5%0 unidades por mgr., correspondien-

do a un total de 2.600.000 unidades.

EJENPLO _20.

A 500'c;c. de una solucidén de penicilina en éter se-
co, con un contenido aparente de 1;600.000 unidédes'(determi-
nado como en el ejemplo 1), se afiadieron lentamente, con agi=-
tacién, 3 gr. de linoleato de bario en éter. "La agitacidn se t
continué durante 1 hora, luego la mayor parfe del. ter se se-
paré por destilacidn @l vacid y el precipitado se centrifugd.
El prodﬁCto se lavd varias veces con dter seco 'y luego se se-
cb al vacio. El polvo aﬁarillo claro resultante peséba'z‘gré.
y dié en el éﬁsayo 535 unidades por mgr.

En agquellos casos en que la sal de penicilina és'sa-
luble en la mezcla de reaccidnm, puede hacerse uso de la con-

centracidén o evaporacidn & sequedad pare obtemer la sal.



10

25

I 174340

El ejemplo 14 -ilustra un caso en que le sal de pe~

niéilina que se formb es soluble en la mezcla de reaccién y
es recuperada por desecacidn bajo vacfo.

El ejemplo 15 ilustra un caso en que la sal de peniofli-
na que se formé es soluble en le mezcla de reaccibn ¥ s& obtu~
vo por pfecipitacién con un precipitante orgdnico afiadido.

El proceso del invento puede emplearse para prépa-
rar sales de penicilina de metales alcalinos y alcalino-té-
rreocs, con inclusidn de las sales de sodio, potasio, magnesio,
litio, estronéip, bario y calcio. \

El nuevo método puede utilizarse parsa preparér seles
de penicilina estériles o no. 8i se‘zequieren sales estéri-
les como, por ejemplo, pera administracidn parenteral, el pro-
ceso debe llevarse a cabo en condiciones aséptices y con resc-
tivos estériles. Sin embargo, si las sales no precisan ser

estériles, como en el ceso de la peniciline pare administre-

‘cibn por via bucal, tsles precauciones rfgidas pueden omitir-

se. El ejemplo 17 ilustra un procedimientoc para preparar wna -
sal egtéril de pericilina,

~ gomo quiera que, sin apartargé de la firalide 481
Invento, puedeﬁ introducirse clertos cambios al llevar s la °
préctica,el-ﬁroc&ﬁimiento‘menc1onado, se pretende que toda ‘la
materia'conteni&a en la snterior déscripciéﬁ«detallada'debe in-
terpretarse como puramente ilustrativa v no en sentido limita-
tivo.

Esta solicitud, que corresponde a le preésentada en

1os Estados Unidos de Américs, el 19 de’ Julio de 1945, bajo

‘61" Nfimero 606.024, se acoge & los beneficios del artfculo 51

del Bstetuto vigente sobre Propiedad Industrial.
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_ Los puntps”definvencién propiafy huefatque S8 pre-
sentan para que sean objeto ide este Patente de Imemncidn en Es-
pafia, son los siguientes: ’i

1e, ‘Un procedimieﬁtO'de preparar gales de penici- .
11na:de.métales’alcalinos vy alcalinostérreos,‘cafacterizado
por hacer reaccionar penicilina disuelta en un disolvente 6r—

génico esenciaslmente anhidro con un compuesto orgénico de un

“metal algalino.o alcalino—térreo.

22, Un procedimiento segin se reivindica en el pun-

t0719., caracterizado por el hecho de que la resccidn se efec-

t8a en un medio o disolvente orgénicos esencialﬁente‘anhidros.

_ %2, Un procedimiento segﬁﬁ se reivindica en los pun-
tos 1¢, o 2°,, caracterizado por el hecho de qﬁe la reaccién
se'efeetﬁq en condiciones asépticas.

4e, Un’procedimiento‘segﬁn se reivindica en los pun-
tos 19.,>2é._o 32., caracterizado por el hecho de gque la reac-
cidn se efectiia con una cantidad estequiométrica del segundo
reactivo, :

Se, Un procedimiento gegin se reivindica en cual-
quiera de los puntos 1¢. a 4¢,, caracterizado por el hecho de
que el segundo reactivo esrunlalcpholato de Qetal alcalino o
élcalino-térreo. - ,

62. " Un procedimiento segin se reivindica en cual-
quiera de los puntoé 1¢, & 4¢,, caracterizado por el hecho de

que el segundo reactivo es unvfenoléto de metal alcalino o al~
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-méquina por una sola cara.

calino-térreo.
pe, Un procedimiento segfn se reivindica en. céual-
quiera de los puntos 19. a 4%, caracterizado por el hecho de

qué el segundd'reactivo es un derivado metdlico alealino o al-

. calino-térreo de un compuesto orgénico que tiene al menos un

-

dtomo de hidrégeno activado unido a un édtomo de carbono.
0, Uh‘prOCedimiento segin se reivindica en cual-

quiera de los puntos 19. & 42,, caracterizadopor el hecho de
que el segundo reactivo es un-derivado,metélico alcalino o0 alx
calino-térreo de mélonato dietflibp. |

‘92, TUn procedimiénto segin se reivindicé en cual-
quiera de los puntos 19. a 42, ceracterizado por el hecho de
que el segundo reactivo es un derivado metdlico alcalino o al-
calino-térreo de aceto-acetato e%ilico.

10¢. Un procedimiento de preparar sales de penici-

lina de metales alcalinos y alcalino-térreos.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que antece-

‘de, y para los fines que se han especificado.

Esta Memorisa conata de veintiuna hqgas esarités_a

»3 SEp, 1946

Madrid s
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