176753
Hruj:jfago |

- Primary Organic Basas
Part 1.

10 FEB. 1947

17675%

| MBMORIA '»'nasuaxrnu
pers solicitar
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Wﬁak Bste invento se refiere a perfecoionamientoe

1ntroaucidca en la preparacion.&a sales metélicas purifi-

eadas de penicilina,

El vocablo penicilina aevémplea un tanto va-

gamenté, & veces rara denotar la substsncia o substancies

dcidas activas producidas en la solucién nutritiva sobre

1la cdal, 0 en la cual, es cultivan biartés=mohﬂs. especisl- -

mente el Penicillium notatum, y. & veces pars denotar une
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sal metélica, genetalmente 1a sal sédica o cdlolca de di-

‘cha ‘substencia o substancias, forma en la sual SG'ptepara

¥ uge normalments el material activeo, En ests Memoria el
vocebloc serd ussdo con la primera de ostss dos significa~
clones y a las sales deo la svbstancia o sﬁbstaﬁciae,actir
vas se les hard refersncia comc sales de penicilina;

En el Qétqdo usual de fabricacidn, la pe-

nicilina es extrafda de la solucidn nutritive mediasnte un

digolvente orgdnico adecusdo, y la penicilina as{ extrafda

as convertida en uns sal mstélica adecuada, generalmente la
sal sédica o la célcioca, Con miras a la purificacién, 1z

solucidén acuosa de la sal és a menudo acidificada, la peni-

oilins se gomete 2 nueve extraceidén y se vuelve & aomver-

tir en l& sal desezda en solucién acuoga, a partir de la

‘oual se prepara la sal sélida, Le sal sédica o oflclca de

paniciliﬁa-pzaparada de este modo va lnvariablemente awm-
pafisds de impurezss, algunass ds las cusles estén'cploreadas,
gue hacen que el preparado no =6lo ssa de estabilidad re-
ducide y variablae, sino’qua tengs también ciﬁrtos efectos
gecundarios deéagradablee, tales como dolor al ger 1nﬁuc-
tado; Ie sal sbédica 6 cdlcica pura de penicilina es un
oompuesto blanco, ds astsbilidad muocho maﬁur gue @l pro=-
ducto bruto arriba mencionsdo y produce mencs molestiz &l ser
inyectada, |

Ia purificecién de 12 penicilina o de sus
sales metélicae, es declx, la separaoiéﬁ de los matar;ales

activos de las impurezas que usuzlmente los acompafian, es

‘una operacidn dificil y engorrosa, 7 el objeto del presen~
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te invento es crear um procedimidﬂto nuevey perfeccionade pa-
e la preparacidn de sales purificadas de‘penicilina;
Bn la Memoria de la Patente espaficla Eb;175;597
T~ hemos daserito.ﬁn procedimisnto para la preparacidn de sales
| met4licas puiificgd&s de penicilina en ¢l cual una solunoidn
de penicilinas bruta en un disolvente se nacls reaccionar con
uns o més bages orgdnicas primarias adecuadas, como alli se
definen, de modo gue se formen sales de penicilina de tales
bagses, las'cualeé‘io&ian obtenerse féAcilmente en un estado
10 de gran pureza y ser convertidas con fgcilidad en sales metd-
lices, por ejemplo, de golio o de esalcio, correspoﬁdientemen~
te puras; #n nn método preferido de llavar:a eabo el procedi-~

miento segfin se describe en dicha Patente anterior, una so-

’*6i3;4:;uosa de una sal bruta sédica o odloica 8e peniecili-

Y 16 ne se acidificaba,4y la penicilina bruta resultante se extrafa
de-la solucién acucsa en un disolvente adecuado, como 8llf se
define, giendo matilisobutiquugﬁona el disclvente ugualmente
emp1¢ado; Luego, esta solucidn se utilizaba para preparar la
sal de penicilina y de la base primaria;

20 _ N En el curso da‘ulterioras Investigacionss hemos
descubierto gue las sales metdlicas brutas de penicilina, por
éjemplo, las sales del godioc o del calcic, pueden ser conver-
tidas fécilmente ex ssles virtuelmente puras de bases orgdni-
osg primarias, como aqui se defin@n, mediasnte un simple proce~

« . B5 dimiento que no implica la liberacidn de pénicilina libre des~
dé las sales metdlicas y, eonéiguientemente,'evita el uac de
diaolventés, tales como, por ejemglo, metilisobutil quetona,

les sales de baées organicus primeriss y de penloilina, sef




obitenidas, pueden convertirse féoilmente en sales metélicas,
por ejemplc, -de modio o de calcio. i
>~ , - ‘Hemos desoubierto que oumando una soclucién acuo~

8a ds una sal metdlica bruta (por ejemplo, sddica o cdlefca)

i

. B de penicilina gue preferible, perc no necesarismente, con-
‘tiems una substencia desplazadora ("seladora"), se trata con
uns eal adecuada de una base orgénica primaria adecuads,
ambas gomo aguf se definen, se produce una doble descomposi-
6idn, dendo por resultado la precipitacidn de la correspon~

10 ddemte sal de penicilina y de base orgdnica primaria, Bsta
sel puede recogerse como tal; si se deges, pueds purificar-
. 8¢ y oonvertirse fécilmente en ssles metdliocas (por ejem=
L3, de sodic o de calaio) de penicilina, ouys pureza saré '
\\\?;7 mayor cue 18 ds la sal metdlica de penicilins originsl.
Mediante 1z expresidén "base orgénica prima-
ria asdecuada™ t&l como se usa en esta ﬁamoria, denctamos
un compuesto de la férmula R;Eﬂé, donde R es un resfduo de
hidrocarbure cicleoalifdtico, cuyo res{iuc puede contener
gubstitnyentes slooflicoa, no excediendoc ds 8 el ndmero to-

20 tel de 4tomos de carbono, el ocuel iiense un velor pKE de no
ﬁeno& de 10;2 ¥ que, hajo les condiciénes del procedimiento,
no destruye_répidamente ia ponicilina; Bjemploa de tales ha-
seg son.ia ciclohexilamina y la matilciclahexilam?na, do.‘-
lag cusles actualmente preferimos usar la primera, .

25 , Mediante la expresidn *unz sal adecuzda de

. ung base orgdnics primaria adecuada" denotamos el preducto

formado por combinacidn entre una baae:orgénica primeria

eadecnada, como arribe se define, y un dcido endrgioco 0 mo-
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deradamante endrgico, entendiéndose gue ni el doido ni la
asl, en las condiciones del proceso, tendrén un efecto des~
truotor sobre la penicilina o ‘8obre sus aales. Preferimos
emplear seles adecuadas de bases orgdnicas primariss de doi-
dos minerales fuertes, tales como el clorhidrico;

Gonsiguiente&ante el invento consiste, entre
otraévcosaa, en un procedimiento para preparar sales de pe-
niciline, en el cual una solucién acuosa de uns sal metdl i~
ca (per 'sjemplo, de s0di0 o de calolo) de penicilina, es
tratada con uns sal adecuads ds una base orgdnioca priméxia
a&ecuada de modo gue precrpite una sal de penicilina y de
dicha base.

De aenéido con otra carecter{stics del inven-

40, o»eemos un procedimiento para la purificacidn de sales

“metdlicas brutas (por sjemplo, de sodio o de calcio) ds pe-

nicilina, en el cual une solucidn acuosa de 12 sal metdlioca

‘brute se trate con una sal adecuada de uns base orgénica

primarie adecuada, la eal de base orgénica precipitada se
purifica sf es nacemario y se vueive a cenvartir en una sal
metdlica (por ejemplo, de sodic o de calaio) de penicilina;
Ta sel de base orgénica primaria puede ser

éﬁadl&a a la solueidn écuosa, ya en forma de la gubsiancia
aésnciﬁlmsnte pura, ya oomo gsolucidn concentrada acuésa, ¥
la’mezala de reaccidén debe regularse a un pH de 6-7 por la
edicidén de un éoidp tal como, por ejemplo, dcido fosférico
¢ de una base inorgdnica, tal como, por ejemplo, sos8 géqs-
tica;rﬂsmosldescubiertd que es preferible llevar a cabec la

precipitacidén de la ssl de penicilina y de base primaria

-5 -
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en presencla e une subsiancia raaladora’  como luego se deéu
oribe, o o

Ia éiguiaﬁte es una deseripcidn més genersl
ds cdmo el invento se lleva & éfecto praferihlemnteé

Como materisl de pertids usamos una soluoidn
acuosa enfriada de éal metélice bruta (por ejemplo, de so-

dio o de calcio) de penicﬂina. Ta actividad de la penici~

-1lina con prefsrencia,‘ pero ro necesariamente, no es menor

- 48 400 unidadeg Oxford por Mgr. y su conceniracién en su so-

lucién ascuosa es, con preferencia, de 2-10% P/v. (peso-volumen)
4 Bs deseable que esta solusién contenga tam~

bién una substencia "saladora", es decir, una sal que ten-

- g& una alte solubilided en agna, y ouya solucidén sem prefa-

o Mﬁle, pETC no naceaariaménte, neutra, Preferimoa n=ar subs-
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tancizs tales oomo el cloruro sédico, sulfato séd'ioov, cloru~
ro votdaico y a'imi}.sres, péro lag sales aménioas no son ade-
omadas 8l page gue, ovidentemsube, no deben ser usadss sa-

lss que tengan una accidn destructiva sabre la penicilina o

 sus sales. La cantidad de substancia “;éal&dora" presente en

la solucién debe con preferencia ser tal gue sature ossi la

solueidn,

31 se desea usar sal cfloica es necesario afig-
dir le sal bdsica primexo, antévé del medio "éalador“, yasque,
de otro modo es probable gue sea "salado;" un precipi’aadn que
contiene la yanicilina-. | A

& esta sclucidn se le afiade con .ag'itaeién g

cenfrismiento, bien como subsianciz esencialmenie pura, bien

como solucién acmosa concentrada, una cantidsd de una sal
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adecusda de una base orgénica pfimars.a adecuads, a1 mence
equivalente 2 la cantidad de penicilina presente, y la mez-
ola za ilava 2 un pH 6=~7 por adicidén cmidadoa&', con agita~ |
eidn, de un 4cido, por ejemple, deido foa2érico, o de una
bage inorgdnica, por ejempia, sosé. cdustica. Bsta mezdala

se agita y enfria hasta que ya no se produoe més precipita~
cién. L2 produc‘ko, qua es la gal bruta de penicilina y de

laA base orgé_niaa primar;ga empleada, se recoge por filtra-
cién o centrifugecidn; puedb‘ lavarse con uns pequefia canti-
dad de un&.rsolucién Zcuoss cssi saturada de una .substancia

"saladora®, La tltima daria an este caso une solucidn acuow

g8 neutra y el p:oducfo g8e liberta todo 1o posible de agua

_por filtracidn o cdentrifugacidn continuadas.
it >

Bl producte hidmedo puede ser tratado en di~-

= versas formas, La mayor cantddad posible del sgua subsis-

tente puelie eliminarse del meterial asf obtenido dejdndolo ,

permanecer durante varias horas sobre un ggente sgcador,

" tal comc pentrido de £ésforo en un desecador en el que se

ha hecho el vacfo, Cuando estd seco, puede lavarse con ace-

tona o metiletil quetoﬂa. Bl producto, con 0 sin esie etap‘a
de lavaé.o, puede ser snionces convenisntemente recristali-
za.d,c gomo signe:

El producto seco ss calienta con ligeramente
més cloroformo del que es sufiolente & unos 30T pera disol-
ver el material orgénico. Ta mezcla caliente se filtra répi—:
damente para separar el m&terial inorgdnico no disuel‘ho A.l
filtrado se le afiade suficiente ace.mng o metiletil qustona
para precipitar, al enfriar, ssl purificada dé'penioilina ¥y
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bage orgénica primaria, o ,
alternativemente, el material himefio pusde

ser recristalizado inmediatamente sin 'secarlo. P#ede'sér ai-

suelto directamente 4n cloroformo y la solucidn puede ser

_filtrade de las pocss gotas de fage aguosa presenie; al di-

iuir!ooniaos'o tres volimenes de acetona o metiletil quetona,
la sal purificada de base primaria se separa por cristaliza-
oién. Debe hacerse motar, por supuesto, que las combinaocio-
nes particulares de:diaolvenxeé aquf descoritos para fines
de cristelizacidn norsdn; desade luhgo;'de ningdn modo las
dnicas ﬁézolas posibles;.ruedé determingrse fécilmente en
el laboratorio si cualquier otro disolvente o mezcla de di-
solventeaefgn satisfactorios; 81 el prodncto resultante no
o8 tan puro ocomo se desea, el mqnoionado trét&miento de pu-
rifioacidn puede repetirse;‘

Otro procedimientoc alternative es disolver
el material himedo en un pequeiic volumen de elcohol etflico,
por ejemplo, 3«56 ml, ppr'oada unidad megs de penicilina usa=-
da originariemente. baspuéé de filtrar de les vestigios de
cualquier agente "salador" gque pudiera heberse empleado, la
88l purificada déipenieilina y de base orgénioca puede ser
rrecipitada ﬁcr edicién a la solueién alcohzlica de‘unas
tres & oinco veoes gu volumen d¢ dtexr dietilieo, a1 fsopropi=-
1fco o dibutilico, o | '

El producto purificado pueae_donvsrtirse i~
cilmentg por diversos métodcs en sales metdliocas pufas.{poi
ajenmlo; de sodlo o ds”caloio} de penieciline, verhigracis,

por adicién, con vigorosa agitscidn, de una_mezcla'da éter

-8—
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o éloroformo y doido fosférico acucso que contenga una can-
tidad de dcido fosfdricc al menos equivalénte'a la centided
de base orgdnica contenida en la sal o tratar, separacidn
del . extraato orgénico regulacidn de la soluoion.acuosa e un
pH de 2,5, extracaeidn con més disolvente orgénico, mezals

de los extrectos, exiracoidn de este mezdla con una solucidn

aouosa de un hidrdxidoe metdiico (por ejemplo, hidrdxido sé-

dice) que contengs una cantidad de hidrdxido metélico'equ17&~
lente a la cantidad de penicilina (doido 1libre) en la base or-
génice y desecaaidn por congelacién del axtracto acuoso.

los ejemplos siguientes, que se dan dénicamen-
te ‘eomo iluetraciones, h's en los cuales"u.m," representa "uni-
agd mega®™, es decir, 1.000.000 de unidades Gzibrd, y "u.o.
denote "unidad Okfbrﬁ", describen cémo de acuerde con el imven~
to puede prepararse tuns sal de pemnicilina y de base orgénica
primaria esencialmente ‘puras | .
EJBMPLO 1o .

2.5 u.m; de gal abdioca de penicilina gque daban’
en el anélisis 910 u;o;/mgr.fse'aisolvieron en 32 ml; de agua
saturada & 0RC oon nitrato sddico. Se afiadid hidrocloruro de |

ofclohexilaming en sclucidn acuosa el 50%, en cantidad equi-

‘velents al doble de la cantidad de penicilina presente. La

solucidn se regulé a un pH ds 6 ¥y se dejé reposar como una
medis hora antes de la filtracién. Bl sélido se lavé con unos
yocos mls, de solucidén seturads de nitrato sddico,

Bl sblido humedo se calentdé ligeramente con

- 85 ml, de cloroforme y la solucién se fi1trdze trevés de un

filtro sece para separer unes pocas gotas de solueidén aaio-

-
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88 pregente., Al filtrado se le afiadieron 75 ml. de acetona,

Después de rsposar como una hora en el refrigerador, la mez-

dla se filtrd, Se reouperd una segunda recogida concentran-

‘&oaei fiifrado bajo presidn reducida v de jéndolo cristalie

zar, El rendimiento fué ds 1.53 gr. (primera recogida) y 0.1
gr. {segunda raecgida) de sal esencislmenta purs de peniocili-
ne ¥ eidlohaxilaminm.

 Bete sal se convirtid en sel sédles de pani-
ellina agitdndela en ague de hielo (1 parte en valumen) v
éloroibrmo (2 partes) y aﬁadienao.aufioiénta dcido fosféri-
G0 ai'lo% con agitacién para lle¥ar el pEH a 2.1; El extracto

an.clarofbrmo se agitd con sgma ¥ solucién de hidvéxido sé-

dico N/1 para llevar el pH & 5.9, Despuds de sgparacidén, el

cloroformo se agité con otra pequefia cantidad de agua y so-
lucién de hidrdxido sddico para lievar el pE & 7.4, Las s0-

lucionea acuoass se eXtsndisron y se gecaron por congslacién,

' sienao racriatalizado el soliun rasultanue desde acetona mo--'

mento en el cual cristalizd répidamente sal sédiaa de peni-
cilina pura.

BIBIPLIO 2,

2 Uem. de pen;ciiina (1.100 n.o./mgr.) en

21 5 ml. de agua se saturaron con nitrato sodico a unos oﬁﬂL
A este solucidn se le afiedié 1 ml, de metilciclohexilamina
previamsnte neutraliaada oon decido clorhidrioo concentrado.
I2 mezola, que tenfa un pH de 6.8, se &ejé reposar duranxe
dos horas en el refrigerador antes cie la fj.ltraoién. Bl sé-
1ido se smecd dajén&olo durante la noche en un secador al ve-

efo y luege se lavd con acetona y se "sead ds nuevo, El peso
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de este producto era ds 0,85 gr. Se d1solvid en 15 ml, de clo-

roformo caliente, la solucidn se filtréd y se afiadieron 45 mi.
de metiletil quetona, Despuds de enfriar durante media hora
en el refrigerador, la mezcla e filtré,y:el.aélide se lavd

aoq&n poco de metiletil gquetena y ge secé. La sal rocridmii~

zada de penicilina y metiloiclohekilamine peszba 0.45 gr.

. BIBAPIO 3.

20 u.n, de sal sédica de psnicilina (l.loo u.o./
mgr.) en 216 ml. de agus se saturaron con cloruro sdédico &
unos Qﬂﬁ. 20 mls._&e solucidn scwosa al 50% de hidrocloruro
da ciclohaxilamiﬂa pe asfisdisron a la mezcla, que senia un vH
de 642 ¥ o dajé reposar & unos 090 durante 1 hora. Luego se

filtré bajo vaeio 7 el 8élido se aecé todo lo posible por as-

”piracicn. Bl producto. se aisolvié en 100 ml. de alcohol eti-
‘1lico y me filtrd de los veetigios de cloruro addico. Se afia~
dieron 400 ml. de dter iso;&ropils,co; momento sn ol cuel la

sel ds peniciline y eiclohexilamina‘cristaliié'répidamente

en finas agujas. Se separé por filtracién despuds de perma-

necer media hora & uncs -;090Q Hl filtrado se sometid a eve~
poracidn hasta sequadad bajo vacio, el,raaidyo 86 iisal#id
en 30 ml. de cloroformc y se aflaileron B0 ml. de metiletil
gquetons, Bsspuéa\@e enfriamiento en una mezcla de éongala—
0idn se filtrd y la sal se lavd con metilet il qﬁetona; Jos
rendimientos de sal pura de ciclohexilamina ¥ penicilina
fuaren.de 11;2 grs. en la primera recogida y 2:85 grs. en
la segﬁnda; Un ZQ%Iae_la ﬁea;oilina'ofiginal quadé en el |
l{guido madre acuosO.

Bata Solicitud, que oorrssponde & la presen~

- 11 -
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tada en Gran Bretafia ‘el 11 de Febrero de 1946 bajo el na
4202/46, se acoge & los bensfiocios del ar‘biaulo 51 del vi-
gente Bstatuto sobre ?repiedad Industrial, ‘

-0~ FOTA -0 -

A Ios puntos de invenclén propia y nneva que
ge presenten ﬁara gue sean objeto de esta Patente de Inven-
oidén en Espafia, por VEINTE afics, son 1los sigulentes:

12, - Un proocedimiento de preparar sales de

penicilina en el cual una aolucién de una sal metélica, por
‘ejemplo, sédice o odletoa, de peuicilina gse trata con una
sal adecvada de una base orgdnica primarisa adecuads, como
aqui{ se aefine de modo que se precipite una sel de panlcl—
lina y de dicha bage. |

2%, - Un procedimianto para purificar sales

metélicas br'atas, poT ejemplo, de sodiqb de calcio, de peni-

oilina en el cual una soluclén acuosa de la wal. metdlica
bruta se trate con una  sal adecueda de une base orgdnios
primeria adecuada como squf se define, siendo purificada, si
aarnscesario, la sal de base orgénica precipitada, y vuelta
a convertir en una sel metdlica, por ejemplo, 86diba o ofloi~
ec&, de penicilina;

8%, = Un procedimiento segin se reivindioa

-'-127-’
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en cualquiéra de loa puntos anteriores, en el cmel la sal de
la base primaria es &findida en forma de la subéianoi& esern-
cialmente pura;

49;'- Un procedimisnto megdin se reivipdica en
el punto 12 ¢ en sl 22, en 8l cual la' sal de la brase orgénli-
o primaria se sfinde on forma de soluoidn acuOsu,

52, -« Un procadimiento aegtin s reivindica en

cuglquiera de los puntos anteriores, en el cual la reaccidn

ge lleva a cabo en presencis de una substancia "ealadora”
oomo aqui se define.
62, =~ Un‘yrodedimiento gegin se reivindioea

en cualquisra dé los puntosg anteriores, en el onal 1a sal de

bass orgdnica primaria y penicilina se purifica por reeris-

talizacidn,

72, ~ Un procedimiento segdin =me reivindica en

oualqulera de los puntos 2 - 6, en el cual la sal de base or-

‘génioa primaria y penicilina ase trata con una ﬁazdla de dter

0 clocroformo y unea centidad de doido fosférico scucso al me-

nos equivelente a la cantitad de base orgdnica contenida en

la gal, siendo el 1l{quido orgdnico separado y sometido & ex~

traceidn con una solucidn acuosa ae un hidrdzido metdlico,

.poT ejemplo, hidrdxido sédico, que contiene una cantidad de

nidrézido metdlico equivslents 2 la cantidad de penfcilina

1libre en al liquido orgdnico, siendo el extracto acuoso se-

cado por ecngelacién. .
82, - Un procedimientc para la preparacidn de
sales de penigiliha, esencislmente como se he descrito con

referencia a los ejamplos aqui{ mencionados,

. '“"’(‘;'%5‘79".}, R
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POR DEFECTO DEL ORIGIRAL

. .
92, = Un proeedhianto para le preparacifa
de salas de peniciling, essncialmente como aqui se describa,
102, - Un procedimiento de p}urifiaar sal ge
de penicilina, . |
Tel y como se ha desarito en. la Memoria gus
antecede y con los fines que S8 han -especificado;
- Bsta Memoria consta de catoree hojas eseri~-
t88 por una sola cars.

Ixiadl"id,b 1 0 FEB‘ 1947

P‘ &. :
Mlkerio cba cizel
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