MEMORIA DESCRIPTIVA
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PATENTE DE INVENCION
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... Brentford, Middlesex, Inglaterra
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Este invento me refiere a nuevas peniocilinag y particularmente

& una nueva clame de penicilinas que son derivados del deido é-amino~
penicilénico y que tienen valor como agentes antibacterianos, como su
plementos nutritivos en la alimentacién de animsles, como agentes pa—
ra ol tratamie#to de la mastitis en el ganado vacuno y oomo agentes ’
tﬂr&PéutiOOl en el ganado aviar y snimales, incluido el hombre, espe=
cislmente en el tratamiento de las enfermedades infecciosas causadss
por las bacterias Gram positivas,

- Las nuevas penicilinas del presente invento, ademés de =xu po =
tente aotividad antibacterisnsa, presentan resistencia a la destruccidén
por los édcidom y, por lo tanto, pueden administrarse por via oral.

Segln la presente invencién, ae'facilitan nuevas penicilinas de

férmula generals

S .
/ \ /c113
/@ -0 -CH_, CO, NH, CH——CH c (1)
2 ~
y || | S
3
CO—eXN CH, COOH

¥ sales no téxioas de las mismas.

Las sales son no it6xicas e incluyen sales metdlicas no téxiocas
tales como sale; de sodio, potasio, calcio y aluminio y sales de amo~
nio y amonio sustituido, por ejemplo, sales de amina=s no téxicas ta-
les como las trialquilamipas, incluidas la trietilamina, procains, di
bencilamina, N-benoil-beta~fenetilamina, l-efenamina, N,N°~dibencil =
etilendiamina, deshidroabietilamina, N,N°-bim~deshidroabietiletilen -
diamina y otras aminaz que han sido utilizadas para formar sales con

la bencilpenicilina.
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La presente invencién proporciona ademds un procedimiento para
la preparacién de nuevas penicilinas de férmula general (1) en 1a que

el écido 6-aminopenicilénico o una sal del mismo me asocia con un dci

/@- 0.CH,. COOH (11)

P
La combinacién del dcido 6-~aminopenicilénice y el #cido fluor-

do de férmula generals

fenoxiacético puede realizarse mediante el empleo del cloruro de &ci-
do,o0 de su equivalente funcional,como agente acilante del grupo amino
primario, Tales‘equivulentan incluyen loé correspondientes bromuros de
écido carboxilico, azidas, gnhidridos de fcido y anhidridos mixtos con
Qtros dcidos carboxilicos, incluidos los monoélt;rea ¥y particularmente
los ésteres alifdticos inferiores, del dcido carbénico.

Alternativamente, el &cido 6-aminopenioil£nico puede hacerse re
accionar con los productos intermedios formados a partir del dcido
fluorfenoxiacético y un agente de condensacién tal como diciclohexiloayr
bodi-imida o carbonildi-imidazol.

Laa fluorfenoximetilpenicilinas de la presente invencién pueden
también prepararae por fermentacién de Penlcillium chrysogenum,u otro
moho'productor de penicilina, en presencia de un precursor adecuado.
Son ejemplos de precursores adecurdos el &cido. fluorfenoxiacético (II)
apropiado ; uma sal, éster, amide o amida sustituida del mismo y los
compuestos capaces de convertirse en el.dcido (II) en las condiciones

de fermentacién, por ejemplo, el fluorfenoxietanol apropiado.

/@- 0. CH,; CH,, OH (111)
F
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El cultivo del medio que contiene el precursor y el aislamiento

de 1a nueva pgnicilina 86 llevan & cabo siguiendo métodos bien conoci-
dos en la técnica. La proporcién de precursor utilizada varia entre 1i
mites muy aﬁpliOl, liendd conveniente que la concentracién méxima se
ancueﬁtre alrededor del cinco por ciento y que la Qinima sea la necesa
ria para producir una cantidad razonable de la nueva peniocilina,

Los sigulentes Ejemplos ilustran la invencién:

EJEMPLO 1

m=Fluorfenoximetilpenicilina

<En un bafio de aceite a 75-850, se calientan juntos, durante 2
horas, écido m—fluorfenoxiacético (3,4 g) y cloruro de tionilo (5 ml);
El exceso de cloruro de tionilo se destila a vacio y las Gltimes tra=—
zas del mismo se separan afiadiendo benceno (5 ml) al residuc oleoso y
degtilando dospués éste a vacio. El cloruro de dcido oleoso residual
se disuelve en acetona seca (40 ml) y se afiade sobre una solucién agi~
tada de dcido 6-aminopenicilédnico (4,32 g) en wna mezcla &e solucién
aocuosa de bicarbonato sédico N/1 (60 ml) y acetona (20 ml). La molu -
cién resultante se agita & la temperatura ambiente durante 2 horas y
d;spuéa se destila 1la acetona a temperaturs baja y presién reducidsa.
Ls solucién acuosa resultante se cubre con éter (100 ml) ¥y se acidula
hasta pE 2, sacudiendo la mezhla,’con écido clorhidrico N/1 (40 ml),
La mezcla me filtra & través de "Dicglite" y me meparan las dos capas.
L éapa acuosa Be acidula de nuevo hasts pH 1,5 con doida olérhidrico
K§/1 (5 ml), se vuelve a extraer con éter limpio (50 ml) y se separan

las dos capas. Se combinan los dos extractos etéreos, se lavan con
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salmuera saturada (75 ml) y después se afiade con agitacién una solu =

¢ién 1,67 N de 2-etilhexoato médico en isobutil metil cetona (12 m1).
La peniciline oristaliza inmediatamente y se recoge por filtracién al
oabo de 1 hora més, Se aeo; & vacio sobre pentéxido de fésforo, dando
la sal sédica de m—fluorfenoximetilpenicilina en forma de polvo blan-
co (6,9 g, rendimiento 89 %), La pureza del producto se calcula en el
73 % por ensayo colorimétrico con hidroxilamina,
BJEMPIO 2

p-Fluorfenoximetilpenieilina

El écido p~fluorfenoxiacético me convierte en el cloruro de dcido
¥ después en la penicilina domo en el Ejemplo 1, dando la sal sd&ica de
p~fluorfenoximetilpenicilina en forma de polvo blanco (rendimiento
89 4). La purezs se calcula en el 80 % por ensayo colorimétrico con

hidroxilamina,

o-Fluorfenoximetilpenicilina

El ‘dcido o-fluorfenoxiacético me convierte en el cloruro de &ci~
do ¥y después en la penieilina como en el Ejemplo 1, dando la sal s6di-
ca de o=fluorfenoximetilpenicilina en forma de polvo blanco (rendimien
to 73 %). La pureza se calcula en el 73 % por ensayo colorimétrico con
hidroxilamina,

Las fluorfenoximetilpenicilinas de la presente invencién son més
activas que la fenoximetilpenicilina (Penicilina V) frente a las infec—
ciones experimentales en ratones debidas al Staph. sureus Smith y al

Diplococcus pneumoniae, como se ilustra en la siguiente tabla. En 1la
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tabla, la wotividad se expresa como el valor de CDBO en mg/kg; 1a desig

nacién a.0., indica administracién oral y s.c. indica administracién sub

cuténes,
Staph. aureus Smith Diploc. pneum,
Penicilina
.0, 8.C, &,0,

. v 0,2 . 0,1 5’0
Bjemplo 1 0,05 0,03 1,2
Ejemplo 2 : 0,02 0,05 3,2

EJEMPLO 4

Produceién de m= y p-fluorfenoximetilpenicilinas por fermentscién con

precursor y Penicillium chrysogenum

Se aﬁadeﬂ 5 nl de agua desionizada estéril a una preparacién in
olinada en tubo de ensayo de Penicillium chrysogenum (variedad PC34).
Se suspenden las esporas y se utilizan 2 ml de suspensién densa para
inooular cada matraz con el medio de siembra, Los matraces inoculados
se sacuden en una placa vibratoria giratoria (2 pulgades de recorrido)
(5 om), durante 48 horas, & 26 °C, Cada matraz de fermentacién se ino-
oulk ocon 4 ml de una nieﬁbra de 48 horas y se saocude en la placa vibra
toris rotatori; (2 pulgadas de recorrido) (5 om) a 26 °c.

Medio de siembra

Caldo corn steep (aproximadamente 50 % de sélidos) 7,0 % vol./vol.

Azlicar moreno 2,0 % peso/vol,
Yeso 1,0 % peso/vol,

Aceite de maiz 0,25 % vol./vol.

pH antes do la esterilizsacién 5,8 - 6,0
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11200 ml de medio en cade matraz cénico plano de 500:ml, cerrados con

tapn de algodén.
Medio de fermentacién

Pharmamedia (Traders Protein Division de Traders 4 % peso/vol.
0il Mill Co., Fort Worth 1, Texas, U.S.A.)

Lactosa 7,5 % peso/vol.
Yeso 1,0 % peso/vol,
Sulfato célcico | 0,5 % peso/vol.
Sulfato sédico 0,4 4 peso/vol.
Aceite de cacwhuet orudo 0,25 % wol./vol.

pH antes de la esterilizacién: gin ajustar
100 ml de medio en cade matraz cdénico de 500 ml

con tres perlas de vidrio como difusores., Los

imatraces se cierran oon tapén de gasa y algodén

en rama. (Rellenos Martindale)
Los dcidos m- y p~fluorfenoxiacético que me utilizan como precursores

se preparan en forma de soluciones acuosas 8l 5 %, a pH 7 (% en peso de

dcido libre/volumen) y se esterilizan en autoclave. Se afiade 1 ml de 80
lucién de precursor a cada matraz de fermentacién al cabo de 24, 48,
72, 96, 120 y 144 horas después de la inocﬁlaoién.

Lo# rendimientos en penicilina obtenidos en la anterior fermenta
cién se miden por los métodos siguientes. Se toman muestras de las fer—
Lentaciones a2 los 5 y 6 dfas, se separa el micelio por centrifugacién y
se determina la proporcién de nifcleo total de penicilina en el liquido

due sobrenada por el método de la hidroxilamina, después de la adecunrds
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diluoibn. Los resultados se expresan en forma de lecturas en el colori
metro EEL (es decir, wnidades EEL), El contenido en &cido 6-sminopeni-
oilénico (6-~APA) de las muestras se determina por bio-ensayo después
de separarlo de las penicilinas por cromatografia de papel., El lfquido
que sobrenada qQue se va & ensayar se diluye en agus en la proporcién
1/10 y se coloca sobre los oromatogramas de papel cuadriplicados, Tam-
bién se colocan sobre los cromatogramas'da papel las solucliones patrén
de dcido 6-aminopenicilénico y se desarrollan los cromatogramns con
una fase constitufda por n-butanol/etanol/agua en las proporciones
4:1:5, se secan, me pulverizan con soluecién acuosa de bicarbonato sé-
dioco y después con cloruro de fenilacetilo en acetona para ;onvertir'
las zonas de &cido 6-aminopenicilénico de R, 0,12 (Whatmen n® 1) en

benoilpenicilina, Finalmente, se colocan los cromatogramas sobre &gar

sembrado con B, subtilis como en los bio-ensayos ordinarios y se deter

mina ia proporeién de &cido 6~aminopenicilénico en mg/ml & partir de
los patrones. Una solucién pura de 4cido 6-aminopenicilénico se deter~
mina por el método de la hidroxilamina paia obtener las unidades EEL/mg
que dsspués son utilizadas para expresar los contenidos en dcido 6-ami-
nopenicilénico en unidades EEL. Finalmente, se obtienen los rendimjen-~
tos, en mg/ml, de penicilina libre en las muestras de la fermentacidﬁ
ocon la siguiente férmula:

Unidades EEL de nficleo de penicilina total - wnidades EEL de 6~APA libre

Unidades EEL/mg de un patrén puro de bencilpenicilina sédica
Los resultados se expresan en bencilpenicilina s6dica, sin co -

rrecién de peso molecular, porque en el momento del experimento no se
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disponfa de preparaciones puras de las fluorfenoximetilpenicilinas,

La formaciéq, durante la fbrmentaoibn, de uwna nueve penicilina
ge demuestra por cromafografia de papel utilizando papel Whatman n? 1,
tamponado a pH 6,2, y éter saturado con agua como sistema disolvente,
Las posiciones de las zonas de penicilina se localizan poniendo en con-
tacto los cromatogramas con #dgar sembrado con B, subtilis,

Los resultados de estos experimentos se resumen en la tabla si-

guiente:
Rendimiento en mg/ml de
Acido precursor penicilina en la fermen Penicilina formada -
(adicién 0,05 %/dia)  tacién, al ocabo de Zonas en el cromato-
5 dias 6 dfas . grama con éter
m=fluorfenoxime tilpe~
écido m=fluorfenoxi nicilina - nueva zona
acétioco 2,3 3,2 de 26 mm de diémetro
con wa migracién de
16 em
dcido p~fluorfenoxi p=fluorfenoxime tilpe--
aeético 3,0 4,1 nieiling ~ nueva zona
de 27 mm de didmetro
con una migracién de
15 om
"Penicilinae natura-
1 :
Sin precursor 2,4 1,9 les®, por ejemplo, me

til, pentil, heptil~
penicilinaes

En resumen, la Patente de Invencién que ge solicita deberd re-

ocaer sobre las siguientes:
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REIVINDICACIONES

l. Un procedimiento para la preparacién de penicilinas de fér=—

mula generals

S
/ \ /033
-0 - CH,, CO, NH, CH~———CH C (1)
y 2 l \\‘CH
F l l 3
co N CH.COOH

.

¥y sales no t6xicas de las mismas, caracterizado por combinar el &cido

6-amiriopenicilénico o wna sal del mismo con un dcido de férmula gene—

/@- 0 ~ CH,. COOH (11)
, -

o por cultivar un moho productor de penicilina en presencia de dicho

rals

écido o de wna sal, éster, amida o amida sustitufda del mismo o de wn
compuesto capaz de convertirse en dicho écido,

2. Un procedimiento como el de la Heivindicacién 1 caracteriza
do sdemés por efectuar la combinacién del dcido 6-aminopenicilénico y
el dcido (II) mediante el empleo del cloruro de dcido de dicho &cido
(II), o de un equivalente funcional del mismo, como agente acllante del
grupo smino primario,

3. Un procedimiento como el de la Reivindicacién 2 caracieriza-—
do ademés por ser el equivalente del cloruro de &cido los correspondien
tos bromuro de &cido, azida, anhidrido de gcido o anhidrido mixto oon

otros &cidos carboxilicos,

4. Un procedimiento como el de la Reivindicacién 1 caracteriza
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do ademée por hacer reaccionar el dcido 6~aminopenicildénico con wn oom
puesto intermedio formado a partir del &cido (II) y un agente de con -
densacién.

5 ‘Un pfocedimiento como 61 de la& Reivindicaocién 4 caracteriqgl
do ademés por ser e} agente de condensacién diciclohexilcarbodi-imida
o cerbonildi-imidazol,

6. Un prooedimiento pars la preparacién de las penicilings ¥y
gales no téxicas de las mismas como el de la Reivindicacién 1 caracte-
rizado ademds por preparar la m~fluorfenoximetilpenicilina haciendo re
accionar el écido 6-aminopenicilénico con clo:uro de m-fluorfenoxiace-
tilo.

7. Un proocedimientc para la preparacién de las penicilinas y
sales no téxicas de las mismas como el de la Relvindioacién 1 caracte-
rizado ademéis por preparar la p-fluorfenoximetilpeniqilina haciendo re
accionar el écido 6-aminopeniocilénico con cloruro de p~fluorfenoxiace-
tilo,

8. Se reivindica por dltimo como objeto sobre el que ha de re-
caer la Patente de Invencién que se solicita: "UN PROCEDIMIENTO PARA

LA PREPARACION DE PENICILINAS",
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en la presente me-

moris descriptiva que consta de doce pédginas mecanografiadas.

Madrid, 29 de Noviembre de 1965
ALFONSO UNGRIA
P.p.
_(Juan Pedraza)
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