10

'S 35 0 :3 6

PATENTE DE INVENCION
a favor de:
PARBWERKS HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT, vormals Meister Luciue & Briining,
de nacionalidad alemana, residente en Frankfurt (1) - Hoechst (Reptibli~
oz Federal Alemana), por:
YPROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE PENICTILINAS!

Memoria descriptiva

Desde que se¢ ha comprobade que la adicidn de decido fenilacdtico, como
llamada sugtancia precursora, a una solucidn de cultivo con Penicillium
chrysogenum favorece particularmente la formacién de una determinada pe-
nicilina -~ la penicilina G - se realizaron distintos ensayos para obtener,
mediante la adicidn de distintas sustancias precursoras, penicilinas de
propiedades distintas de las conocidas.

En primer lugar, Behrens y colaboradores (J. Biol. Chem. 175 4 151,
765, 71, 793 (1948); J. Amer. Chem. Soc. 70, 2837, 2843, 2849 (1948)
ensayaron distintas sustancias precursoras; las sales de algunas nuevas
penicilinas (por ejemplo fenoximetil-penicilina, fenil-mercapto-metile
peniciling y otras) constituyen el objeto de las Patentes estadounidenses
204794295, 204794296y 2.479.29T, 2.562.408, 2.562.410, 2.623.876 y 2.562.411,
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asi como de la patente britdnica 643.514. ser

Adends de los hallazgos de Behrens y colaboradores, Brandl y Margreiter
(Osterr. Chemiker-Zeitung, tomo 55, 1954/11) hicieron la comprobacién de que
la fenoxi-metil-penicilina (1llamada por ellos penicilina V) puede ser cris-
talizada como dcido libre y revela una gran estabilidad a los ééidds. Por
congiguiente, es muy adecuada para aplicaciones orales (véase 'Hiéner led.
Wochenschrift 103, (1953), pdg. 602, y las Memorias de las Patenteé_ austria=-
cas 178.692 y 181.689).

Otra penicilina muy estable a los dcidos, la p-cresoximetilpenicilina,
puede ser obtenida por adicién de dcido p-cresoxiacébico (Patente estado-
unidense 2.756.226). )

Segin la Patente inglesa 916.483 se obtiene, con dcido 4~fluoro-fenilmer—
captoacético como precursor, una 4~fluorofenilmercaptometilpenicilina parti~
cularmente activa contra los microorganismos gram-negativos.

Seglin la publicacién de la patente alemana 1.207.046 asi como la Patente
belga 650.438, es posible obtener por fermentacidén alquil-mercapto-fenoxi-
metilpenicilinas. '

Ahora bien, se ha comprobado que pueden obtenerse tieniloximetilpenici-

linas de la férmula general I
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- donde R,1 ¥ 1{2 representan hidrégeno o un grupo metilico - y sus sales afia—
diéndole & una solucién de cultivo sembrada con un hongo formador de penici-
lina, al empezar la fermentacién o en el transcurso de la fermentacién, en

porciones o de manera conbtinua, dcidos tieniloxiacéticos hasta aquf no cono-

cidos como precursores, de la férmula general II

0 ~ CH, - COOH
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~ donde R1 ¥y R2 tienen el significado anteriormente indicado - oqéus sales,
los correspondientes aldehidos o alcoholes y respectivamente los -derivados
funcionales de estos compuestos, y aislando las correspondientes penicili-
nas en la solucién de fermentacién. o

Como precursores utilizables segiin la invencidén son de conaidsrgr, por
ejemplo, los sigulentes dcidos tieniloxiacéticos: ‘

Acido 2-tieniloxiacético, 4oido 3-tieniloxiacético, 4cido 5&m§til—2-
tieniloxiacético, doido 3,5-dimetil-2~tieniloxiacético, doido 2-yefil=3—
tieniloxiacético, &cido 3-mebil~4-tieniloxiacético, dcido 2~metilh4§tienil
oxiascético, dcido 2,5-dimetil-3~tieniloxiacético, 4cido 2,3~dimetil—~4—
tieniloxiacético.

Los 4cidos tieniloxiacéticos pueden ser obtenidos por procedimientos
oonocidos, por ejemplo por transformacidén de hidroxitiofenosAcoﬁ correspon-
dientes ésteres de doido graso alfa-halogenado y subsiguiente saponifioa~
cidn.

La adicién del precursor tiene que ser regulada ventajosamente de modo
que el valor pH de la solucién de cultivo sea mantenids durante la fermen-
tacién entre 5,5 y 8,0, y preferiblemente entre 6,0 y 6,6.

El azislamiento de la correspondiente penicilina se verifica de manera
en sf conocida, previa interrupcién de la fermentacidén, por extraccién de
la solucién de cultivo filtrada. El filirado del cultivo es extrafdo -pre-

-via acidificacidén sobre un valor de pH de aproximadamente 1,5 hasta aproxi-

madamente 2,5 ~ con un disolvente orgdnico no susceptible de mezcla con
agua, como por ejemplo acetato de efilo, cloroformo y preferiblemente aceta—
to de butilo. A partir de €ste se pasa luego la penicilina a una solucién-tam
pén aproximadamente neutra o débilmente alcalina, preferiblemente un tampén
de fosfato, de un valor pH de aproximadamente 6,0 hasta aproximadamente
8,5, ¥y preferiblemente un valor pH de 7,0 hasta 7,5, y so vuelve & extraer
en ésta, previa acidificacidn con un disolvente orgénico no susceptible de
mezcla con agua, como por ejemplo acetalo de etilo, cloroformo y preferible-
mente acetato de butilo, con un valor pH de aproximadamente 1,5 hasta apro-
ximadamente 2,5.

Se ha comprobado, ademfs, que ~ en contraposicién al aislamienio de,
por ejemplo, penicilina V - las penicilinas de la férmula general I pueden

ger separadas de manera sencilla y econémica (lo que no deja de ser sorpren~
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dente) de las sustancias precursoras arrastradas en la extraccién <y no con-
sumidas B8i s8 realiza la precipitacidén de las penicilinag en el .disdlvente
orginico, y preferiblemente en acelalo de bubilo, por precipi'bainh'Jfraocio-
nada oon una sal en forma sélida, o preferiblemente en forma disuelia, de
un 4cido carboxilico alifgtico con 1-20 &fomos de carbono, Como &sidos car-
boxflicos aliféticos son de considerar, preferiblemente, los doidos.grasos
con 1-9. §tomos de carbono, pero también los dcidos grasos superiorés, como
por ejemplo el doido palmftico, el doldo oleico, el deido esteé;iéo; 0
también gcidos dicarboxflicos, como por ejemplo el dcido oxélicb’y,él doldo
malénico; como disolventes de la sal del 4cido carboxilico menciénense
especialmente los alcoholes aliffticos inferiores o cetonas con -5 Ziomos
de carbono, y preferiblemente el metanol o la acetona. Como sales de leos .
gcidog carboxflicos alifdticos, pueden emplearse las sales aloalinas, al-
calinotérreas y aménicas, o sales con bases nitrogenadas, pero especial-
mente les sales alocalinas y especialmenie las sales potdsicas, como por
ejemplo el acetalo de potasio, la sal potdsica del dcido etilhexanocar-
boxilioo o la sal potdsica dsl 4cido dietilacdiico.

Sorprendentemente, al realizarse en porciones la adicién de la sal de
§cido carboxflico como agente de precipitacién, la precipitacién del pre-
cursor se verifica ya en las primeras fraociones. En las otras fracciones
se precipita la penicilina, siendo muy neta la separacién.

No era de esperar que la penicilina y el precursor pudieran ser se—
parados de esfe modo porque, como muestran los ejemplos de realizacién
10 y. 11, la penicilina V no puede ser separada, por el procedimiento ante-
riormente descrito, del 4cido fenoxiacético, corriente como precursor. Como
se indica por ejemplo en la Patente de la Reptdblica PbpularAAlemanavpﬁ
26.023, s por tanto necesario, en el caso de la penicilina V, jncluso con
los procedimientos més convenientes desde el punto de vista econémico, rea-
lizar la separacién con empleo de disolventes orgdnicos. Otres procedimien—
tos que allf también se indican implican un empleo de medidas todavia mds
complicadas, o mayores pérdidas. Por el conirario, por el procedimiento
ubilizable ventajosamente seglin la invencidén, pueden obienerse de manera
sencilla sales puras, y preferiblemente las sales potésicas de las tienil
oximetil-penicilinas, con las cuales, por simple disolucién en agua y pre-
cipitacién del 4cido libre obienible en formas de crisfales, se obtienen
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de manera extremadamente econdmice penicilinas altamente purificad;%.
Ias penicilinas oblenidas seglin la invencidn. en la, forma de s=us sales
o en la forma de dcidos libres son productos sélidos que cristalizan bien
en la mayorfa de los casos. Ios dcidos libres son diffoilmente solubles
en agua, pero ficilmente solubles en la mayoria de los disolventes or—
génicos. Segin la base empleada, las sales poseen muy distintas éqI@hili-
dades en agua; las diffcilmente solubles son adecuadas para la o?téncidn
de. preparados de actividad prolongada. La esiabilidad a los écidossdé
lag penicilinas obtenibles segéin la invencién permite también suﬂémp}eo
terapéutico oral. Poseen una excelente actividad antibacteriana, partiou—
larmente marcada conitra los gérmenes gram=positivos. lLos compuestos des—
critos en los Ejeﬁplos poseen todos una ancha banda C=0 que se encuentra
aproximadamente a 1760-1785 K, que se hace corresponder al anillo de beta-
lactama (véase L.J. Bellamy, JR-Specira of Complex Molecules, Londres y
Nueva York, 1962, pdgina 214),
Ljemplo 1

86 inoculd con esporas de Penicillium chrysogenum una solucidén egté-

ril de fase vreliminar (composicién : 2,0 g de azficar de cafia, 7,0 g de
licor de mafz macerado, (Cornsteep~Liquor), 1,0.g de aceites grasos y 1,0 g
de carbonato de calcio en 100 ml de agua) y se agité durante 26 horas &

259C, Con 1 litro de esta molucidn de culbive, se inoculé la fase principal
de fermentacién (solucién estéril nutritiva : 6,45 kgs. de licor de mafz .
macerado, 2,28 kgs, de lactosa, 0,75 kgs. de CaCOB, 0,45 kgs. de fosfato

de K primario, 40 g de MgSO4 ¥y 340 ml de aceites grasos en 60 litros de agua),
que se hizo fermentar a 25%C, con intensa agitacién e introduccién de aire
esteril, A partir de la 382 hora, se afiadieron como precursor a intervalos de
6 horas, en 16 dosis individuales, 22,5 g cada vez de sal de X del 4cido
3—tienil-oxi~écético, disueltos en 300 ml de agua.

Después de 164 horas de duracién de la fermentacién, Se hallan 3980
unidades de penicilina por ml. El volumen es, entonces, de 58 litros de mo-
lucién de cultivo, que se purifican por filtracién de micelio. Se lava ul-
teriormente el micelio con 44 1. de agua. Del filtrado se extrae la 3-tie-
nil-oximetil~penicilina, de un pH 2, con 20 litros de acetato de butilo,

y de la fage orgdnica se pasa-a una solucién—tampbn de fosfato—bicarbonato
de Na-K, de pH 9,0, reguldndose un valor pH de 7,0. De ésta se vuelve a



extraer la penicilina mediante adicién de 2,5 litros de acetato de bﬁtilo,
155 de un pH 2, y se seca la solucién de acetato de butilo separads con, 250 g
de sulfabto sédico anhidro. ' o
Ia separacién de la penicilina del precursor presente simul*hé.nea'.;nente
en la solucién de acebato de butilo se verifica por precipitacidn traccio-
nada de las sales potdsicas, que cristalizan al afiadirse una soluciéh. al
160 20% de acetato de potasio anhidro en metanol. .
El aislamiento se verifica mediante filtracién por aspiracién,‘ Iava~
do con poca acetona y secado de 10 horas en vacfo (2-5 mm Hg), y & tempera—
turs ambiente. La sal potdsica de la 3-tieniloximetil-penicilina contiene
todavia, en estas condiciones, agua de cristalizacién.

165 Fracoién Solucién de acetato Rendimiento Contenido
ne de K afiadida
1 125 ml 69,0 g {20 u/mg
2 125 ml 48,0 g £ 20 u/mg
3 150 ml 51,3 g £ 20 u/ng
170 4 150 ml 91,2 g 1260 u/mg
5 150 ml ‘ 22,1 g 1250 u/mg
6 170 ml sin precipitacién —_—

- .Asj;,’ 8610 a través de las fracciones 4 y 5, se aislan en total 143,6
millones de unidades, o el 61,7% de la penicilina hallada en la soluocién de
~ 175 oultivo. 'De le lejfe~madre, pueden separarse otros 9,7 millones de unidades
(= 4,2%) de la misma manera y empleando menores voldmenes, de modo que el
rendimiento total es del 654 9%
Las fracciones 1 — 3 contienen précticamente precursor puro (éoido 3=
tiém.l—-om—acét:.co) como sal de potasio, con un rendimiento total de 168,3 g
180 o 37 ,7"/3 del precursor empleado para la fermentacidn, que pueden ser empleados
para la fermentacidén siguiente sin ulterior purificacién. 7 ‘
I.a. sal potdsica de la 3--1;n.eml—om—-me‘bn.l—pem.o:.lz.na cr:.s'l;al:.za en ace~-
tato de butilo en agujas 1ncoloras, entrelazadas & menudo en haces que funden
& 208~21290. aproximadamente, con espumacidén y descomposicidn.
185 " Espectro a los rayos ix;frarrojos ¢ la banda estrecha y muy intensa -a,
1783 K, _me_dida. en el comprimido de KBr, corr35pqnde al anillo de beta-lactama.



Bandas mfs intensas, que faltan en el espectro IR de las sales de pofasio
de penicilina V y penicilina G y que distinguen 'de éstas la penicilina de
nueva obtencibn, se encuentran a 1542, 1443, 1399, 1263, 1158, 113.8,,861
190 y 838 K. - P
gpectro a los rayos ultravioleta: banda estrecha de mediane.-:‘énten-

-

sidad a 237 mm y con un minimum plano a 245 m /u_ aproxinadsmente. - -

Determinaciones de la actividad: se indica ocon el nombre de unidad

aquella cantidad de la nueva penicilina que equivale qufmicamente & 0,6

195 mog de peniciline G-sédica. El ensayo biolégico (contra. el Staphylococcus
aureus ATCC 6538P) produce con la sal potdsica que contiene agua denbris-
talizacién de la 3-tienil-oxi-metil-penicilina aproximadamente 1260 u/mg;
por el conirario, la sal de X pura y anhidre contiene 1515 u/mg.

Betabilidad o los Soidost despuds de 1 hora a un pH 2 en tampén de

200 HCl-glicocola y a 209C., la actividad biolégioa todavia presente es del
96/, aproximadamente de la sal potdsica empleada.

Solubilidads f4cilmente soluble en aguaj moderadamente soluble en‘
metanol; diffcilmente soluble en alcoholes con 2 y mds dtomos de C, éier,
acetona, etil- y butilacetato, benceno, alcanos e hidrocarburos clorados.

205 Ejemplo 2 )

la fermentacién se verificé de la misma manera gue en el Ejemplo 1,
pero, a partir de la 41% hora, se afadieron como precursor a intervalos
de 6 horas en 16 dosis individuales cada vez 11,25 g de la sal de K del .
4dcido 3-tieniloxiacétivco, disueltos en 300 ml de agua.

210 Después de una fermentacién de 143 horas de duracidn, se hallaron
3050 u/ml ¥y el volumen de la solucién de cultivo era de 64 1,

Previa filiracién y lavado con 46 l. de agua, se obtuvo s;agﬁn el Ejem~
plo 1 una solucién de moetato de butilo secada con sulfato sédico anhidro.
La precipitacidn fraccionada con solucién metanélice de acetato potésico

215 condujo, brevia filtracidn por aspiracién y lavade con un poco de acetona,
a la obtencidén de produotos cristalizados que me secaron durante 5 horas,
a 402C., en el vacfo (2 ~ 5 mm. Hg).
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Tracoién Solucidn de acetato Rendimiento Cohtenido

ne de K afiadida .,

1 50 ml M43 g {20 u/mg
2 50 ml 18,3 g {20 u/ng
3 100 ml 3%3¢g {20 u/mg
4 100 ml 80,0 g 1394 u/ng
5 -

100 ml sin precipitacidn L.

la fraccién 4 contiene, por tanto, 111,5 millones de unidades o.un 57,2%
de la penicilina en la solucién de cultivo fermentade. Pudeo aislarse mis pe-
niciline en cantidad minima de la lejla madre de acetato de butilo.

Las fracciones 1 - 3 contienen con un rendimiento del 43 ,2% precursor que :
pudo ser empleado directamente para la ulbterior fermentacién.

E,jémglo 3

Una solucién de fase preliminar estéril (composicidn : 2,0 g de azdcar
de cafia, 7;0 g de licor de mafz macerado, 1,0 g de aceites grasos, 1,0 g de
carbonato de calcio en 100 ml de H20) se inoculd con esgporas ds Penicillium
chrysogenum y se agité durante 26 horas a 259%C. Con esta solucién de cultivo
se inoculd un fermentador’ preliminar (solucién estéril de cultivo: 7,4 kg
de aziicar de cafia, 28 kg. de licor de mafz macerado, 3,7 g de carbonato de
Ca, 3,7 litros de aceites grasos, 370 litros de agua) y se hicieron fermen-
tar durante 36 horas a 25¢C., agitando intensamente y aireando. A continua-
cién s€ pasé la solucién a la fase principal de fermemtacidén (solucién es~
téril de cultivo: 170 kg. de lactosa, 106,5 kz. de mafz macerado seco,

12,75 kgo de carbonato de Ca, 17,7 kg. de fosfato de X primario, 4,94 kg.
de sulfato de Mg, 6,25 litros de aceites grasos, completados con agus hasia
24500 li'!;ros), que se hizo fermentar a 252C. con intensa agitacifn y airea—
cidn. A partir de la 712 hora, se afiadieron en 20 adiciones individuasles,
cada 3 horas, cada vez 192,5 g de sal de X del doido 3~bieniloxiacético,
disueltos en 5 litros de agua, como precursor.

Después de 147 horas de duracidén de la fermentacidn, se hallaron 2200
u/ml. El volumen era, entonces, de 2200 litros, y despuds de filtracién y
lavado ulterior de 2950 litros.

La ulterior prepara.ciqh se verificd de acuserdo con el Ejemplo 1 y con-

dujo a la obtencién de 35 l. de una solucién de acebato de butilo enriquecida
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¥y secada con sulfato sédico anhidro.
La separacién de la penicilina y del precursor-se verificé por, precipita~

oién fraccionada con solucién metanélica de acetato de potasio.

Fracoidn Selucién de acetato Rendimiento Conteﬁido
ne de X aliadida .
1 2000 ml 368,0 g {50 ‘g,Ymg
2 1000 ml 350,5 & £ 50 u/ng
3 2000 ml - 1045,5 & 1487,31‘/;115
4 2000 ml 676,5 & 1225 uffig
5 3000 ml sin precipitacidén —_—

Iag fracciones 3 y 4 contienen, por tanto, 2380 millones de unidades,
o un 49,25 de la penicilina presente en la molucién de cultivo. El precursor
recuperado equivale a un 34,5 del empleado, encontréndose en un estado su-
ficientemente puro para ser empleado para la fermentacidén siguiente.
Ejemplo 4

Ensayo de separacién de la penicilina V y del 4oido fenoxiacético, rea-
lizado a tftulo comparativo.

Como solucién inicial, sirvié un filtrado de cultivo de fermentacién
de penicilina que contenfa en un volumen de 53 1. 44,6 g de penicilina V
v 46,5 g de 4oido fenoxi-acético (calculados ambos como £cidos libres).
Bl aislamiento de la penicilina V me verifiod de acuerdo con el Ejémplo 1.

Después de oubrir con une capa de scetato de butilo, se acidificé
hasta wn pH de 1,95, se separf la fase orgénica y se extrajo nuevamente la
capa acuosae con el mismo disolvente. Después de pasar los dcidos del acetato
de butilo a una solucidn-tampén acuosa de un pH = 7, se volvid a acidificar la
capa aciosa bajo acetato de butilo hasta un pH de 1,95 y se secé la fame or-
gdnica, previa separacidn, con sulfato sédico anhidro. El volumen final era,
despuds de la filiracidén y del lavado ulterior, de 4,55 l. De acuerdo con los
Bjemplos 1 - 3, se efectué luego la precipitacidén fraccionada por adicién de

una, solucidn al 20% de acetato de potasio anhidro en metanols



285

290

295

300

" 305

310

~

-0~ gt cr. !
%}fﬂmﬁifj
Fracci6n Solucién de acetato Rendimiento Ac'biviéad +)
ne de X afiadida
1 50 ml , 12,0 g 58 %Z@é‘
-2 50 ml 23,0 g 650 n/mg’
3 50 ml 20,8 g 840 v/mg
4 50 ml 22,0 g 825 u/mg
5 100 ml 16,8 g 950 u/mg
6 100 ml 16,0 g £20 ufag (acetato
~ de K)

+) Determinada bioldgicamente en comparacién con la de penicilina V
(standard de Referencia USP con 1672 u/mg).

Como sustancias sflidas - aunque se habfa recuperade as{ en las frac-
ciones 1 = 5§ 91 92,3% de la suma de penicilina V + precursor, que contenfa
el 88,9% de la actividad biolégica de la penicilina V demostrada inicial-
mente — ninguna fraccién contenia, ademés del precursor, mis de 950 u/mg,
o del 62% aproximadamente, de penicilina V (la sal potdsica pura de la pe-
nicilina V contiene 1529 u/mg).

Ejemplo 5

Ensayo de separacién de penicilina V y de 4cido fenoxiacético que
ge encuentran en solucifn en cantidad aproximadamente equimolar, reali-
zado & tf{tulo de comparacidn. ,

Sirvié como solucién inicial un filtrado de culfivo de fermentacién
de penicilina que, en un volumen de 55 1. contenfa 146,10 g., correspon-
dientes a 0,417 mol de penicilina V, y 68,46 g de dcido fenoxiacético,
correspondientes a 0,45 mol. El aislamiento se verifiof de la manera in-
dicada en el Ejemplo 4.

Bl volumen final de la solucién secada de acetato de butilo fué de
3,74 litros.

Resultado de la precipitacién fraccionada con una solucién al 205 de
acetato de potasioc anhidro en metanol. '
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Fracoidn Solucién de acetato Rendimiento Actividad +)

né de X efadida S o

: 80 nl 453 & 1260 w/ng
2 80 mL 31,7 g 870 u/mg
3 80 ml 42,5 ¢ 975 n/mg
4 80 ml 39,3 & 1055 y/mg
5 80 ml 351 ¢ 890-1/mg
6 80 ml 918 650 u/ng
7 80 ml 0,8 g 1310-w/mg

+) Determinada bioldgicamente en comparacién con la de la penicilina V
(Standard ds Referencia USP con 1672 u/mg).

Tampoco agui, como en ‘el Bjemplo 4, me verificé separaci6ﬁ élguna de
penioiliha‘v y de precursor,
Ejemplo 6

De una solucidn nutricia estéril de composicidéns 20 g de azdcar de ca-
fia, 10 g de carbonato de Ca y 76 £ de licor de mafz macerado, completada
con agua hasta 1000 ml, se vertieron 80 ml de un matraz de Erlenmeyer de
300 ml., se inocularon con esporas de Penicillium chrysogenum y se sacu-
dieron durante 48 horas a 252C. De este cultivo, indicado con el nombre de
fage preliminar, se inocularon 3 ml en 50 ml de una solucién de fase prin—
cipal estéril (composicién 55 g de lactosa, 50 g de licor de mefz macera-
do, T g de fosfato potdsico primario, 10 g de carbonato de calcio, 3} g de
sulfato de magnesio, completados con agua hasta 1000 ml.) y se sacudiG a
259C. Después de 24 horas, se aliadieron 125 mg. de doido 3-tieniloxiacético
como preoursor. Después de sacudir otras 96 horas, se hallaron 1409 unida-
des de penicilina estable a los dcidos por ml de solucién. La preparacidén
fué realizada como se indica en el Ejemplo 1, dando los mismos resultados.
Ejemplo 7

Por el mismo procedimiento del Ejemplo 6, se obiienen con adioidn de
125 mg de amida de 4cido 3~tienilexiacético como precursor 1576 unidades de
penicilina estable a los doidos por ml de solucidn, con adicidn de 125 mg

~de sal sddica de &cido 3=tieniloxiacético como precursor, 2020 unidades de

penicilina estable a los 4cidos por ml de solucidn, con adicién de 125 mg

de docido 2-metil-4-tieniloxiacético como precursor 1885 unidades de penici-
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line estable & los dcidos por ml de solucidn, o, con adicidn de 12'5351g de
doido 2-metil-5-tieniloxiacético como precursor, 1482 unidades de pgpioili-
na estable a los dcidos por ml de solucidn.

In un ensayo comparabtivo, no se afiadidé precursor alguno a la 80T~
cién de cultive, no formindose penicilina estable a los dcidos. 4
Ejemplo 8 .

Se disolvieron en 3,0 1. de agua desalada 656,6 g de sal potdsica de
3~tieniloxi-metil~penicilina, que reveld en el ensayo biolégico e achivie
dad de 1515 u/mg, se £iltré por aspiracién con 15 g ds carbén en ’”pelyb ¥ se
lavé ulteriormente el filtrd con 100 ml de agua desalada.

Al filtrado me le afiadié & gotas, lentamente y agitando bien, doido clor-
hfdrico 1n, y, despuds de presentarse el primer enturbiamiento, se inoculé
con 2 g del 4cido libre puro y oristalizado de 3~tieniloxi-metil—penicilina,
reguléndose mediante ulterior adicidén de £cido un valor pH de 2,0. Después
de agitar ulteriormente durante 1 hora, se filird por aspiracién el preoci-
pitado, se lavé ulteriormente con 200 ml de agua desalada y se secé a
2 - 5 mm. de Hg primero 24 horas a temperatura ambiente, y luego 5 horas a
508C. El rendimiento fué de 571,3 g, o el 1 +7% de la actividad biolégica de
la sal potésica empleada. L2 actividad bioldgica comprobada fué de 1620 u/mg.

Bl 4oido libre de la 3-tieniloxi-metil-penicilina cristaliza en agujas
incoloras que, previa sinterizacién funden a 1202C. aproximadamente, con
espumacién y descomposicién (color pardo).

Espectro a los rayos infrarrojos: Una banda ancha caracteristica del anillo '
de la beta~lactama (oscilacién C=0) a 1760 K demuestra la presencia de la
estructura b4sica de la penicilina.

Determinacién de la actividad: El ensayo bioldgico (contra el Staph. aureus
ATCC 6538 P) revela 1650 u/mg.

La estabilidad a los 4cidos corresponde a la de la sal de potasio cuando
el 4cido libre ha sido llevado a solucién acuosa antes del examen pediante
adicién de £lcali (bamp6n).

Solubilidad: Muy diffcilmente soluble en aguz, moderada hasta ficilmente so-

luble en los disolventes orgénicos corrientes.
Ejemplo 9 .

Se disolvieron 450,0 g de la sal potdsica de 3-tieniloxi-metil-peni-
oilina, de un contenido de 990 u/mg, asf como 27,5 g con 1110 u/mg en
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6,0 1. de agua desalada, y se filtraron por agpiraocién con 15 g de ‘carbén
en polvo. Luego, se afiadieron 18 1. de agua desalada ¥ se reguld .l_eyj:g.glen-
te ¥y bajo agitacién le solucién con dcido clorhidrico 1n sobre un vH-= 2,0.

Después de producirse el primer enturbiamiento -a wn.-pH de 3,5 aprékiméhamente,

" se inoculé con 2,0 g del 4cido libre puro de la penicilina. ])espuéa:_' ¢e agitar

durante 1 hora, se f£iltré por aspiracién, se lavé con un poco de agta’y se -
sec6 el residuo de filtracién g 2 — 5 mm. de Hg., primero durante ﬁthoras
& temperatura ambiente y luego 4 horas a 402C. Bl rendimiento de doido libre
de la 3=tieniloxi~-metil-penicilina fué de 249,0 g y la actividad hiolt,‘;gica
de 1650 u/mg. ’
Ejemplo 10

Se disolvieron en 250 ml de agua desalada 30 g de la sel potdsice de
3-tieniloxi-metil-penicilina, de una actividad biolégica de 1394 w/ng. Lue-
go, se afiadid lentamente a gotas wna solucién de 32,4 g de diacetato de-
N,N'-dibencil-etileno~diamine en 250 ml de ague desalada. Despuds de presen—
tarse el primer enturbiamiento, se inoculé con una pequefia cantidad de la
sal cristalizada, se confinué la adicién a gotas y se afiadié ulferiormente
1,0 1. de agua desalada. Después de agiftar ulteriormente durante 30 minutos,
pe filtrd por aspiracidn, se lavé ulteriormente con 100 ml de agus y se
gsecd durante 12 horas a temperatura ambiente y a 2 — 5 mm. de Hg. Rendimiento
de sal 33,0 g. :

Ia sal cristaliza en agujitas incolorag que funden con descomposicién
a 135 - 140¢2¢C, .

Egpectro a los rayos IR : una ancha banda, caracterfstioca del anillo
de beta=lactama a 1773 K, demuestra la estructura bdsica de la penicilina.

Aotividad: el ensayo biolégico revela una actividad de 1274 u/hg.

Ia solubilidad en agua de la sal a temperatura ambiente es de 0,5 g.
aproximadamente por litro.

Ejemplo 11 _

Se disuvelven en 400 ml de acetato de n-butilo 10,0 g de 3~tieniloxi-
metil-penicilina en forma de 4cido libre y se afladen 4,11 g de Neetil-
piperidina. Previe inooulacidp, la N-etil-piperidina de la 3~tieniloxi-
metil~peniciline se geparé por cristalizacién. Después de una corta agita-
cién, se ilird por aspiracién, se lavé ulteriormente ocon 30 ml de acetato

de butilo puro y se secd durante 12 horas a temperatura amblente, y 4 horas
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02C. & 1 = 5 mm. de Hg, . =i
- -El rendimiento fué de 12,0 g de wna sal incolora y oristalina Jque.
funde con descomposicién a 126 - 1282C. Se disuelve muy bien en a,gua

El ensayo bioldgioo revels umns actividad de 1180 u/mg. -’

El espectro a los rayos IR revela la banda de beta-lactama a 4779-1775 XK.
BEjemplo 12

* Se_disolvieron en 100 ml de agua 10 g de sal pot4sioa de la ,3-'-"[35;9;111-.-
oxi-metil-penicilina y se afiadieron 8,96 g de clorhidrato de proca.::gx}a ’,,en
25 ml de. agua. Previa inoculacién, la sal de procaina de la 3-tieriloxi-metil-
penicilina cristalizé en agujas incoloras y prismiticas, entrelazadas a meny-
do en grandes mechones. Previa aspiracidn, se lavé ulteriormente con un poco
dé agua y se secd a 1 - 5 mm de Hg, primero durante 15 horas a temperatura
ambiente, y luego 4 horas a 502C.
~ El rendimiento fué de 13,5 g; la sal se funde con descomposiocidn a 97 =
1002C. aproximadamente. Es diffoilmente moluble en agus y, por el contrario,
bien soluble en anol.
. El ensayo biol6gice reveld 995 u/mgo o
: Bl espectro a los rayos IR revela la ancha banda de la beta-lactama a
17‘_75 X aproximadamente..
Ejemplo 13 - L _ oo
~ Se adicionaron 10 g de sal potdsica de la 3~bieniloxi-metil=-penicilina
en 100 ml de agua con 8,08 g de clorhidrato de amina de 3,3'-difenil--
propeno~(2) en 300 ml de agua.

Después de frotar con aguas, la sal precipitada, oleoss inicialmente,
ge pusp .cristalina, Se filtré por aspirecién y se seo duranbe 36 horas, en-
vacfo y a temperatura ambiente.

El rendimiento fu¢ de 12,85 g, que fundfan a 1282C. aprox:.madamen‘be con -
descomposicidn. La sal no es soluble en agua, pero es bien soluble en me—
ta.nol. .

El ensa.yo biolégico revels 1170 u/mg.

_El especiro a los rayos IR revela una ancha banda de C=0 (veta~lactama)
a 175 K
Ljemplo 14 ) o ) o .
_ - Se disolvieron 10 g de 4cido libre de la 3-tieniloxi-mebil-penicilina
en 330 ml de acetato de butilo saturado de agum, se afiadieron 40 g de sul~.
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fato sédico anhidro, se filtraron por aspiracién y se lavaron ulteriormente
con 20 ml de acetato de n-butilo. Iuego se afiadieron a gotas, aéi‘qgndo,

7517 g de dibencilamina. La sal que ge habfa separado por crista.iizp,oidn

fué filtrada por aspiracién después de agitar 30 minulos, se 1aw}$‘66n un poco
de acetato de butilo y se secd en vacfo a temperatura ambiente.

_ El rendiniento fué de 14,5 g de una sal crigtelina incolora que funde
con descomposicién & 86 - 87°C. Es diffcilmente moluble en a.guaj;:pero bien
soluble en metanol. P

Bl ensayo biolégico reveld 1080 u/mg.

El efecto a los rayos infrarrojos revela una ancha banda de b:o (veta—
lactama) a 1775 K aproximadamente. ’
Bjemplo 15 i . .

Se digolvieron de acuerdo con el Ejemplo 14, 10 g de dcido-libre de
la 3-tieniloxi-~metil-penicilina en acetato de n-butilo y se adicionaron con
2,14 g de nepropilamina—~(1). EL precipitado oleoso, turbio inicialmente,
cristalizé previa inoculacién y agitacién. Después de 30 minutos, se fil-
tré por aspiracidn, se lavé ulteriormente con poco acetato de butilo y =e
secé en vacio a femperatura ambiente.

El rendimiento de sal incolora fué de 10,8 g, que funden con descom—

_posicién a 82 - 85¢C. aproximadamente. Se disuelve bien en agua. ELl ensayo

bioldégico reveld 1240 u/mg.

El espectro a los rayos.infrarrojos revela una ancha banda de C=0
(beta-lactama) a 1780 X.

Esta solicitud corresponde a la presentada en Alemania el 31 de Diciem-
bre de 1.965 bajo el nimero F 48 063 IVa/30h, se acoge a los beneficios del
articulo 51 del vigente Estatuto de la Propiedad Industrial y del artfculo
42 del Convenio de.la Unién.

v

REIVINDICACIONES

1). Procedimiento para la obtencién de tieniloximetil—penicilinas ¥y de

sus sales, caracterizado por afiadirse a una solucidén de cultivo inoculada
con un hongo productor de penicilina, a modo de precursor, al empezar la
fermentacién o en el transcurse de la fermenta.cién,_ en porciones o de ma-

nera coniinua, 4cidos tieniloxiacéticos de la férmula general
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— donde R1 ¥y R2 representan hidrégeno o un grupo metilo - y respectiva~
mente sus sales, alcoholes o aldshidos correspondientes o der:.vados fun-
oionales de estos compuestos, y aislarse de la solucidn de fermenta.cién
las correspondientes penicilinas. '. ..
2). Procedimiento segﬁn la reivindicacidn 1), caracterizado por,ver:l.f:.carse
el aislamiento por precipitacién fraccionada con una sal de un é.c.rlo car—
boxilico alifgtico con 1 - 20 dtomos de carbono en el medio de e;cura.ccmn,
pudiéndose emplear las sales en forma s6lida o preferiblemente '»d':’!.s.uel'bas
en un alcohol alifdtico inferior o cetona.
3). "PROCEDIMIENTO PARA LA.OBTENCION DE PENICILINAS".

-Bsta Memoria consta de dieciseis hojas foliadas y mecanografiadas por

Medrid, 28 de Diciembre @::

un s6lo lado de sus caras.

-
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