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MEMORIA DESCRIPTIVA

correspondiente a la solicitud de concesiéon de un.a

— PATENTE DE INVENCION

SOLICITANTE: . ELL ITLLY AND COMPANY.

RESIDENCIA: . 307 Bast McCarty Street, INDIANAPOLIS,

ENUNCIADO: UN..PROCEDIMIENTO .PARA.LA PREPARACION

DE PENICILINSUIFOXIDO, . .
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Esta invencidn se refiere a un procedimiento para
la preparacidén de penicilinsulfdxido a partir de caldos de fe
mentacidn filtrados que contienen penicilina.,

BEn el procedimiento de esta inveacidn, el caldo

filtrado es concentrado hasta una concentracidn eficaz de pe-

nicilina, diluido con un diluyente orgdnico miscible, pulido
(filtrado) si se desea, para separar la materia insoluble; el
filtrado es enfriado y tratado con un agente oxidante para
convertir la penicilina en penicilinsulfdxido, la mezcla oxi-
dada es tratada con decido para reducir el pH de la mezcla a
un valor suficientemente bajo perz fovorecer la cristalizga-
cién del penicilinsulféxido,generglmente a un pH entre 1,5 y
2,5, diluyendo la mezcla &cidulada con un medio acuosgo para
optimizar la cristalizacidn del penicilinsulféxido y precipi-
tando y separando el penicilinsulféxido dcido sélido del me-
dio l{guido,

llediante este procedimiento, se elimina la etapa
previa de formacidn de una sal cristalina de penicilina, ante
rior a la formacidn de sulféxido y también se elimina la nece
sidad de extraer el disolvente orgéniqo del caldo filtrad; de
fermentacidn devla peniecilina., Ademds, los rendimientos de
penicilinsulféxido para una cantidad dada de licor de fermen-
tacidn de penicilina sén considerable@ente aumentados y su
pureza es inesperadamente alta.

Bsta invencidn proporcionz un procedimiento para

la preparacidén de penieilinsulfdxido dcido sélido o sales del

‘mismo, directamente a partir del caldo de fermentacidn fil-

trado que contiene penicilina, Este procedimiento puede ser
deserito, por ejemplo, como una combinacidén de una serie de

etapas, aunque no pretendemos que nuestro procedimiento reivin
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dimiento consiste en:

dicado intluya necesariamente todas estas etapas en el orden
dado, Las diversas.etapas son citades como un medio convenien
te de describir el mejor modo de poner en prdctica el proce-

dimiento considerado por nosotros en este momento. Este procg]

(a) concentrar el caldo de fermentacidn que con-—
tiene penicilina, del que se ha separado el micelio de peni=-
¢ilina, hasta un velumen de liquido eficiente, que estimamos
que debe encontrarse a una concentracidén de 200 a 400 miligrg
mos de sélido por mililitro de volumen liquido,

(b) diluir el liquido concentrado procedente de
la etapa (a) con alrededor de 0,5 a 3 volimenes, preferible—
mente alrededor de 0,5 a 2 volidmenes, de wn liquido orgdnico
niscible, v.g. acetona, por volumen de caldo concentrado,

(¢) precipitar y separar, si se desea, la mate-
ria insoluble de la mezcla dilufda de la etapa (b),

(d1) si se desea, el liguido orgdnico, v.g. ace-
tona, puede ser separado del filtrado de la etapa (c), aungue
esta etapa no es necesaria,

(a,) tratar el 1fquido (filtrado) de la etapa (c
o el residuo de solucidn acuosa de la etapa (d1) con un agen-
te oxidante capaz de oxidar una penicilina a un penicilinsul-
féxido y que sea por lo menos parciaimente soluble en la mez+4
cla 1iquids en una cantidad suficiente para efectuvar la oxi-
dacién de la penicilina contenida en la misma, a una tempera-+
tura comprendida entre -20°¢ ¥y 25°C aproximadamente,

(e) tratar la mezcla oxidada de la etapa (&) con
w deido pars reducir el pH de la mezela a un valor suficien
temente bajo para favorecer la cristalizacidn del penicilin-

sulféxido, que para la mayorfa de las penicilinas cominmente
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el caldo de fermentacidn antes de su dilucidn con el diluyen

‘poracidn convencional que impone presiones reducidas sobre

- 4 _

empleadas es del orden de 1,5 a 2,5 aproximadamente,

(£) diluir la mezcla tratada con decido procedente
de la etapa (e) con agua suficiente o con otro medio acuoso
para optimizar la cristalizacién del penicilinsulféxide dcido
de la fase 1fquida y

(2) separar el penicilinsulfdéxido sélido de la
mezela de la etapa (f).

El caldo de fermentacién filtrado que contiene
la penicilina puede ser utilizado en este procedimiento sin
concentrarlo para obtener bajos rendimientos y/0 Bajas cali~

dades del producto penicilinsulféxido. Preferimos concentrar
te orgdnico. Para este fin puede utilizarse el equipo de eva-

el liquido.

En la etaﬁa (b) el caldo de fermentacidn filtra
do, preferiblemente concentrado, se diluye con alrededor de
0,5 a 3 volumenes de cualquier liquido orgdnico miscible.que
contribuye a separar de la mezcla las impurezas indeseables. |
en forma de precipitado. Si la cantidad de sélidos es impor-
tante, la mezcla se filtra o centrifuga para separar el sé-
lido del filtrado acuoso/orgdnico que contiene la penicilina.
5i la cantidad de sélidos es pedueﬁa ¥y pueden ser arrastrados
a través del proceso sin perjudicar al rendimiento ni a la
calidad del penicilinsulféxido producido, puede no ser nece-
saria esta separacién., Sin embargo, preferimos separar esta
materia insoluble para abtener un producto mds puro. Pueden
utilizarse diversos 1{quidos orgdnicos miscibles y parcial-
mente miseibles para diluir el caldo filtrado concentrado.

Se prefiere la acetona aunque pueden utilizarse otros liqui~
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quier impureza insoluble de la mezcla acuoso/orgdnica, puede

dos orgdnicos como metil-etil-cetona, metanol, etanol, isoprg
panol, terc-butanol, acetonitrilo, propionitrilo y similares,
aunque no necesariamente con rendimientos mejorados equiva-

lentes de penicilinsulféxido. Después de haber separado cual-

separarse la fase orgdnica por evagoracidn, si se desea, pa-
ra dejar una solucidn acuosa de penicilina, aungue preferimos
arrastrar el compo.ente diluyente ofgénico durante todo el
proceso,

Ia solucidn acuosa o acuoso/orgdnica de penicili
na obtenida en la forma antes descrita se trata después con
wn agente oxidante que formard un penicilinsulféxido. Como
ejemplos de agentes oxidantes para este fin citaremos el dei
do peracético, dcido perpropidnico, dcido perbenzoico y dci~
do persuccinico. Preferimos utilizar dcido peracético (42 %
0 menos en peso, tal como se encuentra en el mercado) o dci-
do persuccinico, Para asegurar la formacidén Sptima de penicid
linsulféxido se utiliza un exceso molar del agente oxidante
con respecto a la penicilina contenida en la solucién. Gene-
ralmente son suficientes de 1 a 3 moles de agente oxidante
por mol de penicilina pero, si se desea, pueden emplearse
cantidades mayores que estas. la oxidacidn se realiza mien-
tras la penicilina es 'enfriada preferiblemente eﬁtre -15°¢ Yy
+5°C para una eficacia mdxima de 1a reaccidén y un uso éptimo
de los materiales. 7 .

Cuando la oxidacién es esencialmente'completa,
la. mezcla de reaccidn se trata con un dcido para reducir el
pH hasta un punto donde sea favorecida la cristalizacidn del
penicilinsulféxido. Para la mayoria de las penicilinas comin

mente utilizadas, v.g. fenoximetilpenicilina y bencilpenici-
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lina, el 1ntervalo de pH estard compren&ﬁb sntre 1,5 y 2,5
apronmadamente. Otros penlclllnsulfoxldos pueden cristalizar
mejor a intervalos de pH que difieren algo del citado, pero
este se considera el inbtervalo de pH mds favorable para la
cristalizacidén de la mayorfa de los penicilinsulféxidos. Co-
mo ejemplos de dcidos gue pueden ser utilizados citaremos los
4¢idos metanosulfdénico, p-toluensulfdénico, clorhidrico, sulfd
rico, ortofosférico y nitrico, préfiriéndose el dcido metano-
sulfénico.

~ Para favorecer la cristalizacién del penicilinsulj
féxido sdélido y su separacidén del medio 1fquido, preferimos
agregar agua adicional para optimizar la separacidn del pro-
dueto cristalino peﬁciiinsulféxido. El agua puede agregarse
antes de la adicidn del dcido antes citado, simultdneamente
con esta adicién o ademds y posteriormente a dicha adicidn.

Cuando la precipitaéidn del penicilinsulféxido pr

ducido es esencialmente completa, la mezcla buede ser tratada
para separar’el peniciliﬁsulféxido cristalino de las aguas
madres liquidas. Ia filtracidén o la centrifugacidn ilustran
estos procedimientos de separaciédn.

o Mediante este procedimiento, hemos encoritrado ine
veradamente que la transformacidn de la penicilina de los 1i-
quidos de fermentacidn en penicilinsulfdéxido puede ser sim-
plificada y realizarse mds econdmicamente. Esta simplifica=
cién y economfa vienen ilustradas por la eliminacién de la
necesidad de extraer con un disolvente orgdnico los liquidos

de fermentacién filtrados para extraer la penicilina que con

tienen y por el aumento inesperado del rendimiento de penici-|

linsulféxido de una pureza sorprendentemente alta para una

cantidad dada de penicilina en el caldo de fermentacidn fil-
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trado.

‘Ia invencidn es ilustrada ademds por los siguien-
tes ejémplos detallados, dados a titulo ilustrativo de las
variables del procedimiento de la invencidn y no como limita-
.ciones de la‘miéma.

' EJEMPLO 1

BEn este ejemplo se compara el prdcedimiento me jo=|"
rado de esta invencidn con un procedimiento convencional de
obtencién de fenoximetilpenicilinsulféxido deido. Este ejem-
plo detallade ilustra una mejora definida en cuanto al rendi
mieﬁto del penicilinsulféxido deido a partir de una cantidad
dada de caldo f;ltrado,de,penicilina.

(A) Procedimiento convencional

Una porcién de caldo filtrado conteniendo 24,15 gf
de Tenoximetilpenicilina se extrae con 1/3 volimenes de ace-
tato de amilo a pH 2,0. Se separan las fases acuosa y orgdni-
ca. A la fase de acetato de amilo se afiade uma solucién con-
centrada de acetato potdsico hasta tres veces la concentra-
cidén molar de la penicilina, Ia sal fenoximetilpenicilina po-
tdsica cristalizada resultante se filtra, se lava con alcohol
isopropilico Yy ge seca a 40°¢ en wna estufa de vacio. Estos
cristales de sal de fenoximetilpenicilina potdsica contienen
16,2 g de actividad de penicilina con un rendimiento del
67,2 % con respecto al céldo filtrado.

Una parte de esta sal cristalina de fenoximetil-
penicilina potdsica, que contienen 15,75 g de fenoximetilpe-
nicilina deida (que representa 23,4 g de penicilina del cal-
do) se-disuelve-en 50 ml de agua. Se afiaden 40 ml de acetona.

Ta mezcla se enfria a 0°C y se oxida con un exceso de dcido

peracético al 40 % a esa temperatura,
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Veinte minutos despuds de la oxidacién, la solu-
cién se calienta a-25° y el pH de la mezcla se reduce a 2,0
con deido metanosulfdénico al 70 % para iniciar la cristalizad

cibén, Se afiaden 25 ml de agua ¥y la mezcla se enfria a unos

.500 para completar la cristalizacidn. Se filtra la mezcla

cristalizada y el producto se lava con dos veces el volumen
de la torta de agua antes de secarlo durante 4 horas a 58°C
en wna estufa de ve.efo.

El producto fenoximetilpenicilinsulféxido dcido
pesa 15,5 g. Su pureza es del 96,8 %; corrigiendo el agua,
es del 99;4 %. El rendimiento de sulféxido a partir de los
cristales de sal fenoximetilpenicilina potdsica es del 91,0%
lo gue representa un rendimiento global a partir del caldo _
filtrado del 61,2 %.

(B) Proceso del caldo'filtrado concentrado

Una porcidén del caldo filtrado (conteniendo
24,15 g de fenoximetilpenicilina) se concentra a vacio hasta
una concentracidn de sélidos de unos 260 mg/ml, a 27-29°¢,
durante 5 horas, Se afiade una cantidad de acetona igual al

volumen del concentrado. El precipitado resultante se sepa-

rg por filtracidn a presidn con ayuda de un auxiliar de fil-

tracidn, .

Un tercio del filtrado procedente de la filtra-
cibn anterior se deja aparte para otras operaciones. El 66 %
restante del volumen original del filtrasdo, que repreéenta
15,9 g de la actividad de fenoximetilpenicilina del caldo
inicial, es oxidado a 0°C con un exceso de deido peracético
comercial al 40 %, Después de 20 minutos;'la mezcla se ca~
lienta a 25°C y el pH de la misma se reduce 2 2,6 con deido

netanosulfénico al 70 %. Se afiade un volumen de agua equiva-
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"van con dos veces el volumen de la torta de agua. El produc-

reduce a 2,0 con 4cido metanosulfdnico al 70 %#. Una parte

lente a 1,3 veces el volumen del concentrado inicial, repre—
sentado por la parte alfcuota utilizada y la mezcla se en-
fria a unos 5°C para completar la cristalizacién. Ios crista-

les de fenoximetilpenicilinsulfdxido dcido se filtran y la-

to se seca en una estufa de vacio durante 5,5 horas a 58°C.

Ll fenoximetilpenicilinsulfdxido dcido seco pesa
14,2 g. Ta pureza es del 97,9 %; corrigiendo el agua, es del
99,7 %. El rendimiento de producto final a partir del caldo
Filtrado es del 83,5 %.

EJEMPLO 2

Una porcién de caldo de fermentacidn filtrado
que contiene 27 g de bencilpenicilina dcida se concentra has-
ta aproximadamente la novens parte de.su volumen. Este liqui-
do concentrado se trata con 16 ml de decido peracédtico al 40 ¢
a 0=-10°C, Cuando la reaccién de oxidacién es prdcticamente
completa, la mezcla se deja calentar a 25°C y se afiaden 4 ml
nds de solucién de dcido peracético al 40 %,

A la mezcla antes descrita se afiaden alrededor

de 0,9 volimenes de acetato de etilo y el pH de la mezcla se

alicuota de 100 ml de la fase disolvente se lavarcon agua ¥y
se seca para dar 10 g de bencilpenicilina sélida amorfa con
una pureza de bencilpenicilina de 76,6 %. Esto es equivalen-
te a un rendimiento del 73,2 % a partir del caldo filtrado.
Ia identidad del bencilpenicilinsulfdxido deido es confirma=—
da por cromatograffa en capa fina y una curva infrarroja.
EJEMPIO 3
Se repite prdcticamente el procedimiento del Ejey

nlo 1, pero empleando dcido persuccinico como agente oxidante.
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acetona para el caldo filtrado y concentrado de fenoximetil-

10

El dcido persuccinico puede ser preparado por el procedimien
%o descrito en la pdgina 620 de la obra Reagents for Organic
Synthesis, L.,F, Fieser y M. Fieser, publicada por John Wiley
and Sons, Inc (1967)s Aunque se utiliza en este experimento
wna cantidad insuficiente de deido persuccinico, se obtiene
un rendimiento dél 63,5 % del producto fenoximetilpeniciline
sulféxido dcido (basado sobre la cantidad de caldo filtrado).
El fendxiﬁetilpenicilinsulf&xido deido producido tiene waa
pureza del 97,8 %, | |
EJEMPLOS 4 a 7

Se repite prdcticamente el procedimiento del Ejem'

plo'1, a excepcidn de que se compara el efecto del diluyente

penicilina con los efectos de volumenes equivalentes de otros|
diluyentes orginicos.

El diluyente orgdnico indicado, el rendimiento
de producto fenoximétilpenicilinsulféxido deido (calculado
sobre el contenido en penicilina del caldo filtrado) y la pu~{
reza de los productos respectivos estdn indicados en la si-

guiente tabla:

Efecto de diversos diluyentes orgdnicos

Rendimiento a partir
del caldo filtrado

Diluyente (Porcentaje del tedrico) Pureza, % en peso
Acetona ' 87,2 99,2
Metanol 75,7 96,4
Isopropanol 75,7 96, 1
Acetonitrile 61,7 98,5

EJEMPLOS 8 a 11

Se repite prdcticamente el procedimiento del

R T T U L e o e L A R
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Ejemplo 1, a excepcidn de que se compara el efecto del 4ci-
do metanosulfénico. en la etapa de cristalizacién sobre el
rendimiento del producto fenoximetilpenicilinsulféxido 4dcido

con el uso de cantidades equivalentes de otros dcidos. Los

"resultados se encuentran en la siguiente tabla:

Efecto de diversos dcidos

Rendimiento a partir

Acido Coaroantaio des tuivivo)  contoie'mines
CH3SO3H, 70 % 79,2 , 99,4
st04, 30 % 78,3 : 98

HC1 conc. 76 98,2
HyPO,, 85 % 76 97,2

BEn resumen, la Patente de Invencién que se so-
licita deberd recaer sobre las siguientes: -

REIVINDICACIONES

1, Un procedimiento para la preparacidén de pe-
nicilinsulféxido que consiste en diluir un caldo de fermen=-
tacién F£iltrado que contiene penicilina con un 1lf{quido orsd-
nico miscible en cantidad suficiente para producir la preci-
pitacién de la materia insoluble distinta de la penicilina,
tratar la solucidn resultante que contiene penicilina, a una
temperature comprendida aproximadamente entre ~20°¢C ¥ 25°C,
con un agente oxidante perdecido que es soluble en la mezcla
liquida, en cantidad suficiente para efectuar la oxidacién
de la penicilina a penicilinsulf&xido, tratar la mezcla oxi-
dada con un dcido para reducir el pH e inducir la cristaliza
cibn del penicilinsulféxido, mezclar un medio acuoso con la
mezcla acidulada para optimizar la cristalizacién del peni-

cilinsulféxido y separar este dWltimo de la mezecla liquida.

GWVC%i 2, Un procedimiento segin la Reivindicacién 1,

>
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donde el caldo de fermentacién fi}trado~que contiene la pe~
nicilina es.concen%rado hasta wos 200 a 400 miligramos de
sélido por mililitro .de volumen liquido antes de diluir es—
_te .caldo,

3. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 2,
donde el caldo de fermentacidén filtrado y concentrasdo es di-
“lufdo con alrededor de 0,5 a 2 vo}ﬁmenes de acetona por vo-
lumen de caldo..

7 4, Un procedimiento segin las Reivindicaciones
1, 2 0 3, donde se utiliza dcido peracético para oxidar la
pénicilina a peniéilipsulfdxido;

5. Un ﬁrocedimiento Segﬁn las Reivindicaciones
1, 2, 3 o 4, donde se agrega deido metanosulfénico para redu-
cir el pH de la mezcla de penicilina oxidada hasta wn valor
comprendido entre 1,5 y 2,5 aproximadamente.

6. Un procedimiento segin cualquiera de las
precedentes reivindicaciones, donde se prepara y recupera
fenoximetilpenicilinsulféxido a partir de un caldo filtrado
de fenoximetilpenicilina.

i. Un procedimiento\segﬁn cualquiera de las
Reivindicaciones 1 a 5, donde se prepara y recupera bencil-
penicilinsulfdéxido a partir de un caldo filtrado de bencilwe
penicilina, - ’

8. Se reivindica por Ultimo como objeto sobre

el que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:

"UN PROCEDIMIENTO PARAIA PREPARACION DE PENICILINSULFOXIDO".

e
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Todo conforme gqueda descrito y reivindicado en

la presente memoria'descriptiva que consta de trece paginas

necanografiadas. i

Madrid, 10 de ..setiembre de 1.973
BERNARDO)UNGRIA

/
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