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Esta invencidén se relaciona con un pro-
cedimiento para el aislamiento de un compuesto gquimi-
co de una mezcle de reaccién y, en particular con el
aislamiento del dcido 6-aminopenicildnico y las sales
del mismo, que son compuestos valiosos como inbterme-
dios que conducen a otras penicilinas sintéticas.

Los compuestos en el grupo que pertenece
a la familia de penicilinas difieren uno del otro en
la naturaleza del R variable y poseen la férmuls gene-

ral que se indica a continuacidn

0 . 1
"
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en donde la mitad de acilo en el dcido 6-aminopenicilsd
nico se deriva de un dcido carboxilico. Las penicili-
nas naturgles mds extensamente usadas, son aquellas

en donde el R variable se represents mediante bencil-
(peniciline G) 6 fenoximetil~ (penicilina V). Aun cuan
do estos andlogos bien conocidos son altamente antagd-

nicos hacia los mieroorganismos gran-positivos, tienen
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actividad gran-negativa limitada. Consecuentemente,

la preparacidén de las penicilinas gue combatirdn el

brote en las infecciones gran-negativas, ha recibido
atencidén sintética considerable.

La sintesis de dichas penicilinas gue
contienen un R variable yue no sean agquellas mencio-
nadas en lo que antecede, se efectia a través de una
condensacién de un dcido o derivado del mismo con el
deido 6-aminopenicildnico o una sal del mismo, por
egemnplo, tal y como se da a conocer en la patente Nor-
teamericans Némero 3.159.617. Dichos esfuerzos sinté-
ticos requieren una fuente de material des partida,
el dcido G-aminopenicilénico, que se obtienen con-
venientemente, mediante hidrélisis quimica o enzimd-
tica de una penicilina comercial que gueda disponible
como un producto de fermentacidn.

La hidrélisis quimica de las penicilinas
¥ en particular de la penicilina G y de la penicilina
Vs se da a conocer en la patente Norteamericana Nimero
3.499.909, en donde el dcido 6-aminopenicilénico se
aisla de la mezcla de reaccidn enfriada como el com—
puesto anfotérico a un pH de 4. La formacidén directa
del &4cido 6-aminopenicildnico a través de la formacidn
se da a conocer en la patente Norteamericana Numero

3.164.604 en donde se informa que se aisla del liqui-
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do de fermentacién concentrado mediante adsorcidn ini-
cial en una resina de intercambio de iones seguido
por elucién con un solvente apropiado. las patentes
Norteamericanas Nuimeros 3.144.395, 2.941.995,
3.260.653, 3.239.428, 3.121.667, 3.446.705, 3.127.326,
3.239.427 y 3.622.462 todas describen la disocilacidn
enzindtica de una penicilina, siendo aislado el decido
6-aminopenicildnico resultante de la misma, mediante
ajuste del pH, hasta el punto isoeléctrico inducien-
do de esta manera la cristalizacion.

La patente Britdnica Nimero 896.245, da
a conocer el aislamiento del dcido 6-aminopenicildnico
de vn liquido de fermentacidn acuoso mediante extrac-
cibn a un pH dcido, empleando alcanoles y cetonas gli-
faticas que tienen de 4 a 10 dtomos de carbono, mien-
tras yue la patente Norteamericana Nimero 3.272.715
reivindica la remocidn inicial de la cadena secunda-~
ris hidrolizada de une penicilina disociada a una es-
cala de pH de 1,5 a 3,0, seguido por el ajuste del pH
hasta un valor de 3,0 a 5,0 y la concentracibn para
inducir la cristalizacidn.,

Se ha descubierto ahora que en el proce-
dimiento para aislar el dcido 6-aminopenicildnico, sus
sales bdgicas de sodio y de potasio o su sal de adiecidn

de decido de hidrocloruro de uns solucidn de hidrélisis
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yue contiene los mismos, a una concentracidén de 2 a
10 por ciento en peso por volumen unitario y ya sea
el dcido fenilacético o el dcido fenoxiacético, que
comprende los pasos de secar por rociadura la solu~
cibén de hidrélisis a femperatura de 1259 a 275¢ C.,
mientras que estd a un pH de 2 a 8, y extraer el dci~
do fenildcetico o el dcido fenoxiacético con un sol-
vente orgdnico no solamente es posible obtener ren-
dimientos excelentes del dcido 6-aminopenicilédnico,
sino que también permitir el aislamiento directo de
varias sales bdsicas y sales de adicidn de dcido del
mismo, sin la necesidad de un paso de conversidén cos-
toso adicional del -4dcido 6-aminopenicildnico en la
sal deseada. El aislamiento del dcido 6-aminopenici-
ldnico dado a conocer anteriormente, emplea vnrocedi-
mientos gue dan por resultado el aislamiento del ma-
terial anfotérico que debe convertirse en una sal
bdsica antes de la acilacidn a fin de formar una nue-—
va penicilina,

11 procedimiento de extracecidn mediante
el cual las cadenas secundarias del dcido fenilacéti~
co o del dcido fenoxiacético que resultan de la hi-
drélisis de la penicilina G 6 V, se separan del dcido
6-aminopenicildnico sélido o del dcido G6-aminopenici-

ldnico en una solucidén acuosa solubilizando selectiva-
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mente los dacidos en un solvente, es un procedimien-~
t0 bien conocido para aquellas personas expertas en
el ramo; el procedimiento de secado por rociadura,
ain cuando se encuentra menos frecuentemente en la
literatura quimica de los procedimientos de extrac-
cidn, es también conocido para aguellas personas ex-
pertas en el ramo. Bl equipo y los procedimientos
para el secado por rociadura han sido revisados por
Kirk-Othmer, “"Enciclopedia de Tecnologia Quimica®,
Volumen 7, Segunda Edicién, John Wiley and Sons, Inc.,
Nueva York, Nueva York, 1965, pdginas 362 a 365.

Es de interés especifico en el procedi-
miento de la presente invencidn, el aislamiento del
4dcido 6-aminopenicildnico y de las sales de adiciédn
de dcido de hidrocloruro y de las sales bdsicas de
potasio y de sodio del mismo, a partir de la solucidn
de hidrélisis anteriormente citada, mediante secado
por rociadura a temperatura de 1252 a 275¢ C,, nien-
tras que estd a un pH de 2 a 8 y extrayendo luego
el dcido fenilacético o el dcido fenoxiacético con
un solvente orgdnico. Es también interesante en este
procedimiento, el aislamiento del dcido 6~aminopeni-
cildnico y las sales anteriormente mencionadas del
mismo, & partir de la solucidn de hidrélisis anterior-

mente mencionada, extrayendo el dcido fenilacético o
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el dcido fenoxiacético, con un solvente orgdnico y
luego secando por rociladura a temperatura de 125¢ a
2752 C., mientras que estd a un pH de 2 a 8.
Como se ha mencionado anteriormente, la

5 sintesis de las penicilinas no son capaces de obte-
nerse medlante fermentacidn directa que emplea la
acilacién del dcido 6-aminopenicildnico con cierto
decido carboxilico o algin derivado del mismo. La fuen-
te disponible del dcido 6-aminopenicildnico es me-

10 diante hidrdlisis de una penicilina, usualmente la
penicilina G & V, que se prepars ficilmente median-
te procedimientos de rermentacidén. La hidrdlisis de
estas penicilinas puede llevarse a cabo en un numero
de maneras, siendo aguella empleada mds frecuentemen-—

15 te en uso de una bacteria o de un hongo gue tiene
una enzima de acilasa de penicilina. Las células
bacterianas o fungosas pueden dejarse enteras, o al-
ternativamente, las células pueden romperse permitien
do que la enzima de hidrolizacién se separe de los

20 fragmentos de la célula, mediante centrifugacién. ILa
enzima, liberada de los fragmentos de la célula, pue-
de emplearse en una golucidn o puede fijarse mediante
métodos fisicos o quimicos en un portador sélido, tal
como un vidrio o un polimero insoluble.

25 La hidrélisis de las nenicilinas que em-
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plean métodos quimicos ha recibido también atencidn
extensa y requiere manipulaciones guimicas en el gru-
po de carboxamido que enlazan la porcidn de acilo con
el dcido 6-aminopenicilanico. Las reacciones descri-
tas en la patente Norteamericana Nimero 3.499.909

son un ejemplo cldsico de la hidrdlisis de penicili-
na mediante métodos guimicos.

Bl aislamiento del dcido 6-aminopenici-
ldnico, que es la base de la presente invencibn, es
el siguiente paso requerido después de la hidrdlisis
de una penicilina mediante cualesquiera de los métodos
anteriormente mencionados. Ademds, en estos procedi-
mientos el dcido 6~aminopenicildnico debe aislarse de
ung solucidn acuosa.

La primera variacidn preferida del pro-
cedimiento de la presente invencidn consiste en secar
por rociadura inicialmente la solucidén de hidrdélisis
yue consiste ovrincipalmente del dcido 6-aminopenicild-
nico y el dcido fenilacético, si la venicilina hidro-
lizada es bencilpenicilina, o del dcldo fenoxiacético
si se emplea fenoximetilpenicilina. El secado por ro-
ciadura puede llevarse a cabo a través de una amplia
escala de pH, a saber, entre 2 y 8. Se prefiere que el
dcido 6-aminopenicildnico se aisle como una sal basica,

y luego el secado por rociadura se lleve a cabo a un
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pH de 6 a 8. Si se desea, la forma neutral o anfo-
térica del deido 6-aminopenicildnico, el secado por
rociadura se lleva a cabo a un pH de aproximadamen-—
te 4 + 0,3. Ademds, si se desea como el producto la
sal de adicidn de dcido del dcido 6-aminovenicildni-—
co, se usa un pH de 2 para el secado por rociadura.

Como puede apreciarse facilmente por
una persona experta en el ramo, una seleccidn de un
pH para el secado por rociadura gque queda entre 2 a
4 £ 0,3y 440,326, dard lugar a mezclas de dcido
f~aminopenicildnico y de una sal de adicidén de dci-
do del mismo y del dcido 6-aminopenicilsnico y una
sal bédsica del mismo, respectivamente.

Al preparar las sales bdsicas del dcido
f-aminopenicildnico en donde hay necesidad de ajustar
la solucién de hidrdélisis a un pH de 6 a 8 mediante
la adicién de una base, es deseable emplear en la ba-
se el catidn del cual se va a derivar la sal bisica
del dcido 6~aminopenicildnico. Ademds, cuando la peni-
c¢ilina inicial emnleada se convierte en una sal para
el objeto de solubilizarla en la reaccidén de hidréli-
sis, es deseable emplear una base que tenga el mismo
catidén que aquel que va a ser el catidn de la sal del
producto final. Se apruciars yue si se emplea una ba-

se catidnica diferente para solubilizar la penicilina
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en comparacidn con aguella usada para ajustar el pH
hasta un valor de 8 antes del secado por rociadura,
entonces es posible gue se obtenga como el producto
final mds de una sal bdsica catidnica del dcido 6-ami
nopenicildnico., Aun cuando es apropiada cualquier ba-
se capaz de formar una sal estable con el dcido 6-ami
nopenicilénico, las bases preferidas para estos pro-
cedimientos anteriormente mencionados son los hidrd-
xidos de potasio y de sodio.

De manersa semejante, el anidn del decido
gque se usa para proporcionar el pH dcido antes del se-
cado por rociadura, se convierte en el anidén de la
sal de adicidn del 4dcido del deido 6-aminopenicildnico
alslado final. Bl dcido preferido para este objeto y
por lo tanto, la sal.de adicién de Acido preferida es
aquella del dcido clorhidrico, aln cuando puede em-
plearse con igual éxito cualguier dcido de concentra-
cidn acidica suficiente para formar una sal estable
con el dc¢ido 6-aminopenicildnico.

La solucidn de hidrdlisis acuosa que se
alimenta hacila el aparato de secado por rocladura pue-
de variar a través de una amplia escala en la concen-
tracidn del deido f-aminopenicildnico o su sal, con
una concentracidn preferida de 2 a 10 por ciento (en

peso/volumen) y se rocia en contacto con aire caliente
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a temperatura de 1252 a 2752 C., con una escala pre-
ferida de 200 a 2509 C.

Despuds de la vaporizacidén del vehicu-
lo acuoso, la mezcla sblida del dcido 6-aminopenici-
ldnico o las sales del mismo y del dcido fenilacéti-
co o fenoxiacético, dependiendo de la penicilina hi-
drolizada, se extrae a continuacidén. El solvente pa-—
re la extraccidn puede variar y se selecciona sobre
la base de la solubilidad diferencial de los dcidos
fenilacético o fenoxiacético y sus sales con respecto
a agquella del dcido 6-aminopenicildnico o una sal del
mismo en el solvente. Cuando el secado por rociadura
se lleva a cabo a un pH de 2, el dcido fenilacético
0 fenoxiacético se extrae de la sal de adicidén de aci-
do del dcido 6-aminopenicildnico, de preferencia el
hidrocloruro. Para este objeto, se utilizan solventes
tales como acetona, n-butanol, acetato de etilo, clo-
roformo, acetato de butilo y benceno; los solventes
preferidos son acetato de etilo ¥y n-butanol. Cuando
el secado por rociadura se lleva a c¢abo a un pH de 4,
el solvente preferido para la extraccidn del dcido
fenilacético o fenoxiacético del dcido G-aminopenici
lénico anfotérico es la cetona de metilisopropilo, ¥y
en el secado por rociadura a un pH de 6 a 8 el solven-

te preferido para la extraccidn de la sal bdsica del
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dcido fenilacético o fenoxiacético de la sal bdsica
del 4cido 6-aminopenicildnico es una mezels de 95 por
ciento de acetona y 5 por ciento de agua.

Después de la remoccidén de la cadena se—
cundaria del dcido mediante extraccidn, el dcido
6-aminopenicilédnico residual puede purificarse adi-
cionalmente si se desea, o puede emplearse en reac—
cionses subsecuentes, en donde se copula con algin subs-
trato del 4cido apropiado proporcionando de esta mane-
ra una penicilina sintética.

La segunda modalidad preferida del pro-
cedimiento de la invencién presente, consiste de la
extraccidén inicial de las cadenas secundarias del deci-
do anter;ormente mencionado, seguido por secado por ro-
ciadura a un PH de 2 a 8.

La solucidén de hidrélisis, después de la
disociacidn de la penicilina G ¢ V requerida, se ajus—
ta primero a un pH de 2, de preferencia con dcido
clorhidrico y el dcido fenilacético o fenoxiacético
se extrae de la misma con un golvente inmisble en
agua; los solventes preferidos para dicha extraccidn
son acetato de amilo 6 n~butanol. Son apropiados tam-
bién otros solventes tales como acetato de etilo, clo-
roformo, el cloruro de metileno, benceno o tulueno.

Después de extraerse la cadena secundaria,
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la solucidn restante éue contiene el dcido G-aminope-
nicildnico se seca por rociadura a w pH de 2, § alter-
nativamente el pH puede ajustarse hasta un pH mds bd-
sico empleando una solucidn bdsica y secdndose por
rociadura subsecuentemente. La solucidn bédsica que se
selecciona no es critica y se prefiere el hidrédxido

de sodio o de potasio. Cuando el secado por rociadura
se lleva a cabo a un pH de aproximadamente 4, el decido
6-aminopenicildnico se aisla como la Fforma neutral o
de zwiterién. Correspondientemente, el secado vor ro-
ciadura a un pH bdsico, proporciona la manera de aisg—
lar las sales bdsicas del dcido 6-aminopenicildnico.

El dcido 6-aminopenicildnico que resulta
de esta modalidad preferida de la presente invencidn,
tal y como se ha mencionado con anterioridad, puede pu-
rificarse ademds o puede utilizarse en la preparacidn
de otras penicilinas,

En la primera variacibén preferida del pro-
cedimiento presente, en donde la solucién de hidrdlisis
se seca por rociadura a un pH de 2 a 8 y luego se ex-~
trae el decido fenilacético o el dcido fenoxiacdtico,
se prefiere ademds que la solucidn se seque por rocia-
dura a un pH de 6 a 8 cuando el solvente de extraccidn
es acetona acuosa al 95 por ciento, que la solucidn se

seque por rociadura a wn pH de 4, cuando el solvente de
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-extraccidn es cetona de metilisopropilo y que la so-

lucidn se seque por rociadura a un pH de 2, cuando
el solvente de extraccidn es acetato de etilo.

En la segunda variacidén preferida del pro-
cedimiento presente, en donde la solucidén de hidréd-
lisis se trata extrayendo el dcido fenilacético o el
dcido fenoxiacético y luego secando por rociadura a
un pH de 2 a 8, se prefiere ademds emplear n-butanol
como el solvente de extraccién y luego secar por ro-
ciadura a un pH de T; emplear acetato de amilo como
el solvente de extraccidén y secar por rociadura a un
pH de 2 y emplear cetona de metilisopropilo como el
solvente de extraccidn y secar por rociadura a un pH
de 4.

3e proporcionan los siguientes ejemplos
solamente o para el objeto de ilustrar la invenciédn
¥ no deben interpretarse como limitaciones de la mis-
ma, sisndo posibles muchas variaciones de la misma,

gsin desviarse del espiritu ni alcance de la invencidn.
BJEMPLO 1

A una suspensidn de 26,7 gramos de célu~-
las de Proteus rettegeri ATCC 9250 en 1500 mililitros

de agua se afiaden 80 gramos de bencilpenicilina de so-

- 14 -



dio. La mezcla se lleva a un pH de 8,0 y se agita a
temperatura de 37¢ C., durante 10 horas, manteniendo
el pH a un valor de 8,0 mediante la adicidn periddi-
ca de una solucidn acuosa de hidréxido de sodio de
5 concentracién 2N. Bl material de la célula se separa

de la mezcla de reaccidn mediante filtracidn, para
proporcionar una solucidén cristalina. lLa solucidn re-
sultante se seca por rociadura para progorcionar 92,4
gramos de un sélido que consiste principalmente del

10 geido 6-aminopenicildnico de sodio y el fenilacetato
de sodio. El material sélido se extrae (dos veces 750
mililitros) con acetona al 95 por ciento para disol-
ver el fenilacetato de sodio. Los sdélidos resultantes
se filtran, se lavan con acetona y se secan para pro-

15 porcionar 58,2 gramos del producto que consiste de 80
por ciento del dcido 6-aminopenicildnico de sodio se-

glin ensayo.

EJEMPLO 2
20
Bl dcido 6-aminopenicildnico de sodio se
aisla en rendimienbto comparable y pureza comparable,
siguiendo el procedimiento del Ejemplo 1, a partir de
27 gromos de B. coli ATCC 9637 y 83,6 gramos de bencil-~

25 penicilina de sodio.

21-1-74' .- 15 -
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EJEMPLO 3

Bl dcido 6~aminopenicildnico de sodio se
le aisla en un rendimiento y pureza comparable, si-
guliendo el procedimiento del Ejemplo 1, a partir de

28 gramos de células de Aspergillus flavus Link ATCC

13608 y 84,0 gramos de fenoximetilpenicilina de sodio.

EJEWPLO 4

Las células de Proteus rettgeri ATCC

9250 se rompen en un bafio ultrasdénico, la mezcla se
centrifuga y el liquido sobrenadante cristalizo se diali
za y = liofiliza para proporcionar la acilasa de peni-
c¢ilina cruda. A una solucidén de 2,0 gramos de la enzi-
ma en 150 mililitros de agua, se afiaden 8,0 gramos de
la bencilpenicilina de potasio. la solucidén resultan-—
te se agita a temperatura de 372 C., durante de 10 a

20 horas, con el control del pH a un valor de 8,0 me-
diante la adicidn cuidadosa de una solucién acuosa de
hidréxido de potasio de concentracidn 2N. Ia solucidn
se translada a una unidad de ultrafiltracidn y se per—
mite'pasar a través de una membrana semipermeable, ba-
jo presién de nitrdégeno. Ia solucidn esenclalmente exen

ta de proteina resultante, se seca por rociadura como
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en el Ejemplo 1 y los s6lidos resultantes se liberan
del fenilacetato de potasio mediante extraccidn con
acetona al 95 por ciento dejando el potasio-b~amino-

penicilanato crudo deseado en un buen rendimiento.
BJEMPLO 5

Se repite el procedimiento del Ejemplo 4
a partir de 2,0 gramos de enzima de acilasa de penici-
lina de E, coli, y ATCC 9637, y 8,4 gramos de bencil-
penicilina de potasio para proporcionar el b6-aminope-

nicilanato de potasio.
BEJEMPLO 6

Se repite de nuevo el procedimiento del
Ejemplo 4, a partir de células de Aspergillus flavus,

Enlace ATCC 13608 y fenoximetilpenicilina de potasio,

para proporcionar el producto deseado,

EJELPLO 7

La acilasa de penicilina de Proteus rettge-

ri ATNCC 9250 se inmoviliza sobre vidrio poroso de acuer

do con el procedimiento proporcionado en la patente Nor-

- 17 ~



10

15

20

25

21.1.74

teamericana Numero 3.556.945. Este material se aflade
a una solucidn al 4 por ciento de bencilpenicilina
de potasio en cantidades suficientes para completar
la reaccidén hidrolitica en de 12 a 18 horas a tempe-
ratura de 37¢ C., y un pH de 8,0. La mezcla de reac—
cion se filtra para proporcionar uﬁé solucién crista-
lina y un material de enzima sdélido gue puede reutili-
zarse., Ia solucidén cristalina a un pH de 8,0 se seca
por rociadura y el fenilacetato de potasio se extrae
de los sdélidos empleando acetona al 95 por ciento, de~
jando el 6-aminopenicilanato de potasio.

De manera semejante, la acilasa de E. coli

ATCC 9637, puede substituirse por Proteus retteeri

ATCC 9250 con resultados seme jantes.

EJEMPTO 8

Se obtienen resultados semejantes a ague-
1llos del Ejemplo 7, cuando se repite el procedimiento
empleando la acilasa de venicilina de Aspergillus fla-
vus Enlace ATCC 13608, y la fenoximetilpenicilina de

potasio.

BEJEMPLO 9

A una mezcla de 45 gramos de bencilpeni-
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cilina de potasio en 200 mililitros de cloruro de me-
tileno, se afladen 32 mililitros de N,N-dimetilanilina.
A esta suspensidn agitada, se afiaden por pgotas 12 mi-~
lilitros de diclorosilano de dimetilo a través de un
periodo de 30 minutos, manteniendo la temperatura a
menos de 302 C. La mezcla se enfria a temperatura de
-502 C., y se afiaden 27 gramos de pentacloruro de fés~-
foro, todo a la vez y la mezcla se agita a temperatu-
ra de ~402 C., durante 2 horas y luego se enfria a tem-
peratura de -6592 C. A esta mezcla se afladen 6,4 mili-
litros de N,N-dimetilanilina y 200 mililitros de n-bu
tanol, manteniendo la temperatura a menos de -402 C.
La mezcla se agita vigorosamente a temperatura de -40¢
C., durante 3 horas, se deja luego calentur a tempe-
ratura ambiente a través de cuyo periodo de tiempo se
afladen 250 mililitros de agua destilada, con agitacidn
continua. ¥l dcido fenilacédtico se extrae en la capa
de n-butunol y la fase acuosa se ajusta a un pH de 8,0
con uwna solucidn acuosa de hidrdxido de potasio de con-
centracidén 2N y se seca por rociadura. Los sélidos, en
centidad de 47,4 gramos, estén constituidos de 6-amino
penicilanato de potasio al 75 por ciento.

Se obtienen resultados semejantes cuando
la fenoximetilpenicilina de notasio se substituye por

la benecilpenicilina de potasio.
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BJEMPLO 10

Una solucidén al 5 por ciento de bencil-
penicilina de potasio se trata como en el Ejemplo 5,
pard generar una solucidén filtrada cristalina a un pH
de 8,0. ILa solucidén se ajusta a un pH de 4,0 con dcido
clorhidrico de concentracidn 6N y se seca por rociadu-
ra, Bl sélido-de color amarillo claro resultante se
forma en una suspensién espesa varias veces en cetona
de metilisopropilo para remover el dcido ferilacético,
y se filtra luego y se seca oara proporcionar un buen

rendimiento del 4cido 6-aminopenicildnico.
BJENPLO 11

De maners semejante al Ejemplo 5, se aila-
den 75 gramos de vidrio poroso en el cual se ha inmo-
vilizado la acilasa de penicilina de A, flavus Enlace
ATCC 13608 a 1 litro de una solucidén acucsa al 3 por
ciento de fenoximetilpenicilina de potasio y la mezcla
se aglta levemente durante 18 horas, a temperatura de
372 C., y wa pH de 8,0. La solucidén filtrada cristali-
na se ajusta a un pH de 2 con dcido clorhidrico de con-
centracidén 6K y se seca por rooiadufa para proporcionar

un s6lido ligeramente amarillo, El dcido fenoxiacético
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se extrae de los sélidos secados por rociadurs usando
acetato de etilo y los sélidos restantes se filtran
para proporcionar el hidrocloruro del dcido 6-aminope-~

nicildnico crudo.

EJBEMPLO 12

Una solucidn acuosa al 7 por ciento (1500
mililitros) de bencilpenicilina de potasio se trata
con 300 gramos de vidrio poroso en donde se inmovili-

za la acilasa de penicilina de Proteus rettgeri ATCC

9250. Después de que la mezcla resultante se ha agita-
do levemente duresnte 20 horas a temperatura de 372 C.,
y un pH de 8,0, la enzima fijada se recupera mediante
filtracidn y el filtrado resultantes se ayusta a un

pH de 2 con dcido clorkifdrico de concentracién 6N. El
édcido fenilacético se extrae con acetato de amilo y
la fase acuosa se seca por rociadura para proporcionar
el hidrocloruro del &4cido 6-aminopenicildnico soli-
do.

LEJEMPLO 13

A 1000 mililitros de una solucidn acuosa

al 5 por ciento de fenoximetilpenicilina de potasio,
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se afladen 120 gramos de vidrio poroso en donde se in-

moviliza la acilasa de penicilina de Aspergillus fla-

vus Enlace ATCC 13608. La mezcla, después de agitarse
levemente durante 18 horas a temperatura de 372 C.,

y wn pH de 8,0, se filtra y el filtrado se ajusta a

un pH de 2 con édcido clorhidrico de concentracidén 6N.
El dcido fenoxiacético se extrae subsecuentemente con
n-butanol, y la capa acuosa se ajusta a un pH de 4,0
con una solucién de hidréxido de sodio y se seca por
rociadura para proporcionar el dcido 6-aminopenicild

nico crudo.
EBJEMPLO 14

A una solucidén de 2,0 gramos de acilasa
de penicilina en 150 mililitros de agua, que se prepa-
ra tal como en el Ejemplo 3, se afladen 75 gramos de
beneilpenieilina de potasio. La mezcla de reaccidn se
agita durante 18 horas, a temperatura de 372 C., mien-
tras que el pH se mantiene a un valor de 8,0 mediante
la adicidn peridédica de hidréxido de potasio acuoso
de concentracidn 2&. Ia solucidn se hace pasar a tra-
vés de una membrana semipermeable bajo una presidn de
nitrégeno, y el filtrado se ajusta a un pH de 2 con

deido clorhidrico de concentracidén de 6. EL dcido fe-
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nilacético se extrae con cetona de metilisopropilo

y la capa acuosa se ajusta a un pH de T con hidré-

xido de potasio de concentracidén 4N y se seca por ro-

ciadura. Los sélidos secados por rociadura, que con-
5 sisten principalmente de 6-aminopenicilanato de po~-

tasio erudo, se recogen subsecuentemente,
EJEMPLO 15

10 Una solucidn al 2 por ciento de fenoxi-
metilpenicilina de potasio se hace reaccionar de acuer
do con el procedimiento del Ejemplo 8, y la mezcla
de reaccién filtrada a pH de 8,0 se seca por rociadu-
ra. El sdlido cristalino resultante se extrae con me-

15 tanol frio para remover el fenoxiacetato de potasio.
Los sélidos se filtran para proporcionar el 6-aminope

nicilanato de potasio crudo, en un buen rendimiento.

BJEMPLO 16

20
Se gigue el procedimiento del Ejemplo 7,
e partir de una solucidn acuosa al 4 por ciento de ben
cilpenicilina de sodio. Despuds de filtrar la mezcla
de reaccibn, el filtrado se ajusta a un pH de 4,0 con
25 geido clorhidrico de concentracibn 6 y se seca por ro-

21l.0.74 - 23 -
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ciadura subsecuentemente. Los sdlidos secados por ro-
ciadura color blanco se extraen con cetona de metiliso
propilo, dejando, después de la filtracidn, el pro-

ducto deseado, el dcido 6-aminopenicilédnico.
EJEMPLO 17

Una solucidén al 4 por ciento de fenoxi-
metilpenicilina de sodio se trata tal como en el Ejem
plo 8, para generar una solucidén filtrada cristalina.
La solucidn se ajusta a un pH de 4,0 con decido clor-
hidrico de concentracién 6N y se seca por rociadura
para proporcionar un sélido blanco. El sé6lido se for-
ma en una suspensidén espesa varias veces en cetona de
metilisopropilo, se filtra y se seca para proporcio-
nar un buen rendimiento del dcido 6-aminopenicildni-

co.
EJEMPLO 18

Una solucién al 3 por ciento de fenoxi-
metilpenicilina de potasio se trata tal como en el
Ejemplo 8, para generar una solucién filtrada crista-
lina. La solucidén se ajusta a un pH de 2,0 con dcido

clorhidrico de concentracidén 6K y se seca por rociadu-
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ra para proporcionar un sélido de color amarillo cla-
ro. El sélido, yue se forma en una suspensién espesa
varias veces en acetato de butilo para disolver el

4dcido fenoxiacético, se filira y se seca para propor—
cionar un buen rendimiento del hidrocloruro del Acido

6-aminopenicildnico.

EJEMPLO 19

Una solucidn al 4 por ciento de bencil-
penlcilina de potasio, se trata tal como en el Ejem—
plo 4 para generar una solucién cristalina, La solu-
cidn se ajustas hasta wn pH de 2,0 con deido clorhidri-
co de concentracidén 6N y se extrae dos veces con ace-—
tato de etilo, La capa acuosa resultante se seca por
rociadura a un pH de 2,2 para proporcionar un buen
rendimientodel hidrocloruro del &cido 6~aminopenicild-

nico.
BJEMPLO 20

Una solucién al 4 por ciento de bencil-
penicilina de sodio se trata tal como en el Bjemplo 7,
usando una solucidén de hidrdéxido de sodio de concentra-

cidén 2§ para mantener constante el pH a un valor de 8,0,
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a fin de generar una solucidn filtrada cristalina.

Ia solucidn se ajusta a un pH de 2,1 con dcido clor-
hidrico de concentracién 6N y se extrae varias veces
con cetona de metilisopropilo. La capa acuosa resul-
tante se ajusta a un pH de 7,3, con hidrdéxido de so-
dio de concentracidén 4N y se seca por rociadura para
proporcionar un buen rendimiento del 6-aminopenicila-

nato de éodio.

EJRIPLO 21

Una solucidén al 5 por ciento de fenoxi-
metilpenicilina de sodio, se trata tal como en el
Ejemplo 8 para generar uns solucidn filtrada cristali-
na. La solucidén se ajusta a un pH de 2 con dcido clor-
hidrico de concentracidén 6} y se extrae con butanol.
Ia fase acuosa se separa, se¢ ajusta a un pH de 4, con
una solucidn de hidréxido de sodio y se seca por rocia-
durs para proporcionar el dcido 6-aminopenicildnico
crudo.

La presente solicitud que corresnonde g
la presentada en Estados Unidos de América, el dia 23
de Pebrero de 1973, hajo el numero 335.435, se acoge
a los beneficios del articulo 51 del vigente Estatuto

sobre Propiedad Industrial
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REIVINDICACICONES

Los puntos de invencién propia y nueva,
que se presentan para que sean objeto de esta solici-
tud de Patente de Invencidn en Espafia, por VEBINTL afios,
son los yue se recogen en las reivindicaciones siguien
tes:

18,~ Un procedinmiento para aislar el dci-
do 6-aminopenicildnico, sus sales bdsicas de sodio y
de potasio o su sal de adicidn de dcido de hidrocloru~
ro de una solucidn de hidrdélisis que contiene el mismo
a una concentracidén de 2 a 10 por ciento en peso vor
volumen unitario y ya sea el dcido fenilacético o el
deido fenoxiacético, caracterizado por los pasos de
secar por rociadura la solucidén de hidrdlisis a tempe-
ratura de 1252 a 2752 (., mientras gue estd a un pH de
2 a 8 y extraer el dcido fenilacético o el dcido feno-
xiacético con un solvente orgdnico.

28,~ El procedimiento de conformidad con
la reivindicacién 12, caracterizado por secar por ro-
ciadura la solucién de hidrdlisis a temperatura de 1252
a 2752 C., a un pH de 2 a 8 y extraer luego el dcido
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&

fenilacético o el dcido fenoxiacético con un solvente
orgdnico.

3&,~ L1 procedimiento de conformidad con
la reivindicacidn 12, caracterizado por extraer el dci-
do fenilacdtico o el dcido fenoxiacético con wn sol-
vente orgdnico y luego secar por rociadura la solueidn
de hidrdlisis a temperatura de 1252 a 2752 C., mien-
tras que estd a un pH de 2 a 8.

48.- ELl procedimiento de conformidad con
la reivindicacidén 22, caracterizado por el hecho de
que la solucidn se seca por rociadura a un pH de 6 a
8.

5¢,~ Bl procedimiento de conformidad con
la reivindicacidén 48, caracterizado por el hecho de
que el dcido fenilacético o el dcido fenoxiacético se
extrae con acetona acuosa al 95 por ciento.

68.- E1 procedimiento de conformidad con
la reivindicacidén 28, caracterizado por el hecho de
que la solucidén se seca por rociadura a un pH de 4.

T&.~ Bl procedimiento de conformidad con
la reivindicacidén 68, caracterizado por el hecho de que
el dcido fenilacético o el dcido fenoxiacético se ex~
trae con cetona de metilisopropilo.

88,~ El procedimiento de conformidad con

la reivindicacidn 28, caracterizado por el hecho de que
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la solucién se seca por rociadura a un pH de 2.

98,~ El procedimiento de conformidad con
la reivindicacidn 82, caracterizado por el hecho de
que el dcido fenilacético o dcido Fenoxiacético se
extrae con acetato de etilo.

108,- E1l procedimiento de conformidad
con la reivindicacién 38, caracterizado por el hecho
de que el dcido fenilacético o el dcido fenoxiacético
se extrae con n-butanol.

1l8,~ El procedimiento de conformidad con
la reivindicacidén 102, caracterizado por el hecho de
que el secado por rocladura es a un pH de 7.

128,- Bl procedimiento de conformidad
con la reivindicacidén 32, caracterizado por el hecho
de que el Acido fenilacético o el dcido fenoxiacético
se extrae con acetato de amilo,

138,- El procedimiento de conformidad con
la reivindicacidn 128, caracterizado por el hecho de
que el secado por rociadura es a un pH de 2,

1l42,~ El procedimiento de conformidad con
la reivindicacién 32, caracterizado por el hecho de que
el dcido fenilacético o el dcido fenoxiacético se ex~
trae con cetona de metilisopropilo.

 158,- El procedimiento de conformidad con

la reivindicacién 148, caracterizado por el hecho de
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que el secado por rociadurs ss a un pH de 4.
168,~ Un procedimiento para aislar el dci
do 6-aminopenicildnico
Tal y como se ha deserito en la Memoria
5 que antecede, y con los fines que se han especificado.
BEsta Memoria consta de treinta hojas es-

critas a mdquina por una sola cara.

21.1.74 - 30 -
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