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MELORIA DESCaRIPPIVA
de una Patente de Invencién, a nombre
de EPROVA Aktiengesellachaft, de na-
cionalidad Suiza, domiciliada en
Schafihausen, In Lateraenacker 5 SUIZA,
por: "PROCEDIXIEITC DFE MABRICACION DE
CICLOSERINA (D=4-A.Ili0-3-ISCXA%0T.IDT—
LCHA)". |

El presente invento tiene por objeto un procedimiento
sintético, ventajoso y técnicamente Util para la fabricacibn de
cicloserina.

Le cicloserine (D-4-amino-3-isoxazolidinona) es un anti-
bidtico activo contra un gran nimero de microorganismos que se

enplea de preferencia pera el tratamiento de la tuberculosis.

La fabricacidn racional de la cicloserina altamente sen-
sible ofrece muchas dificultades. Principalmente los problemss téc-
nicos de la sintesis quimica se encuentran hzsta este momento ten a
falta de una solucidn satisfactoria, que hasta ahora se viene uti-
lizendo précticemente sélo la preparacidén microbioldégica, adn cuan=-

do se conocen ya numerosos métodos sintéticos de laboratorio.
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Estos consisten en principio en la ciclizaoién de Zeido &
>-amino-P -halogen~propichidroxdmico o de éster .y amide respectiva-
mente de deido o<~amino~ﬁ —amninoxi-propidnico én presencia de dloge-

lis.

Sin embsrgo, en cada c¢aso es diferenfe la fabricacidn de
las materias de partida. -

| bEl desdoblamienfo en las antipodas dpticos tienen lusar o~
tes o después de la ciclizacidn.

- En general el uesdoblamlento al f nel no es econdmicsmente

tible puesto que hay que desechar Imi-amino-3-igoxazolidinona. la
wismz es bioldgicamente inactiva y su racemlzaeLon est? yo descartae~

da 86lo a causa de la escasa estabilidad. Por la separacidn de D-

" D~deamino-3-isoxazolidinona disminuye el rendimiento en cicloserins

& menos de la mitad.

| Wucho mds econdmica es la separacidn en las antipodzs Jnti-
cas en una fase tempranz de la sintesis en la que todavia es pozidle
la racemizacidn, o cuando la forme I pueds destinarse adn & olro .-
pleo.

En la ciclizacidn de deido D= -givino~ P -helogen—prowioni iz

g

}..

xdinico se obtuvierom hestea abhora rendimientos insuficlentes en clel
sérina.Kirchensteiner y colaboradores, petente alemesna 1.044.087,
Boller y colaboradores, patente alemana 1.044.086, y Plattuer y co-
leboradores, Helv. Chimica Acte XL (1957), pas. 1531 & 1552, seiclen
en la ciclizécién de dcido D~o<-amino~(3~cloro-propiohidroxémico con

bages, coincidiendo entre si, un rendiniento del 40 cowmo mAZLuo

ar
For
s

clcloserine aislada.
Surt y colaboradores, patente alemena 1.053.512 indics pe~

ra la misma ciclizacidn en la escala de 1 & 10 gremos, un rendinicn-
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to del 50%. dste valor perecerd sorprendentemente alto &l quimico
ya experimentado con la fabricacidn de cicloserinu, dado que los
autores traten lz cicloserina en solucidn Ffuertemente acética con
lo que, como es sabido, se produce una répida descomposicidn de
este antibidtico, sobre todo en esiado bruto. De todos rmodos, el
método de Smurt y colaboradores apenas es realizable en escala tdc-
nica debido & la cepacidad de descomposicidn de le cicloserina.

Ta ciclizacidn de dster D,L—c&eamin@ap~aminoxi-propi6ni—
co suministra segin Holly y colaboradores, patente wleiana 1.026,319,
rendimientos del 6% y 25% de D,l-~4-emino~isoxazclidinonz. Los ste-
res D,L-o(auino-fs—aminoxi—propiénicos son, adends, muy . dificiluen-
te accesibles. Holly y colaboradores, op.cit., utilizaroﬁ el siguien-
te camino: serina ~---» serinetiléster clorhidrato ~-——3 2-~fenil
~4-cerbetoxi~0xazoling=(2) =--3» 2-fenile4-cerbohidroxamido~oxazolin
~{2) ~—=d  D,I~4-benzoilamino-isoxazolidinone~(3) —-—-3 metiléster
D,L-X ~2uino- £ —aminoxi-propidnico Giclorhidrato.

Conforme & la petente denese 104.058 y a la patente fran-
cesa 1.393.658, la ciclizacidn de amida de écidOo(—amino—f;~aminoxi~

propidnico suministra en la escsla de 1 gramo, un rendimiento del

_55% en D,I-4-anino-3-igoxazolidinona. deguidanente es necesario to-

davia en desdoblamiento del racemzto, por lo que el rendimiento-en
cicloserina se reduce al 25% ndximo.
tvidentemente se carece todavia.de un prqcedimiento de fa-
bricacidn técnicamente sencillo, productivo y econdmicamente reali-
zable, de cicloserins, adn cuando este problema fué ya objeto de mi-
nuciosos estudios por nuuerosos grupos de investizacidn.
‘ Este sensible vacio es 1lenado ahora por el procedimiento

tan sencillo del presente invento, por el que de una meterie de par-
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~tida bien zccesible se puede obtener directanente ciclogerine pure,

erigtaling (D-d=amino-3-is oxazolldlnona) con un rendimiento de wls
del 8GCH.

Bl proced1m¢enio consiste en que el acido D—a(—amlno—ﬁ
~cloro-propiohidroxdmico formedo a partlr de metmlester D-m(—aulno—?
-cloro-propiénico y de hidroxilamina eg ciclizado completanente,
sin aislarlo, 2 un pE constante de la solucidn reaccionante de 10
a 11, de preferencis de 10,2 a 10,5, por adicidn continuwa de bidrd-
xido alealino, luego, dentro de un margen pH de-11 é 12, preferente-
mente de 11,5 la solucidn acuosa es evaporada en vaclo, afizdiendo
un alcohol inferior, de preferenqia motanol, se precipite y separa
el olofuro alcalino, y por dltimo por adicidn.de Zoido haste un ve-
lor pH como de 6,5 a 6,9 se libera cicloserina de su sal elcelina y
ge le hace crigtalizer.

. Ba ciclizacidn se hace principalmente s temperature subisn.-

“te. Como hidrdxido elealino se emplea de preferencia hidrdzide sddi-

co. 7 _

Bl aislamiento por graduacidn de la golucidn metandiice
en pH 6,5 a 6,9 se hace a O hasta 1062C, y la cristaiizacidn se vro-
duce durante la graduacidn del pH pot adicidn de cristales inocula~
dos recién preparados de dicleserina a partir de une muestr preii-

minar. Iuego se conserve la temperatura durente unos 30 mirutos en

~5 & =10¢C de preferencia -5 a -72C, y después de Tiltra la ciclose-

rine precipitada.

o El renﬂimiento medio conseguido en 10 enaaybs consecuti-
vos, del 82,9% de cicloserina pura,.aislada, Spticamente ackiva (D-
4~amino-3-isoxazolidinona), calculado sobre el &ster D-*-smino- f

—~cloro~propidnico clorhidrato utilizado, es extraocrdinariamente altbo.
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BEste excelente resultado logrado con mediosﬁkgﬁcillisi-
mos es muy sorprendeante.

31 rendimiento zlcanzado de hasta el 89% de producto fi-
nal alslado presupone, -Gesde luego, que las dos reacciones necesa-—
rias, le formacidn del dcido hidroxdmico y lz ciclizacidn, se desa-
rrollen casi cuantitativamente, a pesar de que en cada fase hay que
contar con distintes reacciones secundarias, de que la ciclizaciédn
representa un proceso francamente complicado y, ademds, de que el
producto de la reaccion sea todavia muy inestable.

Debido-a la inestabilidad de la cicloserina, adends de
su formacidn Sptima, su aislamiento en forme purs represente tam-
bién un cowplicedo problems adicional.

in el momento en que por acidificacidn, la cicloserina es
puesta en libertad a partir de su forma salina, empieza su répida
descomposicidn, ¥y su cristalizacidn lenta en forma bastante impura
contrarresta entoﬁces tode separscidfn limpia y rdpida a partir de
su solucidn. Una precipitacidn répidade cicloserina en luger de una
eristalizacidn tiene como resultedo precipitados voluminosos e im-
puros. Por consiguiente los métodos conocidos de aislamiento son:
complicados, requieren varias operaciones y son poco productivos.

Zl tenerse que atener a condiciones muy rigurosas en la
ciclizacidn de dcido D—0<;amino-lB-cloro-propiohidroxémico y en el
sislamiento de cicloserina, dié eviﬂeneia de ser uﬁ factor decisgi-
vo parz el logro de un rendimiento bﬁeno, Particularmente imporfante
resultd ser el hécho de tenerse gue atener 2 mérgenes pH estrechos
determinados. '

Cono es sabido, la cicloserina es inestable en forms di-

suelta, y en funcién del pH intervienen shi distintos mecanismos,de_
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'reacciéﬁ,lcdmo por ejemplo: apertura de anillo, hidrdlisis del enli-

ce -CO~-NH, formacidn de serina, hidroxilawina, écido;{-amino—@-fmﬁ-

" noxi-propiénico, racemizacidn, formacidn de derivados de la diceto-

piperazina, eto.

Ies transformaciones v descomposigioheé se producen tanto
en el margen DPH alcalino, neutrel como en el deido.

Sin embargo, en el margen dcido, la descomposicidn se pro-
duce muyjdeﬁrisa con pérdide simultdnes de eficeciz bioldgica.

 In el medio neutrsl predomina la formameidn de derivedos de

dicetopiperazina.

Pefo 1a medida de las reacciones de trensformacida de la
ciclﬁseriﬁa no depende solamente del valor pH, sino tanbién de lz cou--

posicidén de la solucidn. Las soluciones de cicloserina pura s0n Lt~

" cho nds estables que, por ejeuplo, las soluciones de cicloserina in-

purificada. Bl contenido de sal reduce bambién considerablemente la
‘estabilidad, sobre $odo en el mergen neutral o débilmente Zeido.

La funcidn sugerida bor el invento consiste principslments
en el descubrimiento de las medide especificas, sorprendentensnie san-
cillas, necesarias pare la formacidn JSptima, en la evitacidn de las
trensformaciones y descomposiciones que pueden darse bajo las née di-
ferentes condiciones y en el aislamiento lo mds productive posible de

dste sensible antibidtico en forma PUTE .

Por el procedimiento de que sé dispone ahors segin la ides
del invento.es ya posible una fabricacidn econémica de cicloserina
sintdtica, la cuai compite por primera vez con éxi%o con ol procedi-
miento biolégico microbiano.

' El procedimiento ha dado resuliados dptimos nd solo en el

laboratorio, sino tambidn al ser puesto en prdetica a escala técnica.
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Bn los siguientes ejauplos de realizacidn se describe la

fabricacidnaa escals semi-téenica.

BJELPLOS DE REATIZACTION

1. Operaciones

&) Formacidn de deido D—“(—amino—‘3~c10ro—proniohidroxamico.

2,19 kg de cloriiidrato de hidroxilemina en 7,2 kg de agus
se enfrian hesta wenos 15¢C. Soluciéﬁ I.

Luego, a -13 hasta -172C y en unos 30 a 30 wninutos se de-
jan paser a la solucidn I, removiendo al mismo tiewmpo, 14,9 kg de
una solucidn acuosa Ge hidrdéxido sddico al 30% y después,!a la mis~
wa temperatura y en el transcurso de 30 a 45 minutos, 5,22 kg de
netilester wa(~amino~{;~cloro~propiénico clorhidrato en 6 litros
de agua. | ' | -

' b) Ciclizacidn a D-d-amino-3-isoxazolidinona (ciclosering)

Se juntan 2 preparados a), Se hace subir la temperatura
hasta 415 a‘+2990; Inmediatamente despuds se mete en la solucidn
resccionante un electrodo graduado piH y aliadiendo un poco-écido
clorhidrico concentrado se gradua el valor pH en 10,5.

La ciclizacidn es iniciz al momento, lo que se recdnqce
por la tendencia del pH a bajar. Por adicidn ininterrumpidé de so-
lucidn de hidrdéxido sdédico al 30% (unos 2,6 kg)_se congerve el pil
en 10,2 & 1C,5. La temperatura gse ajusta en méx; 25eC,

‘ Al cabo de 4 horas ha cesado casi por oompleto el consumo
de NaOH ¥, por tanto, la ciclizacidn. '

En el transcurso de 15' se callenta la mézéla reaccibnaﬁ-
te hasta 40 a 45¢C, después de lo cual se reanuda la reaccidn j,‘con

ella, el consumo'de NaCH pera mentener el pH de 10,2 & 10,5.
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La regidn pH de 10,2 a 10,5 sé conserva hasta que termina

la cielizacidn.

¢) Alslamiento

Se celienta la solucién reaccionanté hesta + 20°C, por

adicidn de un poco HCL se gradde el pH en 10,0 a 18,2, se mezcla
aquella con unos 10 g de 8-hidroxi-guinoleina y 300 g de carbdn

activo, se remueve, se clarifice por fiitraje ¥ se lava con un poco
.de agua. .
' Por adicidn de un poco NaCH (100 a 150 g) se gradde en
11,5 el valor pH de la solucién. Zste solucibn (unos 80 kz) es eva-
porada en vacio a una bemperatura de la camisa de calefaceidn de 7C
a T758C hasta que se hayan destilado unos 56 a 60 kg de agus.

El residuo de la evaporacidn de 29 a 22 kg se mezcle Ccon
25 kg de metanol y se remueve a 402C hasta que se disuelva completbs—
wente la Tase oleosa,‘y después de.enfria hagta 20¢C. Bl cloruro si-
dico (NaCl) precipitado se separa por filtraje.

B filtrado metandlico (50 a 55 kg) se mezcla con unos
10 z de 8-hidroxi-quinoleina, se enfria hasta -58C y se mescis aprc—
ximadamente con la ritad de la cantidad dq}écido—acético retandli-~
co (en total 4,7) kg de deido zcetico glacizl en 3,8 kg de wetenol;
que se necesita para liberar completanente le cicloserins existentie.
Inmediatamente después me inocula la solucidn con cicloserine recif.:
precipitada, la cual se obtiene de uns cantidad separada de anteri-—
no de 1 kg aproximedemente de la solucidn reaccionante metandiice.
Después de unos 30" se_termina'la liberacidn de cicloserine por &di-
¢cibn de 1a segunda'mitad del deido acético metandlico a -7 hasia

-58¢ (pH 6,7 a 6,9). Lz suspensidn se conservs = unos ~102C durantie



30 ninutos e inmediatemente después se separa la cicloserina por

centrifugedo, se lava con wetanol y se seca a 30 hasta 35%,

Rendindento: 5,05 a 5,57 k. de cicloserins
Contenido: 9 4+ 15

20 .
[R/D 1112 2 1142 {¢c = 1 en agua). -

Rendimdento en % (referido £l metilester Dso<—amino-P—clo—'

ro propidnico clorhidrato utilizado): 81,5 a 89

2 Resultados

Preperado | Rendimiento en cicloserina | Jurezs .
ne sislada, cristalina, refe~| (Determinada X%
ridv al contenido puro volumétricamente )
1 80,5 % ‘ 96, 6%
2 81,5 ¢ o 98,2 %
3 83,3 96,6 %
¢ 81,55 Co98 &
5 g2 % 98 %
& 83 % 98,8 %
7 81,4 % ' 100, #
8 82,2 % 97,7 %
9 89,2 % 8 %
10 84,3 % 98,1 %

% = con Ka6H n/ 10



NOTA.

Se reivindicen los términos”siguiehtes:
1= Procedimiento de fabricaocidn de cicloserina (D-j~zuino-~
.S-isoxazblidinona) a partir del dcido D—a{-amiﬁoQFLcloro—prOpiohi-
: droxémiéo no aislado, en solucidn acuosa, formado por reaccidn de
éster D~ -omino- p-cloro—pfopidnico con hidrokilamiha, caracheriza—
do porgue el deido hidroxdwico se cieclizs tofalmenﬁe, con il congtrie
te de 10 a 11, de preferencia 1C,2 a 10,5, por adicidn continus de
hidréxido alcalino, luego, a un pE de 11 a 12,:de'preferencia de 11,°
se evapora en vacio la solucién acuosa, por adicidn_de_un alconol
ihferior; de preferencia metanol, se preéipita ¥y sepafa el clerurc
-1aloélino, por dltimo por adiciénchi&adqsa de dcido haste un pE co-
wo de 6,5 a 6,9, de preferencia 6,9, se libera cicloserinz de su szl
alcalina, se le hace crisgtelizar y luego se separa por Tiltraje.
2.~ Procedimiento segin lo reivindicado en el punto 1, cu=
recterizado porqgue la ciclizacidn se hace principalmente & teijers—
tura zmbiente.
3.— Procedimiento segin 1o reivindicado en los PUMEOE EilTm
riores, caracterizado porgue como hidrdéxido alcalino se eityles iland~
zido sddico y, para la precipitacién del cloruro de sodio, matenol,
4.~ Procedimiento segin lo reivindicado en los bunios aun-
teribres, caractérizado porgue el ajuste.de.l&‘301UCién metandlica
se hece en PE 6,5 a 6,9 & ©2 hasta -102C y al misuo tiempo se pone
en marcha la cristalizacidn por adicidn de crisfecles de cicloserins
recién préparados, seguidameﬁte se conserve la temperaturs en -5 &
~109¢ durante 30 minutos aproximadamente y después se filtrs inmedice

tamente la cicloserina que ge ha precipitado.



5.~ PROCEDITIIEINC D PADKICACION DI CICLOSERINA (D-4—auinow
3~I3CEAZCTIOINCEA) .
Podo conforme quede descrito en la presente Memoria, gue

conste de CLICE HOJAS mecanografiadas por une sols cara y foliadas.

Hadzid, 94 JUN 1983
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