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La presente invencidn se refiere a un método para la
preparacidn de antibidticos hidroxilados, y particularmente
para la preparacién en una sola etapa de D(-)=-alfa-amino-p-
hidroxi-bencil-penicilina, comfinmente denominada amoxicilina,
directamente a partir de penicilinas naturales, preferen~
temente bencil penicilina y fenoximetil penicilina, o de
ligquidos orgénicos de extraccidn de los caldos de fermen-
tacién de las mismas. Es conocido, segln la Patente alemana
No 1.139.844, preparar D(-)-alfa-amino-p-hidroxibencil
penicilina haciendo reaccionar &dcido 6-amino-penicilénico
con un derivado de p-hidroxifenil glicina, en el que el
grupo carboxilo es activado y el grupo amino es protegido,

y extrayendo luego el grupo protector del producto obtenido
mediante hidrogenacidn catalitica.

M&s recientemente se han descrito, en relacidn con la
Patente alemana Ne 1.942.693, varios derivados de p-hidroxi-
fenil glicina, los cuales proporcionan, mediante tratamiento
con dcido 6-amino=-penicilédnico, comfinmente denominado 6-APA,
y subsiguiente extraccidn de los grupos protectores,
D(-)-alfa-amino-hidroxibencil penicilina.

En ambos casos, el producto de partida es dcido
6-amino-penicil&nico, el cual se obtiene, a su vez, a partir
de penicilinas naturales mediante una diacetilacién quimica
o microbiolégica.

Los procedimientos seglin las Patentes arriba menciona-
das N2 1,942.693 y No 1.139.844 adolecen del inconveniente
fundamental de ser costosos y complicados debido a que no

parten directamente de las penicilinas naturales, requiriendo



10

15

20

25

z e L
g L AL &

por tanto esencialmente dos reacciones sucesivas en las
gue se aisla primeramente 6-APAy luego D(=)-alfa~amino-p-
hidroxifenil glicina, resultando con ello también afectados

los rendimientos.
La finalidad primordial de la presente invencién con-

siste en proporcionar un método para la preparacidn de

D(-)=alfa-amino~p~hidroxibencil penicilina en una sola etapa,

directamente a partir de penicilinas naturales, o casi
directamente a partir de los liquidos orgdnicos de extrac-
cién de los caldos de fermentacibn, y que pueda realizarse
de manera r&pida y poco costosa.

Esta y otras finalidades de la presente invencién se
logran mediante un m&todo para la preparacién de D(-)-~alfa-
amino-p-hidroxibencil penicilina directamente a partir de
peniéilinas naturales, preferentemente bencil penicilina
y fenoximetil penicilina, o de caldos de fermentacidn de
las mismas, en el que la penicilina natural se esterifica
con un alguil clorosilano en presencia de un disolvente
clorado y una base terciaria, y se convierte en el imino=-
cloruro correspondiente mediante adicidn de un agente clo-
rante y luego en el imino&ter mediante tratamiento con un
alcohol primario que contenga 1-4 &tomos de carbono, carac-
teriz&ndose dicho método porque el citado imino&ter se hace
reaccionar a una temperatura comprendida entre -30°C y 0°C
con una cantidad equimolar de agua para proporcionar un
imidato, el cual, si se hace reaccionar inmediatamente con
un anhidrido mezclado de &cido D(-)}N{l-metil-2-carbetoxi-

vinil)-alfa-amino~alfa-(p~hidroxifenil)acético y &cido
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pivdlico, a un pH comprendido entre aproximadamente 6,5
y aproximadamente 9, proporciona un compuesto inestable
altamente reactivo que se convierte instantdneamente en
amoxicilina con el grupo amino protegido, hidrolizdndose

luego la amoxicilina con dcidos minerales diluidos a un pH

de 1-3 y a una temperatura comprendida entre aproximadamente

~5°C v +5°C, y precipitdndosela finalmente convirtiendo el
pH en aproximadamente 4,5 - 5,5.

La reaccidn entre el iminoéter (I) y la cantidad
equimolar de agua da lugar a la formacidn de un imidato

(II) segtin el siguiente esquema:

(a)
+H20 ?H
QCHz—(ll=N-—Pen — @—CHZ- C -NH—Pen
|
OR OR
(1) (II)

La reaccidn entre el imidato (II) y el anhidrido mez-
clado (III), destinada a proporcionar el compuesto ines-
table altamente reactivo (IV), a formar la amoxicilina
con grupo amino protegido (V) vy a converfir luego esta
dltima en amoxicilina (VI) después de la hidrdlisis, se

efectlia seglin el siguiente esquema:

(b)
oH 0O O
| o
CH;-C -NH-Pen + HO —@— CH-C-0-C-C (CH3)3—-—b
| |
OR NH
|
(11) C=CH~COOC,He (II1)
H,C
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———eeppe R" CO~NH Pen + <i;;:> - CHZ—COOR (CH3)3C*COOH

+ (V)

+H
R" CO-NH Pen— w=HO— @—»-CH-CO-NH Pen +
|
NH,

+ CH,-CO-CH,~-COOC.H (VI)

3 2 275

En las reacciones arriba expuestas significan:
(c)

R = CH3; CZHS: C3H7; C4H9

R' = ~Si<CH 6 -si CH,
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c = CHCOOC2H5

La clave del mé&todo segiin la presente invencidn,
mediante el cual es posible obtener amoxicilina a partir
de penicilinas naturales o directamente de los liquidos
organicos de extraccidén de los caldos de fermentacidn,
consiste en la reaccifn entre el anhidrido mezclado y el
imidato, debiéndose efectuar esta reaccidn en presencia
de cantidades casi equimolares de agua, a fin de que el
imidato no hidrolice en absoluto a 6-APA.

En efecto, debe tenerse en cuenta que si se formase
6-APA, este compuesto no reaccionaria bajo las condiciones
de reaccidn del método segfin la invencidn,

La cantidad equimolar de agua proporciona conjuntamente
con el imidato una forma activa que reacciona ré@pidamente y
con elevados rendimientos con dicho anhidrido mezclado.

Para una mejor comprensidn de las caracteristicas del
método seglin la presente invencién se describen a continua-
cidn algunas formas de realizacién del mismo, a titulo de
ejemplo no limitativo.

EJEMPLO 1

Con 37 g de penicilina potésica G se form8 una suspen-
si6n en 400 ml de cloroformo a temperatura ambiente, Tam~
bién a temperatura ambiente se afiadieron a la suspensidn
43 g de N,N-dimetilanilina y 20 g de dimetildiclorosilano

y la solucidn se agitd durante 1 hora. La masa se enfrid a
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-35°C v luego se le afiadieron 21,2 g de PClS. Después de

3 horas de reaccibn, la temperatura se disminuydé a -45°C,
afiadiéndose luego una mezcla constituida por 50 ml de
n-BuOH y 100 ml de acetona. Mantenié&ndose la masa a =~45°C
se la agitb durante 2 horas m&s. Luego se afiadid una mezcla

de 60 ml de Hzo y 200 ml de acetona. La temperatura se

elevd a -20°C v el pE a 8 mediante la adicidn de trietilamina,

manteniéndose el pH y la temperatura mencionados a los nive-~

les arriba citados durante 30 minutos, afladiéndose luego

una mezcla preparada independientemente y constituida por:
Acetona 300 ml

D(~)N{(l1-metil~2~carbetoxi~
vinil-alfa-amino-alfa
(p~hidroxifenil)potasio acetato 37,4 g

Cloruro de pivaloilo 14,6 g

La reaccidn se mantuvo a =20°C durante 2 horas y
el pH a 7,2. Luego se efectud la hidr6lisis con 10 $ HC1
para extraer el grupo protector sobre NHZ' Se extrajo la
fase orginica, se lavd la fase acuosa con CH2C12 y'luego
se la transformd a un valor pH 5 con NaOH concentrado. La
masa se agitd a 0°C durante 12 horas, luego se £iltré y el
sblido resultante se lavd con H,0 vy acetona y se secd bajo
vacfo, Se formd un precipitado de amoxicilina trihidratada.
Se obtuvieron 35,2 g de producto. El titulo espectrofoto-
métrico de la base anhidra era de 98 %.

Agua (K.F.) 13,7 %
EJEMPLO 2

Con 37 g de penicilina potfsica G se formd una sus-

pensidén en 400 ml de CHCl, a temperatura ambiente. Todavia

3
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a temperatura ambiente se afiadieron 43 g de N,N-dimetil-
anilina y 20 g de dimetildiclorosilano y la solucidn se
agitd durante 1 hora. La masa de la reaccidén se enfrid a
-35°C v se le afladieron 21,2 g de PClS.

Después de 3 horas de reaccidn se redujo la tempera-
tura a -45°C vy se afiadieron a la masa 100 @l de n-BuOH.
la reaccidn se prolongd durante 2 1/2 horas a -~40°C. Luego
se afiadid una mezcla de 30 ml de H20 y 50 ml de acetona.
La temperatura se mantuvo a ~-20°C y el pH se elevd a 8,5
mediante la adicidn de trietilamina. En estas condiciones
se prosiguié la reaccién durante 1 hora, afiadiéndose luego
una mezcla preparada independientemente‘y constituida por:

Acetona 300 ml

D(~)-N-(1~metil-2-carbetoxivinil) -
alfa-amino~alfa~ (p~hidroxifenil)potasio
acetato ' 37,4 g

Cloruro de pivaloilo 14,6 g

La masa se hizo reaccionar a -20°C durante 1 hora
vy el pH se mantuvo a 8. El grupo N-{metil-carbetoxivinil)
se hidrolizd entonces mediante adicidn lenta de 10 % HCl.
Luego se extrajo la fase orgédnica y se transformd la fase
acuosa a un pH 4,8 con NH4OH. Se formd un precipitado de
amoxicilina trihidratada que se mantuvo bajo agitacibn
durante algunas horas a 0°C. Finalmente, el producto se
recogif mediante filtrado, se lavd con Hzo Yy una pequeia
cantidad de acetona vy luego se secd bajo vacio a 40°C.
Se obtuvieron 33 g de amoxicilina trihidratada.

Titulo espectrofotométrico sobre base anhidra 97,2 %
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Agua (K.F.) 14,1 %
EJEMPLO 3

Con 37 g de penicilina potésica G se formdé una suspen-
sidén en 400 ml de cloroformo a temperatura ambiente. Toda-
via a temperatura ambiente se ahadieron 43 g de
N,N-dimetilanilina y 20 g de dimetildiclorosilano y la
solucidn se agitd durante una hora. La masa se enfrid a
~35°C y se le afiadieron 21,2 g de PClS. Después de 3 horas
de reaccibn, la temperatura se redujo a -45°C, afladiéndose
luego 130 ml de n-BuOH y haciéndose reaccionar la mezcla
durante 3 horas a -40°C. Entonces se afladid una mezcla
de 40 ml de Hzo y 100 ml de acetona. La temperatura se
mantuvo a =-20°C v el pH se elevd a 8,5 mediante la adicién
de trietilamina. La masa se hizo reaccionar durante 1 hora
a un pH 8,5 y a -20°C, afiadiéndose luego una mezcla prepa-
rada independientemente y constituida por:

Acetona ' 300 ml

D(-)N(l-metil~2-carbetoxivinil)-alfa-
amino=-alfa-(p~hidroxifenil)potasio
acetato 37,4 g

Cloruro de pivaloilo 14,6 g

La masa se hizo reaccionar a -20°C durante 1 1/2 horas,

y luego se efectud la hidr6lisis a un pH 2 constante con
10 % HCl. La fase orgdnica se extrajo y la fase acuosa

se transformd a un pH 4,8 con NaOH (1 : 1). Asi se formd
un precipitado de amoxicilina trihidratada. El producto se
mantuvo bajo agitacidn durante 5-6 horas a 0°C, luego se

£filtrs, se lavd intensamente con H20 y se secd bajo vacio
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a 40°C. De esta manera se obtuvieron 31,3 g de amoxicilina

trihidratada.
Titulo espectrofotométrico sobre base anhidra 98 %
Agua (K.F.) 13,5 %
EJEMPLO 4

Con 37 g de penicilina potdsica G se formd una sus-
pensidén en 400 ml de CHCl3 a temperatura ambiente. Todavia
a temperatura ambiente se atfiadieron 43 g de N,N-dimetil-
anilina y 20 g de dimetildiclorosilano y la solucidn se
agitd durante 1 hora. La masa se enfrid a -35°C y se le
anhadieron 21,2 g de PC15.

Después de 3 1/2 horas de reaccidn se enfrid la
masa a -45°C vy se le apadid una mezcla constituida por
50 ml de n~-BuOH y 100 ml de acetona. Todavia a -45°C,
la masa se agitd durante otras 2 horas mids, y luego se
le afiadid una mezcla de 60 ml de HZO y 200 ml de acetona.
La temperatura se elevd luego a -20°C y el pH a 8 mediante
la adici6n de trietilamina. El producto se mantuvo a este
PH vy a esta temperatura durante 30 minutos, afladiéndosele
luego una mezcla preparada independientemente y constituida
por:

Acetona 300 ml

D(=)N(l-metil-2-carbetoxivinil)-alfa-
amino-alfa(p-hidroxifenil)potasio
acetato 37,4 g

Cloruro de pivaloilo 14,6 g
La masa se mantuvo bajo agitacidn durante toda la

noche a -20°C con un pH variable entre 7,2 y 7,5. Luego se

- 10 -
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efectub la hidr8lisis mediante lenta adicién de 10 &
HCl. La fase orgfnica se extrajo y la fase acuosa se lavd
con CH2C12 y se transformd a un pH 5 con NaOH (1 : 1).
Se formd un precipitado de amoxicilina trihidratada, el
cual, después de 5-6 horas de agitacién a 0°C, se filtré,
se lavd intensamente con H,0 y acetona y se secd bajo
vacfo a 40°C. Se obtuvieron 32,5 g de amoxicilina trihidratada.
Titulo espectrofotométrico sobre base anhidra 98,3 %
Agua (K.F.) 13,9 &
EJEMPLO 5
46,4 g de sal potésica de fenoximetil penicilina se
hicieron reaccionar segin el procedimiento descrito en
el ejemplo 4 precedente, obteniéndose amoxicilina trihidra-
tada con un rendimiento de 75 %.
EJEMPLO 6
El producto de partida era nn caldo de fermentacibn
empleando como microorganismo una mutacidn de Penicillum
Chrysogenum. El lecho de fermentacidn comprendia bésicamente
melazas, solucidn de maiz macerado, &cido fenil acé&tico
gque se fue afiadiendo durante el curso de la fermentacibn,
sales minerales y agente antiespumante. La fermentacidn
durbd aproximadamente 140 horas a 25°C. La capacidad de
cosecha era de aproximadamente 15 mg/ml. El caldo se £iltrd
sobre celite y después de acidificacitn del mismo se
sometid primeramente a una extraccidn con clorofomo y luego,
para la separacidn de impurezas adicionales, a otra extrac-
¢ibén con agua tamponada a aproximadamente un pH 7 y final-

mente otra vez con cloroformo despuéds de su acidificacibn.

- 11 -
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De esta manera se obtuvo una solucidn clorofdrmica con una
concentracidn de bencil penicilina de aproximadamente

100 g/litro. La solucidn se anhidrificd con sulfato sddico
y el procedimiento se realizd igual que en el ejemplo 1.

El rendimiento total de la conversidén de bencil penici-
lina del caldo de fermentacidn a amoxicilina fue de aproxi-
madamente 70 %.

N O T A

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de ponerlo en practica, se hace cons-
tar que todo cuanto no altere, cambie o modifique su prin-
cipio fundamental, puede quedar sometido a variaciones de
detalle. También se hace constar que esta invencidn corres-
ponde a la descrita en la Solicitud de Patente Ne 22877 A/74,
depositada en Italia en 17 de Mayo de 1974, cuya prioridad
se reivindica de acuerdo con los Convenios Internacionales
en vigor, siendo lo esencial y por lo gque se solicita
Patente de Invencidn, por veinte afios, lo :que quéda resumido
en las siquientes reivindicaciones:

12.- Método para la preparacidén de antibiéticos
hidroxilados, y particularmente para la preparacidn directa
de D(-)=-alfa-amino~p~hidroxibencil penicilina a partir
de penicilinas naturales, preferentemente bencil penicilina
y fenoximetil penicilina, o de caldos de fermentacidn de
las mismas, en el que la penicilina natural se esterifica
con un alquil clorosilano en presencia de un disolvente
clorado y una base terciaria, y se convierte en el imino-

cloruro correspondiente mediante adicidn de un agente clo-

_12-
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rante y luego en el iminoéter mediante tratamiento con
un alcohol primario que contenga 1 a 4 &tomos de carbono,
caracterizado porque el citado imino&ter se hace reaccionar
a una temperatura comprendida entre -30°C y 0°C con una
cantidad equimolar de agua para proporcionar un imidato,
el cual se hace reaccionar inmediatamente con un anhidrido
mezclado de &cido D(-)-N-(l-metil-2~-carbetoxivinil)-alfa-
amino-alfa~(p-hidroxifenil)acético y &cido pivélico, prepa-
rado independientemente en acetona, a un pH comprendido
entre aproximadamente 6,5 y aproximadamente 9, proporcionan-
do un compuesto inestable altamente reactivo que se convier-
te instant&neamente en amoxicilina con su grupo amino prote-
gido, hidroliz&ndose luego la amoxicilina con &cidos mine-
rales diluidos a un pH de 1-3 y a una temperatura compren-
dida entre aproximadamente -5°C y +5°C y precipiténdosela
finalmente convirtiendo el pH en aproximadamente 4,5 a 5,5.
22.-~ Método segn la reivindicacién 1%, caracterizado
porque dicho disolvente clorado se selecciona de cloroformo
v cloruro de metileno.

3.~ Método segtin la reivindicacidn 22, caraéterizado
porque el agente clorante es PClS.

42, - Método segln la reivindicacidn 32, caracterizado
porque la base terciaria se selecciona de N,N-dimetilanili-
na vy quinolina,

52,~ M&todo segfin la reivindicacién 42, caracterizado
porgue el alcohol utilizado es un alcohol primario con
1~4 4tomes de carbono.

62.- METODO PARA LA PREPARACION DE ANTIBIOTICOS

- 13 -



HIDROXILADOS,
tal y como queda descrito y reivindicado en la presente
memoria que consta de catorce hojas mecanografiadas por
una sola cara.
BARCELONA, 12 de Noviembre de 1974.
ARCHIFAR Industrie Chimiche

del Trentino S.p.A.
P.P.
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