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MEvIORIA DESCRIPTIVA

E l t r ih id r a to  de ác id o  & -H )(-)-a lfa -am in o -p -h id ro - 

x ife n ila c e ta m id o U -p e n io ilán ic c  ( i )  e s una de l a s  p e n ic i l in a s  

s e m is in té t ic a s  más in te r e s a n te s  recientem ente d e sc u b ie r ta s

(I)
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(A.A.W. Long. J .  H. O, Nayler, H. Smith, T. Taylor,N.Ward,
J .  Chem. Soc. (C) 1971; 1920); ésta se u tiliza  ampliamente 
en la, actualidad en la  terapéutica humana por sus interesan 

tes propiedades biológicas y farmacológicas y se u tiliza  
5* particularmente como un antibiótico para uso oral ya que es 

absorbida en un grado considerable en el tracto gastro-in- 
testin al y, por consiguiente; faculta la  obtención de ele­
vadas velocidades hemáticas de antibióticos* R.C.Gordon,C. 

Regamey; W.M.M. Kirby, Antimicrob; Agents Chemother* 1972. 
10. 504; R. Sutherland, E.A.P. Croydon; G.N. Rolinson; B rit.

Med. J .  3, 13 (1972);
H* C. Neu; E.B. Winshell; Antimicrob, Agents Chemother.

1970, 407-423;
E. A.P. Croydon, Antimicrob. Agents Chemother. 1970-, 427,

15. R. Sutherland, G.N. Rolinson, Antimicrob. Agents Chemother.

1970, 411,
P. Acred. Antimicrob. Agents Chemother. 1910-, 416,
Chem. Eng. News, May 8 , 1972 pág. 23,
F. G. Middleton, Antimicrob. Agents Chemother. 1973, 25,

20. E.A.P. Croydon, R. Sutherland, Advance Antimicrob.
Antineoplastic Chemother. Proc. Int. Congr. Chemother.

7 ^  1971, pág. 975,
A. Acred. P.A. Hunter, L. Mizen Adavan. Antimicrob. Antineo 

p lá stic . Chemother. Proc. Int. Congr. Chemother 7 ^

25. 1971, pág. 969,
G. N. Rolinson, Chornotherapy, 1973, 1 
K: Lüttecke, Chemotherapy, 1973, 12

H. Burgi, Chemotherapy, 1973, 19 
J .  Stam, Chemotherapy, 1973, 27
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15.

20.

H.H. Vollhaber, Chemotherapy* 1973* 34 

R. GSmez Luz, Chemotherapy* 1973* 47 

M. Peromit, Chemotherapy, 1973* 52 
P. Fiegel, Chemotherapy, 1973* 57 

P. Tan. Chemotherapy, 1973* 69*
J.M.C. Guibert, Chemotherapy* 1973* 81 
M. Kienitz, Chemotherapy, 1973* 97*
E.A.P. Croydon, Chemotherapy* 1973* H2,
G.P. Bodey, Antimiorob. Agenta Chemother, 1972, 358.

EL derivado (I) que contiene la  cadena D(-)-p-hi- 

drofenilglicínica posee mayor actividad antibiótioa que lo s 
derivados que contienen l a  cadena L o D, L de p-hidroxifenil— 

glicina.
' EL trihidrato 6-D(-)-alfa-amino-p-hidroxifenilaoe- 

tamido-penioilánico (I) se obtiene, de conformidad con el co­
nocimiento actual, segdn uno de lo s métodos siguientes: 
a) por condensación entre e l ácido 6-aminopenicilánico (II)

HOOC.

NHr

II

y uno de lo s derivados de D(-)-p-hidroxifenilglicina:
25. . ,

1) derivado enamínico (III)  o derivado oarbobenciloxilico 
(IV) (A.A.W. Long y col. J*. Chem. Soc. 1971, 1920; 
Beecham Group Ltd., patente U.s.A. 3.674.776 de 
4 de ju lio  de 1972; Beecham Group Ltd. Sud-Africa 
696.021 de 22 de agosto de 1969; Beecham Group Ltd.
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Ger. Offen. 1.942.693 de 26 de febrero de 1970).

ñ

15. '

e h idró lisis subsiguiente del grupo enamínico o hidrcgenó- 
l i s i s  del grupo carbobenciloxílico! '

2) clorhidrato de cloruro (Y) u oxazolidindiona (Y!) (Beecham 
Group Ltd. patente U.S.A. 3.674.776 de 4 de ju lio  de 

20. 1972? Sud-Africa 696.021 de 22 de agosto de 1969! Ger.
Offen. 1.942.693 de 26 de febrero de 1970).

( V ) (VI)
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5.

10.

15.

3) D(- )p-hidroxifenilglicina en presencia de agentes de 

condensación ta le s como diciclohexilcarbodiimida 

(Beecham Group Ltd. patente U.S.A. 3.674)776 de 4 de 

ju lio  de 1972):
b) por condensación de una base Schiff de ácido 6-amino- 

penicilánioo (IX) con el derivado de oxazolidindiona 
de D(-)-p-hidroxifenilglicina (VI) (Squibb and Sons 

Inc. Ger. Offen. 2.163.279 de 3 de agosto de 1972)

(IX) (VI)

En todos estos procedimientos) e l trahidrato de 

ácido 6-/T3(-)-alfa-amino-p-hidroxifonilacetamido7-penici- 

lánido I se obtiene utilizando un derivado de la  forma 
20. D-(-)-p-hidroxifenilglicina ópticamente activa (X)

Esta D-(- )-p-hidroxifenilglicina (X) se obtiene 

según procedimientos muy laboriosos y costosos a partir
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de D, L-p-hidroxifenilglicina y utilizando: 
a) l a  conversidn de D, L-p-hidroxifenilglicina (XI) en 

el derivado N-benciloxicarbonílico (XII), derivado 
N,0-dibenciloxicarbonílico (XIII) y la  separación 

5. subsiguiente de los antípodas ópticos de estos
compuestos con el empleo de quinina seguido de la  
separación de los grupos benciloxicarbonílicos, por 
ejemplo mediante hidrogenación ca ta lítica :

10.

20 .

0
)!

25.
0=C-0-CHgCgH^ XIII

(A.A.W. Long y col. J .  Chem. Soc. 1971, 1920), (Beecham 
Group Lted. Sud-Africa 696,021 de 22 de agosto de 1969) 
l a  conversión de D,L-p-hidroxifenilglicina (XI) en el
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N-acetato (XIV) o el N,0-diacetato (XV) y l a  separaoión 

subsiguiente de lo s antípodas ópticos de estos com­

puestos utilizando dehidroabietilamina seguido de 
saponificación de los grupos aoetilicos:

(Beecham Group Ltd., B rit. 1.318.216 de 24 de septiembre 
14. de 1970).

o) la  conversión de D,L-p-hidroxifenilglicina en el deri­
vado N-cloroacetílico (XVI)y l a  separación subsiguiente 

de lo s antípodas ópticos mediante dehidroabietilamina 
y la  separaoión subsiguiente del grupo cloroaoetílico:

20.

25.

XVI

(Bristol Mayers Co., U.S.A. 3.796.748 del 12 de mayo 

de 1974).
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De este modo la D-(- )-p-hidroxif enilglicina es un 
reactivo muy costoso.

Ahora se ha descubierto? sorprendentemente? que 

es posible obtener directamente el trihidrato de ácido 
5 . 6-/B-(- )-alfa-amino-p-hidroxifenilace tamido/ -penic ilánico

(I) mediante condensación, bajo condiciones particulares? 
del ácido 6-aminopenicilánico (II) con un derivado de D,L- 
-p-hidroxifenilglicina (XI) (o sea? sin tener que separar 
previamente e l enantiómero (D(-)-p-hidroxifenil-glicina) ó_p 

10. ticamente activo

Las suposiciones teóricas sobre la s que se basa 

e l presente invento se derivan del hecho de que en la  sin-
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te s is  del trihidrato de ácido 6-¿B(-)-alfa-amino-p-hidroxi 
fenilacetamido7 -penicilánico ( I) se u tiliza  ácido 6-amino- 
penicilánico (II) que es ópticamente activo y*por consiguien 

te? cabe suponer que haciendo reaccionar ácido 6-aminopeni- 
5. cilánico (II) con un derivado apropiado de DyL-p-hidroxife

n ilglicina (XI) se obtendrá cna diferente velocidad de 
formación para una de la s  dos formas de ácido 6-/B (-)-a lfa-  
-amino-p-hidroxifenilacetamidó7-penicilánico ( I) y ácido 

6 [L(+)-alfa-amino-p-hidroxifenilacetamidoj-penicilánico 
10. (XVI)
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(en donde R es un grupo protector para el grupo amínico, 
por ejemplo un grupo enamínico o un grupo oarbobenoiloxíli- 

oo y X es oualquier grupo activador para el grupo carboxíli- 
co, po.r ejemplo un anhídrido mixto o un áster activo).

5* Se ha descubierto sorprendentemente que es posi­
ble a is la r  e l trihidrato de ácido 6-LD(-)-alfa-amino-p-hi- 

droxifenil-acetamido]?-penicilánioo (I) en forma pura por me­
dio de una de la s  condensaciones siguientes:
a) reacción entre ácido 6-aminopenioilánico (II) y el

anhídrido mixto (XVII) obtenido haciendo reaccionar 
O.

N-carbobenoiloxi-D,L-p-hidroxifenil-glicina con 
clorocarbonato de etilo

O O
ti 9

XVII

seguido de hidrogenólisis del grupo oarbobenoiloxílioo; 
20 . b) reacción del ácido 6-aminopenioilánico (II) con el

anhídrido mixto (XVIII) obtenido haciendo Reaccionar 
N-(2retoxicarbonil-l-metilvinil)-D,L-p-hidroxi- 
fen ilg lio in a oon clorocarbonato de etilo
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(XVIII)

10 .

15.

seguido de h idrólisis ácida del grupo N-(2-etoxi- 
-carbonil-l-m etilvinilico); operando bajo oondi - 
ciones apropiadas;

c) reacción de ácido 6-aminopenicilánico (II) con ol 
áster cianometílico ( XIX) de N,0-dicarbobenciloxl- 
-D,L-p-hidroxifenilglicina

seguido de hidrogenólisis de los grupos carbobenci 

lo x ílico s;
d) reacción del ácido 6-aminopenicila.nico(II) y con el

25.



áster metílico (XX) de D,L-p—hidroxifenilglicina en 

presencia de células de Esoherichia Coli ATCC 11105

10. Se ha descubierto tambián que es posible obtener
trihidrato 6-[D(-)-alfa-amino-p-hidroxifenilacetamido]-pe- 

nicilánico (I) con rendimientos químicos moderados y en forma 
pura mediante condensación de un derivado s i l í l ic o  de ácido 
6-aminopenioilánico (XXI-a-b) con el clorhidrato del cloruro 

15 . de D-p-hidroxifenilglioina (V)

XXIa
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5.

10 *

ĤO 

Ĥ C Si-OOC 
R̂

Ĥ C3

Ĥ C

\

-N-

H

CO
CĤ

/   ̂
, 'NH-Si— CH. < \  J
H

XXIb

(en donde R puede ser CĤ  cuando se u tiliz a  la  reacción 

de ácido 6-aminopenicilánico con trim etilclorosilano o 

hexametildisilazano, o cloro cuando se u tiliz a  la  reac­
ción de ácido 6-aminopenicilánico con dimetildicloro- 

silano)

15.

20 .

25.

Por dltimo se ha descubierto que puede obtener­
se una forma particularmente pura de trihidrato de ácido 

6-CD(- )-a lf a-amino-p-hidroxifenilaoetamido]-penicilánico 
(I) (con una diferencia del valor de la  función yodomó- 

tricat acidimótrica y aminica inferior a 6%, ta l como re­
quiere el código de Federal Regulations of the Food and 
Drugs Administration of the United States) mediante pre­

cipitación del antibiótico I de la s  soluciones acuosas 

con ciertos derivados de ácidos naftalen-sulfónicos (y en
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Particular oon l a  sa l disódioa del ácido 2 , 6-d itercibutil- 
-naftalen-1 ,5-disulfónico (XHI) con lo que se forma una 
sa l prácticamente insoluble en agua)*

5*

10 c

15.

20.

25.

suspensión de estas sales naftalensulfónicas en agua y su 

tratamiento con bases ta le s como amoníaco acuoso y d ie tila -  
mina o trietilam ina.

Los ejemplos que siguen se ofrecen a títu lo  de 
ilustración no lim itativa*
EJEMPLO 1.

a) En este ejemplo y en los siguientes la  D,L-p-hidroxi- 
fen ilglio ina se obtiene a Partir de p-oxibenzaldehido 
utilizando modificaciones al mótodo de E.K. Harvil, 
R.M. Herbst, J .  Org. Chem. 2, 21, 1944*

b) Se disuelven 60 g de D, L-p-hidroxifenilglioina 
(360 moles) en 720 cc de NaOH acuoso N/l a 0^0 con 
vigorosa agitación durante 45 minutos y se trata
con 51,2 cc de clorocarbonato bencílico (36O mmoles). 
La mezcla se agita durante 30 minutos a Oa y durante 

30 minutos sin  enfriamiento. Se f i l t r a  la  suspensión 
a travós de ce lite , se extrae el filtrado  con 2 x 
300 cc de cloroformo y luego con 300 00 de óter 
e tílic o . Se ac id ifica  la  fase acuosa a OBC con
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HC1 acuoso a l 15% durante 2 horas* se f i l t r a  e l  sólido* 
se lava con agua y se seca bajo vacio a 452.

Se obtienen 43 g de N-carbobenciloxi-D*L-p- hi- 
droxifenilglicina que se purifica mediante suspensión 

5. en 300 cc de benceno hirviente* filtrac ió n  en caliente

y cristalización  subsiguiente en etanol-agua 10 :15*

Se obtienen 39 g de N-carbobenciloxi-D*L-p-hidroxi- 

fen ilglicina con un punto de fusión de I 84- I 87SC.

c) Se suspenden 20 g de N-carbobenciloxi-D*L-p-hidroxi- 
10 . fen ilglicina (66,5 inmoles) en 140 cc de acetona;

10 cc de trietilam ina a -103 seguido de 6*4 cc '

(66*5 mmoles) de clorocarbonato de etilo . Se agita 
durante 5 minutos a -IOS y luego se adiciona 0,1 cc 
de N-metilmorfolina. Se agita la  suspensión por 30' a 

15. una temperatura comprendida entre -103 y - 52. _

Se obtiene una solución de 14*4 g de ácido 
6-aminopenicilánioo ( 66*6 mmoles) en 90 cc de agua 

y 9 cc de trietilam ina con subsiguiente dilución con 
70 cc de acetona y se adiciona a -103 a la  suspensión. 

20. Se agita la  mezcla durante 1 hora a -103* se

evapora la  acetona bajo vacío* se adicionan 100 cc 
de metilisobutilcetona y se a ju sta  e l pH a 2 mediante 

acidificación con HC1 acuoso a l  15%. Se separa la  
fase orgánica y se extrae de nuevo la  fase acuosa 

25. con 2 x 50 cc de metilisobutilcetona.
Se combinan la s  fases orgánicas y se lavan con 

agua* se secan con NagSÔ  y se extraen 4 veces con 

65*5 mmoles en to ta l de NaHCOg a l  5*5% en agua, lo 

que dá soluciones de pH 7.
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Se oombinan los extraotos aouosos, se lavan con 
óter y luego se l io f il iz a n . Se obtienen 34- g del pro—

10.

15.

20.

duoto sólido blanco.
d) Se disuelven 20 g del producto lio filizado  en 70 cc 

agua y se adiciona a una suspensión de 18 g de Pd 
sobre BaSO  ̂ al 10% en 150 cc de agua (prehidrogenada 
durante 1 hora)? la  mezcla se hidrogena a la  presión 
y temperatura del ambiente durante 1 hora. Despuós 
de filtrac ió n  a travós de oelite , lavado con 3 x 50 cc 
de agua y acidificación con HC1 al 15% a pH 1,9 
durante 30 minutos, se extrae la  mezcla con 3 x 50 
cc de metilisobutilcetona y 50 cc de óter e tílico .
Se trata  la  fase acuosa con NĤOH acuoso al 25% a 
pH 5,1-5,6 y se concentra bajo vacío a 150 cc.
Despuós de una noche a 03 se separa por filtrac ión  
el producto sólido y se lava en agua y acetona; 
se obtienen 3,7 g de trihidrato de ácido 6-[D(-)- 
-alfa-amino-p-hidroxifenilaoetamido]-penicilááico

hidrato de ácido (6- [L (4- )-alfa-amino-p-hidroxi- 

fenilaoetamidoj-penicilánico y e l trihidrato de 
ácido 6-ÍD,Ir-alfa-amino-p-hidroxifenilacetamidoj- 
penicilánico obtenido por otros medios dá los 
resultados analíticos siguientes!
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D(-) L(4) D,L

[ a l f a ]^  como ácido anhídrido D 4 294S 4 161R 4 227^
sobre producto anhídrido

títu lo s microbiológico como 
ácido anhídrido sobre produc­

to anhidro 100% 10% 53%

^ Los títulos se expresan como ácido 6-[D(-)-alfa-amino-p-
hidroxifenilacetamidoj-penioilénico anhidro sobre e l pro­
ducto anhidro de conformidad con los métodos del CFR de 
la  EDA.

EJEMPLO 2.

^  a) Sal potásica de N-(2-etoxicarbonil-l-metilvinil)-D,L-p- 
-hidroxi-fenilglicina

Se disuelven 59*25 g de KOH al 85% en 960 cc de 

metanol y se adicionan* bajo agitaoián y a una tempera­
tura comprendida entre 4-50 y 460RC* 150 g de D*L-p- 

-hidroxifenilglicina y luego se adicionan a 460RC
20.

128*4 g de etilacetoacetato diluido con 516 cc de 

metanol. Al cabo de unos pocos minutos se forma una 
suspensión que se mantiene al punto de ebullición 

durante 30 minutos. Se concentra bajo vacío hasta 
volumen reducido y se adicionan 360 cc de alcohol

25. isopropílico. Se evapora de nuevo hasta un volumen
reducido* se adicionan 360 cc de alcohol isopropílico 
y se evapora de nuevo bajo vacio hasta volumen 
reducido. Se diluye con 1620 cc de alcohol isopropí-



*= 18 -

5.

10.

15.

20 .

25.

lioo . Se agita durante 90 minutos a +1030, se f i l t r a  
el producto sólido, se lava con 2 x 300 oc de aloohol 
isopropílioo. Se seca el produoto sólido a 503 bajo 

vacío; se obtienen 260 g de la  sa l potásica de 
N- (2-etoxicarbonil-l-metilvinil )-D, L-p-hidroxifenil- 

glioina: humedad (K. Fischer) 0,7%; pórdida de peso 
(al cabo de 3 horas a 6030 a 1 mm) 0 , 8%; peso 
equivalente 316 (teórico 313); cuando una solución 
de 5 g en 70 cc de agua se acid ifica  a pH 2 con HC1 

al 15%, se le  adiciona luego NĤOH al 25% a pH 5 , 
se f i l t r a  l a  mezcla y se seca, se obtienen 2 g de 
D,L-p—hidroxifenilglicina con oaraoterísticas 
químico-físicas idónticas a l producto puro,

b) Reacción de ácido 6-aminopenioilánico con anhídrido 
mixto (obtenido de la  sa l potásica de N-(2-etoxi-car- 

bonil-l-m etilvinil)-p, L-p-hidroxifenilglioina) en la  
relación molar 1:2

Se disuelven 25 g de ácido 6-aminopenicilánico 
(115,7 mmoles) en 41 co de agua oon 15 cc de d le tila-  
mina (pH 9,2) a 03, se diluye l a  solución con 41 cc 
de acetona y se enfria a - 53, lo que dá una solución A.

Se suspenden 73,5 g de sa l potásica de N-(2-etoxi- 
carbonil-l-m etilvinil )-D, L-p-hidroxif enilglioina 
(231,8 mmoles) en 400 cc de aoetona; se adicionan 
26 g de olorocarbonato etílico  '(239,6 mmoles) a 
- 4D3C. Despuás de 10 minutos a -40BC, se adicionan 
0,205 cc de N-metilmorfolina y luego se agita la  
suspensión durante 45 minutos a -3530. Despuós de 
enfriar a -453, se adiciona de uha vez la  solución
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A. Se agita la  suspensión durante 1 hora a -402 o, 
se f i l t r a  a través de 5 g de celite  y se lava con 

2 x 20 oc de acetona (residuo sobre e l f i l t r o  29*6 g). 

Se ac id ifica  é l filtrado límpido con HC1 acuoso a l  15 % 

5. hasta pH 1,3-1*5 en 90 minutos a OSC y luego se extrae*

primero con 400 cc de cloroformo y luego con 300 ce.
Se lavan la s  fases orgánicas combinadas con 36 cc 
de agua acidificada a pH 1*5.

La fase acuosa contiene 75 g /l de alfa-amino-p- 
10. hidroxibencil-penicilina (sobre la  base del títu lo

yodométrico) y 53 g /l de D-alfa-amino-p-hidroxibencil- 
penicilina (sobre la  base del titu lo  microbiológico). 

o) Reacción de ácido 6-aminopenicilánlco con anhídrido 
mixto (obtenido de la  sa l  potásica de N(-2-etoixá.carbo- 

15. n il-l-m etilv in il) -D* L-p-hidroxií enilglicina) en .la
relación molar 1 :1 .

Se disuelven 25 g de ácido 6-aminopenicilánico 

(115*7 minóles) en 41 cc de agua con 15 cc de dietilam i- 
na a ána temperatura comprendida entre Os y $a hasta 

20. que se obtiene una solución límpida (pH 9 *5 ).Se diluye
la  solución con 41 cc de acetona y se enfria a - 52C* 
lo que dá una solución A. Se suspenden 36*75 g de la  
sa l potásica de N-(2-etoxicarbonil-l-metilvinil)-D* L- 

-P-hidroxifenilglicina (115*8 minóles) en 305 oc de 
25. acetona. Se adiciona 13 g de clorocarbonato etílico

(119*8 mmoles) a -402 y se agita la  suspensión duran­

te 10 minutos a -40s. Se adiciona 0*1 co de N-metil- 

morfolina y se agita la  mezcla vigorosamente a -352 

durante 45 minutos.



Se enfría la  suspensión a -45s y se trata  con 
la  solución de ácido 6-aminopenioilánico (solución A*)*

Se ag ita  durante 1 hora a -40a y se f i l t r a  a 
travós de 5 g de celite (residuo 7,3 g)+ Se ac id ifi­
ca el filtrado  límpido (pH 6 ) a pH 1,3 -  1,5 con 
HC1 acuoso al 15% durante 90 minutos a una tempe­
ratura comprendida entre 0 y +53. Se agita durante 
30 minutos a pH 1,3 a -103, se extrae con 400 cc de 
cloroformo y luego con 200 cc de cloroformo. Se lavan 

la s  fases orgánicas combinadas con 36 cc de agua 
acidificada a pH 1,5 .

La fase acuosa contiene 70 g/1 de alfa-amino-p- 
-hidroxibencilpenicilina (sobre la  base del título 
yodomótrioo) y 60 g/1 de D-alfa-amino-p-hidroxi- 
bencilpenioilina (sobre la  base del titu lo  micro- 
biológico.).

EJEMPLO 3.
a) Derivado N,0-di-carbenciloxílico de D,L-p-hidroxi- 

fen il-glicina.
Se disuelven 60 g de D,L-p-hidroxifenilglicina 

(36O mmoles) en 1080 cc de NaOH aouoso N/l a 03 .y se 
trata bajo vigorosa agitación durante 45 minutos a 03 
con 102,4 cc de bencilclorocarbonato (720 mmoles). Se 
agita la  mezcla durante 30 minutos a 03 y luego durante 
2 horas sin enfriamiento. Se extrae la  suspensión con - 
2 x 300 cc de cloroformo y luego oon 300 cc de óter e tí­
lico . Se acid ifica la  fase acuosa a 03 con HC1 acuoso 
al 15% durante 2 horas, se f i l t r a  el sólido, se lava 
con agua y se seca bajo vacío a 45^* Se extrae el
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10,

15.

20.

25.

sólido con 3 l i t r o s  de benceno hirviente y se f i l t r a .

Se evapora l a  solución benoánioa límpida hasta seque­
dad bajo vaoío y se c r is ta liz a  el residuo en benceno.

Se obtienen 60 g del derivado N,0-dicarbobenciloxilioo 

de D,L-p-hidroxifenilglioina con un punto de fusión 
de 142-143=0.

b) Ester cianometílico del derivado dioarbobenoiloxílioo 
de D,L-p-hidroxifenilglicina.

Se tratan 43)5 g del derivado N,0-dicarbobenci- 
lox ilico  do D,L-p-hidroxifenilglicina (100 mmoles) 

en 1000 oc de acetato e tílico  con 11,35 g (150 mmoles) 
de cloroaoetonitrilo y 15 g de trietilam ina. Se man­
tiene l a  mezcla en ebullición bajo agitación durante 

8 horas; despuós de enfriarse a OR, se lava rápidamente 
con NaHCOg acuoso al 2/í a OS y luego con agua. Despuós 
de secado sobre sulfato sódico y de evaporar el d isol­
vente a 30= bajo vacio se obtiene el áster cianometí— 
lioo y se u t i liz a  en l a  condensación siguiente.

c) Condensación de ácido 6-aminopenioilánico con áster

cianometílico del derivado N.O-dicarbobenciloxilico
de D,L-hidroxifenilo. _ .SU" tratan 4773' g del áster cianometílico del
derivado N,0-dicarbobenciloxÜico de D,L-p-hidroxi- 

fen ilg lic in a  (100 mmoles), obtenido como se ha indi- 
oado anteriormente, en 1 l i t ro  de acetato de etilo  
a 20RC con una solución obtenida a 0 = durante 10,8  g 
(50mmoles) de ácido 6-aminopenioilánico en 1 l i tro  
de cloruro de metileno y 10,1  g (100 mmoles) de 

trietilam ina.
Se ag ita  la  mezcla durante 8 ihoras a 20R, se



enfría a 03 y ge extrae con NaHCÔ  acuoso al 3%*
Se ac id ifica  la  solución acuosa a pH 2 con 

HCl a OS y ge extrae con 1 litro  de éter etílico  

y luego con 2 l i tro s  de cloroformo. Se vuelven a 

extraer la s  soluciones orgánicas combinadas con 
NaHCÔ  aouoso a l 3% hasta que se obtiene un pH 7 

y se hidrogena la  fase acuosa (después de evaporar 
los vestigios de disolvente bajo vacio) a la  tempera­
tura y presión del ambiente en presencia de 10 g 
de Pd/CaCO .̂

Después de f i l t r a r  el catalizador se acid ifica 
la  solución con HCl acuoso concentrado hasta un pH 
de 1 .

Se adicionan 50 cc de acetato de etilo  y a ello 
se adiciona la  solución obtenida de 10 g de ácido 
beta-naftalensulfónico en 30 cc de agua, y se adiciona? 
simultáneamente NaOH acuoso para mantener el pH 
entre 1,5 y 1 ,8 . Se agita l a  mezcla durante 60 minu­
tos a 103. ge laga el producto sólido con agua, 
luego con acetato de etilo  y se seca.

Se suspenden el beta-naftalensulfonato de

D-alfa-amino-p-hidroxibenoilpenioilina a si obtenido
en 50 cc de agua y se trata  a 103 con NH.OH acuoso4
al 10% oon agitación a pH 7. Se agita durante 1 hora 
a 203, ge a ju sta  su pH a 5 con HCl acuoso, se agita 
de nuevo durante 1 hora a 11030 y se adicionan 60 cc 
alcohol isopropílico. Después de agitarse durante 
15 minutos se f i l t r a ,  se lava con agua, oon alcohol 
isopropílico y con acetona y luego se seca bajo
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vacío a 50a hasta que la  humedad es del 14%(K* *Fischer).

Se obtienen 7 g de trihidrato do D-alfa-qmino-p-
g

-hidroxibenAlpenicilina con un titu lo  yodométrico 

de 98%̂ un titu lo  microbiolégico ^ + 290a

y un titu lo  acidimétrico dol 9^ .  

x - Los títu lo s se expresan como anhídrido de ácido 

6-¿["*D( - )-alfa-aminp-p-hidroxifenll-acetamiáo7-penloilá- 

nico en e l  producto anhidro, de conformidad con los 

métodos indicados por e l CFR de la  FDA.

EJEMPIO 4.
10.

Oondensacién del áster metílico de D. L-n-hidroxifenil-gll- 

cina con ácido 6-aminopenicilánico en presencia de células 

de Escherichia Poli ATCC 11105.

Se tratan 60 g de D,L-p-hidroxifenilglicina 

^  ' (359 emoles) en 240 cc de metanol con 47,4 cc de Ĥ SÔ  con­

centrado. Se hierve la  mezcla durante 150 minutos, luego se 

deja en reposo a la  temperatura del ambiente durante una no­

che y se trata  con 73 cc de NĤOH para obtener un pH de 

7-7,5. Se agita durante 15 minutos a 203, se f i l t r a ,  ee lava , 

2o ' con 3 x 30 cc de metanol y luego con agua hasta que se obtie­

ne una reacción de sulfato negativa y luego se seca a 459- 
503. Se obtienen 61,15 g del éster metílico de D, L-p-hidroz^ 

fon il-g lic in a con un punto de fusión de 188-1903.

Se inoculan 200 cc de un medio de cultivo obtenido
*

25J de 25 g/ 1  de extracto de levadura y 0,9 g / l  de ácido fen ila-

cético en un matraz Erlenmeyer con células de Escherichia 

Poli ATCC 11105 obtenidas de agar nutriente inclinado.

Se inouba a 259 sobre un agitador reclprooo duran­

te 28 horas. Se separan la s  células a si obtenidas del caldo
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mediante centrifugación, se lavan con agua y ae adicionan 

a una suspensión obtenida de 10 g/1  de ácido 6-aminopenioilá- 
nico y 30 g/1  de áster metílico de D,L-p-hidroxifenilglici- 
na a pH 6 en agua.

5 . Se incuba la  mezcla a 373 manteniendo el pH cons­
tante (a 6 ) mediante la  adición de hidrato sódico acuoso.

Después de 2 horas de inoubaoión se forman 2 g/1 
de D-alfa-amino-p-hidroxibencil-penioilina (sobre la  base 
del títu lo  yodométrico y microbiológico). La D-alfa-amino-p- 

10 . -hidroxibenoilpenicilina se identifica también mediante com­
paración con un patrón por autobiografía (papel Whatman nS 4 

eluyendo con acetonitrilo-agua 8 : 2 $ tiempo de revelado 2 ho­
ras, detección oon medio TSA y utilizando microorganismo 
Stahilococcus aureus ATCC 6538 P, 20 horas a 343C).

15* Luego se a ís la  la  D-alfa—amino-jb-hidroxibencilpe-
n icilin a mediante precipitación con ácido beta-naftalensulfó- 

nico ta l como se ha indicado en el ejemplo 3 *
EJEMPLO 5.
Condensación de cloruro de clorhidrato de D-p-hidroxife- 

20 . n ilglio ina con el derivado s i l i l io o  de ácido 6-aminopeni- , 
cilánico.

Se tratan 167 g de D(-)-p-hidroxifenilglicina di­
sueltos en 5 l i t r o s  de cloruro de aoetilo con 416 g de POl^.

Después de adicionar 10 ce de dimetilformamida se 
25. insufla ácido clorhídrico anhidro gaseoso a su través duran­

te 2 horas y a 03C.
Luego se hace pasar nitrógeno durante 2 horas, se 

f i l t r a  el sólido y se lava oon éter e tílico  y se seca. Se ob­
tienen 100 g de cloruro de clorhidrato de D(-)-p-hidroxifenil-



-  25

glioina y en este estado se u tilizan  para la  siguiente reac­
ción.

Se tratan 64 g de ácido 6-aminopenicilánico en 666 

cc de cloruro de metileno con 43,4  g de dietilamina, 39,55 g 
5. de dimetilanilina y, a 4-38, con 64,45 g de trim etilclorosila- 

no. Se hierve la  mezcla durante 90 minutos y luego se enfria 
a 208C. Se adicionan 11,12 co de una solución molar 3,3 de 

diclorhidrato de dimetilanilina en CHgClg.
Despuós de enfriar a -20^ se adioionan 67 g de d o ­

lo . ruro de clorhidrato de D(-)-p-hidroxifenilglicina.
Se agita la  mezcla durante 30 minutos a -108 y du­

rante 1 hora a 208, luego se enfría a 08 y se trata  con 259 
cc de agua.

Despuós de agitarse a 08 a un pH de 1,3 durante 10 
15. minutos se ajusta a pH 5 con dietilamina y 4-58, ge f i l t r a  el 

sólido, se lava con un poco de agua y luego con aoetona y se 
seca bajo vaoío a 458C. Se obtiene trihidrato de D-alfa-amino- 

-p-hidroxibencilpenicilina con una humedad (K. Fischer) del 

13%; títu lo  yodomótrico de 98%; titu lo  microbiológico del 
20. 97%; titu lo  aoidimótrico del 102%, [alfa]_  4- 2928; títu lo ,

amínico del 98%.
^Los títu lo s se expresan como áoido 6-ED(-)-alfa-amino- 

-p-hidroxifenil-acetamido]-penicilánico anhidro en el produc­
to anhidro, de conformidad con lo s mátodos indicados en el

CFR de la  FDA.
25. EJEMPLO 6.

Se repite la  reacción del ejemplo 5, pero en lugar 
de trim etilclorosilano se u t iliz a  una cantidad equivalente de 
dim etildiclorosilano, lo que dá 60 g de trihidrato de D-alfa-



-amino-p-hidroxibencipenioiiina.
EJEMPLO 7.

Se repite la  reacción del ejemplo 5, Pero después 
de tratamiento oon 259 cc de agua se separa la  fase acuosa 
y se adicionan 150 &S de acetato e tílio o . Se adiciona a 103 
la  solución obtenida de 60 g de l a  sa l disódica de ácido 
2)5-ditercibutil—naftalen-1 , 5-disulfónico en 200 cc de agua#

Se ag ita  durante 90 minhtos a 03, se f i l t r a  y se 
lava con agua a 03 y luego con acetato de e tilo . Después de 
secado se vuelve a suspender el produoto sólido en 150 cc 

de agua y se tra ta  a 203 con NĤOH hasta un pH de 7 - 7 , 5*
Se agita la  suspensión a 20a durante una hora y luego se trar- 
ta  con HC1 a pH 5 .

Después de agitación a 03 durante 1 hora, se f i l ­
tra, se lava con agua a 03 y luego con alcohol isopropilico. 
Se seca el produoto a 45- bajo vacio. Se obtienen 70 g de 
trihidrato de D-alfa-amino-p-hidroxibencil-penicilina, oon 
una humedad (K. Fischer) del 14,3% y titu lo  yodomótrioo del 
96%; titu lo  miorobiológico del 98%; titu lo  acidimétrioo del 
100%, titu lo  aminico^del 97% Ealfa]^4- 2943.
^  Los títu lo s se expresan como áoido 6-fD(-)-a lf  a-amino-p- 
-hidroxi-fenilacetamido]-penicilánico anhidro en producto 
anhidro, de conformidad con lo s métodos indicados por el 
CFR y la  FDA.
EJEMPLO 8.

Se repite la  reacción del ejemplo 5, pero después 
del tratamiento oon 259 00 de agua, se separa la  fase acuosa 
y se adicionan 200 cc de acetato de e tilo . Se adioiona a 103 
la  solución obtenida de 73 g de monohidrato de ácido beta-
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-naftalensulfónico en 200 oo de agua, manteniéndose e l pH 
a 1,5 -  1* 8 con NaOH.

Se ag ita  a Os durante 60 minutos, se f i l t r a ,s e  la  
va con agua a OS y con acetato de etilo  y luego se seca a 

5. 40a bajo vaoío.

Se suspende e l producto sólido a s i  obtenido en 
200 cc de agua y se trata a 20ac con NĤOH hasta que se a l­
canza el pH 7.

Se agita la  suspensión a 203 durante 1 hora,luego 
10. se diluye con 100 cc de alcohol isopropílico y se ajusta a 

pH 5 con HC1.
Después de agitar a 03 durante 90 minutos se f i l ­

tra , se lava con agua y luego con alcohol isopropílico, lo 
que dá 50 g de trihidrato de D-alfa-amino-p-hidroxibencil- 

15. -penicilina con una humedad (K. Fischer) del 13,8%; títu lo  

yodométrico^ del 98%; titu lo  microbiológico^del 96%;títu lo  
acidimétrico^ del 100%, titu lo  amínico^ del 97%; E a lfa j^  

+2933.
x - Los títu lo s se expresan como ácido 6-¡JD(- ) -alfa-amino-p- 

20. -hidroxi-fenilacetamidoj-penicilánico anhidro en producto

anhidro, do conformidad con los métodos indicados por e l 
GFR de la  FDA.

EJEMPLO 9.
Se suspenden en 1760 cc de acetona 185 g de la  sa l 

25. potásica de N-(2-etoxicarbonil-l-metilvinil)-D-p-hldroxife-

n ilglic in a (obtenida como se ha indicado en e l ejemplo 2a 
pero partiendo de D-p-hidroxifenilgiicina en lugar del pro­

ducto racémico).
Se adicionan a -303 63#4 g de etildbrocarbonato

y 0.5 cc de M-metil-morfolina.
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Después de agitar durante 45 minutos a -303 se adi 
ciona la  solución obtenida de 120 g de ácido 6-aminopenici- 
lánico en 200 co de agua, 58 oc de dietilamina y 240 cc de 

acetona.
5. Se mantiene la  solución a -40s durante 1 hora,se

f i l t r a  sobre celite  y se diluye con 400 cc de agua.
Después de acid ificar a pH 1,5 con HC1 al 10% du­

rante 90 minutos se extrae con 2 litro s  de cloroformo.

Se trata  la  fase acuosa con 650 cc de acetato de 
10. etilo  y se trata  con la  solución obtenida de 145,5 g de mono- 

hidrato de ácido beta-naftalensulfónico en 400 cc de agua, 

manteniendo e l pH a 1,5-1,8 con NaOH acuoso a l  30%.
Después de ag itar durante 60 minutos se f i l t r a  

el producto sólido, se lava con agua a 03 y acetato de e ti-  

15. lo y se seca. Se obtienen 200 g de beta-naftalensulfonato 
de D-alfa-amino-p-hidroxibencilpenicilina.

Se suspenden 200 g de este beta-naftalensulfonato 

en 500 cc de agua-y se trata con NĤOH a pH 7*Después de 
agitar a 203 durante 1 hora se diluye con 200 cc de alcohol 

20. isopropilico y se ajusta a pH 5 con HCl.Se agita la  suspen 
sión a 03 durante 90 minutos, se f i l t r a  y se lava con agua 
y alcohol isopropilico. Se obtienen 100 g de trihidrato de 
D-alfa-amino-p-hidroxibencilpenicilina con una humedad del 

13,16%; títu lo  yodométrico^ 98,4%; titulo acidimétrico^
25. 100,8%; titu lo  amínico^ 97%; [a lfa ]^  + 2863; titu lo  micro-

biológico^ 98%.
35 Los títu lo s se expresan como ácido 6-[D(- )-alfa-amino-p- 

-hidroxifenil-acetamidoj-penicilánico anhidro en producto 

anhidro, de conformidad con los métodos indicados por e l CFR
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de l a  FDA.
EJEMPLO 10.

Se tratan 267 g de la  sa l potásica de N-(2-etoxi- 
cart onil-l-me t  i lv ln i l )-D-p-hidroxifenilglicina en 2280 oc 

5* de acetona a -408 con 91,49 g de olorooarbonato e tílico  y 

0,73 oo de N-metilmorfolina. Despuós de agitar durante 45 
minutos a -403, ge adiciona la  solución obtenida de 180 g de 
ácido 6-aminopenioilánico en 300 00 de agua, 90 co de d ie ti-  
lamina y 360 oc de acetona- Despuós de agitar durante 1 hora 

10 . a -403 ge f u t r a  sobre ce lite ; se diluye el filtrad o  límpido 

con 600 cc de agua y se trata  a pH 1,5 con HC1 acuoso a 03. 
Despuós de extraoción con 3 l i tro s  de cloroformo se trata  la  
fase acuosa con 500 oc de acetato de etilo  y con la  solución 

obtenida de 190 g de la  sa l sódica de ácido 2 , 6-d itercibu til-  
15 . nafteien-l,5-disulfónico en 600 cc de agua.

Se ag ita  la  suspensión a 08 durante 90 minutos, se 

f i l t r a ,  se lava con agua f r ía  y con aoetato de e t ilo . Despuós 
de secado a 403 bajo vacío se obtienen 300 g de la  sa l.

Se adiciona este producto a 450 cc de agua y se 
20. tra ta  a l a  temperatura del ambiente con NĤOH a pH 7. Se agi­

ta  durante 1 hora a 208 y ge tra ta  con HC1 a pH 5.

Despuós de agitar durante 1 hora a 08, se f i l t r a ,  
se la fa  con agua a 08 y con alcohol isopropílico y se seca 
a 458 bajo vaoio. Se obtienen 160 g de trihidrato de D-alfa- 

25. -amino-p-hidroxibencilpenioilina oon humedad (K. Fisoher)
del 1 3 , 8%; titu lo  yodomótrico*99%; títu lo  microbiológico *  
96%; títu lo  aoidimótrico 97%; titu lo  amínico 96%; ia lfa jp  
4 2908.

*  Los títu lo s se expresan como áoido 6-[D(-)-alfa-amino-p-



-hidroxi-fenilacetamidoj-penicilánico anhidro en producto 
anhidro^ de conformidad con los métodos indicados por e l 

OFR de la  FDA.

EJEMPLO 11.
Se suspenden en 600 cc de agua 125*7 g de trihidra 

to de D-alfa-amino-p-hidroxibencilpenicilina con humedad 

(K.Fischer) del 12,75%$ títu lo  yodométrico^ 93%$título  micro 
biológico^ 90%$ títu lo  acidimétrico" 108%$ títu lo  aminioo^ 

100%, y se disuelve con 25,4 cc de ácido clorhídrico acuoso 
a un pH de 1 y a una temperatura inferior a 108. Se divide 

la  solución en 2 partes iguales.
a) una mitad de la  solución se trata con 200 cc de ace -  

tato de etilo  y luego con una solución obtenida de 

37,5 g de monohidrato de ácido beta-naftálensulfó - 
nico en 150 cc de agua, manteniendo el pH a 1,5 1,8
con hidrato sódico. Después de agitar durante 60 mi­
nutos a una temperatura inferior a 103, se f i l t r a  

e l sólido y se lava con agua y acetato de etilo  y 

se seca bajo vacío a 45&.
El producto a s í obtenido se suspende en 150 cc de 

agua y se trata  a pH 7 con NĤOH acuoso a l  10%. Se agita 
durante 1 hora a 20s, se ajusta e l pH con HC1 a 5* 
se agita durante 1 hora a una temperatura inferior a 
108 y se diluye con 120 cc de alcohol isopropílico.
Se f i l t r a ,  se lava el sólido con agua* alcohol iso - 
propílico y acetona y luego so seca. Se obtienen 53 g 
de trihidrato de D-alfa-amino-p-hidroxibencilpenicili 

na puro con humedad (K. Fischer) del 12,27 %? 
titu lo  yodométrico^ del 99,1 %; titu lo  microbiológico^
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5.

10.

15.

20.

25.

del 98,7%; titu lo  acidimétrico* del 101,5 %! titu lo
" * 20 

aminico del 98,5%! Ealfaüp + 292S

b) una mitad de la  solución se trata con 200 cc de acetato 
e tílico  a una temperatura inferior a 102 con la  solución 
obtenida de 90 g de la  sa l disódica de ácido 2,6-diter- 

cibutil-naftalen-l,5-disulfónico en 300 cc de agua.

Se agita la  suspensión a Oa durante 90 minutos,se 
f i l t r a  y se lava e l sólido con agua y acetato de e tilo . 
Después de secado a 40S bajo vaoio se suspende e l pro­
ducto sólido en 200 cc de agua y se trata a la  tempera­
tura dol ambiente con NĤOH acuoso a l 10% a pH 7.

Se agita durante 1 hora a 20a, se corrige e l pH
con HC1, se agita durante 1 hora a 09, se f i l t r a  y se

\

lava e l sólido con agua y alcohol isopropílico.
Después de secado bajo vacio a 509, se obtienen 

50 g de trihidrato de D-alfa-amino-p-hidroxibencilpeni- 
cilin a pura con humedad (K.Fischer) del 12,8%; títu lo  

yodométrico* del 99*8%? títu lo  microbiológico* dol 

99,7%! titu lo  acidimétrico^ del 100,3%; titu lo  aminico 
del 99%; Ealfa]^° + 294S *

tLos títu lo s se expresan como ácido 6-[D(- ) -alfa-amino- 
- p-hidroxi-fenilacetamido]-penicilánico anhidro en e l pro­

ducto anhidro, de conformidad con los métodos indicados 
por e l CFR de la  FDA.

REIVINDICACIONES
Descrito e l objeto del presento invento, se decía 

ran nuevas y de propia invención la s  siguientes reivindica­
ciones, con prioridad de la  solicitud de patente italian a n9
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30978 A/74 del 23 de Diciembre de 1974.

1 .-  Procedimiento para la  sín tesis de ácido 6-&D(-) 

**alf a—amino—p—hidroxif enil ace t amido penicilánico trih idrato; 
de la  fármula (I)

HOOĈ

I

15.

20.

25.

caracterizado porque se hace reaccionar ácido 6-aminopeni- 

ciláaico de fdrmula (II)

HOOC

II
con un derivado de D,L-p-hldroxif enilglicina de fármula 

(XXIII)

'^ / R in
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5.

10.

15.

en la  que

A es igual a -C-CpH ,̂ -CHg-CN; -CH-̂ *
/COOCgHg

R es igual a -u-O-CHg-CgH !̂ ^ 3  
O

R' es igual a H? -^-O-CHg-CgH !̂
y particularmente en el caso de que A represente 
-CH3 ; según se ha indicado ? utilizando la  reac - 
ción enzimática en presencia de células de Esche 

richia Coli ATCC 11105.

2 .-  Procedimiento! según la  reivindicación l !  
caracterizado en una alternativa de su realización porque 
se hace reaccionar un derivado s i l í l ic o  de ácido 6--amino- 

penicilánlco de fórmulas (J XXI a-b)

20.

(XX la)
25.
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H3C -  Si-000,

N----- CO

con e l clorhidrato del cloruro de D-*P"-^-*-ároxifenilgliciAa 

de la  fórmula (V)

15.

20.

25.

V
en ouyas fórmulas XXI a-b,  ̂ .

R puede ser CĤ  cuando el ácido 6-aminopenicilá— 
nico de fórmula II , segán se ha definido en la  
reivindicación 1 , se hace reaccionar previamen­
te con trim etilclorosilano o hexametildisilazano 

o cloro cuando se hace reaccionar previamente 
e l citado ácido 6-aminopenioilánico con dimetil- 
diclorosilano.

3 . -  Procedimiento, segán la  reivindicación 1 , carac­

terizado porque, en otra alternativa de su realización, se 
constituye el compuesto de fórmula ( I ) , definido en l a  reivin-
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dicación 1) en su forma pura por precipitación de sus solu­

ciones acuosas con ciertos naftalensulfonatcs y en particu­

la r  con la  s a l  disódica de ácido 2t6-diterbutilnaftalen-l,5- 

-disulfónioo de fórmula (XXII),

(XXII)

4 .-  Procedimiento para la  s ín te sis  de ácido 
15. 6-[D(-)-alfa-amino-p-hidroxifenilacetamido]-penicilánico 

trih idrato.

Según se describe y reivindica en la  presente me­

moria descriptiva que consta de 35 páginas foliadas y es­
crita s a máquina por una sola de sus caras.

20. Madrid) a 25 de marzo de 1%
p.a.

Fhw.¿on¡K5SE L. f.'Ot*
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