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MEMORTA DIZSCRIPTIVA
Bl trihidrato de £cido 6-fd(~)~alfe~amino-p~hidro-
xifenilacetanidol-penicildnico (I} es una de las penicilinas

semisintdbicas mds interesantes recientemente dsscoublertas

HOOG

o3H 9
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(A.A.W, Tong. J. H. O, Nayler, H, Smith, T. Taylor,N,Ward,
J. Chem. Soc, (C) 1971, 1920); éste se utiliza amplismente
en la actualidad en la terapéutica humana por sus interesan
tes propiedades bioléglcas y farmecolégicas y se utiliza
particularmente como un antibidtico para uso oral ya gque es
absorbida en un grado conslderable en el tracto gastro-in-
testinal y, por consiguiente, faculta la obtencidn de ele-
vadas velocidades hemédticas de antibibdticos. R.C.GordonsC.
Regemey, W.M,M. Kirby, Antimicrob, Agents Chemother., 1972.
504, R. Sutherland, E.A.P. Croydon, G.N. Rolinson, Brit.
Med. J. 3, 13 (1972), '

H.C. Neu, E.B. Winshell, Antimicrob, Agenis Chemofher.
1970, 407-423, .

E.A.P, Croydon, Antimicrob. Agenis Chemother. 1970, 4271

R, Sutherland, G.N. Rolinson, Antimicrob. Agentsrpygmother.
1970, 411, | _

P. Acred. Antimicrob. Agents Chemother. 1970, 416,

Chem. Eng. News, May 8, 1972. pég. 23y

P.G. Middleton, Antimicrob, Agents Chemother. 1973, 25:

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

7% 1971, vhe. 975 »
A. Acred. P.A, Hunter, D. Mizen Adevan. Antimicrob. Antineo-
plastic, Chemother. Proc. Int. Congr. Chemother 7th

1971, pég. 969, _

G.N. Rolinson, Chemotherapy, 1973s 1

X: Littecke, Chemotherapy: 1973, 12

H. Burgir Chemotherapy, 1973, 19

J. Stamy Chemotherapy, 1973, 27
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H.H. Vollheber, Chemotherapys 1973, 34

R. GOmez Iuz, Chemotherapys 1973’ 47

M. Péromi?, Chemotherapy, 1973 o2

P. Fiegel, Chemotherapy, 1973s 57

P, Ten. Chemotherspy, 1973 69y

JeM.Co Gui?ert, Chemotherapys ?973! 81

M. Kienitzm, thmotherapy, 1973’ 9Ty

E.A.P. Croydon, Chemotherepy, 1973, 112,

G.P. Bodey, Antimiorob. Agents Chemother, 1972, 358.

FL derivedo (I) que contiene la cadens D(-)~p-hi-
drofenilglici{nice posee mayor activided antibidtica que los
derivados que contienen la cadena I o D, L de p-hidroxifenil-
glicing.

EL trihidrato 6—D(—)~alfg—amino~p-hidroxifenilace—
temido~-penicilénico (I) se obtiene, de conformidad con el co-
nocimiento actual, segin uno de los métodos siguientes:

a) por condengecibn entre el Acido 6~gminopeaicildnico (II)

HOOC,

A co
o || .
0/’ s AN
H3 i

: ! NH
H f 2

¥y wo de log derivados de D(-)-p~hidroxifenilglicinat

1) derivado enamfnico (III) o derivedo carbobeneiloxilico
(Iv) (A+A.W. Long y col. J. Chem. Soc. 1971, 19203
Beecham Group Ltd., patente U.S.A. 3.674.776 de
4 de julio 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).

10,
(II1) (1Iv)
15,
e hidrdlisis subsiguiente del grupo enaminico o hidrogend-
lisis del grupo carbobenciloxilico; ’
2) clorhidrato de cloruro (V) u oxazolidindiona (VI) (Beecham -
Group Ltd. patente U.S.A. 3.674.776 de 4 de julio dé
20. 19725 Sud-Africa 696.021 de 22 de agosto de 1969; Ger.
Offen. 1.942.693 de 26 de febrero de 1970).
OH
Cl\
25, /C
0

If,
H NH, .HC1

(V) (Vi)
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é) D(-)p~hidroxifenilglicina en presencia de agentes de
condensacién tales como diciclohexilcarbodiimida
(Beecham Group Itd. patente U,S.A. 3.674,776 de 4 de

' julio de 1972); .

5. b) por condensacibn de una base Schiff de deido 6-amino-
penicilédnico (IX) con el derivado de oxagolidindiona
de D(~)~p-hidroxifenilglicina (VI) (Squibb and Sons
Tnc. Ger., Offen. 2.163.279 de ‘3 de agosto de 1972)

10, HOOG
. \\‘. N
H,C
. . | WN=CH-R
E Bk
15, () (V)

En todos estos procedimientos, el $rahidrato de
decido 6~Zﬁ(—)—alfa-amino-p»hidroxifenilacetamidg7¥?§nici~
1énido I se obtiene wilizendo un derivado de la forma

20. D-(-)-p~hidroxifenilglicina dpticamente activa (X)

HOO
(%)

25.

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

seghn procedimientos muy laboriosos y costosos a partir
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de D, I-p-hidroxifenilglicina y utilizando:

a)

b)

le conversién de D, L-p-~hidroxifenilglicing (XI) en
el derivado N-benciloxicarbonilico (XII1), derivado
N,0-dibenciloxicarbonfilico (XIII) y la separacién
subsiguiente de los ant{podas dpticos de estos
conpuestos con el empleo de quining seguido de 1lg
separacidn de los grupos benciloxicarbonflicos, por

ejemplo mediante hidrogenacién catal{tica:

_OH - _OH
O e JOI
~N7 \<;:;?»/”
2 1
0=C-0~CH,0H,
XI XIT
0

HCO

O=C-—O-CH206H5 XIIT

(Aea.W. Long y col. J. Chem. Soc. 1971, 1920), (Beecham
Group Lted. Sud-Africe 696,021 de 22 de agosto de 1969).

le convergién de D,I~p-hidroxifenilglicing (XI)} en el
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N-acetato (XIV) o el N,0-diacetato (XV) y la separaoién
subslguiente de los antfpodas Spticos de estos come
pusstos utilizando dehidrosbietilamina seguido ae

seponificacién de los grupos scetflicos:

0
)]
j 00~y
HOOC
\/
’h,
H’ e NEGmcH UL CH,
o3 W
0 0
XTIV XV

(Beecham Group Ltd., Brit. 1.318.216 de 24 de septiembre
de 1970),

la conversidn de Dy I~p-hidroxifenilglicina en el deri-
vado N-clorocacetflico (XVI), la separzcidn subgiguiente
de los entipodas Spticos mediente gehidroabietilaming

y le separacidén subsiguiente del grupo clorosset{lico:

OH
-
HOOC Q
N
Y - Ay W)
nie
0 C1
XVI

(Bristol Mayers Cosy UeSeds 3,796,748 del 12 de meyo
de 1974).
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De este modo la D~(~)~p-hidroxifenilglicina es un
reactivo muy costoso. o

Ahore se hs descubilertos, sorprendentemente, gue
es posible obtener directamente el trihidrato de Acido
6-ZIL(—)-alfafamino-p-hidroxifenilacetamid§7—penicilénico
(I) mediante condensacidn, bajo condiciones particulares,
del écido_6-aminopenicilénico (II) con un derivado de DyI=
-p-hidroxifenilglicina (XI) (o sea, sin tener que separar
previamente el enantidmero (D(-)-p-hidroxifenil-glicina) 6p

ticamente activo

HOOG, oH
. N HOOG
H,G - )—
57 AN
) A 3
HyO 1 TH, H I, |
(I1) (XI)
HOOC,
HyG
Hy

Tas suposiciones tedricas sobre las que se basa

el presente invento se derivan del hecho de gue en la sin-
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tesis del trihidrato de &cido 6-/D(-)-alfa-amino-p-hidroxi
fenilacetamido/-penicilénico (I) se utilize deido 6-amino—
penicilénico (II) que es dpticamente activo ysvor consiguien
te, cebe suponer que haciendo reaccionar deido 6-aminopeni¥
cilénico (II) con un derivado apropiado de DyL-p-~hidroxife
nilglicina (XI) se obtendrd una diferente velooidad de ‘i
formecibén para una de las dos formas de &cido 6-/D(~)-alfa-
-amino—p-hidroxifenilacetamiqg7~penicilénico (I) y gcido
6[L(+)-alfa-amino-p-hidroxifenilacetamidoJ-penicildnico

(XVI)

(I1)
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(en gonde R es un grupo protector para el grupo aminico;

por ejemplo un grupo eneminico- 0 un grupo cerbobenci;j.oxili—
co y X es ouglquier grupo activador para el grupo cerbox{li-
co, por ejemplo un anhfdrido mixto o un &ster activo).

Se Se ha dewcubierto sorprendentemente que es pogi-
ble gislar el trihidrato de 4cido 6=[D(-)-alfa-amino-p~hi-
droxifenil-seetamido]-penicilénico (I) en forma pura por me—
dio de ung de las condensaciones siguientes:

a) reaccién entre 4cido 6-aminopenicilinico (II) y el

anhfdrido mixto (XVII) obtenido haciendo reaccionar

10+ N;oarbobenoiloxi-D,L—p-hidroxifeﬁil-glicina con
clorocarbonato de etilo
0 0
Ii 1
/C-O-C 2H5 C-0-C 2H5

( | S

A SE \ | OH
\ I
A | AN ©f

H ?H \
\ 0=C—0-CH20 6H5 0=C~O-CH20 6H5 / :
g
ZVIT

seguido de hidrogenlisis del grupo carbobenciloxflico;
20. b) reaccidn del Zcido 6~aminopenieildnico (II) con el

anhidrido mixto (XVIII) obtenido haciendo #eaccionar

N-(2-etoxicarbonil-l-metilvinil )~D,I-p-hidroxi-

fenilglicina con clorocarbongto de etilo

o
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5,

10. soguido de hidrélisis &oide del grupo N-(2-stoxi-
-carbonil-l-metilvinilico); operang, bajo condi -
ciones apropiadasj

¢) reaccién de dcido 6-aminopenicilénico (II) con ol
' éster cianometilico ( XIX) de N,0-gicarbobenciloxi-
15, =D, I-p-hidroxifenilglicina
/H2 CN a- /CH2 Cn 0 : ] .
.on :
/0— 0—0H206H5 O\ )-;‘(}.Q;CHZ%‘HS
50 0 0”%9 \
" H ‘?H Wy
\“~ O=G—-O—CH206H5 Ozé-uO—GHzGGHS /
v
(XIX)
25.

seguido de hidrogenflisis de los grupos carbobenci

1oxi1.’1.cos;

d) reaceibn del dcido 6-aminopenicilénico(II) y con el
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éster metilico (XX) de D,I~p-hidroxifenilglicina en
presencia de cdlulas de Egcherichia Coli ATCC 11105

/
Q) \, /Q

C
I N
N_E T, i, " e

10. Se ha descubierto tambidn que es posible obtener
trihidrato 6-[D(=)-alfa-amino-p-hidroxifenilacetemido]~pe~
nicilédnico (I) con rendimientes quimicos moderados y en forma
pure mediante condengacibén de un derivado silflico de 4cido
6-gminopenicilénico (XXI-a~b) con el clorhidrato del cloruro

15,  de D-p-hidroxifenilglicina (V)

H,C
H 3&1—00\0
R/
\\\ N Co
20.
"3 54 ~—\NH
H H 2
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NHE-Si ——CH
i Si 3

:
#
H H R

HyC { f
N l CHy
/-\ '\S, i fy; /

(en donde R puede ser CH, cuando se utilize la reaccién
de 4cido 6-gminopenicilédnico con trimetilclorosilano o
hexgmetildisilagzano, o cloro cuando se utiliza la reac—
cidén de 4doido 6-aminopenicilédnico con dimetildicloro=

silano)

0
N "

C10C \\v//J
)

-

H NHZ.H01

v

Por dltimo se ha descublerto gque puede obtener—
86 una forma particularmente purs ds trihidreto de Acido
6=[D(~)~alfa—emino-p-hidroxifenilacetemido J-penicilénico
(1) (gon ung diferencia del valor de lg funcién yodomé-
tricay scidimétrica y eminica inferior g 67, tal como re-
quiere el cddigo de Federal Regulations of the Food and
Drugs Administraetion of the United States) mediante pre-
cipitacidn del antibidtico I de las soluciones acuosas

con ciertos derivados de 4cidos naftelen-sulfénicos (y en
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particular con lg sal disédice del deildo 2,6~ditercibutil~
-neftalen~l,5-disulfdénico (XIII) con lo que se forma ung

sal précticaments insoluble en agua)e

ore A
S a
3 é;CH3

CH
EAN {Ei;;Zlf;;;z, ’
3
HG ~— ¢
3 ///
H{O S0 e

XXII

suspensién de egtas seles neftalensulfénicas en ague y su

trataniento con bases teles como amonfaco acuoso y dietila-

ming o trietilominag.,

Los ejemplos gue siguen se ofrzcen z tf{tulo de

ilustracidn no limitativa.

EJEMPIO 1.

g)

b)

B este ejemplo y en los siguientes la D,I-p~hidroxi-
fenilglicing se obtiene a partir de p-oxibenzgldehido
utilizendo modificacicnes al método de E.K. Harvil;
R.M. Herbst, J. Org. Chem. 2, 21, 1944.

Se disuelven 60 g de D,L-p~hidroxifenilglicing

(360 moles) en 720 cc de NaOH acuoso N/1 g G20 con
vigoroga agitacibn durante 45 minutos y se trats

con 51,2 cc de clorocarbonato bencflico (360 mmoles).
La mezcla se agite durante 30 minutos a 02 y qurents
30 minutos sin enfrieamiento. Se filtra le suspensién
a trevés de celite, se extrac el filtrado con 2 x
300 cc de oloroformo y luego con 300 cc de &4er

et{lico. Se acidifica la fase acuosa a 09C gon
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HOL aouoso al 15% durante 2 horas, se filtra el s$lidos
se lave oon agua y se seca bajo vacio a 45¢,
_ Se obtienen 43 g de N~carbobenciloxi—D,L—p- hi-
' dro;ifepllgllcina que se purifica mediante suspensidn
5. en 300 cc de benceno hirviente, filtracién en caliente
y cristalizacién subsiguiente en etanol-agua 10:15,
Se obtienen 39 g de N-carbobenciloxi-DyL-p-hidroxi-
fenilglicina con un punto de fusidn de 184-18720,
¢) Se suspenden 20 g de N-carbobenciloxi~D, L-p~hidroxi-
10. fenilglioina (66,5 mmoles) en 140 co de acetona;
10 cc de trietilamina & -102 seguido de 6,4 ce -
(6645 mmqles) de clorocarbonato de etilo. Se agits
durante 5 minutos a ~102 y luego se adiciona O,}ngc
de N-metilmorfolina. Se agita la suspension porfjo‘ a
15, una temperatura comprendida entre -~102 y ~-52. |
Se obtiene una solucidén de 14,4 g de dcido
6-aminopenicilénico (66,6 mmoles) en 90 cc de ague
¥ 9 cc de trietilamina con subsiguiente dilucidn con
70 co de acetona y se adiciona a -102 g la suspensidn.
20. 89 agita la mezcla durante 1 hofa a -102, ge
evapora la acetona bajo vacio, se adicioman 100 ce
dse metiligoputilcetona ¥y se ajustg el pH a 2 mediante
acidifieapién con HCl acuoso al 15%. Se gepara la
fase o:génica ¥y se extrae de nuevo la fase acuosa
25. con 2 x 50 cc de metilisobutilcetona.
Se combinan las fases orgénicas y se lavan con
agua, se secan con Nagso4 ¥y se extraen 4 Veces con
65,5 mmoles en total de NaHCOé al 5,5% en agua, lo

que d4 soluciones de pH 7.
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Se combinan los extractos souosos, se lavan con
éter y luego se liofilizan. Se obtienen 34 g del pro-
ducto sblido blanco.

d) Se disuwelven 20 g del producto liofilizado en 70 cec
5 ague ¥y se adiciona a una suspensidén de 18 g de Pd
sobre BaS0, al 10% en 150 cc de agua (prehidrogenada
durante 1 hora); le mezcla se hidrogena a la presién
y temperatura del ambiente duranﬁe 1 hora. Después
de filtreeidn a trevés de celite, lavado con 3 x 50 cc
10 de ague y acidificacidn con HC1 gl 15% a pH 1,9
durante 30 minutos, se extrac la mezela con 3 x 50
cc de metilisobutilcetona y 50 cc de &ter et{lico.
Se treta la fase acuosa con NH,OH acuoso al 25% a
pH 5,1-5,6 ¥y se concentra bajo vacio a 150 cc.
o Después de una noche a 02 se separs por filtracién
el producto sélido y se lava en agus y acetona;
se obtienen 3,7 g de trihidrato de 4cido 6~[D(~)~
~a1fa~§mino~p~hidroxifeni1aoetamido]-penioiléﬁico
con 11,33% de humedad (X. Fisher), t{tulo yodd-
20 métrico*loo%, t{tulo microbioldgico 95%, [alfa]%o-i-
2948C; en agua, titulo acidimétrico ¥98cfa; el tri-
hidrato de dcido (6-[L(4)~alfe—~amino-p-~hidroxi-
fenilaoetagido]-penicilénioo y el trihidrato de
dcido 6~[D,I=gl fa~amino=p~hidroxifenilacetamido]-
25 penicilénico obtenido por otros medios d4 los

resultados analiticos siguientes:
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D(-~) L(4) D,L

[alfajgo como &cido enhfdrido  + 2942 4 1618 4 2278

5 sgbre producto gnhidrido

t{tulos microbioldégico como
dcido anhfdrido sobre produc-
to anhidro 100% 105 53%

10. ¥ Tos titulos se expresan como #cido 6~[D(-)-alfa~gmino-p-
hidroxifenilacetenido]-penicilénico anhidro sobre el pro=-
ducto anhidro de conformidad con los métodos del CFR de
la ZTDA.

EJEMPIO 2.

a) Sal potdeice de N-(P-etoxicerbonil-l-metilvinil)~D,Lep~

15.
~hidroxi~fenilglicing

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

metznol y se adicionen, bajo agitacibén y a una tempera—

tura comprendide entre 450 y 4608C, 150 g de D,L-p-

~hidroxifenilglicina y luego se sdiciongn a +602C

20 128;4 g de stilacetoacetato diluido con 516 cc de
metanole Al cabo de unos pocos minutos se forma ung
suspensidn que se mantiene al punto de ebullicidn
durente 30 minutos. Se concentra bajo vacfo hagts
volumen reducido y se adiciongn 360 cc de eloochol

25. isopropﬁ'.‘}ico. Se evapora de nuevo hasta un volumen
reducido, se edicionan 360 oc de aleohol igopropflico
y s6 evapors de nuevo bejo vacfo hasta volumen

reducido. Se diluye ocon 1620 cc de alcohol isopropi-
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lico. Se agita durante 90 minutos a +108C, se filtra
el producto sdlido; se lave oon 2 x 300 oc de aloochol
isopropilico. Se seca el producto sélido a 50R bajo
vacfo; se obtienen 260 g de la sal potdsica de
5o N—(2—6toxicarbonil—lJmetilvinil?-D,L—p—hidroxifenil—

glicina! humedad (K. Fischer) 0,7%; pérdida de peso
(21 cabo de 3 hores o 609C a 1 mm) 0,8%; peso
equivelente 316 (tedrico 318); cuando una solucidn
de 5 g en 70 cc de ggus s acidifice a pH 2 con HGL
al 15%, se le adiciong luego NH,OH el 25% & pH 5,

10- se filtra la mezcla y se secay se obiienen 2 g de

DyI~p-hidroxifenilglicina con caracteristicas

quimico~f{sicas idénticas al producto puroc.

b) Reaccidn de &cido 6-sminopenioildnico con anhfdrido

1 mixto (obtenido de la sal potdsica de N-(2~etoxi-caor=
5 ’

bonil-l-metilvinil )=D,L-p-hidroxifenilglicina) en lg

relacién moler 132

‘Se disuelven 25 g de fcido 6~aminopenicilédnico
(115,7 mmo}es) en 41 cc de agua oon 15 cc de dietila-
0. ming (pH 9,2) a 0?, se diluye la golucidn con 41 cc
de acetona y se enfria a =52, lo que d& una solucidn .
Se suspenden 73,5 g de sal potésica de N-(2-etoxi-
carbonil—l—metilvipil)-D,L-p-hidr0xifenilglicina
(231,8 mmoles) en 400 ce de goetona; se adicionan
26 g de clorocarboneto etflico (239,6 mmoles) a
2 ~408C, Despuds de 10 minutos o —408C, se adicionen
0,205 cc de N-metilmorfoling y luego se aglta lg
suspensgién durante 45 minutos a =~352C. Despuds de

enfriar a -452, se adicions de uhs vez la solucidn
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A, So agita la suspensidén durante 1 hora a -402 C,
se filtra a través de 5 g de celite y se lava con

2 x 20 oc de acetona (residwo sobre el f£iltro 29,6 g).

Se acidifica &l filtrado limpido con HCl acuoso al 15 %
hagta pH 1,3-1,5 en 90 minutos a 02C y luego se extraec,
primero con 400 cc de cloroformo y luego con 300 cc.

Se lavan les fases orgénicas combinadas con 36 cc

de agua acidificada a pH 1,5, _

Ia fase acuosa contiene 75 g/1 de alfa—amino-p-
hidroxibencil-peniciline (sobre la base del titulo
yodométrico) y 53 g/l de D-alfa-amino-p-hidroxibencil-
penicilina (sobre la base del titulo microbioldzico).

Reaccibén de 4cido 6-eminopenicilénico con anhidrido

nixto (obtenido de la sal potésica de N(-2-etoxicarbo-

nil-l-metilvinil)-D, I-p-hidroxifenilglicina) en .la

relacidn molar 1l:l,

Se disuelven 25 g de Acido 6-aminopenicilanico
(115,7’mmoles) en 41 cc de agua con 15 cc de dietilami-
na a @na temperatura comprendida entre 02 y 59ﬂhasta ;
que se obtiene una solucidén limpida (pH 9,5).Se diluye
la solucién con 41 ce de acetona y se enfria a -520,
1o que A4 une solucidén A. Se suependen 36,75 g de la
sel potésica de N-(2-etoxicarbonil-l-metilvinil)-D,Iw
-p~hidroxifenilglicina (115,8 mmoles) en 305 cc de
acetona., Se adicione 13 g de clorocarbonato etilico
(119,8 mmoles) a -402 y se aglita la suspensidn duran—
te 10 minutos a -40°. Se adiciona 0,1 cc de N-metil-
morfolingvy se agita la megcla vigorosamente a -352

durante 45 minutos.
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Se enfrfs la sugpensidn a —452 y se trata con
1la solucién de 4cido 6—aminopeniciiénico (solugidn A)s

Se agita durgnte 1 hore a ~409 y se filtré a
travds de 5 g de celite (residuo 7,3 g)» Se acidifi-
ca el filtrado 1{mpido (pH 6) a pH 1,3 - 1,5 con
HOL aovoso al 15% dursnte 90 minutos s una tempe-
raturs ocomprendidsg entre O‘y +52, Se agita durante
30 minutos a pH 1,3 a -10%, se extrae con 400 cc de
cloroformo y lusgo con 200 cec de cloroformo. Se lgvan
las fases orgdnicas combinadas con 36 oc de agus
acidificada & pH 1,5.

La fase acuosa contiene 70 g/l de elfa—-gmino~p-
~hidroxibencilpeniciline (sobre la base del t{tulo
yodométrico) y 60 g/l de D-alfa~amino-p-hidroxi-
bencilpeniociling (sobre lg base del titulo miero-~

bioldglco. ).

EJEMPIO 3.

&) Derivedo N,0-di-carbenciloxflico_de D,L-p-hidroxi-

fenil—glicina.

Se disuelven 60 g de D,I~-p~hidroxifenilglicing
(360 mmoles) en 1080 cc de NeOH aocuoso N/1 g 0%y se

trata bajo vigorosa agitacién durante 45 minutos a 02

con 10244 cc de bencilelorocarbonato (720 mmoles). Se
agite la mezcla durente 30 minutos a 02 y luego durante
2 hores sin enfrismiento. Se extrze la suspensidn con -
2 x 300 cc de cloroformo y luego con 300 ce de Ster cti-
lico. Se acidifica la fase acuosa a 02 con HC1 acuoso

al 15% durente 2 horas, se filtra el sélido, se lave

con ggua ¥ s¢ seca ba2jo vacfo a 45% Se extrae el
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s61ido con 3 litros de benceno hirviente y se filtra.

Se evaporas la solucién bencénioe 1{mpida haste seque=—

dad bajo vaclo y se cristalize el residuo en benceno.

Se obtienen 60 g del derivado N,0-dicarbobenciloxflico
de D;L—puhidroxifenilglicina con un punto de fusidn

de 142-1438C.

Estor oienometflico del derivado dicerbobenciloxflico

de D,Il-p-hidroxifenilglicina.

Se tratan 43,5 g del derivado N,0-dicarbobenci-
lox{lico de D,L-p~hidroxifenilglicina (100 mmoles)
en 1000 cc de scetato etflico con 11,35 g (150 mmoles)
de cloroaccitonitrilo y 15 g de triectilsmina. Se man=-
tiene la mezcla en ebullicidn bejo agltacidn durante
8 horas; después de onfriarse a OR, se lava rdpidemente
con NaHCO3 gouoso al 27 a 02 y luego con aguae. Despuds
de secado gobre sulfato sddico y de evaporar el disol-
vente a 309 bajo vacfo se obtiecne el &ster cisnometf-
lico y se utiliza en lg condcnsecidn siguiente.

Condensacién de deido 6—eminopenicilénico con $ster

cianometflico del derivado N,0-dicarbobenciloxflico

de D, I~hidroxifenilo.
752 del dster cignometilico del

derivedo N;O—dicarbobenci;oxilico de DyL-p~hidroxi-
fenilglioing (100 mmoles), obtenido como ge ha indiw~
cado anteriormente, en 1 litro de acetato de eti}o
a 2080 con una solucidn obtenide a 0% durente 10,8 g
(50mmoleg) de 4cido 6-aminopenicilénico en 1 litro
de cloruro de metileno y 10,1 g (100 mmoles) de
tristilaming.

Se agitg la mezcla durente 8:horas a 208, ge
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enfria a 02 y se extrae con NaHGO3 acuoso al 3%.

Se acidifica la solucidn aouosa a pH 2 con
HCL a 02 y se extrae con 1 litro de &ter etflico
y luego oon 2 litrog de cloroformo. Se vuelven g
extraer las soluciones orgfnicas combinadas con
NaHCO3 aouoso al 3% hasta que se obtiene un pH 7
¥ se hidrogens la fase acuoss (después de evaporar
los vestigios de disolvente bajo vacio) a la temperse-
turs y presidn del ambiente en presencia de 10 g
de Pd/CaCOB.

Después de filtrar el oatalizador se sqidifica
lg solucién con HCL acuoso concentrado haste un pH
de 1.

Se adiocionan 50 cc de acetato de etilo y a ello
se adioiona la solucidn obtenida de 10 g de 4cido '
beta-naftalensulfdnico en 30 cc de agua, y se adiciona,
simultégeamente NaOH acuoso para mantener el pH
entre 1,5 y 1,8. Se agita la mezcla durante 60 minu-
tos a 102, Se laga el producto sélido con agua,
luego con socetato de etilo y se seca.

Se sugpenden el beta-naftalensulfonato de
D-glfa~amino-p-hidroxibencilpenioiling as{ obtenido
en 50 cc de agua y se trats e 108 con NH4OH a0v080
al 10% con ggitacidén a pH 7. Se aglta durante 1 hora
a 202, se ajuste su pH a 5 con HCl acuoso, se agite
de nuevo durante 1 hora a +102C y se adicionsn 60 cc
gleohol isopropilico. Despuds de agitarse durante
15 minutos se filtra, se lava con agua, con glcohol

isopropilico y con acetons y luego se seca bajo
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vacio a 502 hasta que la humedad es del lé%(K:Fischer).
Se obtienen ; g de trihidrato de D-alfa-gumino-p-

-hidroxibeniilpenieilina con un titulo yodométrlco 5

de 986, un titulo micmbiolég:.co 927 ['l‘t’§7 7 + 2908

y un tIitulo aeidimétrlco del 98%.

# ~ los titulos 5@ expresan COmO anhlidrido de &cldo

6/ D = )=alf a~ami no~p-hidroxifenil-acetamido/~penicilé~

nico en el producte anhidm; de conformidad con los

métodgs indicados por el CFR de la FDA,

1of  BIEEIO 4.
. .- —
Condensgeidn del ster metflico de D, I-p~hidroxifenil-gll-

cina con fcldo 6-aminopenicildnico en presencia de células

de Escherichia Coli ATCC 112 05.

Se tratan 60 g de D L~p~h1droxifenilglicina

(359 mmoles) en 240 cc de metanol con 47,4 cc de HéSO4 con-

15,
centrado. Se hierve la mezcla durante 150 minutos, luego se
deja en reposo a la temperatura del ambiente durante ana no-
che y se trata con 73 cc de NH40H para obtener u pH de
7-7,). Se agita durante 15 minutos a 209, se filtra, ee lava
205 con 3 X 30 cc de metamol y luego con agua hasta que se gbtie-

ne una reaccidn de sulfato negativa y luego se seca a 452-
502, Se obtienen 61 15 g del éster metilico de D,I»p—hidrox;
fonil-glicina con un punto de fusidn de 188-190¢,

Se inoculan 200 co de un medio de cultivo obtenido

25, de 25 g/1 de extracto de levadura y 0;9 g/ de eido fenila-

¢ético en un matraz Erlenmeyeg con célplas de Esgher;ghia
Coli ATCC 11105 obtenidas de'aga; nwtriente inclinado. _

Sq incuba a 259 sobre.un agltador r9ciprooo durané

te 28 horas, Se separan las células asl obbenldas del caldo
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nedignte centrifugecilén, se lavan con ague y se adicionan

a una suspensién obtenida de 10 g/l de foldo 6-eminopenicilé~
nico y 30 g/1 de éster metflico de D, I-p-hidroxifenilglici~
na a pH 6 en agua.

Se inouba lag mezcla g 372 manteniendo el pH cong=—
tante (a 6) medignte la adicidn de hidrato sédico acuoso.

Después de 2 horas de inoubaoidn se forman 2 g/1
de D-alfa~amino-p-hidroxibencil-peniciling (sobre la base
del titulo yodom§trico y microbiolégico). La D-alfe~amino=p-—
~hidroxibenoilpenieciling se identifica también mediante com~
paracidén con un patrén por autobiografia (papel Whatmen n? 4
eluyendo con acetonitrilo-agua 8:2; tiempo de revelado 2 ho-
ras, deteccidén ocon medio TSA y utilizando microorgenismo
Stahilococcus aureus ATCC 65383 P, 20 horas a 342G).

Luego gse aisla la D~alfag—~amino-p-hidroxibencilpe~
niciling medisnte precipitacidn con 4cido beta-naftalensulfb-
nico tael como se ha indicado en el ejemplo 3.

EJTEMPIO 5.

Condensaeién de oloruro de clorhidrato de D-p-hidroxife—

nilglicing con el derivado silflico de Acido 6-~ominopenie

Se tratan 167 g de D(=)-p-hidroxifenilglicina di-
sueltos en‘5 litrog de cloruro de acetilo con 416 g de Pcls;

Despuée de adicionar 10 cc de dimetilformemida se
ingufle 4cido clorhfdrico enhidro gaseoso a su travéds duran-
te 2 horas y a 02C.

Luego se hace pasar nitrégeno durante 2 horas, =e
filtra el sblido y se lava con éter et{lico y se seca. Se ob-

tienen 100 g de cloruro de clorhidrato de D(-)=-p-hidroxifenile
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glioing y en este estrmdo se wtiligan para la siguiente reaoc-
eidn.

Se tratan 64 g de écidg 6-aminopeniciléni09 en 666
cc de cloruro de metileno con 43,4'g de dietilemina, 39,55 &
de dimetilaniling y, a +3%, oon 64,45 g de trimetilclorosila—
no. Se hierve la mezcla durante 90 minutos y luego se enfria
g 209C. Se adicionan 11,12 cc de una solucidn molar 3,3 de
diclorhidrato de dimetilaniling en CH2012.

Despuds de enfriar g ~20% se sdicionan 67 g de olo~
ruro de clorhidrato de D(-)-P*hidrc;xifenilglioina.

Se agitalla mezelg durgnte 30 minutos g ~10% y du-
rente 1 horas a 208, luego se enfris a 02 y se¢ trata con 259
ec de aguas

Despuds de agltarse a 02 a un pH de 1,3 durante 10
minutos se ajusta a pH 5 con dietilaming y 452, se filtra el
s61ido, se lagva con un poco de agus y luegd con acetons y se
seca bajo vacilc a 4580, Se obtiene trihidrato de D~elfa-gmino-—
~p~hidroxibencilpeniciline con una humeded (K. Fischer) del
1373 titulo yodométrico*de 98%; ti'_bulo microbioldgico dsl
97¢%; tftulo acidimétrico del 102%, [elfa];x.-& 2928; tftulo .
am{nicoﬁvdel 98he

¥ Los tftulos se oxpresan como &oido 6-[D(=)-glfe-amino-
~p~hidr0xi§enil—aeetamido]~penicilénico enhidro en el produc-
to anhidro, de conformided con los métodos indicados en el
CFR de la FDA.
EJEVPIO 6.
Se repite la reaccidén del ejemplo 5, pero en lugar

de trimetilelorosilano se utiliza ung cantidad equivalente de
dimetildiclorosilano, 1o que dé 60 g de trihidrato de D-glfg~
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—amino-p-hidroxibencipeniciling.

EJEMPIO 7,

Se repite la resceidn del ejemplo 5, pero despuds
de tratemiento con 259 cc de sgua se separa la fase acuosa
y se adicionan 150 cf de acetatd etflico. Se adiciong gz 10R
1la solucidn obtenide de 60 g de la sal disddica de &cido
2y 5-ditereibutil-naftalen-1,5-disulfénico en 200 cc de agua;

Se agitg dursnte 90 minhtos a 0%, ge filtras y se
leva con sgua g 0% y luego con acetato de etilo. Despuds de
gecado se vuelve g suspender el producto sflido en 150 ce
de agua y se trata a 209 con NH40H haste wn pH de 7 - 7,5
Se eglta la suspensién a 209 gurante una hora y luego se tra-
ta con HOL g DH 5. _

Degpuds de agitacién g 02 durente 1 hora, se fil-
tra, se lava con agua a 0% y luego con alcohol isopropflico.
Se seca el producto g 452 bajo vacfo. Se obtienen 70 g de
trihidrato de D~alfa—amino-p-hiQroxibencil—penicilina; con
ung humeded (K. Fischer) del 14,3% y tftulo yodométrioo*ael
96%; t{tulo microbiolégico del 98%; titulo ecidimtrico *del
100%, titulo aminico*del 97% [a1£a]204 2948,
¥ Tos tftulos se expresan como éoido 6=[D(~)-alfa~aming=p~
~hidroxi-fenilacetamido]-penicilénico aenhidro en producto
enhidro, de conformidad con los métodos indicados por el
CFR y 1z FDA.

ETRMPIO 8. _

Se repite lg reaccidn de} ejemplo 5, pero despuds
del tratamiento con 259 cc de agua, se separg lg fase acuosa
¥ se adicionan 200 cc de acetato de etilo. Se gdicions g 108

la solucidn obtenida de 73 g de monohidrato de 4eido beta-
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-naftalensglfénieo en 200 cc de agzua, manteniéndose el pH
& 1,5 - 1,8 con NaOH.

Se agita a 02 qurente 60 minutos, se filtra,se lg
va gon agua;a 02 y con acetato de etilo y luego se seca &
402 bajo vacio.

Se suspende el producto s6lido asi obtenido en
200 cc de agua y se trata a 202C con NH4OH hasta que se al-
canza el pH 7.

Se agita la suspensidn a 202 durante 1 horasluego
se diluye con 100 cc de alcohol isopropilico y se sjusta a
PH 5 con HCIL,

Después de agitar a 02 durante 90 minutos se fil-
tra, seilava con agua y luego con alcohol isopropilico, 1o
que dé 50 g de trihidrato de D-alfa-amino-p-hidroxibencil-
~penicilina con una humedad (K. Fischer) del 13,8%; titulo
yodométrico® del 98%; titulo microbioldgico®del 96%:titulo
scidinétrico® del 100%, titulo aminico® del 97%; [alfa]go
293¢, _ , '
x - Los t{tulos se expresan como Acido 6~[D(—)-a1fé;amino~§—
—hidroxi—fenilacetamido]—penicilénico anhidro en producto
anhidro, do conformidad con los métodos indicados por el

CFR de la FDA,

EJEMPIO 9.

Se suspenden en 1760 cc de acetona 185 g de la sal
potdsica de N-(2-etoxicarbonil-l-metilvinil)-D-p-hidroxife-
nilglicina (obtenida como se ha indicado en el ejemplo 2a
pero partiendo de D-p-hidroxifenilglicina en lugar del pro-

ducto racémico).

Se adicionan a -302 63,4 g de etildrocarbonaio

y 0.5 cc de M-metil-morfolina.
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Después de agitar durante 45 minutos & ~302 se adi
ciona la solucidn obtenida de 120 g de dcido 6~amipopenici~m
lénico en 200 cc de agua, 58 cc de dietilamina y 240 cc de
acetona, ‘

Se mantiene la solucién a ~40¢ Qurante 1 hora,se
filtra sobre celite y se diluye con‘400‘cc de agua.

Después de acidificar a pH 1,5 con HC1 al 10% du-
rante 90 minutos se extras con 2 litros de cloroformo.

Se trata la fase acuosa con 650 cc de acétato de )
etilo y se trata con la solucidn obtenida de 145,5 2 de mono-
hidrato de dcido beta-naftalensulfdnico en 400 cc Ce agua,
manteniendo el pH a 1,5-1;8 con NaOH acuoso al 30%,

Después de agitar durante 60 minutos se Tiltra
el producto s81lidos se lava con agua & 02 y acetato de eti-
lo ¥y se seca. Se obtienen 200 g de beta-naftalensulfonato
de D-alfa-amino-p-hidroxibencilpenicilina.,

) Se suspenden 200 g de cste beta-naftalensulfonato
en 500 cc de agua-y se trata con NH4OH a pH 7.Despuéé de
agitar a 202 durente 1 hora se diluye con 200 cc de alcohol
isopropilico y se ajusta a PH 5 con HCL.Se agita la suspen
gibén a 02 durante 90 minutos, se filtra y se lava con agua
¥y alcohol isopropilico. Se obtiencn 100 g de trihidrato de
D—alfa-amino-p—hidroxibencilpep@cilina con una humedad del
13,164; titulo yodométrico™ 98,4%; titulo acidimbtrico™
100, 8%; titu%o_aminico; 97%; [alfa]g + 2862; titulo micro-
biolégico™ 98%.
= Los titulos se expresan como fcido 6-[D(-)-alfa-amino-p-
-hidroxifenil-aoe'bamido]-penicilé.nico anhidro en producto

enhidro, de conformidad con los métodos indicados por el CFR
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EJEMPIO 10, -
Se traten 267 g de la sel potdeica de N-(2~etoxi-

certonil-l-metilvinil )~D-p-hidroxifenilglicina en 2280 oc

de acetons a ~402 con 91,49 g de oloroocarbonato etflico y
0,73 cc de N—-m?tilmorfolina. Despubs de agitar durante 45
minutos a ~40%, se gdiciona la solucidn obtenida de 180 g de
foido 6~eminopenicildnico en 300 cc de agua, 90 co de dieti-
leming y 360 cc de acetona. Despuds de agitar durante 1 hora
a ~40% ge filtrs sobre celite; ge diluye el filtrado 1{mpido
con 6(30 ce de agua y se trata g pH 1,5 con HOL scuoso a 08,
Después de extraccidén con 3 litros de cloroformo se trate la
fase acuosa con 500 cc de acetato de etilo y con la solucién
obtenida de 190 g de la sal sédica de dcido 2,6-ditercibubtil—
neftelen-l,5~disulfénico en 600 cc de agua. .

7 Se agita le suspensién g 02 dqurante 90 minutos, se
filtra, se lava con agua fria y con acetato de etilo. Despuds
de secado a 402 bajo vacfo se obiienen 300 g de la sale

Se adiciong este producto a 450 cc de agua y e
trate a la temperatura del ambiente con NH4_0H a PH 7. Se agi-
ta durante 1 hora a 202 y ge trata con HCL g pH 5. '

Despuds de agitar durante 1 hora s 0%, se filtra,
se lafa con agua a 0% y con alecohol isopropflico y se seca
& 452 bajo vaofo. Se obtienen 160 g de trihidrato de D-alfa-
—amino~p~hidroxibencilpenicilina ocon humeded (K. Figoher)
del 13,873 titulo yodomdtrico ®99%; tftulo microbioldgico
96%; titulo aoiaimétrico“w%; tLtulo aminicou%%: [alfaly
+ 290¢,
¥ Tos t{tulos se expresen gomo 4oido 6-=[D(~)-glfa~amino-p-
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~hidroxi~-fenilacetamido]-penicildnico anhidro en producto
anhidro, de conformidad con los métodos indicados por el

CFR de la FDA,

EJEMPIO 11,

Se suspenden en 600 cc de agua 125,7 g de trihidqg_.
to de D~a}fa—aminoup-hidroxibencilpenicilina con humedad
(K.Pischer) del 12,75%; titulo yodométrico™ 93%;titulo mierg
bioldzico® 90%; titulo acidimbtrico™ 108%; titulo aminico® ~
100%, y se disuelve con 25,4 cc de écido clorhidrico acuoso
a un pH de 1 y a una temperatura inferior a 102, Se divide
le solucidn en 2 partes iguales.

a) una mitad de la solucidn se trata con 200 cc de ace -
tato de etilo y luego con una solucidn obtenida:ﬁe
37,5 g de monohidrato de dcido beta-naftalensulfd -

nico en 150 cc de agua, manteniendo el pH & 1,5 - 1:8

con hidrato sddico. Después de agitar durante 60 mi-

nutos & una temperatura inferior a 109, se filtra

el s6lido y se lava con ague y acetato de etilo ¥y

se seca bajo vacio a 45¢, o
El producto asi obtenido se suspende en 150 cc de

agua y se trata a pH 7 con NH4OH acuoso al 10%.S9 agita

durante 1 hora & 202, se ajustia el pH con HCl a 5,

se agita durante 1 hore a una temperatura inferior a

102 7 se diluye con 120 cc de aleohol isopropilico.

Se filtra, se lava el sélido con aguas alcohol iso —

propilico y acetona y luego se seca. Se obtienen 53 g

de trihidrato de D-alfe-amino-p-hidroxibencilpenicili

na puro con humedad (K. Fischer) del 12,27 %;

titulo yodométrico™ del 9951 %; titulo microbioldgico®
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del 98,T6; titulo mcidimétrico™ del 101,5 %; tLtulo
an{nico™ del 98,5%; [alfa]io + 2920

p) wna mitad de la solucidn se trata con 200 cc de acetato
etilico a una temperatura inferior a 109 con la solucién
obtenida de 90 g de la sal disédica de deido 2,6-diter—
cibutil-naftalen-1,5-disulfénico en 300 cc de agua.

Sg aglta la suspensién a 02 durante 90 minutossse
filtra y se lave el s6lido con agna y acetato de etilo.
Despuds de secado a 402 bajo vacio se suspende el pfom
ducto s6lido en 200 cc de agua y se trata a la *empera-
ture del ambiente con NHAOH acuoso al 10% a pH 7.

Se agita durante 1 hora a 202, ge corrige el pH
con HCl, se agita durante 1 hora a 02, ge filtra y se
lava el sbélido con agua y éicohol isopropilico._

Despuds de secado bajo vacio a 509, se obtienen
50 g de ?rih;drato de D~a1fa~gmino~p~hidroxibenpilpeni—
ciline pura con humeded (K.Fischer) del 12,8%; titulo
yodométricg“ del 99,8%; titulo microbioldgico™ cel _
99, T#; t4twlo acidimétrico™ del 100,3%; titulo eminico
del 99%; [a1£a]2° + 29se * _

og titulos se expresan como Acido 6~[D(~)-alfa~amino—
~-p-hidroxi-fenilacetamido]-penicildnico anhidro en el pro-
ducto anhidro, de conformidad con los métodos indicados
por el CFR de la FDA,

= 4 =

REIVINDICACIONES

Descrito el objeto del presente invento, se declg

ran nuovas y de propie invencidn las siguientes reivindica-

ciones, con prioridad de la solicitud de patente italians ne
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30978 A/T4 del 23 de Diciembre de 1974.

l.~ Procedimiento pars la sintesis de 4ecido 6-[D(~)-
~alfe-amino-p~hidroxifenilacetamido J~penicildnico trihidrato,
de la férmula (I)

Be
HDOCx
N co ( OH
. ﬂ ~
A et JO
3 C
1" 2 ~ s
lOo H H hat NHZ 2
I
Sarscterizado  porque se hace reaccionar dcido 6-sminopeni-
cildnico de férmule (II)
15.
HOOC
\\‘. N CO
. |
3 e
3 :' E
20. H B 2
1T

con un derivado de D,I-p-hidroxifenilglicina de £8rmula
(XXTII)

25,
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en la gune

0
[ ' .
A eg lgual a —!3-02}15, '-CHz-'GN! "CH39

I
D ¢/QQQ6H///COOCEHS
R es igual 8 - -O—CH2~05H5, CH3

5.

R' es igual a H, -ﬁ—O—CHQ-GGHE:
y particularmente en el caso gg gue A represente
TCHS’ seglin se ha indicado, utilizando la reac -
cién enzimdtica en presencia de células de Esche
10. richia Coli ATCC 11105.

2.- Procedimiento, seginm la reivindicacidn 1,
caracterizado en une alternativa de su realizacién_porque
se hace reaccionar un derivado sililico de dcido 6-amino-
penicilénico de férmulas (I XXI a-Db)

15.
H3C
H,0 - §1-00Q
~.~.\‘ q CO
20 R
. H3C
i N
1 1 2
H.C ' ]
3 h H
(3X1=)

25.
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34

Hyg
H3C - 8i~00C
R o~ :
5. . N-~—---CO

3

| : NH-—SI - CH
I'{ B %53

10. XXT b

con el clorhidrato del cloruro de D~p—hidroxifenilglicina
de la férmula (V)

15.
GlOO I::

H,~-HCl

v .
0. en cuyas férmulas XXI a-b,
R puede ser CH, cuando el dcido 6~aminopenicilé-
nico de férmula II, segin se ha definido en la
reivindicacidn 1, se hace reaccionar prevismenw
te con trimetilelorosilano o hexametildisilazano
o clora cugndo se hace reaccionar previamente
25e el citado dcido 6-aminopenicildnico con dimetil-
diclorosilano.
Fane Prqeedimiento, segﬁn la reivindicacidn 1, carag=
terizado porgue, en otra alternativa @e su realizacién, se

constituye el compuesto de férmuls (I), definido en la reivine




5.

10.

15,

20,

435981

i
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dicacién 1, en su forma pura por precipitacién de sus solu-
ciones acnosas con ciertos naftalensulfonates y en particu-
lar con la sal disédica de dcido 2y6-diterbutilnaftalen~1l,5-

-digulfénico de férmula (XXII),

0,lfa ///CH3

| A

H?C <::) (i:)_ Oy
>

H C—
3

Héc SOBNa

(XXII)
4.~ Procedimiento para la sintesis de écidé
6-[D(~)-alfa~amino~p-hidroxifenilacetamido]-penicildnico
trihidrato.
Segfin se deseribe y reivindica en ls presente me-
moria descripﬁiva Que congta de 35 phginas foliadas 'y es-
eritas a miquina por una sola de sus caras. A

Madrid, a 25 de marzo de 19
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