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1

Vyndlez se tyké zplsobu piiprevy diesmonné soli oxa-beta-laktamového entibiotika vzor-

ce I
0 OCHg
HO CH—C—NH— o "l'—‘ﬂ‘
COO™NH} A —CHy—S N/N (1),
SRS |
O COO'NH, CHy

ve kterém chirdlni centrum slfa-kerboxy-p-hydroxyfenylecetylového postrsnniho fet®zce nd
D-xonfigunaci, . '
v krystalické form& neobsshujicif vice neZ 5 % l-epimeru.

US patent 4138486 popisuje ﬁikyselinu 1-oxa~beta-laktemu s antibiotickymi vlsestnostmi,
ze které se ziské postupem podle tohoto vyndlezu diesmonné sil. Tento pstent zahrnuje sodné,
dreselné s smonné soli, jeko trietylemonnou sil 8 prokeinovou sl této dikyseliny. Tyto so- -
11 dikyseliny Jsou formsmi tohoto entibiotike vhodnymi pro jeho perenterélni podéni{. U v&t-
#iny bete-lektemovych entibiotik, jeko jsou peniciliny e cefelosporiny, kterd jsou podévé-
na parenterélnd, je forme soli nejlestd)3{ fermeceutickou formou podéni. Fermacewtické for-
me soli je vhodné stebilnf krystalickéd sil, kompatibilni e rozpustné ve fyziologickych te-
kutinédch.

A%koliv farmsceuticky vhodné solli oxe-beta-lektemové kyseliny Jsou znémy, nebyly do-
sud ziskény v krystelické form& s poZadovenou stebilitou. Napfiklad dvojsodné sil oxas-beta-
-lektemu byle ziskéna ve form& amorfni létky.
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V popisu vynélezu k &s. AO 212 347 je popséne seskvisodnd sil oxa-bete-lektemu s D-
~konfigureci, kteréd je farmeceuticky vhodnou formou tohoto entibiotike.

Predmdtem tohoto vynélezu je zpisob pripravy D-diemonné soll oxe-bete-laktemu vzorce
I v krystelické form&, neobsshujici vice ne¥ 5 % L-epimeru.

Vynélez poskytujé zplsodb piiprevy D-dismonné soli oxs-bete-lektemového entiblotike
vzorce I :

00"3
o )it i o
CoONHy [T CHpm S N
0 — |
COO'NH CHy
v krystelické form& neobsshujici vice neZ 5 % L-epimeru, vyznefujici se
@) piidénim scetonu k vodnému roztoku dikyseliny oxa.bete-lektamu vzorce II
O OCH, .
HO—@—CH—C—NH— o "I'—ﬂ' (1)
N _~—CHy—-S N
COOH J-' 2 ?/
COOH CHg

pridem? uvedend dikyselina oxe-bete-lektamu je ve form® D- nebo L-epimeru nebo Jejich sm&si,

b) k tomuto vodn¥ acetonovému roztoku uvedené kyseliny se pridé p¥i teplotd v rozmezi
mezi 15 a% 30 °C hydroxid emonny e% do dosaZeni hodnoty pH roztoku mezi 6 e 7,5,

¢) uvedeny roztok se redi acetonem e% de¢ bodu zékelu e

d) vykrysteloveny D-epimer uvedené emonné soli, neobsshujicl vice neZ 5 % L-epimeru,
se oddé&li.

Teto krystelické diemonnéd sil ziskené zpisobem podle vyndlezu, nebo krystelizeci z vod-
ného orgenického rozpoustddla, je ve form& tetrahydrdtu. Teto krystelické tetrehydrétovd
eil mé nésledujici cherekteristické ddeje ziskené pré3kovou rentgenovou difrekéni analy-
zou za poufitl zéfeni m3d/nikl vinové délky 1,5 . 10-10 m, kde "d" znemend mezinfiZkové
vzdédlenosti a "I/I, " prelstivni intenzity.

R 4 I/11 x 100
9,60 1
8,79 . 50
8,11 50
7,25 . 10
6,62 5
5,92 35
5,10 10
4,58 40
4,35 100
3,40 15
3,67 : 10

3,54 1
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a /1y x 100
3,36 15
3,21 ' 10
3,10 5
2,97 . 10
2,82 ' 10
2,71 5
2,62 5
2,41 1
2,3 5
2,30 1
2,19 1
2,05 1

Elektrometrickou titrac{ diemonné soli v 66% dimetylformemidu byly zjiBt¥ny nésleduji-
cf Ydaje: poféteini pH bylo 7,38 a hodnoty pKe byly 5,0 (CO0™), 9,5 (2NHI) e 12,9 (p-hydro-
xyskupine).

Tato dismonnd sil vy¥e uvedeného vzorce mé chemicky nézev diemonnd sil Tbeta-[i-[kerb-
oxy/4-hydroxyfenyl/scetyl] -7alfe-netoxy-3- [ [/1-netyl-1H-tetrazol-5-y1/thio] netyl] -8-oxc-
-5-oxe-1-azabicyklo[4,1,0] okt-2-en-2-kerboxylové kyseliny. Pro vyhodnost je v tomto textu
nezyvéne bud jako D-diesmonnd sil, nebo D-diemormé sdl oxe-bete-laktemu.

Krystelické L-diemonnd sil ziskend zplisobem podle vynélezu Je vhodnd fermsceutickd
forma, kterd je stebilni ze b&Znych podminek teploty e vlhkosti. Tuto sdl lze skladovat
" ve form® substence pro delsi pouZiti, nep¥ikled pro pou#itf dévkovenych forem v empulich.

Zde ziskenéd D-dismonné sil krysteluje v D-epimerni formé, neobsahujfci vice neZ 5 %
L-epimeru. D-Epimerni forme soli vykézele vy33{ entibiotickou entibskteridlni d¥innost
vi&i nskterym gremnegeativnim bekteriim, neprikled Escherichia coli, neZ D,L-forma této soli,

Podle zpisobu pi{prevy krystelické D-diamonné soli podle tohoto vynélezu ge dikyseli-
ne oxe-bete-lektemu vzorce II
¢

(Iry

I
COOH CH,

rozpusti ve vod¥ & roztok se ziedi acetonem v ssi 10% objemovém mnostvi. pH roztoku se
uprevi hydroxidem emonnym ns hodnotu mezi pH 6 a pH 7,5 8 ddle se Pedi acetonem, af se
doséhne bodu zékslu. Sténim krysteluje D-diemonnd sil & 0dd¥l{ se od meteiného louhu.

V postupu pou¥itéd dikyseline vyZe uvedeného vzorce mi¥e byt v L-epimerni formé nebo
Jakékoli sm&si D e L epimernich forem.

Vfhodné Je, Je-li koncentrace roztoku dikyseliny ve vod¥ asi 10 %, nicmén& miZe byt
pouZite koncentrece mezi 5 % af 15 %. Pfed priddnim hydroxidu smonného se vodny roztok di-
kyseliny zfed{ ascetonem, v¥hodn& 10 objemovymi procenty, edkoliv k fed¥ni lze pouZit vEis{(
‘¢4 mens{ mno¥stvi ecetonu. .

Je Zédouci, aby v postupu byl pouZit koncentroveny hydroxid smonny, protofe zfeddn¥js{
roztoky béze meji ze nésledek v&t3{ obejmy krystalizednfho roztoku tim, Ze vyisdujl pridéni
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vétEiho mnofstvi ecetonu. Z obecného hlediske je %édouci se p¥i krystalizeci vyhnout, je-1i
to mo¥né, vitdim objemdm. Alternstivn® lze p¥idévet k vodnému roztoku dikyseliny roztok
hydroxidu emonného v ecetonu, eby se doséhlo poiadoveného pH roztoku, Vyhodné Je pouZit

1 N 8% 1,5 N roztoku. Pofsdovené pH 1lze teké upravit prichodem emonieku vodnym roztokem ky-
seliny za chlezeni. o

Jek je uvedeno vySe, pH scetonem z¥ed¥ného vodného roztoku dikyseliny se uprevi ne
hodnotu pH 6 a% 7,5 pomoci hydroxidu smonného. Vfhodné je upreva ne hodnotu 6,5. Po pridé-
ni hydroxidu esmonného k dprevé pH se roztok ddle Fed{ ecetonem, a2 se zakmti. Krystelickd
dismonnd sl kyseliny ze zskeleného roztoku krysteluje jeko D-epimer, neobgehujici vice
nei 5 % L-epimeru. Krystely jsou zprecovény filtraci, centrifugovénim nebo jinou vhodnou
separedni metodou, promytim zbeveny metedného louhu e vysueny. V§t&Zky D-diemonné soli
pripravené podle vyndlezu jsou obecnd nejménd 85%.

" Zplisob se vihodn& provede pFi teplotd mezi 15 e% 30 °C e vyhodn¥ pri 25 S¢.

Ze podminek pH a teploty tohoto pos{upu, kyselina oxe-beta-lsktemu a dismonnd sdl té-
to dikyseliny, které vzniké v roztoku, podléhd rychlé epimerizasci na chirdlnin centru
v elfe-kerboxy-p-hydroxyfenylacetylovém postremnim Petdzci. JestliZe mé nepPiklad vy¥chozi
dikyselina L-konfigureci, epimerizuje rychle sesme nebo jejf diemonné sil do rovnové¥né smé-
si D & L epimerd. Tato rovnovéhe je nerudovéns sréZenim D-dismonné soli, Jek Je znézorn¥no
‘ne nédsledujicim disgremu.

D-epimer ———————>= L-epimer

krystelickéd
D-dfemonné s3l

Z toho vyplyvé, %e D-dismonnéd sil jeko nejménd rozpustny epimer z t8chto solf kryste-
luje z roztoku e tim umoZhuje posunuti rovnovéhy ve prosp¥ch delZfho D-epimeru, ktery ddle
krysteluje. Rychld vjke popsend epimerizace se s vyhodou provede pil teplotéch od 15 °c
do 30 °C & nejlépe probihé pri 25 °C. SniZovénim teploty dochdzi ke sniZovéni rychlosti
epimerizece, kterd vede k pomelej3i krystelizecl a ni%¥8imu vytdZku D-diemonné soli. A¥ko-
1iv sni%ené teploty sni¥uji rozpustnost D-diemonné soli, presto se stévd hife dostupnou
v disledku sni¥%ené pychlosti epimerizece. Ze podminek podle vynélezu se ziskeil vysoké
vitézky krystelické D-diamonné soli, protoZe je uno¥ndne rychld epimerizeceé, zetimco D-epi-
mer dismonné soli je v podstatd nerozpustny. Pri teplotéch vyé!feh, nef jsou uvedené teplo-
t, se zvyduje rychlost epimerizece, nicménd se teké zvyfuje rozpustnost D-epimerni aoli,
co% vede k ni¥¥fm vytdZkim ziskenéd krystalické soli.

D-Epimer diemonné soli oxs-beta-lektemu se ziské v podstet¥ prosty L-epimeru postupenm
podle vynélezu., Virsz "v podstetd prosty L-epimeru” pouZity v popisu znemené obseh piinej-
men&fim 95 % D-epimeru. Procentudlni obssh D-epimeru v xrystalické Ai emonné soli se stepe-
vi vysokodéinnou kepelinovou chromatogrefif /HPLC). Jeden ze systémd HPLC, ktery lze pou-
%{t ke stenoveni D-epimeru e L-epimeru mé nédsledujici parsmetry:

kolona: Water's Asocietes Bonepek C-18
pratok; 3 ml/min - . :
rozpoustddlos 0,1 N occten emonny (100 d11d)
metylalkohol (6 d{ld)
rozpoustddlo vzorku: fosfétovy pufr ° pH 7,4
koncentrece vzorku: | mg/ml '
objem vzorku: 15 mikrolitrd.
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Pro pou?iti v tomto postupu mi%e byt pomoc{ HPLC D,L-dikyseline oxs-bete-lektemu po-
uZitd k pFiprevd soli postupem podle vynélezu rozd¥lens ne D-epimer s L-epimer. V#hodné je
pou¥it D,L-kyseliny. )

Nédsledujfei pfikled ddle ilustruje tento vynélez.
Prikled 1

X roztoku 5 g dikyseliny 1-oxe-bets-lektemu /D,L-sm&s 40:60) v 15 ml sm&si aceton/vo-
da v poméru 90:10 (obj./obJ) se p¥idéd ze intenzivniho michéni 1,4 N roztok hydroxidu emon-
ného v ecetonu ef pH roztoku doséhne hodnoty 6,5. Pek se pFidévéd asceton, e% se roztok za-
xeli. Tento roztok se neofkuje D-diemonnou solf a nechd krystelizovat. Krystelické D-dismon-
né sil se odfiltruje a promyje vodnym isopropylelkoholem (1:9, vode : isopropylalkohol,
cbejm : obejem) e sudfi. VysuBené krystely véZi 4,5 g. Krystalické sil obsshuje 97 % D-epi- .
meru podle HPLC. :

pPREEDMET VINSLEZU

1. Zpisob vyrcby diemonné soli Tbvete-[D-[kerboxy/4-hydroxyfenyl/-ecetyl]-anino]-Talfa-
~metoxy-3-| [/1-metyl-1H-tetrezol-5-y1/~thio]metyl] -8-0oxo-5-oxe-1-azabicyklo 4.2.0 okt-2-
-en-2-kerboxylové kyseliny obecného vzorce I

i M4 N—N
HO—Q?H—-C~NH ‘ I (1)
cooNH] N F CHpm S N

v krystalické form& neobsshujici vice ne% 5 % L~epimeru, vyznedujfci se tim, %e se pridé
sceton k vodnému rozteku dikyseliny oxe-bete-lektsmu vzorce II

OCH3

i
s Ssinauyw O INN iy
- N
COOH #—CHyp—S W (1)

O
COOH CHy

priten? tato dikyseline je ve form& D- nebo L-epimeru, nebo je jejich smdsf, k tomuto vodn&
ascetonovému roztoku uvedené kyseliny se pridéd pri teplotd mezi 15 a 30 ¢ hydroxid smonny .
a% do doseZeni hodnoty pH roztoku mezi 6 s 7,5, uvedeny roztok se ddle redi acetonem a% do
bodu zékelu & vykrysteloveny D-epimer uvedené emonné soli, neobsehujici vice neZ 5 % L-epi-
meru, se oddéli.

2. Zplsob podle bodu 1, vyzne¥ujic{ se tim, %e se pH upravi 28% vodnym hydroxidem
amonnym.

3. Zpisob podle bodu 1, vyzne¥ujic{ se tim, Ze se pH upravi roztokem hydroxidu smon~
ného v acetonu o koncentraci mezi 1 N o 1,5 N.

4. Zpisob podle kteréhokoli z bodd 1 @Z 3, vyzne¥ujici se tim, Ze se pH uprevi na hod-
notu 6,5.
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. 5. Zpisob podle kteréhokoll z bodd t ef 4, vyznelujici se tim, Ze se pou¥ije vodny
. rostok dikyseliny oxe-bete-lektemu vzorce II o koncentreci mezi 5 % e 15 # hmotnostn¥ obje-
novial .
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