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Sposéb otrzymywania
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Przedmiotem wynalazku jest otrzymywanie pél-
syntetycznych penicylin o wzorze ogélnym 1, w kito-
ryymm X oznacza o—amino podstawiong grupe aey-
lowag o wzorze ogblnym 2, w ktérym n=0—6,
a R oznacza atom wodoru, podstawiony lub nie-
podstawiony rodnik alkilowy, cykloalkilowy, ary-
lowy, arylo-alkilowy albo podstawiong lub wolng
grupe heterocykliczng.

Zwiazki tego typu =majduja zastosowanie jako
§rodki terapeutyczne dla zwierzat i ludzi, oraz mo-
ga byé uzyte jako dodatek do pasz.

Penicyliny o wzorze ogélnym 1 charakteryzuja
sig wiekszg trwalodcia w Srodowisku kwasnym ani-
zeli penicylina G i penicylina V oraz szerszym
spektrum przeciwbakteryjnym, dzialajac miedzy
innymi na szereg drobnoustroj6w Gram-ujemnych.

Znane sposoby wytwarzania pélsyntetycznych pe-
nicylin o waorze 1 polegaja na kondensacji kwasu
g-aminopenicylanowego (6-AP) z mieszanymi bez-
wodnikami kwasow o wzorze X O H, w kiérym
X ma znaczenie wyzej podane, w ktérych grupa
a~aminowa chroniona jest grupa o ogélnym wzorze
R = O ~CQO, w ktorym R’ oznacza rodnik alki-
lowy albo podstawiony lub niepodstawiony rodnik
benzylowy lub femylowy. Na etapie katalitycznej
wodorolizy z przejéciowo powstajacych N-podsta-
wionych penicylin oddziela si¢ mnastgpnie grupe
ochronng otrzymujgc odpowiednie N-(¢-amino-acylo)-
pochodne kwasu 6-aminopenicylanowego o wzorze 1.
Sposoby te podane sa w brytyjskim opisie patento-
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wym nr 873049, w opisie patentowym NRF nr 945637,
w opisie patentowym St. Zjedn. Am. nr 2985648
oraz publikacjach F. P. Doyle i inni — J. Chem.
Soc. 1440/1962/, Manufacturing Chemist 34,296/1963/.

Znany z wymienionych opiséw patentowych i pu-
blikacji sposéb obejmuje kilka stadiéow posrednich
syntezy i konieczno§é stosowania drogich kataliza-
toréw, np. palladu. Ze wzgledu na obecnoéé atomu
siarki w pétprodukcie, katalizatory te musza byé
stosowane w duzym nadmiarze, a szybkie ich za~
trucie pocigga za sobg konieczno§é cigglej regene-
racji. W konsekwencji metoda jest nieekonomiczna.

Znane s3 ponadto sposoby wytwarzania zwigzkow
o wzorze 1 omijajgce etap katalityczmej wodorolizy.
Jeden z tych sposobéw polega na kondensacji kwa-
su 6-AP z mieszanymi bezwodnikami utworzonymi
z chloromréwezanéw alkilowych lub chlorkéw kwa-
sowych i soli N-podstawionych a~aminokwasow
otrzymanych w wyniku reakcji soli a-amjnokwa-
séw z odpowiednimi £ -dwuketonami lub g -keto-
estramij.

Z powstajacych N-podstawionych kwasow 6+(a -
-aminoacylamido)-penicylanowych mozna na drodze
hydrolizy kwasnej, prowadzonej w lagednych wa-
runkach, uzyska¢ zwigzki o wzorze 1.

Metoda powyzsza oparta jest na sposobie syntemy
peptydéw, opisanym w Angew. Chem. 74,873(1062)
i w opisie patentowym NRF 1143516 oraz w odnie-
sieniu do zwigzkéw o wzorze 1, w Angew. Chem.
76,342(1964).
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Drugi sposéb wytwarzania zwigzkéw o wzorze
1 polega na kondensacji kwasu 6-AP z 4-podsta-
wionymi oksazolidyno -dionami —2,5.

W brytyjskim opisie patentowym nr 903785 opi-
sany jest spos6b kondensacji soli wapniowych kwa-
su 6-AP w bezwodnych roazpuszczalnikach organi-
cznych z 4-podstawionymi oksazolidynodionami-2,5
prowadzacy do ofrzymywania zwigzké6w o wzorze
1 lub ich soli. W brytyjskich opisach patentowych
nr 958824 oraz nr 960896 opisano sposéb kondensa-
cji soli metali alkalicznych kwasu 6-AP z wyzej
wymienionymi zwigzkami w wodno-organicznym
$§rodowisku o pH 7, prowadzgcy do otrzymania
zwigzké6w o wzorze 1. W opisanych warunkach (pH
okolo 7 oraz obecnoéé¢ wody) zachodzi polimeryza-
cja 4-podstawionych oksazolidyno-dioné6w-2,5 pro-
wadzgca do peptydow zlozonych z czgsteczek wyj-
sciowych «-aminokwas6w. Reakcja ta znacznie
obniza wydajno§é oraz komplikuje proces izolacji
dwupeptydéw o wazorze 1.

Z francuskiego opisu patentowego nr 1349621 zna-

ny jest spos6b otrzymywania zwigzkéw o wzorze 1
w wodnym roztworze o pH okolo 3,8—6,2. Poniewaz
substraty reakcji nie rozpuszczajg sie dobrze w wo-
dzie w przytoczonych zakresach pH, reakcje kon-
densacji prowadzi sie w poztworach buforowych
o odpowiednio dobranej aktywnosci jonowej, mie-
szczacej sie w granicach 0,1—0,3. Bardzo niekorzys-
tng cecha omawianej metody jest koniecznosé
pracy w duzych rozcieficzeniach przy stezeniu
rzedu 1—2%, co z kolei znacznie komplikuje i po-
draza proces izolacji i oczyszczanie produktow.

Wedlug wynalazku, udaje sie¢ unikngé omoéwio-
nych wyzej wad przez Zmiane zasadniczych para-
metréw reakcji kondensacji.

Spos6b weditug wynalazku polega ma bezpoére-
dniej kondensacji kwasu 6-aminopenicylanowego
z 4-podstawionymi oksazolidyno-dionami-2,5 o wzo-
rze 3, w kitérym R oznacza atom wodoru, wolny
lub podstawiony rodnik alkilowy, cykloalkilowy, ary-
lo-alkilowy albo grupe heterocykliczng wolng lub

Roztwér oksazolidyno-dionu-2,5 w obojetnym
rozpuszczalniku organicznym mieszajgcym sie z wo-
da, jak np. aceton, dioksan itp., wprowadza sie do
intensywnie mieszanego wodno-organicznego roz-
tworu kwasu 6-aminopenicylanowego o pH = 1—3,8.

Zaletg sposobu wedlug wynalazku jest ponadto
to, ze reakcji nie trzeba prowadzié w roztworach
tak silnie rozcieficzonych jak dotychczas. Wedtug
wynalazku kondensacje 4-podstawionych oksazoli-
dyno-dion6w-2,5 z kwasem 6-AP prowadzi sie¢ przy
stezeniach poszczegélnych substratéw rzedu 7—15%,
jak w przytoczonych przykladach.

Przebieg reakcji oraz jej zakoficzenie mozna okre-
§lié iloécig wydzielonego dwutlenku wegla. W za-
leznoéci od uzytego rodzaju 4-podstawionego oksa-
zolidyno-dionu-2,5, reakcja trwa praktycznie 2—3
godzin i w znacznej mierze zalezy od temperatury,
w jakiej prowadzi sie proces kondensacji.

Wedlug wynalazku reakcje prowadzi sie w za-
kresie temperatur —10 — +40°, korzystmie +15°
— +25°C. Po jej zakonczeniu roztwér odsgcza. sie
od wydzielonego osadu, przesgcz przémywa eterem,
po czym pH roztworu doprowadza sie do wartosci
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okreslonej punktem izoelektrycznym danej penicy-
liny. Z otrzymamego roztworu wodno-organicznego,
bezpoSrednio po zageszczeniu lub liofilizacji izoluje
si¢ znanymi metodami dang pemicylinge w postaci
wolnego kwasu. Wydajno$§é procesu kondensacji
w zalezmo$ci od uzytego 4-podstawionego oksazoli-
dyno-dionu-2,5 oraz stosunkéw molarnych pélpro-
duktéow, okreslonych metoda mikrobiologiczng oraz
chemiczng, w przeliczeniu na wyj$ciowy kwas 6-ami-
nopenicylanowy, wynosi od 30—80%.

Przyklad I. 2,16 g (0,01 M) kwasu 6-aminope-
nicylanowego rozpuszczone w 10 ml 1 n kwasu sol-
nego i dodano 10 ml acetonu. Do powstalego roz-
tworu, w temperaturze 20°C, przy intensywnym
mieszaniu, dodano jednorazowo roztwér 1,77 g
(0,01 M) DL-4-fenylooksazolidyno dionu — 2,5w5
ml acetonu. Po 2 godzinach odsgczono mieszaning
reakcyjng, klarowny przesgcz przemyto dwukrotnie
eterem i warstwe wodng doprowadzono przy pomo-
cy 1 n lugu sodowego do pH =4,65. Otrzymany
w ten sposéb roztwoér zatezono do sucha na obro-
towej wyparce prézniowej w temperaturze 2—5°C.
produkt nastepnie wysuszono w eksykatorze préz-
niowym mad pieciotlenkiem fosforu do stalej wagi.

Otrzymano 3,7 g surowego kwasu 6-[(DL-a-ami-
no-o-fenyloacetylo)-amino]-penicylanowego w posta-
ci zélto-kremowego proszku. Amaliza mikrobiolo-
giczna metodg plytkowo-cylinderkows, na szczepie
testowym Bacillus subtilis ATCC 6633 wobec wzor-
ca roboczego, to jest 98 procentowego kwasu 6-[(DL
a-amino-a-fenyloacetylo)-amino] - penicylanowego
wykazala 45% czystoSci otrzymanego produktu.
Przy oznaczaniu metoda jodometryczng czystosé
ofrzymanego produktu, w stosunku do wzorca ro-
boczego wynosila 53%. Widmo IR w zawiesinie
w nujolu wykazalo charakterystyczme maksimum
absorpcji przy 1760 cm™! (grupa C = O wigzania
p-laktamowego), 1690 cm-! (C=0 w wigzaniu
amidowym) i 1600 cm™! (grupa C = O w grupie
karboksylowej).

Przyklad II. 6,48 g (0,03 M) kwasu 6-amino-
penicylanowego rozpuszczono w 39 ml 1,029 n kwa-
su solnego, dodano 30 ml acetonu i mieszano 10 mi-
nut az do calkowitego rozpuszczenia sie osadu.
Do klarownego intensywnie mieszanego roztworu
'w ciggu 40 minut wkroplono roztwér 6,01 g (0,034
M) DL-4-fenylo-oksazolidyno-dionu — 2,5 w 30 ml
acetonu. Po 2,5 godzinach mieszania w tempera-
turze 25°C odsaczono wydzielony osad, a klarowny
przesacz przemyto eterem. Warstwe wodng zobo-
jetniono przy pomocy 1 n wodorotlenku sodowego
do pH 4,65 i poddano liofilizacji. Uzyskano 10,37 g
surowego produktu w formie bialego bezpostacio-
wego proszku. Analiza mikrobiologiczna jak w przy-
kladzie I wykazala 55% czystosci otrzymanego
produktiu; wedlug analizy chemicznej otrzymano
61% czystoéci produktu. Widmo IR w mujolu —
maksima absorpcji 1763 cm™1, 1600 cm~! oraz zgod-
nos¢ charakteru widma z widmem wzorca robo-
czego w zakresie 650 cm™1, 1400 cm-! i 1800 em—1—
5000 cm-1,

Ponizej zestawiono spektirum przeciwbakteryjne
oznaczone metoda rozcienndzeniows liofilizatu i wzor-
ca roboczego dla kilku wybranych szczepéw,
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Najmniejsze stezenie antybiotyku hamujgce
wzrost bakterii w mg/ml

Szczep testowy Wzorzec |1 ;ofilizat B -
roboczy
Salmonella typhi 155 0,000195 ©0,00038
Shigella sonmnei 520 0,00098 0,00192
Escherichia coli
ATCC 9637 0,0098 0,0194

Przyklad III. 1,08 g |(0,005 M) kwasu 6-ami-
nopenicylanowego rozpuszczono w 5 ml 1 n kwasu
solnego, dodano 5 ml acetonu. Do otrzymanego
roztworu wkroplono przy intensywnym mieszaniu
roztwér 0,715 g (0,005 M) DL-4-izopropylo-oksazo-
lidyno-dionu — 2,5 w 5 ml acetonu. Po 3 godzinach
mieszaning reakcyjng, utrzymywang w temperatu-
rze 25°C odsaczono, przesgcz przemyto eterem, warst-
we¢ wodng zobojetniono przy pomocy 5ml1ln wodo-
rotlenku sodowego, powtérnie odsgczono i klarowny
przesacz poddano liofilizacji. Otrzymano 1,65 g su-
rowego kwasu 6-[(DL-a-amino-2-metylobutyrylo)-
-amino]-penicylanowego w postaci bialego proszku.
Analiza chemiczna metodg jodometryczng wyka-
zala 72% czysto$ci produktu. Widmo IR w zawie-
sinie w nujolu dawalo charakterystyczne maksima
absorpcji przy 1758 cm-1, 1670 cm-i, 1600 cm-l.
Liofilizat hamowal wzrost nastepujacych szczepéw
testowych w stezeniu w mg/ml.

Micrococcus pyogenes v. aureus 209-P — 0,00195

Shigella sonnei 520 — 0,0078
Salmonella typhi 155 — 0,0039
Escherichia coli 308 — 0,0156

Przyklad IV. 1,08 g (0,005 M) kwasu 6-amino-
penicylanowego rozpuszczono w 5 ml 1 n kwasu
solnego i dodano 5 ml acetonu. Do otrzymanego
roztworu wkroplono przy intensywnym mieszaniu
roztwér 0,955 g (0,005 M) DL-4-benzylo-oksazolidy -
no-dionu — 2,5 w 5 ml acetonu. Po trzech i pét
godzinach mieszanine reakcyjngutrzymywang stale
w temperaturze 20°C, odsgczono, przesacz przemyto
eterem, warstwe wodng zobojetniono przy pomocy
5 ml 1n wodorotlenku sodowego, odsgczono i prze-
sacz poddano liofilizacji. W ten sposéb ofrzymano
1,786 g surowego kwasu 6-[(DL-a-amino-a-benzylo-
-acetylo)-amino]-penicylanowego w postaci bialego
proszku. Analiza chemiczna metodg jodometryczng
wykazala 50% czystosci produktu. Widmo IR w za-
wiesinie w mnujolu wykazywalo charakterystyczne
maksima absorpcji przy 1760 cm—1, 1680 cm—1,
1600 ecm—1.

Liofilizat hamowal wzrost nastepujacych szcze-
péw testowych w stezeniu w mg/ml.

Micrococcus pyogenes v. aureus — 0,00195
Shigella sonnei 520 — 0,0313
Salmonella typhi 155 — 0,0078
Escherichia coli 308 — 0,0313

Przyklad V. 1,08 g (0,006 M) kwasu 6-amino-
penicylanowego Tozpuszczono w 55 ml 1 n kwasu
solnego po czym dodano 5 ml acetonu. Do klarow-
nego intensywnie mieszanego roztworu dodano je-
dnorazowo roztwér 0,955 g (0,005 M) D(—)-4-feny-
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6
looksazolidyno-dionu-2,5 w 5 ml acetonu. Reakcje
prowadzono 2 godziny w temperaturze 20°C, po
czym roztwér odsgczono, przesgcz doprowadzono
do pH 4,65 i przerobiono jak w przykladzie IIT i IV.
Otrzymano 1,809 g liofilizatu w postaci bialego,
sypkiego proszku.

Analiza mikrobiologiczna plytkowo-cylinderkowa
na szczepie testowym Bacillus subtilis ATCC 6633
wobec wzorca roboczego — kwasu 6-[(D-a-amino-
a-fenyloacetylo)-amino] — penicylanowego wykaza-
la 43% czystosci otrzymanego produktu. Wynik
analizy jodometrycznej w stosunku do wzoreca ro-
boczego wynosil 58% czystosci.

Widmo IR w nujolu wykazywalo charakterysty-
czne maksimum absorpcji przy 1758 ecm—1, 1680 cm—4,
1600 cm™1 oraz zgodno§é charakteru widma w za-
kresie 650 ¢cm-1 —1400 cm-! i 1800 cm-1 — 5000 ctn-1
z widmem wzorca roboczego.

Przyklad VI. 26,8 g (0,128 M) kwasu 6-amino-
penicylanowego rozpuszczono w mieszaninie 143,3
ml 1 n kwasu solnego i 111,5 ml acetonu, po czym
dodano jednorazowo roztwér 25 g (0,141 M) D(-)
4-fenylooksazolidyno-dionu-2,5 i mieszano 3 godziny
15 minut w temperaturze 20°C. Mieszanine reakcyj-
na zalkalizowano do pH 3 dodatkiem 5 n wodoro-
tlenku sodowego, po czym po 5 minutach przesa-
czono. Osad (5,6 g) zidentyfikowano jako czysty

kwas D(-)-a-amino-fenylooctowy — [a]g = 158° (C —
7,19 w okolo 0,7 n kwasie solnym).

Analiza mikrobiologiczna na szczepie testowym
Bacillus subtilis ATCC 6633 w przesgczu, stwier-
dzono 80% konwersji kwasu 6-AP na kwas 6-[(D-a-
amino-a-femyloacetylo)-amino]-penicylanowy. Prze-
sacz zageszezano pod zmniejszonym cisnieniem
w temperaturze 5°C, do objetosci 150 ml, prze-
myto 3 razy porcjami po 50 ml eteru, odbarwiono
dodatkiem wegla aktywnego, zalkalizowano do pH
6,1 przy pomocy 5 n wodorotlenku sodowego i od-
stawiono do krystalizacji. Wydzielony, bialy, dro-
bnokrystaliczny produkt odsaczono, osad przemyto
zimng woda i wysuszono nad pieciotlenkiem fosforu
do stalej wagi. Uzyskano 22 g produktu, ktéry po
rekrystalizacji wykazywal czystosé¢ 92% (analiza mi-
krobiologiczna) i 97% (analiza jodometryczna). Tem-

20
peratura topnienia 202°C, [¢]D =—270°C (C—0,5
w wodzie).

Ponizej zestawiono spektrum antybiotyczne dla
kilku szczepéw testowych preparatu wobec wzorca
roboczego (firmy Bayer-Binotal).

Najmniejsze stezenie
antybiotyku hamujgce
wzrost bakterii
Szczep testowy w mg/ml
‘Wzorzec produkt
roboczy
Micrococcus pyogenes 0,000195 0,000195
V. aureus 209-P PW
Shigella sonnei 520 0,00078 0,00156
Salmonella typhi 155 0,00039 0,00039
Escherichia coli 308 0,00312 0,00312
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Zastrzetenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania péisyntetycznych penicylin

o wzorze 1, w ktérym X oznacza a-amino pod-
stawiong grupe acylowag o wzorze ogélnym 2,
w ktérym n réwna sie¢ 0—8, a R oznacza atom
wodoru, podstawiony lub niepodstawiony rodnik
alkilowy, cykloalkilowy, arylowy, aryloalki-
lowy albo podstawiong lub wolng grupe heterc-
cykliczng, pmzez kondensacje kwasu 6-aminope-
nicylanowego z 4-podstawionymi oksazolidyno-
dionami-2,5 o wzorze 3, w ktorym R oznacza
atom wodoru, wolny lub podstawiony rodnik
alkilowy, cykloalkilowy, arylowy, aryloalkilowy
albo grupe heterocykliczng wolng lub podsta-

b3

10

15

. Sposéb wedlug zastrz.

wiong w kwasnym wodno-organicznym roztwo-
rze znamienny tym, Ze kondensacje prowadzi
sie w jednej fazie w roztworze o pH = 1—3,8.

. Spos6b wedlug zastrz. 1 znamienny tym, Zze kon-

densacje kwasu 6-aminopenicylanowego z 4-pod-
stawionymi oksazolidynodionami-2,5 prowadzi sie
w roztworze, w ktorym stezenie poszczegolnych
substratéw wynosi 7—15% wagowych.

. Sposéb wedlug zastrz. 1, 2 znamienny tym, ze do

reakcji kondensacji stosuje sie racemiczne 4 pod-
stawione oksazolidyno-diony-2,5 jak i ich odmiany
optycznie oczynne,

1—3 znamienny tym,
ze reakcje kondensacji prowadzi sie w zakresie
temperatur —10° — +40°C, korzystnie -+15° —
+25°C.

PALN
NH—CH—CH  C(CHy)2

€O —N———CHCOOH
Wzér i

R*-(Cl‘t)n—?"‘ —CO-~-

NHe

Wzoér 2

R—CH—CO

NH
N\

O

Wzdr 3

,Prasa’” Wr. Zam. 6158/66. Nakiad 270 egz.
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