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69 Verfahren zur Herstellung von
6-D-(-)-alpha-Amino-alpha-(p-hydroxyphenyl)acetamido-penicillanséiure.

@ Die Verbindung wird hergestelit durch Behandeln

von 6-D—(-)-a-Amino-a—(-acetoxy-phenyl)acetamido-
penicillansiure in wissriger Losung mit einer Esterase bei
einem pH zwischen 5,0 und 7,5, Isolieren des erhaltenen
Produktes und gegebenenfalls Uberfithren der freien
Siure oder des Hydrats in das entsprechende pharmazeu-
tisch vertrigliche Salz. Die Verbindung hat gute antibio-

tische Eigenschaften.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Herstellung von 6-D-(-)-0-Amino-a-
(p-hydroxyphenyl)acetamido-penicillanséure, eines Hydrats
oder eines pharmazeutisch vertréglichen Salzes davon, dadurch
gekennzeichnet, dass man 6-D-(-)-a-Amino-o-(p-acetoxy-
phenyl)acetamido-penicillanséure in wissriger Losung mit
einer Esterase bei einem pH zwischen 5,0 und 7,5 behandelt,
und das erhaltene Produkt isoliert, wobei gewiinschtenfalls
die freie Séure oder das Hydrat in das entsprechende pharma-
zeutisch vertrégliche Salz iberfiihrt wird. :

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man Citrusesterase oder Esterase aus menschlichem
Serum, Tierserum, Weizenkleie, Weizenkeim oder bacillus
subtilis in einer Konzentration von 5 bis 10 mg/ml Esterase
pro Gesamtvolumen der wissrigen Losung verwendet.

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet,
dass man als Esterase Citrusesterase oder Esterase aus Weizen-
kleie oder Weizenkeimen verwendet.

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man Esterase aus roher Weizenkleie verwendet und die
Behandlung bei einem pH zwischen 5,5 und 6,0 oder in Gegen-
wart eines Puffers bei einem pH von 7,0 und bei einer Kon-
zentration von 10 mg/ml Esterase pro Gesamtvolumen Ldsung
vornimmt.

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von
a-Amino-a-(p-hydroxyphenyl)acetamido-penicillansiure,
die gute antibakterielle Eigenschaften hat.

Die US-PS 22 985 648 a-Aminobenzylpenicilline und
offenbart eine allgemeine Formel fiir derartige Penicilline,
die u. a. niedrige Alkanoylsubstituenten am Benzolring um-
fasst. Diese Literaturstelle gibt jedoch keine Details iiber
substituierte Verbindungen und es sind keine Beispiele fiir
ihre Herstellung angegeben. Das Dokument zeigt, dass die
a-Aminobenzolpenicilline in verschiedenen optischen Formen
existieren und es sind Beispiele fiir die Herstellung sowohl
der D- als auch der L-Formen angegeben.

Gegenstand der Erfindung ist ein neues Verfahren zur
Herstellung von 6-D-(-)-a-Amino-o-(p-hydroxyphenyl)-
acetamidopenicillansiure, eines Hydrats oder eines pharma-
zeutisch vertriglichen Salzes davon, dadurch gekennzeichnet,
dass man 6-D-(~)-a-Amino-o-(p-acetoxyphenyl)acetamido-
penicillansiure in wissriger Losung mit einer Esterase bei
einem pH zwischen 5,0 und 7,5 behandelt, und das erhaltene
Produkt isoliert, wobei gewiinschtenfalls die freie Saure oder
das Hydrat in das entsprechende pharmazeutisch vertrigliche
Salz iiberfiihrt wird.

Erfindungsgemiss wurde gefunden, dass 6-D-(—)-a-Amino-
a-(p-acetoxyphenyl)acetamido-penicillansiure, obgleich es
in normaler Kochsalzlésung stabil ist, enzymatisch zur bekann-
ten und wirksamen 6-D-(-)-o-Amino-o-(p-hydroxyphenyl)-
acetamido-penicillansdure hydrolysiert wird.

Als Esterase wird vorzugsweise Citrusesterase oder aus
menschlichem Serum, Tierserum, Weizenkleie, Weizenkeimen
oder bacillus subtilis stammende Esterase verwendet und zwar
vorzugsweise bei einer Konzentration von 5 bis 10 mg/ml
Esterase pro Gesamtvolumen der wissrigen Losung. Beson-
ders bevorzugt ist Esterase aus roher Weizenkleie, wobei die
Behandlung bei einem pH zwischen 5,5 und 6,0 oder in Gegen-
wart eines Puffers bei einem pH von 7,0 und bei einer Konzen-
tration von ungefdhr 10 mg/ml Esterase pro Gesamtvolumen
vorgenommen wird.
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Das Produkt wird nach an sich bekannten Verfahren isoliert
und gewtinschtenfalls in Form einer freien Siure oder eines
Hydrates in das entsprechende pharmazeutisch vertrigliche
Salz iiberfiihrt.

Als Ausgangsprodukt fiir das erfindungsgemésse Verfahren
wird beispielsweise eine 6-D-(~)-a-Amino-a-(p-acetoxy-
phenyl)acetamido-penicillansiure verwendet, die hergestellt
wurde durch Acylierung einer Verbindung der Formel I
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oder eines Silylesters oder eines Salzes davon mit einem funk-
tionellen Derivat einer Séure der Formel II
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worin B fiir eine Aminoschutzgruppe steht, Entfernen der
Aminoschutzgruppe und wenn die Verbindung der Formel I
in Form des Silylesters oder eines Salzes vorliegt, Uberfiihren
des erhaltenen Produkts entweder vor oder nach dem Ent-
fernen von B in die entsprechende freie Saure oder in eine
pharmazeutisch vertrégliches Salz davon.

Es ist bekannt, dass die durch die vorliegende Erfindung
hergestellte 6-D-(-)-0- Amino-a-(p-hydroxyphenylacetamido)-
penicillansiure (Amoxycillin) ein wirksames antibakterielles
Mittel ist, das bei der Behandlung infektidser Erkrankungen
bei Gefliigel und Tieren, einschliesslich des Menschen, die
durch viele Gram-positive und Gram-negative Bakterien ver-
ursacht sind, brauchbar ist.

Die nachfolgenden Beispiele erliutern die erfindungsgemisse
Herstellung des Amoxycillins.

Beispiel A

Man stellt Lésungen von 0,5 mg/ml 6-D-(-)-o-Amino-
o-(p-acetoxyphenylacetamido)-penicillansiure (p-Acetoxy-
ampicillin) in normaler Kochsalzlésung und in menschlichem
Serum her. Es werden auch Standardlésungen von 0,5 mg/ml
6-D-(-)-0-Amino-o-(p-hydroxyphenylacetamido)-penicillan-
sdure (p-Hydroxyampicillin} sowohl in normaler Kochsalz-
16sung als auch in menschlichem Serum hergestellt.

Alle obigen Losungen werden bei 37°C unter Schiitteln
inkubiert und es werden in Zeitabstinden von 0, 2, 4, 8 und
24 Stunden Proben fiir die Chromatographie entnommen.
Die Losungen, angenéhert 5 Mikroliter/Streifen werden auf
Whatman Nr. 1 1,27-cm-Streifen (1-half-inch-strips) aufge-
tiipfelt, die getrocknet und in einem Lésungsmittelsystem
entwickelt werden, das 80 Teile Butylacetat, 15 Teile n-Butan-
ol, 40 Teile Essigsdure und 24 Teile Wasser enthilt. Die Strei-
fen werden dann auf Platten bioautographiert, die mit bacillus
subtilis bei einem pH von 6,0 besiit sind.

Die Biochromatogramme zeigen, dass p-Acetoxyampicillin
in menschlichem Serum schnell zur p-Hydroxyform hydro-
lysiert wird, es erscheint jedoch in normaler Kochsalzlésung
stabil zu sein.

Beispiel B
Man stellt die nachfolgenden Lésungen her:
0,5 mg/ml 6-D-(~)-a-Amino-a-(p-acetoxyphenylacet-



amido)-penicillansiure (p-Acetoxyampicillin) in Kochsalz-
16sung;

0,5 mg/ml p-Acetoxyampicillin in einer Lésung von Citrus-
esterase, die mit 0,1 m Kaliumphosphatpuffer auf ein Zehntel
verdiinnt ist, um den pH bei 7,0 zu halten; und

0,5 mg/ml p-Acetoxyampicillin in einer 10 mg/ml-Lésung
roher Weizenkieie (Shiloh), die 0,1 m Kaliumphosphatpuffer
enthélt.

Alle obigen Losungen werden unter Schiitteln bei 37°C
inkubiert und es werden — wie in Beispiel A beschrieben —
Proben fiir die Chromatographie entnommen.

Diese Biochromatogramme zeigen, dass p-Acetoxyampi-
cillin in Kochsalzlésung stabil ist, jedoch sowohl von Zitrus-
esterase als auch von Kleieesterase schnell zur p-Hydroxyform
hydrolysiert wird.

Beispiel C
Die nachfolgenden Reaktionsmischungen werden herge-
stellt, bei 28°C geschiittelt und man entnimmt Proben in
Intervallen von 0, ¥/2, 1, 2, 3, 4 und 6 Stunden, wie in Bei-
spiel A beschrieben.

1. 25 mg entfettete Kleie (Weizenkleie von Shiloh erhalten,
mit Aceton behandelt und getrocknet), 4,5 ml 0,1 m Kalium-
phosphatpuffer, pH 6,0, und 0,5 ml 5 mg/mi 6-D-(-)-a-Amino-
o-(p-acetoxyphenylacetamido)-penicillanséure (p-Acetoxy-
ampicillin) in demselben Puffer.

2. 25 mg entfettete Kleie, 4,5 ml 0,1 m Kaliumphosphat-
puffer von pH 7,0 und 0,5 ml 5 mg/ml p-Acetoxyampicillin
in demselben Puffer.

3. 25 mg entfettete Kleie, 4,5 m1 0,1 m Kaliumphosphat-
puffer von pH 7,5 und 0,5 ml 5 mg/ml p-Acetoxyampicillin
in demselben Puffer.

" 4. 50 mg entfettete Kleie, 4,5 ml 0,1 m Kaliumphosphat-
puffer von pH 6,0 und 0,5 ml 5 mg/ml p-Acetoxyampicillin
in demselben Puffer.

5.50 mg entfettete Kleie, 4,5 ml 0,1 m Kaliumphosphat-
puffer von pH 7,0 und 0,5 ml 5 mg/ml p-Acetoxyampicillin
in demselben Puffer.

6. 50 mg entfettete Kleie, 4,5 m1 0,1 m Kaliumphosphat-
puffer von pH 7,5 und 0,5 ml 15 mg/ml p-Acetoxyampicillin
in demselben Puffer.

Die Ergebnisse der Biochromatogramme sind in der
Tabelle IV gezeigt:

Tabelle IV

% Umwandlung zu p-Hydroxyampicillin
Reaktion Nr. Reaktionszeiten (Stunden)

0 172 1 2 3 4 6
1 12 23 32 64 100 91 95%
2 11 34 45 68 120 75 77%
3 11 32 39 45 68 75 98%
4 9 32 55 59 80 80 7%
5 14 34 64 109 131 104 104%
6 16 66 66 91 98 116 86%

Man erhilt somit optimale Ergebnisse, indem man die
Reaktionsmischung Nr. 5 verwendet; die vollige Umwandlung
zu p-Hydroxyampicillin ist bei einer Enzymkonzentration von
10 mg/m! und einem pH von 7,0 in 2 Stunden beendet.

Beispiel D
Man stellt die nachfolgende Reaktionsmischung her, die
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50 mg entfettete Kleie (Shiloh), 2,5 mg 6-D-(-)-0-Amino-
a-(p-acetoxyphenylacetamido)-penicillansiure (p-Acetoxy-
ampicillin) und 5,0 ml Wasser enthélt. Die Mischung wird bei
ungefiihr 28°C geschiittelt und durch Chromatographie wie

5 in Beispiel 2 beschrieben, nach 1, 2 und 3 Stunden iiberwacht.

Die Ergebnisse der Biochromatogramme zeigen eine
100 %ige Umwandlung von p-Acetoxyampicillin zu p-Hydroxy-
ampicillin in 3 Stunden an. Der pH der Reaktionsmischung
bleibt trotz der Abwesenheit von Puffer konstant bei unge-
10 fihr5,7.
Beispiel E

Man vereinigt die nachfolgenden Materialien: 20 g ent-
fettete Kleie (Shiloh), 1,0 g 6-D-(~)-a-Amino-o-(p-acetoxy-
phenylacetamido)-penicillansiure (p-Acetoxyampicillin) und
2 Liter einer 0,01 m wissrigen Losung von pH 7,0 Kaliumphos-
phatpuffer. Die erhaltene Mischung wird bei ungeféhr 28°C
gerithrt und es wird jede Stunde wie in Beispiel A beschrieben,
eine Probe entnommen.

Die Biochromatogrammuntersuchungen zeigen eine
100 %ige Umwandlung in 3 Stunden an. Dann wird die
Mischung zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird
gesammelt, mit Chlorwasserstoffsdure auf pH 4,0 eingestellt
und lyophilisiert. Das Lyophilat wird wie oben beschrieben
nochmals untersucht, und man stellt fest, dass es angendhert
900 mg p-Hydroxyampicillin enthlt.

6,0 g des Lyophilats werden in 20 ml Wasser aufgeschlimmt.
Zur erhaltenen Mischung gibt man 6n Chlorwasserstoffsdure
zu, um den pH allméhlich auf 2,0 zu erniedrigen. Man riihrt
noch weitere 15 Min., gefolgt vom Abfiltrieren der Feststoffe.
Das Filtrat wird mit 1,0 g entfarbender Aktivkohle behandelt,
filtriert und das klare Filtrat wird auf einen pH von 4,5 ein-
gestellt. Beim Kratzen der Losung erfolgt Kristallisation;
man lisst diese 1 Stunde erfolgen. Die Kristalle werden auf
einem Filter gesammelt, mit Wasser und Aceton gewaschen und
dann getrocknet, wobei man 180 mg 6-D-(~)-0-Amino-
a-(p-hydroxyphenylacetamido)-penicillansiure-trihydrat mit
Zersetzungspunkt 201°C erhilt.
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Analyse fiir Ci6H19N30sS:

C H N KF.H0

% Berechnet: 45,82% 6,01% 10,02% 12,89%

Gefunden: 45,87% 5,71% 10,48% 13,68%
50 Biologische Daten

In Vivo-Aktivitdtsdaten
Es wurden die mittleren heilenden Dosen (CDso) bei Méusen
gegen einen iiberwiltigend lethalen Insult durch verschiedene
pathogene Organismen bei 6-[D-~(~)-0-Amino-o-(4-hydroxy-
ss phenyl)-acetamido]-penicillansdure bestimmt. Die erhaltenen
CDso-Daten sind nachfolgend in mg/kg aufgefiihrt:

60 Organismus Verabreichungsweg CDs, (mg/kg)
S. aureus Smith intramuskuldr 0,2
oral 0,9
Sal. enteritidis intramuskulér 54
o oral 4,0
K. pneumoniae intramuskulir 7
oral 7
S. enteritidis oral 3,5
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Orale Absorptionsdaten suchung wurde an 4 Méuse oral 30 mg/kg Verbindung ver-
Es wurden die bei der oralen Verabreichung von 6-[D-(-)- abreicht. Die erhaltenen mittleren Blutspiegel sind nachfolgend
a-Amino-o-(4-hydroxyphenyl)-acetamido]-penicillanséure aufgefiihrt:

an Miuse erhaltenen Blutspiegel bestimmt. Bei der Unter-

Zeit (Stunden) Blutspiegel (y/ml)
0,5 8,1

1,0 4,0

2,0 1,40

3,5 1,1
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