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ES 2365831 T3

DESCRIPCION
Proceso para preparar compuestos beta-lactamicos

La presente invencion se refiere a un proceso para preparar compuestos B-lactamicos semisintéticos mediante
acilacion enzimatica de la amino-B-lactama de partida con un agente acilante.

La produccion enzimatica de antibidticos B-lactamicos semisintéticos mediante acilacién del resto de amino-3-
lactama de partida con un derivado de acido de cadena lateral, tal como una amida o un éster, se ha descrito en
numerosas ocasiones en la bibliografia de patentes, por ejemplo, EP-A-339751, EP-A-473008, W092/01061,
WQ093/12250, WO96/02663, WO96/05318, WO96/23796, WO97/04086, WO098/56946, WO99/20786,
WO02005/00367, WO2006/069984, US 3.816.253 y los documentos de patentes alemanas 2163792 y 2621618. En la
mayoria de los casos, las enzimas utilizadas en la técnica son penicilina acilasas obtenidas a partir de Escherichia
coliy se inmovilizan sobre varios tipos de materiales insolubles en agua (por ejemplo, WO97/04086).

La desventaja principal de los procesos anteriores de la técnica es que los ésteres de cadena lateral se deben aislar
en forma solida para poder purificar dichos ésteres de cadena lateral, por ejemplo, para reducir la cantidad de
cadena lateral libre en el éster. Se ha descubierto que, en el caso particular de las cadenas laterales mas
hidrofdbicas, tales como la D-fenilglicina y la D-dihidrofenilglicina, la presencia de cadena lateral libre en la reaccion
enzimatica de acoplamiento posterior tiene un efecto muy negativo en el rendimiento de la reaccion enzimatica de
acoplamiento. Esto se atribuye al hecho de que, debido a la escasa solubilidad de las cadenas laterales libres en las
condiciones de la reaccion enzimatica de acoplamiento, existe un limite superior de la concentracion de cadena
lateral libre en la reaccién enzimatica de acoplamiento. Este limite viene determinado por la condicion de que la
cadena lateral libre no debe cristalizar ni precipitar, ya que el precipitado afecta negativamente a la procesabilidad de
la reaccion enzimatica de acoplamiento. Ademas, en los pasos finales del procesado posterior del compuesto -
lactamico semisintético, se debe eliminar la cadena lateral libre contaminante, por ejemplo, con las aguas madres de
un paso de cristalizacién final del compuesto B-lactamico semisintético. Cuanto mas elevados sean los niveles de
cadena lateral libre, mayor sera la cantidad de aguas madres necesaria para eliminar la cadena lateral libre, la cual,
a su vez, es responsable de pérdidas mayores del compuesto B-lactamico semisintético. La operacion de la unidad
que lleva a cabo el aislamiento del éster de cadena lateral en forma sélida complica el proceso de produccién del
antibiotico semisintético y contribuye significativamente al precio de coste de este.

Por lo tanto, se necesita urgentemente un proceso de produccion en el cual el éster de cadena lateral formado
durante la reaccion de esterificacién se pueda utilizar en la reaccidon enzimatica de acoplamiento posterior sin
necesidad de aislarlo en forma solida.

En los Ejemplos 1, 3 y 4 del documento WO98/04732 se describe la sintesis de Cefprozilo, Cefadroxilo y Amoxicilina
a partir de 7-PACA, 7-ADCA y 6-APA, respectivamente, con el 2-hidroxiéster de la D-4-hidroxifenilglicina, donde, tras
la sintesis del éster, este se afade directamente a la reaccion enzimatica de acoplamiento posterior siendo aislado
en forma sélida. La D-4-hidroxifenilglicina es muy soluble en las condiciones de la reaccién enzimatica de
acoplamiento y, por lo tanto, no genera los problemas que se dan en el caso de la D-fenilglicina y la D-
dihidrofenilglicina durante la reaccion enzimatica de acoplamiento. Para evitar que precipiten, estas deben estar
presentes solamente en concentraciones muy bajas debido a su escasa solubilidad.

Un objetivo de la presente invencion es proporcionar un proceso de produccion de derivados 3-lactamicos de la D-
fenilglicina y la D-dihidrofenilglicina, tales como Ampicilina, Cefalexina, Cefaclor y Cefradina, donde la sintesis del
éster de cadena lateral se caracteriza por tener un rendimiento elevado y el éster de cadena lateral resultante
contiene solamente una concentraciéon pequefia de cadenas laterales libres y donde se omite el aislamiento del éster
de cadena lateral en forma solida para purificar dicho éster de cadena lateral.

En la presente, se define el “nucleo” como el resto B-lactamico de la B-lactama semisintética y puede ser cualquier
penem o cefem, por ejemplo, acido 6-aminopenicilanico (6-APA), acido 7-aminodesacetoxicefalosporanico (7-
ADCA), acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) o 7-amino-3-cloro-3-cefem-4-carboxilato (7-ACCA).

En la presente, se define la “cadena lateral” como el resto del compuesto B-lactamico semisintético que esta unido a
la posicion 6-amino o 7-amino del nucleo como se ha definido en la presente, por ejemplo, la D-fenilglicina en
Ampicilina, Cefalexina, Cefaclor o la D-dihidrofenilglicina en Cefradina.

La “cadena lateral libre” es la forma no derivatizada de la cadena lateral, por ejemplo, la D-fenilglicina o la D-
dihidrofenilglicina.

El “éster de cadena lateral”’ es la forma de tipo éster de la cadena lateral libre, donde el grupo carboxilo de la cadena
lateral libre esta esterificado con un alcohol, por ejemplo, el éster metilico de la D-fenilglicina o el éster metilico de la
D-dihidrofenilglicina. El éster de cadena lateral puede estar en forma de base libre 0 como una sal, por ejemplo
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como la sal de HCI, y el éster de cadena lateral puede estar en forma sélida o disuelto en un disolvente adecuado.
En la presente, se define “proporciéon” como:

[cantidad de éster de cadena lateral]
[cantidad de éster de cadena lateral] + [cantidad de cadena lateral libre]

donde las cantidades se expresan en moles.

En un aspecto, la invencion proporciona un proceso para sintetizar un compuesto B-lactamico semisintético a partir
de un nudcleo y una cadena lateral seleccionada del grupo que consiste en D-fenilglicina y D-dihidrofenilglicina en
forma de un éster de cadena lateral y una enzima que cataliza el acoplamiento entre el éster de cadena lateral y el
nucleo, que se caracteriza por que el proceso comprende la formacion del éster de cadena lateral de la cadena
lateral, donde dicho éster de cadena lateral no se aisla como un intermedio sélido. El proceso puede comprender,
por ejemplo, los pasos siguientes:

a) convertir una cadena lateral libre seleccionada del grupo que consiste en D-fenilglicina y D-dihidrofenilglicina, por
reaccion con un alcohol, para formar una mezcla que comprende el éster de cadena lateral correspondiente; la
formacion del éster de cadena lateral en este paso preferentemente proporciona una mezcla con una conversion
que se expresa mediante la “proporcion” como se ha definido anteriormente en la presente y donde la proporcién
es preferentemente = 85%, mas preferentemente = 90%, mas preferentemente = 95%, mas preferentemente =
96%, mas preferentemente = 97%, mas preferentemente = 98%, aun mas preferentemente = 99%;

b) formar el compuesto B-lactamico semisintético mezclando la mezcla obtenida en el paso (a) con un nudcleo y la
enzima para formar el compuesto B-lactamico semisintético, con la condicion de que el éster de cadena lateral
formado en el paso (a) no se aisle como un intermedio sélido.

El nucleo utilizado en el proceso de la presente invencion y como se ha definido en la presente anteriormente, se
puede seleccionar del grupo que consiste en acido 6-aminopenicilanico (6-APA), acido 7-
aminodesacetoxicefalosporanico (7-ADCA), acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) y 7-amino-3-cloro-3-cefem-4-
carboxilato (7-ACCA), de manera que proporcione penicilinas semisintéticas (derivadas de 6-APA) y cefalosporinas
semisintéticas (derivadas de 7-ADCA, 7-ACA y 7-ACCA), respectivamente. Una realizacion preferida de la presente
invencion es el proceso para preparar un compuesto B-lactamico semisintético seleccionado del grupo que consiste
en Ampicilina, Cefalexina, Cefradina y Cefaclor.

En el paso de conversion (paso (a)) del proceso de la invencién, se convierte una cadena lateral libre seleccionada
del grupo que consiste en D-fenilglicina y D-dihidrofenilglicina, por reaccién con un alcohol, para formar una mezcla
que comprende el éster de cadena lateral correspondiente. El alcohol utilizado en el proceso de la invencién se
puede seleccionar del grupo que consiste en metanol y etanol, y de esta manera se forman el éster metilico y el
éster etilico de la cadena lateral, respectivamente. El alcohol mas preferido es el metanol. El paso (a) se puede
llevar a cabo de diferentes maneras.

Una realizacién del paso de conversion (a) comprende calentar una mezcla que comprende una cadena lateral libre
seleccionada del grupo que consiste en D-fenilglicina y D-dihidrofenilglicina, un alcohol seleccionado en funcién del
éster que se desea formar, por ejemplo metanol para obtener el éster metilico o etanol para obtener el éster etilico, y
un acido fuerte tal como el acido sulfurico, a reflujo a una temperatura que oscila entre 20 y 120 °C, mas
preferentemente entre 40 y 100 °C. Cuando se utiliza metanol como alcohol, la temperatura oscila preferentemente
entre 60 y 80 °C. Cuando se utiliza etanol como alcohol, la temperatura oscila preferentemente entre 65 y 100 °C.
Para consultar algunas condiciones adecuadas, remitase a los ejemplos comparativos 1 y 2 descritos en EP-A-
0544205.

Otra realizacion del paso de conversion (a) comprende una mejora de la realizacién anterior y comprende la adicion
del alcohol a la mezcla de reaccion como un liquido o un gas, a la vez que el alcohol y el agua se separan de la
reaccion mediante destilacion (por ejemplo, como se describe en EP-A-0544205).

Una realizacién muy preferida del paso de conversion (a), la cual proporciona una mezcla que comprende el éster

metilico de la cadena lateral, comprende los pasos siguientes:

1. calentar a reflujo una mezcla de reaccidon que comprende una cadena lateral libre seleccionada del grupo que
consiste en D-fenilglicina y D-dihidrofenilglicina, metanol y un &cido fuerte, tal como el acido sulfurico, durante un
cierto tiempo, por ejemplo, entre 0.5 y 5 horas, preferentemente entre 1 hora y 3 horas, mas preferentemente
entre 1.5 y 2.5 horas, a una temperatura que oscila entre 20 y 120 °C, mas preferentemente entre 20 y 100 °C,
mas preferentemente de entre 40 y 100 °C, aun mas preferentemente entre 60 y 80 °C; y a continuacion

2. concentrar la mezcla a una temperatura de entre 40 y 100 °C, preferentemente de entre 60 y 90 °C, mas
preferentemente de entre 70 y 80 °C. La presion durante este paso puede ser inicialmente atmosférica y se
puede reducir durante el paso de concentracion hasta una presion preferentemente menor o igual a 50 mbar,
mas preferentemente menor o igual a 40 mbar, mas preferentemente menor o igual a 30 mbar y aun mas
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preferentemente menor o igual a 20 mbar. El paso de concentracion se lleva a cabo hasta que se elimina mas
del 30% del agua presente antes del paso de concentracion, preferentemente se elimina mas del 40% del agua,
preferentemente se elimina mas del 50% del agua, preferentemente se elimina mas del 70% del agua,
preferentemente se elimina mas del 80% del agua y aun mas preferentemente se elimina mas del 90% del agua.

3. afadir metanol, preferentemente una cantidad tal que se obtenga el volumen inicial de la mezcla de reaccion
antes del paso de concentracion o una cantidad menor que el volumen inicial de la mezcla de reaccién, por
ejemplo, <90% 0 <80% 0 < 70% 0 <60% 0 <50% 0<40% o < 30% o < 20% del volumen inicial de la mezcla de
reaccion. La cantidad afiadida de metanol también puede ser superior al volumen inicial de la mezcla de
reaccion.

4. opcionalmente repetir los pasos 1-3 una o mas veces, preferentemente al menos una vez, preferentemente 2
veces, mas preferentemente 3 veces, mas preferentemente 4 veces, mas preferentemente 5 veces, mas
preferentemente 6 veces, mas preferentemente 7 veces, mas preferentemente 8 veces, mas preferentemente 9
veces, mas preferentemente 10 veces. Se ha descubierto que al repetir estos pasos la “proporciéon”, como se ha
definido anteriormente en la presente, de la formacion del éster metilico aumenta significativamente. Por ejemplo,
tras llevar a cabo los pasos (a)-(c) solo una vez, se puede obtener una “proporcién” de entre el 75-85%, tras
repetir los pasos (a)-(c) una vez, se puede obtener una “proporcion” de entre el 85-95%, tras repetir los pasos
(a)-(c) 2 veces, se puede obtener una “proporcion” de entre el 95-97%, tras repetir los pasos (a)-(c) 3 veces, se
puede obtener una “proporcion” de entre el 97-98%, tras repetir los pasos (a)-(c) 4 veces, se puede obtener una
“proporcion” de entre el 98-99%, tras repetir los pasos (a)-(c) 5 veces, se puede obtener una “proporcion” de
entre el 99-99.5% vy tras repetir los pasos (a)-(c) mas de 5 veces, se puede obtener una “proporcién” por encima
del 99.5%.

Otra realizacion muy preferida del paso de conversion (a), la cual proporciona una mezcla que comprende el éster
etilico de la cadena lateral, comprende los pasos siguientes:

1. calentar a reflujo una mezcla de reaccién que comprende una cadena lateral libre seleccionada del grupo que
consiste en D-fenilglicina y D-dihidrofenilglicina, etanol y un acido fuerte, tal como el acido sulfarico, durante un
cierto tiempo, por ejemplo, entre 0.5 y 5 horas, preferentemente entre 1 hora y 3 horas, mas preferentemente
entre 1.5 y 2.5 horas, a una temperatura que oscila entre 20 y 120 °C, mas preferentemente entre 20 y 100 °C,
mas preferentemente entre 40 y 100 °C, aun mas preferentemente entre 65 y 100 °C; y a continuacion

2. concentrar la mezcla a una temperatura entre 40 y 100 °C, preferentemente entre 60 y 90 °C, mas
preferentemente entre 70 y 80 °C. La presion durante este paso puede ser inicialmente atmosférica y se puede
reducir durante el paso de concentracién hasta una presion preferentemente menor o igual a 50 mbar, mas
preferentemente menor o igual a 40 mbar, mas preferentemente menor o igual a 30 mbar y aun mas
preferentemente menor o igual a 20 mbar. El paso de concentracion se lleva a cabo hasta que se elimina mas
del 30% del agua presente antes del paso de concentracién, preferentemente se elimina mas del 40% del agua,
preferentemente se elimina mas del 50% del agua, preferentemente se elimina mas del 70% del agua,
preferentemente se elimina mas del 80% del agua y aun mas preferentemente se elimina mas del 90% del agua.

3. afadir etanol, preferentemente una cantidad tal que se obtenga el volumen inicial de la mezcla de reaccion antes
del paso de concentracion o una cantidad menor que el volumen inicial de la mezcla de reaccion, por ejemplo, <
90% 0 <80% 0 <70% 0 <60% 0 <50% 0 <40% o0 < 30% o <20% del volumen inicial de la mezcla de reaccion.
La cantidad anadida de etanol también puede ser superior al volumen inicial de la mezcla de reaccion.

4. opcionalmente repetir los pasos 1-3 una o mas veces, preferentemente al menos una vez, preferentemente 2
veces, mas preferentemente 3 veces, mas preferentemente 4 veces, mas preferentemente 5 veces, mas
preferentemente 6 veces, mas preferentemente 7 veces, mas preferentemente 8 veces, mas preferentemente 9
veces, mas preferentemente 10 veces. Se ha descubierto que al repetir estos pasos la “proporcidon”, como se ha
definido anteriormente en la presente, de la formacion del éster etilico aumenta significativamente. Por ejemplo,
tras llevar a cabo los pasos (a)-(c) solo una vez, se puede obtener una “proporcion” de entre el 75-85%, tras
repetir los pasos (a)-(c) una vez, se puede obtener una “proporcion” de entre el 85-95%, tras repetir los pasos
(a)-(c) 2 veces, se puede obtener una “proporcion” de entre el 95-97%, tras repetir los pasos (a)-(c) 3 veces, se
puede obtener una “proporcion” de entre el 97-98%, tras repetir los pasos (a)-(c) 4 veces, se puede obtener una
“proporcion” de entre el 98-99%, tras repetir los pasos (a)-(c) 5 veces, se puede obtener una “proporcion” de
entre el 99-99.5% vy tras repetir los pasos (a)-(c) mas de 5 veces, se puede obtener una “proporcion” por encima
del 99.5%.

En todas las realizaciones del paso (a), se utiliza preferentemente la siguiente relacion molar del alcohol frente a la
cadena lateral libre: entre 3 y 25, mas preferentemente entre 5 y 25 y aun mas preferentemente entre 6 y 10.
Ademas, en todas las realizaciones del paso (a), se utiliza preferentemente la siguiente relacion molar del acido
fuerte (en equivalentes, por ejemplo, un mol de acido clorhidrico es un equivalente y un mol de acido sulfurico son
dos equivalentes) frente a la cadena lateral libre: entre 0.9 y 10, mas preferentemente entre 1 y 5 y adn mas
preferentemente entre 2 y 3. Un experto podra optimizar las condiciones de reaccion dependiendo de la cadena
lateral y del alcohol seleccionados sin necesidad de llevar a cabo demasiados experimentos.

Antes de formar el compuesto B-lactamico semisintético en el paso (b), la mezcla obtenida en el paso (a) se puede
4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2365831 T3

purificar para obtener una mezcla con una “proporcion” elevada segun se ha definido anteriormente en la presente.
La proporcion de la mezcla que se va a utilizar en el paso (b) del proceso de la invencion es preferentemente = 85%,
mas preferentemente = 90%, mas preferentemente = 95%, mas preferentemente = 96%, mas preferentemente =
97%, mas preferentemente = 98%, aun mas preferentemente = 99%.

Una realizacion del paso de purificacion implica precipitar y eliminar la cadena lateral libre del éster de cadena
lateral. Esto se puede lograr ajustando el pH de la mezcla obtenida en el paso (a) hasta un valor de entre 2 y 6.5,
preferentemente entre 2.5 y 5, ain mas preferentemente entre 3 y 4, mediante la adicion de una base adecuada, tal
como NaOH, amoniaco, KOH. En otra realizacion, se puede afiadir la mezcla de reaccion obtenida en el paso (a) a
una cantidad adecuada de agua o a un alcohol o a una mezcla de agua y alcohol, y a continuacion ajustar el pH
hasta un valor de entre 2 y 6.5, preferentemente de entre 2.5 y 5, ain mas preferentemente de entre 3 y 4, mediante
la adicion de una base adecuada, tal como NaOH, amoniaco, KOH. Tras ajustar el pH al valor deseado, se puede
mantener el pH en el valor deseado mediante la adiciéon de la base adecuada. En estas condiciones, se puede
formar un precipitado que comprende la cadena lateral libre. Tras transcurrir un tiempo adecuado, se puede separar
el precipitado mediante filtracion utilizando técnicas conocidas. El filtrado comprende el éster de cadena lateral. Para
poder utilizar el filtrado directamente en el paso (b) del proceso de la invencion, el pH del filtrado se debe ajustar a
un pH de entre 1y 6, preferentemente de entre 1 y 4, aiin mas preferentemente de entre 1.5y 3, y a continuacion el
alcohol se elimina por evaporacion utilizando técnicas conocidas.

Otra realizaciéon del paso de purificacion implica la formacion de un sistema bi- o multifasico que comprende una
fase organica que contiene el derivado de tipo éster de cadena lateral y una cantidad minoritaria de cadena lateral
libre, y una fase acuosa que contiene la cadena lateral libre y opcionalmente sal. Esto se puede lograr ajustando el
pH de la mezcla obtenida en el paso (a) a un valor de entre 7.5 y 10, preferentemente de entre 8.5 y 9.5, ain mas
preferentemente de entre 8.8 y 9.2, mediante la adicién de una base adecuada tal como NaOH, amoniaco, KOH. En
otra realizacion, se puede afiadir la mezcla de reaccion obtenida en el paso (a) a una cantidad adecuada de agua,
de un alcohol o0 a una mezcla de agua y alcohol, y a continuacién ajustar el pH a un valor de entre 7.5 y 10,
preferentemente de entre 8.5 y 9.5, ain mas preferentemente de entre 8.8 y 9.2, mediante la adicién de una base
adecuada, tal como NaOH, amoniaco, KOH. Tras ajustar el pH al valor deseado, se puede mantener el pH en el
valor deseado mediante la adicién de la base adecuada. Opcionalmente, el agua puede estar en forma de una
solucién salina acuosa (por ejemplo, de NaCl). La cadena lateral libre también puede formar un precipitado. Se
pueden separar las distintas fases del sistema multifasico utilizando técnicas conocidas. Opcionalmente, se puede
lavar la fase organica con agua o una solucion salina acuosa. La fase acuosa del lavado se puede reciclar en un
circuito del proceso adecuado para evitar pérdidas de rendimiento. Este circuito del proceso puede ser la mezcla de
reaccion obtenida después del paso (a) o después del ajuste de pH como se ha descrito.

Una realizacion muy preferida del paso de purificacion combina las dos realizaciones anteriores, es decir, en primer
lugar se ajusta el pH de la mezcla obtenida en el paso (a) a un valor de entre 2 y 6.5, preferentemente de entre 2.5y
5, aun mas preferentemente de entre 3 y 4, se separa el precipitado formado mediante filtracién, posteriormente se
ajusta el pH del filtrado obtenido a un pH de entre 7.5 y 10, preferentemente de entre 8.5 y 9.5, ain mas
preferentemente de entre 8.8 y 9.2, y se separan las distintas fases del sistema multifasico obtenido utilizando
técnicas conocidas.

Sorprendentemente, se ha descubierto que las dos realizaciones anteriores donde el sistema multifasico se forma a
un pH de entre 7.5 y 10, preferentemente de entre 8.5 y 9.5, aun mas preferentemente de entre 8.8 y 9.2, pueden
proporcionar un éster, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en el éster metilico de la D-fenilglicina,

el éster etilico de la D-fenilglicina, el éster metilico de la D-dihidrofenilglicina y el éster etilico de la D-

dihidrofenilglicina, en forma de base libre, donde el éster tiene las propiedades siguientes:

* un e.e. (exceso enantiomérico) preferentemente mayor o igual al 90%, mas preferentemente mayor o igual al
95%, preferentemente mayor o igual al 96%, preferentemente mayor o igual al 97%, preferentemente mayor o
igual al 98% y aun mas preferentemente mayor o igual al 99%; y

» un contenido salino preferentemente menor o igual al 20% mol, mas preferentemente menor o igual al 10% mol,
mas preferentemente menor o igual al 5% mol, mas preferentemente menor o igual al 2% mol, aun mas
preferentemente menor o igual al 1% mol, expresado en moles de sal en funcidon de moles de éster;

* una “proporcion”, como se ha definido anteriormente en la presente, preferentemente = 85%, mas
preferentemente = 90%, mas preferentemente = 95%, mas preferentemente = 96%, mas preferentemente = 97%,
mas preferentemente = 98%, aun mas preferentemente = 99%.

En el paso (b) del proceso de la invencion, el compuesto 3-lactamico semisintético se forma mezclando la mezcla
obtenida en el paso (a), opcionalmente purificada como se ha descrito anteriormente en la presente, con un nucleo y
una enzima adecuada, preferentemente una enzima inmovilizada, para formar el compuesto B-lactamico
semisintético correspondiente, con la condicién de que el éster de cadena lateral formado en el paso (a) y
opcionalmente purificado no se aisle como un intermedio solido. El paso (b) se puede llevar a cabo de acuerdo con
cualquiera de los procedimientos conocidos en la técnica, los cuales se han citado anteriormente en la presente. Por
ejemplo, se puede llevar a cabo la sintesis de Ampicilina segun se describe en EP-A-339751 o W098/56946.
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Asimismo, se puede llevar a cabo la sintesis de Cefalexina segun se describe en W0O96/23796. Se puede llevar a
cabo la sintesis de Cefradina segun se describe en W0O2005/003367 y se puede llevar a cabo la sintesis de Cefaclor
segun se describe en W02006/069984.

Tras el acoplamiento enzimatico, el antibidtico B-lactamico semisintético se puede recuperar utilizando métodos
conocidos. Por ejemplo, se puede vaciar el reactor enzimatico por el tamiz inferior utilizando agitacion ascendente. A
continuacion, se puede filtrar la suspension resultante del antibiético B-lactamico semisintético a través de un filtro de
vidrio.

Debido a las pequefias cantidades de cadena lateral libre presentes después de la reaccién enzimatica de
acoplamiento, se puede llevar a cabo la cristalizacion del antibiético B-lactamico semisintético final con
concentraciones elevadas del antibiético B-lactamico semisintético, lo que proporciona rendimientos elevados.

En un segundo aspecto, el método descrito en la presente proporciona un éster, preferentemente seleccionado del

grupo que consiste en el éster metilico de la D-fenilglicina, el éster etilico de la D-fenilglicina, el éster metilico de la

D-dihidrofenilglicina y el éster etilico de la D-dihidrofenilglicina, en forma de base libre, donde el éster tiene las

propiedades siguientes:

* un e.e. (exceso enantiomérico) preferentemente mayor o igual al 90%, mas preferentemente mayor o igual al
95%, preferentemente mayor o igual al 96%, preferentemente mayor o igual al 97%, preferentemente mayor o
igual al 98% y aun mas preferentemente mayor o igual al 99%; y

* un contenido salino preferentemente menor o igual al 20 % mol, mas preferentemente menor o igual al 10 % mol,
mas preferentemente menor o igual al 5 % mol, mas preferentemente menor o igual al 2 % mol, aun mas
preferentemente menor o igual al 1 % mol, expresado en moles de sal en funcion de moles de éster;

e una “proporcion”’, como se ha definido anteriormente en la presente, preferentemente, = 85%, mas
preferentemente = 90%, mas preferentemente = 95%, mas preferentemente = 96%, mas preferentemente = 97%,
mas preferentemente = 98%, aun mas preferentemente = 99%.

Resultara evidente para los expertos que se proporciona un éster en forma de base libre con cualquier valor de e.e.
enumerado, combinado con cualquier valor de contenido salino enumerado y combinado con cualquier valor de la
“proporcion”.

En un tercer aspecto, la descripcién proporciona un proceso para producir el éster en forma de base libre con las
propiedades definidas anteriormente. El proceso puede comprender mezclar una sal del éster de cadena lateral con
una base en un entorno acuoso para producir de este modo un sistema bifasico y separar el éster de cadena lateral
en forma de base libre de la fase acuosa.

La sal del éster de cadena lateral puede ser cualquier sal adecuada tal como la sal de HCI. La sal puede estar en
forma sélida o puede estar en forma liquida, es decir, en una solucién de agua o de cualquier otro disolvente
adecuado, que contenga opcionalmente otros componentes tales como sales. La base que estd mezclada con la sal
del éster de cadena lateral puede ser cualquier base, preferentemente una base fuerte, tal como hidréxido de sodio,
hidréxido de potasio o amoniaco.

En el sistema bifasico formado, la fase organica con el éster de cadena lateral en forma de base libre
preferentemente no contiene cadena lateral libre o contiene solamente niveles muy bajos de cadena lateral libre, es
decir, la “proporciéon”, segun se ha definido anteriormente en la presente, es preferentemente = 85%, mas
preferentemente = 90%, mas preferentemente = 95%, mas preferentemente = 96%, mas preferentemente = 97%,
mas preferentemente = 98%, aun mas preferentemente = 99%, mientras que la fase acuosa que contiene la cadena
lateral libre y opcionalmente sales preferentemente no contiene éster de cadena lateral o contiene solamente niveles
muy bajos de éster de cadena lateral.

El sistema bifasico se puede formar como se ha descrito anteriormente en la presente en los pasos de purificacion
en los que el sistema multifasico se forma a un pH de entre 7.5 y 10, preferentemente de entre 8.5 y 9.5, aun mas
preferentemente de entre 8.8 y 9.2.

Las distintas fases del sistema multifasico se pueden separar utilizando técnicas conocidas. Algunos métodos
adecuados son los que se basan en la diferencia entre las densidades de las distintas fases. Dependiendo de la
escala, la separacion se puede conseguir utilizando la gravedad normal o preferentemente utilizando fuerzas
centrifugas, ya sea en modo discontinuo o mas preferentemente en modo continuo. En la Figura 1y el Ejemplo 5 se
describe con detalle un proceso de centrifugacion continuo preferido para PGM. Este proceso se puede aplicar a
cualquier éster, preferentemente seleccionado del grupo que consiste en el éster metilico de la D-fenilglicina, el éster
etilico de la D-fenilglicina, el éster metilico de la D-dihidrofenilglicina y el éster etilico de la D-dihidrofenilglicina, en
forma de base libre.
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Figura 1

A. Un recipiente que contiene una solucién de PGM, que se puede obtener como se describe en el Ejemplo 4.

B. Un recipiente que contiene una solucion de NaOH (65 g/kg de solucion) y NaCl (211 g/kg de solucién) en agua
(724 g/kg de solucion). El contenido del recipiente se mantiene entre 3y 5 °C.

C. Un recipiente de vidrio de 10 L equipado con un agitador, deflector, termémetro, pHimetro, una entrada para la
solucion de PGM, una entrada para la solucion de NaOH/NaCl y una salida para la mezcla de reaccion. El
recipiente se coloca en un bafio refrigerante.

D. Un intercambiador de calor (con un volumen interno de 1 L) para aumentar la temperatura de la mezcla de
reaccion hasta 30 °C antes de introducirla en las centrifugas.

E. Un recipiente que contiene una solucion de Na;SO4 al 25% (p/p). El contenido del recipiente se calenté hasta 30
[o]

F. Dos centrifugas de extraccion Robatel BXP130 (extractores liquido/liquido, diametro del bol de 125 mm, volumen
del bol de 1.4 L, diametro de la presa de la fase ligera de 61 mm, diametro de la presa de la fase pesada de 66
mm). Las entradas y salidas de las centrifugas se conectaron como sigue:

* la mezcla de reaccion del recipiente de 10 L se introdujo en la entrada de la fase ligera de la centrifuga 1,

+ la solucion de Na>SO, al 25% (p/p) se introdujo en la entrada de la fase pesada de la centrifuga 2,

* la salida pesada de la centrifuga 1 se conectd con el recipiente receptor (G). Después del experimento se
desecho el contenido,

» la salida de la fase ligera de la centrifuga 1 se conecté con la entrada de la fase ligera de la centrifuga 2,

» la salida de la fase pesada de la centrifuga 2 se conecto con la entrada de la fase pesada de la centrifuga 1y

* la salida de la fase ligera de la centrifuga 2 se bombed, mediante una bomba peristaltica, a través del
intercambiador de calor para enfriar este circuito del proceso hasta 3-5 °C.

G. Un recipiente receptor para recoger la fase acuosa de la centrifuga 1.

H. Un intercambiador de calor para enfriar el circuito del proceso hasta 3-5 °C.

I.  Un recipiente, que se mantiene enfriado a 3-5 °C, para recoger PGM en forma de base libre.

En la Figura 1 no se muestran las bombas peristalticas siguientes:
* Una bomba peristaltica para bombear la soluciéon de PGM al recipiente de 10 L.
* Una bomba peristaltica para bombear la solucién de NaOH/NaCl al recipiente de 10 L. El flujo de esta bomba
se controlé mediante el pHimetro.
» Una bomba peristaltica para bombear la mezcla de reaccién hasta las centrifugas a través del intercambiador
de calor.
* Una bomba peristaltica para bombear la soluciéon de Na>.SO4 al 25% (p/p) hasta las centrifugas.

Ejemplos

Ejemplo 1

a) Sintesis de una solucion del éster metilico de la fenilglicina (PGM)

Se suspendieron 90 g de D-fenilglicina en 170 mL de metanol y se afiadieron 73.2 g de acido sulfurico concentrado.
La mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 horas a aproximadamente 73 °C y se concentré a presion reducida
utilizando una bomba de vacio. La presion se redujo desde presion atmosférica hasta 20 mBar, al mismo tiempo que
la temperatura de la mezcla de reaccion aumenté desde 40 hasta 80 °C.

Se afiadieron 170 mL de metanol, la mezcla se mantuvo a reflujo otra vez durante 2 horas y se concentré a presion
reducida. Se volvieron a afadir 170 mL de metanol, la mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 horas y se concentré a
presién reducida. Finalmente, se afiadieron 125 mL de metanol. En este punto, la “proporcion”, como se ha definido
anteriormente en la presente, fue del 95%.

La solucion se introdujo en un segundo reactor, en el que se habian introducido previamente 20 mL de metanol,
durante 1 hora a 20 °C. Se mantuvo el pH a 3.5 con amoniaco. Se formd un soélido, que se elimind mediante
filtracion. Las aguas madres resultantes se diluyeron con 25 mL de agua y se concentraron a presion reducida (p =
20 mmHg, T = 40-45 °C). Finalmente, se obtuvieron 207.5 g de una solucion del éster metilico de la D-fenilglicina
(PGM). La “proporcién” de la solucion resultante fue del 99%.

b) Sintesis enzimatica de Cefalexina
En un reactor con un tamiz inferior de 175 pym, se introdujeron 15 g de Phe-B24-Ala mutante de la PenG acilasa de

Escherichia coli, inmovilizado. Posteriormente, se afiadieron 21.4 g de 7-ADCA y 95 g de agua a 25 °C y se ajusto el
pH a 7.0 con amoniaco al 25%.
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Se introdujeron 38 g de la solucién de PGM obtenida en el paso a) (anterior) en el reactor a una velocidad constante
durante 120 min. Se mantuvo el pH a 7.0 con amoniaco. Se mantuvo la temperatura a 25 °C. Después de 30 min, se
afnadieron 0.25 g de Cefalexina solida (nucleo de cristalizacion). La cristalizacion de Cefalexina empez6 a los 45 min.
Desde 120 hasta 150 min, el pH se mantuvo a 7.0 con acido sulfurico al 25%. Posteriormente, se redujo el pH hasta
5.7 con acido sulfurico al 25%.

c) Recuperacion de Cefalexina

El reactor se vacio por el tamiz inferior con agitacion ascendente. La suspension resultante de Cefalexina se filtro a
través de un filtro de vidrio. Las aguas madres resultantes se volvieron a transferir al reactor. Se repitié esta
secuencia de pasos cinco veces. Posteriormente, la enzima se lavo 2 x 10 mL de agua. De esta manera, se separ6 =
98% de Cefalexina del biocatalizador sélido.

Se combinaron la Cefalexina sélida humeda retenida en el filtro, las aguas madres y el agua del lavado, y se
mantuvo la temperatura a 2 °C. Se redujo el pH del sdélido humedo retenido en el filtro combinado con las aguas
madres hasta 1.5 con acido sulfurico concentrado y la solucién resultante se filtrd a través de un filtro de 0.45 pm.

En un reactor de cristalizacion, se introdujeron 20 g de agua y 1.0 g de Cefalexina (nucleo de cristalizacion). La
solucion acida de Cefalexina mencionada anteriormente se introdujo en el reactor de cristalizacién durante 80
minutos a 30 °C. Se mantuvo el pH a 5.0 con amoniaco. Posteriormente, se agitd la suspension a 20 °C durante 30
min mas. La suspension se filtré a través de un filtro de vidrio y el sélido humedo retenido en el filtro se lavo 2 x 15
mL de agua y 2 x 15 mL de acetona. Después de secar, se obtuvieron 32.6 g de Cefalexina monohidratada (pureza
> 99.8%).

Ejemplo 2
a) Sintesis de una solucién del éster metilico de la D-dihidrofenilglicina (DHPGM)

Se suspendieron 90 g de D-dihidrofenilglicina (DHPG) en 200 mL de metanol y se afiadieron 73.2 g de acido
sulfurico concentrado. La mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 horas a aproximadamente 73 °C y se concentré a
presion reducida utilizando una bomba de vacio. La presion se redujo desde presidon atmosférica hasta 20 mBar, al
mismo tiempo que la temperatura de la mezcla de reaccion aumenté desde 40 hasta 80 °C.

Se afiadieron 170 mL de metanol, la mezcla se mantuvo a reflujo otra vez durante 2 horas y se concentré a presién
reducida. Se volvieron a afiadir 170 mL de metanol, la mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 horas y se concentré a
presién reducida. Finalmente, se afiadieron 125 mL de metanol. En este punto, la “proporcion”, como se ha definido
anteriormente en la presente, fue del 94.8%.

La solucion se introdujo en un segundo reactor, en el que se habian introducido previamente 20 mL de metanol,
durante 1 hora a 20 °C. Se mantuvo el pH a 3.5 con amoniaco. Se formé un sélido, que se eliminé mediante
filtracion. Las aguas madres resultantes se diluyeron con 25 mL de agua, se decoloraron con 3 g de carbén (carbén
activo) y se concentraron a presion reducida (p = 20 mmHg, T = 40-45 °C). Finalmente, se obtuvieron 217.6 g de una
solucién de DHPGM. La “proporcién” de la solucion resultante fue del 99.2%.

b) Sintesis enzimatica de Cefradina

Este paso se llevé a cabo como se describe en W0O2005/003367.

Eiemplo 3
a) Sintesis de una solucion del éster metilico de la D-fenilglicina (PGM)

Se suspendieron 90 g de D-fenilglicina en 170 mL de metanol y se afiadieron 73.2 g de acido sulfurico concentrado.
La mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 horas a aproximadamente 73 °C y se concentré a presion reducida
utilizando una bomba de vacio. La presién se redujo desde presion atmosférica hasta 20 mBar, al mismo tiempo que
la temperatura de la mezcla de reaccién aumento6 desde 40 hasta 80 °C.

Se afiadieron 170 mL de metanol, la mezcla se mantuvo a reflujo otra vez durante 2 horas y se concentré a presién
reducida. Se volvieron a afiadir 170 mL de metanol, la mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 horas y se concentré a
presion reducida. Finalmente, se afiadieron 125 mL de metanol. Esta mezcla se denomina mezcla de esterificacion.

La mayor parte de la mezcla de esterificacion (aproximadamente el 95%) se introdujo en un segundo reactor, en el
que se habian introducido previamente 40 mL de agua, durante 1 hora a 25-30 °C. Se mantuvo el pH a 3.5 con
NaOH 8 M (se consumieron 34 g). Se formé un sdlido, que se elimind mediante filtracion. Las aguas madres
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resultantes se mezclaron con la mezcla de esterificacion (aproximadamente el 5%) para reducir el pH del filtrado
hasta un pH = 2. La mezcla se concentré a presion reducida (p = 20 mmHg, T = 40-45 °C). Finalmente, se
obtuvieron 190 g de una mezcla viscosa.

b) Preparacion de NaOH 2 M en NaCl 5 M

Se disolvieron 80 g de NaOH en 149 mL de agua. La solucion se diluy6é hasta 1000 mL mediante la adicion de NaCl
5 M. Se necesitan aproximadamente 840 mL de NaCl 5 M para ajustar el volumen a 1000 mL.

c) Sintesis de PGM como base libre

La mezcla viscosa obtenida en a) se mezcld con 120 mL de NaCl 5 M a 40 °C. Esta mezcla se afadié durante 20
minutos a 50 mL de NaCl 5 M, al mismo tiempo que se mantuvo el pH = 9 mediante la adicién de NaOH 2 M en NaCl
5 M. Se mantuvo la temperatura de la mezcla a 20 °C. La mezcla se transfirid a un embudo de extraccion y se dejo
reposar durante 20 minutos. Posteriormente se separaron las fases. La fase superior se mezclé con 120 mL de NaCl
5 M a temperatura ambiente. La mezcla se transfiri6 a un embudo de extraccion y se dejo reposar durante 20
minutos. Se separaron las fases. La fase superior se centrifugd a 5000 rpm. Se formé una fase inferior minoritaria,
que se elimin6 del producto oleoso. Se obtuvieron 95 g de PGM en forma de base libre. Andlisis: 85%; e.e. = 97%;
rendimiento basado en la entrada de PG en el paso (a): 82%. Analisis de PG en PGM en forma de base libre: 0.2%
(es decir, una “proporcion” del 99.8%).

d) Sintesis de Ampicilina

Este paso se llevo a cabo segun se describe en WO98/56946 para la sintesis de Ampicilina a partir de 6-APA y
PGA, es decir, el derivado de tipo amida de la PG en lugar del éster metilico.

Ejemplo 4

Sintesis de una solucién del éster metilico de la D-fenilglicina (PGM)

Se suspendieron 135 g de D-fenilglicina en 252 mL de metanol y se afiadieron 107 g de acido sulfurico concentrado
(98%). La mezcla se mantuvo a reflujo durante 2 horas a aproximadamente 73 °C y se concentré a presion reducida
utilizando una bomba de vacio. La presién se redujo desde presion atmosférica hasta 20 mBar, al mismo tiempo que
la temperatura de la mezcla de reaccion aumento6 desde 40 hasta 80 °C. Se afiadieron 126 mL (100 g) de metanol, la
mezcla se mantuvo a reflujo durante 1 hora a aproximadamente 81 °C y se concentr6 como se ha descrito
anteriormente.

Se repitid el procedimiento otras cuatro veces (adicion de metanol, reflujo y concentracién). Finalmente, se
afnadieron 126 mL de metanol, la soluciéon se calentdé a reflujo durante otra hora y se enfrid hasta temperatura
ambiente.

Se introdujeron 15 mL de amoniaco a una velocidad constante durante 35 min hasta obtener un pH de 2.3-2.4. Se
afadieron 75 mL de agua. Se elimind el metanol mediante destilacion a presion reducida y a una temperatura
inferior a 50 °C. El pH de la solucién de PGM final fue de 2.0 y la “proporcion” fue del 99.0%.

Ejemplo 5

Produccion de PGM en forma de base libre utilizando centrifugas de extraccion a contracorriente

La linea de procesamiento representada en la Figura 1 operé como sigue:

+ Se pusieron en funcionamiento las centrifugas y operaron a 2400 rpm.

+ Se introdujo la solucion de Na>SO4 al 25% (p/p) en la centrifuga 2 con una velocidad de flujo de 7.5 kg/h. La
mezcla de reaccion (ver a continuacion) se introdujo en la centrifuga 1 después de que hubiera un flujo desde
la salida de la fase pesada de la centrifuga 1.

» Se afiadieron 1000 mL de NaCl 5.3 M al recipiente de 10 L.

» Se enfri6 el contenido del recipiente de 10 L hasta 8-10 °C.

» Se introdujo la solucién de PGM en el recipiente de 10 L con un flujo de 15 kg/h.

* Se mantuvo un pH dentro del recipiente de 10 L de 9.7 mediante la adiciéon de una solucién de NaOH/NaCl.

* Se mantuvo un volumen dentro del recipiente de 10 L de 5 L mediante el ajuste del flujo de la mezcla de
reaccion que salia del recipiente.

» La temperatura dentro del recipiente de 10 L se mantuvo a 8-10 °C.

* La mezcla de reaccion del recipiente de 10 L se bombed a través de un intercambiador de calor y de esta
manera se calenté hasta 30 °C. Posteriormente, la mezcla de reaccién se introdujo en la centrifuga 1.

» La fase ligera de la centrifuga 2 se enfrid con un intercambiador de calor hasta 3-5 °C y se almacené en el
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recipiente a 3-5 °C.
» Lafase ligera se convirti6 en Ampicilina en menos de 4 h después de producir dicha fase ligera.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para sintetizar un compuesto B-lactamico semisintético a partir del resto p-lactamico del compuesto
B-lactamico semisintético y una cadena lateral seleccionada del grupo que consiste en D-fenilglicina y D-
dihidrofenilglicina en forma de un éster de cadena lateral y una enzima que cataliza el acoplamiento del éster de
cadena lateral con el resto B-lactamico del compuesto B-lactamico semisintético, que se caracteriza por que el
proceso comprende la formacion del éster de cadena lateral donde dicho éster de cadena lateral no se aisla como
un intermedio solido.

2. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién anterior, que comprende los pasos de:

a) convertir la forma no derivatizada de la cadena lateral seleccionada del grupo que consiste en D-fenilglicina
y D-dihidrofenilglicina, por reaccién con un alcohol, para formar una mezcla que comprende el éster de
cadena lateral correspondiente;

b) formar el compuesto B-lactamico semisintético mezclando la mezcla obtenida en el paso (a) con un resto -
lactdmico del compuesto B-lactamico semisintético y la enzima para formar el compuesto B-lactamico
semisintético, con la condicion de que el éster de cadena lateral formado en el paso (a) no se aisle como un
intermedio sdlido.

3. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, donde la mezcla obtenida en el paso (a) se purifica antes de
formar el compuesto B-lactamico semisintético en el paso (b).

4. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el resto B-lactamico del
compuesto B-lactamico semisintético se selecciona del grupo que consiste en acido 6-aminopenicilanico (6-APA),
acido 7-aminodesacetoxicefalosporanico (7-ADCA), acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) y 7-amino-3-cloro-3-
cefem-4-carboxilato (7-ACCA).

5.  Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el compuesto -lactamico
semisintético se selecciona del grupo que consiste en Ampicilina, Cefalexina, Cefradina y Cefaclor.

6. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 2, donde el alcohol es metanol o etanol, preferentemente metanol.

7. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enzima es una penicilina G
acilasa, preferentemente en una forma inmovilizada.

8. Un proceso de acuerdo con la reivindicacion 7, donde la penicilina G acilasa es de Escherichia coli.
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