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DESCRIPCION
Proceso de preparacion de cefalosporinas 3'-tiosustituidas empleando una penicilina G acilasa
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un proceso para la preparacion de cefalosporinas 3'-tiosustituidas por
condensacion enzimatica de un nucleo de B-lactama 3'-tiosustituido con un derivado de fenilglicina.

Antecedentes de la invencion

Se ha descrito ampliamente la produccion enzimatica de antibidticos B-lactamicos semisintéticos por acilacion del
resto amina de la B-lactama original con un derivado de acido de la cadena lateral (por ejemplo, documentos de
patente DE 2163792, DE 2621618, EP 339751, EP 473008, EP 1394262, NL 1010506, WO 1992/01061,
WO 1993/12250, WO 1996/02663, WO 1996/05318, WO 1996/23796, WO 1997/04086, WO 1998/56946,
WO 1999/20786, WO 2005/00367, WO 2006/069984, WO 2008/110527 y US 3.816.253). Las enzimas usadas en la
materia son en la mayoria de los casos penicilina acilasas obtenidas de Escherichia coli y se inmovilizan sobre
diversos tipos de materiales insolubles en agua (ejemplo, documento de patente WO 1997/04086).

Los anteriores enfoques enzimaticos sintéticos se han descrito para penicilinas semisintéticas tales como amoxicilina
y ampicilina y para cefalosporinas semisintéticas tales como cefadroxilo, cefprozilo, cefalexina y cefradina.
Normalmente, el ultimo caso de cefalosporinas solo comprende ejemplos de moléculas sin sustitucion en la posicion
3' del nucleo de B-lactama.

Sin embargo, ademas de los compuestos mencionados anteriormente, se han desarrollado diversas cefalosporinas
con el objetivo de cambiar, preferentemente mejorar, las propiedades antibacterianas. Practicamente todos estos se
han preparado, y todavia se preparan, quimicamente a partir de cefalosporina C fermentativamenta obtenible por
introduccion de grupos alternos en la posicion C-3' e intercambio de la cadena lateral de aminoadipilo por otras
cadenas laterales.

La introduccién de alteraciones en la posicion C-3' de la molécula afecta de hecho las propiedades farmacocinéticas
y metabdlicas y se desarrollaron muchos antibiodticos satisfactorios por introduccion de grupos salientes basados en
tiol, tales como cefamandol, cefatrizina, cefazedona, cefazolina, cefbuperazona, cefmenoxima, cefodizima,
cefonicida, cefoperazona, ceforanida, cefotiam, cefpiramida, ceftezol, ceftiofur, ceftriaxona y cefuzonam (Antibiotic
and chemotherapy: antiinfective agents and their use in therapy, Ed. R.G. Finch, Elsevier Health Sciences, 2003,
Capitulo 15 "B-lactam antibiotics: cefalosporins" por D. Greenwood).

Sin embargo, la ventaja farmacocinética de introducir grupos salientes basados en tiol en la posicion 3' también
resulta ser un reto importante en los enfoques preparativos. En particular, esto parece ser cierto para los enfoques
esquematicos respetuosos con el medioambiente. Aunque supuestamente se usaron enzimas de
Acetobacterturbidans, Pseudomonas melanogenum y Xanthomonascitri para la preparacion de
triazoltiometilcefalosporinas (documento de patente US 3.899.394), Won et al. (Appl. Biochem. Biotech. 69, 1-9
(1998)) observaron que la penicilina acilasa de CFC-04017 de Escherichia coli estaba envenenada por trazas del
grupo 2-mercapto-5-metil-1,3,4-tiadiazol (MMTD) de cefazolina. Se hicieron observaciones similares para el grupo 5-
mercapto-1-metiltetrazol (MMTZ) de cefoperazona y cefpiramida y para el grupo 2,5-dihidro-3-mercapto-2-metil-5,6-
dioxo-1,2,4-triazina (TTZ) de ceftriaxona durante enfoques para hidrolizar enzimaticamente un cadena lateral
aminoadipica (documento de patente US 6.642.020). Las observaciones anteriores se atribuyeron a la liberacion de
pequefias cantidades de tiol libre, un proceso que puede ocurrir facilmente en las circunstancias acuosas que
normalmente son favorables para las reacciones enzimaticas. Y de hecho, a diferencia con las cefalosporinas
mencionadas antes, no se ha informado de enfoques catalizados por penicilina acilasa sintética hacia cefalosporinas
3'-tiosustituidas econémicamente atractivas, tales como los compuestos en los que se incorpora un resto D-4-
hidroxifenilglicina

NH, %it
mN r T
T T
R2 O I \R-] e} %/ \R-]
O OH 0 OH

1 (3)
El documento de patente EP 1 394 262 A1 (BIOFERMA MURCIA S.A., 3 de marzo de 2004) desvela un proceso de
preparacion de un compuesto de la formula general (1), caracterizado porque se mezcla un compuesto de la férmula

general (3) con éster hidroxietilico de D-4-hidroxifenilglicina en presencia de una penicilina G acilasa a una
temperatura de desde 0 °C hasta 40 °C y un intervalo de pH de 5,0 a 8,0.
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Ademas, el documento de patente NL 1 010 506 C2 (DSM N.V., 9 de mayo de 2000) desvela un proceso de
preparacion de un compuesto de la formula general (1), caracterizado porque se mezcla un compuesto de la férmula
general (3) con una amida de D-4-hidroxifenilglicina N-sustituida en presencia de una penicilina G acilasa a una
temperatura de desde -5 °C hasta 30 °C y un intervalo de pH de 5,5 a 9,5. Se ha demostrado que la produccion del
compuesto de la formula (1) aumenta usando la amida de D-4-hidroxifenilglicina N-sustituida en comparacioén con la
amida de D-4-hidroxifenilglicina.

Por tanto, sigue existiendo una necesidad de preparar cefalosporinas 3'-tiosustituidas tales como las de la férmula
general (1) por condensacion enzimatica eficiente y respetuosa con el medioambiente de un nucleo de 3-lactama 3'-
tiosustituido de la formula general (3) con una cadena lateral apropiada.

Descripcion detallada de la invencion

En el contexto de la presente invencién, el término "nucleo" se define como el resto de B-lactama de una
cefalosporina 3'-tiosustituida (es decir, un compuesto de la formula general (3)) y puede ser, por ejemplo, acido 7-
amino-3-(1,2,3-triazol-4(5)-iltiometil)-3-cefem-4-carboxilico o acido 7-amino-3-(1-metil-1H-tetrazol-5-iltiometil)-3-
cefem-4-carboxilico, o similares.

El término "cadena lateral" se define como el resto que, en el compuesto de B-lactama semisintético, esta unido a la
posicién 7-amino del nicleo como se define en el presente documento, por ejemplo D-4-hidroxifenilglicina. El término
"cadena lateral libre" se define como la forma de acido de la cadena lateral, por ejemplo D-4-hidroxifenilglicina. El
término "éster de cadena lateral" es la forma de éster de la cadena lateral libre por la que el grupo carboxilo de la
cadena lateral libre se esterifica con un alcohol dando un éster, por ejemplo éster metilico o éster etilico de D-4-
hidroxifenilglicina. El éster de cadena lateral puede estar en forma de la base libre 0 como una sal, por ejemplo como
la sal de HCI, y el éster de cadena lateral puede estar en una forma sélida o disuelto en un disolvente adecuado.

Es un objeto de la presente invencién proporcionar un proceso de produccion para cefalosporinas 3'-tiosustituidas,
tales como cefatrizina, cefoperazona, cefpiramida o similares, o sus productos intermedios, por condensacion
enzimatica de un nucleo con un derivado de fenilglicina seleccionado de amida de D-4-hidroxifenilglicina o un éster
de D-4-hidroxifenilglicina, o amida de D-fenilglicina o un éster de D-fenilglicina.

El ndcleo es un compuesto de la formula general (3) en la que X representa CH; (metileno), O (oxigeno) o S
(azufre); preferentemente X representa S. El radical R es preferentemente un radical de cualquiera de las formulas
(2a), (2b), (2c), (2d), (2e) o (2f)
e N A “\\ .. N Y N S N Q
= ]%\ Tf‘\ ~|¢~ \ -],// ]4
r N NH N N CHs
N, 7 N= / S 7 S ¥ s—f N
Ry~ N N N Hae” N7 O
R. CH,COH H

(2a) (2b) (2¢) (2d) (2e) {2

siendo Rz CHs, CH;CO»H, CH,SOzH, CH,CH>,OH o CHyCH:N(CHs), y siendo R4 hidrégeno o CHs. Lo mas
preferentemente, el radical R es (2a; R3 = CHs) o (2b) dando como resultado nucleos denominados acido 7-amino-
3-(1-metil-1H-tetrazol-5-iltiometil)-3-cefem-4-carboxilico (7-TMCA) y acido 7-amino-3-(1,2,3-triazol-4(5)-iltiometil)-3-
cefem-4-carboxilico (7-TACA), respectivamente.

El derivado de fenilglicina es preferentemente un éster tal como éster etilico de D-4-hidroxifenilglicina, éster metilico
de D-4-hidroxifenilglicina, éster etilico de D-fenilglicina o éster metilico de D-fenilglicina. Alternativamente, el derivado
de fenilglicina es una amida tal como amida de D-4-hidroxifenilglicina, o amida de D-fenilglicina. Lo mas preferido, €l
derivado de fenilglicina es amida de D-4-hidroxifenilglicina, éster etilico de D-4-hidroxifenilglicina o éster metilico de
D-4-hidroxifenilglicina, puesto que las cefalosporinas 3'-tiosustituidas asi obtenidas tienen excelentes propiedades
antibacterianas (por ejemplo, cefatrizina) y/o pueden servir de productos intermedios adecuados en la preparacion
de cefalosporinas con propiedades antibacterianas (por ejemplo, cefoperazona y cefpiramida).

El derivado mas preferido de fenilglicina es el éster metilico de D-4-hidroxifenilglicina. Preferentemente, el derivado
de fenilglicina tiene las siguientes propiedades:

e un ee (exceso enantiomérico) preferentemente igual o superior a 90 %, mas preferentemente igual o
superior a 95 %, preferentemente igual o superior a 96 %, preferentemente igual o superior a 97 %,
preferentemente igual o superior a 98 % y lo mas preferentemente igual o superior a 99 %; y

e un contenido de sal preferentemente de 20 % en moles o menos, mas preferentemente de 10 % en moles o
menos, mas preferentemente de 5 % en moles o menos, mas preferentemente de 2 % en moles o menos,
lo mas preferentemente de 1 % en moles o menos, expresado como moles de sal con respecto a moles de
éster.
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Sera evidente para el experto que un éster en la forma de base libre es una condicién de que puede tener cualquier
valor de ee enumerado en combinacion con cualquier valor de contenido de sal enumerado.

La enzima usada para la condensacion enzimatica es convenientemente una enzima adecuada para reconocer
como sustrato amidas o ésteres de a-aminoacidos tales como dihidrofenilglicina, 4-hidroxifenilglicina y fenilglicina,
concretamente penicilina G acilasas. En una realizacion preferida se encontré que las penicilina G acilasas mutantes
como se describen en el documento de patente WO 2010/072765 son muy aptas para la sintesis de cefalosporinas
3'-sustituidas, puesto que se generan cantidades relativamente bajas de tioles no deseados. Preferentemente, la
enzima se inmoviliza para facilitar la separacion del medio de reaccién y la recuperacion para uso repetido. La
inmovilizacién se puede llevar a cabo usando una multitud de materiales de soporte tales como silice o soportes
basados en gelatina.

En un primer aspecto de la invencién se proporciona un proceso para la preparacion de un compuesto de la férmula

general (1)
NH, T
,O/'WN X
0 :J;\r :I\/s (1)
Ry 0 I “R,
8] OH
en la que Ry es un radical de la formula (2a), (2b), (2c), (2d), (2e) o (2f), siendo R;3 CH3;, CH,CO2H, CH>SO3H,
CH>CH;0H o CH2CH2N(CHj3), y siendo R4 hidrégeno o CH3

~. N ‘\\ ‘\.\ "\\ N "\.\ N ‘\\ N O
r— T— " - = "
Fow Twn Tow T Throw [
N~ 7 N, / S S 5 N
Ry N N N HaC N 8!
Ra CH,COH H
(2a) (2b) {2c) (2d) (2e) (2f)

yenlas que R; es Hu OH y X es CHa, O o S, caracterizado porque se mezcla un compuesto de la formula general
(3) o una sal del mismo en la que Ry y X son como se han definido anteriormente

HoN o X
[Nl s (3)

o?

O OH

con amida de D-4-hidroxifenilglicina o un éster de D-4-hidroxifenilglicina o amida de D-fenilglicina o un éster de D-
fenilglicina en presencia de una penicilina G acilasa a una temperatura de desde -5 °C hasta 20 °C y un intervalo de
pH de 8,4 a 9,1.

La reaccion se puede llevar a cabo en un amplio intervalo de temperatura, es decir, -5 °C a 20 °C, ya que el equilibrio
entre la velocidad de reaccion, tasa de degradacion y conversion optima se ajusta mejor dentro de este intervalo. Se
encontré que el intervalo de temperatura mas 6ptimo, donde se obtienen altas conversiones en combinacién con
baja degradacién de producto, era desde 0 °C hasta 10 °C.

El pH al que se lleva a cabo la reaccién es desde 8,4 hasta 9,1. Se encontré que el intervalo de pH mas éptimo,
donde se obtienen altas conversiones en combinacion con baja degradacion de producto, era desde 8,5 hasta 9,0.
Se encontrd que es ventajoso cuando el intervalo de pH es desde 8,8 hasta 9,2 en los primeros 10 a 100 min de la
reaccion, donde posteriormente se mantiene el pH en el intervalo de 8,5 a 8,8. Este enfoque facilita la rapida
disolucién de material de partida, por una parte, mientras que limita, por otra parte, la formaciéon de productos
secundarios, tales como cadena lateral libre y tioles. Se encontré que se obtienen las conversiones mas altas
cuando el nucleo de partida se disuelve en la mezcla de reaccion.

Se encontré que la combinacion de un intervalo de temperatura de reaccion de 0 °C a 5 °C y un intervalo de pH de
8,4 a 9,1 es la mas preferida para obtener el mayor rendimiento y las menores reacciones secundarias, tales como la
formacion de tioles. Es inesperado el hecho de que se obtengan resultados favorables en este intervalo de pH, ya
que se conocen bien las B-lactamas por su inestabilidad a intervalos de pH basicos, un hecho que se confirma en el
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documento de patente EP 1394262 donde se propone un intervalo de pH de 5,0 - 8,0. Un intervalo de temperatura
todavia mas preferido es 2 °C a 4 °C combinado con un intervalo de pH de 8,6 a 8,8.

Se pueden mantener los valores de pH mediante la adiciéon de base durante el transcurso de la reaccidon enzimatica.
Las bases adecuadas son amoniaco, hidroxido potasico acuoso e hidréxido sédico acuoso. Se encontré que el
hidréxido sédico acuoso da resultados superiores en comparacion con el amoniaco en términos de formacion
conjunta de tioles no deseados. A diferencia del amoniaco, los hidroxidos alcalinotérreos, tales como hidréxido de
litio acuoso, hidréxido potasico o hidroxido sédico, redujeron sorprendentemente la formacion conjunta de tioles no
deseados hasta casi despreciable. Preferentemente, la concentracién de hidréxido alcalinotérreo es desde 1 M hasta
10 M. El experto apreciara que el extremo inferior de este intervalo puede ser inferior al 6ptimo en términos de
volumen, mientras que el extremo superior plantea el riesgo de formacion de los denominados 'puntos calientes', que
pueden ser perjudiciales para la enzima y o B-lactama. Asi, un intervalo de concentracion de hidréxido alcalinotérreo
mas preferible es desde 2 M hasta 8 M, lo mas preferentemente desde 3 M hasta 6 M.

Se puede realizar la adicion de la amida o éster de la cadena lateral, amida de D-4-hidroxifenilglicina o un éster de
D-4-hidroxifenilglicina o amida de D-fenilglicina o un éster de D-fenilglicina, mediante la adicién de dicha amida o
éster de la cadena lateral como un soélido o disuelto. Cuando se disuelve, esto es preferentemente en agua en la que
la disolucién resultante se lleva a pH bajo con un acido tal como, por ejemplo, acido clorhidrico o acido sulfurico. En
una realizacion preferida, se disuelve un éster de la cadena lateral y se afiade la disolucion resultante a la mezcla de
reaccion durante un cierto intervalo de tiempo. Opcionalmente, se afiade el éster de la cadena lateral como se
describe en los documentos de patente WO 2008/110527 y WO 2008/110529. Dicho intervalo de tiempo puede ser
desde 10 hasta 300 min, preferentemente desde 30 hasta 200 min, lo mas preferentemente desde 60 hasta 180 min.

Cuando la reaccion de acoplamiento enzimatico ha alcanzado el grado deseado de conversion, se recupera la
cefalosporina 3'-tiosustituida de la férmula general (1) usando métodos conocidos, normalmente siguiendo reduccion
del pH hasta un valor entre 1,5 y 6,5. Por ejemplo, se puede usar un reactor que esta equipado con un tamiz en el
compartimento inferior y una salida en el fondo. El contenido del reactor se puede entonces descargar a través del
tamiz, preferentemente usando agitacion ascendente. La suspension resultante de cefalosporinas 3'-tiosustituidas,
libre de enzima inmovilizada, se puede entonces filtrar o centrifugar. Debido a la baja cantidad de cadena lateral libre
presente después de la reaccion de acoplamiento enzimatico, se puede llevar a cabo la cristalizacion de la
cefalosporina 3'-tiosustituida final a altas concentraciones de la cefalosporina 3'-tiosustituida que da como resultado
altos rendimientos.

En una realizacién no limitante a modo de ejemplo, donde el nicleo de partida es (3) siendo Ry (2a; Rs = CHj3),
siendo R, OH y siendo X S, el aislamiento del producto (1) correspondiente incluye la retirada de enzima
inmovilizada por filtracion, precipitaciéon del producto por reduccidon del pH con A&cido sulfdrico acuoso,
preferentemente hasta un valor de 2,5 a 6, retirada de aproximadamente 80 % de agua por filtracion, dilucion de la
suspension resultante con metanol vy filtracion a sequedad. Opcionalmente, se puede aplicar una etapa de lavado
adicional con metanol. De esta forma, se puede aislar producto (1) como un sélido manejable estable con 94 % de
rendimiento, y con alta calidad. Sorprendentemente, se encontré6 que cuando no se afiadia metanol durante la
filtracion, el producto se convertia en una goma pegajosa o arcilla. Lo anterior es aplicable a diversos disolventes
organicos. Los disolventes preferidos son alcoholes y cetonas tales como acetona, etanol o metanol. En principio se
puede afiadir el disolvente organico a la suspension antes de la filtracion, pero en este caso las impurezas presentes
en la mezcla (tales como éster metilico de D-4-hidroxifenilglicina, D-4-hidroxifenilglicina y/o 7-TMCA) pierden
solubilidad y pueden contaminar el producto final. Por consiguiente, se prefiere afiadir el alcohol o cetona después
de que se haya retirado 50-90 % del liquido de la suspensidn por filtracion. El producto de la reaccién (1) donde R4
es (2a; Rz = CH3), R, es OH y X es S se aisla en una forma cristalina que es novedosa como resultado de las
condiciones de reaccion enzimaticas hasta ahora no vistas y etapas de procesamiento aguas abajo.
Ventajosamente, esta forma cristalina es altamente estable y pura, que la hace un excelente material de partida para
la produccioén de alto rendimiento y de alta pureza de tanto cefoperazona como cefpiramida. El espectro de XRD de
la forma cristalina muestra picos principales a valores 26 de 13,9+0,3, 15,6 +0,3, 19,1 £0,3, 19,9+ 0,3, 22,4 £ 0,3,
23,2+0,3, 24,8+0,3, 28,1+0,3, 29,0+£0,3, 32,2+0,3, 33,9+0,3, 38,6+0,3 y 48,8 +0,3. Preferentemente, la
intensidad de cualquiera de dichos picos principales es superior a 10 % de la intensidad del mas intenso de dichos
picos principales.

Un enfoque similar es aplicable a los compuestos de partida (3) en los que R es (2b), (2c), (2d), (2e) o (2f). Cuando
R1 es (2b), R, es OH y X es S, el procedimiento anterior da como resultado el antibiotico cefatrizina y el producto asi
obtenido o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se puede usar para la fabricaciéon de un medicamento.

Opcionalmente, y esto puede ser util en caso de que la cefalosporina 3'-tiosustituida obtenida después del
acoplamiento enzimatico se modifique en una reaccion posterior tal como la brevemente expuesta a continuacion, la
cefalosporina 3'-tiosustituida ni se aisla y/o ni cristaliza.

En ofra realizaciéon mas, el producto (1) obtenido por el proceso del primer aspecto descrito anteriormente se hace
reaccionar adicionalmente para dar un producto farmacéutico deseado de la férmula general (4).
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en la que Ry, Rz y X son como se han descrito anteriormente y Rs es un radical elegido de la lista que consiste en 4-
etil-2,3-dioxo-1-piperazincarbonilo, 4-hidroxi-6-metil-nicotinilo (o la forma ceto correspondiente 6-metil-4-oxo-1,4-
dihidropiridina-3-carbonilo), acido 1H-imidazol-4-carbonil-5-carboxilico o derivados tales como amidas, éteres y sus
ésteres. Preferentemente, Ry es un radical de la férmula (2a) siendo R3 CH3, siendo Rz OH, siendo X S y siendo Rs
4-etil-2,3-dioxo-1-piperazincarbonilo o 4-hidroxi-6-metil-nicotinilo.

Dicha reaccién adicional comprende preferentemente la modificacion del grupo amino de la cadena lateral, por
ejemplo por reaccion con un haluro de acido en agua/acetato de etilo con carbonato de potasio, tal como se describe
en el documento de patente DE 2600880. Después de la formacion y el aislamiento opcional de la cefoperazona
resultante, el producto se puede convertir en una sal farmacéuticamente aceptable, preferentemente la sal de sodio,
por ejemplo por reaccion con una sal de sodio inorganica tal como hidrogenocarbonato de sodio.

Cuando, en lugar del cloruro de 4-etil-2,3-dioxo-1-piperazinacarbonilo mencionado anteriormente, se usa un derivado
activado de acido 4-hidroxi-6-metil-nicotinico (o la forma ceto correspondiente acido 6-metil-4-oxo-1,4-dihidropiridin-
3-carboxilico), la secuencia de reaccién da como resultado el antibiodtico cefpiramida.

Los productos obtenidos por los procesos del primer aspecto, en particular cefatrizina, cefoperazona y cefpiramida,
se usan para la fabricacién de un medicamento con propiedades antibacterianas. Los medicamentos asi obtenidos
tienen la ventaja de ser producidos con alta pureza y con baja carga medioambiental en comparacion con sus
congéneres que se sintetizan quimicamente.

Leyendas de las figuras

La Figura 1 es el patron de difraccion de rayos X de polvo registrado del compuesto de la formula (1) en la que R1 es
un radical de la férmula (2a) siendo Rs CHz y en la que Rz es OH y X es S después del almacenamiento en
condiciones ambientales durante 2,5 h. Eje x: valor 2-theta (°). Eje y: intensidad (cps). Se pueden diferenciar los
siguientes picos distintos:

Angulo 2-theta (°) Valor d (A) Recuentos de intensidad
5,270 16,75541 95,4
5,355 16,49094 134
6,854 12,88602 119
7,180 12,30269 123
8,886 9,94325 259
9,451 9,35066 207
11,418 7,74356 128
12,340 7,16701 218
12,878 6,86899 411
13,905 6,36370 1479
14,254 6,20847 486
15,153 5,84215 107
15,614 5,67081 856
16,828 5,26434 464
19,059 4,65272 3026
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Angulo 2-theta (°) Valor d (A) Recuentos de intensidad
19,907 4,45640 538
20,686 4,29035 92,8
21,545 4,12123 45,6
22,404 3,96511 597
23,182 3,83372 626
23,682 3,75394 89,6
24,162 3,68048 91,2
24,785 3,568938 700
25,618 3,47444 201
26,634 3,34425 299
27,644 3,22426 144
28,053 3,17816 1583
28,749 3,10279 305
29,010 3,07548 1186
29,377 3,03792 278
29,620 3,01352 205
30,331 2,94449 127
31,423 2,84457 178
32,145 2,78231 3879
32,777 2,73013 108
33,868 2,64461 1968
34,846 2,57261 181
35,627 2,51799 60,3
36,794 2,44076 91,4
37,939 2,36970 75,2
38,367 2,34422 209
38,638 2,32842 904
38,966 2,30957 115
40,479 2,22667 93,3
40,778 2,21102 152
41,381 2,18019 84,9
42,339 2,13306 58,2
43,132 2,09565 445
46,644 1,94571 32,6
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Angulo 2-theta (°) Valor d (A) Recuentos de intensidad
47,351 1,91828 108
48,029 1,89277 143
48,797 1,86475 1064
49,467 1,84106 185
49,804 1,82938 39,0
50,689 1,79953 139
53,161 1,72150 43,1
54,574 1,68024 389
55,217 1,66218 276
57,351 1,60530 188
57,961 1,58984 71,4
58,267 1,568222 442
58,774 1,56979 34,5
59,486 1,55268 366

La Figura 2 es el patron de difraccion de rayos X de polvo registrado del compuesto de la formula (1) en la que R1 es
un radical de la férmula (2a) siendo R3 CH3z y en la que R; es OH y X es S antes del aimacenamiento en condiciones
ambientales durante 2,5 h. Eje x: valor 2-theta (°). Eje y: intensidad (cps). Los picos discernibles son los mismos que
en la Figura 1, sin embargo también hay un maximo ancho a 26 ~ 27.

MATERIALES Y METODOS
Preparacién de penicilina acilasa inmovilizada

Se pueden llevar a cabo la produccién, aislamiento y purificacion de penicilina G acilasas no mutantes y mutantes
como se describe en los documentos de patente WO 1996/005318 y WO 2003/055998. Alternativamente, se pueden
obtener por sintesis génica genes que codifican penicilina G acilasas mutantes. Se logré la produccion de la
penicilina G acilasa mutante clonando los genes que codifican penicilina G acilasas mutantes en un vector de
expresion apropiado, transformando un hospedador adecuado tal como Escherichia coli con dicho vector y
cultivando el hospedador transformado en condiciones adecuadas para la produccion de las penicilina G acilasas
mutantes y la recuperacion y purificacion de los mutantes se llevé a cabo como se describe en el documento de
patente WO 2010/072765. Se inmovilizaron la penicilina G acilasa AA (la penicilina G acilasa no mutante de
Escherichia coli con mutaciones B:F24A y B:V148L) y la penicilina G acilasa mutante 1 (la penicilina G acilasa no
mutante de Escherichia coli con las mutaciones V11A, A:S3L, A:V192E, B:F24A, B:V148L y B:F460L) como se
desvela en el Ejemplo 1 del documento de patente WO 2010/072765 segun el método desvelado en los documentos
de patente EP 839192 y EP 222462.

HPLC analitica

Se siguieron las reacciones por andlisis de HPLC cuantitativa. Se calcularon los factores de retencion de 7-TMCA,
HPGM, HPG, 7-TACA y 5-mercapto-1-metiltetrazol usando patrones; se dedujo el factor de retencion de acido D-7-
(4-hidroxifenilacetamido)-3-(1-metil-1H-tetrazol-5-il)tiometilcefem-4-carboxilico basandose en el balance de masas
en los primeros experimentos y posteriormente se calculdé usando un patrén; se dedujo del balance de masas el
factor de retencion de cefatrizina.

Instrumento: HPLC Hewlett Packard 1100, deteccién a 220 nm

Columna: Intersil ODS-3, 5 ym 4,6 x 150 mm C/N 5020-01731

Flujo: 1 ml/min, tiempo de parada 37 min

Método: Eluyente A: KH;PO3 (5,44 g) y 6 ml de H3PO4 1 M, hasta 2 | con agua MilliQ
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Eluyente B: MeOH

Eluyente C: acetonitrilo

Gradiente:
Tiempo (min) Eluyente A (%) Eluyente B (%) Eluyente C (%)
0 98,5 0,5 1
25 96 3 1
11 74 25 1
15 59 40 1
25 39 60 1
28 19 80 1
32 19 80 1
32,1 98,5 0,5 1
37 98,5 0,5 1

Medicién de valores de pH
Se midieron los valores de pH citados en la presente invencion del siguiente modo.

La medicién se realiza usando 718 STAT Titrino de Metrohm. El electrodo de pH es de Metrohm, numero de serie
6.0234.110. Contiene KCI 3 M. La calibracion del pH-metro se realiza a 20 °C a pH 4 y pH 7 usando disoluciones
patron de Merck, usando el programa de calibracion presente en el instrumento.

Mediciones de XRD

Se realizaron experimentos de difraccion de rayos X de polvo usando un difractometro BRUKER D8 ADVANCE
usando portamuestras estandar con placa de Si para minimizar la sefial de ruido de fondo; intervalo de barrido 5° <
26 < 60°, rotacion de la muestra 30 rpm, 0,3 s/etapa, 0,00745°/etapa, ranura de divergencia establecida a 0,3°; todas
las condiciones de medicion se fijan en el archivo de control del instrumento CAMBRIDGE.DQL; ademas de las
mediciones de muestra, se mide la muestra de referencia de corindén A13-B73 segun las condiciones brevemente
expuestas en la seccién "calibrado del instrumento" del manual de BRUKER.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

Preparacion enzimatica de acido D-7-(4-hidroxifenilacetamido)-3-(1-metil-1H-tetrazol-5-il)tiometilcefem-4-
carboxilico

Ejemplo 1a

Se afiadio acido 7-amino-3-(1-metil-1H-tetrazol-5-iltiometil)-3-cefem-4-carboxilico (7-TMCA; 5 g) a agua destilada
(38 g) y se enfrié hasta 3 °C. Se agit6 la mezcla a 400 rpm y el pH se llevé a 9,0 con NaOH acuoso (5 M), tras lo cual
el resto de la reaccion se llevé a cabo a pH 8,8. Después de 60-80 min, se filtrd la suspensién. El filirado, que
contenia 4,1g de 7-TMCA, se dispuso de nuevo en el reactor y se afadié penicilina G acilasa mutante 1
inmovilizada (3,5 g, véase Materiales y métodos) y a la mezcla resultante se afiadié gota a gota a velocidad de
7 ml/h una disoluciéon de éster metilico de D-4-hidroxifenilglicina (HPGM) por una bomba de jeringa (tiempo de
dosificacion 2 h). Esta disolucion se prepar6 disolviendo HPGM (4,0 g, 1,7 equiv.) en agua (6,4 g) y H.SO4 al 25 %
(4,25 g en agua). La reaccion enzimatica se siguié por HPLC analitica (véase Materiales y métodos) y se detuvo al
final de la adicion de HPGM, por filtracion enzimatica. La conversion fue 98 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla
contuvo 1,1 % (p/p) de D-4-hidroxifenilglicina (HPG), 0,1 % (p/p) de 7-TMCA, 1,0 % (p/p) de HPGM, 7,9 % (p/p) del
compuesto del titulo y 0,07 % (p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. En el cromatograma de HPLC fueron visibles dos
impurezas no secundarias identificadas con <1 % de porcentaje de area de HPLC.

Al final de la reaccion enzimatica, la enzima se retiré por filtracion sobre filtro de vidrio N° 1 dando 65 g de filtrado a
pH 8,8. Con agitacion vigorosa a 3 °C se afiadié una disolucion acuosa al 25 % de H2SO4 (2,70 g) en 10 min dando
un pH de 5,7. La suspensién obtenida se agité durante 10 min a 3 °C y luego se filtré a vacio sobre filtro de vidrio
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N° 3. Cuando se retir6 60 % del volumen por filtracion (se recuperaron 40 g de aguas madre), se afiadi6 MeOH
(14 g) a la suspension restante sobre el filtro y la mezcla de disolventes se retir6 completamente por filtracion. Se
lavo el solido final con MeOH (15 g). El producto del titulo se recuperé con un rendimiento de 90 % basado en el
material de partida 7-TMCA. Basandose en el analisis de HPLC, la mezcla contuvo 0,08 % de HPG, 0,63 % de
HPGM, 0,41 % de 7-TMCA y 98,88 % del compuesto del titulo (datos basados en el porcentaje de area de HPLC).
RMN 'H (2 % de DCI en D,O a 300K, en RMN de 700 MHz). Los valores se dan en ppm, usando TMS como
referencia interna: 3,5 - 3,7 (dd, 2H), 4,05 (s, 3H), 4,1 - 4,3 (dd, 2H), 5,1 (d, 1H), 5,25 (s, 1H), 5,7 (d, 1H), 7,0 (d, 2H),
7,4 (d, 2H). Para XRD véase la Figura 1.

Ejemplo 1b: como el Ejemplo 1a con las siguientes diferencias: la reaccion se valord usando hidréxido sodico 1 My
se realizo6 el procesamiento corriente abajo sin MeOH. La conversion fue 93 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla
contuvo 0,75 % (p/p) de HPG, 0,3 % (p/p) de 7-TMCA, 0,2 % (p/p) de HPGM, 6,6 % (p/p) del compuesto del titulo y
0,13 % (p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. En el cromatograma de HPLC fueron visibles dos impurezas secundarias
no identificadas con <1 % de porcentaje de area de HPLC. Al final de la reaccién enzimatica, la enzima se retir6é por
filtracion sobre filtro de vidrio N° 1 dando 81 g de filtrado a pH 8,6. Con agitacién vigorosa a 3 °C se afiadié una
disolucion acuosa al 25 % de H;SO4 (1,6 g) en 10 min dando un pH de 7,0. Durante esta operacion, precipitd un
solido blanco y se aislo después de que la morfologia se convirtiera en una goma marroén.

Ejemplo 1c: como el Ejemplo 1b con las siguientes diferencias: se afiadi6 HPGM como un sélido durante la reaccion
y la reaccion se realizé a pH 8,7.

Después de 240 min, la conversién fue 67 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 0,43 % (p/p) de HPG,
1,6 % (p/p) de 7-TMCA, 0,12 % (p/p) de HPGM, 6,1 % (p/p) del compuesto del titulo y 0,12 % (p/p) de 5-mercapto-1-
metiltetrazol.

Ejemplo 1d: como el Ejemplo 1c con la siguiente diferencia: la reacciéon se valoré usando amoniaco al 25 % en
agua.

Después de 240 min, la conversion fue 63 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 0,34 % (p/p) de HPG,
3,04 % (p/p) de 7-TMCA, 0,14 % (p/p) de HPGM, 6,1 % (p/p) del compuesto del titulo y 0,23 % (p/p) de 5-mercapto-
1-metiltetrazol.

Ejemplo 1e: como se describe en el Ejemplo 1a con las siguientes diferencias: la reaccion se valoré usando
amoniaco al 25 % en agua a pH 8,8 y el procesamiento corriente abajo se llevo a cabo sin MeOH.

La conversion fue 96 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 0,88 % (p/p) de HPG, 0,26 % (p/p) de 7-
TMCA, 0,16 % (p/p) de HPGM, 7,14 % (p/p) del compuesto del titulo y 0,9 % (p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. En
el cromatograma de HPLC fueron visibles dos impurezas secundarias no identificadas con <1 % de porcentaje de
area de HPLC. Al final de la reaccién enzimatica, la enzima se retiré por filtracion sobre filtro de vidrio N° 1 dando
65 g de filtrado a pH 8,8. Con agitacion vigorosa a 3 °C se afiadié una disolucién acuosa al 25 % de H>SO4 (3,52 g)
en 10 min dando un pH de 4,0. Durante esta operacion, precipitdé un soélido blanco y se aislé después de que la
morfologia se convirtiera en una goma marrén.

Ejemplo 1f (comparativo): como el Ejemplo 1e con las siguientes diferencias: la reaccion se realizd a pH 7,2 y
18 °C y se aplicé filtracion en el procesamiento corriente abajo al mismo pH.

Después de 3 h la conversion fue 81 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 1,05 % (p/p) de HPG, 0,78 %
(p/p) de 7-TMCA, 0,02 % (p/p) de HPGM, 6,4 % (p/p) del compuesto del titulo y no 5-mercapto-1-metiltetrazol. En el
cromatograma de HPLC fueron visibles dos impurezas secundarias no identificadas con <1 % de porcentaje de area
de HPLC. Al final de la reaccién enzimatica, la enzima se retird por filtracién sobre filtro de vidrio N° 1 dando un
solido que presentaba 95 % de porcentaje de area del producto deseado y 5 % de porcentaje de area del material de
partida 7-TMCA. El analisis de RMN de esta muestra indicé una pureza del producto de 83,7 %, con 6,8 % de 7-
TMCA presente.

Ejemplo 1g (comparativo): como el Ejemplo 1d con la siguiente diferencia: se afiadi6 HPGM como un sélido al
principio de la reaccién enzimatica, que se llevo a cabo a 10 °C y pH desde 8,2 hasta 7,7.

Después de 245 min, la conversion fue 88 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 0,77 % (p/p) de HPG,
0,66 % (p/p) de 7-TMCA, 0,76 % (p/p) de HPGM, 10,77 % (p/p) del compuesto del titulo y no se cuantificé cantidad
(p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. La relacion S/H fue 9,4.

Ejemplo 1h (comparativo): como el Ejemplo 1g, usando penicilina G acilasa AA inmovilizada en lugar de penicilina
G acilasa mutante 1 inmovilizada.

Después de 295 min, la conversion fue 72 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 0,18 % (p/p) de HPG,
2,03 % (p/p) de 7-TMCA, 2,51 % (p/p) de HPGM, 8,56 % (p/p) del compuesto del titulo y no se cuantificé cantidad
(p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. La relacion S/H fue 18.
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Ejemplo 1i (comparativo): como el Ejemplo 1g con la siguiente diferencia: se afiadi6 HPGM como disolucion
durante la reaccion.

Después de 180 min, la conversion fue 95 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 0,89 % (p/p) de HPG,
0,35 % (p/p) de 7-TMCA, 0,16 % (p/p) de HPGM, 10,43 % (p/p) del compuesto del titulo y no se cuantificé cantidad
(p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. La relacion S/H fue 4,1.

Ejemplo 1j: como el Ejemplo 1a con las siguientes diferencias: la reaccion se valoré usando NaOH 10 M y el
producto se aislé desde pH 2,72.

La conversion fue 98 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 1,12 % (p/p) de HPG, 0,12 % (p/p) de 7-
TMCA, 1,18 % (p/p) de HPGM, 8,9 % (p/p) del compuesto del titulo y 0,04 % (p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. En
el cromatograma de HPLC fueron visibles dos impurezas secundarias no identificadas con <1 % de porcentaje de
area de HPLC. Al final de la reaccién enzimatica, la enzima se retiré por filtracion sobre filtro de vidrio N° 1 dando
59 g de filtrado a pH 8,8. Con agitacion vigorosa a 3 °C se afiadié una disolucion acuosa al 25 % de H2SO4 en 5 min
dando un pH de 2,72. La suspension resultante se diluyé con el mismo volumen de MeOH y entonces el producto se
recuperd por filtracion. Basandose en el analisis de HPLC, la mezcla contuvo 3,8 % de HPG, 2,9 % de HPGM,
0,51 % de 7-TMCA y 92,7 % del compuesto del titulo (datos basados en el porcentaje de area de HPLC).

Ejemplo 1k: como el Ejemplo 1j, afiadiendo acetona durante el proceso corriente abajo en lugar de MeOH.

Al final de la reaccion enzimatica, la enzima se retiré por filtracion sobre filtro de vidrio N° 1 dando 59 g de filtrado a
pH 8,8. Con agitacion vigorosa a 3 °C se afiadio una disolucion acuosa al 25 % de H>SO4 en 5 min dando un pH de
2,72. La suspension resultante se diluyé con el mismo volumen de acetona y entonces el producto se recuperé por
filtracion. Basandose en el analisis de HPLC, la mezcla contuvo 4,3 % de HPG, 2,3 % de HPGM, 0,51 % de 7-
TMCA, 0,5 % de 5-mercapto-1-metiltetrazol y 92,1 % del compuesto del titulo (datos basados en el porcentaje de
area de HPLC).

Ejemplo 11: como el Ejemplo 1j con las siguientes diferencias: la reaccion se realizé a pH 8,5 y se afiadio MeOH al
principio del procesamiento corriente abajo.

La conversion fue 97 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 1,44 % (p/p) de HPG, 0,11 % (p/p) de 7-
TMCA, 0,85 % (p/p) de HPGM, 8,2 % (p/p) del compuesto del titulo y 0,11 % (p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. En
el cromatograma de HPLC fueron visibles dos impurezas secundarias no identificadas con <1 % de porcentaje de
area de HPLC. Al final de la reaccién enzimatica, la enzima se retiré por filtracion sobre filtro de vidrio N° 1 dando
63 g de filtrado a pH 8,5. Con agitacion vigorosa a 3 °C, se afiadid la misma cantidad de MeOH, seguido por 25 % de
disolucién acuosa de H,SO4dando un pH de 2,78. La mezcla recuperada por filtracién contuvo 0,2 % de HPG, 1,5 %
de HPGM, 0,3 % de 7-TMCA y 98,5 % del compuesto del titulo (datos basados en el porcentaje de area de HPLC).

Ejemplo 1m: como el Ejemplo 1l con las siguientes diferencias: durante el procesamiento corriente abajo el
compuesto se precipitd a pH 4,8 y se usé acetona durante la filtracion en lugar de MeOH.

La conversion fue 94 % (con respecto a 7-TMCA). La mezcla contuvo 0,64 % (p/p) de HPG, 0,36 % (p/p) de 7-
TMCA, 0,64 % (p/p) de HPGM, 8,37 % (p/p) del compuesto del titulo y 0,03 % (p/p) de 5-mercapto-1-metiltetrazol. En
el cromatograma de HPLC fueron visibles dos impurezas secundarias no identificadas con <1 % de porcentaje de
area de HPLC. Al final de la reaccién enzimatica, la enzima se retiré por filtracion sobre filtro de vidrio N° 1 dando
59 g de filtrado a pH 8,6. Con agitacion vigorosa a 3 °C, se afiadieron 5 g de acetona y el pH disminuyé hasta 4,8
mediante la adicién gota a gota de 2,3 g de H>SO4 al 25 % en agua a 3 °C. La mezcla se diluyd con 5 g adicionales
de acetona y luego se filtr6. Por HPLC, el sélido sobre el filiro mostré 93,5 % de ABC, 2,8 % de HPG, 2,5 % de
HPGM y 1,6 % de 7-TMCA de porcentaje de area. En las aguas madres se detectdé aproximadamente 50 % del
producto. Por tanto, el sélido se mezclé con las aguas madres y se diluyé con 100 g de MeOH. Después de la
filtracion, se recuperé 73 % del producto por filtracién. Basandose en el analisis de HPLC, la mezcla contuvo 0,2 %
de HPG, 1,5 % de HPGM, 0,3 % de 7-TMCA y 98,5 % del compuesto del titulo (datos basados en el porcentaje de
area de HPLC).

Ejemplo 2 (comparativo) Degradaciéon de 7-TMCA

Durante los experimentos de condensacion enzimatica, 7-TMCA experimenté degradacion quimica, que ocurrio
también en ausencia de enzima, fue mas rapida a pH basico y a concentracion alta de 7-TMCA. El producto de
degradacion fue el principal producto secundario formado durante la reaccién enzimatica y se identificé en el analisis
de masa que era 5-mercapto-1-metiltetrazol. La degradacion quimica ocurrié usando amoniaco acuoso (25 %) para
la valoracion, pero fue despreciable cuando se aplico NaOH acuoso (1 o 5 o 10 M). Especificamente, la cantidad de
5-mercapto-1-metiltetrazol no fue detectable durante la etapa de disolucion usando NaOH acuoso 5 M y 0,05 % (p/p)
y al final de la reaccion enzimatica; 0,01 % (p/p) y 0,24 % (p/p) durante la etapa de disolucion y al final de la reaccion
enzimatica, respectivamente, usando amoniaco acuoso (25 %) en las mismas condiciones de reaccion, o mayor en
condiciones de reaccion diferentes.
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Ejemplo 3 (comparativo) Degradacion de HPGM

Durante la condensacion enzimatica de 7-TMCA y HPGM, se hidroliz6 el ultimo compuesto dando HPG. Como se
demuestra a continuacion, la formacion de HPG fue debida a hidrélisis enzimatica y no quimica, en las condiciones
experimentales aplicadas. Se iniciaron dos reacciones en paralelo a 2 °C. En ambas, se mezcl6é agua (40 g) de pH
8,7 con una disolucion de HPGM (0,5 ml en H,SO4 acuoso, que es comparable con la concentraciéon de HPGM
presente durante las reacciones enzimaticas). En uno de los reactores se afiadio penicilina G acilasa mutante 1
inmovilizada (5 g) y se monitorizaron las dos reacciones por HPLC analitica. En el plazo de 5 min, HPGM se
convirti6 completamente en HPG por la enzima, mientras que en el blanco quimico no se registré HPG en el plazo
de 2 hy solo se hidrolizé 9 % de HPGM en 20 h.

Ejemplo 4 (se encuentra fuera del alcance de la invencion) Cefoperazona libre de acido

Se suspendié acido D-7-(4-hidroxifenilacetamido)-3-(1-metil-1H-tetrazol-5-il)tiometilcefem-4-carboxilico (500 mg) a
temperatura ambiente en agua (10 ml). Después de la adicién de carbonato de potasio (230 mg, 1,5 equiv.), la
suspension se volvid una disolucion transparente. A esta mezcla se afiadieron acetato de etilo (5 ml) y cloruro de etil-
2,3-dioxo-1-piperazincarbonilo (210 mg, 1 equiv.). Después de agitar durante la noche, la reacciéon se analizd por
HPLC analitica mostrando el 42 % del producto deseado cefoperazona basandose en el material de partida.

Ejemplo 5 (comparativo) Preparacion enzimatica de cefatrizina

Se afadi6é acido 7-amino-3-(1,2,3-triazol-4-iltiometil)-3-cefem-4-carboxilico (7-TACA, 1,03 g, 3,29 mmoles) a agua
destilada (50 g) y se enfrié hasta 3 °C. La mezcla se agité a 400 rpm y el pH se llevé a 8,0 con NaOH acuoso (5 M).
Se afiadio penicilina G acilasa mutante 1 inmovilizada (5 g, véase Materiales y métodos) y a la mezcla resultante se
afiadio gota a gota una disolucion de éster metilico de D-4-hidroxifenilglicina (HPGM) a velocidad de 7 mi/h por una
bomba de jeringa (tiempo de dosificacion 2 h). Esta disolucion se preparo disolviendo HPGM (0,68 g, 3,77 mmoles)
en agua (59g) y H2SO4 25 % (0,5 g en agua). Se siguio la reaccion enzimatica por HPLC analitica durante 24 h
(véase Materiales y métodos; los compuestos se identificaron por comparacion de los tiempos de retencion de HPLC
con patrones comercialmente disponibles). Al final de la adicién de HPGM, la mezcla contuvo 0,46 % (p/p) de D-4-
hidroxifenilglicina (HPG), 0,02 % (p/p) de HPGM, 1,29 % (p/p) de 7-TACA y 0,77 % (p/p) de cefatrizina (la cantidad
de cefatrizina se calculé usando un factor de respuesta estimado del balance de masas). Después de agitar la
reaccion durante la noche, se hidrolizé el producto y la mezcla contuvo 0,91 % (p/p) de D-4-hidroxifenilglicina (HPG),
0,01 % (p/p) de HPGM y 1,93 % (p/p) de 7-TACA.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para la preparacion de un compuesto de la férmula general (1)

D/'\"Ifi,

O OH

en la que Ry es un radical de la formula (2a), (2b), (2c), (2d), (2e) o (2f), siendo Rz CH3, CH,CO2H, CH>SO3H,
CH>CH;0H o CH2CH2N(CHj3), y siendo R4 hidrégeno o CH3

N 0
]/\NH ]/\N ]/ ]/ CHs
Rs” N N N S~ N~ H 0
GH,GO,H
(2a) (2b) (2¢) (2d) (2e) (2f)

yenlaque R; es Hu OHy X es CHy, O 0 S, caracterizado porque se mezcla un compuesto de la férmula general (3)
o una sal del mismo en la que Ry y X son como se han definido anteriormente

HoN 4 X
‘I’ (3)

O/_N = SN

O OH

con amida de D-4-hidroxifenilglicina o un éster de D-4-hidroxifenilglicina o amida de D-fenilglicina o un éster de D-
fenilglicina en presencia de una penicilina G acilasa a una temperatura de desde -5 °C hasta 20 °C y un intervalo de
pH de 8,4 a9,1.

2. Proceso segun la reivindicacion 1, en el que dicha penicilina G acilasa esta inmovilizada.

3. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicha penicilina G acilasa es penicilina G
acilasa AA o penicilina G acilasa mutante 1.

4. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se lleva a cabo entre 0 °C y 5 °C.

5. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el pH se mantiene por medio de la adicion
de una disolucion acuosa de hidréxido de litio, hidroxido potasico, hidroxido sédico o sus mezclas.

6. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho producto de la formula general (1) se
aisla por medio de cristalizacion y filtracion o centrifugacion.

7. Proceso segun la reivindicacion 6, en el que dicho aislamiento va precedido de retirada de 50-90 % de liquido por
medio de filtracion y adicion de un disolvente organico.

8. Proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que R1 es un radical de la férmula (2a) siendo
R3 CH3 o un radical de la férmula (2b) y en el que dicha mezcla es con éster etilico de D-4-hidroxifenilglicina o con
éster metilico de D-4-hidroxifenilglicina.

9. Proceso segun la reivindicacién 8, en el que Ry es un radical de la férmula (2a) siendo R3 CHs, que comprende
ademas hacer reaccionar dicho compuesto de la formula (1) con un derivado de acido 4-etil-2,3-dioxo-1-
piperazincarboxilico o un derivado de acido 4-hidroxi-6-metil-nicotinico para dar cefoperazona o cefpiramida,
respectivamente.
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