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(54) Menetelmd uuden terapeuttisesti kdytettdvdn, kiteisen 7-/D-0-amino-O«(p-
~hydroksifenyyli)asetamido/-3-metyyli-3-kefem-4-karboksyylihapon mono-
hydraatin valmistamiseksi - FSrfarande for framstdllning av ett nytt
terapeutiskt anvindbart, kristallint monohydrat av 7-/D-Oamino-% (p-
-hydroxifenyl)acetamida/-3-metyl-3-cefem-4-karboxylsyra

Keksinndn kohteena on menetelmd uuden terapeuttisesti kéy-
tettdvin, kiteisen 7-/D- X-amino- O¢-(p-hydroksifenyyli)asetamido7/-
3-metyyli-3-kefem-4-karboksyylihapon monohydraatin valmistamiseksi,

jolla on seuraavat rdntgensdde-diffraktio-ominaisuudet:

Viiva vdlimatka d (A) Suhteellinen intensiteetti
1 8,84 100
2 7,88 40
3 7,27 42
4 6,89 15
5 6,08 70
6 5,56 5
7 5,35 63
8 4,98 38

{(jatkuu)
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Viiva vilimatka @ (A) Suhteellinen intensiteetti

9 4,73 26
10 4,43 18
11 4,10 61
12 3,95 5
13 3,79 70
14 3,66 5
15 3,55 12
16 3,45 74
17 3,30 11
18 3,18 14
19 3,09 16
20 3,03 29
21 2,93 8
22 2,85 26
23 2,76 19
24 2,67 9
25 2,59 28
26 2,51 12
27 2,46 13
28 2,41 2
29 2,35 12
30 2,30 2
31 2,20 15
32 2,17 11
33 2,12 7
34 2,05 4
35 1,99 4
36 1,95 14
37 1,90 10

7—[5-Ct—amino-0t—(p*hydroksifenyyli)asetamidq7—3-metyyli-3—kefem—
4-karboksyylihappo eli kefadroksiili on esitetty GB— patentissa

1 240 687, ja silld on seuraava rakennekaava
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Keksinndn mukaiselle menetelmille on tunnusomaista, etta

1) kefadroksiili-liuoksen pH nostetaan dimetyyliformamidin
ylim#irdn lésndollessa, jolloin muodostuu 7-[b—cx—amino-cz-(p—
hydroksifenyyli)asetamidq]—3—metyyli—3—kefem—4-karboksyylihapon di-
metyyliformamidi—solvaatti; liuctetaan saatu solvaatti happameksi
tehtyyn veteen tai happameksi tehdyn veden ja asetonitriilin seok~-
seen, ja muodostuneen liuoksen pH-arvoa nostetaan niin, ettd ha-
luttu kiteinen monohydraatti saostuu,

2) kefadroksiili-liuoksen pH nostetaan dimetyyliformamidin
ylim#4rén lisndollessa, jolloin muodostuu 7-/D- Q-amino- &~ (p~hydrok-
sifenyyli)asetamidq]—3—metyyli—3—kefem—4-karboksyylihapon dimetyy-
liformamidi-solvaatti, ja yhdistetddn saatu solvaatti veden tai
osittain vetti sisdltdvédn vdliaineen kanssa, jotta haluttu kiteinen
monohydraatti saostuu, tai

3) kefadroksiili-liuoksen pH nostetaan, jolloin muodostuu
7—[5-(x-amino—cx—(p-hydroksifenyyli)asetamidq]-3—metyyli—3—kefem-
4-karboksyylihappo, ja yhdistetd&n mainittu happo veden tai osit-
tain vettd sisdltdvén vidliaineen kanssa, jotta saadaan aikaan ha-
lutun monohydraatin kiteytyminen.

Kefadroksiilin uusi kiteinen monohydraatti on laajavaikuttei-
nen antibiootti, joka on tehokas torjuttaessa gram-positiivisten ja
gram-negatiivisten mikro-organismien useiden lajien aiheuttamia tau-
teja. S5illad on erityisesti merkitystd suun kautta nautittavana ke-
falosporiini—antibioottina.

GB-patentti 1 240 687 esittii kefadroksiilin valmistusmene-
telmin, jossa asyloidaan 7-aminodesasetoksikefalosporaanihappo
(7-ADCA) amino-ryhmdlla suojatullaIDabd—Cz-amino—C!-(p—hydroksife—
nyyli)etikkahapon johdannaisella. Erilaisista aminoryhmdllid suoja-
tuista asyloimisaineista, jotka on esitetty, suurimmat saannot saa-
tiin D—(-)—(1—(p—hydroksifenyyli)—Cx-(t—butoksikarbonyyliamino)—
etikkahapolla, niinsanotun t-BOC-menetelmin avulla. US-patentti
3 985 741 esittd4d kefadroksiilin valmistusmenetelmdn, jossa asyloi-
daan 7-ADCA D—(—)—CX-(p—hydroksifenyyli)glysiinin seosanhydridilla,
jolloin viimeksimainitun O¢-aminoryhmd on suojattu /3-keto-yhdis-
teelld kuten metyyliasetoasetaatilla. Timi menetelmd, samalla kun
si1l4 on eriditi madrittyjd etuja t-BOC-menetelmiin ndhden, ei vield
ole niin tehokas kuin on toivottavaa kaupallisesti toteutettavissa

olevaa tuotantomenetelm&a ajatellen.
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BE-patentissa 829 758 on esitetty kefadroksiilin tuottaminen
hydrolysoimalla entsymaattisesti sen 0-asetyyli-johdannainen.

Réntgenséde—diffraktio-analyysi suoritettiin seuraavalla ta-
valla:

Pieni madrid kutakin ndytettd suljettiin joko 0,2 mm:n tai
0,5 mm:n l&pimittaiseen, alhaisen hajonnan omaavaan lasikapillaari-
putkeen, joka kiinnitettiin valotusta varten halkaisijaltaan 114,6
mm:n Debye-Scherrer diffraktioanalyysikameraan. Valotusaika oli 3
tuntia Norelco-rdntgensdde-generaattorilla, joka toimi 35 Kv:1lla
-20 mA:1lla ja jossa oli standardi polttopiste kupariantikatodi
réntgensiddeputki (painotettu Cu Ko aallonpituus Aﬁ=1,5418 A) . Kay-
tettiin Kodak No-Screen réontgensddefilmid ja sen kehitysaika oli 3
minuuttia 20°C:ssa Kodakin nestemdisessd réntgensddekehitteessd
(Kodak Liquid X-Ray Developer).

Joihinkin ndytteisiin sekoitettiin pieni midrd kiteistd nat-
riumfluoridia sisdistd kalibrointia varten.

Samassa tarkoituksessa my®s ndyte puhdasta NaF:a kdsitel-
tiin samalla tavalla.

Filmit luettiin Norelco Debye-Scherrer filminlukijalla,
joka taltioi diffraktiorenkaiden asemat, kun renkaiden pienin etdi-
syys oli 0,05 mm. Tulokset korjattiin filmin kutistumisen suhteen
ja tasojen vdliset etdisyydet mddrdttiin korjatuista tiedoista.
Tietokoneohjelmaa (XRAY, tekijéa P. Zugenmaier) k&ytettiin kaikkiin
laskutoimituksiin. d-vdlimatkan arvoja koskevien tulosten tarkkuus
oli ~1 %.

Kaikien filmien intensiteetin tallentaminen tehtiin Joyce-
Loeble Mark IIIC Recording mikrodensitometrilld (ajosuhde (scan
ratio) 5:1, 0,1 O.D. kiila) . Kaikkien tunnistettavissa olevien dif-
fraktiorenkaiden suhteelliset intensiteetit mAdrittiin mittakaavas-
sa 1 - 100 kdyttden maksimi-intensiteettejd, jotka oli korjattu
taustalukeman suhteen.

Niyte kiteistd monohydraattituotetta tutkittiin infrapuna-
analyysin avulla ja ndytteen spektri (KBr kide) on esitetty kuvas-

sa 1.
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Uusi kiteinen monochydraatti voidaan valmistaa useilla wvaih-
toehtoisilla tavoilla.

Erddssd menetelméssd kefadroksiilin liuos solvolyysivaiheen
jdlkeen neutraloidaan emdksiselld aineella, esim. tertiddriselld
amiiniemdkselld, kuten trietyyliamiinilla, dimetyyliformamidin yli-
mddrdn ldsndollessa, kunnes kefadroksiilin dimetyyliformamidisol-
vaatti saostuu liuoksesta. Solvaatti kerdtdén ja pestddn (mieluum-
min sitd ei kuivata), jotta muodostuu kiteinen aine, joka on ident-
tinen aineen kanssa, jota koskevat tiedot on julkaistu US-patentis-
sa 3 985 741 (esimerkki 6A). Kefadroksiilidimetyyliformamidisol-
vaatti muutetaan halutuksi kefadroksiilimonohydraatiksi liuottamal-
la solvaatti happameksi tehtyyn veteen tai happameksi tehdyn veden
ja asetonitriilin seokseen ja sitten neutraloimalla happameksi teh-
ty liuos monohydraattituotteen saostamiseksi.

Kefadroksiilidimetyyliformamidisolvaatti liukenee pH-alueel-
la 2 - 2,4, mikd saadaan aikaan lisddmdllad mineraalihappoa, esimer-
kiksi suolahappoa, solvaatin ja veden seokseen tai solvaatin ja ase-
tonitriilin ja veden seokseen. Kiintedt epdpuhtaudet voidaan pois-
taa menetelmdn tdssd vaiheessa suodattamalla happameksi tehty liuos
sen jdlkeen kun se on kdsitelty aktiivihiilelld ja/tai suodatuksen
apuaineella.

Tdmdn jdlkeen happameksi tehty liuos neutraloidaan, mieluum-
min ravistellen ja l&mmittden 35 - 60°C:seen, lisddamdlld sopivaa
emdstd, esim. alifaattista tertiddristd amiinia, kuten trietyyli-
amiinia, jotta liuoksen pH nousee arvoon, Jjossa kefadroksiilimono-
hydraatti kiteytyy liuocksesta.

Neutraloinnin aikana lis&td&n liuokseen edullisesti aseto-
nitriilid, joka toimii liukenemista estdvdnd aineena (saostavana
aineena), jolloin saavutetaan halutun tuotteen mahdollisimman hyvd
talteenotto. Saannot paranevat my&s kun liuokseen lisdtddn halutun
monohydraatin ymppdyskiteitd, joko ennen lopullista neutralointi-
vaihetta ja/tai sen aikana.

Edelld esitetyssd menetelmdssd, kiteisen kefadroksiilimono-
hydraatin vaihtoehtoiseen valmistusmenetelmd&n sis&dltyy kefadroksii-
lidimetyyliformamidisolvaatin valmistaminen, kuten edelld on kuvat-
tu, ja mainitun solvaatin yhdistdminen veden tai osittain vettd si-
sdltdvin viliaineen kanssa, kunnes haluttu monohydraatti kiteytyy

livotinjdrjestelmdsta.
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Kefadroksii1idimetyy1iformamidisolvaatti liuotetaan veteen
tai veden ja orgaanisen liuottimen, kuten asetonitriilin, asetonin,
C1—Cs—a1koholin (metanoli, etanoli, n-propanoli, isopropanoli, n-
butanoli, amyylialkoholi, jne.) seokseen, tai mainittujen orgaanis-
ten liuottimien seokseen. Pidetidin parempana kdyttdd osittain vettd
sisiltdviid orgaanisia liuotinjdrjestelmid, koska orgaaniset liuotti-
met liuottavat itseensd epdpuhtauksia, ja saadaan puhtaampi loppu-
tuote.

Kun kdytet&ddn veden ja orgaanisten liuottimien seoksia, liuo-
tinkomponenttien suhteet saattavat vaihdella laajalla alueella ilman
vakavia haittavaikutuksia. Useille, osittain vettd sisdltdville
liuvotinjidrjestelmille on misritetty edulliset liuotinsuhteet, ja ne
ovat seuraavat (til./til.):

vesi:asetoni (1:3)

vesi:isopropanoli (1:3)

vesi:asetonitriili (1:3)

vesi:n-butanoli (1:1)

Kun kysymyksessd on vesi:asetonitriili-seos, pidetddn parempana li-
siti n-butanolia (mieluummin solvaatin liuottamisen jilkeen), jotta
varmistutaan siitd, ettd liuotinjdrjestelmd s&dilyy homogeenisena
faasina kiteyttdmisen aikana. Kiteyttdmisjérjestelméddn lisitddn mie-
luummin riitt&vidsti n-butanolia niin, ett#d saavutetaan lopullinen
vesi/asetonitriili/n-butanoli-liuotinsuhde (1:2:1) (til./til.).

Solvaatin pitoisuus vettd tai osittain vettd sis#dltévidssd ki-
teyttimisvédliaineessa ei ole kriittinen. Parhaimmat saannot kuiten-
kin saadaan, kun kdytetddn liuoksia, joiden pitoisuudet ovat noin
400 - 800 g/l. Solvaatti 1isitidsn liuotinjédrjestelmddn mieluummin
viahitellen ja sekoittaen, ajanjakson aikana, joka on riippuvainen
kdytetyn solvaatin mddristi, ts. ajanjaksona, joka kestdd joistakin
minuuteista useisiin tunteihin.

Kiteyttdminen voidaan suorittaa laajalla lidmpétila-alueella,
ts. huoneen ldmpdtilasta liuotinsysteemin kiehumispisteeseen. Hyvid
tuloksia saadaan noin 35 - 60°C:n,ja parhaimmat tulokset 40 - 45°C:n
limp&tila-alueella.

Monohydraatin saannot paranevat ymppddmdlla dimetyyliformami-
di-liuos kefadroksiilimonohydraatin ymppdyskiteilld.
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Toisen monohydraatin valmistusmenetelmdn mukaan raakaa ke-
fadroksiilia kdsitell#ddn vedelld tai veden ja sopivan orgaanisen
liuottimen, ensisijaisesti asetonitriilin, asetonin, C1-C5-alkoho—
lin (esim. metanolin, etanolin, n-propanolin, iso-propanolin, n-bu-
tanolin, amyyli-alkoholin, jne.) seoksella, kunnes kefadroksiili-
monohydraatti kiteytyy liuoksesta.

Kuten dimetyyliformamidisolvaatin kiteyttdmismenetelmdn yh-
teydessd, parhaimpana pidetty liuotinjirjestelmd on vesi/asetonit-
riili/n-butanoli (1:2:1) (til./til.). Parhaimpana pidetty suoritus-
muoto on kiteisen kefadroksiilimonohydraatin valmistusmenetelmd joko
kefadroksiilidimetyyliformamidisolvaatista tai raa'asta kefadroksii-
lista seuraavien vaiheiden kautta:

a) liuotetaan 7—[D-Cx—amino—Cz—(p—hydroksifenyyli)asetamidq]-
3—metyyli—3—kefem—4—karboksyylihapon dimetyyliformamidisolvaatti
happameksi tehtyyn veteen tai happameksi tehdyn veden ja asetonit-
riilin seokseen, ja nostetaan mainitun happameksi tehdyn liuoksen
pH, kunnes monohydraatti kiteytyy liuoksesta, tai

b) yhdistetddn 7—[b—C¥—amino—CZ-(p—hydroksifenyyli)asetami—
dq7—3—metyyli—3-kefem-4—karboksyylihappo tai sen dimetyyliformamidi-
solvaatti veden kanssa tai osittain vetta sisdltdvdn vdliaineen
kanssa, kunnes monohydraatti kiteytyy liuoksesta.

vllimainitussa menetelmdssd kdytettyd dimetyyliformamidi-
solvaattia ja kefadroksiilildhtOainetta valmistetaan tunnetuilla me-
netelmilld (ks. GB-patentti 1 240 687, US-patentti 3 985 741 ja BE-
patentti 829 758).

Farmakologiset kokeet ja niiden tulokset

Tutkittiin erilaisia kefadroksiili- ja kefaleksiinimonohyd-
raatteja. Kokeissa 1 - 3 (ks. taulukko) k&dytettiin vanhoja kefadrok-
siilimonohydraatteja, ja kokeessa 4 uutta kefadroksiilimonohydraat-
tia. Koeryhmiin kuului 12 - 16 kumpaakin sukupuolta edustavaa vapaa-
ehtoista, ik&ryhmidssd 19 - 50 vuotta. Tutkittava yhdiste annettiin
suun kautta klo 8.00 aamulla ydn yli kestineen paastoamisen jdlkeen.
Annos oli 250, 500 ja 1000 mg. Jokaiselle koehenkildlle annettiin
kukin yhdiste 6 vrk:n lepoajan vdlein. Verindytteet otettiin juuri
ennen yhdisteen antamista ja sen jdlkeen tietyin aikavidlein, Yhdis-
teen pitoisuus veriseerumissa mddritettiin mikro-organismin Sarcina

lutea avulla kdyttden agar-levyja.
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Keskimiiriinen seerumipitoisuusarvo kullakin aikajaksolla
laskettiin kullekin verindytteelle midritetyistd arvoista ja piir-
rettiin kdyri seerumipitoisuudesta aikaa vastaan. Kdyristd mdéri-~
tettiin tutkittujen yhdisteiden maksimiseerumipitoisuus kussakin
kokeessa, seki seerumipitoisuus vs. aika-k&yrdn alapuolinen pinta-
ala (mairitettiin trapetsoidimallia kdytté&en).

Tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa.

Maksimiseerumipitoisuus (pg/ml) ja
seerumipitoisuus 6 tunnin aikana (pg/ml % h)

Koe Kefadroksiili- Kefaleksiini- Seerumipitoisuuk-
n:o Annos monohydraatti monchydraatti  sien suhde
1 250 my Maksimisee-

rumipitoisuus 7,65 12,22 0,63

Seerumipitoi-

suus (6 h) 23,78 19,03 1,25
2 500 mg Maksimiseeru-

mipitoisuus 15,10 19,90 0,76

Seerumipitoi-

suus (6 h) 46,21 35,9 1,28
3 1000 mg Maksimiseeru-

mipitoisuus 23,04 35,24 0,65

Seerumipitoi-

suus (6 h) 77,8 74,5 1,04
4 500 mg Maksimiseeru-

mipitoisuus 15,72 17,19 0,92

Seerumipitoi-

suus (6 h) 46,96 34,23 1,37

Viimeisessi sarakkeessa olevat seerumipitoisuuksien suhteet ilmai-
sevat eri kefadroksiili-ndytteiden suhteelliset seerumipitoisuudet
ja vaikutuksen keston verrattuna kefaleksiiniin. Taulukosta ilme-
nee, ett#d uuden kefadroksiilimonohydraatin kesto on 37 % pitempi
kuin kefaleksiinimonohydraatin ja silld on l&hes sama maksimiseeru-
mipitoisuus. N&md arvot ovat korkeampia kuin vanhoilla kefadroksii-

limonohydraateilla saadut arvot.
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Seuraavat esimerkit kuvaavat keksintdd. Kaikki ldmpotilat
on ilmaistu Celsius-asteissa. 7-aminodesasetoksikefalosporaanihap-
po on lyhennetty 7-ADCA:ksi, trietyyliamiini TEA:ksi, dimetyyliani-
liini DMA:ksi ja dimetyyliformamidi DMF:ksi.

Esimerkki 1

Kefadroksiilin kiteisen monohydraatin valmistaminen
A. Kefadroksiilidimetyyliformamidisolvaatti
Sekoittajalla ja limpdmittarilla varustettuun kolmikaulai-
seen pulloon lis&dttiin 2250 ml metyleenikloridia (K F 0,05 %),
7-ADCA (100 g), dimetyylianiliinia (80,5 g) ja trimetyylikloorisi-
laania (105 g). Tdhdn reaktioseokseen lisdttiin sitten 18,1 g tri-
etyyliamiinia sekoittaen, noin 20 - 30 minuutin aikana. Lampotila
pidettiin 25 - 27°C:n v41i114 TEA-lisdyksen aikana. Reaktioseosta
sekoitettiin 60 minuutin ajan 25 - 27°C:ssa, jonka jdlkeen lisdttiin
metyleenikloridin liuosta, joka sisdlsi 33 % p/p DMA.HCl:a (K F
< 0,1 %). Liuoksen limpbtila siHdettiin 4 - 6°C:seen ja 128,5 g D-
(=) - (p~hydroksifenyyli)glysyylikloridin hydrokloridia lisdttiin
viitend yhtd suurena osana 10 minuutin vdlein. Asy-
loimisaineen lisdyksen jdlkeen reaktioseosta sekoitettiin vield 60
minuuttia 4 - 60C:ssa. Asyloimisseokseen lisdttiin sitten 500 ml
vettd ja liuosta sekoitettiin 20 minuutin ajan. Reaktioseos suodatet-
tiin Dicalite-kerroksen 1l4pi (Great Lakes Carbon Corporation) ja
pestiin 150 ml:1la vettd ja 300 ml:1lla metyleenikloridia. Vesifaasi
sdilytettiin ja siihen lisdttiin 20%C:ssa 1100 ml isopropanolia ja
riittdvisti trietyyliamiinia, jolla liuoksen pH sdddettiin arvoon
4,4 - 4,5. Liuosta kuumennettiin 24 - 26°C:ssa ja dimetyyliformami-
di (2250 ml) lisdttiin hitaasti (ravistellen) 20 minuutissa.
Reaktioseos jddhdytettiin 60 minuutin kuluttua 3% :seen ja sitd ra-
visteltiin t#min jdlkeen vield 120 minuuttia. Kefadroksiilidimetyy-
1iformamidisolvaatti kiteytyi liuoksesta ja se koottiin suodattamal-
la ja pestiin 400 ml:1lla dimetyyliformamidia.
B. Kefadroksiili-DMF-solvaatin muuttaminen kefadroksiilin
monohydraatiksi
200 ml:n dekantterilasiin lis&ttiin sekoittaen 20 - 25%C:ssa
vetti (225 ml), asetonitriilid (700 ml), kefadroksiilidimetyyliform-
amidi (joka oli saatu A-osassa) mérkdn&, 10 g aktiivihiiltd (Darco

KB, Atlas Chemical Industries, Inc:n valmistama), 30 g Dicalite:d& ja
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riittdvdsti 6-n kloorivetyhappoa reaktioseocksen liuottamiseksi (pH
2,0 - 2,4). Liuvosta sekoitettiin 15 minuutin ajan ja se suodatet-
tiin Dicalite:lla. Suodattava kerros (Dicalite) pestiin 460 ml:lla
seosta, joka sisdlsi 110 ml vettd ja 350 ml asetonitriilii. Sen
jdlkeen kun liuosta ja pesuliuoksia oli kuumennettu 35 - 37°C:ssa,
lisdttiin (ravistellen) 10 minuutissa niin paljon trietyyliamiinia,
ettd pH nousi arvoon 2,2 - 2,3, ja lopuksi 600 ml asetonitriilii.
Liuosta sekoitettiin 35 - 37°C:ssa 30 - 40 minuutin ajan. T&m&n
jdlkeen lisdttiin 600 ml asetonitriilid 10 minuutissa, jonka j4l-
keen lis&ttiin (ravistellen) niin paljon trietyyliamiinia 40 minuu-
tissa, ettd pH nousi arvoon 4,4 - 4,5. Reaktioseosta sekoitettiin
yli 30 minuutin ajan (35 - 37°C), jonka jdlkeen lis#ttiin (ravis-
tellen) 900 ml asetonitriilid 20 minuutissa, lidmp&tilassa 35 - 37%.
Puolentoista tunnin kuluttua seos jd&hdytettiin 20°C:seen ja sitéd
sekoitettiin 120 minuutin ajan. Kefadroksiilimonohydraattikiteet
erotettiin suodattamalla, pestiin 400 ml:1la veden (100 ml) ja ase-
tonitriilin (300 ml) seosta ja kuivattiin kuivausuunissa 16 tunnin
ajan. Saatiin 94,7 g kiteistd kefadrokéiilimonohydraattia, jolla
0li seuraavat ominaisuudet:

Ulkondk6: kiteinen, kellahtava, valkoinen jauhe

Infrapunaspektri: kuten kuviossa 1

Kosteus (K F ): 5,1 %

pH: 4,5

Ominaiskiertokyky: + 158°

Kemiallinen md&dritys (jodometrinen): 952 pg/mg

Biologinen midritys: 922 npg/mg

Esimerkki 2

Kiteisen kefadroksiilimonochydraatin valmistaminen

A. Kefadroksiilidimetyyliformamidisolvaatti

Reaktoriin, jonka tilavuus oli 6 litraa, lisdttiin sekoit-
taen 3,5 litraa vedettntd metyleenikloridia, 7-ADCA:a (149,8 g,
0,693 moolia), trimetyylikloorisilaania (189 ml, 1,5 moolia) ja di-
metyylianiliinia (87 g, 0,717 moolia). Trietyyliamiini (196 ml,
1,40 moolia) lisdttiin 20 minuutissa (sekoittaen) lidmpdtilassa alle
25°C. Seosta sekoitettiin 1 tunnin ajan 20 - 25%C:ssa ja jddhdytet-
tiin sitten 0 - 5°C:seen. Liuokseen lisittiin DMA:HCl:a (30 % p/p

metyleenikloridissa, 91 ml, 0,717 moolia), jonka jidlkeen siihen 1li-
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sdttiin D-(—)—(p—hydroksifenyyli)glysyylikloridihydrokloridia(177,6
g, 0,64 moolia) viidess& osassa (sekoittaen) 1 tunnissa. Seosta se-
koitettiin 2 tunnin ajan 0 - 5°C:ssa, ja lisdttiin 70 ml metanolia
15 minuutissa jonka jdlkeen lisdttiin 800 ml vetti. Sekoitettiin

15 minuuttia, ja pH sdddettiin arvoon 2,3 120 ml:1la TEA:a. Vesi-
liuos erotettiin, suodatettiin Celite:11d (piimaa; valmistanut Johns-
Maanville Products Corporation) (pesuliuokset = 200 ml), ja pH s&a-
dettiin arvoon 4,5 TEA:1la. Lisdttiin isopropanolia (1,7 1) ja sen
jdlkeen DMF:dd (3,4 1) . Kefadroksiili-DMF-solvaatti kiteytyi muuta-
mien minuuttien kuluttua, ja suspensiota sekoitettiin sitten 3 tun-
tia, ja jitettiin sitten seisomaan y6n yli. Kiinted aine kerdttiin,
pestiin kerran DMF:114 ja kaksi kertaa asetonilla ja kuivattiin 24
tuntia SOOC:ssa, jolloin saanto oli 267 g.

Analyysitulokset

Ominaiskiertokyky: , (1 %, HZO) = +124°

Kosteus (K F ): 1,83 %

Kemiallinen midritys (jodometrinen : 765 ug/mg

Aktiivisuuden mukainen saanto: 80 %

Infrapunaspektri: identtinen spektrin kanssa, joka on jul-
kaistu US-patentin 3 925 418 esimerkissa
6A.

B. Kefadroksiilimonohydraatti

Kefadroksiili-DMF-solvaatti (50 g, 0,105 moolia) liuotettiin

150 ml:aan vett#d, johon lisdttiin 8,8 ml suolahappoa (36-%). Aktii-
vihiiltd (2,7 g) ja Celite:&d (1,32 g) lis&ttiin sen jdlkeen. Sekoi-
tettiin 30 minuuttia, seos suodatettiin Celite-kerroksen l&pi ja
pestiin vedelld. Suodatettu liuos kuumennettiin 40°C:seen ja pH s&&-
dettiin arvoon 2,5 trietyyliamiinilla. Seos ympdttiin sitten kefadrok-
siilimonohydraatti-kiteilld ja pH sisddettiin arvoon 4,5 trietyyli-
amiinilla. Suspensiota sekoitettiin tunnin ajan SOOC:ssa, jonka jdl-
keen jddhdytettiin hitaasti huoneen limpdtilaan. Lopuksi seos pidet-
tiin tunnin ajan 0..'5°C:ssa. Kiteinen kefadroksiilimonohydraatti
erotettiin, pestiin kaksi kertaa kylmdlld vedelld ja kuivattiin
40°C:ssa, jolloin tuotteen saanto oli 30,8 g (~ 76 - 77 %:n saanto)
ja tuotteella oli samat fysikaaliset ominaisuudet kuin on kuvattu

esimerkissd 1.
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Esimerkki 3

Kefadroksiilimonohydraatin valmistaminen (edullisin kiteyt-
timismenetelmd, jossa kdytetddn vesi/asetonitriili/n-buta-
noli-seosta (1:2:1}).

Deionoidun veden (370 ml) ja asetonitriilin (370 ml) sekoi-
tettuun liuokseen 40 - 45°C:ssa lisdtH4%n hitaasti 50 - 60 g raakaa
kefadroksiilia (biologinen aktiivisuus = 840‘pg/mg) 10 minuutissa.
Tuloksena oleva kirkas liuos ymp&t#én kefadroksiilimonohydraatti-
kiteilli. Sekoitetaan 10 minuuttia, jolloin‘muodostuu kiteinen lie-
te, jota sekoitetaan viela 5 minuuttia. Raakaa kefadroksiilia lisd-
t44n hitaasti (m~40 - 50 g lisdtty/5 - 6 minuuttia), kunnes koko
kefadroksiilimddrd (1000 g) on lisdtty. Lietettd sekoitetaan sitten
40 - 45°C:ssa noin 30 minuutin ajan. Asetonitriilid (370 ml) lisé&-
ti4n kiteiseen lietteeseen hitaasti (15 minuuttia) ja lietettd se-
koitetaan vield 5 minuutin ajan. Lisdtdd&n hitaasti (15 minuuttia)
n-butanolia (370 ml), jonka jdlkeen lietettd sekoitetaan ja se jadh-
dytet&ddn hitaasti 25°C:seen 1 tunnissa. Liete j&&hdytetddn sitten
noin 0...3°C:seen tunnin aikana ja pidet#d#n t&éssd ldmpStilassa noin
30 minuuttia. Lopullinen vesi-asetonitriili-n-butanoli~liuotinsuhde
on 1:2:1. Liete suodatetaan ja suotopuristuskakku pestédén A 1150
ml:1lla vesizasetonitriili (1:3) (til./til.)-seosta ja kuivataan
50°C:ssa noin 12 tunnin ajan kiertoilmauunissa.

Saadaan 745 g valkoista kiteistd kefadroksiilimonohydraattia.
Biologinen aktiivisuus = 940 pg/mg. KF. = 4,6 %.

Suodoksessa vield oleva aktiiviaine voidaan helposti ottaa
talteen hyvdlaatuisena kefadroksiilidimetyyliformamidisolvaattina,
joka sekin voidaan muuttaa kefadroksiilimonohydraatiksi toistamalla
ylldesitetty menettely, kuten on esitetty seuraavassa.

1. Tyhjossa SOOC:een alapuolella vikevdidd&dn suodos sakeaksi
siirapiksi.

5. Lisitiin 430 ml DMF:a siirappiin ja limmitet&#n 45°C:seen.
Seosta sekoitetaan, kunnes se on tdysin homogeenista. Ympdtddan ke-
fadroksiili DMF-solvaatin kiteilld ja lis&td&n 145 ml isopropanolia.
Sekoitetaan, ja jddhdytetddn 25°C:seen kahdessa tunnissa. Lietettd
sekoitetaan 20 - 25°C:ssa 3 tunnin ajan ja sitten jd&hdytetddn
0...3%:seen ja pidetddn tdssd lampbtilassa 3 tunnin ajan.

3. Liete suodatetaan ja kakku pestddn 200 ml:lla DMF:a.
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4. Kakku pestddn 500 ml:1lla asetonia.

5. Kakku kuivataan 45 - 50°C:ssa kiertoilmauunissa ~ 12 tun-
nin ajan.

6. Tdlldin tulisi saada 91 g:n saanto DMF-solvaattia.

Biologinen aktiivisuus = 750 pg/mg.

7. Jos DMF-solvaattia k&dytetdsn lihtBaineena, se voidaan muut-
taa kefadroksiilimonohydraatiksi siten, ettd biologisen aktiivisuu-
den midrittédmiseen perustuva saanto on 86,7 %. Biologinen aktiivi-
suus = 925 png/mg. KF = 5,0 %. T4ten monohydraattia voidaan saada li-
sdd V64 g, eli saavutetaan noin 90-% monohydraatin kokonaissaan-
to raa'asta kefadroksiilista laskettuna.

Esimerkki 4

Kefadroksiilimonohydraatti (vesi-asetonitriili-n-butanoli-

jdrjestelmd)

Raaka kefadroksiili (27,0 g) kiteytettiin vesi-asetonitriili-
n-butanoli-liuotinjdrjestelmiisti seuraavan kaavion mukaan:
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Kefadroksiilin Aika Lampotila
lisdys (min) (°c)

2 0 50 alussa liuotin-jérjestelmd si-
sdlsi 10 ml vettd ja 4 ml ase-
tonitriilia

2 6 50 ympitty kefadroksiilimonohyd-
raatti-kiteilld

2 12 50 lisdtty 6 ml:aan asetonitriilid

2 17 50

2 23 45

2 29 47

2 36 50

2 42 51

2 47 52 lisdtty 3 ml:aan asetonitriilia

2 58 51

2 63 50

2 69 47 lisdtty 2 ml:aan asetonitriilid

2 79 47

1 83 49 lisdtty 1 ml asetonitriilia

98 47 lisdtty 4 ml asetonitriilia
118 42 lisdtty 10 ml n-butanolia ja
ldmmittdminen keskeytetty
178 27
198 15
218 12
278 3 suodatettu

Kaikkiaan kdytettiin 20 ml asetonitriilii ja 10 ml n-butano-
lia. Kiteinen liete suodatettiin ja suotopuristuskakku pestiin 30
ml:lla asetonitriili/vesi (3:1) (til./til.)-seosta ja kuivattiin,
jolloin saatiin 22,0 g (81,3 %) monohydraattituotetta. Biologinen
aktiivisuus = 960 pg/mg.
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Esimerkki 5

Kefadroksiilimonohydraatti (kiteytt&minen vedestd)
Kefadroksiili (28 g) lis&dttiin vdhitellen ldmmitettyyn ve-

teen (55°C) ja kiteytettiin seuraavan kaavion mukaan:

Kefadroksiilin
jaksottainen Aika Lampdtila
lisdys (g) (min) (°c)
2 0 .55 aluksi k&dytetty vettd 25 ml
2 6 55 ymp&tty kefadroksiilimonohyd-
raatti-kiteilld
1 9 55
1 14 55
3 29 52
4 39 52
2 44 52
2 46 52
1 49 52 lisdtty vettd 10 ml
2 74 52
1 79 52 lisdtty vettd 5 ml ja ldmmit-

téminen lopetettu. Annettu
jddhtyd huoneen ldmp&tilaan.
Pantu jddhauteelle ja sekoi-

tettu vield noin 1 tunnin ajan.

Kiytetyn veden kokonaismddrd oli 50 ml. Kiteinen liete suo-
datettiin ja suotopuristuskakku pestiin 35 ml:l}a jddvettd ja kui-
vattiin, jolloin saatiin 20,65 g (79 %) otsikon mukaista yhdistettd.
Biologinen aktiivisuus = 960 pg/mg. DMA <2 ppm. KF = 4,5 %. Klett-
vari = 375 (10-% liuos). Kemiallinen aktiivisuus = 963 pg/mg.
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Esimerkki 6

Kefadroksiilimonohydraatti (kiteyttdminen vesi-asetonitrii-

listd) >

Raakaa kefadroksiilia (8,0 g) lis&ttiin 1 g:n lisdyksina
seokseen, jossa oli 5 ml vettd ja 5 ml asetonitriilid 40°C:ssa 45
minuutin aikana. Liuos ympdttiin aluksi lis&d&mdlld kefadroksiili-
monohydraatti-kiteitd. Reaktioseosta sekoitettiin 15 minuutin ajan,
jonka jdlkeen liséttiin 10 ml asetonitriilid 15 minuutin aikana.
Kiteisen sakan annettiin j3i3ihty3 huoneen l&mpdtilaan (keskimddrin
3 tunnin ajan), jonka j#lkeen se suodatettiin. Suotopuristuskakku
pestiin 7 ml:1lla asetonitriili/vesi (3:1)~seosta ja kuivattiin,
jolloin saatiin 6,25 g (81,5 %) otsikon mukaista yhdistettd. Biolo-
ginen aktiivisuus = 950 pg/mg. KF = 4,7 %. Kemiallinen aktiivisuus
= 965 Fg/mg.

Esimerkki 7

Kefadroksiilimonohydraatti (kiteytt&minen butanoli-vedestd)

Raaka kefadroksiili (11,7 g) lisittiin 48°C:iseen seokseen,
jossa oli 8,35 ml vettd ja 7,0 ml n-butanolia, 1 g:n suuruisina 1li-
sdyksinid kahden tunnin aikana. Aluksi reaktioseos ympéttiin kefa-
droksiilimonohydraatti-kiteilld ja sitd sekoitettiin kahden tunnin
lisdysvaiheen ajan. Kiteisen lietteen annettiin jddhtyad huoneen
limpdtilaan (noin kaksi tuntia) ja se suodatettiin. Suotopuristus-
kakku pestiin n-butanolilla, vedelld ja isopropanolilla ja kuivat-
tiin, jolloin saatiin 9,4 g (82,7 %) otsikon mukaista tuotetta.
Biologinen aktiivisuus = 940 pg/mg. KF = 5,3 %. Kemiallinen aktiivi-
suus = 966 pg/mg.

Esimerkki 8

Kefadroksiilimonohydraatti (kefadroksiili-DMF-solvaatista

kdyttden vesi-asetonitriili-n-butanoli-kiteytystd)

Kefadroksiilidimetyyliformamidisolvaatti (27,0 g) lisdttiin
asteittain sekoitettuun liuotinjirjestelmddn, joka aluksi sisédlsi
100 ml vettd ja 3 ml asetonitriilid, ja kiteytettiin seuraavan kaa-

vion mukaan:
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Lisdtty
kefadroksiili- Aika Lampdtila
DMF-middra (g) (min) (OC) |
2 0 25
2 4 45 ympitty kefadroksiilimonohyd-
raatti-kiteillsd, lisdtty 2 ml
asetonitriilid
2 13 42
2 23 45 lisdtty 5 ml asetonitriilid
2 33 43
2 39 42
2 44 42
2 50 42
2 57 42
2 65 42
2 71 43
2 83 43
2 90 42
1 98 42
128 42 lisdtty 10 ml asetonitriilid
156 39 lisdtty 10 ml n-butanolia
198 27 jddhdytys j&d&-hauteella
263 suodatettu

Kaikkiaan 20 ml asetonitriilid ja 10 ml n-butanolia kdytet-
tiin. Kiteinen liete suodatettiin ja suodatuskakku pestiin 30 ml:lla
asetonitriili/vesi (4:1)-seosta. Kuivattaessa suodatuskakkua saatiin
18,85 g (86,7 %) monohydraattituotetta. Biologinen aktiivisuus =
925 ng/mg. KF = 5,0 %. DMF = 0,1 %; asetonitriili = 0,2 %; n-buta-
noli = 0,1 %. Klett-vari = 98 (10-% liuos). Kemiallinen aktiivisuus
= 963 pg/mg.
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Esimerkki 9

Kefadroksiilimonohydraatti (kiteyttdminen vesi/isopropanolis-

ta)

Raaka kefadroksiili (700 g) lis&ttiin vdhitellen sekoitettuun
liuvotinjidrjestelmdsn, joka alussa sisdlsi 260 ml vettd ja 260 ml

isopropanolia ja kiteytettiin seuraavan kaavion mukaan:

Kefadroksiilin Aika Léampotila

lisdys (9g) (min) (°c)
56,26 0 45 ymp&tty kefadroksiilimonohyd-
raatilla

57,87 4 50

56,00 11 45

69,62 20 55

67,95 28 57

64,93 39 54

70,82 55 48

64,11 65 44

17,00 70 42

72,41 110 47

52,87 120 50

28,90 128 50

21,80 135 49
155 42
160 42 lisdttiin 260 ml isopropanolia
177 41 lisdttiin 260 ml isopropanolia
290 jddhdytys jadhauteella
325 17 suodatettiin

Kiytetyn isopropanolin kokonaismi4drd oli 780 ml. Kiteinen
liete suodatettiin ja suodatuskakku pestiin 800 ml:1lla isopropanoli/
vesi (3:1)-seosta. Koska kakku oli vdrilt&&n tumma, se lietettiin

kaksi kertaa uudelleen 800 ml:aan isopropanoli/vesi (3:1)-seosta,
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suodatettiin, pestiin (3:1 isopropanoli/vesi) ja kuivattiin, jolloin
saatiin 520,95 g otsikon mukaista yhdistettd. Biologinen aktiivisuus
= 955 pg/mg. KF = 5,0 %. Klett-vdri
1i = 1,2 %. Kemiallinen aktiivisuus

Esimerkki 10

226 (10-% liuos). Isopropano-
917 ug/mg.

Kefadroksiilimonohydraatti (kiteyttdminen vesi/asetonitriili/

n-butanolista)

Raaka kefadroksiili (700 g) lis#ttiin vdhitellen sekoitet-
tuun liuotinjirjestelm#sn, joka aluksi sisdlsi 260 ml vettd ja 260

ml asetonitriilii, seuraavan kaavion mukaisesti:

Kefadroksiili- Aika  L&mpétila
lisdys (g) (min) (OC)

17,22 0 25

15,67 5 25

30,01 10 45 ympdtty kefadroksiilimonohydraa-

tilla

23,94 17 45

26,06 25 45

33,67 29 44

35,28 37 43

34,66 43 41

41,80 49 40

43,22 59 37

55,00 68 35

55,70 77 35

54,70

52,92

54,94 108 35

55,71 228 30

46,00 253 30
323 lisdtty 260 ml asetonitriilia
333 lisdtty 260 ml n-butanolia
413 26 jddhdytys jddhauteella

473 3 suodatettiin
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Kiytetyn asetonitriilin kokonaismdédrad oli 520 ml ja n-buta-
nolin 260 ml. Kiteinen liete suodatettiin ja suotopuristuskakku pes-
tiin 100 ml:1la asetonitriili/vesi (3:1)-seosta ja 700 ml:1lla ase-
tonitriili/vesi (4:1)-seosta. Kuivattaessa kakusta saatu saanto oli
521,5 g (83,5 %) monohydraattituotetta. Biologinen aktiivisuus =
905 pg/mg. KF = 4,6 %. Klett-vdri = 87 (10-% liuos). Asetonitriili
= 0,5 %. n-butanoli = 0,1 %. Kemiallinen aktiivisuus = 940 pg/mg.

Esimerkki 11

Kefadroksiilimonohydraatti (kiteyttdminen vesi/asetoniliuok-

sesta)

Raaka kefadroksiili (700 g) lis&ttiin v&hitellen sekoitettuun
livotinjdrjestelmddn, joka alussa sisdlsi 260 ml vettd ja 260 ml

asetonia, ja kiteytettiin seuraavan kaavion mukaan:

Kefadroksiili- Aika Lampdtila

lisdys (g) (min) (°c)
79,84 0 55 ympdtty kefadroksiilimonohydraa-
tilla
54,99 10 49
54,43 18 47
58,62 28 44
61,60 39 44
54,25 50 43
58,39 62 43
50,63 75 43
53,11 89 43
53,37 101 43
50,59 113 43
44,45 127 43
27,07 137 42
154 42 lisdtty 260 ml asetonia
169 39 lisdtty 260 ml asetonia
274 26 jishdytetty 10 - 12°C:seen ja pi-
detty siind 1/2 - 1 tuntia ennen

suodatusta
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Kdytetyn asetonin kokonaismddrd oli 780 ml. Kiteinen liete
suodatettiin ja suotopuristuskakku pestiin 900 ml:lla asetoni/vesi
(3:1)-seosta ja kuivattiin, jolloin saatiin 507,21 g otsikon mu-
kaista yhdistettd. Biologinen aktiivisuus = 945 pg/mg. KF 5,2 %.
Klett-vdari = 190 (10-% liuos). Asetoni = 1,47 %. Kemiallinen ak-

tiivisuus = 928 ug/mg.
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Patenttivaatimus

Menetelmid uuden terapeuttisesti kdytettdvdn, kiteisen 7—[b—
Cl—amino—tx—(p—hydroksifenyyli)asetamidq]—3—metyyli—3—kefem-4-
karboksyylihapon monohydraatin valmistamiseksi, jolla on seu-
raavat réntgenside-diffraktio-ominaisuudet:

Viiva Vilimatka 4 (A) Suhteellinen intensiteetti
1 8,84 100
2 7,88 40
3 7,27 42
4 6,89 15
5 6,08 70
6 5,56 5
7 5,35 63
8 4,98 38
9 4,73 26

10 4,43 18
11 4,10 61
12 3,95 5
13 3,79 70
14 3,66 5
15 3,55 12
16 3,45 74
17 3,30 11
18 3,18 14
19 3,09 16
20 3,03 29
21 2,93 8
22 2,85 26
23 2,76 19
24 2,67 9
25 2,59 28
26 2,51 12
27 2,46 13
28 2,41 2
29 2,35 12
30 2,30 2

31 2,20 15



23 67704

Viiva vilimatka 4 (A) Suhteellinen intensiteetti
32 2,17 11
33 2,12 7
34 2,05 4
35 1,99 4
36 1,95 14
37 1,90 10

tunnettu

siitd, ettd

1) kefadroksiili-liuoksen pH nostetaan dimetyyliformamidin

ylim#&rdn lésndollessa, jolloin muodostuu 7—[D—06-amino—a—(p-hydrok-r

sifenyyli)asetamido/-3

—metyyli—3-kefem—4—karboksyylihapon dimetyyli-

formamidi-solvaatti; liuotetaan saatu solvaatti happameksi tehtyyn

veteen tai happameksi tehdyn veden ja asetonitriilin seokseen, ja muo-

dostuneen liuoksen pH-

monohydraatti saostuu,

arvoa nostetaan niin, ettd haluttu kiteinen

2) kefadroksiili-liuoksen pH nostetaan dimetyyliformamidin

ylim#drin l&sndollessa, jolloin muodostuu 7-/D- & —amino-0¢ - (p-hydrok=

sifenyyli)asetamidg]—3-metyyli-3—kefem-4-karboksyylihapon dimetyyli-

formamidi-solvaatti, ja yhdistetddn saatu solvaatti veden tai osit-

tain vettd sisdltdva

hydraatti saostuu, tai

n vidliaineen kanssa, jotta haluttu kiteinen mono-

3) kefadroksiili-liuoksen pH nostetaan, jolloin muodostuu 7-

[b—()-amino—CX—(p—hydroksifenyyli)asetamidq7—3-metyyli—3-kefem—4-

karboksyylihappo,

ja yhdistetddn mainittu happo veden tai osittain

vetti sisdltdvidn vdliaineen kanssa, jotta saadaan aikaan halutun mo-

nohydraatin kiteytyminen.
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Patentkrav

Forfarande f6r framst&llning av ett nytt terapeutiskt anvand-
bart kristallint monohydrat av 7—[b—cz—amino-(1-(p—hydroxifenyl)—

acetamidq/-3-metyl-3-cefem-4-karboxylsyra, vilket har f&ljande
rontgendiffraktionsegenskaper:

Linje Avstédnd 4 (A) Relativ intensitet
1 8,84 100
2 7,88 40
3 7,27 42
4 6,89 15
5 6,08 70
6 5,56 5
7 5,35 63
8 4,98 38
9 4,73 26

10 4,43 18
11 4,10 61
12 3,95 5
13 3,79 70
14 3,66 5
15 3,55 12
16 3,45 74
17 3,30 11
18 3,18 14
19 3,09 16
20 3,03 29
21 2,93 8
22 2,85 26
23 2,76 19
24 2,67 9
25 2,59 28
26 2,51 12
27 2,46 13
28 2,41 2
29 2,35 12

30 2,30 2
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Linje Avstadnd 4 (A) Relativ intensitet
31, 2,20 15
32 2,17 1
33 2,12 7
34 2,05 4
35 1,99 4
36 1,95 14
37 1,90 10

k adnnetecknat ddrav, att

1) pH-védrdet i en cefadroxill&sning h&jes i ndrvaro av ett
Gverskott av dimetylformamid, varvid bildas ett dimetylformamid-sol-
vat av 7—[D- O -amino-0¢ - (p-hydroxifenyl) acetamidg/-3-metyl-3-cefem-
4-karboxylsyra; det erhdllna solvatet uppléses i surgjort vatten el-
ler i en blandning av surgjort vatten och acetonitril, och denerhall-
na l8sningens pH-virde hdjes sa& att det Onskade kristallina monohyd-
ratet utfdlls,

2) pH-vidrdet i en cefadroxilldsning hdjes i ndrvaro av ett
Sverskott av dimetylformamid, varvid bildas ett dimetylformamid-
solvat av 7—[15-0. -amino- & - (p-hydroxifenyl) acetamidqQ/-3-metyl-3-
cefem-4-karboxylsyra, och det erhdllna solvatet bringas i kontakt
med vatten eller med ett delvis vattenhaltigt medium, f6r utfdllning
av det dnskade kristallina monohydratet, eller

3) pH-virdet i en cefadroxillésning héjes, varvid bildas 7-
[D- Q& -amino- ¢~ (p-hydroxifenyl) acetamido]-3—mety1—3—cefem—4—karboxyl-
syra, och den ndmnda syran bringas i kontakt med vatten eller med
ett delvis vattenhaltigt medium, f&r kristallisation av det 6nska-

de monohydratet.
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42 332 (C 07 d 99/24).
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