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"El presente invento se relaciona con un procedimiento
para producir ciertos nuevos compuestos de amino dcido. Mas en
v particular, el presente invento se relaciona con un procedimiento
para producir nuevos compuestos de amino &cido derivados de 1a
serina, es decir, O-diazoacetilserinas,

Las O-diazoacetilserinas, en particular 1la O-diazoacetil-
1-serina y 1la O-diazoacetil-g;-serina, boseen propledades terapéu-
ticas muy singulares segun aparecerd de la diseripeidn siguiente,
Dado que estos dos compuestos sélo se diferencian entre si en sen=-
tido quimico por el hecho de que uno de ellos es la forma isomérica
optlcamente activa (1) y el otro es 1a forma opticamente racémica
de la O- -diazoacetilserina, las propiedades quimicas de ambos com~
puestos son identicas como 1o son tambieh muchas de sus propiedades
fisicas. Ambos compuestos sdlo contienen los elementos carbono,

. hidrogeno, oxigeno y nitrogeno Y poseen la formula empirlca
C5H7N3040 Ambos tienen un peso molecular de 173,1 Y pueden ser

representados por la férmula estructural

NQCH-étO-CHz-CH-COOH
s,

La O-diazoacetil-(1l)-serina y la 0-diazoacetil-(dl)-serina
son relativamente inestables al calor, y se descomponen antes de
fundirse. La descomposicioh no se produce a ninguna temperatura
especifica ¥ por lo tanto los puntos de descomposicion y de fusién

s varian dentro de un amplio orden, segun el metado utilizado para



su determinacién, Utilizando un aparsto de Fisher-Johns bara el
punto de fusion, elevandose la temperatura segun el régimen de 1°C
por minuto, una muestra de cualquiera de ambos compuestos aplicada

a la etapa préxima al punto de fusién, se comporta de lg siguiente

manera:
150 - 152¢¢ Comienza a ponerse castaTla
155e¢ Comienza g fundirse y ge torna
‘ efervescente
158 - 1590¢ Una masa derretida lfhpida con

una ligerg efervescencisg

hermético los resultados que se obtienen son por lo general aproxi-

madamente log siguientes:

6o Comienza a fundirse

150°¢ Comienza g bonerse castafs

154ec Totalmente castafn

158°C Fuerte descomposicion con despre-

ndimiento de gas

1620¢ Una masa derretids liﬁpida con
‘Una ligers efervescencia

La O-diazoacetilf(;)-serina ¥y la O-diazoacetil-(g;)-serina
Son descompuestas por un a&ido acuoso con la liberaciof de 16,18%

de nitrdéeno. Bajo una hidréiisis deida muy suave estos compuestos
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dura de hidrdéeno muestran que pK'a = 8,95. Se produce otra
desviacion en las curvas de titulacion en un pH de aproximadamente
L, pero eéta se debe probablemente g un fendmento de descomposicién.

Ambos productos son muy hidrosolubles pero son insolubles
en los disolventes organicos no polares comunes. Solo son muy
escasamente solubles en metanol absoluto, etanol absoluto y acetona
en frlo pero son solubles en las soluciones acuosas calientes de
estos disolventes, La O-diazoacetil-(1)-serina ¥y la O-diazoacetil-
(dl)-serina brindan resultados positivos con las pruebas de ninhi-
drina y sulfonato de naftoquinona para 1a determinacicn de alfa-
amino aéidos. También dan resultados positivos con las pruebas de
nitrato de plata amoniacal y acetato de cobre, lo que demuestra la
presencia de un grupo reductor. En la prueba de Elson-Morgan se
produce un color naranja at{bico. Estos compuestos dan resultados
negativos con los reactivos de Dische, Molisch, floroglucinol de
Tollen, resorcinol de Tollen, acetato de anilina, fucsinaldehida de
Schiff y Pauly.

Los espectros de absorcidn de rayos ultravioletas de 1ls
O-diazoacetil-(1l)-serina y 1a 0-dlazoacetil-(dl)-serina son idénti-
C0S. En un regulador acuoso del PH de fosfato a un pH de 7 se
obtiene un pico caracterigtico de absorcich de E%%m = 1140 eon
Mmax, = 2505 mu. En una solucidh 0,1 normal de hidréxido de
sodio luego de 30 minutos se Observa un pico de absoreidn de El% =
1230 con > X. = 252, En dcido clorhidrico 0,1 normal se observa
una absorcion escasa o0 nula. Esto se debe probablemente a la des-

composicicn de estos productos bajo condiciones decidas.,
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La O-diazoacetil-(l)-serina y 1la O-dlazoacetil-(dl)- ser-
ina forman sales de metales al reaccionar con hidréxidos, carbenatos,
bicarbonatos, 6iidos, alcdiidos, amidas de metales alecalinos y
metales alealino-térreos, y otros productos similares,

S1 bien es épticamente activa, la O-diazoacetil-(l)-ser-
ina posee un poder rotatorio 6btico muy escaso. Una solucidn
acuosa al 8,464, a un pH de 5,18, tiene una [a]§7’5°c de -0,5°,

La O-diazoacetil-(gl)-serina es opticamente racémica, ¥y por lo tanto
carece de rotacién Sptica.

Las formas cristalinas de 1la O-diazoacetil~(l)-serina y
la O-diazoacetil-(dl)-serina se diferencian entre si. La O-diazo-
acetil-(l)-serina es un sdlido cristalino de color amarillo verdoso
claro mientras que 1la O-diazoacetil-(dl)-serina es un sélido cris-
talino amarillo claro bajo la luz normal. Bajo una luz polarizada
plana este 1ltimo producto es un sélido cristalino incoloro.

Los cristales de O-diazoacetil-(l)-serina son biaxilmente
positivos con una birrefringencia moderadamente alta. La extineidn
es paralela en cristales y fragmentos de clivaje alargados. El
compuesto se cristaliza probablemente en el sistema ortorrémbico.
Los cristales y fragmentos de clivaje tienen una longitud fija,
estan alargados en forma paralela con la vibracidn beta y tienen
un excelente clivaje plano paralelo al plano alfa-beta. Dado que
los cristales tienden a posarse sobre esta superficie plana, solo
pueden medirse dos de sus fhdices. La mediciof de estos dos ih-

dices (alfa y beta) da los sigulentes valores:
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alfa

1,523 t 0,002
1,607 % 0,002

Betea

Los cristales de O-diazoacetil-(dl)-serina son biaxilmente
positivos, el 2V es grande y la birrefringencia es extrema de modo
que atin los fragmentos muy delgados dan un color blanco de orden
muy alto bajo los prismas de Nicol cruzados. Debido a que algunas
facetas de estos cristales se hallan tan desarrolladas que los
cristales yacen sobre estas facetas y brindan una orientacich pre-
ferida, una gran mayorf; de los cristales dan figuras del eje 6btico
llgeramente a moderadamente descentradas. Los cristales pertenecen
ya sea al sistema monoclfﬁico o al triclinico. ILos fhdices medidos,

utilizando la luz de sodio (>~ = 58303) son:

alfa = 1,470 * 0,005
beta = 1,564 t 0,002
gamma = 1,744 & 0,006

Debldo a que las estructuras de los cristales de la O-
dlazoacetil-(l)-serina y la 0-diazoacetil-(dl)-serina son diferen-
tes, también son diferentes sus espectros de absorcidn de rayos
infrarrojos.

El espectro de absorcién de rayos infrarrojos de la 0=
diazoacetil-(l)-serina, determinado al utilizar una meicla en
aceite mineral, compuesta por el material cristalino molido ¥y un
acelite mineral comercialmente conocido como Nujol, muestra los
siguientes picos de absorcion: 3,19, 3,81, 4,66, 5,89, 5,96, 6,22,
6,45, 6,63, 6,90, 7,15, 7,41, 7,57, 7,68, 7,85, 8,08, 8,42, 8,61,
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9»12, 9,70, 10,16, 10,32, 10,82, 11,16, 11,66, 11,83, 12,14, 13,26,
13,46, 13,60, y 13,78,

El espectro de absorcién de rayos infrarrojos de la O=-
diazoacetil-(dl)-serina, determinado por el metodo precedentemente
mencionado para el isémero optico (1), tiene picos de absorcion en
los siguientes valores: 3,20, 3,68, 3,88, 3,99, 4,11, 4,68, 5,9%,
6,26, 6,42, 6,68, 7,16, 7,38, 7,48, 7,64, 7,95, 8,44, 8,72, 9,1k,
9,48, 9,88, 10,62, 10,87, 11,94, 12,30, 13,52, 13,86, y 14,67,

La O-diazoacetil-(l)-serina y la O-diazoacetil-(dl)-ser-
ina, como también sus sales de metales atoxicas, poseen.propiedades
terapéuticas singulares por el hecho de que ejercen un efecto inhi-
bidor sobre el crecimiento de neoplasias en animales y seres humanos,
Y por esta causa son potencialmente muy valiosas para el tratamiento
de estas enfermedades en los animales y los seres humanos. La O-
diazoacetil-(dl)-serina sélo posee aproximadamente la mitad de la
actividad bilologica de la O-diazoacetil-(l)-serina en este sentido,
indicando asi’que el isdmero dﬁtico d que contiene el racemato 6p-
tico es biolééicamente inactivo., La inactivadad bioldgica del
1sdmero dbtico 4 ha sido confirmada por la preparacidén y prueba de
la 0-diazoacetil-(d)=-serina. El crecimiento de un tumor implantado
en ratas es macroscoplcamente inhibido por inyecciones diarias de
O-diazoacetil-(l)-serina o 0-diazoacetil-(dl)~-serina. Las varie-
dades de tumores que son afectados en esta forma incluyen el
Sarcoma 180, linfosarcoma de Mecca, carcinoma de Ehrlich (forma

liqudda y solida), carcinosarcoma 256 de Walker (ratas), sarcoma



209339

T241 de Lewis, linfosarcoma de Patterson, adenocarcinoma mamario
EQC771, sarcoma de ratas 39, carqinoma 63 de Bashford, adenocarci=-
noma de Miyono, adenocarcinoma mamario de Miyono, Sarcoma Ma 387,
linfosarcoma de Gardner, epidermo-carcinoma, linfosarcoma de Murphy
de las ratas y carcinoma de Flexner-Jobling de ratas. En los seres
humanos, varios racientes que sufrian de 1a anteriormente incurable
enfermedad de Hodgkins han sido exitosamente tratados utilizando
inyecciones parenterales de 10 mg/kg de peso corporal por dia de
O-dlazoacetil-(1l)-serina,

Se ha adoptado el nombre comin o genérico de "azaserina"
para la O-diazoacetilf(l)-serina.

De acuerdo con el presente invento, se produce 0O-diazo-
acetil-(l)=-serina y O-diazoacetil-(dl)-serina haciendo reaccionar
una sal de adicién de 4ecido de los correspondientes isémeros (1)
¥ (dl) de 0O-glicil serina con un agente diazotizante. La transfer -
macion que comprende la reaccién puede quedar graficamente represen-

tada de la siguiente manera

0 0
V4 g
NH2-CH2-C-O-CH2-CH-COOH + A-NO— NZCH-C-O-CH2$ﬁ-COOH
Hy | NH,

donde A representa HO-, alcoilo-0-, -S0), o haldgeno.

Debe quedar entendido en estas fébmulas, como tambien en
las demas formulas de compuestos capaces de existir en forma iso-
mérica Sptica que se mencionan enula‘presente memoria descriptiva

Y en las reivindicaciones adjuntas que, en ausencia de una designa-
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cion especifica en sentido‘contrario, la férmula sélo estd destinada
a representar el isomero 6btico (1) o la forma épticamente inactiva
(d1) de los compuestos qufhicos. La misma convencidn, en auseneia
de una designaeion en sentido contrario, debe ser aplicada a los
nombres qufﬁicos de compuestos capaces de existir en forma isoméerica
6btica que aparecen en la presente memoria descriptiva y en las rei-
vindicaciones adjuntas. Asi: cuando un nombre qufhico no especifica
cual es la forma 6btica que se desea designar, el nombre debe ser
interpretado en su sentido genérico limitado, es decir, como signi-
ficando ya sea el iscomero &ptico (1) o la forma opticamente racémi-
ca (dl).

Al 1llevar a cabo la conversicn de O-glicil-(l)-serina Y
0-glicil-(dl)-serina en O-diazoacetil-(1l)-serina y O-diazoacetil-
(d1)-serina, respectivamente, se utiliza como el material inicial
una sal de adicich de dcido del compuesto de O-glicil serina y se
mantiene la temperatura de la mezela de reaccion por debajo de
aproximadamente 30°C. EI valor pH de la mezcla de reaccidn debe
ser cuidadosamente regulado dentro del orden de 3,0 a 6,0 durante
el procedimiento, a fin de obtener rendimientos satisfactorios de
los productos deseados. Se obtienen los mejores resultados cuando
se mantiene el pH de la mezcla de reaccidn entre 4,0y 5,5, Con
un pH mayor que aproximadamente 6 los materiales iniciales de 0=~
glicil serina sufren una redisposicién para formar la correspon=
diente N-glicil-serina, reduciendo asf’materialmente el rendimiento

del producto desc~40e. Con un pH menor que aproximadamente 3,0 las
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deseadas 0O-diazoacetlil serinas sufren una descomposicién que tam=~
bién reduce el rendimiento y causa la contaminacién del producto
final., Como medio de reaccibn se prefiere el agua o las soluciones
acuosas de disolventes orgénicos miscibles con agua, tales como
alcoholes.

Pueden utilizarse numerosos agentes diazotizantes difer-
entes en el procedimlentoc. Por ejemplo, puede utilizarse el deido
nitroso, los alquil nitritos y los compuestos de nitrosilo. Cuando
se utiliza el acido nitroso como el agente diazotizante puede
utilizarse una solucidn de dcido nitroso (preparada mediante la
reaccién de tridxido de nitrégeno con agua) o puede generarse el
dcido nitroso in gitu mediante la interaccién de un acido mineral
y un nitrito inorgénicd\tales como los nitritos de metales alcal-
inos, los nitritos de metales alcalino-té}reos y los nitritos de
metales pesados. Algunos ejemplos espec{ficos de estos nitritos
inorgéhicos son el nitrito de sodio, nitrito de potasio, nitrito
de bario, nitrito de plata y otros similares. Dado que el com-
puesto de O-gliecil serina_que\se utiliza como el material inicial
se halla en la forma de una sal de adiciSn de écido, es por 1o
general preferible no agregar un aeido mineral a la mezcla de
reaccidon sino dejar meramente que la sal de adicion de acido re-
accione con el nitrito inorgénico para producir el dcido nitroso
in situ. También puede producirse el écido nitroso in situ
haciendo burbujear triéxido de_nitrégeno por la mezcla acuosa de

reaccién o utilizando la sal de acido nftrico de la 0O-glicil
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serina y agregando una substancia reductora tal como &cido arsenioso
a la mezcla de reaccidn. Algunos ejemplos de los alquil nitritos
que pueden ser utilizados como agentes diazotlzantes son el etil
nitrito, butil nitrito y amil nitrito. Algunos ejemplos de los
compuestos de nitrosilo que pueden ser utilizados en el procedi-
miento son el cloruro de nitrosilo, bromuro de nitrosilo y acido
nitrosil sulfirico. La cantidad de agente diazotizante que se
utiliza en el procedimiento no es particularmente cr{tica, pero por
causas de economf{a debe utilizarse por lo menos un equivalente por
cada equivalente del material iniclal de O-glicil serina. Se
obtienen los mejores resultados cuando se utiliza un exceso del
agente diazotizante, y si bilen sblo se desea diazotizar uno de los
dos grupos amino que tlene el material ilnicial de O-glicil serina,
puede utllizarse hasta tres a cuatro equivalentes del agente diazo-
tizante sin ejercer un efecto perjudicial sobre el rendimiento del
producto deseado.

El presente invento queda ilustrado mediante los sigui=-
entes ejemplos.

Ejemplo 1.

2,6 gramos de nitrito de sodio disueltos en 25 cm3 de
agua son agregados a una solucian de 2,9 gramos de monoclorhidrato
de 0-glicil-(l)-serina en 200 cm3 de agua, manteniendo la tempera-
tura en 0°C. La solucién es estacionada a una temperatura de O a
5°C durante 30 minutos y luego a la temperatura ambiente (de 20 a

30°C) durante 5 horas. 1la solucidn es congelada y el hielo es

- 10 -



“Y

209332

separado de la mezcla congelada por sublimaeidn bajo alto vacfo.

El resultante producto s6lido de color canela es disuelto en Lo

cm3 de agua y vertido en una columna de adsorcidn que contiene

L0 gramos de carbén activado (Darco) y 40 gramos de tierra de dia-
tomeas (Celite). La columna de adsoreidn es lavada con agua hasta
que el lfquido de salida mide aproximadamente 400cm3, Este lfquido
es descartado y la columna es lavada con aproximadamente 200 em3

de una solucidn acuosa que contiene 2% de acetona. La elucidn de
acetona acuosa es recogida y evaporada al vacfo hastas quedar seca
para obtener la deseada O-diazoacetil-(1l)-serina como un producto
sélido de color amarillo-verdoso claro que tiene, en solucidn
acuosa y a un pH de 7, un valor miximo de absorcion de rayos ultra-
violetas de E%gm = 1164 en 250 mu. E1 producto resultante, que
tlene la siguiente formula

0
NQCH-g—O-CHz-?H-COOH

NH,
forma isomérica (1)

es qufhicamente puro pero, en caso deseado, se lo puede recrista-
lizar desde una mezecla compuesta por piridina, agua y etanol. El
material recristalizado tiene las propiedades quimicas, f{sicas y
biolégicas especificadas en la descripeidn precedente. El valor
méximo de absorcion de rayos ultravioletas de El% = 1164 se difer-
encla del valor de El% = 1140 indicado en la descripcion precedente
por una cantidad que se halla dentro del error experimental per-

misible de valores méximos de absorcisn de esta magnitud.

- 11 -
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Ejemplo 2,

Se agregan 863 mg‘de nitrito de sodio disuelto en 20 em3
de agua a una solucibn de 990 mg de monoclorhidrato de O-glicil-
(d1)-serina en 30 em3 de agua, manteniendo la temperatura en aproxi-
madamente 0°C., La solucidn es estaclonada durante 30 minutos a una
temperatura de entre 0 ¥ 5°C y luego se 1la congela y se separa el
hielo de la masa congelada por sublimacidn bajo alto vacfo. E1 re-
siduo sélido es disuelto en 10 cm3 de agua y la solucién es vertida
por una columna de adsoreidn que contiene 10 gramos de carbdn acti-
vado y 10 gramos de tierra de diatomeas. ILa columna es lavada con
agua hasta que se han recogido aproximadamente 120 cm3 del lfduido
de salida. Este 1{quido es descartado y se hace pasar por la
columna un agua que contiene 2% de acetona hasta que el lfquido de
salida se torna incoloro. ILa elucién de acetona acuosa es congela-
da y el hielo es separado de la masa congelada por sublimacidn bajo
alto vacfo para obtener la deseada O-diazoacetil-(dl)-serina. Este
producto, gque tlene 1la siguiente férmula

0
NQCH-EOCHz-?HfCOOH
NE
N forma (dl1)
es purificado por recristalizacién desde una mezcla de piridina,
agua y etanol para formar un material que tiene un valor maximo de
absorcidn de rayos ultravicletas de E%%m = 1140 a 250,5 my y un
pH de 7. Las propiedades qufmicas, biolégicas y otras propiedades

- 12 -



f{sicas de la O-diazoacetil-(g;)-serina son iguales a las especi-
ficadas en la descripcién precedente,
Ejemplo 3.

6,8 gramos de nitrito de plata son agregados con agitac-
16n a una solucién de 8,8 gramos de monoclorhidrato de O-gliecil-(dl)-
serina en 440 cm3 de agua. La solucidn es agitada a la temperatura
ambiente (aproximadamente 25°C) durante cuatro minutos y luego se
separa por filtracién el cloruro de plata. EIl material filtrado es
congelado, el hielo es separado de la masa congelada por sublimacidn
bajo alto vacfo y el residuo es disuelto en 100 cm3 de agua. La
solucidn es vertida por una columna de adsorci6n que contiene 100
gramos de carbdn activado ¥ 100 gramos de tierra de diatomeas y la
columna es lavada con agua hasta que el volumen del lfquido de
salida es de aproximadamente 1,2 litros. El 1{quido de salida es
descartado y se vierte agua que contiene 3% de acetona por la col-
umna de adsorcidén hasta que el 1fquido de salida de acetona acuosa
se torna incoloro. El 1{quido de salida de acetona acuosa es con-
gelado y el hielo es separado de la masa congelada por sublimacidn
bajo alto vacfo. E1 residuo»es recristalizado desde una mezcla de
piridina, etanol y agua para obtener la deseada O-diazoacetil-(dl)-
serina en forma pura; E%%m = 1140 a 250,5’mu Yy un pH de 7. Las pro-
piedades qufmiecas, biolégicas y otras propiedades fisicas del pro=-

ducto son las mismas especificadas en 1la descripcién precedente.

- 13 -



Ejemplo 4,

Aproximadamente 20 cm3 de una solucién acuosa "standar-
dizada" fria que contiene 1 gramo de 4cido nitroso son agregados
con agitaciéh & una solucidn de 1 gramo de monoclorhidrato de 0O-
glicil-(dl)-serina en 50 gm3 de agua, manteniendo 1la temperatura
en 0°C. Durante la adicidn se adjusta el valor pH de la solucidn
de modo que permanezca dentro del orden de 4 2 5:5. La mezcla de
reaceidn es estacionada a 5°C durante 4 horas., La solucidén es con-
gelada, el hielo es separado de la masa congelada por sublimacidn
bajo presién reducida y el residuo es disuelto en 25 a 30 em3 de
agua. La solucidn es vertida por una columna de adsorcidn que
contiene 25 gramos de carbdn activado Yy 25 gramos de tierra de
dlatomeas y la columna es lavada con agua hasta que el volumen del
lfquido de salida es de aproximadamente 250 em3. E1 lfduido de
salida es descartado y la columna es lavada con agua que contiene
3% de acetona hasta que el liquido de salida de acetona acuosa es
incoloro. E1 1fquido de salida de acetona acuosa es congelado y
el hielo es separado de la masa congelada por sublimacion bajo alto
vac{o para obtener la deseada 0-diazoacetil-(dl)-serina como un
s6lido de color amarillo-verdoso claro.. Con la recristalizacién
del producto de una mezcla de piridina, agua y etanol se obtiene el
producto deseado en forma pura; E}%m = aproximadamente 1140 a 250,5
mu. Las propiedades quimicas, biolégicas y otras propiedades fis-
icas del producto son las mismas ya descriptas en la descripcién

precedente.

- 14 -



Ejemplo 5.

Se agrega 1 gramo de nitrito de amilo en 15 em3 de etanol
a una solucién de 1 gramo de monoclorhidrato de 0-glicil-(l)-serina
en 50 cm3 de agua, manteniendo la temperatura préxima a los 0°C.,
El valor pH de la solucién es ajustado a entre 4+ y 5,5 con una solu-
cidn dilufda de hidrdxido de sodio y la mezcla de reaccidn es agi-
tada durante 4 horas a 5°C. La solucidn es congelada y el hielo |
es separado de la masa congelada por sublimacion bajo alto vacfo.
El residuo es disuelto en 25 cm3 de agua y la solucibén es vertida
por una columna de adsorcidn que contiene 25 gramos de tierra de
diatomeas y 25-gramos de carbén activado. La columna es lavada
con agua hasta que el volumen del lfquido de salida es de aproxi-
madamente 250 em3, y se descarta entonces este l{huido de salida.
La columna es lavada con agua que contiene 2% de acetona hasta que
el 1fquido de salida es incoloro y el 1fquido de salida es congela-
doe El hielo es separado de la masa congelada por sublimacidén bajo
alto vacfo para obtener un producto s61lido eristalino de color
amarillo-verdoso claro que es purificado_por recristalizacidn des-
de una mezcla de piridina, agua y etanol; E%%m = aproximadamente
1140 a 250,5 mx a un pH de 7. Este producto, que es O-diazoace-
til-(l)-serina, tiene las mismas propiedades qu{micas, biolééicas
y f{sicas que han sido especificadas en la precedente descripciéh

general.
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Elemplo 6.
2 gramos de disulfato bruto de 0-glicil-(dl)-serina

[804H2~05H8N204] son disueltos en 50 cm3 de agua y el pH de

la solueidn es ajustado a 5 utilizando una solucidn al 5 % de
hidréxido de sodio. EI disulfato de O-glicil-(dl)-serina se
convierte en el monosulfato por este procedimiento. E1 vo-
lumen de la solucibn es ajustado a 70 cm3 v la solucibn es
enfriada a una temperatura de O a 5° C. Se agrega en porcio-
nes y con agitacién una solucién fria de 1,17 gramos de nitri-
to de sodio en 130 cm3 de agua, manteniendo la temperatura en
la proximidad de 0° C. Se estaciona la mezcla de reaccidn a
una temperatura de O a 5° C durante 30 minutos y lugeo a la
temperatura ambiente (25° C) durante 4 horas y 30 minutos. La
solucibn es congelada y el hielo es separado de la masa conge-
lada por sublimacién bajo alto vacfo. El residuo es disuelto
en 15 cm3 de agua y la solucidn es vertida por una columna de
adsorciédn que contiene 11 gramos de carbon activado y 11 gramos
de tierra de diatomeas. La columna es lavada con agua hasta
que el volumen del lfquido de sallda es de aproximadamente
120 cm3. El 1fquido de sallda es descartado y la columna es
lavada con agua que contiene 2 % de acetona hasta que el 1{-
quido de elucién es incoloro. La elucién de acetona acuosa es
evaporada al vacfo hasta quedar seca y la O-diazoacetil-(dl)~-
serina residual es purificada por recristalizacidn desde una

mezcla de etanol y agua. Este material tiene un valor méximo
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de absorcién de rayos ultravioletas de Eiém = aproximadamente
1125 a 250 mz y un pH de 7. Las propiedades quimicas, biold-
gicas y otras propiedades ffsicas del productc son las mismas
ya especificadas en la descripcién precedente para la 0O-dia-
zoacetil-(dl)-serina. ¢

Reemplazando en le procedimiento precedente el disulfato
de O-glicil-(dl)-serina con monosulfato de O-gliecil=-(l)-serina
[S0yH,. (C5HgN,0y) 5], se obtiene O-diazoacetil-(l)-serina.

Elemplo 7.

3,5 gramos de butil nitrito en 25 em3 de etanol frio
son agregados con agitacién a una solucidn de 3,5 gramos de
monoclorhidrato de O-glicil-(;)-serina en 100 cm3 de agua,
manteniendo la temperatura en 0° C. E1 pH de la solucidn es
ajustado a 3,5 y la solucidn es estacionada durante 4 horas
a la temperatura ambiente. Durante este perfodo se mantiene
el pH de la solucidén entre 4,0 v 5,5. La mezcla de reaccidn
es congelada y el hielo es separado de la masa congelada por
sublimacién bajo alto vacfo. El residuo es disuelto en 40 cm3
de agua y la solucidén es vertida por una columna de adsorcidn
que contiene 40 gramos de carbdn activado y 40 gramos de tierra
de diatomeas. La columna es lavada con agua hasta que el volu-
ment del lfquido de salida es de aproximadamente‘#oo em3 y este
1{quido es descartado. Se lava entonces la columna con 200
cm3 de agua que contiene 3 % de acetona y la elucién de ace-

tona acuosa es evaporada al vac{o hasta quedar seca para obte-
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ner la deseada O—diazoacetil-(l)-serina como un producto sé-
lido verde-amarillento claro que tiene un valor miximo de ab-
soreidn de rayos ultravioletas en agua a un PH de 7 de Eifm =
1160 a 250 my. Las propiedades quimicas, bioclbgicas y otras
propiedades f{sicas de este producto son las mismas ya des-
criptas en la precedente descripcién general.

Ejemplo 8.

Una solucibn que consiste en 2,2 gramos de mono-
clorhidrato de O-glicil-(l)-serina en 100 cm3 de agua es
enfriada a 0° C y se introducen burbujas de vapores de trid-
xido de nitrégeno en la solucidn hasta que existe un gran
exceso de 4cido nitrose, indicado por un papel de yoduro de
almidén. Se permite que la solucién se caliente hasta al-
canzar la temperatura ambiente y se la estaciona a esta tem-
peratura durante 5 horas. Durante este lapsc se mantiene un
pH de entre 3,5 y 5,0 Yy Se agrega una mayor cantidad de tri-
éxido de nitrégeno si la prueba con yoduro de almiddén resul-
ta negativa. El1 pH de la solucidn es ajustado a 6, la solu-
cibn es congelada y el hielo es separado de la masa congelada
por sublimacién bajo alto vacfo. E1 residuo es disuelto en
40 cm3 de agua y la solucidn es pasadapor una columna de ad-
sorcidn que contiene 4O gramos de tierra de diatomeas. La
columna es lavada con agua hasta que el volumen de la elucidn

es de aproximadamente 250 cm3, Yy se deséarta esta elucidn,

La columna es lavada con agua que contiene 2 % de acetona hasta
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que la elucidn se torna incolora y la elucidn es evaporada al
vac{o hasta quedar seca. El residuo, que consiste en O-diazo-
acetil-(l)-serina, es purificado por recristalizacién desde

una mezcla de piridina, agua y etanol; Eifm = 1164 a 250 mu

Yy un pH de 7. Las caracter{sticas qufhicas, biolégicas y otras
caracteristicas ffsicas del producto son iguales que las ya in-
dicadas en la descripcién precedente.

En lugar de utilizar el monoclorhidrato y el mono-
sulfato en los ejemplos precedentes también puede utilizarse
otras sales de adicidn de 4cidos de las O-glicil serinas. Por
ejemplo, puede utilizarse el monobromhidrafo, monofluorhidrato,
monofosfato y otras mono- sales similares. Las disales ée las
0-glicil serinas, es decir, los productos en los cuasles ambos
grupos amino se hallan en forma salina, no pueden ser utiliza-
dos en el procedimiento debido al limitado orden pH dentro del
cual debe efectuarse la reaccién de diazotizacidn. as{, si
se utiliza una di-sal como el material inicial se la neutra-
liza in situ para formar la mono-sal cuando se ajusta el va-
lor pH de la mezcla de reaccién de diazotizacidon. Las expre-
siones ™mono™ y ™di-™, tal como se las utiliza en 1la presente
memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, se re-
fieren en la nomenclatura quimica a la cantidad de grupos amino
que se hallan en forma salina. As{, el compuesto 50, Hp . (C5HgN,0y ) 5
recibe el nombre de monosulfato, mientras que el compuesto S0, Hy.

CsHBN,Oy recibe el nombre de disulfato.

- 19 -



209332

En los ejemplos precedentes se describe el nétodo
utilizado para aislar O-dlazoacetil-(l)-serina y O-diazoace-
ti1-(d1)-serina en la forma de los acidos libres. Estos com-
puestos también pueden ser aislados en las formas de sus sa-
les de metales alcalinos y de métales alcalino-térreos modifi-
cando ligeramente los procedimientos citados. Se logra este
resultado agregando una solucidn acuosa que contiene un equi-
valente de un hidréxido, bicarbonato o carbonato de metal alca-
lino o alcalino-térreo a la elucidn de acetona acuosa antes
de secarla por congelacidén. Las sales que se obtienen en esta
forma son polvos hidrosolubles blancos. Estas sales tambien
pueden ser obtenidas disolvienio una parte del écido puro en
agua y agregando una cantidad equivglente de una de las prece-
dentemente citadas substanclias alcalinas. Por ejemplo, las sales
de sodlo, potasio y calclo pueden ser obtenidas de la sigulente
manera.

Se disuelve 1,7 gramos de O-diazoacetil-(;)-serina
en 30 cm3 de agua y se agrega una solucién acuosa que contiene
0,84 gramos de bicarbonato de scdio. La solucidn lfmpida es
congelada y el hielo es separado de la masa congelada por su-
blimacibn bajo alto vacfo para obtener la deseada sal sbdica
de O-diazoacetil-(l)-serina como un polvo blanco.

Se disuelve 1,7 gramos de O-diazoacetil-(dl)-serina
en 30 em3 de agua y se agrega una solucidn acuosa Jilufda

que contiene 0,56 gramos de hidnfxido de potasio. La solucién
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es congelada y el hielo es separado de la masa congelada por

sublimacidn bajo alto vacfo para obtener la deseada sal de

potasio de O-diazoacetil-(dl)-serina como un polvo blanco.
Se disuelve 1,7 gramos de O-diazoacetil-(l)-serina

3

en 30 cm” de agua y se agrega una soluecidn acuosa que con-
tiene 0,37 gramos de hidr6xido de calecio. La solucibn es
congelada y el hielo es separado de la masa congelada por
sublimaciéh bajo alto vacfo para obtener la deseada sal de
calcio de O-diazoacetil-(l)~-serina como un polvo blanco.

Las sales de adiddn de 4cidos de O-glicil serina
que se utilizan como materiales iniciales en el procedimien-
to del presente invento pueden ser preparadas de numerosas
maneras diferentes. Por ejemplo, las N-glicil serinas pro-
ducidas segﬁn el método descripto por Fisher y otros en Ann.
379, 199 (1910) pueden ser redispuestas para formar las
deseadas sales de adicidn de 4cidos de O-glicil serina me-
diante el tratamiento con un &cido mineral bajo condiciones
substancialmente anhidras a una temperatura de entre O y
100° C. En calidad de écidos minerales pueden utilizarse
el fecido sulfurico al 100 %, dcido sulffirico al 97 %, 4cido
fosférico con consistencia de jarabe, acido clorhfdrico
gaseoso, acido bromhidrico gaseoso y otros similares. Las
sales de adicibn de &cidos de O-glicil serina también pueden
ser preparadas con derivados N-carbobenzox{lico de serina

gque pueden ser obtenidos mediante los métodos descriptos en
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Ber., 65, 1196 (1932) y J. Biol. Chem., 146, 463 (1942).
Cuando se utiliza un derivado N-carbobenzoxflico de se-

rina como el material inicial puede hacerse reaccionar al
derivado carbobenzoxf{lico con un halogenuro de haloacetilo

o un anhfdrido haloacético para prodvcir el correspondiente
compuesto de O-haloécetil-N-carbobenzoxi serina, hacer reac-
cionar a este compuesto halogenado con una azoimida de metal
para producir el correspondiente compuesto de O-azoimido-
acetil-N-carbobenzoxl serina y someter este f1timo compuesto
a la reduceidn bajo condiciones écidas, eliminando as{ el
grupo carbobenzoxilo y convirtiendo también el grupo azo-
imido en un grupo aminc. Los derivados N-carbobenzox{licos
de serina también pueden ser convertidos en los deseados
materiales iniciales haciendo reaccionar el derivado N-car-
bobenzox{lico de serina coh un halogenuro de azoimidoace-
tilo para producir el correspondiente compuesto de C-azoimido=
acetil-N-carbobenzoxi serina, el que es sometido entonces a
la reduccién bajo condiciones &cidas. Otro método comprende
hacer reaccionar un derivado N-carbobenzoxf{lico de serina con
un anhfdrido mixto de carbobenzoxiglicina y someter el resul-
tante compuesto de O-(N-carbobenzoxiglicil)-N-carbobenzoxi-
serina a la reduccidn bajo condiciones fcidas. Aun otro
método para produclr los deseados materiales iniciales a par-
tir de un derivado N-carbobenzoxf{lico de serina comprende

hacer reacclonar el derivado N-carbobenzoxflico de serina con
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un halogenuro de glicilo o un anhfdrido de N-carboxiglicina
para producir el correspondiente compuesto de C-glicil-N~-
carbobenzoxiserina Y someter este ﬁltimo compuesto a la re-
duccidn bajo condiciones 4cidas. Estos diversos métodos para,
producir las sales de adicidn de écidos de O-glicil serina pue~

/. .
den ser ésquematicamente representados de la siguiente manera :
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donde R' rerresenta un grupo bencilo tal como el radical
bencilo mismo, radicales bencilo que contienen substituyentes
anulares tales como los radicales alquilo, alcoxilo, carboxilo,
halégeno, amino, nitro y otros radicales similares, radicales
bencilo sﬁbstitufdos en la cadena lateral con grupos alquilo
¥ fenilo y radicales bencilo substitufdos tanto en la cadena
lateral como en el anillo con los citados radicales substi-
tuyentes, HY representa un equivalente de un 4cido mineral
tal como los Acidos clorhfdrico, bromhfdrico, sulfﬁrjco,
fosf6rico, nftrico y sulfémico, X representa un étomo de ha-
18genc v Z es una parte de un anhfdrido mixto de un dcido

que incluye carbonatos, fosfitos, arsenitos, fosfatos, sul-

fatos, alcanocatos ¥y arilostos.

- 25 -



G e

-

209332
“2C -

REIVINDICACIONES

Habiendo asf eéspeclalmente descripto Y determinado
la naturaleza del presente invento y la forma en que el mis-
mos puede ser llevado a 1la préctica, se declara reivindicar
como de propiedad ¥y derecho exclusivo :

1. Un procedimiento para la produccidn de O-diazo-
acetil-(l)-serina u O-diazoacetil-(dl)-serina, que comprende
hacer reaccicnar una sal de adiecibn de 4cldo de O-glicil-
(1)-serina u 0-glicil-(dl)-serina con un agente dlazotizante.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn
1, en el cual la reaccién es efectuada a una temperatura menor
que aproximadamente 30° € en un medio de reaccidn acuoso que
tiene un pH de entre 3y 6. '

3+ Un procedimiento de acuerdo con la reivindica-
cibn 2, en el cual el pH es de entre 4,0y 5,5.

4., Un procedimiento de acuerdo con las reivindica-
ciones precedentes, en el cual el agente diazotizante es
&cido nitroso.

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindica-
cion 4, en el cual el 4cido nitroso es generado in situ por
la interaccidn de un écido mineral y un nitrito inorgénico.

6. Un procedimiento de acuerdo con las reivindica-
ciones 1, 2 y 3, en el cual el agente diazotizante es un al-

quil nitrito.



<U9332
27 -

7; Un procedimiento de acunerdo con lag reivindi-
egolones 1, 2 y 3, en el ocual el agente diazotizente &g un
compuesto de nltroei;o;

B; Un procedimiento de aocnerdc con cuaslquiers de
lag reivindiocacionesg precedentes, en el cual le sal de adicidn
de dcido es un monoclorhidrato o un mnnoanlfato;

9; Un procedimiento de acuerdo con cualguiera de
les reivindiceciones preceienies, en el cual se hoce reee-
cionar e Ié resultante O-diazoacetil-(l)-serina u uhdiazoaoé-
$11-(dl)~eerine con un hidréxide, carbonato, bioarbonato,
dxido, elcéxido o emida de un metal alcalino o de uh metal
eloalino-térreo pars producir una sal de metel de O-dig~
zoecgetil~(l)~serina u o-diazoacetil-(g;)-ser1na;

’ 10; TUn proocedimiento pare produmcir compuestos de
aminoéaldo'.

Tal y como 86 he desorito en le Memoria ¢ue ante-
cede y con los fines gue se han especiﬂicado;

Hete Memoris congte de velntiocho hoJes escritas

por una gole oarse,

Mears, UL 1993

‘
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